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RESUMO

A herbivoria possui influência no que se refere à diversidade de plantas, atuando na

abundância das plantas e na conexão das interações no ambiente. Plantas e insetos

coevoluíram e desenvolveram algumas estratégias para interferir no sistema de

defesa um do outro, em nível químico, morfológico e molecular. Um tipo de relação

característica entre plantas e herbívoros marcada por alterações no tecido da planta

hospedeira são denominadas galhas. Neste trabalho registra-se a ocorrência de

galhas, galhadores, em plantas coletadas ao longo da trilha principal do Parque

Ecológico de Serra Negra, em Bezerros, Pernambuco. Como resultado foram

coletadas galhas de folhas, caule e órgãos reprodutivos (fruto) de quatro famílias

distintas. Os principais indutores foram obtidos insetos da família Cecidomyiidae

(Diptera). Os testes histoquímicos detectaram a presença de estruturas de defesa,

por exemplo, taninos, em diferentes regiões das galhas, substâncias lipídicas

próximas às câmaras larvais e também carboidratos (amido). Nas análises

fitoquímicas indicaram a presença de compostos fenólicos, alcaloides e saponinas.

No que se refere aos dados da espectrofotometria de UV/VIS, percebeu-se que, em

geral, os tecidos com galhas apresentaram maiores concentrações de fenóis totais.

Os resultados deste trabalho contribuem para aumento do conhecimento sobre a

diversidade de plantas hospedeiras e insetos galhadores associados à vegetação de

brejo de altitude.

Palavras-chaves: Cecidógenos; Compostos fenólicos; Defesa vegetal; Herbivoria.

.



ABSTRACT

Herbivory has an influence on plant diversity, acting on plant abundance and

connecting interactions in the environment. Plants and insects coevolved and

developed some strategies to interfere with each other's defense systems, at a

chemical, morphological and molecular level. A type of characteristic relationship

between plants and herbivores marked by changes in the tissue of the host plant are

called galls. In this work, the occurrence of galls, gallers, on plants collected along

the main trail of the Serra Negra Ecological Park, in Bezerros, Pernambuco, is

recorded. As a result, galls were collected from leaves, stems and reproductive

organs (fruit) from four different families. The main inducers were obtained from

insects from the Cecidomyiidae family (Diptera). Histochemical tests detected the

presence of defense structures, for example, tannins, in different regions of the galls,

lipid substances close to the larval chambers and also carbohydrates (starch).

Phytochemical analyzes indicated the presence of phenolic compounds, alkaloids

and saponins. Regarding UV/VIS spectrophotometry data, it was noticed that, in

general, tissues with galls presented higher concentrations of total phenols. The

results of this work contribute to increasing knowledge about the diversity of host

plants and galling insects associated with high-altitude swamp vegetation.

Keywords: Cecidogenes; Phenolics compounds; Plant defense; Herbivory.
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1. INTRODUÇÃO

As interações ecológicas têm sido bastante estudadas visto que fornecem

importantes informações sobre as comunidades. Essas interações formam uma teia

onde todos os indivíduos envolvidos são afetados ou beneficiados mutuamente

(Del-Claro, 1998). Nessa perspectiva, a interação entre galha-planta é considerada

por alguns especialistas como uma relação desarmônica parasitária, visto que o

inseto galhador obtém benefícios da planta, mas causa consequências negativas

para a planta hospedeira (Mani, 1964).

As plantas e insetos coevoluíram e desenvolveram algumas estratégias para

interferir no sistema de defesa um do outro. Estas estratégias são caracterizadas por

mudanças químicas, morfológicas e moleculares (Howe e Jander, 2008). Portanto,

uma das estratégias das plantas é a capacidade de produzir compostos químicos

que são essenciais para a manutenção do metabolismo primário e secundário, onde

estes compostos desempenham uma importante influência entre a interação planta-

animal (Edwards e Wratten, 1981). Vegetais que têm a ocorrência de galhas

apresentam um maior acúmulo de compostos secundários já que essa modificação é

uma característica química da planta (Ferreira et al., 2007).

A partir desse contexto, o presente estudo foi realizado em um brejo de

altitude, no Parque Ecológico de Serra Negra, localizado no município de Bezerros

no estado de Pernambuco. Portanto, partindo-se da hipótese de que plantas

galhadas possuem maiores concentrações de compostos secundários, este trabalho

possui como principal objetivo a realização da histoquímica e fitoquímica de galhas

entomógenas para identificar quais aspectos histoquímicos e fitoquímicos são

semelhantes e/ou distintos entre diferentes gêneros de plantas coletadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

● Analisar histoquímica e fitoquimicamente as galhas entomógenas mais

abundantes das plantas hospedeiras, coletadas no Parque Ecológico de Serra

Negra.

2.2. Objetivos específicos

● Identificar o gênero e/ou a família das plantas hospedeiras e os insetos

indutores das galhas, ao menor nível taxonômico;

● Caracterizar a histoquímica nos tecidos das galhas para identificar possíveis

alterações;

● Identificar a presença ou ausência de determinados compostos secundários

através de testes fitoquímicos;

● Avaliar a composição química dos tecidos das galhas e entender suas

estratégias relacionadas à nutrição e proteção no que se refere à interação

planta-animal.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Herbivoria

O equilíbrio entre os ecossistemas depende de inúmeros fatores,

destacando-se entre eles as relações ecológicas entre os organismos. Essas

relações desejam atender as condições básicas para a sobrevivência dos seres

vivos, por exemplo, otimização dos processos de nutrição como também de

reprodução (Macedo et al., 2005).

Estudos que tratam sobre as redes multitróficas têm crescido nos últimos

anos, na busca para compreender a dinâmica entre comunidades de plantas e os

herbívoros (Dátillo; Rico-Gray, 2018; Claro; Siligardi, 2009). A herbivoria é

considerada como uma das maiores interações planta-animal existentes, na qual o

animal alimenta-se do vegetal, sendo os animais (consumidores primários) e as

plantas (produtores primários), que conferem consequências negativas no

desenvolvimento e manutenção em uma população, além de consequências

positivas em outras (Cornelissen; Fernandes, 2003). Essa relação inseto-planta,

permite o desenvolvimento de importantes interações no ambiente, tendo forte

influência nos serviços ecossistêmicos (Ricklefs; Relyea, 2016).
A herbivoria possui influência no que se refere à diversidade de plantas, visto

que atua na abundância das plantas e na conexão das interações no ambiente

(Ohgushi, 2005). O impacto que os herbívoros têm na adaptação das plantas é o

reflexo de um longo processo da interação existente entre eles. Portanto, as plantas

podem ser submetidas a diferentes estados de danos desde o início do seu

desenvolvimento até a fase mais madura (Tiffin, 2002).

