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RESUMO

Calliandra brevipes apresenta uma galha globosa (GG) e uma fusiforme (GF), induzidas
por Tanaostigmodes mecanga e T. ringueleti, respectivamente. As variagdes sazonais
no conteudo fendlico de ambas as galhas, de caule e folha ndo galhados (CS e FS,
respectivamente) foram analisadas durante 12 meses. O perfil de variacdo do teor
fendlico nos tecidos galhados e ndo galhados de C. brevipes foi similar ao longo do
periodo analisado, apresentando-se fortemente influenciado pelas variacbes na
precipitacdo pluviométrica, ocorrendo maior acumulo fendélico quando o vegetal estava
sob estresse hidrico. Os conteudos fendlicos de ambas as galhas foram similares e, no
periodo de drasticas mudancas na precipitacdo pluviométrica, estes sofreram
alteracdes significativamente menores do que as sofridas pelos tecidos ndo galhados,
sugerindo que as duas espécies de Tanaostigmodes modulam o contetdo fendlico no
tecido galhado de maneira similar. Assim, notou-se que as alteracdes no contetdo
fendlico podem estar primariamente associadas as mudancas pluviométricas,
constituindo uma defesa direta contra o estresse hidrico. Na triagem de metabdlitos
secundérios, flavondides, cumarinas e taninos foram detectados em tecidos galhados e
nao galhados de C. brevipes. Saponinas foram encontradas somente em amostras de
tecidos ndo galhado, mostrando que as galhas apresentam menor toxicidade para o
herbivoro. Triterpendides foram encontrados em GG e esterdides em GF, sugerindo
que cada galhador explora diferencialmente o0 metabolismo do hospedeiro.
Adicionalmente, o contetdo de flavonoides e a atividade antioxidante também estavam
diferenciados em ambas as galhas, sendo maiores na galha fusiforme. Na analise
cromatografica e densitométrica de carboidratos, GG e GF apresentaram contetdos de
sacarose, glicose e frutose maiores do que os encontrados em tecidos ndo galhados,
1,5-3 vezes e 2 vezes, respectivamente. A andlise de saponinas e carboidratos
evidenciou que ambas as galhas apresentam menor toxicidade e constituem uma fonte
mais nutritiva para o herbivoro do que o tecido ndo galhado. O fracionamento e a
analise densitométrica de proteinas, detectou polipeptideos comuns a ambas as galhas
(80, 69, 61, 52, 32 kDa) provavelmente essenciais para a organizacdo basica desta
neoformacéo, bem como especificos a cada uma (galha globosa: 97, 75, 34 kDa; galha



fusiforme: 40, 33 kDa) que podem estar associadas aos distintos morfotipos e suas vias
metabdlicas. Em conjunto, a andlise de proteinas, flavondides e a atividade antioxidante
mostram que cada galhador manipula o hospedeiro de maneira peculiar, mesmo
quando duas espécies galhadoras filogeneticamente tdo proximas parasitam um
hospedeiro comum. Quanto a andlise fosfohidrolitica, CS hidrolisou igualmente ATP,
ADP, UDP ou GDP. Na GG, o UDP, GDP, e ADP foram hidrolisados aproximadamente
1,5-3 vezes mais do que no CS, ja o AMP foi 10 vezes mais hidrolisado na GG. Em
conjunto, estes dados confirmam que este tecido exacerba os mecanismos capazes de
hidrolisar nucleotideos, possivelmente devido sua maior atividade metabdlica.
Atividades ADPasica e UDPésica de CS e GG foram 10-32% estimuladas por 5 mM de
Ca”', e inibidas pela adicdo de 5 mM EDTA ou EGTA (88 a 100%), confirmando a
dependéncia destas atividades a cétions bivalentes. Uma pequena inibicdo por
ortovanadato foi detectada sugerindo a presenca de P-ATPases, enquanto azida
sédica, DCCD e bafilomicina nédo inibiram significativamente a atividade ATPasica. Uma
apirase de 75 kDa foi identificada em CS e GG de C. brevipes, e provavelmente
contribuiu com a atividade fosfohidrolitica observada. Foi constatada a presenca de
apirase e de atividade ADPa&sica nas células nutritivas que delineiam a camara larvar
por microscopia de imunofluorescéncia e citoquimica, respectivamente. A alta atividade
apirasica na galha globosa de C. brevipes pode estar associada a biossintese de
carboidratos, recuperacdo de nucleosideos e/ou proliferacdo celular, contribuindo
assim, para a nutricdo e sobrevivéncia do galhador.

Palavras-chave: Metabdlitos vegetais. Fendis. Proteina. Carboidrato. Nucleotideos.
Apirase. Interacao inseto-planta.



10

ABSTRACT

Calliandra brevipes presents globose (GG) and fusiform galls (GF) induced by
Tanaostigmodes mecanga and T. ringueleti, respectively. The seasonal changes in
phenolic content of both galls, and in non-galled stem and leaf were analyzed over one
year. The phenolic variation profile of galled or non-galled tissues of C. brevipes was
similar during the analyzed period, but it is strongly influenced by the variations in the
pluviometric levels increasing during hydric stress. The phenolic levels were in similar
amounts between the two galls and, in the period of drastic changes in pluviometric
levels, the alterations were significantly higher in non-galled tissues when compared to the
galled tissues, suggesting that the two distinct species of Tanaostigmodes manipulate
the phenolic level in a similar way. Therefore, the alterations in phenolic contents could
be primarily associated to the pluviometric changes, constituting a direct defense against
the hydric stress. The phytochemical screening showed the presence of flavonoids,
coumarins and tannins in galled and non-galled samples. Saponins were found only in
non-galled samples, suggesting that the galled tissues are less toxic to the herbivory.
Triterpenoids were detected in GG, but not in GF, suggesting that each inducer explore
in a different way the plant metabolism. In addition, flavonoids content and antioxidant
activity were differentiated in both galls, being significantly higher in fusiform gall.
Chromatographic and densitometric analyses showed that GG and GF present sucrose,
glucose and fructose contents 1.5-3 and 2 times higher, respectively than those found in
non galled tissue. The secondary metabolites and carbohydrate analyses evidenced that
both galls tissues are less toxic and constitute a better nutrient source for the herbivory
than the non-galled tissues. Protein fractionation and densitometric analysis showed
common polypeptides to both galls (80, 69, 61, 52, 32 kDa) possibly essentials for their
basic neoformations, and specific polypeptides in either globose (globose: 97, 75, 34
kDa) or fusiform gall (40, 33 kDa), which could be associated to the different gall
morphotypes and their metabolic pathways. Together, the protein, flavonoid and
antioxidant analyses showed that each inducer, although closer phylogenetically,
manipulate the host by specific pathways in the same plant. Phosphohydrolitic analysis
showed that CS equally hydrolyzed either ATP, ADP, UDP or GDP. In GG, the UDP,
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GDP, and ADP were hydrolyzed approximately 1.5-3 folds higher than that found in CS.
AMP hydrolyzes was 10 folds higher in GG confirming that this tissue increase their
mechanisms capable of hydrolyzing nucleotides. ADPase and UDPase activities from
CS and GG were 10-32% stimulated by 5 mM calcium, and inhibited by the addition of 5
mM EDTA or EGTA (88 to 100%), thus confirming the divalent cation dependence. Little
ATPase inhibition by orthovanadate was detected suggesting the presence of a P-type
ATPase, while sodium azide, dicyclohexylcarbodiimide, and bafilomycin did not affect
significantly the ATPase activity. A band of 75 kDa was recognized by polyclonal anti-
potato apyrase antibodies in CS or GG, confirming the presence of an apyrase in
Calliandra brevipes. By immunofluorescence microscopy, using anti-potato apyrase
antibodies, and by cytochemical techniques, using ADP as substrate, the apyrase was
located on the external surface and inside of the nutritive cells that compose the central
chamber. The high apyrase activity in globose gall of C. brevipes could be participating
in carbohydrate biosynthesis, in the salvage pathway of nucleosides and/or cell
proliferation, for the feeding and survival of the insect.

Keywords: Plant metabolites. Phenol. Protein. Carbohydrate. Nucleotides. Apyrase.

Insect-plant interaction.
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1. INTRODUCAO

No curso da evolugéo foram se estabelecendo uma série de relac¢des intrincadas
e de interdependéncia adaptativa entre espécies animais e vegetais. Dentre estas
interacfes, a mais conhecida popularmente € a herbivoria, possivelmente iniciada
quando alguns ancestrais artropodes sapréfagos se alimentavam de esporos das
primeiras linhagens vegetais. Atualmente, as relagbes de herbivoria podem ser
geneéricas, nas quais os insetos podem consumir varios 6rgaos de diferentes espécimes
vegetais; ou altamente especializadas, nas quais o herbivoro alimenta-se de uma planta
elou tecido especifico. Adicionalmente, algumas espécies de insetos possuem um
papel fundamental nos processos de polinizacdo e dispersdo das espécies vegetais
(EDWARDS e WRATTEN, 1980; HARBONE, 1994; CORNELISSEN e FERNANDES,
2003).

1.1. Aspectos Gerais

As relagbes entre os vegetais e 0s animais sdo, provavelmente, ainda mais
antigas do que a herbivoria, podendo ser benéficas ou deletérias para as espécies
envolvidas (JOLIVET, 1998; CORNELISSEN e FERNANDES, 2003). Atualmente, sao
inUmeras e complexas as relagBes existentes entre animais e vegetais (parasitismo,
comensalismo, herbivorismo), sendo grande parte destas provinda da interacdo entre
insetos e plantas. O quadro co-evolutivo destas relagdes iniciou-se possivelmente no
cenario quimico, onde a liberacdo de diversos compostos volateis pelo vegetal acabou

exercendo uma fungdo sinalizadora. Estes substancias provindas do metabolismo
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secundario tornaram plausivel a ampliagdo da interacdo inseto-planta, propiciando
assim um alto grau de diversificacdo destas inter-relacdoes (EDWARDS e WRATTEN,
1980; HARBONE, 1994). Desta forma, faz-se importante a analise ndo s6 dos aspectos
estruturais do desenvolvimento evolutivo, mas também da resposta metabdlica que um
vegetal apresenta frente & interacdo com um organismo associado.

Além destes metabdlitos secundérios liberados pelas plantas, diversos outros
caracteres oriundos da pressao co-evolutiva se estabeleceram. Devido a imobilidade
dos vegetais, foram selecionadas algumas caracteristicas que detinham ou diminuiam o
estresse causado por fatores ambientais. Normalmente, os vegetais respondem ao
estresse ambiental mediante ativacdo/inibicdo de determinadas vias metabdlicas,
podendo ocorrer uma manifestacdo oxidativa, durante a qual sdo geradas formas
reativas de oxigénio, como superéxido, peroxido e radicais hidroxila (RIZZARDI et al.,
2003). Em relacéo aos fatores bidticos, 0s recursos vegetais de defesa constituem um
sistema complexo, envolvendo o escape, a resisténcia e a tolerancia aos herbivoros.
Algumas plantas tornaram-se caducifélias, sendo capazes de perder suas folhas em
épocas onde a herbivoria é mais intensa, tornando-se assim temporariamente
indisponiveis. J& 0os mecanismos de resisténcia do vegetal envolvem a presenca de
barreiras estruturais (tricomas, cascas) ou metabdlitos de defesa que dificultam o
ataque de seus predadores, patdgenos e parasitos (LEVIN, 1973; JOHNSON, 1975;
EDWARDS e WRATTEN, 1980; HARBONE, 1994; CORNELISSEN e FERNANDES,
2003). Finalmente, como mecanismo de tolerancia, os vegetais podem suportar os
danos da herbivoria mediante caracteristicas fisiolégicas que reduzam os efeitos de
seus atacantes, como o brotamento de novos 6rgdos vegetativos com maior taxa de
crescimento em relacdo aos anteriores que foram danificados (EDWARDS e
WRATTEN, 1980; HARBONE, 1994; PANDA e KHUSH, 1995). Atualmente, alguns
estudos tém ressaltado também a importancia dos metabdlitos primarios nestas
interacbes, nas quais a presenca de alguns peptideos pode ser fundamental na
resposta do vegetal frente a diferentes patégenos (DANGL e JONES, 2001; JONES e
DANGL, 2006).

Mesmo utilizando-se destas diversas estratégias de defesa, as ceélulas, tecidos e

orgaos de muitas plantas estdo sujeitos aos efeitos de uma série de fatores que podem
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resultar em doenca, perda de funcdo do 6rgédo lesado ou em crescimento patoldgico.
Um exemplo altamente especializado proveniente da interagdo inseto-planta é a
formacdo da galha ou cecidia, um crescimento vegetal atipico originado na interacao
entre um indutor e sua planta hospedeira (MANI, 1964). Na cecidogénese, 0s
galhadores induzem uma série de alteracBes metabdlicas e anatbmicas no tecido do
hospedeiro, provendo para si ou para sua prole abrigo e fonte de alimento (ISAIAS,
1998, SOARES e KAPLAN, 2000).

1.2. Aspectos ecologicos da cecidogénese

As galhas sao induzidas nas mais diversas espécies vegetais, sendo
encontradas em algas, fungos, liquens, briofitas, pteridéfitas, gimnospermas e
angiospermas (MANI, 1964). Os galhadores sdo também amplamente diversificados,
incluindo fungos, bactérias, virus, nematodides, aracnideos e insetos, sendo estes
altimos os principais responsaveis pela formacéo de galhas. Dentre os insetos, 0s mais
representativos sdo os dipteros, coleépteros, hemipteros e lepidépteros (MANI, 1964;
OCCHIONI, 1979; FERNANDES e MARTINS, 1985). As galhas induzidas por insetos
podem ser encontradas em todos os 6rgdos vegetais, desde as partes subterraneas até
as aéreas, tanto em Orgaos vegetativos quanto reprodutivos, sendo mais frequentes em
folhas. Em alguns casos, parte do vegetal pode senescer como resultado do intenso
ataque de herbivoros galhadores, e em casos extremos, pode ocorrer a morte do
organismo hospedeiro, como ja foi observado em carvalhos atacados por cinipideos
(TAFT e BISSING, 1988).

Ao contrario dos herbivoros livres, que séo obrigados a enfrentar todo o arsenal
anti-herbivorico, movendo-se e alimentando-se na superficie da planta, os cecidégenos
em geral sdo sedentarios, podendo obter seu alimento diretamente de feixes
vasculares, de células do tecido nutritivo e/ou de hifas de fungos endofiticos. Os insetos

galhadores induzem a formacdo da galha redirecionando o crescimento e o
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metabolismo da planta hospedeira em seu beneficio (MEYER e MARESQUELLE,
1983), fazendo com que ela funcione como um dreno ativo de nutrientes
(ABRAHAMSON e WEIS, 1987). Nenhuma outra espécie de inseto fitofago, a ndo ser a
galhadora, € competente para estimular a planta a fornecer uma corrente estavel de
substancias nutritivas para o sitio de alimentacdo (SHORTHOUSE, 1986).

Dessa maneira, os galhadores possuem uma grande vantagem adaptativa em
relacdo a outros fitéfagos, pois garantem um suprimento quase ilimitado para sua
sobrevivéncia em um ambiente altamente competitivo que é o cenario inseto-planta. A
complexidade morfolégica e fisiologica, caracterizada por um grande numero de
adaptacdes mecanicas e/ou quimicas, faz das galhas modelos naturais de grande valor
para o estudo da interacdo inseto-planta (KRAUS et al., 1998). Desta maneira, a
formacdo da galha representa uma das mais complexas interagcdes conhecidas entre
insetos e vegetais, tendo esta associacdo grande importancia ecoldgica por permitir que
os indutores colonizem os mais variados ambientes (FERNANDES e PRICE, 1988;
SHORTHOUSE e ROFRISTSH, 1992).

1.3 Aspectos econémicos da cecidogénese

Os insetos adaptados a formacdo de galhas obtém algumas vantagens
adaptativas sobre os demais herbivoros (abrigo e fonte de alimento) obtidas mediante
inducdo de uma série de alteragcbes morfo-anatbmicas e metabdlicas nos tecidos da
planta hospedeira, que culminam com a formacédo da galha. As galhas funcionam como
dreno de metabdlitos e por consequéncia, acabam competindo com outros drenos
ativos do vegetal, como as flores, sementes e frutos. Esta competicdo por metabolitos
resulta, na maioria das vezes, em alguns prejuizos para o vegetal.

