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CHEMICAL CHANGES INDUCED BY
GALL FORMING COCCIDS
(COCCOIDEA, BRACHYSCELIDAE)
IN LEAVES OF Rollinia laurifolia
SCHDTL. (ANNONACEAE)

ABSTRACT: Gall forming coccids (Coccoidea, Brachyscelidae)
attack leaves of Rollinia laurifolia SCHDTL.
(Annonaceae). Chemical changes due to
cecidogenesis are not well known. Plant species of
Annonaceae produce several derivatives of
chiquimic acid, nevertheless, references on the
isolation of flavonoids in this plant family are rare.
This study presents the analyses of the ethanolic
extracts of leaves of R. laurifolia with and without
galls by thin layer chromatography (TLC) and high
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performance liquid chromatography (HPLC). The
analysis by TLC detected flavonoid derivatives in
both extracts. Therefore, the extract of leaves with
galls exhibited a larger number of detectable
substances. The chromatographic profile (HPLC) of
the extracts revelead enormous differences in the
chemical pattern of the analysed samples. The extract
of healthy leaves presented more polar substances,
while the extracts of the leaves with galls exhibited a
qualitative increase in less polar derivatives. The
present results indicate that flavonoids are good
biochemical markers for changes induced by gall
forming coccids inR. laurifolia.

Key Word: Plantgalls, Coccoidea (Brachyscelidae), flavonoids,
phenolic derivatives, HPLC, TLC.

INTRODUCAO

A associacdo bioldgica entre insetos indutores de galhas
e plantas ndo causa beneficios ao vegetal. Pela producédo da
galha, o inseto indutor, por sua vez, obtém abrigo e nutricéo,
além de garantir sua dispersdo. O valor adaptativo desta com-
plexa inter-relacdo galhador versus planta tém sido amplamente
discutido (MANI 1964; PRICE et al., 1987; ISAIAS, 1998).

Galhas causadas por indutores pertencentes a diferen-
tes grupos taxondmicos apresentam diferentes padrbes de for-
macdao de metabdlitos primarios de reserva que podem ser pro-
teinas, lipidios ou mais comumente amido. Os gradientes for-
mados sdo resultado das interacdes entre as condicdes
citoldgicas e quimicas das células e o fluxo de acucares da
planta hospedeira. A planta hospedeira supre substancias para
a galha, que funciona como um dreno, para o qual o fluxo de
assimilados é direcionado, sob influéncia das conexdes
vasculares, da distancia entre os dois pontos e do tamanho da
fonte, sem que haja controle algum por parte dos tecidos da
fonte sobre o destino dos assimilados que produzem (HARTLEY,
1998).

Além dos metabolitos primarios, nitidamente relacio-
nados a nutricdo do indutor, as galhas apresentam variacdes
nos compostos originados do metabolismo secundario, dentre



0s quais 0s mais estudados sdo os derivados fendlicos. A pre-
senca destas substancias € considerada como parte da estraté-
gia de defesa da planta contra o ataque de insetos herbivoros
(MANI, 1964; PRICE et al., 1987; PRICE, 1990). Entretanto, o
fato de alguns herbivoros utilizarem os metabdlitos secundari-
os sequestrados das plantas predadas para deter seus proprios
predadores foi ressaltado por diversos autores citados por
HERMS & MATTSON (1992).

PRICE et al.(1987) chamam a atencdo para o fato de
gue a defesa ndo é o Unico papel dessas substancias. Outras
funcdes incluem a atracéo de polinizadores, a prote¢do contra
a radiacdo UV e regulacdo dos fitormdnios. RUBIN &
ARTSIKHOVSKAYA (1964), discutindo reacdes de oxidacdo em
plantas, mostraram a diversidade dos papéis fisioldgicos dos
derivados fendlicos. Estas substancias participam das reacoes
de oxi-reducdo da célula vegetal, e possuem um papel impor-
tante no processo de lignificacdo. Portanto, é possivel que
mesmo pequenas mudancas no metabolismo dos derivados
fendlicos possam interferir em processos essenciais para o cres-
cimento e desenvolvimento da planta (WHELLER, 1975).