Os insetos que participam dessa interação planta-animal, herbivoria, podem

ser classificados de acordo com sua preferência alimentar, aqueles insetos que

apresentam uma íntima relação com apenas uma espécie de planta, são

denominados como galhadores (Gullan e Cranston, 1998). Em contrapartida, uma

única planta possui a capacidade de abrigar galhas induzidas por diferentes insetos

indutores (Mani, 1964). Os insetos que têm as plantas como principal fonte de

alimentação são, geralmente, pertencentes às ordens: Orthoptera, Phasmida,

Hemiptera, homoptera, hymenoptera, Diptera, Lepidoptera, Thysanoptera e

Coleoptera (Edwards e Wratten, 1981).
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3.2 Galhas

Um tipo de relação característica entre plantas e artrópodes herbívoros pode

ser estabelecida por alterações no tecido da planta hospedeira permeada pela

presença de insetos larvais situados no mesófilo da folha, sendo denominada como

galhas (Schoonhoven et al., 2005). Essas alterações, conhecidas como galhas

entomógenas, simbolizam a mais específica associação entre a entomofauna de

herbívoros e seus hospedeiros, no caso, as plantas (Mani, 1964).

A ocorrência de galhas entomógenas pode ocorrer por toda a planta, incluindo

raízes, caules, folhas e partes reprodutivas (Mani, 1964). No entanto, as galhas são

mais comuns nos ramos e nas folhas, sendo mais predominantes nas famílias

botânicas, destacando-se, Fabaceae, Asteraceae, Melastomataceae, Myrtaceae e

Solanaceae (Houard, 1933; Mendonça, 2007; Julião et al., 2007).

Partindo dessa perspectiva, algumas hipóteses têm sido propostas para

elucidar a origem e evolução das galhas. Dentre estas, três têm se destacado na

literatura, sendo chamadas de estresse hídricos, proteção contra predadores e

nutrição (Price et al., 1987). Um estudo realizado por Fernandes e Price (1988)

retrata que o estresse hídrico pode influenciar o desenvolvimento das galhas. Em

contrapartida, alguns estudos retratam que o hábito endofítico, ou seja, o

desenvolvimento no interior da galha, possibilita uma maior proteção contra inimigos

naturais, sendo uma hipótese pertinente para, possivelmente, explicar a origem e

evolução das galhas. E em relação ao processo de nutrição, as galhas podem ter

sofrido influência no seu desenvolvimento em decorrência do índice de

concentrações nutricionais da planta, conforme descrito por Shannon e Brewer

(1980).

Em relação aos principais insetos indutores, nota-se que a maioria pertence à

família Cecidomyiidae. De acordo com Raman et al., (2005), há o conhecimento de

mais de 13.000 espécies de insetos da família Cecidomyiidae, representando cerca

de 2% da riqueza de insetos. No entanto, esse número já foi modificado e algumas

estimativas afirmam que o número de insetos galhadores encontra-se acima de

130.000 (Espírito Santo e Fernandes, 2007).

As galhas induzidas por insetos são variadas em inúmeros caracteres, como:

estrutura química, cor, formato, tamanho, número no ambiente, resistência e dentre

outros. As galhas mais simples possuem características morfológicas menos
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elaboradas, podendo ser comparadas com pequenas projeções localizadas nas

folhas ou no caule. Em contrapartida, galhas mais complexas possuem suas

características mais elaboradas, por exemplo, presença de tricomas que possuem a

função de defesa (Fernandes, 1987). Diante do exposto, os caracteres morfológicos

das galhas são moderados por seus insetos indutores (Nyman et al., 2000) e a

histoquímica dos tecidos das galhas varia, na maioria das vezes, em relação à

morfologia da galha, o hábito alimentar do inseto e também do índice de

modificações do inseto galhador (Oliveira et al., 2016)

3.3 Mecanismos de defesa da planta

Através de alguns estudos, pode-se perceber que os insetos formadores de

galhas possuem a capacidade de interferir no desenvolvimento dos tecidos das

plantas. Cada inseto indutor faz com que os tecidos das plantas sejam modificados

em formatos distintos, elaborando estruturas características e específicas da espécie

indutora (Meyer, 1987). Dessa forma, as características do inseto indutor são

importantes visto que podem coordenar as propriedades químicas das galhas

(Nyman; Julkumen- Tiittoyman, 2000).

A histoquímica tem sido utilizada como um importante recurso para

comprovar e detectar classes de metabólitos de uma planta. Esta técnica é

fundamentada na utilização de reagentes cito ou químico-histológicos

antecipadamente estabelecidos, possibilitando a localização de alguns grupos

metabólitos vegetais (Dôres, 2007). As análises histoquímicas têm sido utilizadas

como um ótimo parâmetro para o aprendizado dos gradientes das funcionalidades

de galhas, especificamente, no que se refere à percepção de metabólitos primários

(Nyman, 2000).

De acordo com Esposito-Polesi e colaboradores (2013), às células das

plantas produzem diferentes tipos de substâncias que apresentam um alto valor no

que se refere a taxonomia e filogenia. Alguns desses compostos, produzidos pelas

plantas, são importantes na atuação de processos ecológicos, por exemplo,

polinização, dispersão de frutos e sementes assim como na simbiose das raízes.

Ademais, outros compostos possuem uma importante função na estrutura das

plantas, como a lignina.
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Os metabólitos primários, como proteínas, lipídios, ácidos nucléicos e

polissacarídeos são caracterizados por apresentarem uma alta importância no que

se refere ao desenvolvimento e crescimento do vegetal (Taiz e Zeiger, 2006). Os

tecidos onde são encontrados insetos galhadores, na maioria das vezes, induzidos

por insetos cecidomiídeos, possuem como principais características altas taxa de

citoplasma, organelas citoplasmáticas, riqueza de RNA e um alto agregado de

açúcares (Bronner, 1992).