Foi observada que a presenca de galhas induzidas por Tomoplagia rudolphi
(Tephridae, Diptera) em Vernonia polyanthes Less ocasiona reducdo no peso e na

percentagem de germinacao das sementes, diminuindo a viabilidade principalmente das
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sementes localizadas ap0s a galha. Tal perda no potencial reprodutivo foi atribuida ao
redirecionamento para a galha de recursos necessarios a reproducdo da planta,
resultado semelhante foi observado em Salix sp. e em Mirabilis linearis Heimerl
atacados por galhadores. Galhas provocadas por nematoides também causam grandes
prejuizos agricolas, por funcionarem também como drenos ativos, diminuindo a
vitalidade dos graos. Além disso, por drenar o aporte nutritivo do vegetal, as galhas
podem enfraquecer as plantas hospedeiras, dificultando seu desenvolvimento e
tornando-as mais susceptiveis ao ataque de outros patdgenos (SILVA, GIOVANNA e
FERNANDES, 1995).

Devido a esta interferéncia direta na vitalidade dos vegetais, as galhas podem
ser usadas como agentes biologicos para o controle do crescimento populacional de
ervas daninhas. Uma grande vantagem deste agente no controle bioldgico € sua
utilizacdo nos mais diversos ambientes, podendo ocorrer também em meio aquético,
onde o controle por agrotéxicos é desfavoravel. No Canad4, a ocorréncia da erva
daninha Sonchus arvensis em trigais causa grandes prejuizos na producdo deste
cereal, sendo o0 uso de agrotéxico pouco eficiente e de reduzida duracdo. Neste caso,
tem sido adotado o controle biolégico realizado por dipteros galhadores que colocam
seus ovos dentro dos botdes florais desta erva daninha. Ao se alimentarem, as larvas
transformam estes 6rgdos em galhas e consomem o0s ovarios, afetando assim a
vitalidade e a disseminacédo deste espécime vegetal (FERNANDES e MARTINS, 1985).

Nos trabalhos de conservacao de areas naturais, o estudo de galhas proporciona
conhecimento sobre os aspectos biol6gicos e ecoldgicos das interacdes galhador-
hospedeiro. Tem sido observado que quando os galhadores estdo impossibilitados de
interagir com suas plantas hospedeiras silvestres, seja por desmatamento ou por outros
motivos, eles migram em busca de novas espécies hospedeiras. Provavelmente,
mediante transferéncias deste tipo, alguns ceciddgenos passaram a parasitar espécies
economicamente importantes como a mandioca, a manga, o0 algoddao e o eucalipto
(FERNANDES e MARTINS, 1985).
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1.4 Aspectos morfoldgicos e anatdmicos da cecidogénese

Nas regides tropicais, onde € maior a biodiversidade de insetos galhadores, as
galhas chamam atencdo pela grande variedade de formas, cores e tamanhos
observados na natureza, resultantes de diversas interacdes espécie-especificas (Figura
1) (FERNANDES, TAMEIRAO-NETO e MARTINS, 1988; MANI, 2000; MAIA e
FERNANDES, 2004). Cada morfotipo de galha apresenta caracteristicas especificas
que o difere dos demais, apresentando ou ndo tricomas (glandulares e/ou nao-
glandulares), sendo séssil ou pedunculado, uni- ou multilocular, tendo nimero e tipo
variado de camadas teciduais. Alguns autores defendem a idéia de que ha uma intima
associacdo entre a morfologia da galha e o tdxon do inseto indutor (MANI, 1964;
MEYER e MARESQUELLE, 1983; MEYER, 1987; MAIA e FERNANDES, 2004); outros
acreditam que a resposta morfogenética estd diretamente relacionada a planta
hospedeira (PRICE, FERNANDES e WARRING, 1987; DODSON, 1991; ISAIAS, 1998).
Recentemente, em estudos realizados por Cook e Gullan (2008) foi demonstrado que
nao s6 a espécie galhadora influencia no morfotipo da galha, mas também o sexo do
indutor, por exemplo, galhas induzidas por fémeas de Apiomorpha pharetrata
apresentam forma ovoide, enquanto aquelas induzidas pelos machos possuem
morfologia tubuliforme.

As galhas sao caracterizadas por células, tecidos ou 0rgdos vegetais
desenvolvidos patologicamente por hipertrofia e/ou hiperplasia celulares induzidas por
fatores quimicos e/ou mecéanicos, como a secrecdo de enzimas digestivas e fitormonios
ou pelo efeito direto do aparelho bucal de um organismo indutor (particularmente nas
galhas induzidas por insetos) (MANI, 1964; FERNANDES e MARTINS, 1985). A
formacao das diversas galhas envolve complexas alteragdes no desenvolvimento, na
diferenciacdo e no crescimento celular dos tecidos encontrados nos o6rgdos sadios
(MEYER e MARESQUELLE, 1983).

Algumas galhas se apresentam, aparentemente, como uma massa de células
parenquimaticas hipertrofiadas, enquanto outras apresentam um surpreendente grau de

diferenciac@o. Neste ultimo caso, estdo as galhas induzidas por himendpteros, as quais
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podem variar quanto a sua morfologia mantendo a organizacdo interna dos tecidos
(SHORTHOUSE e ROFRISTSH, 1992). Os tecidos encontrados em todas as galhas de
cinipideos incluem camadas de células nutritivas citoplasmaticamente densas que
delineiam a camara larval, circundadas externamente por uma camada de parénquima
vacuolar. Na maioria dos casos, estes dois tecidos sdo encapsulados por uma camada
de esclerénquima que pode estar delimitando a camara larvar. As células nutritivas sao
caracteristicas das galhas de insetos e além de nutrir o galhador, estocam substancias
energéticas (carboidratos e lipideos) provavelmente essenciais para o desenvolvimento
do indutor e/ou de sua prole (SHORTHOUSE, 1986). O parénquima vacuolar é
convertido em células nutritivas de acordo com o crescimento do indutor (BRONNER,
1992). Assim, a associacao galhador/planta hospedeira pode ser definida em termos de
alimentacdo e abrigo, e a importancia relativa destes termos varia de acordo com o
grupo de insetos e plantas em questao (SHORTHOUSE e ROFRITSH, 1992).

A formacdo de galhas é uma das interacdes inseto-planta que mais desperta
atencdo, por ser evidente a mudanca estrutural nos tecidos da planta hospedeira
(MANI, 1964; MEYER, 1987; FERNANDES e PRICE, 1988; SHORTHOUSE e
ROFRITSH, 1992). Um dos pontos iniciais para deducbes acerca da evolugcdo das
diversas interdependéncias entre insetos e vegetais, e em especial para a cecidiologia,
€ o estudo morfolégico, que constitui 0 primeiro passo para a criacdo de hipéteses

acerca das adaptacdes evolutivas de insetos galhadores (THIEBAUT, 2000).
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Figura 1 — Diversidade de galhas em espécies vegetais encontradas em Minas
Gerais (Fonte: Acervo Pessoal; MAIA e FERNANDES, 2004).

1.5 Alteracbes do Metabolismo Priméario e Secundario provindas da

cecidogénese

Analogamente a modificacao estrutural, a inducéo da galha resulta em uma série
de alteracdes quimicas relacionadas as drasticas transformacdes metabdlicas
necesséarias ao desenvolvimento e manutencdo deste crescimento atipico (HARTLEY,
1998; ALLISON e SCHULTZ, 2005). Se, por um lado, as alteragbes anatbmicas
decorrentes do processo sdo bem evidentes, por outro as alteracbes metabdlicas séo
mais dificeis de serem observadas. E importante ressaltar que as alteracdes

metabdlicas ocorrem tanto ao nivel de metabolismo primério quanto secundario.
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Segundo Hermes e Mattson (1992) devido a competicdo por cadeia carbdnica, o
investimento do vegetal na sintese de compostos secundarios pode levar a diminuicdo
na producdo de metabdlitos primarios e, por conseqiiéncia, no crescimento do vegetal.

As alteracdes quimicas oriundas da cecidogénese tém sido registradas em varios
estudos, e em algumas galhas tem-se observado a influéncia dos insetos indutores no
metabolismo de fendis e proteinas (ARDUIN, KRAUS e VENTURELLI, 1991;
HARTLEY, 1998; SHONROGGE, HARPER e LICHTENSTEIN, 2000; SOARES et al.,
2000). Os derivados fendlicos compreendem uma das principais classes de metabdlitos
associados as galhas, merecendo destaque entre eles, os flavondides e os taninos
hidrolisaveis. A producdo de substancias fenodlicas é tida como um mecanismo de
defesa contra a herbivoria (MANI, 1964; PRICE, FERNANDES e WARRING, 1987;
HARBORNE, 1994), muito embora, alguns autores postulem que herbivoros possam
utilizar esses e outros metabdlitos secundéarios para deterem seus proprios predadores
(BJORKMAN, 2000; CORNELISSEN e FERNANDES, 2001). Mais recentemente, foi
sugerido que a producdo de derivados fendlicos, em especial a de flavondides, pode
constituir uma defesa contra 0 estresse oxidativo e ndo uma reacao direta contra o
galhador (SOARES et al.,, 2000). A contradicdo aparente, encontrada nos diversos
trabalhos, em relacdo a alteracdo provocada pelo fator biético sobre o acumulo de
metabdlitos secundéarios pelo vegetal, pode estar vinculada a ndo consideracdo da
influéncia dos fatores abidticos sobre o metabolismo vegetal nestes diversos trabalhos.
Dessa maneira, as alteracdes observadas por estes autores podem estar primeiramente
associadas a estresses ambientais (U.V., temperatura, precipitacdo pluviométrica, etc.)
e ndo diretamente a interagdo inseto-planta.

Assim, merece destaque a capacidade dos metabdlitos secundarios em limitar a
colonizacdo e a alimentacdo da maioria dos fit6fagos que ocorrem no ambiente
(PANDA e KHUSH, 1995). Por outro lado, os metabdlitos secundarios ndo atuam
somente em estratégias de defesa, podendo desempenhar diferentes funcbes nas
diversas interagfes inseto/planta, agindo também como sinalizadores quimicos na
polinizacdo e na disperséo de frutos e sementes (ROSENTHAL e BERENBAUN, 1991).
Apoiado neste enfoque de ataque/defesa, alguns trabalhos mostram que em diversos

herbivoros foram selecionadas uma série de estratégias que evitam ou mesmo inibam a
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acdo nociva dos metabdlitos secundarios (HERMS e MATTSON, 1992; HARBONE,
1994; KARBAN e BALDWIN, 1997).

Nas células de galhas induzidas por Agrobacterium tumefaciens em Arabidopsis
thaliana foi registrado um aumento nas taxas de transcri¢ao e traducéo, indicando uma
elevada atividade metabolica nestes tecidos (DEEKEN et al., 2006). Registros similares
foram encontrados em galhas entomogenas, onde as células proximas a camara larvar
apresentaram citoplasma mais denso do que as demais, mostrando-se ricas em
ribossomos, além de proteinas, lipideos e amido (ISAIAS, 1998; SOARES et al., 2000).
Adicionalmente, tem-se registrado o catabolismo de amido nas camadas teciduais
internas de galhas entomogenas, com a formacdo de um gradiente quantitativo
decrescente das camadas teciduais internas em relacdo as externas da galha
(BRONNER, 1992). Em relac&o aos carboidratos soluveis, alguns estudos tém relatado
uma maior concentracdo em tecidos galhados do que em folhas sadias (HARTLEY,
1998; MOTTA et al.,, 2005). Tal entendimento € corroborado pelos estudos de
Shénrogge, Harper e Lichtenstein (2000), nos quais as galhas diferiram
guantitativamente e qualitativamente do tecido sadio em relacéo a seu perfil protéico, e
apresentaram algumas proteinas especificas da galha possivelmente relacionadas a
seu desenvolvimento e manutencdo. Interessantemente, foi constatada também uma
diferenca quanto as proteinas detectadas nas camadas teciduais internas (células
nutritivas) e externas (células epidérmicas e parenquimaticas) constituintes da galha.
Recentemente, foi demonstrado um aumento na atividade enzimatica da peroxidase e
da invertase nos tecidos da galha, relacionadas respectivamente a sintese de polifendis
e a forca de dreno deste tecido (REHILL e SCHULTZ, 2003; ALLISON e SCHULTZ,
2005).

Nesse contexto, o estudo associado das alteracbes estruturais e metabdlicas
pode contribuir para o conhecimento mais profundo das relacbes entre os insetos
indutores de galhas e suas plantas hospedeiras (MANI, 1964). Devido a especificidade
desta interagao, galhas expressando morfotipos distintos em um mesmo hospedeiro
podem funcionar como modelo de estudo para verificar o controle diferencial dos

parasitos galhadores sobre as potencialidades das células vegetais (MOURA, 2003).
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1.6 Apirase em plantas

As apirases, também chamadas de ATP difosfohidrolases, NTPases ou CD39,
encontradas em plantas, invertebrados, mamiferos, parasitas, bactérias e fungos, séao
enzimas que hidrolisam nucleosideos di- e trifosfatados aos mononucleotideos
correspondentes, sob a ativacdo de cations bivalentes, sendo insensiveis ao
ortovanadato, um inibidor comumente usado para ATPases de transporte (PLESNER,
1995; VASCONCELOS et al., 1996; ROUX e STEINEBRUNNER, 2007). As apirases
podem conter diferentes niveis de glicosilacdo, podendo tal caracteristica estar
associada a regulacdo de sua atividade enzimética (CHRISTOFORIDIS,
PAPAMARCAKI e TSOLAS, 1996; SMITH e KIRLEY, 1999; ZHONG et al., 2001).

Uma das primeiras proteinas desta familia a ser purificada foi a apirase de
batata, Solanum tuberosum (TRAVERSO-CORI, CHAIRMOVICH e CORI, 1965). Nas
diversas variedades de S. tuberosum (var. Ultimus, Desirée ou Pimpernel) existem
diferentes isoformas de apirases, que divergem na razdo de atividade
ATPasica/ADPasica, na ativacdo por ions metélicos bivalentes e em suas localizacbes
sub-celulares (KETTLUN et al., 1992a,b). A apirase de S. tuberosum nao é altamente
glicosilada, sendo evidenciada em sua estrutura a existéncia de apenas dois sitios
potenciais de N-glicosilagdo (HANDA e GUIDOTTI, 1996). O papel fisioldgico da apirase
de S. tuberosum esta relacionado principalmente a hidrélise de nucleosideos
difosfatados produzidos durante os diferentes passos de sintese de amido. Em plantas,
tanto a sintese de sacarose como a de amido envolve reacdes reversiveis liberando
UDP ou ADP como produtos, que inibem as reacdes das glicosiltransferases. A apirase,
aparentemente, ativa tais reacdes pela remocao destes produtos inibitorios (FANTA et
al., 1988; ANICH et al., 1990). Recentemente, trés isoformas foram identificadas em S.
tuberosum, e associadas a regulacdo da sintese de parede celular e amido (RIEWE et
al. 2008).
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Apirases foram também isoladas em grdo de bico (Cicer arietinum) (VARA e
SERRANO, 1981), caule de ervilha (Pisum sativum) (TOGNOLI e MARRE, 1981), raiz
de ervilha (Dolichos biflorus) (ETZLER et al., 1999), semente de soja (Glycine max)
(DAY et al.,, 2000) e em uma erva forrageira considerada modelo para estudo em
Leguminosas (Medicago truncatula) (COHN et al.,, 2001). Em ervilha, esta enzima
relacionada inicialmente as respostas ao fitocromo (CHEN e ROUX, 1986; CHEN,
DATTA e ROUX, 1987), mostrou-se também envolvida na recuperacdo de fosfato da
matriz extracelular (THOMAS et al., 1999). A apirase purificada de raiz do legume
Dolichos biflorus, chamada de lectina nucleotideo fosfohidrolase (LNP), foi relacionada
aos sinais de nodulacao produzidos pela bactéria Bradyrhizobium spp. (ETZLER et al.,
199p9; COHN, DAY e STACEY, 1998). A apirase (LNP) de D. biflorus foi localizada por
imunofluorescéncia na superficie da raiz, o sitio primario de infeccdo rhizobial,
apresentando exacerbacdo em sua atividade ATPasica (ETZLER et al., 1999). Em soja,
foram caracterizadas duas apirases associadas a membrana plasmatica, sendo a

transcricdo de uma delas ativada por Rhizobium sp. (DAY et al., 2000).

