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RESUMO

Galhas em Myrtaceae são comumente reportadas nos levantamentos de riqueza e abundância de galhas 

em diferentes biomas. O estudo de galhas em duas espécies de Myrtaceae –  Psidium myrsinoides  e 

Psidium  cattleyanum –  induzidas  por  galhadores  com  hábitos  semelhantes  permitirá  o  teste  de 

hipóteses previamente propostas em sistemas galhador-planta hospedeira na região Neotropical. Em 

primeiro lugar, será testada a potencialidade da planta hospedeira em restringir a manipulação do 

indutor  quanto  à  armazenagem de  substâncias  nos  tecidos  nutritivo  e  de  reserva  das  galhas.  Em 

segundo lugar, será testada a formação de gradientes citológicos e histoquímicos nas galhas de insetos 

sugadores das duas espécies-modelo. A presente proposta incorporará análises sobre o papel da parede 

celular e dos microtúbulos na determinação dos morfotipos de 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. Ao conhecimento anatômico e histométrico previamente 

gerado com as galhas de P. myrsinoides serão comparados dados relativos a P. cattleyanum. 



JUSTIFICATIVA
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  algumas  Myrtaceae  como espécies-modelo  para  estudos  de  desenvolvimento  e  de 

acúmulo  de  reservas  em  sistemas  galhador-planta  hospedeira.  Ademais,  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.

RELEVÂNCIA
A presente proposta se insere nos estudos realizados pelo grupo de pesquisa “Estrutura, fisiologia e 

química  de  galhas  neotropicais”  em  cujos  produtos  recentes  constam  hipóteses  sobre  o  papel  das  plantas 

hospedeiras  na  determinação  da  estrutura  e  metabolismo das  galhas.  A atual  perspectiva  é  testar  hipóteses 

previamente propostas, relativas aos gradientes citológicos e histoquímicos (Oliveira & Isaias 2010b, Oliveira et  

al. 2010),  bem como as  restrições  metabólicas  impostas  pela  planta  hospedeira  quanto  a  armazenagem de 

substâncias  no  tecido  nutritivo  das  galhas  (Moura  et  al. 2009).  Tal  perspectiva  permite  a  continuidade  na 

produção do  conhecimento  relativo às  interações  inseto-planta  pelo  grupo supracitado.  Ademais,  traz  como 

inovação as investigações relativas ao metabolismo de lipídios e as potencialidades das plantas hospedeiras em 

definir limites ao campo cecidogênico induzido pelo inseto nos sítios de desenvolvimento das galhas.

REVISÃO DE LITERATURA

Galhas  são  provenientes  da  interação  espécie-específica  entre  um  agente  indutor  e  uma  planta 

hospedeira (Redfern & Askew 1992). Podem ocorrer em todos os órgãos das plantas, sendo em maior número 

em caules  e  folhas,  e  decorrem de  um crescimento  anormal  dos  tecidos  do  hospedeiro  (Mani  1964).  Este  

crescimento,  entretanto,  é  limitado  e  finamente  controlado  pelo  indutor  através  de  estímulo  mecânico  e/ou 

químico  exercido  de  forma contínua  (Redfern  & Askew 1992).  O  impacto  causado  pelo  galhador  induz  a 

formação  de  uma  estrutura  que  o  abriga  contra  intempéries  do  ambiente  e  inimigos  naturais,  bem  como 

incrementa suas opções nutricionais (Price et al. 1987), aumentando o seu fitness. 

