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Resumo geral

Galhas apresentam tecidos tipicos que se formam por rediferenciacdo celular através de
hiperplasia dos tecidos, hipertrofia e variacdo na direcdo da divisdo e alongamento das
células. O acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na parede celular causa sua
acidificacdo e, consequentemente, o afrouxamento das microfibrilas de celulose que
podem se reorientar e modificar os padrbes de alongamento celular. Além das
microfibrilas, pectinas e arabinogalactanos-proteinas (AGPs) afetam a forma das células
e morfogénese dos tecidos. Os AGPs podem também atuar no controle da morte celular
programada (MCP). Neste trabalho foram estudados o sistema Baccharis
dracunculifolia - Baccharopelma dracunculifoliae e o sistema Pseudobombax
grandiflorum - Eriogallococcus isaias com o objetivo de avaliar se 0 estresse gerado
nos tecidos das galhas pode causar: alteracfes na estrutura do tecido e da parede celular
nas células da planta hospedeira, alteragdes citoldgicas que levariam a morte celular
programada e ao consequente controle da resposta de hipersensibilidade (HR) e, por
fim, avaliar o efeito destas alteracGes na geracdo das formas das galhas. Foi observado
no primeiro sistema que as microfibrilas de celulose e o grau de expanséo e direcdo do
alongamento celular sdo importantes para determinar a forma final da galha. No
segundo sistema, ocorrem variagdes na estrutura péctica da parede e estas implicam em
caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento das galhas como extensibilidade,
elasticidade e rigidez da parede. O acumulo de ERO nas duas galhas afeta a estrutura da
parede celular e dos cloroplastos, mas ndo é um fator determinante para causar MCP,

que s6 ocorreu na fase final do desenvolvimento nos dois sistemas.

Palavras-chave: Desenvolvimento de galhas, espécies reativas de oxigénio,

microfibrilas de celulose, morte celular programada, pectinas.



Abstract

Plant galls have typical tissues originated through cell redifferentiation, hyperplasia, cell
hypertrophy, and changes in the patterns of cell division and elongation. These
phenomena are important to determine the size and shape of the galls. The variation in
the patterns of cell elongation occurs due to changes in the orientation of the
microfibrils of cellulose, which is influenced by the acidification of the cell wall.
Moreover, pectins and arabinogalactan-proteins (AGPs) influence the cell shape and the
tissue morphogenesis. The AGPs may control programmed cell death (PCD). In this
work the systems Baccharopelma dracunculifoliae — Baccharis dracunculifolia and the
system Pseudobombax grandiflorum — Eriogallococcus isaias were studied in order to
check if the stress generated in the gall tissues could cause changes in the structure of
the cell walls in the host plants, if the cytological alterations could lead to programmed
cell death and subsequent control of the hypersensitive response (HR), and finally to
evaluate the effect of these changes in the generation of the final gall shape. In the first
system, the orientation of the cellulose microfibrils, the degree of cell expansion and
direction of cell elongation are important on the determination of the final shape of the
gall. Both galls present variations in the pectic structure of their cell walls and these
variations imply in favorable features to gall development, such as elasticity,
extensibility and wall stiffness. The accumulation of ROS in gall tissues affects the
structure of the cell wall and chloroplasts, but do not cause MCP, which occurs only

during the senescent phase of both galls.

Key-words: Cellulose microfibrils, gall development, pectins, programmed cell death,

reactive oxygen species.



Introducéo Geral

Insetos indutores de galhas representam fatores bidticos que modificam o
crescimento normal dos vegetais, através de alterac6es nos padrdes morfogénicos (Mani
1964, Meyer & Maresquelle 1983, Oliveira & Isaias 2010b, Dias et al. 2013, Ferreira &
Isaias 2013). As galhas apresentam tecidos tipicos e organizados (Mani 1964, Raman
2007, Oliveira & Isaias 2010b) formados por rediferenciacdo celular (sensu Lev- Yadun
2003, Oliveira & Isaias 2010b, Vecchi et al. 2013) e sdo consideradas novos 6rgados
vegetais (Shorthouse et al. 2005). Nos ultimos anos, alguns trabalhos avaliaram a
rediferenciacdo celular (Moura et al. 2008, Oliveira & Isaias 2010b, Dias et al. 2013) e
as variagdes nos padrbes de expansdo celular (Oliveira & lsaias 2010b, Isaias et al.
2011, Ferreira & Isaias 2013) durante a morfogénese em galhas.

A partir desses estudos, torna-se relevante aprofundar o conhecimento sobre
como o estresse causado pelo galhador afeta a estrutura da parede celular e do
protoplasto durante o desenvolvimento das galhas, e como isso implica na determinacao
de sua forma final. Para o presente trabalho, foram escolhidos dois sistemas de galhas
induzidas por insetos sugadores. O primeiro sistema € constituido pela galha foliar
reniforme induzida por Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) em Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae). Trata de um dos sistemas planta hospedeira—inseto
galhador mais bem estudado nos Neotrdpicos nos aspectos ecoldgicos, da biologia do
inseto (Lara & Fernandes 1994, Araujo et al. 1995, Sperber &Collevatti 1996, Espirito
Santo & Fernandes 2002) e anatdmicos (Arduin et al. 2005, Magalhaes et al. 2013). O
segundo sistema consiste da galha foliolar, intralaminar, co6nica, induzida por
Eriogallococcus isaias (Eriococcidade) em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae).

Este sistema teve o indutor descrito recentemente revelando género novo e espécie nova



para 0s Neotrdpicos (Hodgson et al. 2011), servindo ainda como modelo para estudos
fenoldgicos (Magalhdes et al. submetido ao Journal of Natural History) e anatdmicos
(Magalhées 2010).

Durante o desenvolvimento da maioria das galhas, hipertrofia celular e
hiperplasia dos tecidos s&o os fatores que definem o tamanho e a forma da estrutura
(Kraus et al. 1996, Isaias 1998, Souza et al. 2000, Oliveira et al. 2006, Moura et al.
2008, Oliveira e Isaias 2010b, Isaias et al. 2011, Magalhdes et al. 2013). Como em
outros 6rgaos (Obroucheva 2008), os padrdes de alongamento celular, assim como os de
divisdo celular sdo importantes na determinacdo do tamanho e forma final da galha
(Oliveira & lIsaias 2010b, Magalhaes et al. 2013).

Para melhor entendimento destes processos, € necessario avaliar os padrdes de
orientacdo das microfibrilas de celulose que, segundo Baskin (2001, 2005), afetam
diretamente o alongamento celular. Em células isodiamétricas, com crescimento
isotropico, as microfibrilas de celulose se orientam em varios sentidos, enquanto nas
células alongadas, com crescimento anisotropico, as microfibrilas estdo orientadas
perpendicularmente ao maior eixo de alongamento celular (Baskin 2005, Magalhaes et
al. 2013). A orientacdo das microfibrilas de celulose € influenciada pela acidificacdo da
parede celular (Cosgrove 1998, 1999), sendo este processo diretamente relacionado ao
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas paredes, causando o afrouxamento
das microfibrilas e permitindo assim o alongamento celular (Del Rio & Pupo 2009,
Swanson & Gilroy 2010). Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas normalmente no
metabolismo vegetal durante a fotossintese e respiracdo (Del Rio & Pupo 2009, Heldt &
Piechulla 2011), mas também podem ser produzidas como resposta ao ataque de
patdgenos ou injarias mecanicas nos tecidos (Doke et al. 1996, Maffei et al. 2007,

Bolwell & Daudi 2010, Torres 2010). Estas moléculas tem sido detectadas em galhas



nos tecidos clorofilianos, feixes vasculares e nos tecidos proximos & camara larval
(Oliveira & Isaias 2010a, Oliveira et al. 2010, Isaias et al. 2011), indicando que o
estresse oxidativo pode ser um fator que desencadeia a inducdo e controla o
desenvolvimento das galhas ao atuar diretamente no processo de hipertrofia. Entretanto,
0 acumulo de ERO nos tecidos pode levar a morte celular (Doke et al. 1996) e causar
alteracOes citoldgicas, como visto em alguns sistemas de galhas (Oliveira & lsaias
2010a, Oliveira et al. 2010, Oliveira et al. 20114, b, Isaias et al. 2011). O estresse
oxidativo pode levar a morte celular programada (MCP) e, com isso, interromper 0
desenvolvimento da galha. Por outro lado, o acumulo de ERO nos tecidos afeta o
desenvolvimento da parede e, consequentemente, a forma final da galha. Nesse
contexto, torna-se importante compreender as alterac6es celulares causadas pelas ERO,
se e quando ocorre MCP nas galhas e a relacdo do acumulo de ERO nos tecidos com a
MCP.

Entre outros fatores, o estresse gerado nos tecidos da galha pode provocar
alteracbes na composicdo e distribuicdo de substancias da parede celular e,
consequentemente, alterar a morfogénese (Rose 2003, Albersheim et al. 2011, Wolf &
Greiner 2012). Nas galhas, sdo esperadas, principalmente, alteracdes na extensibilidade,
rigidez e elasticidade da parede durante o desenvolvimento, permitindo assim a
expansdo celular. A variacdo dessas caracteristicas na parede, durante as fases da galha,
determina o crescimento celular e influencia na determinacéo da forma da galha. Dentre
estas substancias, podemos destacar as pectinas que tem importante papel na adesdo
celular, expansdo das células, porosidade, rigidez e estrutura da parede celular, defesa,
sinalizacdo celular, entre outras (Ridley et al. 2001, Willats et al. 2001, Rose 2003,
Albersheim et al. 2011). A classe das pectinas é composta por polissacarideos

complexos e diversos. Esses polimeros sdo classificados em trés principais dominios:



homogalacturonanos (HGA), o mais abundante polissacarideo péctico (~65% das
pectinas); os ramnogalacturonanos | (RG-I) que sdo formas alternativas de HGAs e
apresentam muitas cadeias laterais com arabinose e residuos de galactose, e
ramnogalacturonanos 1l (RG-II), pectina estruturalmente mais complexa e que
compreende aproximadamente 10% da pectina existente na matriz da parede (Ridley et
al. 2001). Geralmente, as pectinas sdo sintetizadas em uma forma altamente metil-
esterificada (Micheli 2001) e mudancas nesse grau de esterificacdo e na molécula
péctica sdo importantes por definir as propriedades funcionais da parede, principalmente
durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos (Knox 1997).

Além das pectinas, a composicdo da parede celular também conta com
arabinogalactanos — proteinas (AGPs) (Pennel et al. 1989), que séo proteinas estruturais
soliveis e altamente glicosiladas (Showalter 1993). Os AGPs tem aspecto
mucilaginoso, apresentam interacdo com pectinas e estdo envolvidos no processo de
adesdo celular (Cosgrove 1997), crescimento, nutricdo, desenvolvimento vegetal e
proliferacdo celular (Pennel & Roberts 1990, Majewska-Sawka & Nothnagel 2000).
Alguns estudos indicam que os AGPs podem atuar no controle da MCP (Mastroberti &
Mariath 2008, Gao & Schowalter 1999). A MCP € um importante fendmeno presente
em diversas fases de desenvolvimento das plantas, incluindo senescéncia foliar,
embriogénese somatica (Pennell & Lamb 1997) e zigética (Giuliani et al. 2002). E um
evento caracterizado como suicidio celular, no qual a célula ativa mecanismos
especificos que acarretam em sua morte de maneira organizada. Possui como
caracteristicas bioquimicas influxo de célcio, ativacdo de proteases especificas,
fragmentacdo do DNA nuclear nas regides internucleossémicas, liberacdo de citocromo
¢ pela mitocondria e alteragdo na funcéo de cloroplastos (Lam et al. 2001, Khurana et al.