1.7 Galhas em Calliandra brevipes Benth

Segundo MANI (1964), as plantas hospedeiras de galhas pertencem a
praticamente todos os ramos do Reino Vegetal, sendo que 98% das plantas galhadas
estudadas sdo angiospermas. Fabaceae € de grande interesse, por ter o0 maior nimero
de infestacBes por galhas na América do Sul, Africa e india (MANI, 1964; MEYER,
1987). Também denominadas de leguminosas, as Fabaceae constituem a segunda
familia vegetal mais importante do ponto de vista do uso econdmico de suas espécies,
sendo superada apenas pelas gramineas (Poaceae). InUmeras espécies leguminosas
sédo utilizadas na alimentacdo humana e animal (Arachis hypogaea — amendoim,
Glycine max — soja, Medicago sativa - alfafa, Phaseolus vulgaris — feijao) e muitas delas

constituem a base alimentar de milhGes de pessoas em diversas partes do mundo.
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Varios géneros possuem espécies medicinais (Bauhinia sp.), ou toxicas (Astragalus sp.)
e dentre elas, varias sao fontes de matéria-prima utilizada industrialmente, tais como
Acacia sp., Hymenaea sp. e Indigofera sp.. Espécies deste Ultimo género sé&o
produtoras de um pigmento azul indigo muito usado pela industria téxtil (MABBERLEY,
1997; JUDD et al., 1999).

Calliandra brevipes Benth (Figura 2) é uma espécie vegetal nativa do Brasil
pertencente a Fabaceae e amplamente utilizada para fins ornamentais. Esta espécie é
um arbusto lenhoso muito ramificado, variando geralmente de 1 a 2 metros de altura,
que possui flores pequenas, numerosas, reunidas em inflorescéncias capituliformes,
das quais se destacam os estames longos e coloridos (cor de rosa e brancos)
(LORENZI e SOUSA, 1995). O perfil quimico de Fabaceae é caracterizado, em ordem
de importancia, pela ocorréncia de derivados da via do chiquimato (derivados
fendlicos), mevalonato (principalmente triterpendides e esterbides) e acetato (alcaldides
pirrolizidinicos, &cidos aminados ndo protéicos), incluindo metabdlitos de via metabdlica
mista (chiquimato/acetato, chiquimato/acetato/mevalonato) (HARBORNE, 1971). Dentre
esses derivados de via mista destacam-se os flavonoides, cuja diversidade entre as
Fabaceae é provavelmente a maior observada entre todas as linhagens vegetais
(BARREIROS e DAN, 1990; SOARES, 1996). Nas espécies desse grupo sao
encontrados todos os tipos estruturais flavonoidicos, mas merece destaque a grande
ocorréncia dos isoflavonoides (isoflavonas, pterocarpanos etc) e neoflavonoides, esses
dltimos virtualmente exclusivos das Fabaceae (HARBORNE, 1971). E importante
salientar que espécies do género Calliandra sdo produtoras de saponinas
(NAKAMURA, TAKEDA e OGIHARA, 1994) e que alguns desses derivados
terpenoidicos sao citados como potentes moluscicidas (HOSTETTMANN e MARSTON,
1995).

No Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora foi detectada em Calliandra
brevipes a presenca de dois tipos de galhas entomdgenas, induzidas por duas espécies
distintas do género Tanaostigmodes: T. ringueleti e T. mecanga (PENTEADO-DIAS e
CARVALHO, 2008). Segundo Carvalho, Isaias e Soares (2005), a leguminosa C.
brevipes apresenta dois morfotipos de galhas, uma de origem caulinar (prevalente),

denominada globosa e outra provavelmente de origem foliar, designada fusiforme
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(Figura 2). Caracteristicamente a forma globosa é séssil e arredondada, apresenta
varios indutores em uma mesma galha (politdlama), ao passo que a fusiforme possui
um pedunculo comprido e estreito, semelhante morfologicamente ao peciolo das folhas,
0 qual é ligado aos ramos jovens, sendo o terco final alargado; no seu interior &
encontrado apenas um indutor (monotalama). Comparados aos tecidos sadios, os dois
tipos de galhas exibem feixes vasculares desorganizados, hiperplasia e hipertrofia das
células parenquimaticas, além da formacdo de um esclerénquima conspicuo, que na
galha fusiforme envolve o parénquima adjacente a camara, sendo formado por
braquiesclereides de paredes espessadas e contetdo citoplasmatico evidente. O tecido
nutritivo tipico de himenopterocecidios, rico em substancias lipidicas, mostrou-se

presente em ambas as galhas.

Segundo idéias classicas da cecidiologia, galhas causadas por indutores
pertencentes a diferentes taxons apresentam diferentes padrdes de desenvolvimento,
enquanto que galhas induzidas por um mesmo taxon em um hospedeiro determinado
apresentam, via de regra, um tipo morfolégico bem determinado (MANI, 1964; MEYER,
1987; REDFERN e ASKEW, 1992). Neste caso, apesar das galhas ocorrentes na planta
hospedeira serem induzidas por galhadores pertencentes a um mesmo género, elas
apresentam caracteristicas morfolégicas diferentes.

Acompanhando o padréo descrito para galhas de himendpteros por REDFERN e
ASKEW (1992), a andlise histoquimica da galha globosa de C. brevipes revelou a
presenca de amido distribuido de maneira decrescente do cértex para o tecido nutritivo
da camara larval (CARVALHO, ISAIAS e SOARES, 2005). Por outro lado, goticulas
lipidicas foram detectadas pela rea¢cdo com o Sudan Red B muito freqiientemente nas
células adjacentes as camaras larvais em ambas as galhas, porém mais nitidamente
nas amostras de galha globosa. Pelo conteddo lipidico, essa porcdo parenquimatica
das galhas, proxima & camara larvar, pode ser caracterizada como o tecido nutritivo. E
importante salientar que o parénquima medular das amostras de caule sadio
apresentou reacdo negativa para o Sudan red B; e nas folhas sadias, a reacdo para
substancias lipidicas foi positiva apenas para a cuticula (CARVALHO, ISAIAS e
SOARES, 2005).
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Figura 2 - Calliandra brevipes Benth no Campus da Universidade Federal de Juiz
de Fora, (A) Galha fusiforme; (B) Galha globosa. (Material depositado sob a
forma de excicata n® 31454 no herbario CESJ da referida universidade (Fonte:
Acervo Pessoal)

As galhas podem drenar diferencialmente o aporte nutritivo recebido, o que pode
explicar a grande quantidade de lipideos na galha globosa, sendo que sua localizagéo
favorece esse dreno energético. Estando a galha globosa situada no ramo caulinar,
este morfotipo de galha receberia todo o aporte energético sintetizado nas folhas e que
teoricamente seria translocado para todo o corpo vegetativo. No periodo de intenso
suprimento de nutrientes, a galha globosa pode estar convertendo o amido (que
acumula nos estagios finais de desenvolvimento) em lipideos. Sob tal aspecto, o tecido
nutritivo de ambas as galhas, e principalmente da galha globosa, pode ter elevados
niveis enzimaticos responsaveis pelo acumulo temporario de amido e/ou capazes de



33

executar a conversdo do amido em substancias lipidicas. Toda essa gama de
transformacdes bioquimicas provavelmente envolve etapas que permitem uma grande
troca de informacdes reciprocas do sistema galhador/planta (CARVALHO, ISAIAS e
SOARES, 2005).

Assim, as galhas de C. brevipes apresentam tipos morfolégicos bem distintos
associados a impactos anatdmicos e histoquimicos semelhantes (CARVALHO, ISAIAS
e SOARES, 2005; PENTEADO-DIAS e CARVALHO, 2008). H& indicios da participacao
tanto da planta hospedeira como do galhador no processo de cecidogénese, sugerindo
que a formacdo do tecido da galha ndo é apenas resultado do fenétipo estendido do
galhador (CARVALHO, ISAIAS e SOARES, 2005). Devido & grande especificidade da
interacdo entre o inseto indutor da galha e a planta, as galhas induzidas por diferentes
espécies de himendpteros co-habitando C. brevipes podem funcionar como modelo
para estudar o controle diferencial do galhador sobre as células do hospedeiro
(MOURA, 2003). Foi entdo de interesse desse trabalho analisar as diferencas do
conteudo de fendis, proteinas e carboidratos em amostras de tecido sadio e galhado de
C. brevipes. Além disso, foi também explorada a atividade fosfohidrolitica nestes tecidos
e, em particular, a atividade apirasica, devido a associacdo desta enzima com a sintese
de amido e de parede celular em plantas e com os sinais de nodulacdo em diferentes
espécies vegetais, nos levando a conhecer alguns aspectos metabdlicos de ambas as

galhas nunca dantes explorados.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL:

2.1.1 Analisar os aspectos metabdlicos em um novo modelo vegetal co-habitado por

distintos himendpteros galhadores.

2.2 ESPECIFICOS:

2.2.1 Relacionar o teor fendlico nos tecidos galhados e nao-galhados de Calliandra
brevipes com a variacao de fatores abidticos (temperatura e precipitacdo pluviométrica)

durante 12 meses;

2.2.2 Analisar as alteracdes no perfil fitoquimico, no contedado de fendis, flavondides e
na atividade antioxidante induzidas por diferentes himendpteros galhadores em C.

brevipes;

2.2.3 Analisar as alteracfes relacionadas ao contetudo de glicose, frutose e sacarose
induzidas por diferentes himendpteros galhadores em C.brevipes;

2.2.4 Analisar as alteragGes relacionadas ao conteudo e perfil protéicos induzidas por

diferentes himendépteros galhadores em C.brevipes;

2.2.5 Caracterizar atividade fosfohidrolitica em caule e galha globosa de C. brevipes;
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2.2.6 Caracterizar a atividade apirasica em caule sadio e galha globosa de C. brevipes;

2.2.7 Observar, através de “Western blots”, se existe imunoreatividade cruzada entre
anticorpos anti-apirase de batata e os tecidos caulinar e de galha globosa de C.

brevipes;

2.2.8 Localizar por imunocitoquimica e microscopia de imunofluorescéncia a apirase em

galha globosa de C. brevipes;

2.2.9 Detectar a atividade apirasica in situ através de técnicas citoquimicas e de

microscopia Optica
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Sephadex-G-100, Sephadex-G-50, Kit-ECL, filmes para autoradiografia,
membranas de nitrocelulose e marcadores de peso molecular foram obtidos da
Invitrogen e Amersham-Biosciences. Nucleotideos, p-NPP, EDTA, EGTA, leupeptina,
pepstatina, inibidor de tripsina, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila  (DPPH), carboximetil celulose (CM), azida soédica, N,N’-
Diciclohexilcarbodiimida (DCCD), bafilomicina e ortovanadato de sodio foram obtidos da
Sigma (St. Louis, MO). Todos os demais reagentes utilizados também foram da mais
alta qualidade analitica.

Apirase pura de batata (Solanum tuberosum) foi no Laboratério de Estrutura e
Funcdo de Proteinas (Departamento de Bioquimica/UFJF) de acordo com método
previamente descrito, mediante precipitacdo por sulfato de amdnio, colunas de gel
filtracdo (Sephadex-G-100 e Sephadex-G-50) e coluna de troca ibnica (carboximetil
celulose; TRAVERSO-CORI, CHAIRMOVICH e CORI, 1965; KETTLUN et al., 1982). A
apirase pura de batata (S. tuberosum) foi usada para a producdo de anticorpos anti-
apirase de batata em coelhos brancos (Nova Zelandia), usando-se 3 indculos de 100 ug
de apirase de batata, com intervalos de 15 dias, sendo o0 primeiro in0culo associado a

Adjuvante de Freund completo e os outros dois com Adjuvante de Freund incompleto.
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3.2. Obtencao das amostras de Calliandra brevipes

Amostras de C. brevipes foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Juiz de Fora, localizado no sudeste do Estado de Minas Gerais (21°41’'S e 43°20°'W),
Brasil. Em campo, os espécimes foram divididos em 3 grupos e em cada grupo foram
selecionados e marcados 10 individuos para serem amostrados. Uma exsicata de
referéncia da espécie em estudo foi depositada no Herbéario da UFJF (CESJ) sob n°
31454. Caule e folhas ndo galhados, bem como galhas fusiformes e globosas maduras
(comprimento e didametro maior que 1 cm, respectivamente) foram cuidadosamente
removidos dos individuos marcados de C. brevipes e lavados com agua destilada,
sendo posteriormente processados no Laboratério de Estrutura e Funcdo de Proteinas

(Departamento de Bioquimica/lUFJF) de acordo com a analise a ser realizada.

3.3. Andlise de fitocompostos, atividade antioxidante e carboidratos em

extratos etandlicos de C.brevipes

A avaliagdo da variacdo sazonal do conteudo fendlico foi investigada no periodo
de agosto de 2003 a agosto de 2004. Apos a coleta, 1 g de cada amostra vegetal foi
triturado e submetido a extracdo com 20 ml de etanol-agua (1:1 v/v) & 60°C por 1 h. No
extrato etanodlico obtido foi medido o conteddo de fendis totais pelo Método de Folin-
Dennis (WATERMAN e MOLE, 1994), usando &cido tanico como padréo. O conteudo
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de fendis totais, obtido de 3 experimentos diferentes feitos em triplicatas, foi expresso
em mg equivalente de cido tanico (EAT)/g de tecido fresco. Os dados de precipitacéo
e temperatura do periodo em estudo foram obtidos na estacdo de metereologia do
Departamento de Geociéncias da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Em abril de 2008 foi realizada nova coleta de amostras de caule e folhas n&o
galhados e de galhas globosa e fusiforme, sendo realizado novamente extratos
etandlicos destes materiais vegetais como supracitado. Nestes extratos, foi realizada a
deteccdo de compostos secundarios e carboidratos redutores, bem como uma nova
dosagem de fendis totais, flavondides e determinacdo de atividade antioxidante. Para o
perfil fitoquimico foi utilizado o protocolo descrito por Matos (1997). O contetado de
fendis totais foi medido como descrito anteriormente e o conteudo de flavondides foi
determinado como descrito por Miliauskas et al. (2004), e expresso em mg equivalente
de rutina (ER)/g tecido fresco. Os dados foram obtidos de 5 experimentos diferentes
feitos em triplicatas.

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos foi determinada com base na
habilidade de reacdo com o radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)
(GOVIDARAJAN et al., 2003). A atividade antioxidante das amostras foi expressa como
ICs0 (Concentracdo Inibitoria), o qual é definido como a concentragdo (ug/ml) da
amostra requerida para inibir a formacéo de radicais DPPH em 50%. Os dados foram
obtidos de 5 experimentos diferentes realizados em triplicatas.

A analise de carboidratos foi realizada mediante de cromatografia em papel, na
qual uma aliquota (20 pl) de cada extrato etandlico obtido de caule e folha nédo
galhados, ou de galhas fusiforme e globosa, foi aplicado em papel Whatman n° 1,
utilizando acetato de etila:2-propanol:H,O (5:2:1, v/v) por 24 horas. Os carboidratos
foram revelados pela reacao alcalina com nitrato de prata (TREVELYAN, PROCTER e
HARRISON, 1950), e quantificadas por densitometria pelo Quick Scan 2000 (Helena
Laboratories, Beaumont, Texas, USA). A densitometria foi realizada no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
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3.4. Analise Quantitativa e Qualitativa de Proteinas

A coleta do material para a andlise do contetdo protéico das amostras de caule
e folhas sadios e das galhas globosa e fusiforme foi realizada em abril de 2008. Para a
analise de proteinas, apds a coleta, as galhas foram dissecadas para remocdo das
larvas, pupas e insetos. Em seguida, as amostras foram pesadas, congeladas em
nitrogénio liquido e maceradas, utilizando-se de gral e pistilo. O pulverizado foi
homogeneizado em 5 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 8 % de sacarose com leupeptina (0,5
ug/l), pepstatina (0,07 png/l), inibidor de tripsina (50 ug/l) e PMSF (2 ug/l), com
subsequiente centrifugacdo a 2500 rpm usando centrifuga clinica. O sobrenadante
obtido foi entdo estocado a -20° C até o momento do uso. O conteudo protéico das
amostras foi medido mediante do método de Bradford (1976). Os dados foram obtidos
de 3 experimentos diferentes realizados em triplicatas.