As galhas apresentam diversas formas, tamanhos e cores, características que podem constituir um alerta 

a predadores sobre o conteúdo possivelmente tóxico dos seus tecidos (Inbar et al. 2010), sendo ainda entendidas 

como o fenótipo estendido dos galhadores (Stone & Schönrogge 2003). Dada a especificidade das relações que 

resultam nas galhas e o alto número estimado de espécies de galhadores no mundo, cerca de 130 mil (Espírito 

Santo & Fernandes 2007), é esperado que haja uma alta diversidade de aspectos macroscópicos, histológicos, 

citológicos e químicos nestas estruturas. Esta diversidade é produto de alterações nos padrões de alongamento e  

expansão celulares  quando comparadas aos órgãos hospedeiros.  Estudos anatômicos aliados a  histométricos 

contribuem para elucidação destes padrões e sua relação com a forma final das galhas e funções assumidas pelas 

diferentes camadas de tecidos  (Oliveira & Isaias 2010a). Ademais, ajudam no entendimento dos mecanismos 

geradores  de respostas,  alterando padrões morfogênicos altamente conservativos como os de folhas  simples 

(Cutter 1986, Fahn 1990). 

 Uma  das  famílias  botânicas  na  qual  registra-se  uma  grande  riqueza  de  galhadores  associados  é 

Myrtaceae. Na Austrália, onde ocorre um número expressivo de gêneros endêmicos de Myrtaceae, é reportada 



uma alta ocorrência de Eriococcidae galhadores associados a Eucalyptus (Cook & Gullan 2004). Em Taiwan, as 

Myrtaceae constituem a segunda família hospedeira mais representativa,  abrigando 13 espécies  de Psyllidae 

galhadores (Yang et al. 2006). Nieves-Aldrey et al. (2008) ressaltam situação semelhante em um levantamento 

de riqueza de galhadores no Panamá, onde as Myrtaceae apresentam grande diversidade de galhas induzidas por 

Diptera: Cecidomyiidae. Ainda, em estudo conduzido em savanas neotropicais, as Myrtaceae figuram entre as 

cinco famílias de plantas mais galhadas, corroborando os padrões reportados por Gonçalves-Alvim & Fernandes 

(2001). 

No Brasil, os levantamentos da riqueza e abundância de galhadores em diversos biomas como na Mata 

Atlântica (Fernandes et al. 2001, Mendonça 2007), Pantanal (Julião et al. 2002), Amazônia (Julião et al. 2005) e 

Restinga (Bregonci et al. 2010, Maia et al. 2002, Mendonça 2007, Oliveira e Maia 2005) registram as Myrtaceae 

associadas a galhadores de diversos  taxa. Contudo, estudos sobre desenvolvimento, estrutura, ultraestrutura e 

química  dessas  interações,  especialmente  sob  o  ponto  de  vista  da  planta,  são  escassos.  Comumente  são 

reportadas a biologia do inseto e dados morfológicos incipientes (Fernandes et al. 1988, Maia et al. 2005).

As alterações induzidas pelos artrópodes galhadores estão diretamente ligadas à manutenção de um 

ambiente adequado ao seu desenvolvimento. Dessa maneira,  galhas de diferentes  taxa indutores apresentam 

características  que  se  relacionam  ao  seu  tempo  de  desenvolvimento  e  hábito  alimentar  (Mani  1964). 

Classicamente, dentre as galhas mais simples, estão aquelas de ácaros, que não apresentam grande especialização 

tecidual, variando desde a formação de pêlos nutritivos, galhas em bolso ou de enrolamento marginal (Meyer  

1987, Moura et al. 2008, Moura et al. 2009). Similarmente, as galhas induzidas por insetos sugadores, como os 

Thysanoptera e Hemiptera, apresentam maior diversidade de formas, porém baixa especialização tecidual, uma 

vez que estes insetos sugam conteúdos celulares e/ou do floema, exercendo baixo impacto nos tecidos. Sua 

forma pode variar desde enrolamentos marginais até galhas de cobertura com múltiplas câmaras (Dreger-Jauffret 

& Shorthouse 1992). O córtex é formado por hiperplasia e/ou hipertrofia do parênquima, entremeado por feixes 

vasculares,  e frequentemente há a formação de tecido esclerificado (Meyer 1987).  Nas ordens Coleoptera e 

Lepidoptera, os indutores geralmente atacam caules que pouco se diferenciam funcionalmente dos tecidos não 

galhados de seus hospedeiros.  Neste caso,  nota-se uma hipertrofia  cortical  e hiperplasia  cambial  e  medular, 

formando tecidos dos quais a larva se alimenta (Dreger-Jauffret & Shorthouse 1992, Mani 1964). Por fim, as 

galhas de Hymenoptera e Diptera estão dentre as mais complexas e portadoras de maior especialização tecidual. 