Alteracdes no metabolismo dos derivados fendlicos do
tecido vegetal predado parecem beneficiar o inseto galhador.
O aumento na producéo dessas substancias na planta poderia,
direta ou indiretamente, proteger esse inseto do ataque de
parasitéides e de predadores, além de reduzir a competicédo
por alimento ao inibir o ataque de outros insetos fitéfagos ndo
adaptados ao ambiente quimico dos tecidos vegetais
(JANZEN, 1977; CORNELL, 1983). Essas substancias também
podem favorecer o inseto galhador interferindo no balanco
hormonal relacionado ao campo cecidogenético. Ja foi com-
provado que alguns derivados fendlicos agem sinergicamente
com as auxinas no estimulo ao crescimento TAKAHAMA,
1988). A presenca de alguns fendis pode, por exemplo, inibir
as AlA-oxidases, aumentando assim a a¢do das auxinas envol-
vidas no processo de hipertrofia celular que ocorre durante a
formacédo da galha (FOSKET, 1994). Além disso, esses deriva-
dos fendlicos podem agir como inibidores das reacdes de
hipersensibilidade ao minimizar a resposta aos radicais livres
produzidos nos sitios de oviposi¢cdo (FERNANDES et al., 1998).
Portanto, a presenca dos fendis ndo constitui uma barreira efi-
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ciente a oviposicdo do indutor, nem ao desenvolvimento das
galhas.

Sabe-se que muitos insetos picadores-sugadores de
plantas produzem enzimas como as polifenol-oxidases (PPO)
(MILES, 1968; 1969) e peroxidades (HORI, 1992). As PPOs pre-
sentes na saliva desses insetos podem agir para converter de-
rivados fendlicos potencialmente toxicos em produtos ndo to-
xicos, sendo este 0 mecanismo provavelmente utilizado pelos
indutores de galhas. Sup&e-se que existe um balanc¢o delicado
na interacdo fenol-PPO dos insetos e suas plantas hospedeiras,
e que este balanco determina se o ataque pelos insetos resul-
tard em necrose ou em galhas. A evidéncia deste balanco é
demonstrado pelo gradiente observado da regido de necrose
até a hipertrofia circundante dos tecidos, como ocorre em
muitas galhas (MILES, 1968). Os complexos papéis dos com-
postos fendlicos e das fenol-oxidases podem indicar que o sis-
tema fenol-PPO tenha uma atuacdo mais dramatica para a
inducdo da galha do que as auxinas produzidas pela célula
vegetal (HORI, 1992).

As alteracBes quimicas associam-se diversos graus de
complexidade estrutural, os quais tem sido relacionados aos
diferentes grupos de insetos indutores de galhas. Os Homoptera
induzem galhas relativamente complexas em estrutura, locali-
zadas predominantemente em folhas, sendo especialmente
galhas de cobertura. As galhas de Coccoidea estdo entre 0s
trés grupos ecoldgicos de galhas de Homoptera reconhecidos
por MANI (1964).

Os coccideos, que incluem mais de 4000 espécies, sdo
distribuidos por todo o mundo e estdo entre as pragas mais
destrutivas para as plantas, compreendendo as chamadas
cochonilhas. Estes insetos apresentam grande importancia por
parasitarem plantas de interesse agricola e ornamental. Den-
tre as milhares de espécies de coccideos conhecidas,
pouquissimas sdo indutoras de galhas (MANI, 1964; MEYER,
1987). Os braquiscelideos (Coccoidea, Brachyscelidae) cons-
tituem um grupo particularmente interessante do ponto de vis-
ta cecidogenético, do qual pouco se sabe sobre as galhas que
induzem, sua citohistologia ou sua cecidogénese MEYER,
1987). Existem fortes indicios de que as galhas foliares de
Rollinia laurifolia SCHDTL. (Annonaceae) sejam induzidas por



um inseto deste grupo. Para a flora brasileira, MAAS & WESTRA
(1992) citam a ocorréncia de galhas induzidas por um
Pseudococcidae (Pseudotectococcus anonae) em Rollinia
sylvatica em material proveniente da Serra do Japi - SP.