Assim como a histoquímica, a fitoquímica é uma importante área da ciência

que estuda as estruturas químicas das plantas, desde suas características

moleculares até as características das suas estruturas biológicas, tendo como

principal objetivo a elucidação dos compostos dos metabólitos secundários, sendo

também importante para analisar os princípios ativos, odores, pigmentos e a

capacidade medicinal da planta (Vizzotto et al., 2010).

Os metabólitos citados anteriormente, os secundários, possuem a função de

promover a defesa das plantas no ambiente, sendo estes divididos em três grupos:

compostos fenólicos, nitrogenados e terpenóides (Taiz e Zeiger, 2006). É a partir

desses compostos secundários que as plantas desenvolvem a capacidade de reagir

e se defenderem quimicamente contra o ataque de herbívoros

Os metabólitos secundários, em específicos, os fenólicos, base carbono, é a

classe de substâncias mais estudadas na relação entre insetos galhadores e as

plantas (Soares et al., 2000), estes compostos são caracterizados por ser um grupo

de substância que possuem uma íntima relação com as galhas já que promovem a

defesa da planta contra o ataque de possíveis herbívoros (Santos, 2014).

O aumento na formação de compostos fenólicos na planta, pode promover

proteção aos insetos indutores, ainda na fase larval, proteção contra o ataque de

predadores e/ou parasitóides, assim como reduzir a competição com outros insetos

que não são adaptados a química do tecido da planta (Cornell, 1983)

Nessa mesma perspectiva, a influência da planta hospedeira pelo indutor da

galha pode interferir nos aspectos químicos do tecido da galha. O tecido de

armazenamento, de plantas não galhadas, na maioria das vezes, é caracterizado por

apresentar um alto índice de nutrientes e baixo em compostos secundários quando

comparado com o tecido de plantas galhadas (Price et al., 1986). Dessa forma,

deve-se analisar se plantas galhadas possuem mais compostos secundários quando

comparadas com plantas não galhadas.
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3.4 Brejos de altitude

A Caatinga apresenta uma área por volta de 8000.000 km², englobando os

estados de Pernambuco, Alagoas, Paraíba, Rio Grande do Norte, Ceará, Piauí,

Sergipe, Minas Gerais e Bahia (Ab’ Saber, 1977). O domínio fitogeográfico do

Agreste de Pernambuco é constituído por uma vegetação semiárida principal

denominada Caatinga em alguns locais específicos, enquanto uma outra parcela

mais abundante, sustentada pelos ventos úmidos e altitude, é denominada como

Brejo de Altitude (Lima, 1996).

Segundo Sobrinho (1971), os brejos de altitude são caracterizados como ilhas

florestais úmidas circundadas por uma vegetação típica da caatinga, constituída por

espécies de mata atlântica. Estes brejos de altitude são considerados como um dos

melhores modelos que restaram da riqueza da flora em virtude das intensas

modificações no ambiente ao longo dos anos, em decorrência das atividades

humanas para fins econômicos (Rodal et al., 1998). A Reserva Biológica de Serra

Negra encontra-se situada no semiárido de Pernambuco, entre as cidades vizinhas

de Floresta e Inajá. Além disso, é caracterizada por apresentar 1.1000 ha (8o35’-

8o38’ S e 38o02’- 38o04’ W), sendo considerada a única unidade de conservação

serrana do estado de Pernambuco, localizada no município de Bezerros. Segundo o

Decreto Federal nº 87.591, a Reserva Biológica de Serra Negra foi constituída em 20

de setembro de 1982 (IBAMA, 1989).

A Reserva Biológica de Serra Negra diferencia-se do ambiente que a circunda

devido às características que envolvem o relevo e condições climáticas. Dessa

forma, tornou-se uma área de alta importância para a preservação ambiental, já que

se encontra inserida em uma região de clima semiárido (Lemos, 2020). Em virtude

do clima mais úmido, os brejos de altitude possuem uma vegetação mais fechada e

solos mais avançados, sendo assim muito procurados para a prática e

desenvolvimento de pequenas propriedades rurais e para sustento das práticas de

subsistência (Gois et al., 2019).
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Área de estudo

O presente estudo foi realizado no Parque Ecológico de Serra Negra,

localizado no município de Bezerros do estado de Pernambuco (Figura 1). O Parque

Ecológico de Serra Negra encontra-se inserido em um Brejo de Altitude. De acordo

com Lima (1960), entende-se como brejo de altitude fragmentos da floresta tropical

perenifólia, inseridos dentro da caatinga. Percebe-se que ao longo dos últimos anos,

houve um aumento significativo relacionado aos estudos da vegetação dos brejos de

altitude de Pernambuco. Isso porque alguns pesquisadores já observaram que estes

brejos possuem um elevado índice de endemismo, de riqueza e de diversidade

(Nascimento e Rodal, 2008). Dessa forma, destaca-se o Parque Ecológico de Serra

Negra que se encontra inserido em uma região de transição.

Figura 1: Localização do Parque Ecológico de Serra Negra, em Bezerros, Pernambuco.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 2: Início da trilha do Parque Ecológico de Serra Negra, em Bezerros, Pernambuco.

Fonte: A autora (2023).

4.2 Coleta e processamento do material coletado

As coletas foram realizadas ao longo da trilha principal do Parque Ecológico

de Serra Negra nos meses de janeiro e abril. Foram coletados ramos com as galhas

que foram visualizadas em um esforço amostral de 3h de caminhada e inspeção dos

indivíduos localizados nas duas margens da trilha. Além da coleta das folhas, galhas

foliares e reprodutivas, foram coletados material reprodutivo a fim de facilitar a

identificação da espécie. Todo o material foi colocado em sacos de papel e sacos

plásticos e foram transportados para o Laboratório de Interações Multitróficas (LIM),

pertencente ao Departamento de Botânica do Centro de Biociências (UFPE).

No laboratório o material passou por um processo de triagem, no qual foi

separado o material com galhas para a obtenção de toda entomofauna relacionada.

Uma parte do material com presença de galhas foi transferido para sacos plásticos

com vedação, tipo ziploc, e etiquetado com suas respectivas informações da coleta.

Para a obtenção da entomofauna, os sacos plásticos vedados e etiquetados foram

deixados em temperatura ambiente e observados diariamente por sete dias ou até
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que pudesse ser visualizada a saída dos insetos indutores, parasitóides e/ou

inquilinos, assim visando a identificação de cada um de acordo com a metodologia

descrita em Almeida et al., (2003). A identificação do inseto foi realizada através de

auxílio de microscópio estereoscópico por comparação através da consulta de

estudos já realizados.