De  modo  geral,  apresentam  diferentes  zonas  concêntricas  que  se  diferenciam  ao  redor  da  câmara  larval. 

Externamente localiza-se a epiderme com diferentes níveis de alterações estruturais, camadas de parênquima, 

uma zona esclerenquimática que, por sua vez, delimita o tecido nutritivo (Mani, 1964). Entretanto, as galhas 

induzidas por insetos dessas classes diferem quanto à composição química dos metabólitos alocados em seus  

tecidos,  o que é relacionado à fisiologia e hábitos alimentares dos indutores (Cornell  1983, Bronner 1992).  

Bronner (1992) propôs o padrão de armazenagem de carboidratos para galhas de Cecidomyiidae e de lipídios 

para galhas de Cynipidae, contudo Moura  et al. (2008) detectou lipídios no tecido nutritivo tanto de galhas 

induzidas por Aceria lantanae, um ácaro, quanto de Schismatodiplosis lantanae, um Diptera: Cecidomyiidae. Os 

autores atribuíram tal padrão constante de armazenagem como uma restrição metabólica imposta pelo táxon 

hospedeiro.  A  possibilidade  de  estudar  outros  sistemas  envolvendo  plantas  notadamente  produtoras  de 

substâncias lipídicas como as Myrtaceae permitirá testar esta hipótese.

Em um estudo mais aprofundado sobre características anatômicas e ultraestruturais, Bronner (1992) 



propôs a existência de um padrão no estabelecimento de gradientes citológicos e histoquímicos em galhas de 

Cynipidae  (Hymenoptera).  Estes  gradientes  são  responsáveis  pela  manutenção  da  estrutura  da  galha  e 

apresentam acúmulo de substâncias nutritivas, ação enzimática e características anatômicas que possibilitam a 

atividade metabólica ideal  estabelecida em função das necessidades do indutor.  Entretanto,  estudos recentes 

propõem a  existência  desses  gradientes  não  somente  em galhas  de  Cynipidae,  mas  também em galhas  de 

Cecidomyiidae e Psyllidae.  No sistema  Aspidosperma spruceanum – Cecidomyiidae, o padrão anteriormente 

descrito  foi  corroborado,  com  a  detecção  de  atividade  enzimática  e  acúmulo  de  carboidratos  semelhantes 

(Oliveira  et  al. 2010).  Ao  contrario  do  esperado,  na  relação  estabelecida  entre  Aspidosperma  australe – 

Psedophacopteron sp.,  foi  observado acúmulo de carboidratos e  ação enzimática relacionada, muito embora 

essas  galhas  não  apresentem tecido  nutritivo  propriamente  dito  (Oliveira  & Isaias  2010a).  Em face  desses 

achados, se torna imprescindível um maior número de investigações nos sistemas de insetos sugadores - plantas  

hospedeiras a fim de se comprovar a prevalência destes padrões na região Neotropical. 

Um  sistema  atualmente  em  estudo,  Neotriozella sp.  (Hemiptera:  Psylloidea)-Psidium  myrsinoides 

(Myrtaceae),  revelou  a  presença  de  camadas  celulares  ontogeneticamente  distintas  em função  de  respostas 

diferenciais à ação do galhador (Carneiro 2010, dados não publicados). Nesse sistema, são observados padrões 

diferentes de hiperplasia, hipertrofia e alongamento celulares, bem como a presença de carboidratos detectados 

tanto  por  métodos  quantitativos  quanto  qualitativos.  Entretanto,  análises  ultraestruturais  e  histoquímicas 

adicionais se fazem necessárias para a afirmação da existência de um padrão semelhante àquele encontrado por 