As galhas induzidas por Diptera (Cecidomyiidae) e por
Cynipidae (Hymenoptera) sdo bastante estudadas. Recente-
mente, analises histoquimicas feitas em diferentes espécies de
Machaerium (Leguminosae-Papilionoideae) comprovam o es-
timulo a producéo de derivados fendlicos associada a forma-
cao de galhas foliares induzidas por espécies de Cecidomyiidae
(Diptera) (ISAIAS, 1998). Em contrapartida, as galhas induzidas
por coccideos e as conseqlentes alteracdes quimicas ocorri-
das na planta hospedeira sdo pouco estudadas.

O objetivo do presente estudo € a analise quimica, atra-
vés da comparacao dos perfis cromatograficos (CLAE) de fo-
Ihas sadias e de folhas com galhas de R. laurifolia. Pretende-se
associar as possiveis diferencas encontradas nos padrdes
cromatograficos a infestacdo pelo coccideo.

MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

O espécime de R. laurifolia estudado encontra-se na
estacdo Ecoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais,
Campus da Pampulha, Belo Horizonte (MG). Uma exsicata de
referéncia do material vegetal estudado encontra-se deposita-
da no Herbéario do Departamento de Botanica da UFMG, sob
o0 registro BHCB 25331.

2. Extracdo

Para a preparacdo dos extratos, foi empregada uma
abordagem fitoquimica classica para a obtencdo de extratos
com riqueza de constituintes polares (HARBORNE, 1984; MA-
TOS, 1997). Folhas de R. laurifolia sadias e com galhas foram
coletadas e posteriormente secas e liofilizadas. Amostras de
20 g de cada material foram submetidas a extracdo exaustiva
em aparelho de Sohxlet (24h) com hexano P.A. para elimina-
¢cdo dos constituintes com polaridade muito reduzida. Em se-
guida, foi feita a extracdo exaustiva com etanol PA (8h). Os

Geraldo L.
G. Soares/
Rosy MS.
Isaias/
Samuel
IMR.
Gongalves/
Jaciara CS.
Christiano

Rev. bras. de
Zoociéncias
Juiz de Fora
V.2N°1
Dez/2000
p. 103-116



Alteragdes
quimicas
induzidas por
coccideos
galhadores em
folhas de
Rollinia
laurifolia Schdtl.
(Annonaceae)

Rev. bras. de
Zoociéncias
Juiz de Fora
V.2N°1
Jul/2000
p 103-116

extratos etandlicos de folhas sadias e de folhas com galhas
foram posteriormente submetidos a analise cromatografica.

3. Analise Cromatogréfica

Inicialmente, os extratos etanélicos de folhas sadias
(EFS) e de folhas com galhas (EFG) foram submetidos a
cromatografia de camada delgada (CCD) com gel de silica,
utilizando-se como eluente a mistura acetato de etila/acido
acético/acido férmico/agua (100:11:11:27). Os reveladores
usados foram: FeCl3 a 1% em metanol, vapores de amdnia
e NP/PEG sob luz UV (365nm) (WAGNER et al., 1984). Em
seguida, foram elaborados, em condicBes apropriadas para
a anélise de flavondides (MARKHAM, 1982), os perfis
cromatograficos do EFS e do EFG. Essa andlise foi feita pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
empregando-se um cromatografo Waters equipado com uma
coluna de fase reversa RP18 (250x4mm, £ 5mm) e com um
detector UV486. A velocidade de injecdo utilizada foi igual
a Iml/min e o eluente escolhido foi acetonitrila-H20.A
deteccdo de constituintes do EFS e do EFG foi realizada a
220, 260 e 340 nm (PAIVA, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por cromatografia de camada delgada (CCD)
com gel de silica permitiu detectar a presenca de derivados
flavonoidicos, tanto no extrato de folhas sadias (EFS) quanto
no extrato de folhas com galhas (EFG). Ambos 0s extratos apre-
sentaram solubilidade e comportamento cromatografico seme-
lhantes. Entretanto, foi detectado um maior nUmero de subs-
tancias no material proveniente de folhas com galhas (EFG) e
tais substéncias mostraram-se menos polares.