2005). Dentre as caracteristicas morfolégicas, podemos destacar a condensagdo da



cromatina nuclear, formacdo de corpos apoptéticos e perda estrutural da mitocondria
(Lamet al. 2001, Sun et al. 1999).

O presente trabalho utiliza os dois sistemas planta hospedeira-inseto galhador
supracitados, Baccharis dracunculifolia - Baccharopelma dracunculifoliae e
Pseudobombax grandiflorum - Eriogallococcus isaias, como modelos para avaliar as
variacOes na estrutura da parede celular e do protoplasto das camadas celulares das
galhas. O habito alimentar similar dos insetos indutores e as dissimilaridades das duas
plantas hospedeiras, uma Asteraceae e uma Malvaceae, visam verificar se as galhas
podem ser consideradas como fendtipo estendido dos insetos mesmo em nivel
subcelular.

O estresse gerado pelo acimulo de ERO nos tecidos vegetais afeta a composigédo
e a estrutura da parede celular e do protoplasto das células envolvidas no processo
cecidogénico. Partindo dessa premissa, espera-se: (1) que as alteracbes na organizagédo
das microfibrilas de celulose determinem novos padrdes de alongamento celular os
quais serdo marcantes nos estagios iniciais de desenvolvimento da forma da galha; (2)
que as variacdes nas pectinas e AGPs favorecam a expansdo e crescimento da parede
celular principalmente nas fases iniciais de formacéo das galhas; e (3) que o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) seja o fator desencadeador de morte celular
programada (MCP) afetando aspectos subcelulares das células das galhas.

A presente tese é dividida em quatro capitulos:

1 - Patterns of cell elongation in the determination of the final shape in galls of
Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) on Baccharis dracunculifolia DC

(Asteraceae);



2- Are the sites of reactive oxygen species production and programmed cell death
related during the development of Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) gall on
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)?

3- Variagdo na estrutura péctica e proteica da parede celular durante o desenvolvimento
da galha induzida por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax
grandiflorum (Malvaceae);

4- Impacto citolégico decorrente do alto estresse oxidativo causado pelo
desenvolvimento da galha de Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax

grandiflorum (Malvaceae).
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Abstract Cell redifferentiation, division, and elongation are
recurrent processes, which occur during gall development,
and are dependent on the cellulose microfibrils reorientation.
We hypothesized that changes in the microfibrils orientation
from non-galled tissues to galled ones occur and determine the
final gall shape. This determination is caused by a new tissue
zonation, its hyperplasia, and relative cell hypertrophy. The
impact of the insect’s activity on these patterns of cell
development was herein tested in Baccharopelma
dracunculifoliae—Baccharis dracunculifolia system. In this
system, the microfibrils are oriented perpendicularly to the
longest cell axis in elongated cells and randomly in
isodiametric ones, either in non-galled or in galled tissues.
The isodiametric cells of the abaxial epidermis in non-galled
tissues divided and elongated periclinally, forming the outer
gall epidermis. The anticlinally elongated cells of the abaxial
palisade layer and the isodiametric cells of the spongy
parenchyma originated the gall outer cortex with
hypertrophied and periclinally elongated cells. The
anticlinally elongated cells of the adaxial palisade layer
originated the inner cortex with hypertrophied and periclinally
elongated cells in young and mature galls and isodiametric
cells in senescent galls. The isodiametric cells of the adaxial
epidermis elongated periclinally in the inner gall epidermis.
The current investigation demonstrates the role of cellulose

Handling Editor: Friedrich W. Bentrup

T. A. Magalhées * A. Y. M. Suzuki - R. M. S. Isaias (<))
Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, 31270-901 Belo Horizonte,
MG, Brazil

e-mail: rosy@jicb.ufig.br

D. C. Oliveira
Universidade Federal de Uberlandia, Instituto de Biologia,
Uberlandia, MG, Brazil

microfibril reorientation for gall development. Once many
factors other than this reorientation act on gall development,
it should be interesting to check the possible relationship of
the new cell elongation patterns with the pectic composition of
the cell walls.

Keywords Cellulose microfibrils - Cell responses -
Hyperplasia - Hypertrophy - Gall-inducing insect

Introduction

Gall development changes the morphogenetic patterns (Mani
1964; Meyer and Maresquelle 1983; Rohfritsch 1992;
Oliveira and Isaias 2010b) and the cytological features of the
host organs (Oliveira and Isaias 2010a; Oliveira et al. 2010;
Oliveira et al. 2011a, b; Isaias et al. 2011), leading to the
redifferentiation (sensu Lev-Yadun 2003) of cell types with
different functions and characteristics. In many galls, cell
hypertrophy and tissue hyperplasia determine new cell
lineages, whose distribution along the structure define their
peculiar sizes and shapes (Kraus et al. 1996; Isaias 1998;
Souza et al. 2000; Oliveira et al. 2006; Moura et al. 2008;
Oliveira and Isaias 2010b; Isaias et al. 2011).

Some important factors in the development of galls are the
patterns of cell division and the directions of cell elongation
(Oliveira and Isaias 2010b). The latter is defined by the
relationship between the orientation of the cytoskeleton and
of the cellulose microfibrils (Baskin 2005) and is influenced
by the acidification of cell walls, which increases their
extensibility (Cosgrove 1998, 1999). While for isotropic cell
growth, the expansion rate is similar in all directions; for
anisotropic cell growth, which generates elongated cells, the
direction of maximum expansion rate is generally
perpendicular to the net orientation of the microfibrils
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(Baskin 2005). Another factor that influences cell and tissue
morphogenesis is the distribution of the pectins in cell walls
(Rose 2003; Albersheim et al. 2011; Wolf and Greiner 2012),
which influences intercellular adhesion, cell expansion, and
cell wall porosity, among others (Ridley et al. 2001; Willats
etal. 2001; Rose 2003; Albersheim et al. 2011). Recently, this
pectin dynamics was demonstrated in three gall morphotypes
on the superhost Baccharis reticularia (Formiga et al. 2013).

During the course of the morphogenesis in galls, cell cycles
are dynamic and repetitive, which generates good models for
studies on cell transformations. These models have been
previously addressed in terms of patterns of cell expansion
and their importance in the determination of gall shapes
(Moura et al. 2008; Oliveira and Isaias 2010b; Isaias et al.
2011). Current approach presents the labeling of the
reorientation of cellulose microfibrils and the patterns of cell
elongation during the developmental process of a simple gall
morphotype (sensu Isaias et al. 2013), the leaf-folding gall
induced by Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) on
Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae). This gall system
was previously studied in its ecological aspects, insect biology
(Lara and Fernandes 1994; Araujo et al. 1995; Sperber and
Collevatti 1996; Espirito-Santo and Fernandes 2002; Arduin
etal. 2005), and anatomical development (Arduin et al. 2005),
configuring the best studied host plant-galling insect system in
the Neotropics. Currently, we focus on the alterations in size
and shape and the relative reorientation of the microfibrils to
verify: (1) whether the patterns of microfibrils deposition in
the non-galled tissues are similar to the galled ones, (2) which
roles microfibrils play during tissue changes along gall
development, (3) how the variation in cellular shapes and
sizes in each tissue layer influences the final gall shape, and
finally (4) how the reorientation of cellulose microfibrils is
related to the new structure and functional design defined in
this leaf-folding gall morphotype.

Material and methods

Samples of non-galled leaves of B. dracunculifolia DC
(Asteraceae) and galls induced by B. dracunculifoliae
(Psyllidae) on young, mature, and senescent stages were
collected, from January to June 2012, at Serra do Cip6, Minas
Gerais, Brazil (19°17'57" S/43°35'58" W). Fragments of leaves
and galls (0.5 cm?) were fixed in 4 % Karnovsky in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.2) (O’Brien and McCully 1981),
dehydrated in n-butyl series (Johansen 1940), and embedded
in Paraplast® (Kraus and Arduin 1997). Transverse and
longitudinal sections (10-14 pm) were obtained in a rotatory
microtome (Leica ® BIOCUT 2035), stained with safranin and
Astra blue (2:8) (Bukatsch 1972) modified to 0.5 %, and
mounted on colorless glass varnish Acrilex™ (Paiva et al.
2006). In transverse sections, the median region of both non-
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galled leaves and galls (n =5) at each developmental stage was
measured. Measurements (n=50) were made on images
obtained with a digital camera (Canon A650) coupled to a light
microscope (ZEISS Primo Star) using the AxioVision™
(ZEISS) software (Zeiss 2008). The results were analyzed by
ANOVA followed by Tukey test, using the Graphpad Prism™
5.0 software (Motulsky 1992-2009).

Free hand transverse and longitudinal sections of non-galled
leaves and galls in the three stages of development were stained
with Calcofluor White Stain (stock solution, 0.5 g/1) in distilled
water for 30 min in the dark (Herth and Sghnepf 1980) for
labeling the cellulose microfibrils. The sections were analyzed
and photographed in a fluorescence microscope (Olympus
BX51) coupled to a DP70 camera (Olympus).

Results
Anatomical features

B. dracunculifoliae induces leaf-folding, glabrous, and green
to reddish-brown galls on leaves of B. dracunculifolia
(Fig. 1). Young galls are defined as the initial lateral leaf
folding along the midrib. Mature galls are defined by the
complete marginal rolling with an increase in thickness and
size, whereas the senescent galls are unfolded.

The leaves of B. dracunculifolia (Fig. 2a) have uniseriate
epidermis, isobilateral mesophyll with 23 layers of palisade

Mature gall

78
Senescent gall -»//1/

2 ”
2 4
N N
i \\

Fig. 1 Branch with mature and senescent galls induced by B.
dracunculifoliae on B. dracunculifolia
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Fig. 2 Diagrams, anatomy, and
cellulose microfibril arrangement
of non-galled leaves and young
galls induced by B.
dracunculifoliae on B.
dracunculifolia. a Diagram of a
leaf in transverse section (TS). b
Non-galled leaf anatomy (TS). ¢
Cellulose microfibril arrangement
in non-galled leaf cells. d
Diagram of a young gall (TS). e
Detail of the anatomy of a young
gall wall (TS). f Cellulose
microfibril arrangement in cells of
a young gall. Du duct, IC inner
cortex, OC outer cortex, PP
palisade parenchyma, SP spongy
parenchyma, VB vascular bundle

parenchyma in the abaxial and adaxial positions, 23 layers of
spongy parenchyma, and collateral vascular bundles
associated with secretory ducts toward the abaxial position
(Fig. 2b). The cellulose microfibrils in the epidermal and
parenchymatic cell walls of non-galled leaves are
perpendicular to the longest cell axis in elongated cells
(Fig. 2¢) and randomly arranged in isodiametric cells.