Oliveira & Isaias (2010a). Ainda, estudos envolvendo a análise do citoesqueleto e o padrão de deposição da  

parede celular podem ajudar a determinar as implicações ultraestruturais relativas às mudanças nos principais 

eixos de alongamento das células e, consequentemente, os eventos que determinam a forma do novo órgão ao  

longo de suas fases de desenvolvimento (Baskin 2001). Tais estudos permitirão também evidenciar mudanças 

determinantes para as diferentes funções assumidas pelas camadas de tecidos nas diferentes galhas.

As fases de desenvolvimento das galhas foram divididas por Rohfritsch (1992) em quatro estágios: 

Indução, crescimento e desenvolvimento, maturação e senescência. Respectivamente, essas fases representam 

processos de reconhecimento entre inseto indutor e órgão hospedeiro; de hiperplasia e hipertrofia celular que 

resultam num aumento de biomassa da galha; da alimentação intensa do indutor quando este se encontra em sua  

principal fase trófica e, por fim, da senescência da galha que coincide com o período de maiores mudanças 

fisiológicas e químicas da estrutura. 

Mudanças  na  forma de  órgãos  e  tecidos  ocorrem durante  o  crescimento  e  desenvolvimento  sendo 

resultado  de  divisões  celulares,  modificações  estruturais  e  reorganização  de  componentes  da  parede  celular 

(Rose  2003).  Destes  componentes,  as  pectinas  compreendem  a  mais  abundante  classe  de  macromoléculas 

presentes na matriz da parede celular vegetal, ocorrendo também na lamela média, com função de regular a 

adesão  intercelular  (Willats  et  al.  2001).  Além disso,  múltiplas  evidências  indicam o  papel  importante  das 

pectinas  no  crescimento  vegetal,  desenvolvimento,  morfogênese,  defesa,  estrutura  da  parede,  sinalização, 

expansão celular e porosidade da parede, entre outros (Ridley et al. 2001, Willats et al. 2001).

A  família  das  pectinas  é  composta  por  polissacarídeos  complexos  que  compreendem  os 

homogalacturonanos,  em  sua  forma  metilesterificada  e  acetilesterificada,  ramnogalacturonanos  I,  

ramnogalacturonanos  II  e  xilogalacturonanos  (Carpita  and  McCann,  2000).  O  grau  de  esterificação  e  as 

mudanças na proporção e estrutura das moléculas pécticas determinam alterações nas propriedades funcionais da 



parede  celular  vegetal,  principalmente  durante  o  crescimento  e  desenvolvimento  dos  tecidos  (Knox  1997).

Análises  preliminares  utilizando  absorbância  em  infravermelho  mostraram  resultados  promissores 

quanto aos perfis químicos de galhas maduras e folhas não galhadas (Carneiro 2010, dados não publicados). Um 

considerável decréscimo na absorbância dentro da faixa dos 1750 cm-1 indica uma perda de grupos funcionais 

carbonila (C=O) na estrutura da parede das células da galha. Curiosamente, as pectinas constituem moléculas 

candidatas a figurar no contexto desta mudança, uma vez que sua estrutura é basicamente composta de ácido  

poligalacturônico.  Assim,  apresentam  grupos  carboxilas  que,  dependendo  do  seu  grau  de  esterificação, 

determinam mudanças no comportamento da molécula que provavelmente influem nas propriedades da matriz 

péctica da parede celular. De fato, alguns trabalhos demonstram a importância do grau de metilesterificação 

dessas moléculas para a sua capacidade de formação de gel (Gnanasambandam & Proctor 2000, Lima  et al. 

2010) estimadas através de análise por espectrometria na faixa do infravermelho. Entretanto,  alguns autores 

ressaltam a  importância  do  modo de  extração  das  pectinas  na  conservação  da  molécula,  uma vez  que  sua  

estrutura pode ser significativamente mudada durante esses processos (McCready 1970, Pinheiro  et al. 2008). 