Existem poucas referéncias sobre a producao de
flavondides em espécies de Annonaceae. Entretanto, esta fa-
milia se destaca pela producdo de derivados da via do
chiquimato (GOTTLIEB et al., 1995) que é responsavel pela
producdo da maioria dos derivados fenélicos produzidos por
plantas. Alguns géneros de Annonaceae sdo produtores de
flavondides relativamente pouco polares e com um padrao
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Figura 1 - Flavondides isolados de espécies de Annonaceae (Harborne, 1988
€1994).

incomum de substituicdo (Figura 1), como por exemplo a au-
séncia de oxigenacdo no anel B (HARBORNE, 1988;
HARBORNE, 1994).

A analise dos perfis cromatograficos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 2A-F, Tabelas 1 e 2) é
coerente com os resultados obtidos por cromatografia de ca-
mada delgada. Foi possivel, mais uma vez, se constatar a pro-
ducéo de derivados fendlicos, provavelmente flavondides, em
ambas amostras de folhas de R. laurifolia.

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se resumidos os resultados
mostrados nos cromatogramas representados na Figura 2 (A-C) e
na Figura 2 (D-F), respectivamente. As substancias detectadas
como sinais em cada amostra analisada (EFS e EFG) encontram-
se listadas com seu tempo de reten¢cdo em minutos e sua area em
% da érea total do cromatograma. E importante salientar que,
devido ao uso de uma coluna de fase reversa (pouco polar), o
tempo de retencdo das substancias detectadas é inversamente
proporcional a sua polaridade. A area do sinal no cromatograma
é proporcional ao teor da substancia correspondente na amostra.
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Figura 2 - Cromatogramas (CLAE) dos extratos estanélicos de folhas sadias
(EFS, A- 220nm, B- 260, C- 340nm) e de folhas com galhas (EFG, D- 220nm, E-
260nm, F- 340nm) deR. laurifolia.



Tabela 1 - Perfil Cromatografico (CLAE) do extrato de folhas
sadias (EFS) de R. laurifolia. TR= tempo de retencao;

A= area do sinal no cromatograma

Geraldo L.
G. Soares/
Rosy MS.
Isaias/
Samuel
IMR.
Gongalves/

SINAL 220nm 260nm 340nm
TR (min) A (%) TR (min) A (%) TR (min) A (%)

1 2,28 2,26 3,23 8,40 3,55 37,02

2 4,02 7,02 3,87 27,21 4,14 20,17

3 4,60 2,58 5,04 63,95 4,62 42,81

4 514 5,06

5 5,58 1,71

6 6,08 2,34

11 16,16 3,42

12 16,51 8,54

13 17,47 7,45

14 17,98 11,56

15 18,38 42,71

Obs. Foram eliminados os sinais com A< 1%.

Tabela 2 - Perfil cromatogréafico (CLAE) do extrato de folhas
com galhas (EFG) de R. laurifolia. TR=tempo de retencéo;

A= area do sinal no cromatograma

SINAL 220nm 260nm 340nm

TR (min) A (%) TR (min) A (%) TR (min) A (%)
1 3,20 12,55 1,55 2,64 3,34 8,32
2 4,13 34,55 2,96 9,20 3,60 6,63
3 481 10,73 3,82 25,88 4,16 4,37
4 19,39 8,69 4,94 8,13 454 261
5 20,70 23,16 8,96 2,99 5,28 19,21
6 24,19 5,65 16,72 17,41 558 26,45
7 57,71 1,00 17,47 8,85 17,87 22,40
8 58,86 2,37 17,90 16,78 18,32 4,57
9 19,07 4,78 20,19 4,61
10 19,74 3,35

Obs. Foram eliminados os sinais com A< 1%.
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E notavel a menor ocorréncia de substancias no extra-
to de folhas sadias (EFS). Esse extrato apresentou 15 substanci-
as detectaveis a 220 nm e apenas 3 substancias detectaveis a
260 nm e a 340 nm (Tabela 1, Figura 2A-C). Duas das 15 subs-
tdncias detectadas a 220 nm, referentes ao sinal 14 e ao sinal
15, somam mais de 50% do total identificado nessa faixa de
comprimento de onda. Os tempos de reten¢édo mais baixos in-
dicam que os constituintes detectados no EFS sdo relativamen-
te mais polares. De maneira geral, a amostra proveniente de
folhas com galhas (EFG) se mostrou mais rica em constituintes
detectaveis (Tabela 2, Figuras 2D-F). A analise dos perfis
cromatograficos permite verificar que os tempos de retencao
das substéncias detectadas no EFG sdo sensivelmente maiores
gue os tempos de retencéo das substancias detectadas no EFS
(Tabelas 1 e 2). Este fato indica uma polaridade relativamente
menor das substancias do extrato de folhas com galhas.