Posteriormente, as folhas e galhas foram armazenadas em freezer, em

temperatura abaixo de 10ºC, para que o material fosse conservado e tivesse suas

condições fisiológicas mantidas o mais próximo do parâmetro normal, possibilitando

assim a realização das análises histoquímicas e fitoquímicas.

4.3 Histoquímica

Uma parte do material coletado foi destinado às análises histoquímicas, o

qual foi fixado em FAA 50 (Formaldeído, Ácido acético e Álcool etílico) por 48 horas

e preservado em etanol 70% (Johansen, 1940).

Para o preparo das lâminas para análises em microscópio óptico, este

material foi submetido à cortes transversais à mão com auxílio de giletes, na região

mediana das galhas, os quais foram clarificados com hipoclorito de sódio (água

sanitária), lavados em água destilada e em ácido acético 2%. Os cortes foram

montados em lâminas semi-permanentes com glicerina 50% (Purvis et al., 1964).

Essa técnica foi utilizada para análise geral e descrição das galhas para

detecção de lipídios, amido, fenóis, alcaloides e taninos, conforme a tabela 1. Este

processo foi utilizado para avaliar a composição química dos tecidos das galhas e

entender suas estratégias relacionadas à nutrição e proteção no que se refere à

interação planta-animal.
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Tabela 1: Reagentes utilizados para realização dos testes histoquímicos e o respectivo grupo

metabólico que são capazes de identificar.

Grupos
metabólicos

Reagentes Reação positiva
Relação

planta-animal
(Função)

Referência

Lipídios

(Intracelulares)
Sudan III

Vermelho

alaranjado
Nutrição Sass (1951)

Carboidrato (Amido) Lugol
Azul escuro,

marrom
Nutrição

Johansen

(1940)

Fenóis Cloreto férrico

Verde intenso,

vermelho

alaranjado, azul

intenso

Proteção
Johansen

(1940)

Alcaloides
Reagente de

Wagner

Laranja a

castanho

avermelhado

Proteção
Furr e Malberg

(1981)

Fenóis (taninos) Vanilina clorídrica
Vermelho a

castanho
Proteção

Mace e Howell

(1974) e

Gardner

(1975)

Fonte: A autora (2023).

Após o uso dos reagentes acima descritos, foi utilizada uma escala de

ausência e presença descrita na tabela 2, cuja identificação da presença/ausência e

intensidade dos compostos químicos foi transformada em uma matriz numérica,

representada no gráfico 2.
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Tabela 2: Escala utilizada para construção da matriz numérica e dos gráficos das análises

histoquímicas.

Quantidade de células
corados1

Presença e
ausência

Simbologia
(Intensidade)

Conversão numérica
(matriz)

Nenhum Ausente - 0

1-5 Presente + 1

6-10 Presente ++ 2

Acima de 11 Presente +++ 3

Fonte: A autora (2023).
1Contagem realizada nas lâminas histológicas para as quatro espécies estudadas.

Em relação a análise de lâmina e dos dados, as observações do material e o

registro fotográfico foram feitos em microscópio óptico Leica DM750 com câmera

acoplada ICCS50 e Zeiss.

4.4 Fitoquímica

Para a realização da fitoquímica, as galhas foram colocadas na estufa

durante, aproximadamente, 48 horas, sendo este tempo o suficiente para deixar todo

o material desidratado para o processo da maceração. A maceração foi realizada

com o auxílio de um pistilo, a fim homogeneizar e reduzir a amostra mais fina

possível para que pudesse ser realizado o extrato a fim de identificar a presença ou

ausência dos compostos secundários. Posteriormente, foram realizados alguns

testes, os quais são caracterizados por identificar a presença ou ausência de

substâncias fenólicas, alcaloides e saponinas.

4.4.1 Detecção de compostos fenólicos e alcaloides

Para a detecção de compostos fenólicos e de alcaloides, as galhas

maceradas foram colocadas dentro de tubos de ensaio onde, posteriormente, houve

a adição de, aproximadamente, 4 mL de etanol. Após esse processo, foram
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adicionadas 10 gotas do extrato sobre um vidro de relógio e 5 gotas de cada

reagente. O cloreto férrico (FeCl3) foi utilizado como o reagente para a detecção de

compostos fenólicos. A cor mais intensa indica que a substância testada possui a

maior concentração de fenóis. Enquanto o HCL(1%) e o reagente de Dragendorff

foram utilizados para detectar a presença de alcaloides, tendo o butilbrometo de

escopolamina, conhecido popularmente como Buscopan, como padrão. A cor mais

intensa (laranja), seguida de precipitado, indica a presença de alcalóides.

4.4.2. Detecção de saponinas

A metodologia baseou-se em um estudo realizado por Sousa et al. (2018),

com algumas modificações. Em tubos de ensaio foi adicionado, em média, 2g das

amostras maceradas e cerca de 3mL de água. Após essa etapa, cada tubo de

ensaio foi agitado por 15s. As amostras que apresentaram espumas após a agitação

indicam que há saponinas em sua composição. Para a amostra controle, foi utilizada

uma pequena quantidade da casca de Ziziphus joazeiro, conhecido popularmente

como Juá, visto que essa espécie é caracterizada por ser rica em saponinas.

Figura 3: Teste para detecção de saponinas

Fonte: A autora (2023).

1, 2, 3, 4- Galhas foliares

P- Amostra padrão positivo para presença de saponinas
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4.4.3 Cromatografia em camada delgada

Em pequenos frascos de vidro foi adicionado, aproximadamente, 2g de

material macerado com e sem galha e cerca de 3mL de metanol para o preparo da

amostra. Após essa etapa, com o auxílio de um capilar, a amostra foi aplicada três

vezes consecutivas na parte inferior da placa. Em seguida, após um período de 15

minutos, foi analisada a fase móvel da cromatografia para identificar a variedade de

compostos fenólicos presentes em cada amostra. Em relação ao revelador utilizado

nessa análise, para a observação na luz violeta, foi o Reagente de Neu e o

composto usado como padrão foi a Quercetina. A técnica foi baseada em acordo

com Wagner e Bladt propôs em seu livro (1996).