Tendo em vista os resultados preliminares promissores, propõe-se a utilização de material  in vivo para análise, 

evitando  assim,  as  variáveis  decorrentes  da  extração.  Com  isso,  possivelmente  serão  obtidos  espectros  de 

absorbâncias,  que, quando comparados, poderão prover informações acerca do grau relativo de esterificação 

dessas moléculas nos tecidos sadios e galhas. Deste modo, a detecção de diferenças estruturais em pectinas nas 

fases de desenvolvimento da galha constituirá ferramenta importante na avaliação do modo como os galhadores 

manipulam o hospedeiro em prol da instalação e manutenção do campo cecidogênico através de mudanças nas  

propriedades da parede celular. 

Além de todas as implicações estruturais e ultraestruturais, a complexidade química constitui outro fator 

importante na investigação das alterações induzidas pelo galhador nos tecidos da planta, especialmente sob a 

perspectiva  do  acúmulo  de  substâncias  associadas  à  proteção  e  nutrição.  A  localização  de  compostos 

relacionados à nutrição como lipídios e carboidratos (Bronner 1992), assim como uma série de compostos do 

metabolismo primário e secundário da planta que podem estar associados à defesa contra herbivoria, tais como 

derivados fenólicos e flavonoídicos (Drummond 2005, Formiga et al. 2009) pode ser realizada através de testes 

histoquímicos  (Bronner  1992).  Estudos  abordando  detecção  histoquímica  têm  sido  cada  vez  mais  usuais, 

entretanto,  não  são  capazes  de  revelar  a  ocorrência  de  vias  metabólicas  específicas  por  si  só.  Testes  

histoquímicos para a localização de enzimas, por sua vez, detectam a presença de proteínas específicas dessas 

rotas, permitindo uma avaliação segura do status fisiológico do órgão (Oliveira & Isaias 2010b, Oliveira et al. 

2010). A proposição de aliar análises microquímicas às detecções topográficas contribuirão para o conhecimento 

dos padrões de desenvolvimento e do metabolismo de tais estruturas.

Os  perfis  químicos  de  diferentes  Myrtaceae  ilustram bem a  diversidade  química  de  compostos  de 

natureza lipídica nessa família. A variedade de componentes encontrados nos óleos essenciais, por sua vez, pode 

compreender uma mistura complexa de terpenóides, particularmente monoterpenos e sesquiterpenos, além de 

fenóis,  óxidos,  éteres,  alcoóis,  ésteres,  aldeídos e cetonas aromáticas  (Chen  et  al. 2007, Batish  et  al. 2008, 

Kennington 2008). A mistura desses compostos pode conferir ação pesticida, antimicrobiana, antioxidante e anti-

herbivórica ao extrato dessas plantas, implicando no seu uso para fins comerciais e médicos (Gutiérrez  et al. 

2008, Nuengchamnong & Ingkaninan 2009).

Testes  histoquímicos  já  realizados  no  sistema  Psidium myrsinoides –  Neotriozella sp.  revelaram a 



presença  de  polifenóis,  flavonóides,  alcalóides  e  terpenóides  em estruturas  diferencialmente  localizadas  nas 

folhas não galhadas e galhas (Carneiro 2010, dados não publicados). A posição desses metabólitos realocados no 

campo cecidogênico foi associada à melhoria da qualidade da alimentação do galhador e ao incremento das suas 

defesas contra inimigos naturais. Segundo Nyman (2000), os estudos microquímicos devem ser aliados a testes 

histoquímicos, uma vez que a localização exata dos compostos no tecido constitui informação importante sobre a 

qualidade dos recursos aos quais o galhador tem acesso. 