Uma estratégia metabdlica de protecdo do nucleo
flavonoidico contra a degradacdo oxidativa é a protecdo das
hidroxilas fenélicas (SOARES, 1996). Em espécies de Annonaceae
podemos observar frequentemente a producao de derivados no
gual essa protecao é feita formacéo de éteres metilicos (substitui-
¢do do tipo O-metila) como é o caso das substancias kanakugina

HO:.
O-metiltransferases O

OMe O
GH 2'4-diidrox-6-metoxi-3 5'di-C-metildiicrochalcona

OMe © O
2 <fichoxi6-metoxidiicrochelcona MeO OH
C-metiltransferases

aMe O

2-hidroxi-4',6™-dimetoxidiidrochalcona
(=diidroflavokananina-B)

Figura 3 - Formacé&o derivados flavondidicos menos polares a partir de um
mesmo precursor biossintético. Os flavondides exemplificados foram isola-
dos de Uvaria angolensis (Annonaceae).



e kanakugiol (Figura 1) HUFFORD & OGUNTIMEN, 1980;
1982). Importante salientar que a formacao de esteres metilicos
provoca reducéo da polaridade da substancia formada quando
esta é comparada ao seu precursor imediato.

Em outra espécie de Annonaceae, Uvaria angolensis, é
verificada a biossintese de derivados flavonoidicos menos pola-
res tanto pela da producdo de esteres metilicos quanto pela
metilacdo direta do anel fendlico, o que resulta em uma nova
ligacdo carbono-carbono (Figura 3). (HUFFORD &
OGUNTIMEN, 1980; 1982). Outros derivados flavonoidicos
incomuns produzidos por U. angolensis sdo os C-benzilados
(MUHAMMAD & WATERMAN, 1985). Este tipo de substancia
reforca mais uma vez a tendéncia das espécies de Annonacea
em produzir flavonéides menos polares.

A capacidade de formar derivados pela metilacdo das
hidroxilas fendlicas ou pela metilagdo de carbonos do anel
fendlico, jA observada em outras espécies da familia
Annonaceae, pode ter relacdo com a reducdo de polaridade
das substancias detectadas em folhas com galhas de R.
laurifolia. O ataque do galhador pode estar estimulando enzimas
responsaveis por essas transformacgdes biossintéticas.

Os metabdlitos secundarios, especialmente os deriva-
dos fendlicos (flavondides, derivados dos acidos cindmico e
galico), sdo citados como potentes antioxidantes (GOTTLIEB
et al., 1996; KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994). Apesar de
nao ser efetivo na protecdo de R. laurifolia contra o atdque do
coccideo, a maoir producéo de flavondides no extrato de fo-
lhas com galhas pode ser uma resposta ao estresse oxidativo
gue ocorre durante a cecidogénese.

CONSIDERACOES FINAIS

Folhas sadias e folhas com galhas de R. laurifolia séo qui-
micamente distintas como indicam os perfis cromatogréaficos dos
extratos etandlicos de folhas sadias e de folhas com galhas.
A presenca de galhas em folhas desta espécie vegetal é acompa-
nhada por alterag@es no metabolismo de derivados flavonoidicos.

Muito embora os derivados fenélicos sejam comumente
relacionados a defesa das plantas contra a herbivoria, a pre-
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senca dessas substancias ndo impediu a oviposicdo do indutor,
nem o desenvolvimento das galhas.

E possivel que o aumento na producédo de derivados
flavonoidicos seja uma reposta a um estresse oxidativo provoca-
do pelo processo cecidogénico. A diminuicdo da polaridade das
substancias detectadas em folhas com galhas de R. laurifolia re-
forca essa hipotese.
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