4.4.4 Espectrofotometria de UV/VIS

Extração

Para a quantificação de fenóis totais, inicialmente, houve a pesagem de,

aproximadamente, 100g de material com galhas maceradas, onde foi adicionado

10mL de metanol 80%, em tubos de ensaio, aquecidos a 70ºC por 30min.

Posteriormente, foi filtrado o sobrenadante para um balão volumétrico de 50mL,

sendo esse processo repetido com 10mL de metanol 80%, onde foi adicionado

metanol até preencher o balão volumétrico em 50mL.

Doseamento: método Follin-Ciocalteu

Foi utilizado o método espectrofotométrico descrito por Waterman e Mole

(1994), com algumas modificações. Em tubos de ensaios foi acrescentado 3,9 mL de

água destilada, 0,1 mL do extrato descrito anteriormente, 0,25 mL do reagente Folin-

Ciocalteu(10%), 0,75 mL da solução de Carbonato de Sódio (20%) onde após 1 hora

essa reação foi analisada no espectrofotômetro em 760nm. O teor de fenóis totais foi

expresso em miligramas equivalentes de ácido gálico por grama de extrato (mg

EAG/g)
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Foi utilizada uma solução padrão de ácido gálico (17,5mg em 50 mL de

metanol 80%), com concentrações finais de 10 a 350 μg/mL. A equação da reta

obtida foi y = 0,0086 + 0,2626 com R² 0,932 (gráfico 1)

Gráfico 1: Curva padrão de ácido gálico para determinação de compostos fenólicos dos

extratos das galhas.

Fonte: A autora (2023).
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Plantas hospedeiras

A partir da coleta realizada foram identificadas quatro espécies distintas de

plantas que continham galhas, estas ocorrendo em folhas, caule e frutos. A maioria

das galhas coletadas ocorreram em folhas e em menor número em órgãos

reprodutivos. A identificação das espécies das plantas ocorreu baseada através de

listas de espécies e também por meio das características reprodutivas do material,

onde foi possível identificar espécies representantes da família Bromeliaceae, dos

gêneros Ouratea, Erythroxylum e Aspidosperma cuspa. Uma das espécies que

continha galhas foi coletada, mas não foi possível de ser identificada em virtude da

falta de material reprodutivo. Nos itens a seguir, serão destacadas algumas das

características principais das plantas hospedeiras.

5.1.1 Ouratea

Ouratea é um gênero que pertence à família Ochnaceae, sendo as espécies

dessa família caracterizadas por apresentarem hábitos de vida variado, por exemplo,

herbáceo, arbóreo e subarbustivo. A disposição das folhas é simples e alterna. No

Brasil, essa família encontra-se dividida em 13 gêneros (Chacon, 2011),

destacando-se o gênero Ouratea no vigente trabalho. Este gênero é caracterizado

por apresentar algumas características químicas importantes, como pode ser

observado no trabalho realizado por Vieira et al. (2021). Neste estudo, foi possível

identificar a composição histoquímica dos tecidos das galhas, assim como as

características da câmara larval. O trabalho realizado por Maia (2022) relatou as

características morfológicas de uma espécie de Ouratea, destacando a presença

dos cecidomiídeos como insetos indutores.

5.1.2 Erythroxylum

O gênero Erythroxylum pertence à família Erythroxylaceae e é representado

por árvores, arbustos e subarbustos, englobando quatro gêneros, sendo

representado por mais de 230 espécies. A sua distribuição é ampla, sendo bastante
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encontrada no Brasil, Venezuela e Madagascar (Albuquerque et al., 2014). Para este

gênero, pode-se destacar o trabalho de Maia e Fernandes (2011) que retrata sobre

as principais características das galhas de uma espécie do gênero Erythroxylum e a

nova ocorrência de duas novas espécies de insetos galhadores da família dos

cecidomiídeos, sendo estes os possíveis indutores das galhas desse gênero no

presente estudo.

5.1.3 Aspidosperma cuspa

O gênero Aspidosperma, pertencente à família Apocynaceae, possui como

principal característica química a presença constante de alcaloides indólicos

(Bolzani, 1987). Na literatura existem alguns trabalhos relacionados com a

histoquímica de galhas no gênero Aspidosperma, destacando-se Isaias et al. (2012),

Dias et al. (2013), Malenovsky et al. (2015). Dentre a fitoquímica destaca-se Alves et

al. (2014). Os trabalhos citados acima tratam sobre a importância do gênero no que

se refere às suas propriedades físico-químicas. O gênero Aspidosperma tem se

tornado importante no que se refere aos estudos histoquímicos e fitoquímicos de

galhas visto que espécies de Aspidosperma são caracterizadas por apresentarem a

produção de metabólitos oriundos pela via do ácido chiquimato, especificamente, os

taninos e os alcaloides (Lorenzi, 1998).

5.1.4 Bromeliaceae

A família Bromeliaceae é caracterizada por apresentar mais de 50 gêneros e

mais de 2000 espécies distribuídas em diferentes regiões tropicais. Este gênero é

amplamente conhecido em virtude da sua exuberante beleza que apresenta

importância para fins ornamentais (Kubtzki, 1998). Existem literaturas que retratam a

presença de galhas nessa família (Bregonci et al. 2010). No entanto, ainda são

escassos estudos acerca de galhas nessa família.
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5.2 Descrição das galhas

Neste estudo, a coloração das galhas variou de esverdeadas a amarronzadas

em todas as espécies, sendo mais recorrente a coloração verde. A cor amarronzada

foi visualizada, principalmente, na galha de órgão reprodutivo de Aspidosperma

cuspa e da espécie da família Bromeliaceae, conforme mostra a Figura 4. Apesar de

ser uma característica fácil de ser mensurada, a maioria dos estudos não retrata

sobre a coloração. A variação da coloração ocorre em decorrência das modificações

dos pigmentos vegetais conforme explicado em um estudo realizado por Isaias et al.,

(2014).

Além disso, das galhas analisadas, com exceção das galhas ocorrentes em

Bromeliaceae e de órgãos reprodutivos de A. cuspa, aquelas que apresentaram a

presença de algum inseto indutor, pode-se perceber, possivelmente, a

predominância de insetos da ordem diptera, em específico, a família dos

cecidomiídeos.