The young galls (Fig. 2d) have uniseriate epidermis in the
inner and outer surfaces, multilayered outer cortex with
secretory ducts, hypertrophied vascular bundles, and 4-5

Fig. 3 Diagrams, anatomy, and
cellulose microfibril arrangement
of mature and senescent galls
induced by B. dracunculifoliae
on B. dracunculifolia. a Diagram
of a mature gall in transverse
section (TS). b Mature gall
anatomy (TS). ¢ Cellulose
microfibril arrangement in cells of
a mature gall. d Diagram of a
senescent gall (TS). e Detail of
the anatomy of a senescent gall
wall. f Cellulose microfibril
arrangement in cells of a
senescent gall. Du duct, /C inner
cortex, OC outer cortex, VB
vascular bundle

layered parenchymatic inner cortex (Fig. 2e). Due to cell
elongation, the cellulose microfibrils are oriented
perpendicularly to the longest cell axis in inner and outer
cortices (Fig. 2f). The number of layers of the epidermis and
outer cortex does not change toward gall maturation (Fig. 3a)
and senescence. The secretory ducts hypertrophy and the cells
of the inner cortex divide up to 89 layers, remaining
parenchymatic (Fig. 3b). The cellulose microfibrils are
oriented perpendicularly to the longest cell axis of the
elongated cells either in the inner or the outer cortex
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(Fig. 3c). In senescent galls (Fig. 3d), cell division results in a
homogeneous cortex (Fig. 3e) accompanied by the
reorientation (randomly) of the microfibrils (Fig. 3f). The
cellulose microfibrils show the same arrangement either in
transverse or longitudinal sections.

Non-galled leaves and gall histometry

The cells of the abaxial epidermis in non-galled tissues are
isodiametric (cell area=403 pm?). During gall development,
they divide anticlinally and elongate periclinally forming the
gall outer epidermis (cell area in mature gall=1,231 um?). The
cells of the abaxial palisade layer are anticlinally elongated
(cell area=213 pm?), and the cells of the spongy parenchyma
are isodiametric (cell area=199 pm?). These two tissue layers
originate the gall outer cortex with hypertrophied and
periclinally elongated or isodiametric cells (cell area in mature
gall=7,016 um?). The cells of the adaxial palisade layer are
anticlinally elongated (cell area=236 pum?) and originate the
inner cortex with hypertrophied and periclinally elongated
cells in young (cell area=452 pum?®) and mature galls (cell
area=1,640 pum?). These cells become isodiametric in
senescent galls (cell area=2,560 um?). The cells of the adaxial
epidermis are isodiametric (cell area=366 pm?) and elongate
periclinally in the inner gall epidermis (cell area in mature
gall=750 pum?). The cell area decreases in the abaxial and
adaxial epidermis and outer cortex but increases in the inner
cortex in the senescent gall.

Tissue redifferentiation vs. tissue histometry

The non-galled leaf tissues redifferentiate into neoformed gall
tissues, with significant modifications in cell area. The main
alterations responsible for gall shape determination are general
tissue hyperplasia and the great hypertrophy of the cells of the
abaxial epidermis, abaxial palisade parenchyma layer, and
spongy parenchyma. The hyperplasia of the abaxial leaf
epidermis results in a 50 % reduction in cell area in young
galls. During gall maturation, this tissue layer elongates
periclinally and becomes 3-fold larger when compared to
non-galled leaf epidermis (Fig. 4a, b). The gall cortex has a
mixed origin. The outer layers come either from the abaxial
palisade layers or from the spongy parenchyma. Its cells are
anticlinally elongated or isodiametric, 33-fold larger in mature
galls than in their precursor non-galled leaf cells (Fig. 4c, d).
The secretory ducts hypertrophy (45-fold larger in mature
galls) and anticlinally elongate in the galls (Fig. 4e, f). The
gall inner cortex originates from the adaxial palisade
parenchyma and has periclinally elongated cells, 2-fold larger
in young galls and 7-fold larger in mature galls, when compared
to their correspondent non-galled leaf cells. The cells of the gall
inner cortex are isodiametric and 11-fold larger in senescent
galls (Fig. 4g, h), when the gall opens. The adaxial leaf
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epidermis, whose cells are originally isodiametric in non-
galled leaves, originates the 2-fold larger (mature galls) and
periclinally elongated cells of the inner epidermis (Fig. 4i, j).

Discussion

The process of gall induction by Baccharopelma
dracunculifoliae on the leaves of B. dracunculifolia
completely alters the fates of its host leaf tissues. The
microfibril orientation in gall tissues accompanies the new
patterns of cell expansion and elongation. The epidermal cells
elongate periclinally as a consequence of the reorientation of
the microfibrils, which are perpendicular to the longest cell
axis in gall cortex. Together with these new patterns, new cell
sizes, the establishment of the inner and outer cortices, and the
hypertrophy of the ducts determine the final gall shape.

The reorganization of tissues during gall development
occurs due to tissue hyperplasia and cell hypertrophy,
especially observed in the 35-fold larger cortical cell layers
of the leaf-folding gall of B. dracunculifolia. These two
processes are common in arthropod-induced galls (Souza
et al. 2000; Oliveira et al. 2006; Moura et al. 2008, 2009;
Alvarez et al. 2009; Raman 2011; Oliveira and Isaias 2010b;
Isaias et al. 2011), which indicates a pattern of cell responses
to such biotic stimuli. During the development of the gall on
B. dracunculifolia, hyperplasia and hypertrophy are equally
evidenced in the young stage, while the great hypertrophy
predominates at maturation. While on non-galled organs, cell
hypertrophy follows cell divisions (Obroucheva 2008), our
results demonstrate that both cell division and expansion
contribute to the determination of gall structure, similarly to
the assumption of Meijer and Murray (2001). In addition to
hyperplasia and hypertrophy, changes in cell elongation were
observed in the cells of epidermis and cortex. Cytometric data
clearly show that the patterns of cell expansion and elongation
are modified during gall development, mainly in the inner
cortex, and are determinant for the new shape assumed by
the gall. These new cell developmental patterns are directly
linked to the reorientation of cellulose microfibrils redirected
by the microtubule cytoskeleton, as described by Baskin
(2001) and Wasteneys (2004).

Microfibril orientation influences the isotropic or
anisotropic patterns of cell expansion. Anisotropic cell
expansion requires cellulose synthesis enough to achieve
parallel microfibril ordering and microtubules aligning in the
same direction as nascent microfibrils, (Wasteneys 2004)
especially in rapidly elongating cells (Sugimoto et al. 2000).
These redirections of microfibrils should occur in short
periods of time since fast cell hypertrophy has been observed
in several gall systems (Kraus et al. 1996; Isaias 1998; Souza
et al. 2000; Oliveira et al. 2006; Moura et al. 2008, 2009;
Oliveira and Isaias 2010b; Isaias et al. 2011). The alterations
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in the patterns of microfibrils deposition in cells of B.
dracunculifolia elegantly indicate the formation of relatively
short microfibrils, which directs the isodiametric expansion of
cortical cells observed in the non-galled tissues and in
senescent galls. Our results also demonstrated the anisotropic
perpendicular organization of the elongated ones. This
behavior corroborates Baskin’s (2005) proposal that the
direction of maximal expansion rate is generally perpendicular
to the net orientation among microfibrils. This net
reorientation requires the acidification of cell walls and the
loosening of the cellulose microfibrils, which allow cell
growth and the increase of reactive oxygen species (ROS) in
the cell walls (Del Rio and Puppo 2009; Swanson and Gilroy

2010). This proposal was reinforced by the histochemical
detection of ROS in chlorophyllous parenchyma of gall
cortices and in tissue layers next to the larval chamber
(Oliveira et al. 2010, 2011a, b; Isaias et al. 2011).

The stimuli of B. dracunculifoliae within the host tissues
of B. dracunculifolia result in the folding of the host leaf and
the development of a morphologically simple gall
morphotype. The distinct tissue layers are product of cell
redifferentiation, with the reorientation of microfibrils in
expected patterns either for isodiametric or axially elongated
cells. We can conclude that the folding of the host leaves on B.
dracunculifolia was defined mainly by the periclinal
elongation of cells in all tissue layers from induction to
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maturation and by the hypertrophy of the cells of the outer
cortex and of the outer epidermis. The differentially expanded
cells in each tissue layer together with the low number of cell
layers in the inner cortex were determinant for the final shape
of the gall.

The current investigation demonstrates the role of
cellulose microfibril reorientation for gall development. As
many factors, other than this reorientation, can act on gall
development, it should be interesting to check the possible
relationship of the new cell elongation patterns with the
pectic composition of the cell walls. The dynamics of pectin
in the cell wall has been proved to influence cell expansion
(Willats et al. 2001). More, specifically, arabinans and
galactans influence the rigidity of cell wall (Jones et al.
1997) and should be associated to the mechanical properties
of cell wall for expansion (McCartney et al. 2000;
McCartney and Knox 2002) as well as on its elasticity
(McCartney et al. 2003). Nevertheless, Wolf and Greiner
(2012) proposed that the variation of methyl esterification
in homogalacturonans is associated to reduced cell wall
extensibility and cessation of growth. Gall development,
due to its repetitive and determined patterns, has been proved
to be elegant models for helping in the elucidation of the
dynamics of pectin domains in the mechanisms of cell
growth and expansion (Formiga et al. 2013).

Acknowledgments The authors thank the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico—CNPq (303352/2010-8,
307488/2009-8), Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superio—CAPES, and the Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Minas Gerais—FAPEMIG (APQ-04105-10; APQ-01801-09) for
scholarships and financial support

Conflict of interest The authors declare no conflicts of interest in this
manuscript.

