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2 Qualificação do principal problema a ser abordado 
 
 As Myrtaceae são amplamente registradas como hospedeiras de herbívoros 

galhadores na região neotropical. Não obstante, estudos estruturais e químicos em plantas 

hospedeiras de galhas nesta família são escassos quando comparados a outras famílias 

botânicas. Tendo em vista sua capacidade de atrair e abrigar os herbívoros galhadores, 

permitindo a morfogênese constante e repetitiva de diversos morfotipos de galhas, justifica-se 

a escolha de uma Myrtaceae como espécie-modelo para estudos de desenvolvimento e de 

acúmulo de reservas em sistemas galhador-planta hospedeira.  

 Galhas entomógenas constituem microlaboratórios que permitem a avaliação de 

diversos aspectos estruturais e químicos em um sistema finamente regulado pelo galhador. As 

galhas de Psidium cattleianum são induzidas por uma espécie recentemente determinada, 

Nothotrioza cattleiani Burckhardt (Hemiptera: Psylloidea) (Carneiro et al. 2013), o qual se 

alimenta inserindo o aparelho bucal pungitivo diretamente no floema dos feixes vasculares. 

Nessa relação, as investigações propostas se tornam interessantes pela possibilidade de 

elucidar eventos-chave que determinam respostas morfogênicas específicas, fruto da 

manipulação dos tecidos hospedeiros em benefício do galhador parasita.   

 Sob essa perspectiva, as seguintes hipóteses foram elaboradas: 

1- Muito embora, o padrão de desenvolvimento das galhas seja determinado por 

modificações dependentes do táxon indutor (sensu Rohfritsch 1992), o metabolismo 

intrínseco da planta hospedeira determina padrões repetitivos de respostas celulares. 

2- A formação da galha promove alterações no padrão de diferenciação, expansão e 

divisão celulares, esperando-se mudanças na composição e padrão de deposição da 

matriz da parede celular, bem como da organização dos polímeros do citoesqueleto 

nas galhas em relação ao tecido não galhado.  



3- As Myrtaceae apresentam potencial para produção de lipídios tóxicos e 

antiherbivóricos, logo se espera que, em virtude do estabelecimento do campo 

cecidogênico, haja bloqueio na produção ou neutralização de tais substâncias, como 

observado por Moura et al. (2009), de modo que estas não prejudiquem a instalação e 

o ciclo de vida dos indutores. 

4- O acúmulo e metabolismo de carboidratos têm sido estudados em galhas induzidas 

por sugadores (Oliveira & Isaias 2010b; Oliveira et al. 2010). Em espécies de plantas 

hospedeiras pertencentes à família Myrtaceae, reconhecidamente produtoras de 

substâncias lipídicas, espera-se detectar atividade enzimática capaz de potencializar 

tais substâncias como nutricionais para os galhadores, convergindo as reservas para o 

metabolismo dos açúcares. 

 A presente proposta incorporará identificação de moléculas, via análises 

microquímicas, a localização de substâncias nos tecidos das galhas, via histoquímica, o que 

dará precisão às discussões sobre as funções das substâncias em galhas - nutrição ou defesa. 

Ainda, incorporará análises sobre o papel da parede celular e dos microtúbulos na 

determinação do morfotipo das galhas, além de análises microquímicas que, aliadas às 

análises histoquímicas, permitirão identificar a localização e a função das moléculas nas 

diferentes camadas de tecidos das galhas.  

 
3 Objetivos e metas a serem alcançados 
 
Objetivo geral  

 Determinar as alterações citológicas e químicas que se relacionam ao estabelecimento 

do galhador e revelam o status metabólico/fisiológico dos tecidos rediferenciados durante a 

morfogênese de galhas induzidas por Nothotrioza cattleiani em Psidium cattleianum. Essas 

análises permitirão observar a extensão do impacto exercido por galhadores sugadores na 

determinação de processos morfogênicos específicos.  