Em geral, os insetos galhadores pertencem, na grande parte das vezes, a

ordem diptera, especificamente, à família Cecidomyiidae, conforme estudos já

realizados por Oliveira e Maia (2005), onde pode perceber que das galhas coletadas

em uma área de restinga, 91% pertencia a família Cecidomyiidae. Outro estudo

realizado por Bregonci et al., (2010), analisou a presença de cecidomiídeos em

algumas plantas hospedeiras, destacando-se a espécie do gênero Ouratea, sendo

esse gênero material de estudo do vigente trabalho. Dessa forma, nossos achados

corroboram com estudos prévios (Oliveira e Maia, 2005; Bregonci et al., 2010).
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Figura 4: Características morfológicas de galhas entomógenas coletadas no Parque Ecológico de

Serra Negra, em Bezerros, Pernambuco.

Fonte: A autora (2023).

1- Galha foliar (Ouratea), 2- Galha foliar(Morfotipo 1- espécie não identificada), 3- Galha

caulinar(Morfotipo 1- espécie não identificada), 4- Galha caulinar (Erythroxylum), 5- Galha órgão

reprodutivo (Aspidosperma cuspa), 6- Galha foliar (Aspidosperma cuspa), 7- Galha foliar

(Bromeliaceae).

5.3 Testes histoquímicos

Em virtude da falta do material botânico, todas as espécies citadas

anteriormente, no item 5.1, participaram dessa análise, com exceção da espécie da

família Bromeliaceae sp. que continha apenas 2 galhas foliares, as quais foram

utilizadas para o processamento da fitoquímica.

Através dos testes histoquímicos, foi possível identificar a presença de

substâncias de defesa (compostos fenólicos, taninos e alcaloides) e nutrição (lipídios

e carboidratos), em quase todos os tecidos das galhas avaliadas, conforme mostra a

Figura 5. As galhas foliares de Ouratea apresentaram substâncias fenólicas em

todos os tecidos, sendo este um resultado semelhante de um estudo realizado por
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Oliveira et. al (2006), onde corroborou com a hipótese do estudo elaborada por

Abrahamson et al. (1991), em que afirma que o alto índice de compostos fenólicos

está relacionado com a presença de herbivoria.

Na comparação entre galhas dos diferentes órgãos, foi verificado que galhas

foliares de Ouratea e caulinares de Erythroxylum apresentaram composição

histoquímica similar, presença de lipídios em todos os tecidos. Assim como as

galhas foliares de Aspidosperma cuspa e as caulinares do morfotipo 1(não

identificado), ainda que em órgãos diferentes da planta, apresentaram composição

bastante semelhante, essencialmente de lipídios e carboidratos nos tecidos

parenquimáticos (Figura 3), sendo este um resultado de acordo com o estudo de

Motta e colaboradores (2005), onde afirma que os insetos galhadores modificam o

metabolismo da planta hospedeira para que, assim, possam obter o maior valor

nutricional.

Ainda em relação à observação por regiões dos tecidos das galhas avaliadas,

foi possível perceber que apenas a epiderme de Erythroxylum apresentou

substâncias de proteção como alcaloides e taninos. O tecido parenquimático foi o

que apresentou maior diversidade de substâncias químicas, tanto de defesa como

de nutrição, assim como a câmara larval e seu entorno, conforme o Gráfico 2. De

acordo com a literatura, a presença de alcalóides e de taninos concebem a galha um

potencial de defesa visto que estes metabólitos se encontram envolvidos no

processo de proteção contra os possíveis herbívoros (Cornell, 1983).

As galhas induzidas por dípteros, especificamente, os cecidomiídeos, sendo

estes os possíveis indutores das galhas avaliadas, apresentam um forte gradiente de

concentração em relação a presença de amido que se encontra relacionado ao

tecido de reserva, auxiliando no processo da alimentação (Bronner, 1992).

Em relação às galhas reprodutivas de Aspidosperma cuspa, substâncias não

foram detectadas em nenhum dos cortes analisados. Na análise anatômica desse

material percebeu-se que essa encontra-se em um avançado estágio de

desenvolvimento, senescência, em virtude da presença de células colapsadas.

Dessa forma, sendo uma hipótese para explicar o resultado negativo para todos os

testes histoquímicos.

De maneira geral, foi possível constatar que as substâncias lipídicas são os

compostos químicos nutricionais mais comumente observados na maioria das
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galhas avaliadas, sobretudo nos tecidos adjacentes à câmara larval, sendo este um

resultado de acordo com o que foi proposto por Mani (1964) e Freidberg (1984),

onde afirmam que substâncias de nutrição, por exemplo, os lipídios, ocorrem nos

tecidos das galhas, principalmente ao redor da cavidade das galhas.

Figura 5: Testes histoquímicos de galhas entomógenas coletadas no Parque Ecológico de Serra

Negra, em Bezerros, Pernambuco.

Fonte: A autora (2023).

GF: galhas foliares(A-K); GC: galhas caulinares(L-U).

A,D,G,H,J: Ouratea; B,E,I,K: Morfotipo 1-Espécie não identificada. C,F: Aspidosperma cuspa;

L,N,P,R,T: Morfotipo 1- Espécie não identificada; M,O, Q, S, U: Erythroxylum.

O Gráfico 2 demonstra o percentual de substâncias da histoquímica de galhas

entomógenas coletadas no Parque Ecológico de Serra Negra, destacando a

presença dos fenóis, taninos, alcaloides, carboidratos e lipídios.
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Gráfico 2. Percentual de substâncias da histoquímica de galhas entomógenas coletadas no Parque Ecológico de Serra Negra, em Bezerros, Pernambuco.

Fonte: A autora (2023).
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5.4 Análise fitoquímica

Para as análises fitoquímicas foram utilizadas galhas do gênero Ouratea,

Erythroxylum, Aspidosperma cuspa, galhas da família Bromeliaceae e do morfotipo 1

(espécie não identificada).

5.4.1 Detecção de compostos fenólicos e alcaloides

Pode-se perceber, através dos métodos qualitativos dos compostos fenólicos

e alcaloides, que galhas foliares de Aspidosperma cuspa e caulinares de

Erythroxylum compartilharam o mesmo resultado, ambas tiveram reação positiva

para os dois metabólitos. As galhas reprodutivas de Aspidosperma cuspa não

apresentaram mudança na coloração para ambos os testes. Uma possível

explicação para esse resultado refere-se ao início do processo de senescência da

galha visto que nos testes histoquímicos também não observou resultados positivos.