References

Albersheim P, Darvill A, Roberts K, Sederoff R, Stachelin A (2011) Plant
cell walls. Garland Science, Taylor and Francis Group, New York

Alvarez R, Encina A, Pérez Hidalgo N (2009) Histological aspects of
three Pistacia terebinthus galls induced by three different aphids:
Paracletus cimiciformis, Forda marginata and Forda formicaria.
Plant Sci 176:303-314

Aratjo AM, Fernandes GW, Bede LC (1995) Influéncia do Sexo e
Fenologia de Baccharis dracunculifolia D.C. (Asteraceae) Sobre
Insetos Herbivoros. Rev Bras Entomol 39:347-353

Arduin M, Fernandes GW, Kraus JE (2005) Morphogenesis of gall
induced by Baccharopelma dracunculifoliae (Hemiptera:
Psyllidae) on Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) leaves. Braz
J Biol 65:559-571

Baskin TI (2001) On the alignment of cellulose microfibrils by cortical
microtubules: a review and a model. Protoplasma 215:150-171

Baskin TI (2005) Anisotropic expansion of the plant cell wall. Annu Rev
Cell Dev Biol 21:203-222

@ Springer

Bukatsch F (1972) Bermerkungen zur Doppelfirbung Astrablau-
Safranin. Mikrokosmos 61:255

Cosgrove DJ (1998) Cell wall loosening by expansins. Plant Physiol 118:
333-339

Cosgrove DJ (1999) Enzymes and other agents that enhance cell wall
extensibility. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 50:391-417

Del Rio LA, Puppo A (2009) Reactive oxygen species in plant signaling.
Springer, Berlin

Espirito-Santo MM, Fernandes GW (2002) Host plant effects on the
development and survivorship of the galling insect Neopelma
baccharidis (Homoptera: Psyllidae). Aust Ecol 27:249-257

Formiga AT, Oliveira DC, Ferreira BG, Magalhdes TA, Castro AC,
Fernandes GW, Isaias RMS (2013) The role of pectic composition
of cell walls in the determination of the new shape-functional design
in galls of Baccharis reticularia (Asteraceae). Protoplasma 250:
899-908

Herth W, Sghnepf E (1980) The fluorochrome, Calcofluor White, binds
oriented to structural polysaccharide fibrils. Protoplasma 105:129-133

Isaias RMS (1998) Galhas entomdgenas em Machaerium (Leguminosae-
Papilionoidae): anatomia e histoquimica. PhD thesis. Departament
of Botany, Universidade de Sao Paulo

Isaias RMS, Oliveira DC, Carneiro RGS (2011) Role of Euphalerus
ostreoides (Hemiptera: Psylloidea) in manipulating leaflet ontogenesis
of Lonchocarpus muehlbergianus (Fabaceae). Botany 89:581-592

Isaias RMS, Carneiro RGS, Oliveira DC, Santos JC (2013) Annotated
and illustrated checklist of Brazilian gall morphotypes. Neotrop
Entomol 42:230-239

Johansen DA (1940) Plant microtechnique. McGraw-Hill Book, New York

Jones L, Seymour GB, Knox JP (1997) Localization of pectic galactan in
tomato cell walls using a monoclonal antibody specific to (1 — 4) 3-
D-galactan. Plant Physiol 113:1405-1412

Kraus JE, Sugiura HC, Cutupri S (1996) Morfologia e ontogenia em
galhas entomégenas de Guarea macrophylla subsp. tuberculata
(Meliaceae). Fitopatol Bras 21:349-356

Kraus JE, Arduin M (1997) Manual basico de métodos em morfologia
vegetal. EDUR, Seropédica

Lara ACF, Fernandes GW (1994) Distribuigdo de Galhas de Neopelma
baccharidis (Homoptera: Psyllidae) em Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae). Rev Bras Biol 54:661-668

Lev-Yadun S (2003) Stem cells plants are differentiated too. Curr Top
Plant Biol 4:93-100

Mani MS (1964) Ecology of plant galls. Dr. W. Junk Publish, The Hague

McCartney L, Knox JP (2002) Regulation of pectic polysaccharide
domains in relation to cell development and cell properties in the
pea testa. J Exp Bot 53:707-713

McCartney L, Ormerod AP, Gidley MJ, Knox JP (2000) Temporal and
spatial regulation of pectic (1-4)-D-galactan in cell walls of
developing pea cotyledons implications for mechanical properties.
Plant J 22:105-113

McCartney L, Steele-King CG, Jordan E, Knox JP (2003) Cell wall
pectin (1-4)-D-galactan marks the acceleration of cell elongation in
the Arabidopsis seedling root meristem. Plant J 33:447-454

Meijer M, Murray JAH (2001) Cell cycle controls and the development
of plant form. Curr Opin Plant Biol 4:44-49

Meyer J, Maresquelle HJ (1983) Anatomie des galles. Gebriider
Borntraeger, Berlin

Motulsky H (1992-2009) Analyzing data with Graph Pad Prism software.
San Diego, California, USA, GraphPad Software Inc.

Moura MZD, Soares GLG, Isaias RMS (2008) Species-specific changes
in tissue morphogenesis induced by two arthropod leaf gallers in
Lantana camara L. (Verbenaceae). Aust J Bot 56:153—-160

Moura MZD, Soares GLG, Isaias RMS (2009) Ontogénese da folha e das
galhas induzidas por Aceria lantanae Cook (Acarina: Eriophyidae)
em Lantana camara L. (Verbenaceae). Rev Bras Bot 32:271-282

O’Brien TP, McCully ME (1981) The study of plant structure principles
and selected methods. Termarcarphi Pty, Melbourne

20


Administrador
Texto digitado
20


Patterns of cell elongation in galls on leaves of Baccharis dracunculifolia

753

Obroucheva NV (2008) Cell elongation as an inseparable component of
growth in terrestrial plants. Russ J Develop Biol 39:13-24

Oliveira DC, Christiano JCS, Soares GLG, Isaias RMS (2006) Reagdes
de defesas quimicas e estruturais de Lonchocarpus muehlbergianus
Hassl. (Fabaceae) a agdo do galhador Euphalerus ostreoides Crawf.
(Hemiptera: Psyllidae). Rev Bras Bot 29:657-667

Oliveira DC, Isaias RMS (2010a) Cytological and histochemical
gradients induced by a sucking insect in galls of Aspidosperma
australe Arg. Muell (Apocynaceae). Plant Sci 178:350-358

Oliveira DC, Isaias RMS (2010b) Redifferentiation of leaflet tissues
during midrib gall development in Copaifera langsdorffii
(Fabaceae). S Afr J Bot 76:239-248

Oliveira DC, Magalhdes TA, Carneiro RGS, Alvim MN, Isaias RMS
(2010) Do Cecidomyiidae galls of Aspidosperma spruceanum
(Apocynaceae) fit the pre-established cytological and histochemical
patterns? Protoplasma 242:81-93

Oliveira DC, Carneiro RGS, Magalhdes TA, Isaias RMS (2011a)
Cytological and histochemical gradients on two Copaifera
langsdorffii Desf. (Fabaceae)—Cecidomyiidae gall systems.
Protoplasma 248:829-837

Oliveira DC, Moreira ASFP, Magalhaes TA, Lemos-Filho JP (2011b) Is
the oxidative stress caused by Aspidosperma spp. galls capable of
altering leaf photosynthesis? Plant Sci 180:489—495

Paiva JGA, Fank-de-Carvalho SM, Magalhdes MP, Graciano-Ribeiro D
(2006) Verniz vitral incolor 500®: uma alternativa de meio de
montagem economicamente viavel. Acta Bot Bras 20:257-264

Raman A (2011) Morphogenesis of insect-induced plant galls: facts and
questions. Flora 206:517-533

Ridley B, O’Neil MA, Mohnen D (2001) Pectins: structure, biosynthesis,
and oligogalacturonide-related signaling. Phytochemistry 57:929-967

Rohfritsch O (1992) Patterns in gall development. In: Shorthouse JD,
Rohfritsch O (eds) Biology of Insect-Induced Galls. Oxford
University, Oxford, pp 60—86

Rose JC (2003) The plant cell wall. Blackwell, Garsington Road, Oxford

Souza SCPM, Kraus JE, Isaias RMS, Neves LJ (2000) Anatomical and
ultrastructural aspects of leaf galls in Ficus microcarpa LF
(Moraceae) induced by Gynaikothrips ficorum Marchal
(Thysanoptera). Acta Bot Bras 14:57-69

Sperber CZ, Collevatti RG (1996) The gall maker Neopelma baccharidis
Burck. (Homoptera: Psyllidae) on Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae): success and parasitoidism density dependence. An
Soc Entomol Bras 25:59-63

Sugimoto K, Williamson RE, Wasteneys GO (2000) New techniques
enable comparative analysis of microtubule orientation, wall texture,
and growth rate in intact roots of Arabidopsis. Plant Physiol 124:
1493-1506

Swanson S, Gilroy S (2010) ROS in plant development. Physiol Plant
138:384-392

Wasteneys GO (2004) Progress in understanding the role of microtubules
in plant cells. Curr Opin Plant Biol 7:651-660

Willats WGT, Mccartney L, Mackie L, Knox P (2001) Pectin: cell biology
and prospects for functional analysis. Plant Mol Biol 47:9-27

Wolf S, Greiner S (2012) Growth control by cell wall pectins.
Protoplasma 249:169-175

Zeiss C (2008) Carl Zeiss Imaging Systems — 32 Software Release 4.7.2.
USA. Carl Zeiss Microlmaging Inc

@ Springer

21


Administrador
Texto digitado
21


CAPITULO 11

Are the sites of reactive oxygen species production and programmed
cell death related during the development
of Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) gall

on Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)?

Manuscrito submetido (Magalh&es et al. Botany)



Botany

Botany

Canadian i
Science Publishing Botanlque

MAC Research Preas jourmals | Publishing Senvicas

Are the sites of reactive oxygen species production and
programmed cell death related during the development of
Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) gall on
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)?

Journal:

Botany

Manuscript ID:

cjb-2014-0130

Manuscript Type:

Article

Date Submitted by the Author:

30-Jun-2014

Complete List of Authors:

Magalhdes, Thiago; Federal University of Minas Gerais, Botany
Oliveira, Denis; Federal University of Uberlandia, Institute of Biology
Ferreira, Bruno; Universidade Federal de Minas Gerais, Botanica
DaMata, Jarina; Federal University of Uberldndia, Institute of Biology
Horta, Maria de Fatima; Federal University of Uberlandia, Institute of
Biology

Isaias, Rosy; Universidade Federal de Minas Gerais, Botanica

Keyword:

Cell redifferentiation, cell wall responses, cytology, PCD, TUNEL

ONE

http://mc06.manuscriptcentral.com/botany-pubs

23


Administrador
Texto digitado
23


Page 1 of 24 Botany

Are the sites of reactive oxygen species production and programmed cell death related
during the development of Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) gall on Baccharis

dracunculifolia (Asteraceae)?

©CoO~NOUTA,WNPE

12 Thiago Alves Magalhﬁesl, Denis Coelho de Oliveira®, Bruno Garcia Ferreira', Jarina Pena

14 DaMata®, Maria de F4tima Martins Horta’, Rosy Mary dos Santos Isaias'"

'Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Instituto de Ciéncias Biologicas,
21 Departamento de Botanica, Av. Antonio Carlos 6627, caixa postal 486, Pampulha, 31270-

23 901, Belo Horizonte, MG, Brasil.

26 *Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Instituto de Biologia (INBIO), Campus

28 Umuarama, 38400-902, P.O. Box: 593, Uberlandia, MG, Brasil.

31 *Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Bioquimica e Imunologia, Av. Antdnio Carlos 6627, caixa postal 486,

36 Pampulha, 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil.

41 * Author for correspondence: Rosy Mary dos Santos Isaias (rosy@icb.ufmg.br). Phone:
43 +553134092687. Fax: +553134092671. Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Departamento de Botanica. Av. Antonio Carlos 6627, caixa postal 486,

48 Pampulha, 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazil.

http://mc06.manuscriptcentral.com/botany-pubs 24


Administrador
Texto digitado
24


©CoO~NOUTA,WNPE

Botany

Abstract

Galls develop under the process of cell redifferentiation, in which neither new cellular nor
metabolic processes are distinct from those occurring on the normal pathways of the host
plant morphogenesis. Common events to normal morphogenesis such as generation of
Reactive Oxygen Species (ROS) and Programmed Cell Death (PCD) may occur in similar or
distinct sites and are determinant from induction until gall senescence. Current research deals
with Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceac) — Baccharopelma dracunculifoliae
(Psyllidae) system to check if the accumulation of ROS and events of PCD are concomitant or
consecutive during gall development, especially in mature and senescent gall tissues. The
hypothesis herein proposed is rejected for PCD and ROS did not strictly accumulate in similar
sites of gall tissues. The PCD is not crucial for gall development but it is a consequence of the
end of cell cycles during gall senescence. Due to the death of the companion cells and the
collapse of the sieve tube eclements, the nutrition of the gall tissues ceases, and, as a
consequence, the chloroplasts, the membrane systems, and the cell walls also enter

SE€Nescence process.