Para a andlise qualitativa, as amostras proteicas foram precipitadas com acido
tricloroacético 10% e lavadas por centrifugacdo com agua destilada. As proteinas
precipitadas foram ressuspendidas com o mesmo tampdo de sacarose utilizado
anteriormente, e submetidas a uma nova dosagem protéica. Em seguida, 100 ug de
proteinas de cada amostra de C. brevipes e uma aliquota de 5 ug de apirase de batata
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % com 0,1 % de dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo o método descrito por Laemmli (1970) usando-
se uma cuba de eletroforese Mini-Protean Il Cell (BIORAD). Marcadores de peso
molecular foram também aplicados. Subseqiientemente, as bandas protéicas foram
coradas pelo Coomassie blue R, analisadas e posteriormente coradas pelo Método da
Prata (HARLOW e LANE, 1988). Uma analise densitométrica foi efetuada no gel corado
pelo Coomassie-blue, utilizando-se o software Image Quant TL (Amersham

Biosciences).
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3.5. Determinacdo da atividade fosfohidrolitica e caracterizagcdo de
atividade apirasica em C. brevipes

Para analise da atividade fosfohidrolitica foram usadas as amostras de tecidos
sadios e galhados de C. brevipes coletados em abril de 2007. Para os experimentos foi
usado um meio de reacdo padrdo contendo succinato de potassio 50 mM, pH 6,5,
CaCl, 5 mM e 0,01 mg de proteina/ml, conforme descrito por Ketlun et al. (1992a). O
ensaio hidrolitico foi iniciado pela adicdo de substrato (ATP, ADP, UDP, GTP ou GDP; 4
mM), sendo incubado por 45 min a 37°C. A reacao foi interrompida pela adicdo de HCI
0,1 N, sendo a quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberada medida
espectrofotometricamente de acordo com Taussky e Schorr (1953). Para observar a
contribuicdo de diferentes enzimas na quantidade de Pi liberado, ensaios foram
também realizados na presenca de 4 mM de AMP, pirofosfato de sédio ou p-
nitrofenilfosfato. Os efeitos de inibidores especificos para outras ATPases, como 0
ortovanadato de sodio (100 uM), bafilomicina A (5 uM), N,N"-Diciclohexilcarbodiimida
(DCCD; 100 pM) e azida sddica (1 mM), foram também testados. Adicionalmente, a
atividade ATP&sica foi testada na presenca e na auséncia de 2,5% de DMSO, o
solvente usado para solubilizar o DCCD, e nenhuma alteracdo péde ser observada. Os

dados foram obtidos de 5 experimentos diferentes realizados em triplicatas.

3.5.1 Dependéncia da atividade fosfohidrolitica a ions bivalentes
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Com intuito de verificar a dependéncia da atividade fosfohidrolitica a ions
bivalentes, as atividades UTPé&sica e ADPasica foram medidas no mesmo tampéao
succinato de potassio, pH 6,5, na presenca de Ca®* (5mM), Mg®* (5mM), EDTA (5 mM,
quelante de Mg*) e EGTA (5mM, quelante de Ca*"), sob as mesmas condicdes
experimentais descritas acima. Os dados foram obtidos de 5 experimentos diferentes
realizados em triplicatas.

3.5.2 Deteccao de apirase por “Western Blots”

Visando confirmar a presenca de apirase nos tecidos de C. brevipes, procedeu-
se a realizacdo de “Western blots”. Para a realizacdo da eletroforese, aliquotas
contendo 100 ug de proteinas de cada amostra biologica (galha, caule saudavel,
larva/pulpa, inseto), e 1 ug de apirase purificada de batata (controle positivo) foram
aplicadas em gel de poliacrilamida a 10 % com 0,1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE), segundo o método descrito por Laemmli (1970) usando-se uma cuba de
eletroforese Mini-Protean Ill Cell (BIORAD). Marcadores de peso molecular pré-corados
foram também aplicados.

Em seguida, as proteinas do gel foram eletrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose (com poros de 1,45 um). Apés a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose, esta foi cuidadosamente retirada da camara e mergulhada
em tampéao PBS suplementada com 3% de caseina, mais 0,1% de Tween-20, durante 2
horas, para blogueio. A membrana de nitrocelulose foi cortada e as tiras foram
incubadas por 12 horas a temperatura ambiente, sob leve agitacdo (Mesa agitadora
TE141/Tecnal) com soro de coelho diluido 1:2000 no mesmo tampé&o de bloqueio, sem
o Tween-20. As membranas foram entéo lavadas em 3 etapas de 10 minutos cada, com
tampéo PBS mais 0,1% Tween-20 e incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de

coelho acoplados a peroxidase. As membranas foram novamente lavadas, e para a
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revelacdo foi utilizado o Luminol como substrato e filmes de raio-X GBR para auto-
radiografia (Kodak), de acordo com as instrucbes do fabricante (kit ECL/Amersham
Pharmacia, UK).

3.5.3. Deteccéao de apirase por microscopia de imunofluorescéncia

Para a deteccdo de apirase por imunocitoquimica, caule saudavel e galha
globosa foram congelados em Tissue-Tek OCT por imersdo em nitrogénio liquido,
sendo posteriormente realizado o corte do material em criostato. Os cortes (10 pum)
foram aderidos a laminas de vidro previamente tratadas com polilisina L e fixados em
acetona por 30 min a -20°C. ApGs secagem, os cortes foram bloqueados por incubacao
em PBS contendo 2 % de caseina, 2,5 % de soro albumina bovina e 8 % soro fetal por
45 min a temperatura ambiente, e em seguida o material foi lavado trés vezes com
PBS. Os cortes foram incubados durante 12 h a 4° C com anticorpos anti-apirase
contidos em soro de coelho diluido 1:2000 em PBS. As laminas foram lavadas duas
vezes por 15 min sob agitacdo, em PBS e incubadas por 60 min a 37°C com anticorpos
anti-lgG de coelho conjugados ao TRITC, diluido 1:800 em PBS. Como controle, os
cortes foram incubados somente com o anticorpo secundario. Para andlise, foi usado

um microscoépio de imunofluorescéncia (Olympus BX-50).

3.5.4 Deteccao de atividade ADP&sica in situ
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Para a deteccéo de apirase por imunocitoquimica, caule sadio e tecido galhado
foram congelados em Tissue-Tek OCT por imersdo em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente realizado o corte do material em criostato. Os cortes (10 um) foram
aderidos a laminas de vidro previamente tratadas com polilisina L e fixados em acetona
por 30min a —20°C. Apds secagem, os cortes foram incubados em meio de reacéo para
atividade enzimatica, contendo 50 mM de succinato de potassio, pH 6,5, 5 mM de
CaCly, 2 mM Pb(NOs3),, suplementado com inibidores de ATPases (ortovanadato; 100
uM), fosfatases (levamisole; 1 mM) e nucleotidase (molibdato de amonio; 100 uM), e 3
mM de ADP por 1 h a 37°C. A especificidade da reacédo foi observada comparando-se o
teste a uma lamina controle feita sem a adicdo do substrato. As laminas foram

observadas em um microscopio Optico e fotografadas.

3.6 Andlise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram analisados usando A-NOVA para
determinar a diferenca entre os grupos. Valores de P < 0,05 foram considerados
significativos. Para estas andlises estatisticas foi utilizado o GraphPad Prism Software
(version 4).
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4. RESULTADOS

4.1. Variacdo sazonal do conteudo fendlico de amostras de tecidos galhados e

nédo galhados de C. brevipes

Os niveis fendlicos foram medidos bimestralmente de agosto de 2003 a agosto
de 2004 em amostras de caule (CS) e folha (FS) ndo galhados, e comparados aos
encontrados em amostras de galhas globosa (GG) e fusiforme (GF) de C. brevipes. No
periodo analisado, a temperatura na regido néo variou excessivamente (15,9 a 21,2°
C), sendo a minima registrada em agosto de 2003, e a maxima em dezembro de 2003
(Figura 3C). Por outro lado, a regiao foi afetada por diferentes niveis de precipitacdo
pluviométrica. A precipitacdo aumentou de agosto de 2003 a fevereiro de 2004,
concomitante a um leve aumento na temperatura (Figura 3C). Apds este periodo, a
precipitacdo pluviométrica reduziu progressivamente, e em agosto de 2004 foi
registrado o nivel mais baixo (Figura 3C).

No periodo analisado, os niveis fendlicos da folha ndo galhada (FS) foram
significativamente (P < 0,05) maiores que aqueles encontrados no caule ndo galhado
(CS) de agosto de 2003 a abril de 2004, e somente em junho de 2004, os niveis
fendlicos entre estas amostras foram similares (Figura 3A). Apés este periodo, 0s
niveis fendlicos aumentaram em ambas as amostras, e uma diferenca significativa (P <
0,05) entre elas pode ser novamente observada em agosto de 2004 (Figura 3A).

Por outro lado, os niveis fendlicos reduziram significativamente (P < 0,05) nos
dois tecidos nao galhados (caule e folhas) entre fevereiro e abril de 2004 (Figura 3A),
concomitante com a reducéo da precipitacdo pluviométrica (Figura 3C; 386,5 a 199,7
mm). E interessante observar que com a continua reducdo dos niveis de precipitacéo,

0s niveis fendlicos aumentaram novamente (Figura 3; 25 a 2 mm).
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Mudancas sazonais dos niveis fendlicos nas amostras de tecidos de ambas as
galhas foram também analisadas. Estatisticamente, o nivel fendlico nos tecidos
galhados (GG e GF) foi similar ao encontrado no caule ndo galhado (CS) durante todo
o periodo analisado, exceto em abril de 2004 quando ocorreu reducéao drastica dos
niveis fendlicos na amostra de tecido caulinar ndo galhado (Figura 3A, B).

As galhas globosa (GG) e fusiforme (GF) mantiveram entre elas niveis similares
de compostos fendlicos de agosto de 2003 a fevereiro de 2004 (Figura 3B), e similares
ao encontrado na amostra de caule ndo galhado (Figura 3A; CS). De fevereiro a abril
de 2004, simultdneo a reducdo de precipitacdo pluviométrica (Figura 3C), 0s niveis
fendlicos reduziram significativamente (P < 0,05) e de maneira similar entre os tecidos
galhados (Figura 3B). Como destacado na Figura 4A, no més de fevereiro de 2004 a
amostra de tecido de folha ndo galhada (FS; 211,9 = 8,52 mg TAE/g) mostrou nivel
significativamente (P < 0,001) superior quando comparado ao encontrado na amostra
de tecidos caulinar ndo galhado (CS; 111,9 + 5,32 mg TAE/g). Nesta andlise, os niveis
fendlicos de amostras de tecidos de caule ndo galhado, galha globosa (GG; 152,4 +
10,65 mg TAE/g; P < 0,05) e galha fusiforme (GF; 142,9 + 17,04 mg TAE/g) foram
similares estatisticamente (Figura 4A). No més de abril de 2004 (Fig. 4B) a amostra de
tecido de folha ndo galhada (FS; 9524 + 8,52 mg TAE/g) mostrou nivel
significativamente maior quando comparado ao encontrado na amostra de tecidos
caulinar ndo galhado (CS; 19,05 + 2,13 mg TAE/g; P < 0,001) e de galha globosa (GG;
76,19 + 4,26 mg TAE/g; P < 0,05), e similar ao encontrado na galha fusiforme (GF;
80,95 + 2,13 mg TAE/g). Neste més, os niveis fendlicos das amostras de tecidos de
galhas globosa e fusiforme estavam similares entre eles, e significativamente (P < 0,05)
maiores que agueles encontrados no tecido caulinar ndo galhado (Figura 4B). Quando
os niveis fendélicos das amostras coletadas no més de fevereiro foram comparados aos
encontrados nas respectivas amostras coletadas no més de abril, observou-se reducéo
significativa (P < 0,001) em todas elas.

Apbés esse periodo, na presenca de continua reducdo da precipitacdo
pluviométrica, os niveis fendlicos dos tecidos galhados (CS e FS) aumentaram
novamente, sendo detectado o seu nivel maximo em agosto de 2004 (Figura 3B).
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Figura 3 — Variacdo sazonal (C) e contetido fendlico em tecidos ndo galhados (A) e galhados (B) de C.
brevipes. A concentracdo de fendlicos foi medida em caule (CS) e folha (FS) ndo galhados, e em tecidos
de galha globosa (GG) e fusiforme (GF), usando o método de Folin-Dennis. Os resultados foram
expressos como mg EAT/g, sendo a média de 3 experimentos diferentes feitos em triplicatas. As

diferencas significativas descritas foram determinadas por ANOVA.
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Figura 4 — Conteudo fendlico de amostras de tecidos ndo galhados e galhados de C. brevipes coletados
em fevereiro (A) e abril (B) de 2004. A concentragdo de fendlicos foi medida em amostras de tecidos de
caule (CS) ou folha (FS) ndo galhados, e das galhas globosa (GG) e fusiforme (GF), usando o método
de Folin-Dennis. A concentragéo de fendlicos de cada amostra foi medida em 3 experimentos diferentes,
feitos em triplicatas, e os resultados foram expressos como mg EAT/g. Os valores de P sdo < 0.05* e
0.001***, determinados por A-NOVA.
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4.2. Analise do conteudo fendlico e triagem fitoquimica em amostras de tecidos

galhados e nédo galhados de C. brevipes

De acordo com a andlise sazonal de fendlico foi observado que no més de abril
de 2004 a planta hospedeira da galha encontrava-se possivelmente sob menor
estresse abidtico. Coincidentemente com este fator, neste periodo foram observadas
as maiores diferencas dos niveis fendélicos entre as amostras analisadas. Naquele més,
foram registradas as médias de 19,9° C de temperatura e 199,7 mm de precipitacédo
pluviométrica (Figura 3C).

Em abril de 2008, uma nova coleta de material foi realizada para avaliacdo do
conteudo fendlico e triagem fitoquimica. O nivel fendlico na amostra de tecido de folha
nao galhada (FS; 17,78 + 2,16 mg EAT/qg) foi significativamente (P < 0,001) maior que o
encontrado nas amostras de tecido caulinar ndo galhado (CS; 11,33 + 0,74 mg EAT/Q)
e de galha globosa (GG; 13,52 + 1,29 mg EAT/g), similar ao encontrado na amostra de
galha fusiforme (Figura 5; GF; 15,69 + 2,33 mg EAT/g). Os niveis fenélicos encontrados
na galha globosa (P < 0,05) e na galha fusiforme (P < 0,001), os quais foram similares
entre si, mostraram-se significativamente maiores que 0s encontrados no tecido
caulinar ndo galhado (Figura 5). Portanto, o perfil de variacdo de contetdo fendlico
entre as amostras foi similar quando comparada aquela realizada em abril de 2004.
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Figura 5 — Conteudo fendlico de amostras de tecidos ndo galhados e galhados de C. brevipes em abril
de 2008. A concentracao de fendlicos foi medida em amostras de tecidos de caule (CS) ou folha (FS)
nao galhados, e das galhas globosa (GG) e fusiforme (GF), usando o método de Folin-Dennis. A
concentracdo de fendlicos de cada amostra foi medida em 5 experimentos diferentes, feitos em
triplicatas, e os resultados foram expressos como mg EAT/g. Os valores de P sédo < 0,05* e 0,001***,

determinados por ANOVA.
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Uma triagem de metabolitos secundarios foi realizada, sendo detectados dentre

os derivados fenodlicos: cumarinas, taninos e flavondéides nas amostras de tecidos de

caule (CS) e folha (FS) ndo galhados e de galhas globosa (GG) e fusiforme (GF).

Catequinas e flavononas foram encontradas em amostras de tecido de caule nao

galhado (CS) e das duas galhas (GG, GF) de Calliandra brevipes, mas ndo em

amostras de tecido de folha ndo galhada (Tabela 1).