 

Objetivos específicos 

1. Estudar o desenvolvimento anatômico de galhas induzidas por Nothotrioza cattleiani 

em Psidium cattleianum, com ênfase na histometria e nos padrões de alteração nos 

eixos de alongamento e expansão celulares, verificando a existência de padrões 

estruturais. 

2. Avaliar a citologia e a histoquímica das galhas de Psidium cattleianum de modo a 

averiguar a formação de gradientes citológicos e histoquímicos como padrão, 



independentemente do taxa indutor, testando a hipótese proposta por Oliveira & 

Isaias (2010b) e Oliveira et al. (2010). 

3. Detectar, por técnicas de imunocitoquímica e de espectrometria na região do 

infravermelho, alterações de parede celular relacionadas às alterações de forma e de 

função das distintas zonas de tecido das galhas de Psidium cattleianum. 

4. Detectar, através de técnicas de histoquímica e microquímica, perfis químicos de 

substâncias lipídicas ligadas a nutrição ou defesa em galhas de Psidium cattleianum 

visando detectar limites impostos pelo metabolismo da planta hospedeira e a 

capacidade dos indutores em manipular tal metabolismo, testando a hipótese 

proposta por Moura et al. (2009). 

5. Localizar histoquimicamente a atividade de enzimas ligadas ao metabolismo de lipídios 

e carboidratos como forma de elucidar as vias metabólicas pelas quais as substâncias 

potencialmente armazenadas por Psidium cattleianum podem ser aproveitadas tanto 

pela maquinaria celular vegetal quanto pelos indutores em sua alimentação. 

  

4 Metodologia a ser empregada 
 
Coleta de material 

As amostras consistirão de folhas não galhadas jovens e totalmente expandidas e de 

galhas em diferentes estágios de desenvolvimento (crescimento, maturação e senescência) no 

sistema Nothotrioza cattleiani (Hemiptera: Psylloidea) - Psidium cattleianum (Myrtaceae), 

coletadas na região do Parque Estadual do Marumbi, Paraná, Brasil. 

 

Análises estruturais e histométricas 

 Para a preparação de lâminas permanentes, as amostras (n≥5) serão desidratadas em 

série butílica (Johansen 1940) e incluídas em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997). Cortes 

transversais (10-14 μm) serão obtidos em micrótomo rotatório (Leica® 2035 BIOCUT). Os 

cortes histológicos serão afixados às lâminas com adesivo de Bissing (Bissing 1974). Após a 

retirada do Paraplast® com acetato de butila a 56°C, em banho-maria, as amostras serão 

desidratadas em série etílica e coradas com a mistura de azul de astra e safranina 9:1 (v/v) 

(Bukatsch 1972, modificado para 0,5%) e montadas em verniz  vitral incolor Acrilex® (Paiva 

2006). 

 A partir de imagens digitais serão medidas as áreas celulares e os eixos maior e menor 

da protoderme nas faces adaxial e abaxial, dos meristemas adaxial, mediano e abaxial, bem 



como dos tecidos derivados destes quando da formação da galha, com auxílio do programa 

AxioVision Rel. 4.8.  

 

Análises citológicas 

As amostras serão fixadas em Karnovsky 4% em tampão fosfato 0,1M (pH 7,2) por 24 

horas (Karnovsky 1965, modificado), pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% em tampão fosfato 

0,1 M, desidratadas em série etanólica (Johansen 1940) e infiltradas em Araldite® (Luft 1961). 

O material será seccionado em Ultramicrótomo Reichert-jung – Ultracut, contrastado em 

acetato de uranila e citrato de chumbo de acordo com Reynolds (1963) e analisado no 

Microscópio Eletrônico de Transmissão ZEISS EM 109. 

 

Análises histoquímicas 

 Detecção de carboidratos 

 Para a detecção de amido, será utilizado o teste de Lugol (Johansen 1940) onde 

material fresco ou fixado será submetido à reação em solução de iodo-iodeto de potássio por 

cinco minutos e observado em microscópio ótico.  Para açúcares redutores, o teste de Fehling 

(Sass 1951) será realizado em material fresco imerso em solução composta de parcelas iguais 

das soluções A (sulfato de cobre II 6,93% m:v) e B (tartarato sódico de potássio 34,6% e 

hidróxido de sódio 12% m:m:v) e aquecidas à temperatura de pré-ebulição.. 