Keywords: Cell redifferentiation, cell wall responses, cytology, PCD, TUNEL
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Introduction

Galling herbivores alter the morphogenetic patterns of the host plant organ (Mani
1964, Meyer and Maresquelle 1983, Rohfritsch and Anthony 1992, Oliveira and Isaias 2010a)
in a process of cell redifferentiation (sensu Lev-Yadun 2003, Oliveira and Isaias 2010a,
Vecchi et al. 2013). The redifferentiated cells and tissues have functions and characteristics
distinct from those of the non-galled organs (Oliveira and Isaias 2010b), which reinforce the
assumption that galls are true organs attached to the original host plant organ (Shorthouse et
al. 2005, Ferreira and Isaias 2014). Among the most common processes involved in the gall
formation, the cell hypertrophy and the tissue hyperplasia can be highlighted (Kraus et al.
1996, Isaias 1998, Souza et al. 2000, Oliveira et al. 2006, Oliveira and Isaias 2009, 2010a,

Magalhaes et al. 2014), but no new metabolic or cytological processes occur (Vecchi et al.

2013). Nevertheless, recurrent events such as Programmed Cell Death (PCD) in specific sites
within gall tissues may occur. These PCD sites are crucial to sculpt the gall shape, by
eliminating some cells, avoiding the hypersensitive responses (HR), and improving the health
and quality of the remaining cells (Breusegem and Dat 2006). These authors presented a
review on the events of ROS homeostasis and cell death in plants, highlighting the importance
of ROS signaling during plant PCD. However, the relation between PCD and ROS production
during gall development is yet to be addressed.

One of the causes of cell death may be the overproduction of reactive oxygen species
(ROS) (Doke et al. 1996), as a possible plant response to pathogen attack or to mechanical
injuries (Doke et al. 1996, Maffei et al. 2007, Bolwell and Daudi 2009, Torres 2010). In galls,
ROS have been already histochemically detected by Oliveira and Isaias (2010b), Oliveira et
al. (2010, 2011a), and Isaias et al. (2011). These authors indicated that ROS can trigger gall

induction and development, and not simply induce cell death. PCD can be detected by
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ultrastructural features such as the formation of large autophagic vacuoles containing the
organelles and chromatin condensation (Van Doorn et al. 2011). The cytological responses
can also include DNA fragmentation detected by The DeadEnd™ Fluorometric TUNEL assay
(Promega, DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System, Madison, WI, USA), and the presence
of arabinogalactan proteins (AGPs) in cell walls (Gao and Showalter 1999, Mastroberti and
Mariath 2008). The histochemical detection of the precise sites of ROS accumulation
associated with the sites of fragmented DNA may elucidate the functionality and regulation of
the PCD during insect-plant interactions. These associated analyses in gall tissues may set
light on the comprehension of defensive mechanisms of plants, the establishment of the gall
inducing organisms within plant tissues, and the steps of gall development, which are herein
addressed in Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidade) — Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae) system. This is one of the best studied host plant-galling herbivore systems of
the Neotropical region, contemplating structural (Arduin et al. 2005, Magalhées et al. 2014),
immunocytochemical (Oliveira et al 2014), and ecological studies (Lara and Fernandes 1994,
Aragjo et al. 1995, Sperber and Collevatti 1996, Espirito-Santo and Fernandes 2002).

The sites of accumulation of ROS are supposedly linked to the sites of PCD in this
gall, and should be crucial for the sculpturing of the kidney-shaped gall morphotype. To
validate this proposal, (i) the histochemical detection of sites of ROS accumulation, and (ii)
the detection of PCD by the TUNEL assay in non-galled and galled tissues were performed.

The evaluation of cytological alterations during gall formation complements these analyses.

Material and Methods
Sampling and gall characterization
Samples of non-galled leaves (NGL) of Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) (n >

15) and galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) in distinct

http://mc06.manuscriptcentral.com/botany-pubs

Page 4 of 24

27


Administrador
Texto digitado
27


Page 5 of 24

©CoO~NOUTA,WNPE

Botany

developmental stages (n > 15) were collected at Serra do Cipd, between the kilometer 110-
112 of the MG 10 highway (19° 17'57 "S / 43 © 35'58" W), Minas Gerais state, Brazil.

The galls were separated in young, mature and senescent stages (Magalhaes et al.
2014). Young galls (YG) are discrete leaf intumescences, folded along the midrib and open
along the leaf margins, with one or few individuals of B. dracunculifoliae inside the chamber.
In mature galls (MG), the leaf margins touch each other. Senescent galls (SG) are empty and

totally open by the separation of the leaf margins.

Histochemical detection of Reactive Oxygen Species (ROS)

Hand-made sections of fresh material (NGL, YG, MG and SG) (n = 5) were incubated
in 0.5% 3,3'diaminobenzidine (DAB - Sigma®), according to manufacturer instructions and
kept in the dark (Rosseti and Bonatti 2001). The intensity of the reaction was examined every

15 minutes in a light microscope.

Evaluation of Programmed Cell Death (PCD)

The kit used for the TUNEL assay (Promega, DeadEnd™ Fluorometric TUNEL
System, Madison, WI, USA) detects nuclear DNA fragmentation. The protocol for in situ
labeling of PCD was performed according to the manufacturer with some alterations, herein
indicated. NGL, YG, MG and SG (n = 5) were fixed in 2.5% glutaraldehyde and 4.5%
formaldehyde in phosphate buffer (0.1 M; pH 7.2) (Karnovsky 1965), embedded in
Paraplast”, sectioned in a rotary microtome, deparafinized, post-fixed in 4% formalin, rinsed
with PBS buffer, and permeate with Proteinase K (2 pg/ml) for 15 minutes at 37°C. The
slides were incubated with Equilibration Buffer [potassium cacolidate (200 mM, pH 6.6),
Tris-HCl (25mM, pH 6.6), DTT (0.2mM), BSA (0,25 mg/ml) and cobalt chloride (2.5mM)]

for 10 minutes, then moved to a solution containing rTdT Enzyme and dUTP conjugated with
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FITC (nucleotide mix) at 37°C in a dark moist chamber, in a CO, incubator, for 1 hour. The
reaction was stopped by incubating the slides in 2X SSC for 15 minutes, followed by PBS
washing. The sections were then counterstained with propidium iodide (PI), and washed with
deionized water to remove unincorporated PI. The plates were sealed and immediately
analyzed in a fluorescence microscope (Olympus BXS51) coupled to a DP 70 camera

(Olympus).

Cytological analyses

Samples of NGL, YG, MG and SG (n = 5) were fixed in the solution of Karnovsky
(1965) for 24h, post-fixed in osmium tetroxide (1%) in 0.1M phosphate buffer for 2h.
(O’Brien and McCully 1981), dehydrated in ethanol series (Johansen 1940), and embedded in
Spurr® (Spurr 1969). The material was sectioned in a Reichert-Jung ultramicrotome -
Ultracut, contrasted in uranyl acetate and lead citrate (Reynolds 1963), and analyzed on a

Transmission Electron Microscope (Zeiss EM 109).

Results
General features of the galls

Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae) induces kidney-shaped galls (sensu Isaias
et al. 2013) on leaves of Baccharis dracunculifolia (Asteraceae). These galls are green,
glabrous and completely closed at maturity; they reach up to 14-16mm in length, and usually

occur in the sub-apical portion of the host stem (Fig. 1).

Detection of Reactive Oxygen Species (ROS)

The accumulation of ROS is histochemically detected throughout the mesophyll of

NGL, with greater intensity in the palisade parenchyma (PP) (Fig. 2a). In the vascular bundles
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of the leaf, there is accumulation of ROS in both xylem and phloem (Fig. 2b). In all stages of
the gall development, the higher intensity of histochemical reactions for ROS is observed in
the cells of the outer cortex, adjacent to the outer epidermis (Fig. 2¢), inner cortex next to the
larval chamber (Fig. 2c-d), and more intense inxylem and weakly in phloem (Fig. 2e). The
senescent galls show the same patterns than the mature galls (Fig. 2f). The dark brown
histochemical detection of ROS accumulation in the galls is more intense in the cell walls of
the tissues layers adjacent of the nymphal chamber (Fig. 2¢, f) when compared to the non-

galled tissues.

Detection of Programmed Cell Death (PCD)

The TUNEL assay allows the visualization of DNA single-strand breaks, where dUTP
conjugated with fluorescein is incorporated in these fragmentation regions. To visualize all
nuclei, with or without DNA fragmentation, the cells are counterstained with propidium
iodide.

In the mesophyll of NGL, the nuclei integrity is maintained, i.e., the green
fluorescence characteristic of the fragmented DNA when subjected to the TUNEL assay was
not detected (Fig. 3a-b). There is no sign of PCD in the transition from YG to MG (Fig. 3c-d),
but in the transition from MG to SG, TUNEL-positive apoptotic nuclei are detected
exclusively in phloem region (Fig. 3e-f), and spread all over gall tissues by the time of

senescence.

Cytological features
The NGL has a typical chlorophyllous parenchyma, with chloroplasts close to the cell
walls, mitochondria, large nuclei with non-condensed chromatin, and large electron dense

oleossomes (Fig. 4a). The cell walls and middle lamellae are intact and some chloroplasts
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have starch grains. Electron-dense corpuscles may occur either free in the cytoplasm or
associated to chloroplasts (Fig. 4b). The stroma lamellae predominate over the granal lamellae
in the chloroplasts (Fig. 4¢).

The parenchymatic cells of the YG have chloroplasts with plastoglobules associated to
the thylakoids, and many mitochondria (Fig. 4d). These cells have larger vacuoles when
compared to the cells of the NGL (Fig. 4e); the cell walls have lost their integrity and/or have
their matrix composition altered, and the middle lamella is thicker than in the NGL (Fig. 4d-
e). The nucleus is large with conspicuous nucleoli and the tissues are hyperplasic (Fig. 4f). In
MG, the major alterations are observed. The cells and vacuoles are hypertrophied (Fig. 5a),
the chloroplasts have granal and stromal lamellae with disorganized thylakoid, associated
starch grains (Fig. 5b), and many plastoglobules associated to disorganized thylakoid
membranes (Fig. 5¢). The cell walls are thin (Fig. 5d), polylamellated, and have symptoms of
degradation in some parenchymatic cells. In SG, the degradation of the membrane systems
and organelles (Fig. 5 e-f), the collapse and increase in the sinuosity of the cell walls (Fig. 5

g-h), as well as the detachment of the plasma membrane (Fig. 5h) are observed.