Outros metabolitos secundarios foram também avaliados, e as saponinas foram

encontradas somente em amostras de tecidos de caule (CS) e folha (FS) ndo galhados.

Esteréides foram detectados em amostras de tecidos ndo galhados (CS e FS) e de

galha fusiforme (GF), enquanto os triterpendides foram somente detectados em

amostras de tecidos de galha globosa. Antraquinonas e alcaldéides nao foram

detectados nas amostras de tecidos analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Metabdlitos secundéarios detectados em extrato etandlico de C. brevipes. Caule Sadio (CS),
Folha ndo galhada (FS), Galha globosa (GG), Galha fusiforme (GF).

Metabolitos secundarios?

Amostras Derivados fendlicos Outros
C Ta F An Ca F Al Tr St Sa
CS + + + - + + - - + +
FS + + + - - - - - + +
GG + + + - + + - + - -
GF + + + - + + - - + -

% Metabolitos secundarios: C, Cumarinas; Ta, Taninos; F, Flavonoides; An, Antraquinonas; Ca,

Catequinas; Fl, Flavononas; Al, Alcal6ides; Tr, Triterpendides; St, esteréis; Sa, Saponinas.



o1

Os conteudos de flavondides, um derivado fendlico presente em todas as
amostras (Tabela 1), foram diferentes entre elas (Figura 6). A amostra de tecido foliar
nao galhado (FS; 33,43 + 1,10 mg ER/g de tecido fresco) apresentou o maior (P <
0,001) conteudo em flavonoides, seguida pela amostra de tecido de galha fusiforme
(GF; 26,76 + 0,56 mg ER/g de tecido fresco). Estes valores foram significativamente (P
< 0,001) maiores que aqueles encontrados em amostras de tecidos de caule nédo
galhado (CS; 5,51 + 0,26 mg ER/g de tecido fresco) e de galha globosa (GG; 1,59 +
0,11 mg ER/g de tecido fresco), isto &, de 5 a 20 vezes maiores (Figura 6).

A atividade antioxidante das amostras foi também analisada, e relacionada ao
conteudo de flavondides (Figura 6). As amostras de tecidos de folha ndo galhada (FS;
ICs0= 12,69 + 3,70 pyg/ml) e de galha fusiforme (GF; ICso= 64,67 + 2,54 pg/ml)
mostraram as mais altas atividades antioxidantes, significativamente (P < 0,001)
maiores que aquelas encontradas nas outras amostras (Figura 4). As amostras de
tecidos de caule ndo galhado (CS; ICs= 157,10 + 12,09 ug/ml) e de galha globosa
(GG; ICs0= 117,10 + 13,98 pg/ml) exibiram atividades antioxidantes de 2 a 10 vezes
menores quando comparadas aquelas encontradas nas amostras de tecidos de folha

nao galhada (FS) e de galha fusiforme (Figura 6; GF).
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Figura 6 — Contetdo de flavonéides e capacidade antioxidante detectada em tecidos ndo galhados e
galhados de C. brevipes. No eixo esquerdo, o contelido de flavondides foi determinado em amostras de
tecidos de caule (CS) ou folha (FS) ndo galhados, galha globosa (GG) e galha fusiforme (GF), e
expressos em mg/g de tecido total, em equivalente de rutina (RE). Adicionalmente, a atividade
neutralizante de radical livre destas amostras foi determinada baseada em sua habilidade de reagir com
o radical livre DPPH estavel. No eixo direito, a atividade antioxidante das amostras foi expressa como
ICso (concentracdo inibitéria), a qual foi definida como a concentragcéo (ug/ml) de amostra requerida para
inibir em 50% a formacéo do radical DPPH.
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4.3. Andlise cromatografica de carboidratos

No material coletado em abril de 2008 foi realizada analise cromatografica e
densitométrica de carboidratos, sendo detectada a presenca de frutose, glicose e
sacarose em todas as amostras de tecidos analisados (Figura 7, A e B). Nas amostras
de tecidos de caule (CS) e folha (FS) ndo galhados, os conteudos de frutose, glicose e
sacarose foram similares (Figura 7, A e B). Na amostra de tecido de galha fusiforme
(GF), o conteudo de frutose foi aproximadamente 2 vezes maior que o encontrado em
tecidos ndo galhados (CS e FS), enquanto os conteudos de glicose e sacarose
mostraram valores similares quando comparados a estes mesmos tecidos. Na amostra
de tecido de galha globosa (GG), o conteudo de frutose foi aproximadamente 3 vezes
maior que aqueles encontrados em CS e FS, e os conteudos de glicose e sacarose
estavam 40 e 45-75% maiores, respectivamente, quando comparados ao contetdo
encontrado nestes tecidos nao galhados. A galha globosa (GG) apresentou contetdos
de frutose e sacarose aproximadamente 50% maiores quando comparados aos

encontrados na galha fusiforme (Figura 7, A e B; GF).
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Quantidade de carboidrato

Amostra (Unidade de &rea)
de tecido
F G S
CS 536 1034 522
FS 465 1079 619
GF 1031 1243 621
GG 1545 1492 914
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Figura 7 — Perfil de carboidratos em amostras de tecidos galhados e ndo galhados de C. brevipes.
Frutose (F), glicose (G) e sacarose (S) foram identificadas em amostras de tecidos de caule (CS) ou
folha (FS) ndo galhados, e em galhas globosa (GG) e fusiforme (GF) por cromatografia (A). Analise
densitométrica foi realizada usando um Vertical Scan Analyzer (QuickScan, Beckman-Coulter, USA), e

os valores foram expressos em unidade de area (B).
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4.4. Andlise de proteinas

O conteudo protéico de amostras de tecidos ndo galhados (caule e folha) e
galhados (galhas fusiforme e globosa) de C. brevipes foi quantificado em material
vegetal coletado em abril de 2008. Os resultados mostram que o conteudo protéico da
amostra de tecido de folha n&o galhada (FS; 1,250 + 0,295 mg/g) foi significativamente
maior (P < 0,05) que o encontrado no de caule ndo galhado (CS; 0,426 + 0,058 mg/qg),
galha globosa (GG; 0,302 + 0,095 mg/g) e de galha fusiforme (GF; 0,467 + 0,024
mg/g). Nenhuma diferenca significativa foi observada nos contetdos protéicos das
amostras de tecidos de caule ndo galhado (CS) e das galhas globosa (GG) e fusiforme
(Figura 8; GF).

As proteinas das amostras de tecidos foram precipitadas com o acido
tricloroacético, fracionadas por SDS-PAGE e coradas pelo Coomassie blue (Figura 9A).
Através de densitometria, uma analise quantitativa das bandas protéicas foi efetuada
(Fig. 9B) e uma banda de aproximadamente 27 kDa foi visualizada nas amostras de
tecidos ndo galhados (pocos CS e FS) e galhados (Figura 9A; pocos GG e GF). A
quantidade deste polipeptideo foi similar entre o caule sadio (CS; 5,32 ug) e a galha
globosa (GG; 5,75 ug), e maiores que as encontradas em amostras de tecido de folha
nao galhada (FS; 1,74 ug) e de galha fusiforme (Figura 9B; GF, 2,7 ug). Nos dois
tecidos ndo galhados (pocos CS e FS), somente a banda de 27 kDa foi
quantitativamente representativa, indicando que outros polipeptideos estavam em
menor quantidade, abaixo da sensibilidade limite do método de coloracdo empregado
(Figura 9A)

A visualizagdo direta de outros polipeptideos corados pelo Coomassie-blue
mostrou que algumas bandas foram comuns aos dois tecidos galhados (GG e GF),
enquanto outras foram especificas a cada um destes morfotipos de galha (Figura 9A).
Foi possivel a observacao de polipeptideos de aproximadamente 80, 69, 52 e 32 kDa
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em ambas as galhas, ndo detectados nos tecidos nao galhados (Figura 9A; comparar
pocos GG e GF com CS e FS). A analise densitométrica mostrou que as quantidades
dos polipeptideos de 80 e 69 kDa estavam duas vezes maiores na galha fusiforme (GF)
quando comparadas com as detectadas na galha globosa (GG), enquanto as bandas
de 52 e 32 kDa estavam em maior quantidade, cerca de 3 vezes mais, neste Ultimo
tecido (Figura 9B).

Bandas de aproximadamente 97, 75 e 34 kDa foram detectadas apenas nha
galha globosa, enquanto os polipeptideos de 40 e 33 kDa foram especificos da galha
fusiforme (Figura 9A, pocos GG e FG). E interessante ressaltar que o gel corado pelo
Coomassie-blue, também submetido a coloracéo pela prata apresentou o mesmo perfil

aqgui citado (dados ndo mostrados).
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Figura 8 — Conteudo protéico em amostras de tecidos de caule (CS) ou folha (FS) ndo galhados e de
galhas globosa (GG) e fusiforme (FG) de C. brevipes. A quantidade de proteinas em cada amostra foi
medida em 3 preparacdes diferentes, e em triplicatas. Os resultados foram expressos em mg/g de tecido
total. O valor de P < 0,05* foi determinado por A-NOVA.
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Figura 9 — Perfil de polipeptideos em amostras de tecidos de caule (CS) ou folha (FS) ndo galhados e de
galhas globosa (GG) e fusiforme (FG) de C. brevipes. (A) Amostras de proteinas precipitadas por acido
tricloroacético foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS e coradas pelo
Coomassie blue; (B) A andlise densitométrica foi realizada pelo ImageQuant TL (Amersham

Biosciences), usando 5 pg de uma proteina pura padrao (Apy; 50 kDa) como parametro.
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4.5. Caracterizagao de atividade fosfohidrolitica em amostras de tecido de
caule galhado e ndo galhado de C. brevipes

45.1. Anélise de substrato

A caracterizacdo de atividade fosfohidrolitica foi efetuada em material de
caule ndo galhado e galha globosa coletado em abril de 2007. A escolha de apenas
um morfotipo de galha, e seu tecido de origem, deveu-se a representatividade da
galha globosa durante todo o ano, principalmente nesta época em que foi efetuada a
coleta. Uma atividade fosfohidrolitica para nucleosideos di- e trifosfatados foi
detectada em amostras de tecido do caule ndo galhado (CS; Tabela 2), sendo
responsavel pela hidrélise tanto de ATP como de ADP, numa extensdo de 1013 +
522 nmol Pi/mg.min (n= 22) e 818 £ 150 nmol Pi/mg.min (n= 16), respectivamente.
Esta amostra de tecido foi também capaz de hidrolisar UDP (1075 nmol Pi/mg.min),
GDP (1221 nmol Pi/mg.min) e, em menor extensdo, GTP (Tabela 2; 139

nmolPi/mg.min).

Usando as mesmas condi¢cOes experimentais descritas para as amostras de
tecido ndo galhado, amostras de tecido de galha globosa (GG) também hidrolisaram
ATP (1006 + 409 nmol Pi/mg.min), ADP (1825 + 609 nmol Pi/mg.min), UDP (2155 +
841 nmol Pi/mg.min), GDP (1800 + 1200 nmol Pi/mg.min) e GTP (201 nmol
Pi/mg.min) (Tabela 2). A atividade fosfohidrolitica para os nucleosideos difosfatados
ADP, GDP e UDP mostrou-se aproximadamente 2 vezes maior em amostras de

tecido de galha globosa quando comparada ao caule ndo galhado (Tabela 2).

Pirofosfato de sédio, 5’-AMP e p-NPP foram também usados como substratos

nas mesmas condigdes experimentais (Tabela 2). A hidrélise de 5’-AMP (52 + 47 nmol
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Pi/mg.min) foi detectada em amostras de tecido de caule ndo galhado, possivelmente
relacionada a presenga de uma atividade 5’-nucleotiddsica (Tabela 2). Na galha
globosa, a hidrélise de 5-AMP (581 = 35 nmol Pi/mg.min) foi 10 vezes maior que
aguela encontrada em tecido de caule ndo galhado.

Pequena quantidade de Pi foi liberada quando pirofosfato de sédio (115 nmol
Pi/mg.min) ou p-NPP (144 nmol Pi/mg.min) foi usado como substrato para a amostra
de tecido ndo galhado. Resultados similares foram encontrados para a amostra de
tecido de galha globosa, que hidrolisou pirofosfato de sodio (103 nmol Pi/mg.min) ou p-

NPP (179 nmol Pi/mg.min) em pequena extensdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade fosfohidrolitica de amostras de tecidos de caule ndo galhado e galha globosa de C.
brevipes. A atividade foi medida em meio de reac@o padrédo na presenca de 5 mM de CaCl,. Os valores
representam a atividade relativa para o nimero de determina¢des mostradas entre parénteses, usando
diferentes preparacgoes.

Substrato Caule néo galhado Galha globosa
(3 mM) (atividade relativa) (atividade relativa)
ATP 1,00 (22) 1,00 (16)
ADP 0,80 (16) 1,85 (18)
UDP 1,06 (02) 2,14 (06)
GTP 0,14 (02) 0,20 (02)
GDP 1,21 (02) 1,79 (06)
5-AMP 0,05 (04) 0,58 (04)
PPi* 0,11 (02) 0,10 (02)
p-NPP** 0,14 (02) 0,18 (02)

PPi’, pirofosfato inorganico; p-NPPﬂ, p-nitrofenilfosfato.
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45.2. Efeito de inibidores classicos de ATPases sobre a atividade
fosfohidrolitica

Inibidores classicos de ATPases de diferentes organismos foram testados
(Tabela 4). A adicdo de ortovanadato (100 uM), um inibidor de ATPases do tipo P,
inibiu aproximadamente 26 e 12% da atividade ATP&sica de caule ndo galhado e galha
globosa, respectivamente, sugerindo um efeito direto de uma ATPase do tipo P nestes
tecidos (Tabela 4). Bafilomicina A (5 pM), um antibiético macrolideo inibidor de
ATPases vacuolares), N,N"-Diciclohexilcarbodiimida (100 uM) e azida sodica (1 mM;
inibidores de ATPases mitocondriais) foram também testados e nenhuma inibicdo
significativa pode ser observada (Tabela 4).

Tabela 3 — Efeitos dos inibidores sobre a hidrélise de ATP — A atividade ATP4&sica de amostras de caule
ndo galhado ou de galha globosa de C. brevipes foi medida em meio de reacdo padrdo na auséncia
(Controle) ou na presenca de inibidores classicos de ATPases. Os valores representam a média + desvio
padrdo de 4 determinagfes em duplicatas, usando diferentes preparacdes. A atividade relativa é
mostrada entre parénteses.

Composto Atividade fosfohidrolitica (atividade relativa)
(concentrag@o) Caule ndo galhado Galha globosa
Controle 723,16 + 130,47 (1,00) 1073,40 + 47,10 (1,00)
Ortovanadato (100 uM) 536,72 + 110,90 (0,74) 889,83 + 202,47 (0,83)
Bafilomicina (10 uM) 1344,63 + 115,40 (1,86) 1005,65 + 280,52 (0,94)
DCCD (100 uM) 720,34 + 130,47 (0,99) 1019,77 + 433,83 (0.95)

Azida sédica (1 mM) 683,62 + 32,61 (0,95) 991,52 + 48,93 (0,92)
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4.5.3. Dependéncia da atividade fosfohidrolitica aos cations bivalentes

As atividades ADPasica e UDPasica das amostras de tecidos de caule ndo
galhado e galha globosa mostraram de 10 a 32% de ativacdo quando 5 mM de CacCl,
foi adicionado, enquanto a adicdo de 5 mM de MQgCl, reduziu de 7 a 24% estas
atividades, sugerindo a presenca de ions bivalentes como contaminantes endoégenos e
uma competicdo destes ions para 0 mesmo sitio de ativacao (Tabela 3).

As atividades ADPésica e UDPasica endogenas presentes na amostra de caule
ndo galhado ou na galha globosa medidas na auséncia de ions bivalentes (Controle)
foram removidas quase completamente pela adicdo de 5 mM de EDTA (88 a 97%) ou 5
mM de EGTA (94 a 99%), confirmando assim a dependéncia destas atividades aos
cations bivalentes (Tabela 3).