Em se tratando das substâncias comumente utilizadas para nutrição, os lipídios, também detectados em 

testes histoquímicos preliminares, se destacam pelo alto teor energético acumulado, especialmente nas moléculas  

de triacilgliceróis. O metabolismo de uma única molécula de triacilglicerol composto de três moléculas de ácido 

palmítico (16 carbonos) e glicerol resulta na produção de aproximadamente 387 ATP’s através da beta oxidação 

dos ácidos graxos (Stryer 1995). Além disso, existe a possibilidade da entrada da molécula de glicerol da rota da  

glicólise e/ou gliconeogênese, integrando as rotas metabólicas dos lipídios e carboidratos. Entretanto, essa rota  

metabólica requer a atuação de uma classe de enzimas, denominadas lipases, que têm por função quebrar as 

ligações entre  as  moléculas  de  ácidos  graxos  e  glicerol.  Evidências  adicionais  da  ocorrência  das  etapas  da 

gliconeogênse in situ, podem ser providas pela observância da atividade de enzimas chave dessa via, como por 

exemplo,  a  Frutose  1,6  bisfosfatase.  De  modo  similar,  a  detecção  da  ação  das  enzimas  relacionadas  ao 

metabolismo  de  carboidratos,  seja  na  via  glicolítica  ou  na  formação  e  quebra  de  amido,  permitem  o 

entendimento da dinâmica metabólica geral na galha. A realização de testes histoquímicos e imunocitoquimicos  

para  a  atividade  dessas  enzimas,  portanto,  ajudam a  avaliar  o  metabolismo da  estrutura  e  a  existência  dos 

gradientes anteriormente citados. 

Galhas  entomógenas  constituem  microlaboratórios  que  permitem  a  avaliação  de  diversos  aspectos 

estruturais e químicos em um sistema finamente regulado pelo galhador (Oliveira 2007). As galhas de Psidium 

myrsinoides são  induzidas  por  uma  espécie  ainda  não  identificada  do  gênero  Neotriozella (Hemiptera: 

Psylloidea)  os  quais  se  alimentam  inserindo  o  aparelho  bucal  pungitivo  diretamente  no  floema  dos  feixes 

vasculares, da mesma forma que Neotrioza tavaresi (Hemiptera: Psylloidea) o faz em Psidium cattleyanum. O 

fato de serem induzidas por insetos taxonomicamente próximos em espécies de plantas cogenéricas permite um 

estudo comparativo das alterações específicas induzidas pelos galhadores, bem como dos limites impostos pelas 

plantas hospedeiras. Dessa maneira, as investigações propostas se tornam interessantes pela possibilidade de 

elucidar eventos-chave que determinam respostas morfogênicas específicas. 

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 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.

Objetivo geral

Determinar as alterações anatômicas, 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  Neotriozella sp.  em  Psidium myrsinoides e  de  Neotrioza tavaresi (Hemiptera:  Psylloidea)  em 

Psidium  cattleyanum.  Essas  análises  permitirão  observar  a  extensão  do  impacto  exercido  por  galhadores 

taxonomicamente relacionados na determinação de processos morfogênicos específicos. 

Objetivos específicos

1. Estudar  o  desenvolvimento  anatômico  de  galhas  induzidas  por  Neotrioza  tavaresi em  Psidium 

cattleyanum,  com  ênfase  na  histometria  e  nos  padrões  de  alteração  nos  eixos  de  alongamento  e 

expansão  celulares  de  modo  a  compará-lo  ao  desenvolvimento  da  galha  de  Psidium myrsinoides 

previamente estudado e verificar a existência de padrões estruturais.

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

a averigurar 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  infravermelho,  alterações  de  parede  celular 

relacionadas às alterações de forma e de função das distintas zonas de tecido das galhas de  Psidium 

myrsinoides e Psidium cattleyanum.

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

ligadas a nutrição ou defesa em galhas de Psidium myrsinoides e Psidium cattleyanum 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 

pelas  Myrtaceae hospedeiras  (Psidium myrsinoides  e  Psidium cattleyanum) podem ser  aproveitadas 

tanto pela maquinaria celular vegetal quanto pelos indutores em sua alimentação.