 Detecção de lipídios 

 Lipídios totais serão corados com o reagente Vermelho do Sudão (Brundett et al. 1991) 

com material fresco ou fixado imersos por cinco minutos em solução saturada de vermelho B 

de Sudão em etanol 70°GL. Óleos essenciais serão evidenciados com o reagente de NADI 

(David & Carde 1964), sendo imersos em solução contendo α-naftol 1%, dimetil-p-

feniletilenodiamina 1% e tampão fosfato 0,01M pH 7,2 (1:1:98, v/v). Triterpenos serão 

revelados instantaneamente com o reagente de Lieberman-bouchard (Wagner & Bladt 1996) 

pela imersão em solução de anidrido acético e ácido sulfúrico concentrado. 

 Detecção da atividade de lipases 

 Como primeiro passo para a quebra das moléculas de lipídios nos sítios de 

armazenagem, a ação das lipases será verificada em secções à mão livre de material recém-

coletado incubadas em solução 0,03M de a-naftilacetato em acetona 1% em tampão fosfato 

pH 7,0 por 30 minutos a 27°C. Em seguida, será adicionada solução reveladora constituída de 2 

partes de solução aquosa de azul rápido B 1% (Fast blue B) e 5 partes de solução aquosa de 

Dodecil sulfato de sódio 5% (SDS). É esperada uma coloração inicialmente vermelha, que muda 

para azul quando estabilizada, nos sítios de ação das aliesterases. O controle será feito 



incubando-se os cortes em solução 10-5 M de cloreto férrico em etapa anterior às descritas 

acima (van Asperen 1962, modificado). 

 Detecção da atividade da fosfatase ácida  

De modo a verificar a possível liberação de fosfato pelo ácido fosfórico, para a ação da 

fosforilase nos tecidos sadios e galhas, as amostras serão fixadas em etanol 70%, infiltradas em 

historresina e secionadas em micrótomo rotatório (5–10 μm) (Johansen, 1940). Em seguida, 

serão incubadas por 30 minutos a 18 horas em 0,6g de nitrato de chumbo em 500 ml de 

tampão acetato 0,5 M com pH 4,5, adicionado de 50 ml de glicerofosfato de sódio 0,1 M. 

Posteriormente, as seções serão lavadas em água destilada e colocadas em solução de amônia 

diluída por 5 minutos, lavadas e montadas para observação ao microscópio de luz. 

 Detecção de atividade da glicose-6-fosfatase 

A glicose-6-fosfatase está relacionada com a síntese de glicose 6-fosfato que é um 

intermediário da via glicolítica e da síntese de sacarose. A atividade desta enzima em tecidos 

sadios e nas galhas pode indicar o hábito alimentar do galhador e formas de armazenagem de 

nutrientes. Para verificar sua presença nos tecidos galhados em comparação aos sadios, seções 

de material recém-coletado serão incubadas por 15 minutos a 2 horas à 37 °C em 20 mg de 

potássio glicose-6-fosfato, 125 ml de tampão tris-maleato 0,2 M com pH 6,7, 3 ml de solução 

nitrato de chumbo 2%, e 7 ml de água destilada. Em seguida, o material será lavado em água 

destilada, submetido à solução de sulfato de amônia por 5 minutos e montado em gelatina 

glicerinada (Jensen 1962). 

 Detecção de atividade da fosforilase 

A atividade da fosforilase poderá fornecer evidências da síntese de amido para 

nutrição do galhador ou manutenção do metabolismo da galha. A atividade desta enzima será 

verificada em seções de tecidos recém-coletados e incubados em glicose-1-fosfato 1% em 

tampão acetato (pH 6,0) por 2 horas a  temperatura ambiente, submetidas a solução de iodeto 

de potássio iodado (reagente de Lugol) para verificar a presença de amido recém-formado. 