A hidrélise de nucleosideos di- e trifosfatados, associados a dependéncia aos
ions bivalentes, sugeriram fortemente que o caule e a galha globosa de C. brevipes

tém uma atividade apirasica.
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Tabela 4 — Analise da dependéncia das atividades ADPasica e UDPasica a cations bivalentes. A
atividade fosfohidrolitica foi medida em meio de reacdo padrdo na auséncia (Controle) ou na presenca
de CacCl,, MgCl,, EGTA ou EDTA. Os valores representam a média + desvio padrao de 4 determinacdes
em duplicadas, usando diferentes preparacdes. A atividade relativa ao controle € mostrada entre
parénteses.

Composto Atividade fosfohidrolitica nmol Pi/mg.min
Substrato adicionado (atividade relativa)
(5 mMm) Caule ndo galhado Galha globosa
Controle 894,90 £ 60,64 (1,00) 1341,83 £ 92,06 (1,00)
caCl, 1075,82 + 61,93 (1,20) 1767,06 + 76,16 (1,32)
ADP MgCl, 678,43 + 69,14 (0,76) 1108,89 + 19,41 (0,83)
EGTA 4,77 + 6,75 (0,005) 78,82 + 17,93 (0,06)
EDTA 105,23 £ 5,55 (0,12) 46,79 + 14,60 (0,04)
Controle 912,9 + 213,88 (1,00) 1369,15 + 36,79 (1,00)
CacCl, 1007,32 £ 75,05 (1,10) 1739,61 + 21,26 (1,27)
UDP MgCl, 754,64 + 111,47 (0,83) 1274,77 + 26,99 (0,93)
EGTA 58,56 + 5,55 (0,06) 23,26 + 26,62 (0,02)
EDTA 24,90 + 35,21 (0,03) 51,63 + 5,36 (0,04)




63

4.5.4. |ldentificacdo de uma isoforma de apirase em C. brevipes através da

imunoreatividade cruzada com anticorpos anti-apirase de Solanum tuberosum

Para a confirmacdo da presenca e determinacdo do peso molecular de uma
isoforma de apirase, possivelmente relacionada a atividade fosfohidrolitica observada
nas amostras de C. brevipes, anticorpos policlonais produzidos em coelhos contra a
apirase de batata S. tuberosum foram usados em “Western blots” (Fig. 10B). Uma
banda difusa de aproximadamente 75 kDa foi reconhecida pelos anticorpos anti-apirase
de batata (soro diluido 1:2000) em amostras de tecidos de caule ndo galhado (CS) e
galhado (GG) de C. brevipes (Figura 9B, pocos CS e GG). Na amostra de tecido
galhado (Figura 10B; po¢co GG) uma banda de 52 kDa, de massa molecular similar a
apirase de S. tuberosum (Figura 10B, poco Apy), foi também reconhecida, sugerindo
ser esta uma forma deglicosilada da apirase de C. brevipes. Bandas de 75 e 52 kDa
foram também detectadas entre os polipeptideos corados pelo Comassie blue de
amostra de galha globosa fracionada por SDS-PAGE (Figura 10A, poco GG). Nenhuma
imunoreatividade pdde ser observada em amostras de larvas, pulpas ou insetos
retirados das galhas (dados ndo mostrados), descartando a hipdtese de ser esta
apirase pertencente ao galhador. Estes resultados confirmaram a identidade da apirase

em caule néo galhado e galhado de C. brevipes.
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Figura 10 — Identificacdo de apirase em caule ndo galhado e galha globosa de C. brevipes por
imunoreatividade cruzada com anticorpos anti-apirase de batata. As proteinas de amostras de tecido de
caule ndo galhado (CS) e de galha globosa (GG) foram precipitadas por &acido tricloroacético e
fracionadas por SDS-PAGE. Em (A), o gel foi corado pelo Coomassie blue. Em (B), as proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e desenvolvidas com anticorpos anti-apirase (soro
diluido 1:2000) e reveladas por quimioluminescéncia com anticorpos secundarios acoplados a
peroxidase e Luminol como substrato, usando o Kit ECL. A apirase de batata (S; 1 ug) foi usada como
controle positivo. MW, padréo de peso molecular.
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4.5.5. Localizacao de apirase em galha globosa de C. brevipes

Imunolocalizagcdo de apirase no tecido de galha globosa foi obtida por
imunocitoquimica usando anticorpos anti-apirase de batata (Figura 11). Nos cortes
histoldgicos (10 um) de galha globosa, incubados com anticorpos anti-apirase de batata
e anticorpos anti-lgG de coelho conjugados ao TRITC, pode-se observar 0os ndcleos
marcados e a integridade celular (Figura 11 A). Na figura 11 B, foi detectada uma forte
marcacgao predominantemente na superficie externa e dentro das células nutritivas que
compdem a camara larval, identificando uma apirase neste sitio. Nenhuma reatividade
foi observada no controle, incubado apenas com o anticorpo secundario (dados nao
mostrados).

A localizacdo in situ de atividade apirasica no tecido de galha globosa foi
também obtida por citoquimica (Figura 12). Cortes histolégicos (10 um) de tecido de
galha globosa foram incubados em meio de reagdo padrdo, suplementado com
inibidores de ATPases (ortovanadato), fosfatases (levamisole) e nucleotidase
(molibdato de aménio), e o ADP como substrato. A atividade ADPasica foi observada
pela deposicdo de granulos eletrodensos de fosfato de chumbo homogeneamente
distribuidos na superficie externa e dentro das células nutritivas que comp8em a
camara larval (Figura 12B), confirmando a localizacdo da apirase feita por
imunocitoquimica. Depositos de granulos eletrodensos de fosfato de chumbo foram
também observados espalhados no loco da camara central. O controle feito sem a
adicdo do ADP mostra a auséncia de fosfato de chumbo, confirmando a especificidade

do experimento executado (Figura 12A).
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Figura 11 — Localizagdo imunocitoquimica de apirase em galha globosa de C. brevipes. Anticorpos anti-
apirase de batata e anticorpos secundéarios conjugados ao TRITC foram usados para detecgdo de
apirase sobre cortes (10 um) de galha globosa. As imagens, obtidas por microscopia de fluorescéncia
mostram em (B) o aspecto geral do tecido galhado com uma fluorescéncia homogeneamente distribuida
na superficie externa e dentro das células nutritivas da camara central (setas). Em (A), imagem do tecido
galhado em DAP, que revela a integridade do tecido galhado. (Aumento: 100X).
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Figura 12 — Localizacéo citoquimica de atividade apirasica em galha globosa de C. brevipes. Corte de
galha globosa (10 um) foi incubado em meio de reac¢do padrdo suplementado com ortovanadato,
levamisole e molibdato de amdnio, e 0 ADP como substrato. Por microscopia Optica foram observados
depdsitos de fosfato de chumbo eletrodensos homogeneamente distribuidos sobre a superficie externa e
dentro das células nutritivas que compdem a camara central, e do lado de fora, espalhados dentro do
loco da camara central (B). Sem a adicdo de ADP, o controle mostrou auséncia de depdsitos
eletrodensos de fosfato de chumbo (A). Em (C), foi feito um insert evidenciando os granulos eletrodensos
de fosfato de chumbo. (Aumento: 400X).
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5 DISCUSSAO

5.1 Mudancas no conteudo fendlico de tecidos galhados e n&do galhados de

Calliandra brevipes estdo possivelmente associadas ao estresse abiotico

Em Calliandra brevipes foram detectados dois morfotipos de galhas
entomdgenas, um globoso e um fusiforme, sendo o primeiro mais prevalente. A galha
globosa é de origem caulinar e induzida por Tanaostigmodes mecanga, € a galha
fusiforme, por sua vez, € possivelmente de origem foliar, sendo induzida por
Tanaostigmodes ringueleti (PENTEADO-DIAS e CARVALHO, 2008). Tem sido descrito,
em outros trabalhos, que cada inseto galhador tem a habilidade de manipular o
crescimento e o desenvolvimento do tecido vegetal em seu beneficio (CUEVAS-REYS
et al., 2003, 2004; WEIS, WALTON e CREGO, 1988; CORNELL, 1983). Segundo
Nyman e Julkunen-Titto (2000), os insetos controlam também as propriedades
guimicas das galhas induzindo a proliferacdo de tecidos vegetais para sua nutricao.
Nas células nutritivas, a maioria dos compostos tdxicos € encontrada em concentracao
menor gue a existente nos tecidos nao galhados.

Dentre os metabdlitos vegetais que podem prejudicar a sobrevivéncia dos
insetos galhadores e/ou impedir a formacéo de galhas, merece destaque a classe dos
derivados fendlicos (FERNANDES et al., 1990). Alguns trabalhos sugerem que altos
niveis de compostos fendlicos podem compor um mecanismo de defesa vegetal contra
os galhadores, engquanto outros mostram que estes indutores podem utilizar tais
compostos em seu beneficio contra seus predadores naturais (FERNANDES et al.,
1990). Tais compostos provindos do metabolismo secundario podem também interferir

na expressao génica, na atividade hormonal e no crescimento do vegetal (RAY e
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LALORAYA, 1984; RANADE e DAVID, 1985; PRINSEN, RIIDELSHEIM e ONCKELEN,
1991). A variabilidade quimica dos metabolitos de defesa pode aumentar grandemente
pela ocorréncia de compostos derivados do metabolismo primario, como o0s
glicoconjugados, que podem ter diferentes efeitos nos herbivoros (HARBONE e
GRAYER, 1993).

Adicionalmente, estes metabdlitos vegetais podem estar atuando na defesa
contra o estresse provindo de fatores ambientais que afetam o metabolismo da planta,
podendo levar a alteragcbes em seu crescimento e em seu desenvolvimento (BOYER,
1982). Dessa maneira, ao analisarmos as alterac6es metabdlicas vegetais provindas de
um estresse biotico, ndo podemos deixar de levar em consideracdo a contribuicdo dos
fatores abioticos nesse sistema. Um dos principais fatores ambientais responsaveis por
alteracdes no metabolismo do vegetal € o estresse hidrico (BOYER, 1982), que em
geral leva a um aumento significativo na producao de espécies reativas de oxigénio
(DAT et al.,, 2000). Assim, sabe-se que a sobrevivéncia sob estresse hidrico esta
intimamente associada com a capacidade do vegetal em driblar este estresse oxidativo
(LASCANO et al., 2001), seja através da ativacdo de enzimas antioxidantes (BARTOLI
et al., 2005; FENG et al., 2008) ou ainda através do acumulo de outras substancias que
minimizem os efeitos danosos provocados pela producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio.

Para avaliar a influéncia de fatores abioticos sobre o acimulo de substancias
fenolicas em C. brevipes, o contetdo fendlico foi mensurado bimestralmente de agosto
de 2003 a agosto de 2004 em amostras de tecidos de caule e folha ndo galhados, e em
galhas globosa e fusiforme, sendo o teor fendlico dos diferentes tecidos comparados.
Durante a maior parte do periodo analisado, os niveis fenélicos da folha ndo galhada
estavam significativamente maiores do que aqueles encontrados no caule ndo galhado
e em ambas as galhas. O elevado nivel fenélico no tecido foliar ndo galhado pode estar
relacionado a maior atividade fotossintética deste tecido, uma vez que €& nos
cloroplastos que ocorre a maior parte da via do chiquimato, rota metabdlica
responsavel pela producéo de compostos fenélicos (WINK, 1999; STALIKAS 2007).

E interessante observar que os niveis fenolicos entre fevereiro e abril de 2004

reduziram significativamente em ambos os tecidos ndo galhados, coincidente com a
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reducdo na precipitacdo pluviométrica. No entanto, seus niveis elevaram-se novamente
com a continua reducdo dos niveis de precipitagdo nos meses de junho a agosto de
2004. O perfil de variacdo do conteudo fendlico nos tecidos de galhas foi similar ao do
tecido ndo galhado, indicando que o acumulo de derivados fendlicos pode estar
relacionado a uma resposta do vegetal frente ao estresse hidrico.

Tem sido registrado que os compostos fendlicos possuem a capacidade de
capturarem radicais livres produzidos pelo transporte de elétrons no sistema
fotossintético (HARBORNE 1994; KANDSWAMI e MIDDLETON, 1994; STALIKAS
2007). Devido a tal propriedade, alguns autores sugerem que o acumulo de compostos
fendlicos no tecido da galha pode constituir uma defesa contra o estresse oxidativo
(SOARES et al. 2000). Nesse estudo, pode-se observar que o acumulo de derivados
fendlicos nos tecidos vegetais de C.brevipes esta primariamente associado as
mudancas de precipitacdo pluviométrica, ou seja, os fendis podem estar constituindo
uma defesa direta contra os radicais livres gerados pelo estresse hidrico.

Adicionalmente, foi constatado que os perfis de variacdo de conteudo fendlico
foram mais drasticos nas amostras de tecidos de folha e caule ndo galhados que
naqueles observados nas amostras de tecidos de galhas globosa e fusiforme (Figura 1,
A e B). Previamente foi demonstrado por histoquimica um predominio de fendlicos no
parénquima cortical e nutritvo das duas galhas (CARVALHO, ISAIAS e SOARES.
2005). Segundo Carvalho, Isaias e Soares (2005), os indutores de galhas em C.
brevipes apresentam um alto grau de adaptacdo a presenca de derivados fendlicos, a
despeito do seu potencial toxico, anti-nutricional e fagoinibidor previamente descritos
(HARBONE, 1994). Assim, é também possivel que os insetos indutores da galha
manipulem, regulando a concentracao e a distribuicdo de fendlicos no tecido galhado,
limitando a quantidade destes compostos téxicos no tecido nutritivo para o seu préprio
beneficio.

Como mostrado, os niveis fendlicos de galha globosa e fusiforme foram
similares entre eles durante todo o periodo analisado, de agosto de 2003 a agosto de
2004. Estes resultados sugeriram que as duas espécies distintas de Tanaostigmodes
manipulam similarmente a producgéo de fendis. Estes dados, no entanto, ndo excluiram

diferencas de conteudo individual de seus derivados, estimulando a analise dos
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mesmos em um periodo no qual o teor de fendis totais sofre uma menor influéncia de
fatores ambientais. Desta maneira, nova coleta de material para avaliacdo do contetudo
fendlico e triagem fitoquimica foi realizada em abril de 2008. Nesta nova analise, o nivel
fendlico na amostra de tecido de folha ndo galhada estava significativamente (P <
0,001) maior que o encontrado nas amostras de tecido caulinar ndo galhado e de galha
globosa, corroborando com o observado na andlise anterior e com a hipétese de que
tecidos foliares apresentam maior conteudo fendlico devido sua maior atividade
fotossintética. A galha fusiforme apresentou conteudo fendlico similar ao encontrado na
amostra de folha ndo galhada, o que pode estar relacionado a origem deste
crescimento vegetal. Os niveis fendlicos encontrados na galha globosa (P < 0,05) e na
galha fusiforme (P < 0,001), os quais estavam similares entre eles, mostraram-se
significativamente maiores que os encontrados no tecido caulinar ndo galhado, perfil
similar ao encontrado na analise efetuada em abril de 2004.

A triagem de metabdlitos secundérios detectou a presenca de alguns derivados
fenolicos, como flavondides, cumarinas e taninos, em todas as amostras de C.
brevipes. Cumarinas e flavondides protegem as plantas contra a radiagcdo UV-B e estado
envolvidos nos processos de reconhecimento/defesa de patégenos (CROTEAU,
KUTCHAN, e LEWIS 2000). A deposicdo de taninos condensados contribui
significativamente para o estabelecimento de propriedades, como coloracéo, qualidade
e resisténcia, caracteristicas da madeira (CROTEAU, KUTCHAN, e LEWIS 2000). A
presenca destes compostos esta possivelmente relacionada a importancia funcional de
cada um deles, desempenhando papel semelhante na manutencdo estrutural e
metabdlica tanto de tecidos sadios como de tecidos galhados de C. brevipes. Outros
derivados fendlicos, como catequinas e flavononas, foram detectados em caule nao
galhado, galhas globosa e fusiforme. As flavononas, um importante intermediario no
metabolismo dos flavondides, pode nao ter sido detectada na folha ndo galhada
provavelmente devido a uma elevada isomerizacado destes compostos em fitoalexinas,
compostos com acédo anti-herbivorica amplamente encontradas em Fabaceae.