Discussion

The anatomical structure of the kidney-shaped galls induced by B. dracunculifoliae on
B. dracunculifolia is simple, and was divided into four stages of development by Arduin et al.
(2005). The stages of folding, swelling, dehiscence and senescence previously proposed are
herein considered as young (YG), mature (MG), and senescent galls (SG), regrouping the
dehiscence and senescence (Magalhaes et al. 2014). From the cytological point of view, there
are differences between these three phases, especially in the chloroplasts and cell wall

structure.
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Cytological consequences of the accumulation of ROS

The phloem cells are under the impact of the feeding apparatus of Baccharopelma
dracunculifoliae, which may be the cause of the oxidative stress as well as other cytological,
histochemical, and physiological alterations observed during gall development, and widely
reported in literature (Bayer 1992, Schonrogge et al. 2000, Oliveira et al. 2006, Oliveira and
Isaias 2010, Oliveira et al. 2011b). The loss of the integrity of the cell walls is a cytological
symptom of this oxidative stress evidenced by the histochemical detection of ROS
accumulation.

In galls induced by some sucking insects, Euphalerus ostreoides on Lonchocarpus
muhelbergianus (Isaias et al. 2011), and Pseudophacopteron sp. on Aspidosperma australe
(Oliveira and Isaias 2010b) for instance, the cytological features of the cells around the larval
chamber are very similar to those described by Bronner (1992) for the nutritive tissues of
galls induced by Cecidomyiidae. The formation of the cytological and histochemical gradients
in cells around the larval chamber is said to be triggered by the local high oxidative stress
(Oliveira and Isaias 2010b). In galls induced by B. dracunculifoliae on B. dracunculifolia,
ROS accumulation was particularly observed in the cell walls next to the nymphal chamber,
in the xylem, and in the cell layers of the outer cortex next to epidermis. The increase of ROS
accumulation in the cell walls may cause the loosening of the cellulose microfibrils, which
allows cell growth (Del Rio and Puppo 2009, Swanson and Gilroy 2010). The cascade of
symptoms of oxidative stress continues with the cellulose microfibril reorientation observed
by Magalhaes et al. (2014) in the same gall morphotype. The loosening and reorientation of
cellulose microfibrils allows cell growth, the hypertrophy on the cells of the outer cortex, and
the periclinal elongation of the cells of the inner cortex. The differential expansion of cells in

each gall tissue determines the kidney-shaped gall structure.
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The ROS production due to the photosynthetic and respiratory activities in the
chlorophyllous parenchyma of NGL reflects the intrinsic metabolism of the host plant (Del
Rio and Puppo 2009, Heldt and Piechulla 2011). As well, in the cells of the gall inner cortex,
the higher accumulation of ROS has also been associated to the metabolism and structure of
the gall (Oliveira and Isaias 2010b, Oliveira et al. 2010, 2011a). The most conspicuous
cytological responses in the kidney-shaped gall of B. dracunculifolia occur during the
maturation stage which corresponds to the major trophic phase of the galling insect and
consequently to the higher metabolism of the gall (Rohfritsch 1992).

The oxidative stress affects not only the cell wall, but also chloroplast structure
observed mainly by the formation of plastoglobules in YG and MG. Zentgraf (2007)
considered the formation of these corpuscles as a symptom of legitimate cytological stresses,.
Oliveira et al. (2011b) was the first to associate the high oxidative stress with the formation of
plastoglobules in plastids in the cells of galls. The degradation of the plasmalemma and of the
membrane systems of the thylakoids should lead to cell death, with the interruption of gall
development. The formation of the plastoglobules imbalances these negative effects of the
oxidative burst for their antioxidant contents are involved in the regeneration of the thylakoid
membrane system (Lichtenthaler 1968, Hopkins et al. 2007), on top of eliminating ROS in the
chloroplasts (Asada 2006, Moller et al. 2007). The cytological responses of B. dracunculifolia
to B. dracunculifoliae seem to follow a pattern for insect galls, and corroborate the previous

observation on other Neotropical galls (Oliveira et al. 2010, 2011a).

The TUNEL - reactive sites and the functionality of gall tissues
PCD is an intrinsic cell response to plant metabolism which occurs during the

formation of various organs (Heldt and Piechulla 2011, Fahn 1990). One of the main
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characteristics of PCD is DNA fragmentation, which was detected by TUNEL in the cells of
the phloem of the kidney-shaped gall during the transition from maturation to senescence.

The site and time of PCD occurrence in this gall coincides with the end of the feeding
activity of B. dracunculifoliae. The TUNEL-positive nuclei restrict to the phloem evidence
the death of the companion cells and the consequent collapse of the sieve tubes. The
association of companion cells and sieve tubes is namely vital for phloem functionality (Esau
1939), and protein contents, as studied by Fukuda et al. (2005) for rice plants. With no
nucleus, the transport of proteins in the companion cells-sieve elements system fails, the
proteins inside the sieve elements degrade, and the whole phloem transport at gall site ceases.
In YG and MG, arabinogalactan proteins (AGPs) were detected in the phloem of the galls of
B. dracunculifolia (Oliveira et al. 2014); which is another evidence of the avoidance of PCD
as proposed by Gao and Showalter (1999), and Mastroberti and Mariath (2008). Formiga et
al. (2013) immunocytochemically detected the AGPs exclusively in the cell walls of the
secretory ducts of a similar kidney-shaped gall morphotype induced on Baccharis reticularia,
and associated the AGPs location to the prevention of PCD, as well. The absence of AGPs in
the SG of B. dracunculifolia (Oliveira et al. 2014) strongly indicates the changing in
cytological conditions, which permits PCD events to occur, and reinforces the role of AGPs
in galls. Current analyses indicate that the time of cell death coincides with the end of the gall
cycle, also configuring that it is neither a cause of cell and tissue reorganization, nor a crucial

event for gall development, but a consequence of the gall developmental cycle.

Conclusion
Current analysis did not co-localize the sites of ROS accumulation and of PCD events.
DNA fragmentation was strictly related to the feeding sites of the insect in mature-senescent

gall transition. The accumulation of ROS was related to the photosynthetic metabolism in the
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outer cortex, and to the stress generated by the insect in the cell layers next to the nymphal
chamber.

The hypothesis herein proposed is rejected for the events of PCD and ROS did not
strictly accumulate in similar sites along the four stages of development of the kidney-shaped
gall of B. dracunculifoliae. In terms of cell biology, these two events are crucial for the
establishment of the structure, but independent during cell cycles. The absence of PCD in
young and mature galls demonstrates that one of the cell responses to the feeding activity of
Baccharopelma dracunculifoliae is the blockage of PCD during gall establishment to avoid
hypersensitive responses. In Baccharis dracunculifolia — Baccharopelma dracunculifoliae
system, the detection of PCD in the transition from maturation to senescence coincides with
the end of the feeding activity of the insect. Due to the death of the companion cells and to the
collapse of the sieve tubes, the nutrition of overall tissues terminates. As the gall ends its

cycle, chloroplasts, membrane systems, and cell walls also enters senescence processes.
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Figure legends

Figure 1. Stem branch of Baccharis dracunculifolia (Asteraceac) with galls induced by
Baccharopelma dracunculifoliae (Psyllidae). Arrow = mature galls.

Figure 2. Histochemical test for reactive oxygen species (ROS) demonstrated with 3-
3'diaminobenzidine (DAB) in non-galled leaves of Baccharis dracunculifolia and galls
induced by Baccharopelma dracunculifoliae. a-b — Non-galled leaf. a - accumulation of ROS
in the palisade parenchyma (PP). b - detail of the vascular bundle, with accumulation of ROS
in the phloem (PH) and xylem (XY) c-e - Mature gall. ¢ - ROS is observed in the outer
cortex (OC), next to the outer epidermis, in the inner cortex (IC) next to the larval chamber
and in the vascular bundles. d - detail of the inner cortex, with accumulation of ROS in the
plastids. e — detail of the vascular bundle, with accumulation of ROS in the xylem (XY). f —
Senescent gall. IC — inner cortex, OC — outer cortex, SP — spongy parenchyma.

Figure 3. TUNEL assay for evaluation of programmed cell death (PCD) on non-galled leaves
(NGL) of Baccharis dracunculifolia and galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae.
Red nuclei are not apoptotic. a, b — Non-galled leaf have non-apoptotic nuclei. ¢, d -
Transition from young to mature gall with non-apoptotic nuclei. e, f - Transition from mature
to senescent gall with apoptotic nuclei (green fluorescence). ApN = apoptotic nuclei, IC —
inner cortex, NApN — non-apoptotic nuclei, OC — outer cortex, PP — palisade parenchyma, SP
— spongy parenchyma, VB — vascular bundle.

Figure 4. Cytological aspects of parenchymatic cells of non-galled leaf of Baccharis
dracunculifolia and of young galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae. a-¢ Non-
galled leaf (NGL), chlorophyllous parenchyma with cell wall and the middle lamella intact,
many chloroplasts, mitochondria, large nuclei with non-condensed chromatin and large
electron dense oleossomos (a), detail of starch grains and electron-dense corpuscles associated
with the thylakoid membrane (b), the stroma lamellae predominant over the granal lamellae in
the chloroplast (c). d-f Yong galls, chloroplasts with plastoglobules associated and many
mitochondria (d), larges vaculoles, the cell walls have lost the integrity with middle lamella
thicker than cells of NGL, large nuclei with conspicuous nucleoli. Cl = chloroplast, M =
mitochondria, N = nuclei, Pl = plastoglobuli, S = starch, Vac = vacuole.

Figure 5. Cytological aspects of parenchymatic cells of mature and senescent galls of
Baccharis dracunculifolia induced by Baccharopelma dracunculifoliae. a-d Mature gall,
hypertrophied cells and hypertrophied vacuole (a), chloroplast have granal and stromal
lamellae with disorganized thylakoid membranes (c), cell walls are thin. e-h Senescent gall,
there are degradation of organelles (e, f), collapsed and sinuous cell walls (g) and detachment
of the plasma membrane (h). AVac = autophagic vacuole, Cit = cytoplasm, Cl = chloroplast,
CW = cell wall, Pl = plastoglubules, S = starch, Vac = vacuole.
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Mature galls

Stem branch of Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) with galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae
(Psyllidae). Arrow = mature galls.
99x99mm (300 x 300 DPI)
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Histochemical test for reactive oxygen species (ROS) demonstrated with 3-3'diaminobenzidine (DAB) in non-
galled leaves of Baccharis dracunculifolia and galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae. a-b - Non-
galled leaf. a - accumulation of ROS in the palisade parenchyma (PP). b - detail of the vascular bundle, with
accumulation of ROS in the phloem (PH) and xylem (XY) c-e - Mature gall. ¢ - ROS is observed in the outer
cortex (OC), next to the outer epidermis, in the inner cortex (IC) next to the larval chamber and in the
vascular bundles. d - detail of the inner cortex, with accumulation of ROS in the plastids. e - detail of the
vascular bundle, with accumulation of ROS in the xylem (XY). f — Senescent gall. IC - inner cortex, OC -
outer cortex, SP - spongy parenchyma.
199x151mm (300 x 300 DPI)
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TUNEL assay for evaluation of programmed cell death (PCD) on non-galled leaves (NGL) of Baccharis
dracunculifolia and galls induced by Baccharopelma dracunculifoliae. Red nuclei are not apoptotic. a, b -
Non-galled leaf have non-apoptotic nuclei. ¢, d - Transition from young to mature gall with non-apoptotic
nuclei. e, f - Transition from mature to senescent gall with apoptotic nuclei (green fluorescence). ApN =

apoptotic nuclei, IC - inner cortex, NApN - non-apoptotic nuclei, OC - outer cortex, PP - palisade
parenchyma, SP - spongy parenchyma, VB - vascular bundle.
150x194mm (300 x 300 DPI)
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500 nm