Para controle será usado um inibidor da fosfatase (Jensen 1962). 

 Detecção de atividade da sacarose sintase 

De modo a verificar comparativamente a presença de subprodutos da quebra e síntese 

de sacarose, que estão relacionados diretamente com a síntese de amido e transporte de 

fotoassimilados, a atividade da sacarose sintase in situ será evidenciada nas amostras. Estas 

serão fixadas e tratadas com sacarose e UDP (uridina di-fosfato) para iniciar a cascata de 

reações da enzima culminando na formação de sais. Os tecidos serão fixados em formaldeído 

2%, polivinilpirrolidona 2% e ditiotreitol 5mM por 1 hora. As amostras serão lavadas em água 



oito vezes durante 1 hora. Para detecção dos sítios de formação da enzima, as seções serão 

incubadas em meio contendo 100 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 2 mM 

EGTA, 0,2% BSA, 1mM NAD, 0,02 mM glicose-1,6-bifosfato, 1 U fosfoglicomutase, 1 U glicose-

6-fosfato desidrogenase, 1 U UDP glicose pirofosforilase, 0,03% NBT, 50 mM sacarose, 1 mM 

UDP, 1 mM PPi. A atividade da enzima in situ será demonstrada pela formação de um 

composto de NADH com azul nitroso de tetrazólio (NTB). O controle será feito pela supressão 

da sacarose (Wittich & Vreugdenhil 1998).  

 Detecção de atividade das invertases 

A atividade da invertase disponibiliza glicose a partir da quebra da sacarose para as 

atividades metabólicas e/ou alimentação do galhador. Os sítios de atividade da invertase nas 

amostras serão localizados em seções de material recém-coletado, fixado em formalina 4% (pH 

7,0) por 30 minutos. As seções serão lavadas em água destilada dez vezes por três a cinco 

horas para remover todos os açúcares solúveis. Em seguida, as seções serão incubadas por 20 

minutos a temperatura ambiente em reagente contendo fosfato de sódio 0,38 M (pH 6,0), 0,24 

mg ml-1 de azul nitroso de tetrazólio, 0,14mg ml-1 de metasulfato de fenazina, 25 unidades 

ml-1 de glicose oxidase e 5mg ml-1 de sacarose-1. Para controle, as seções serão incubadas em 

reagente sem sacarose. Depois de lavadas em água, as seções serão fixadas em formalina por 

15 minutos, seguido por várias passagens em água, montadas e fotografadas (Doehlert & 

Felker 1987). 

 

Análises de imunocitoquímica 

 Localização de FBPase  

 A localização da frutose 1,6 bisfosfatase (FBPase) será feita de acordo com o método 

descrito por Schmoll et al. 1995 através da utilização de um anticorpo anti FBPase seguido de 

um anticorpo secundário e análise em microscópio de epifluorescência. 

 Compostos de parede 

Para detecção da composição da parede celular, as amostras serão fixadas em 

Karnovsky 4% em tampão fosfato 0,1M (pH 7,2) (Karnovsky 1965, modificado), desidratadas 

em série etanólica (20, 30, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), e infiltradas em historresina. Seções 

transversais serão feitas em micrótomo rotatório (Jung biocut), incubadas em anticorpos 

monoclonais (MAbs) JIM5, JIM7, JIM13, LM5 e LM6 (solicitados no Centre for Plant Science, 

University of Leeds, UK), epitopos descritos na tabela 1. A incubação das seções para 

imunofluorescência será processada segundo Mastroberti & Mariath (2008) e as lâminas serão 

analisadas em microscópio de epifluorescência. 



 Visualização dos microtúbulos 

A orientação dos microtúbulos serão marcados com anticorpos monoclonais como 

descrito por Sugimoto et al. (2000). As amostras serão fixadas em formaldeído 1,5% e 

glutaraldeído 0,5% em tampão PEMT, lavados e incubados em anticorpos primários anti-

tubulina por 12 horas em temperatura ambiente. Em seguida serão incubados em anticorpos 

secundários por 3 horas a 37°C, montados em lâminas e analisados em microscópio de 

epifluorescência. 