Triterpendides foram detectados somente em galha globosa. Triterpendides
foram previamente identificados como compostos de defesa contra patdogenos e/ou
herbivoros (CROTEAU, KUTCHAN, e LEWIS 2000), e estdo possivelmente associados
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a uma resposta da galha contra o elevado nimero da espécie Braconidae, um fitéfago
que também co-habita a galha globosa (PENTEADO-DIAS e CARVALHO, 2008).
Saponinas foram detectadas somente em amostras de tecidos de caule e folhas néo
galhados. Associado as saponinas tem sido descrito varios efeitos biologicos anti-
herbivoros, tais como a inibicdo da degradacao de proteinas e absorcao de vitaminas e
aminoacidos no intestino (FRANCIS et al., 2002). A deteccdo dessas substancias em
C. brevipes € coerente com o padrao fitoquimico de espécies da familia Fabaceae,
especialmente as pertencentes a subfamilia Mimosoidae (HARBONE, 1971; DAN,
KAPLAN e GOTTLIEB, 1995). A distinta composicéo fitoquimica detectada entre os
diferentes tecidos analisados estéa possivelmente relacionada a exploracdo diferenciada
das diversas rotas metabodlicas de acordo com a necessidade de cada tecido. Em
varios casos, as plantas utilizam somente um pequeno segmento de determinada rota
metabdlica que produz substrato para um ou mais ramos metabdlicos, que se tornaram
vias ativas somente em determinados tecidos (CROTEAU, KUTCHAN, e LEWIS 2000).

Interessantemente, os contetudos de flavondides em amostras de tecidos de
folha ndo galhada e de galha fusiforme foram significativamente maiores que aqueles
encontrados em galha globosa e caule ndo galhado. Adicionalmente, a capacidade
antioxidante do tecido foliar ndo galhado e da galha fusiforme também se mostrou
exacerbada em comparacdo aos demais tecidos. O elevado conteudo de flavondides e
a alta capacidade antioxidante dos tecidos de origem foliar (galhados e ndo galhados)
pode ser um indicativo de que os flavonoides estejam constituindo uma defesa contra o
estresse oxidativo em C. brevipes. Estes resultados corroboram com a hipétese de
Soares et al. (2000) de que em galhas os derivados fendélicos poderiam constituir uma
defesa contra o estresse oxidativo, compostos que ja foram descritos como capazes de
neutralizar os radicais livres (STALIKAS 2007). Por outro lado, o conteddo de
flavondides e a atividade antioxidante apresentaram-se menores em amostras de galha
globosa, sugerindo uma exploracdo metabdlica diferenciada entre os dois morfotipos
de galhas.

Diferengas metabodlicas importantes foram observadas por ndés em galhas
induzidas por diferentes espécies de Tanaostigmodes em uma mesma espécie

hospedeira. Adicionalmente, como previamente observado por técnicas histoquimicas,



73

compostos fendlicos estdo localizados distantes do tecido nutritivo (CARVALHO,
ISAIAS e SOARES, 2005). Tais observacbes sugerem que, embora os indutores da
galha ndo promovam alteracbes no teor de fendis totais, possivelmente eles sao
capazes de manipular a composicao e distribuicdo destes compostos toxicos em seu
proprio beneficio, mantendo-os distante do tecido nutritivo. Como uma conseqiéncia,
estas substancias ndo entram em contado com a larva e podem ainda proteger a galha
contra seus inimigos naturais. Em conjunto, estes resultados mostram que cada

galhador induz a exploracéo de diferentes rotas metabdlicas pelos tecidos galhados.

5.2. Andlise das alteracbes do contetdo de carboidratos e proteinas induzidas

por galhadores em Calliandra brevipes

Os resultados obtidos nessa dissertacdo mostraram que em galha fusiforme
existe um conteudo de frutose aproximadamente 2 vezes maior que 0 encontrado em
tecidos nao galhados, enquanto os conteudos de glicose e sacarose foram similares a
estes tecidos. A amostra de tecido de galha globosa foi a que mostrou o maior
contetdo em carboidratos, estando o de frutose aproximadamente 3 vezes maior que
em tecidos ndo galhados, e o de glicose e sacarose 40 e 45-75% maiores,
respectivamente, quando comparados a estes mesmos tecidos. A galha globosa ainda
apresentou conteudos de frutose e sacarose aproximadamente 50% maiores quando
comparados aos encontrados na galha fusiforme. Este alto teor de carboidratos nos
tecidos galhados deve-se possivelmente a uma elevada produc¢do de monossacarideos
e a elevada atividade da enzima invertase, uma enzima que esta associada a forca de
dreno fisiologico em vegetais e cuja atividade enzimatica ja foi descrita como
aumentada em tecido galhado (REHILL e SCHULTZ, 2003; ALLISON e SCHULTZ,
2005). A principal forma de transporte de esqueleto carbdnico em vegetais € a
sacarose, um dissacarideo ndo redutor composto de glicose e frutose, que é

possivelmente também drenado para o tecido galhado (LARSON, 1998). Como
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observado por Carvalho, Isaias e Soares (2005), nas duas galhas de C.brevipes, as
células nutritivas mais proximas a camara larval apresentavam elevado teor lipidico,
enquanto as mais distantes do lumen apresentavam acumulo de amido. Estando a
galha globosa situada no ramo caulinar, este morfotipo de galha receberia todo o aporte
energético sintetizado nas folhas e que teoricamente seria translocado para todo o
corpo vegetativo. No periodo de intenso suprimento de nutrientes, a galha globosa pode
estar usando sua reserva de amido para a sintese de lipideos (CARVALHO, ISAIAS e
SOARES, 2005). Toda essa gama de transformacfes bioquimicas provavelmente
envolve etapas que permitem uma grande troca de informacdes reciprocas do sistema
galhador/planta (CARVALHO, ISAIAS e SOARES, 2005). Em conjunto, estes resultados
estdo em concordancia com a hipotese nutritiva, a qual declara que os indutores de
galha controlam o nivel de nutrientes no tecido galhado para o seu proprio beneficio
(PRICE, FERNANDES e WARRING, 1987; HARTLEY e LAWTON, 1992).

Sob tal aspecto, o tecido nutritivo de ambas as galhas, e principalmente da galha
globosa, pode ter elevados niveis enzimaticos responsaveis pelo acumulo temporario
de amido e/ou capazes de executar a conversdo do amido em substancias lipidicas.
Alteracdes no acumulo de metabdlitos secundarios e carboidratos estdo diretamente
relacionados as vias biossintéticas e/ou de transporte destes metabdlitos, as quais
necessitam da participacdo de diversas proteinas. Desta maneira, foi de interesse
avaliar as alteracbes promovidas pelos diferentes galhadores nos contetdos de
proteinas das galhas globosa e fusiforme de C. brevipes. O maior contetdo protéico foi
observado em amostras de tecido de folha ndo galhada quando comparado aos outros
tecidos, confirmando que a folha apresenta a mais eficiente propriedade biossintética,
enquanto o conteudo protéico total foi similar entre as amostras de tecidos de caule
sadio e de galhas globosa e fusiforme.

O fracionamento das amostras de proteinas por SDS-PAGE, no entanto, permitiu
a revelacdo de maiores diferencas entre as amostras analisadas. O fracionamento das
proteinas das amostras de tecidos galhados mostrou alguns polipeptideos comuns
entre elas, sugerindo que estas proteinas podem ser essenciais para o0
desenvolvimento da galha e/ou da larva. Por outro lado, polipeptideos especificos a
cada morfotipo de galha foram detectados, podendo estar associados as diferentes vias
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metabdlicas exploradas por cada morfotipo. Estas diferengas protéicas encontradas em
relacdo aos diferentes morfotipos de galhas vém corroborar com a variagcdo na
composicdo de metabdlitos secundarios em ambas as galhas, sugerindo fortemente
gue cada inseto indutor manipula determinadas vias metabdlicas de maneira especifica.
Resultados similares tém sido encontrados por outros autores (SHONROGGE,
HARPER e LICHTENSTEIN, 2000; HARPER et al., 2004). A identificacdo molecular
destas proteinas podera contribuir para elucidar como a larva dirige o desenvolvimento

da planta permitindo a formacao da galha.

5.3. Identificacdo de uma isoforma de apirase em caule sadio e galha globosa de

Calliandra brevipes

Uma isoforma de apirase de massa molecular de aproximadamente 75 kDa foi
identificada em caule e em galha globosa de C. brevipes. Esta é a primeira descri¢ao
de uma isoforma de apirase nesta espécie vegetal e em tecido galhado. O meio de
ensaio padrdo escolhido para os experimentos de caracterizacdo da atividade apirasica
continha 5 mM de CaCl, em tampao succinato de potassio, pH 6,5, uma condi¢éo
similar a usada para a identificacdo de isoformas de apirase em batata S. tuberosum
(KETTLUN et al., 1992a). Sob estas condi¢des idnicas, amostras de tecidos de caule e
de galha globosa hidrolisaram ATP, ADP, UTP, UDP, GTP e GDP, uma caracteristica
que é comum as apirases de diversas origens (PLESNER, 1995).

As atividades ADPé&sica e UDPasica mostraram de 10 a 32% de ativacéo
quando 5 mM de CacCl, foi adicionado. A ativacdo da apirase por ions bivalentes foi
confirmada pelo uso de 5 mM de EDTA ou EGTA, que foram adicionados ao meio de
reacao na auséncia de ions bivalentes. EDTA quela especificamente cations bivalentes
tais como Mg?*, Mn** e Ca?®', tendo por este Ultimo uma menor afinidade quando
comparada ao Mg®" e Mn?*. Por outro lado, 0 EGTA quela preferencialmente Ca®*,

sendo util no estudo de processos dependentes deste ion. As atividades ADPasica e



76

UDPé&sica enddgenas das amostras foram removidas quase completamente pelo EDTA
ou EGTA assim confirmando a dependéncia destas atividades aos cétions bivalentes,
outra caracteristica comum as apirases de diversas origens (PLESNER, 1995). A
hidrolise de nucleosideos di- e trifosfatados ativada por ions bivalentes sugeriu
fortemente que uma atividade apirasica foi a responsavel pela alta atividade hidrolitica
observada em amostras de tecidos de caule e de galha globosa de C. brevipes.

E interessante observar que o caule de C. brevipes contém uma atividade
fosfohidrolitica que foi igualmente efetiva na degradacdo de ATP, ADP, UDP e GDP
(ver Tabela I). Na amostra de tecido de galha globosa foram encontradas atividades
ADPasica, UDPasica e GDPasica aproximadamente 2 vezes maiores quando
comparadas aquelas de amostras de tecido de caule, mostrando que o potencial
catalitico da enzima apirase em galha globosa estd aumentado.

Para a confirmacéo da identidade da apirase de caule e galha globosa foram
utilizados anticorpos anti-apirase de batata em “Western blots”, que identificaram nos
dois tecidos uma banda difusa com massa molecular de aproximadamente 75 kDa. A
imunoreatividade cruzada entre os anticorpos anti-apirase de batata e a apirase de
caule e de galha globosa indicou a existéncia de epitopos conservados entre estas
proteinas e que fazem parte de uma mesma familia de proteinas, as NTPDases, que
incluem enzimas com diferentes localizacdes sub-celulares e diferentes especificidades
para a quebra de nucleotideos (HANDA e GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al.
1996, 2008). Uma banda adicional de 52 kDa, também reativa com 0s anticorpos anti-
apirase de batata, foi detectada na galha globosa. E interessante observar que as
bandas de 75 e 52 kDa foram também visualizadas entre os polipetideos corados pelo
Coomassie blue em amostras de tecido de galha globosa fracionado pelo SDS-PAGE,
mas ndo em amostras de tecido caulinar ndo galhado. Estas bandas coradas
possivelmente correspondem aquelas bandas imunoreativas de mesma massa
molecular, sugerindo que na galha globosa a apirase € expressa em maior quantidade
gue no caule, o sitio de origem deste morfotipo de galha.

Hipdteses foram levantadas quanto a identificacdo deste segundo polipeptideo
de 52 kDa na galha globosa. A primeira delas é a possibilidade da existéncia de outra

isoforma de apirase, 0 que estaria contribuindo com a exacerbacdo da hidrolise dos
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nucleotideos. As isoformas de apirase isoladas de batata S. tuberosum, as primeiras a
serem purificadas, estéo entre as mais estudadas (TRAVERSO-CORI, CHAIRMOVICH
e CORI, 1965; VALENZUELA et al. 1973; KETTLUN et al. 1981, 1982; MANCILLA et al.
1984; KETTLUN et al. 1992a, 1992b; ESPINOSA et al. 2000; KETTLUN et al. 2000,
2005). Isoformas diferentes tém sido caracterizadas nas variedades ‘pimpernel’ e
‘desirée’ de S. tuberosum, as quais tém massa molecular aproximada de 49 kDa, mas
diferem em seus pontos isoelétricos (pl) e na razdo de atividade ATPasica/ADPasica
(KETTLUN et al. 1982; MANCILLA et al. 1984). A isoforma de apirase da variedade
‘pimpernel’ tem um pl of 8,74 e hidrolisa ATP 10 vezes mais que o ADP, enquanto a
isoforma da variedade ‘desirée’ tem um pl de 6,69 e hidrolisa os dois nucleotideos na
mesma razao (KETTLUN et al. 1982; MANCILLA et al. 1984). Na variedade ‘ultimus’,
ao menos 2 isoformas co-existem, as quais tém massa molecular de 48 kDa e 46,5 kDa
e a razdo de atividades ATP&sica/ADPéasica de 1 e 10, respectivamente, e com
diferentes localizacdes sub-celulares (KETTLUN et al. 1992a, 1992b). Os genes de
isoformas de apirases tém sido identificados em varias outras espécies de plantas tais
como P. sativum (ervilha), Glycine soja (soja), Medicago truncatula, Dolichos biflorus,
Arabidopsis thaliana e Lotus japonicus e suas sequéncias de aminoacidos foram
depositadas no banco de dados do NCBI. Dominios conservados de alta homologia
foram observados entre as sequéncias de aminoacidos das isoformas de apirase de
batata, com 92 a 98% de identidade e 96 a 99% de similaridade entre elas. A
identidade da apirase de batata com outras apirases de plantas variou de 44 a 56%,
com 70 a 75% de similaridade (FARIA-PINTO et al., 2008; VASCONCELOS et al.,
2008). Portanto, aquele segundo polipetideo poderia corresponder a outra isoforma de
apirase, expressa em grande quantidade apenas na galha globosa, e também
imunoreativa com anticorpos anti-apirase de batata.

Foi demonstrado que a atividade da ecto-apirase de musculo esquelético de
galinha, rato, porco ou de humanos é controlada por estagios de oligomerizacao
funcionando como dimeros, trimeros ou tetrameros (STOUT e KIRLEY 1996; FAILER
et al. 2003). Outra possibilidade para o encontro de 2 bandas polipetidicas na galha
globosa é que elas sejam subunidades de uma forma multimérica da proteina. No

entanto, se assim fosse, esta banda teria sido também reconhecida pelos anticorpos
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anti-apirase de batata nas amostras de tecido de caule. Portanto, esta hipétese pode
ser inicialmente descartada.

A isoforma de apirase pura obtida em nosso laboratério, e que foi usada para a
producdo dos anticorpos em coelho, é originada de batata obtida no comércio local, e
tem peso molecular de aproximadamente 52 kDa e a razdo de atividade
ATPéasica/ADPasica de aproximadamente 1 (FARIA-PINTO et al., 2004; PENIDO et al.,
2007). E interessante ressaltar que os epitopos reativos da apirase de batata S.
tuberosum séo protéicos, pois apds a purificacdo ndo se evidenciou qualquer porcao
carboidrato (KETLLUN et al. 1982; HANDA e GUIDOTTI, 1996). Portanto, a melhor
hipétese € que a isoforma de apirase de 75 kDa identificada no caule de C. brevipes
tenha também a raz&o de atividade ATPasica/ADPé&sica de aproximadamente 1, sendo
aguela banda adicional reativa de 52 kDa encontrada na galha globosa a sua
correspondente forma deglicosilada. O maior ou menor grau de glicosilagdo de
apirases pode ser o determinante (a) de diferentes cargas liquidas negativas; (b) da
estabilidade da conformacédo e de atividade catalitica; e/ou (c) da solubilidade da
proteina ou de sua insercdo na membrana (PAULSON, 1989; ZIMMERMANN 1999). A
contribuicdo da glicosilacdo na atividade catalitica depende da natureza de cada
enzima em particular (PAULSON 1989; VARKI, 1993), e pode ser que a atividade
apirasica da galha globosa esteja sendo regulada por niveis diferentes de glicosilacao.
No entanto, estudos mais conclusivos sdo necessarios para afirmar se as duas bandas
polipetidicas observadas em amostras de tecido de galha globosa sao isoformas
diferentes, ou formas protéicas em estagios diferentes de glicosilagdo.