 

Materiais e métodos

Coleta de material

As amostras coletadas consistirão de folhas não galhadas jovens e totalmente expandidas e de galhas em 

diferentes estágios de desenvolvimento (crescimento, maturação e senescência) nos sistemas  Neotriozella  sp. 



(Psylloidea)  -  Psidium  myrsinoides (Myrtaceae)  e  Neotrioza  tavaresi -  Psidium  cattleyanum (Myrtaceae), 

coletadas na região da Serra do Caraça, Minas Gerais, Brasil e no Parque Estadual do Pico do Marumbi, Paraná, 

Brasil, respectivamente. 

 

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.

1. 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.

2. 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).

3. 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).

4. 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). 

5. 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

6. 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.

7. 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 serão processadas segundo Mastroberti & Mariath (2008).

Tabela 1. Descrição e reconhecimento dos anticorpos monoclonais
Anticorpos monoclonais Epitopos Referências
JIM 5 Homogalacturananos (HGA) não 

metil-esterificados
VandenBosh et al. (1989), Knox et al. 
(1990), Willats et al. (2000), Clausen et al. 
2003)

JIM 7 HGA metil-esterificado Knox et al. (1990), Willats et al. (2000), 
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)

8. 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 confocal com laser no comprimento de 488 nm. 



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 

cromatógrafo de fase gasosa equipado com coluna capilar e acoplado a espectrômetro de massa. A identificação 

dos sinais será feita por comparação entre os espectros obtidos e as bibliotecas pré-existentes. 

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 no comprimento de onda 1750 

cm-1. 

Resultados esperados

Espera-se  ao  final  do presente  projeto dados que permitam a  publicação de pelo menos 5 artigos, 

divulgados em eventos nacionais e internacionais, com as abordagens assim propostas:

1. Desenvolvimento anatômico de galhas induzidas por Neotrioza tavaresi em Psidium cattleyanum, 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 taxa 

de  insetos  distintos  em plantas  hospedeiras  taxonomicamente  relacionadas,  Psidium myrsinoides  e 

Psidium cattleyanum.

3. Detecção imunocitoquímica e por 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 myrsinoides e  

Psidium cattleyanum.

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

Myrtaceae  (Psidium  myrsinoides  e  Psidium  cattleyanum),  aliando  análises  histoquímicas  à 

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  pelas  Myrtaceae  hospedeiras  (Psidium  myrsinoides  e  Psidium  

cattleyanum) podem ser aproveitadas tanto pela maquinaria celular vegetal quanto pelos indutores em 

sua alimentação.

Cronograma 

ANO I ANO II
Atividades / trimestre 1 2 3 4 1 2 3 4
Revisão de literatura X X X X X X X X
Coleta de material X X X X X X X X

Citologia X X X X
Análises histoquímicas X X X X

Imunocitoquímica X X
Análises químicas X X X X X



Redação de relatório X X
Redação de artigos X X

ANO III ANO IV
Atividades / trimestre 1 2 3 4 1 2 3 4
Revisão de literatura X X X X X X X X

Citologia X X
Imunocitoquímica X X
Análises químicas X X X
Redação de artigos X X X X

Qualificação X
Redação da tese X X X X

Defesa X

Previsão de gastos

As atividades propostas estão contempladas dentro do financiamento já obtido com outros 

projetos do grupo de pesquisa no qual se insere. Análises químicas serão conduzidas em parceria com 

o Prof. Dr. Cláudio Luiz Donnici, do departamento de química, utilizando aparelhos e materiais já  

adquiridos.  A parte  referente  às  análises  com  Psidium  myrsinoides foi  aprovada  pelo  edital  de 

demanda  universal  da  FAPEMIG  (processo  número  CRA  -  APQ-00901-11),  projeto  a  ser 

implementado no ano de 2012.
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