Cytological aspects of parenchymatic cells of non-galled leaf of Baccharis dracunculifolia and of young galls
induced by Baccharopelma dracunculifoliae. a-c Non-galled leaf (NGL), chlorophyllous parenchyma with cell
wall and the middle lamella intact, many chloroplasts, mitochondria, large nuclei with non-condensed
chromatin and large electron dense oleossomos (a), detail of starch grains and electron-dense corpuscles
associated with the thylakoid membrane (b), the stroma lamellae predominant over the granal lamellae in
the chloroplast (c). d-f Yong galls, chloroplasts with plastoglobules associated and many mitochondria (d),
larges vaculoles, the cell walls have lost the integrity with middle lamella thicker than cells of NGL, large
nuclei with conspicuous nucleoli. Cl = chloroplast, M = mitochondria, N = nuclei, Pl = plastoglobuli, S =
starch, Vac = vacuole.
199x113mm (300 x 300 DPI)
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500nm

Cytological aspects of parenchymatic cells of mature and senescent galls of Baccharis dracunculifolia induced
by Baccharopelma dracunculifoliae. a-d Mature gall, hypertrophied cells and hypertrophied vacuole (a),
chloroplast have granal and stromal lamellae with disorganized thylakoid membranes (c), cell walls are thin.
e-h Senescent gall, there are degradation of organelles (g, f), collapsed and sinuous cell walls (g) and
detachment of the plasma membrane (h). AVac = autophagic vacuole, Cit = cytoplasm, Cl = chloroplast,
CW = cell wall, PI = plastoglubules, S = starch, Vac = vacuole.
150x242mm (300 x 300 DPI)
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CAPITULO I

Variacao na estrutura péctica da parede celular durante o desenvolvimento
da galha induzida por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em

Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae)



Resumo

Durante o desenvolvimento das galhas ocorrem alteracdes anatdmicas e na estrutura da
parede celular. A composicdo péctica da parede influencia a forma celular, a adesao
intercelular, a expansdo celular, a porosidade da parede, entre outras caracteristicas. Em
galhas as fases de desenvolvimento sdo bem caracteristicas, sendo assim, compreender a
estrutura péctica da parede celular é importante para o entendimento do processo de
desenvolvimento e determinag@o de sua forma final. Neste estudo foi usado o sistema
Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae) - Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) para
testar se a composicdo péctica da parede celular nos tecido da galha varia de acordo
com o desenvolvimento da galha e quais as implicacdes destas variacGes. Para
responder essa questdo a composicao péctica da parede celular no foliolo e na galha em
suas fases de desenvolvimento foi comparada utilizando técnicas de imunocitoquimica.
A galha apresenta variacdo na composicao péctica da parede celular. Foi observado que

a dindmica das pectinas afeta a flexibilidade, rigidez e elasticidade da parede celular.

Palavras-chave: Arabinogalctanos, desenvolvimento de galhas, pectinas.
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Introducéo

Estudos anatémicos e de desenvolvimento de galhas nas Ultimas décadas tém
focado no impacto gerado pelo galhador nos tecidos da planta hospedeira,
principalmente em relacdo a hipertrofia celular e hiperplasia dos tecidos, além de
analise dos destinos celulares que levam a formacdo de tecidos tipicos e com fungdes
caracteristicas deste novo 6rgao, a galha (Kraus et al. 1996, Isaias 1998, Souza et al.
2000, Shorthouse et al. 2005, Oliveira et al. 2006, Oliveira & Isaias 2009, 2010b).
Recentemente Oliveira & lsaias (2010a), Oliveira et al. (2010) e Isaias et al. (2011)
avaliaram o efeito do estresse e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no
protoplasto e na parede celular nos tecidos da galha. Segundo Magalhées et al. (2013), o
acumulo de ERO e o estresse gerado nas células podem provocar alteracbes na
orientacdo das microfibrilas de celulose o que seria determinante para gerar a forma da
galha.

Além das alteracdes na matriz celuldsica, alteracdes na composicdo péctica e
proteica da parede celular foram detectadas por Formiga et al. (2013) em galhas
maduras induzidas em Baccharis reticularia. Estas alteracGes na distribuicdo dos
epitopos estariam relacionadas a funcionalidade dos tecidos da galha. Além da
influéncia nas funcbes, a composi¢do da parede pode ser determinante para gerar a
forma das células (Rose 2003, Albersheim et al. 2011, Wolf & Greiner 2012) refletindo
diretamente na estrutura da parede, na sinalizacdo celular, na capacidade de adesdo e
expansdo das células, na porosidade e rigidez da parede, na defesa contra patdégenos,
dentre outras caracteristicas (Ridley et al. 2001, Willats et al. 2001, Rose 2003,

Albersheim et al. 2011).
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As pectinas constituem uma classe funcional e estruturalmente diversa de
polissacarideos que podem ser classificados em trés dominios principais: 0s
homogalacturonanos (HGAs), o0s ramnogalacturonanos | (RG-I), e os
ramnogalacturonanos Il (RG-II) (Ridley et al. 2001, Pérez et al. 2003, Albersheim et al.
2011). Os RG-I séo formas alternativas de HGAs e apresentam muitas cadeias laterais
com arabinose e residuos de galactose e 0s RG-11 sdo estruturalmente mais complexos e
menos abundantes na matriz da parede celular. A variacdo na metil-esterificacdo destas
pectinas altera as propriedades funcionais da parede, especialmente durante o
crescimento e desenvolvimento dos tecidos (Knox 1997, Wolf & Greiner 2012). Nas
galhas, a variacdo no grau de metil-esterificacdo pode ser um reflexo do estresse gerado
nos tecidos que determina a atividade das metil-esterases pécticas. A composi¢cdo da
parede celular vegetal também conta com arabinogalactanos (AGPs) (Pennel et al.
1989), proteinas estruturais sollveis e altamente glicolisadas (Showalter 1993). Os
AGPs tém consisténcia mucilaginosa e estdo envolvidos nos processos de adeséo celular
(Cosgrove 1997), crescimento, nutricdo, desenvolvimento vegetal, proliferacdo celular
(Pennel & Roberts 1990, Majewska-Sawka & Nothnagel 2000) e controle de morte
celular programada (Gao & Showalter 1999, Mastroberti & Mariath 2008)

Tendo em vista seu desenvolvimento constante e repetitivo na natureza, as
galhas configuram-se como excelentes microlaboratérios para estudos de anatomia
vegetal por apresentarem desenvolvimento controlado por um indutor, na maioria das
vezes, insetos. Neste estudo, o sistema Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae) -
Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) foi usado para testar se a composicdo péctica e
proteica da parede celular nos tecidos varia ao longo do desenvolvimento da galha e
quais as implicacdes destas variagdes. Pseudobombax grandiflorum é uma espécie

arbdrea decidua comum em areas de afloramento rochoso. Apresenta uma galha foliolar
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intralaminar abundante, que € induzida por um género novo e uma espécie nova de

Eriococcidae, Eriogallococcus isaias Hodgson & Magalhdes (Hodgson et al. 2011).

Material e Métodos

Amostragem e anélises anatdmicas

Amostras de foliolos de Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns
(Malvaceae) e galhas induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em diferentes
fases de desenvolvimento foram coletadas em uma populacdo localizada nos
afloramentos acima da Gruta da Lapinha (19°33°67” S; 043°57°54” W), Parque
Estadual do Sumidouro, Municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil. A galha
jovem se caracteriza pela suave projecdo dos tecidos foliares ao redor do corpo da ninfa
e crescimento de uma projecéo para a face adaxial. Na fase madura, o crescimento da
galha estabiliza e esta assume a forma aciculada. A fase de senescéncia caracteriza-se
pela saida do inseto macho e pela liberacdo das ninfas quando ocorre o rompimento do
abddmen das fémeas, cessando o estimulo.

Para analises histoldgicas, o material foi desidratado em serie butilica (Johansen
1940) e incluido em Paraplast® (Kraus & Arduin 1997). Cortes transversais dos foliolos
(n = 5) e galhas (n = 5) foram obtidos em micrétomo rotatério (Leica® 2035 BIOCUT).
Os cortes foram corados com a mistura de azul de Astra-safranina 8:1 (v/v) (Bukatsch
1972, modificado para 0,5%) e montadas em verniz vitral incolor Acrilex® (Paiva et al.

2006).
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Analises de imunocitoquimica

Amostras de foliolos (n = 5) e galhas (n = 5) em diferentes fases de
desenvolvimento foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2% em tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,2 (Roland & Vian 1991), desidratadas em etanol (50, 60, 70, 90, 95
e 100%) e infiltradas em historesina Leica®. Secdes (5pm) obtidas em micrétomo foram
incubadas com anticorpos monoclonais JIM5, JIM7, LM2, LM5 e LM6 (Centre for
Plant Science, University of Leeds, UK) para avaliar a composicdo péctica e proteica
(Tabela 1). As laminas foram incubadas em solucdo de leite/PBS para evitar ligacdes
cruzadas, seguida de incubacdo com anticorpo primario (diluicdo 1:10 em proteina de
leite/PBS) por 2 horas, lavagem em PBS e incubacdo com anticorpo secundario FITC
Goat anti-rat (Sigma) (diluicdo 1:100 em proteina de leite/PBS) por 2 horas e posterior
lavagem em PBS. As laminas foram montadas em glicerina (50%) e mantidas no
escuro. Para controle negativo, o anticorpo priméario foi suprimido. Os testes foram
realizados em duplicatas para confirmacgéo dos resultados. As imagens foram obtidas em
Microscopio Confocal Zeiss 510META no Centro de Processamento de Imagens da

UFMG (CAPI — UFMG).

Tabela 1. Descricdo e reconhecimento dos anticorpos monoclonais.

Anticorpos

i Epitopo Referéncias

monoclonais

JIM 5 HGA (metil-esterificacdo até 40%) Clausen et al. (2003)
JIM 7 HGA (metil-esterificagdo entre 15 — 80 %) Clausen et al. (2003)
LM2 AGP Yates et al. 1996;

Smallwood et al. 1996

LM5 (1— 4) p-D-galactano (RGI) Jones et al. (1997)
LM 6 (1 — 5) a-L-arabinano (RGI) Willats et al. (1998)
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Resultados

Caracteristicas gerais dos foliolos e das galhas

O foliolo é verde, glabro, tem em média 20-30 cm de comprimento e 10-20 cm
de largura (figura 1a). As galhas séo intralaminares, verdes e glabras (figura 1a-b), com
0 ostiolo voltado para a superficie abaxial e uma camara ninfal alongada contendo
apenas um indutor.