Outras atividades fosfohidroliticas foram investigadas neste trabalho. Uma
atividade 5'-nucleotidasica foi detectada em amostras de tecido de caule pela hidrélise
de AMP (52 + 47 nmol Pi/mg.min), correspondente a ~ 5 % da atividade ATPasica
(1013 £ 522 nmol Pi/mg.min) encontrada neste tecido. Na galha globosa, a hidrolise de
5-AMP (581 £ 35 nmol Pi/mg.min) foi ~10 vezes maior que aquela encontrada em
tecido de caule ndo galhado, e correspondente a ~50% da atividade ATP&sica. Outros
polipeptideos foram identificados pelo Coomassie blue em galha globosa ou fusiforme,

mas ndo em amostras de tecido caulinar, sugerindo que outras proteinas sao
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expressas em maior quantidade no tecido galhado, sendo que uma 5’ nucleotidase
poderia ser uma deles.

As 5’-nucleotidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise do fosfato esterificado
na posicao 5 da ribose ou desoxiribose dos nucleotideos, e sdo encontradas em uma
variedade de espécies em diferentes localiza¢des celulares (ZIMMERMANN, 1992). A
hidrolise de mononucleotideos por uma 5’-nucleotidase pode promover a elevagao do
fosfato inorganico medido no meio de reacdo durante oS nossos experimentos. No
entanto, esta atividade hidrolitica possivelmente néo foi a responsavel pela elevacao de
atividade GDPasica, ADPasica ou UDPasica da galha globosa, desde que a hidrélise
de ATP ou GTP, que também ¢é hidrolisado por nucleotidases a AMP e GMP,
respectivamente, ndo estava aumentada quando comparada ao tecido caulinar ndo
galhado.

Fosfatases s@o enzimas que catalisam a hidrélise de ligagbes monoester de
fosfato liberando um &lcool e um fosfato em pH &cido ou alcalino e transfosforilagcdes
(JOYCE e GRISOLIA, 1960). Nesses experimentos, foi detectada uma atividade
fosfatasica em amostras de tecido de caule e de galha globosa, observada pela
hidrolise do p-NPP, correspondente a aproximadamente 16% da atividade ATP&sica
encontrada nestas amostras, ndo contribuindo significativamente para a quantidade de
Pi observada em nossos ensaios, e nem mostrando-se aumentada no tecido galhado.
A presenca de uma pirofosfatase inorganica, que catalisa a hidrolise de difosfato
resultando como produto 2 fosfatos, ndo foi representativa em nossas condicdes
experimentais, uma vez que a quantidade de Pi liberado quando PPi (pirofosfato
inorganico) foi usado como substrato (ver Tabela 2) foi < 10% da atividade total
observada nas amostras de tecidos de caule e galha globosa de C. brevipes.

Para avaliar a contribuicdo de atividade de outras ATPases nas amostras de
tecido de caule ou de galha globosa os ensaios foram feitos na presenca de inibidores
classicos, em concentracbes maiores que aquelas necessarias para inibir as
respectivas enzimas. O ortovanadato de sédio (100 uM), um analogo de fosfato
inorganico e classico inibidor de ATPases do tipo P em mamiferos e plantas
(CARAFOLI, 1991; EVANS e WILLIAMS, 1998), foi capaz de inibir aproximadamente
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16-26% das atividades ATPasicas encontradas nestas preparacdes, sugerindo o efeito
direto de uma ATPase de transporte sobre o substrato ATP.

A adicdo de diciclohexilcarbodiimida (DCCD), conhecido inibidor de ATPase
mitocondrial e ATPase dos tipo V (PEDERSON e CARAFOLI 1987; WEBER e SENIOR
1998), a bafilomicina A, um inibidor macrolideo de ATPase vacuolar (BOWMAN,
SIEBERS e ALTENDORF, 1988) ou a azida sddica (1 mM), um inibidor de ATPase
mitocondrial (BUSSE et al. 1980; COIMBRA et al., 2002), ndo foram capazes de inibir a
atividade ATPasica. Embora ndo seja comum o uso destes inibidores para a
caracterizagdo de ATPases em plantas, estes resultados corroboraram a auséncia de
uma contribuicdo destas ATPases sobre a hidrolise do ATP em nossas condigbes
experimentais.

Tendo em vista a exacerbacdo da atividade apirasica nos tecidos da galha
globosa quando comparada ao do caule, houve interesse em verificar a localizagéo
desta enzima na galha globosa para tentar inferir a respeito de sua importancia neste
tecido. Uma tipica galha globosa de C. brevipes é uma pequena cuUpula de
aproximadamente 8 mm de comprimento que cresce na superficie do caule. Uma galha
totalmente formada contém varios tipos de tecidos que sdo organizados em camadas.
Uma camada de células nutritivas delineia a camara central, o sitio priméario de
manipulacdo do inseto, e protege a larva, sendo uma rica origem de proteinas,
carboidratos e outros nutrientes necessarios para seu crescimento e desenvolvimento
(CARVALHO, ISAIAS e SOARES, 2005). A apirase foi localizada por imunocitoquimica
e citoquimica na superficie externa e dentro das células nutritivas que compdem a
camara larval. O uso de 100 uM de molibdato de amoénio, um inibidor de 5'-
nucleotidases (GOTTLIEB e DWYER, 1983), 1 mM de levamisole, um inibidor de
fosfatases (KHODAPARAST-SHARIFI e SNOW, 1989) e 100 uM de ortovanadato ao
meio de reacdo padrdo usado para a localizacdo citoquimica de apirase em galha
globosa ndo afetou a atividade ADPasica in situ visualizada na galha globosa,
descartando a possibilidade de que este substrato poderia ser hidrolisado
inespecificamente por outras enzimas.

A localizagdo da apirase na galha, associada a alta atividade apirasica em

ensaios colorimétricos, confirmaram que a galha globosa de C. brevipes tem
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mecanismos capazes de hidrolisar nucleosideos di- e trifosfatados. A alta atividade de
5’-nucleotidasica para o substrato AMP evidenciou que a catélise de mononucleotideos
de purina pode ser também importante no metabolismo deste tecido. Existem
evidéncias de que ATP extracelular e outros nucleotideos estdo relacionados a
sinalizacdo celular, aos mecanismos de defesa, e ao crescimento e ao
desenvolvimento do vegetal (LEW e DEARNALEY, 2000; THOMAS et al., 2000; TANG
et al., 2003; DEMIDCHIK et al., 2003; KIM, SIVAGURU e STACEY, 2006; ROUX e
STEINEBRUNNER, 2007). Como sinalizador na defesa vegetal, o ATP citosdlico &
liberado para matriz extracelular apds estimulo mecéanico induzido pelo herbivoro,
disparando um segundo mensageiro intracelular (Ca®*") e por consequiéncia uma série
de outras reacfes que contribuem na defesa do vegetal (ROUX e STEINEBRUNNER,
2007). A concentracao de nucleotideos em tecidos de diversos organismos € modulada
primariamente por ecto-nucleotidases, tais como apirase, nucleotidase, e
pirofosfatase/fosfodiesterase. Em mamiferos estas enzimas tém sido identificadas
como parte de um sistema complexo que controla a razdo de nucleotideo/nucleosideo
em varias condicdes fisioldgicas e patologicas (GENDRON et al., 2002; BUFFON et al.,
2007).

As isoformas de apirase de batata S. tuberosum estdo envolvidas na regulacéo
da sintese de proteinas da parede celular e sintese de amido (ANICH et al. 1990;
KETTLUN et al., 2005; RIEWE et al. 2008). Cada espécie de inseto galhador tem a
habilidade de manipular o crescimento e o desenvolvimento de tecido de planta e
modificar a qualidade nutricional do hospedeiro e metabdlitos da planta para a sua
propria protecdo (FERNANDES e PRICE, 1992). E possivel, portanto, que a
associacao das atividades cataliticas de apirase e nucleotidase seja importante para o
desenvolvimento da larva e do morfotipo da galha globosa. Um possivel papel
fisiologico da apirase em tecido galhado poderia estar relacionado aos caminhos de
biossintese de carboidratos e/ou degradacdo de nucleotideos em torno da larva, a qual
poderia estar usando estes substratos para a sua alimentacdo e sobrevida.
Adicionalmente, uma contribuicdo de ATPases do tipo P foi também mostrada. A
identificacdo molecular destas proteinas em tecido de galhas poderia contribuir para o

entendimento da interagéo inseto-planta.
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Analises in silico foram recentemente efetuadas em uma tentativa de determinar
a relacdo estrutural entre a apirase de batata e outros membros da familia das apirases
(FARIA-PINTO et al., 2008). Entre as apirases de mamiferos, a que demonstrou maior
identidade (29 a 31%) com a apirase de batata foi as NTPDase 5 e 6, que mostrou
dominios particulares de alta identidade entre elas (FARIA-PINTO et al.,, 2008;
VASCONCELOS et al., 2008). Estudos recentes tém demonstrado que NTPDases de
mamiferos, e com mais evidéncias a NTPDase 5, estdo envolvidas na proliferacdo de
células tumorais (GENDRON et al., 2002; BUFFON et al., 2007). Os insetos indutores
de galha tém a habilidade de alterar o desenvolvimento de tecidos de plantas causando
hiperplasia e hipertrofia, formando um crescimento do tipo tumor (MOURA, 2003).
Portanto, a apirase de galha de C. brevipes pode estar também participando dos
mecanismos de proliferacdo celular. Esta hipétese funcional devera ser explorada, e o
estudo de apirase de C. brevipes em nivel molecular € um dos objetivos de estudo no
Laboratério de Estrutura e funcdo de proteinas (Departamento de bioquimica/UFJF).
Atualmente, o gene desta isoforma identificada em tecido ndo galhado e de galha
globosa esta sendo clonado. Nosso objetivo € a expressao heterdloga, em quantidade
e pureza adequadas, para o estudo cinético e funcional desta enzima neste sistema

biologico.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Calliandra brevipes apresenta dois morfotipos de galha, um globoso e um
fusiforme, induzidos por Tanaostigmodes mecanga e T. ringueleti, respectivamente. As
variacfes sazonais no conteudo fendlico dos dois morfotipos de galha, bem como do
tecido de caule e folha ndo galhados foram analisadas durante o periodo de 12 meses.
O perfil de variacdo do teor de fendis totais nos tecidos galhados e nédo galhados de C.
brevipes foi similar ao longo do ano, apresentando-se fortemente influenciado pelas
variacfes na precipitacao pluviométrica, ocorrendo maior acumulo de fendis durante os
periodos em que o vegetal estava sob estresse hidrico. Foi também observado que o
contetudo fendlico foi similar em ambas as galhas, e que no periodo de drasticas
mudancas na precipitacdo pluviométrica, as alteracbes foram significativamente
menores nos tecidos galhados quando comparados aos ndo galhados, sugerindo que
as duas espécies de Tanaostigmodes modulam o contetdo fendlico no tecido galhado
de maneira similar em seu beneficio. Dessa maneira notou-se que as alteracbes no
conteudo fendlico podem estar primariamente associadas as mudancas pluviométricas
na regido estudada, constituindo uma defesa direta contra o estresse hidrico.

A analise para a deteccdo de metabdlitos secundarios constatou a presenca de
derivados fendlicos, como flavondides, cumarinas e taninos nas amostras de tecido
galhado e ndo galhado de C.brevipes. Interessantemente, saponinas foram
encontradas somente em amostras de tecidos ndo galhado, mostrando que o tecido
galhado apresenta provavelmente menor toxidez para o herbivoro. Triterpendides foram
somente encontrados na galha globosa, e ndo na galha fusiforme, sugerindo que cada
inseto galhador explora diferencialmente o metabolismo do hospedeiro em seu
beneficio. Adicionalmente, o conteddo de flavonoides e a atividade antioxidante
também estavam diferenciados em ambas as galhas, sendo maiores na galha fusiforme

do que na globosa. Na anélise de carboidratos feita por cromatografia e densitometria,



84

a galha globosa e a galha fusiforme apresentaram um contetido de sacarose, glicose e
frutose maiores do que os encontrados nas amostras de tecido ndo galhado, 1,5-3
vezes e 2 vezes, respectivamente em cada galha. A analise pontual dos metabdlitos
secundarios e de carboidratos evidenciou que ambas as galhas apresentam menor
toxidez e constituem uma fonte mais rica em nutrientes para os insetos que dela se
alimentam do que o tecido n&o galhado.

O fracionamento de proteinas por SDS-PAGE, associado a analise
densitométrica, mostrou polipeptideos comuns (80, 69, 61, 52, 32 kDa) e especificos a
galha globosa (97, 75, 34 kDa) ou fusiforme (40, 33 kDa), sugerindo que de maneira
geral as proteinas comuns detectadas sdo essenciais para a organizacdo de ambas as
galhas, enquanto as proteinas especificas podem estar associadas aos distintos
morfotipos e suas vias metabodlicas. Em conjunto, a analise de proteinas, flavondides e
a atividade antioxidante mostram que cada galhador manipula o hospedeiro de maneira
peculiar em seu préprio beneficio, o que foi constatado mesmo quando duas espécies
de galhadores filogeneticamente tdo proximas, pertencentes ao mesmo género,
parasitam a mesma espécie vegetal. Estas alteracfes estdo possivelmente associadas
ao eficiente dreno fisiolégico e a maior atividade metabolica das galhas.

Quanto a analise fosfohidrolitica, o caule ndo galhado hidrolisou igualmente ATP,
ADP, UDP ou GDP. Na galha globosa, o UDP, GDP, e ADP foram hidrolisados
aproximadamente 1,5-3 vezes mais do que no caule ndo galhado. O AMP foi 10 vezes
mais hidrolisado na galha globosa confirmando que este tecido exacerba os
mecanismos capazes de hidrolisar nucleotideos, possivelmente devido sua maior
atividade metabdlica. Atividades ADPase e UDPase do caule ndo galhado e da galha
globosa foram 10-32% estimuladas por 5 mM de Ca®*, e quase completamente
removidas pela adicdo de 5 mM EDTA ou EGTA (88 to 100%), confirmando entdo a
dependéncia a cations bivalentes. Uma pequena taxa de inibicdo por ortovanadato foi
detectada sugerindo a presenca de P-ATPases nas amostras, enquanto azida sodica,
DCCD e bafilomicina nao inibiram significativamente a atividade ATPasica. Uma apirase
de 75 kDa foi identificada nos tecidos de caule ndo galhado e de galha globosa de C.
brevipes, e provavelmente este polipeptideo contribuiu para a atividade fosfohidrolitica

apresentada por estes tecidos. Por microscopia de imunofluorescéncia, pode-se
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constatar a presenca de apirase predominantemente nas células nutritivas que
compdem a camara larval. Através de técnicas citoquimicas, a atividade ADPasica foi
identificada como um depodsito denso de fosfato de chumbo homogeneamente
distribuido na superficie externa e dentro das células nutritivas. A alta atividade
apirasica na galha globosa de C. brevipes pode estar associada a biossintese de
carboidratos, recuperacdo de nucleosideos e/ou a proliferacdo celular, contribuindo
assim, para a nutricao e sobrevivéncia do galhador.

No presente trabalho foi detectada pela primeira vez uma isoforma de apirase em
tecido ndo galhado (caule) e em galha globosa de Calliandra brevipes, a qual teve sua
atividade exacerbada no tecido galhado possivelmente relacionada com a nutricdo do
galhador e/ou com a formacdo da cecidia. Portanto, o estudo da apirase em nivel
molecular pode ser uma ferramenta importante no entendimento da relacdo inseto-
planta, estudo este ja iniciado pela equipe do Laboratério de Estrutura e Funcédo de
Proteinas (Departamento de Bioquimica/UFJF).
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