Dos extratos analisados, percebeu-se que a presença de fenóis ocorreu,

principalmente, nos testes em que o material de estudo foram as galhas. Isso se

deve ao fato de que os compostos fenólicos podem ter a função de beneficiar os

insetos galhadores podendo desenvolver uma função de defesa para possíveis

ataques de predadores e parasitóides (Cornell, 1983). Além disso, estes compostos

atuam como inibidores da alimentação para alguns herbívoros, em específico, os

insetos (Harborne, 2000). Podendo considerar, então, como uma reação das plantas

mediante a presença de galhas.

Em relação à presença de alcalóides, é possível perceber que esse

metabólito ocorreu em menor proporção quando comparado aos compostos

fenólicos. De acordo com Luca e Laflamme (2001), os alcalóides são um grupo de

metabólitos secundários que ocorrem em menor frequência nas plantas, apenas

cerca de 20% das espécies botânicas possuem a presença desse metabólito.

Para os extratos das galhas que apresentaram reação positiva, Aspidosperma

cuspa e Erythoryxlum, para a presença de alcaloides, isso deve-se ao fato de que as

plantas mediam os estresses de acordo com algumas alterações químicas,

destacando-se as altas concentrações na presença de alcalóides (Fernandes e

Price, 1988). Ainda de acordo com a literatura, a família do gênero Aspidosperma,

Apocynaceae, é caracterizada por apresentar a presença de alcalóides em suas
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espécies (Pereira et al., 2007). Dessa forma, explicando o resultado da presença de

alcalóides para A. cuspa.

Além disso, apesar dos demais extratos não terem dado reação positiva para

a presença de compostos secundários, isso não implica necessariamente na

ausência destes, visto que outros fatores podem ter contribuído para isso, por

exemplo, o uso de pouca amostra no teste ou então um baixo teor de compostos

secundários que ocasionou em um resultado negativo.

Tabela 3: Testes para presença ou ausência de compostos fenólicos e alcaloides

Fonte: A autora (2023).

(GC) Galha caulinar, (GF) Galha foliar; (GR) Galha reprodutiva; (S/G) Sem galha; (Morfotipo 1) Galha

da espécie não identificada

(+) Detectada a presença do metabólito; (-) Não detectada.

5.4.2 Detecção de saponinas

Através do teste para a detecção de saponinas, observou-se que galhas do

gênero Erythoryxulum, Aspidosperma e da família Bromeliaceae apresentaram

reação positiva. Alguns efeitos biológicos têm sido descritos em relação a função

das saponinas nas plantas, destacando-se a sua ação anti herbivoria (Francis et al.,

2002). Um estudo realizado por Nobrega (2009) retrata sobre o gênero

Aspidosperma ser rico em saponinas, podendo ser este um dos fatores que

colaborou para o resultado positivo da espécie nesse teste.

Espécies Metabólitos secundários
Fenóis Alcalóides

Ouratea (GF) + -

Ouratea (S/G) - -

Erythroxylum (GC) + +

Erythroxylum (S/G) - -

Aspidosperma cuspa(GF) + +

Aspidosperma cuspa (GR) - -

Aspidosperma cuspa (S/G) - -
Bromeliaceae(GF) + -

Bromeliaceae (S/G) - -
Morfotipo 1 (GF) - -
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Em relação às galhas do gênero Ouratea, foi observado que não

apresentaram reação positiva para a presença de saponinas. Apesar de ter sido um

resultado negativo, isso não indica verdadeiramente a ausência desse metabólito

visto que outros fatores podem influenciar nessas concentrações, por exemplo,

condições climáticas, competição de populações, radiação e entre outros (Ferreira,

2018)

Em um trabalho realizado por Detoni (2009), observou-se que a presença de

saponinas é mais recorrente em amostras de tecidos não galhados, mas não se

sabe ao certo o motivo desse comportamento. Dessa forma, em virtude dos poucos

estudos que relatam a relação entre as saponinas e as galhas, não se pode afirmar

se a ocorrência de saponinas possui alguma ligação com a presença de galhas.

Logo, é necessário mais testes e estudos para compreender essa relação.

Tabela 4: Teste para presença de saponinas de extratos com galhas e sem galhas. .

Fonte: A autora (2023).

(GC) Galha caulinar; (GF) Galha foliar; (GR) Galha reprodutiva; (S/G) Sem galha; (Morfotipo 1) Galha

da espécie não identificada

(+) Detectada a presença de saponina; (-) Não detectada.

Espécies Resultado
Ouratea (GF) -
Ouratea (S/G) -

Erythroxylum (GC) +

Erythroxylum (S/G) +

Aspidosperma cuspa(GF) +

Aspidosperma cuspa (GR) -

Aspidosperma cuspa (S/G) -

Bromeliaceae(GF) +

Bromeliaceae(S/G) -

Morfotipo 1 (S/G) +
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5.4.3 Cromatografia em camada delgada

A técnica cromatografia em camada delgada demonstrou que algumas galhas

apresentam diversidades no que diz respeito aos compostos fenólicos. Isso porque

houve variação na cor das manchas, sendo as manchas azuis e verdes indicações

de compostos secundários, em específico, os fenólicos.

Dessa forma, foi possível analisar que os testes utilizando galhas

apresentaram uma maior variação de cores, corroborando com a hipótese de que

folhas galhadas possuem uma maior diversidade de compostos fenólicos (Amorim et

al., 2017).

As galhas de Ouratea, expressas como 1 na figura 6, foi o ponto que

apresentou maior variação de cor na placa, diferentemente do ponto 2(sem galhas

foliares), sendo este um resultado semelhante ao trabalho de Santos e Silva (2018),

onde identificou que a quantidade de compostos fenólicos em folhas não galhadas,

de uma espécie do gênero Ouratea, é menor quando comparadas com folhas com

presença de galhas. Dessa forma, o mesmo se aplica para os demais pontos com

galhas que apresentaram variação na cor azul ou verde, demonstrando que,

possivelmente, a variabilidade dos compostos secundários são respostas da planta

mediante a presença dos insetos galhadores.

Em relação às manchas vermelhas, estas indicam a presença da clorofila,

sendo este o pigmento diretamente relacionado com a atividade fotossintética da

planta (Bernades, 1987). Dessa forma, sendo as manchas vermelhas recorrentes em

todos os pontos da placa.