 

Tabela 1. Descrição e reconhecimento dos anticorpos monoclonais 

 

Análises microquímicas 

 A análise dos perfis químicos de tecidos não galhados e de galhas será feita através de 

cromatografia de fase gasosa a partir de extratos etanólicos. Frações adicionadas a diferentes 

solventes serão injetadas em espectrômetro de massas acoplado a cromatógrafo de fase 

gasosa (CG-EM ou GC-MS) equipado com coluna capilar ou com espectrômetro de massas com 

ionização tipo electrospray (ESI-MS). A identificação dos sinais será feita por comparação entre 

os espectros obtidos e as bibliotecas pré-existentes ou por análise direta dos padrões de 

fragmentação.  

 A análise do grau de esterificação das pectinas será estimada nos diferentes 

tratamentos (n≥5) através do uso de espectrômetro na faixa do infravermelho e análise 

comparativa das bandas na região característica de 1750 cm-1.  

 
5 Principais contribuições científicas ou tecnológicas da proposta 
 

Anticorpos monoclonais Epitopos Referências 

JIM 5 
Homogalacturananos (HGA) 

não metil-esterificados 

VandenBosh et al. (1989), Knox et 

al. (1990), Willats et al. (2001), 

Clausen et al. 2003) 

JIM 7 HGA metil-esterificado 
Knox et al. (1990), Willats et al. 

(2001), Clausen et al. 2003) 

JIM 13 Proteínas arabinogalactanos Knox et al. (1991) 

LM 5 (1→ 4) β-D-galactano Jones et al. (1997) 

LM 6 (1 → 5) α-L-arabinanos Willats et al. (1998) 



 Ao final do presente projeto, esperam-se dados que permitam a publicação de pelo 

menos 5 artigos, divulgados na forma de apresentação de trabalhos e publicação de pelo 

menos 5 resumos em eventos nacionais e internacionais, com as abordagens assim propostas: 

1. Desenvolvimento anatômico de galhas induzidas por Nothotrioza cattleiani em 

Psidium cattleianum, com ênfase na histometria e nos padrões de alteração nos eixos 

de alongamento e expansão celulares que determinam os morfotipos de galhas.  

2. Detecção de gradientes citológicos e histoquímicos ligados ao campo cecidogênico 

induzidos por insetos sugadores em Psidium cattleianum. 

3. Detecção imunocitoquímica e por análises do espectro na região do infravermelho das 

alterações em nível de parede celular necessárias às mudanças de forma e de função 

das distintas zonas de tecido das galhas de Psidium cattleianum. 

4. Perfis químicos de substâncias lipídicas ligadas a nutrição ou defesa em galhas de 

Psidium cattleianum, aliando análises histoquímicas a microquímicas, visando detectar 

limites impostos pelo metabolismo da planta hospedeira e a capacidade dos indutores 

em manipular tal metabolismo. 

5. Atividade enzimática em galhas como forma de elucidar as vias metabólicas pelas 

quais as substâncias potencialmente armazenadas por Psidium cattleianum podem ser 

aproveitadas tanto pela maquinaria celular vegetal quanto pelos indutores em sua 

alimentação. 

As publicações configurarão uma tese de doutorado e a iniciação científica de um 

graduando. 

 

 
6 Cronograma 
 

 Ano 1 Ano 2 Ano 3 

Atividades / trimestre 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Revisão de Literatura X X X X X X X X X X X X 

Coleta de Material X  X  X  X  X  X  

Análises anatômicas X X X X X X       

Análises histoquímicas   X X   X X     

Análises citológicas    X X X X X X    
Análises Imunocitoquímicas    X X X X X X    

Análises químicas  X X X X X X X X X X  

Redação de relatório          X X X 

Redação de artigos     X X X X X X X X 
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