Ademais, para as reações que não tiveram tantos pontos marcados na placa,

pode-se dizer que, provavelmente, exista a presença de compostos fenólicos

glicosados nessas amostras. Fenóis glicosilados são substâncias que tornam as

plantas não palatáveis em decorrência do sabor amargo (Reichardt, 1995). Estes

compostos nas análises de cromatografia em camada delgada, podem não se

locomover na placa em decorrência da polaridade da fase estacionária, além das

ligações de hidrogênio que interagem com a sílica de gel na placa, dificultando a

migração na fase móvel (Tonin, 2006; Soares et al., 2008)
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Figura 6. Cromatograma utilizando extratos de folhas com e sem galhas

Fonte: A autora (2023).

1- Ouratea (GF), 2- Ouratea (S/G), 3- Morfotipo 1 (S/G), 4- Erythroxylum (GC), 5- Erythroxylum

(S/G), 6- Aspidosperma cuspa (GF), 7- Aspidosperma cuspa (GR), 8- Aspidosperma cuspa (S/G), 9-

Bromeliaceae (GF), 10- Bromeliaceae (S/G), P- Padrão.

(GC) Galha caulinar; (GF) Galha foliar; (GR) Galha reprodutiva; (S/G) Sem galha;

5.4.4 Quantificação dos compostos fenólicos

No que se refere aos dados obtidos através da espectrofotometria,

observou-se que, em geral, os extratos com galhas apresentaram maiores

concentrações de fenóis totais, sendo este um resultado semelhante ao estudo

realizado por Coruh e Ercisli (2010), onde também observaram maiores

concentrações de fenóis totais na comparação de amostras com galhas e sem

galhas.

O extrato das galhas foliares de Aspidosperma cuspa apresentou

concentrações de fenóis totais superior aos demais extratos, com um valor de

148,01 mg GAE/g, sendo este um resultado semelhante ao encontrado por Alves e

colaboradores (2014), que analisou o teor de fenóis totais em folhas de

Aspidosperma cuspa e concluiu que essa espécie é caracterizada por apresentar

uma ampla variedade de compostos ativos. Este resultado encontra-se de acordo

com um trabalho de Formiga et al., (2009), onde identificou que folhas com galhas
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de uma espécie do gênero Aspidosperma, tiveram forte influência no aumento do

teor de fenóis, em decorrência da presença de galhas.

Na comparação entre os extratos sem galhas e com galhas reprodutivas de

Aspidosperma cuspa, foi observado valores iguais, 96 mg EAG/g. Sendo este

resultado, um possível reflexo dos valores da absorbância e dos pesos das amostras

terem sido iguais, além do possível processo de senescência da galha reprodutiva.

No entanto, ainda que com resultados iguais, foram valores menores quando

comparados com as galhas foliares da mesma espécie

As galhas caulinares do gênero Erythroxylum, apresentaram um valor de 124,

84 mg GAE/g, sendo uma concentração maior de fenóis totais quando comparadas

com o extrato do mesmo gênero, mas sem a presença de galhas. De acordo com

estudos realizados por Dsouza e Ravishankar (2014), existe uma significativa

relação entre os compostos fenólicos e as galhas, corroborando então com este

resultado.

Na comparação dos extratos com galhas e sem galhas do gênero Ouratea e

da família Bromeliaceae, observou-se que não seguiu o padrão esperado. Os

extratos com galhas e sem galhas, de Ouratea e Bromeliaceae, apresentaram,

respectivamente, 120,14; 95,46 mg GAE/g e 136,75; 100, 34 mg GAE/g, resultados

semelhantes foram observados em Santos (2006), que observou que folha sem

galhas apresentaram altas concentrações de ácido gálico.

Além disso, no que diz respeito aos dados obtidos das galhas do morfotipo

1(espécie não identificada), destaca-se a acentuada diferença entre o extrato com

galhas e sem galhas. Apesar dessa espécie não ser identificada, pode-se inferir que

essa planta encontra-se, possivelmente, em processo de defesa em virtude da

presença das galhas já que o extrato com galhas apresentou uma quantidade mais

expressiva de fenóis totais (Motta et al., 2005).
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Tabela 5. Teor de fenóis totais dos extratos pelo método espectrofotométrico

Fonte: A autora (2023).

(GF) Galha foliar; (GC) Galha caulinar; (GR) Galha reprodutiva; (S/G) Sem galha; (Morfotipo 1) Galha

da espécie não identificada.

Extratos(plantas hospedeiras) Fenol total (mg GAE por grama de extrato)

Ouratea (GF) 120,14
Ouratea (S/G) 136,75

Erythroxylum (GC) 124,84
Erythroxylum (S/G) 100,34

Aspidosperma cuspa(GF) 148,01
Aspidosperma cuspa (GR) 96,42
Aspidosperma cuspa (S/G) 96,42

Bromeliaceae(GF) 95,46
Bromeliaceae (S/G) 100,34

Morfotipo 1 (GF) 133,13
Morfotipo 1 (S/G) 48,5
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6. CONCLUSÃO

A partir do exposto, pode-se concluir que, quando presente, os insetos

galhadores encontrados nas plantas hospedeiras pertencem, possivelmente, a

ordem diptera, em específico, à família dos cecidomiídeos.

Em relação a histoquímica das galhas, verificou-se a presença de grupos

químicos relacionados ao processo de nutrição e proteção, principalmente, nos

tecidos próximos à loja dos insetos. Além disso, a histoquímica também avaliou a

presença de substâncias de defesa próximas a epiderme e no córtex.

Os dados obtidos através dos testes para detecção de compostos

secundários, corroboram com a hipótese de que plantas galhadas revelam maiores

concentrações de compostos fenólicos, visto que na comparação entre extratos com

galhas e sem galhas, os extratos que continham a presença de galhas tiveram

reação positiva.

No que se refere aos dados obtidos através da espectrofotometria, pode-se

perceber, que as galhas foliares do gênero Aspidosperma apresentaram maiores

concentrações de fenóis totais. No entanto, mais estudos são necessários acerca

das concentrações de fenóis totais nas plantas do gênero Ouratea, Erythroxylum e

da família Bromeliaceae para que, assim, possam ter comparações com outros

estudos acerca dos resultados obtidos.

Dessa forma, esse estudo torna-se importante para a compreensão da

relação inseto galhador-planta, destacando quais aspectos químicos da planta

podem ser modificados na presença das galhas.
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