O foliolo apresenta na nervura mediana, um feixe vascular principal em forma
de arco aberto, arranjo colateral, xilema abundante e fibras associadas ao floema (figura
2a). A epiderme € unisseriada, o mesofilo dorsiventral com parénquima palicadico (2-3
camadas de células) e parénquima lacunoso (6-8 camadas de celulas) (figura 2b). A
galha jovem, tem uma pequena projecdo voltada para a face adaxial (figura 2c), cortex
parenquimatico, epiderme unisseriada e a camara larval com um formato ovoide (figura
2d). Na galha madura (figura 2e), observa-se a epiderme unisseriada e o cortex
parenquimatico, com feixes vasculares desorganizados, dividido em cértex interno,

mediano e externo (clorofiliano) (figura 2f).

Imunocitogquimica de pectinas e proteinas

As pectinas e os AGPs foram detectados nos foliolos ndo galhados e nas galhas
com variacdes observadas nas fases de desenvolvimento, na localizacdo e na intensidade
da marcacdo (Tabela 2).

Epitopos de HGAs com baixa metil-esterificacdo marcados com anticorpo JIM5
foram detectados nos foliolos com marcacdo moderada no parénquima (figura 3a) e
fraca no feixe vascular (figura 3b). Na galha jovem, este anticorpo, JIM5, apresentou

marcacédo forte no parénquima (figura 3c) e fraca no feixe vascular (figura 3d); na galha
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madura (figura 3e) e na senescente (figura 3f) observou-se marcacdo fraca no
parénquima. HGAs com alta metil-esterificacdo, marcados com o anticorpo JIM7,
foram observados com marcagcdo moderada no parénquima (figura 3g) e fraca no feixe
vascular nos foliolos ndo galhados (figura 3h). Na galha jovem, marcacdo forte foi
observada no parénquima (figura 3i), fraca no parénquima da galha madura (figura 3j).
Na galha senescente marcagdo moderada foi observada no feixe vascular (figura 3K).
AGPs, marcados pelo anticorpo LM2, apresentaram marcacdo muito fraca no feixe
vascular dos foliolos ndo galhados (figura 3l), no parénquima da galha jovem (figura
3m), no parénquima da galha madura (figura 3n) e no feixe vascular da galha senescente
(figura 30).

Epitopos de galactanos, marcados com o anticorpo LM5, apresentaram marcagao
forte na epiderme, parénquima (figura 4a) e feixe vascular (figura 4b) do foliolo ndo
galhado. Na galha jovem, marcacdo moderada foi observada no parénquima (figura 4c);
na galha madura foi observada marcagédo fraca na epiderme e parénquima (figura 4d);
na galha senescente marcacédo fraca foi observada no parénquima (figura 4e) e no feixe
vascular (figura 4f). Epitopos de arabinanos, marcados com o anticorpo LMB6,
apresentaram marcacao fraca na epiderme, parénquima (figura 4g) e feixe vascular
(figura 4h) do foliolo ndo galhado. Na galha senescente, o anticorpo LM6 apresentou

marcacdo fraca na epiderme e no parénquima (figura 4i).

55



Tabela 2. Marcacdo com anticorpos monoclonais para pectinas em folhas ndo galhadas e
galhas (jovem, madura e senescente) de Eriogallococcus isaias em Pseudobombax
grandiflorum.

Anticorpo Tecidos Epiderme Parénquima Feixe Vascular
monoclonal*
Folha nao galhada - ++ +
JIM5 Galha jovem - +++ +
Galha madura - + -
Galha senescente - + -
JIM7 Folha nao galhada - ++ +
Galha jovem - +++ -
Galha madura - + -
Galha senescente - - 1+
LM2 Folha ndo galhada - - +
Galha jovem - + -
Galha madura - + -
Galha senescente - - +
LM5 Folha n3o galhada +++ +++ +++
Galha jovem - ++ -
Galha madura ++ + -
Galha senescente - + +
LM6 Folha ndo galha + + +
Galha jovem - - i,
Galha madura - - i,
Galha senescente + + -

*0O numero de sinais indica a intensidade da reagdo: (-) ausente, (+) fraca, (++) moderada, (+++) alta.
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Figura 1. Foliolos galhados e galhas maduras induzida por Eriogallococcus isaias

(Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae). a — Aspecto geral de folha com
galhas. b — Detalhe de galhas maduras evidenciando a projecao acicular para face adaxial.
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Figura 2. Diagramas e secg0es transversais do foliolo ndo galhado e galhas jovem e madura
induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum
(Malvaceae). a — Diagrama do foliolo. b — Secgdo transversal do foliolo mostrando a
organizacdo do mesofilo. ¢ — Diagrama da galha jovem. d — Seccéo transversal evidenciando
epiderme, cértex parenquimatico com ductos secretores e feixe vascular. e — Diagrama da galha
madura. f — Seccdo transversal evidenciando epiderme, cértices interno parenquimatico,
mediano com esclerénquima e feixes vasculares e externo com ductos secretores em meio as
células parenquimaticas. ce = cdrtex externo; ci = cdrtex interno; cn = cdmara ninfal; cm =
cortex mediano; pc = cortex parenquimatico; pl = parénquima lacunoso; pp = parénquima

paligadico.
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Figura 3. SeccOes transversais de foliolo ndo galhado e galhas jovem, madura e senescente
induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum
(Malvaceae) incubados com os anticorpos monoclonais JIM5, JIM7 e LM2. a, b, g, h, | —
Foliolo ndo galhado. ¢, d, i, m — Galha jovem. e, j, h — Galha madura. f, k, 0 — Galha
senescente. a — Marcacdo moderada no parénquima. b — Marcacéo fraca no feixe vascular. ¢ —
Marcacéo forte no parénquima. d — Marcagao fraca no feixe vascular, com uma célula marcada
forte. e — Marcacdo fraca no parénquima. f - Marcacdo fraca no parénquima. g — Marcacéo
moderada no parénquima. h — Marcagdo fraca no feixe vascular. i-j — Marcagdo forte no
parénquima. k — Marcacdo moderada no feixe vascular. | — Marcacdo fraca no feixe vascular.
m-n —Marcacdo fraca no parénquima. o —Marcagao fraca no feixe vascular. fv = feixe vascular,

p = parénquima. Barras = 20um.






LM6 | LM6

Figura 4. Seccdes transversais de foliolo ndo galhado e galhas jovem, madura e senescente
induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum
(Malvaceae) incubados com os anticorpos monoclonais LM5 e LM6. a, b, g, h — Foliolo ndo
galhado. ¢ — Galha jovem. d, e — Galha madura. e, i — Galha senescente. a — Marcacdo forte na
epiderme e no parénquima. b — Marcacéo forte no feixe vascular. ¢ — Marcagdo moderada no
parénquima. d - Marcacéo fraca na epiderme e parénquima. e — Marcacéo fraca no parénquima.
f — Marcacédo fraca no feixe vascular. g — Marcagdo fraca na epiderme e parénquima. h —
Marcacdo fraca no feixe vascular. i — Marcagdo fraca na epiderme e no parénquima. e =

epiderme, fv = feixe vascular, p = parénquima. Barras = 20um.
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Discussao

A galha, induzida por Eriogallococcus isaias em Pseudobombax grandiflorum,
apresentou variagdo na composicdo pectica da parede celular durante seu
desenvolvimento quando comparada com os tecidos do foliolo ndo galhado para os
epitopos analisados. Merecem destaque as diferencas encontradas na distribuicdo dos
HGAs, pectinas mais abundantes na parede, que influenciam a rigidez da parede (Jones
et al. 1997), propriedades mecénicas da expansdo celular (McCartney et al. 2000,
McCartney & Knox 2002), elasticidade (McCartney et al. 2003) e regulacdo da
extensibilidade (Wolf & Greiner 2012) por variagdes no grau de metil-esterificacdo
(Knox 1997).

Os HGAs de alto grau de metil-esterificacdo foram detectados nas galhas jovens,
maduras e senescentes em diferentes graus. Esta diferenca de intensidade de marcacao
nos mesmos tecidos em galhas de estdgios de desenvolvimento diferentes reflete o
dinamismo da estrutura da galha. Na parede celular de uma mesma célula,
microdominios pécticos com alto e baixo grau de metil-esterificacdo podem ser
observados (Willats et al. 2001). Formiga et al. (2013), estudando dinamica de pectinas
e proteinas em galhas maduras em Baccharis reticularia, observaram que os HGAs de
alta e baixa metil-esterificacdo ocorreram na maioria dos tecidos simultaneamente. Essa
observacdo reforca o balanco de extensibilidade e rigidez da parede durante o
desenvolvimento celular. A presenca de HGAs com alto grau de metil-esterificacdo no
parénquima das galhas jovem e madura mantém a estabilidade mecénica da parede
celular, conforme proposto por Albersheim et al. (2011). Esta estabilidade aliada a
formac&o do esclerénquima no cdrtex mediano confere o valor adaptativo da galha para

protecdo contra inimigos naturais nas fases em que o galhador esta jovem e vulneravel.
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No parénquima da galha senescente, os HGAs de alto grau de metil-esterificagdo estéo
ausentes, o galhador abandonou a camara, denotando a desestruturacdo da galha, fim do
estimulo do galhador e ndo localizacdo dos epitopos, além da perda do investimento em
defesa mecanica.

Os HGAs geralmente sdo sintetizados em uma forma altamente metil-
esterificada (Micheli 2001) e mudancas no grau de esterificacdo alteram propriedades
funcionais da parede, principalmente durante o crescimento e desenvolvimento dos
tecidos (Knox 1997). A mudanca no grau de metil-esterificacdo das pectinas pode
ocorrer pela acdo de pectinas metil-esterases (PME) (Lord & Mollet 2002) ou
poligalacturonases (PG) (Willats et al. 2000). Na de-metil-esterificacdo residuos de
acido galacturénico podem interagir com ions de calcio causando rigidez da parede
celular (Jiang et al. 2005). Como os HGAs afetam a estabilidade e rigidez da parede, o
balanco entre HGAs de alto e baixo grau de metil-esterificacdo e a atividade da PME e
da PG véo alterar a rigidez da parede e afetar a adesdo celular. Este balanco é crucial
pois permite que a lamina foliar seja alterada e assuma, no caso da galha de E. isaias em
P. grandiflorum, as expansdes e a projecdo aciculada, gerando o morfotipo peculiar que
categoriza este sistema. Os sitios de marcacdes fracas destes epitopos nos tecidos da
galha madura e senescente podem indicar aumento do estresse oxidativo em virtude do
metabolismo celular intrinseco (Del Rio & Pupo 2009), no caso das camadas celulares
externas, ou da atividade do inseto (Oliveira & Isaias 2010 a, Oliveira et al. 2010), no
caso das camadas internas.

Formiga et al. (2013) propuseram a relagdo entre o decréscimo no grau de metil-
esterificacdo e as respostas celulares ao estresse oxidativo gerado na galha. Tal proposta
foi corroborada no sistema em estudo, no qual foi evidenciado o acimulo de espécies

reativas de oxigénio nos tecidos das galhas (Magalhdes 2014, capitulo 4). O estresse
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oxidativo causa acidificacdo e altera a extensibilidade (Cosgrove 2005) e a
ultraestrutura da parede (Bestwick et al. 1997, Oliveira et al. 2010). A ocorréncia de
pectinas com baixo grau de metil-esterificacdo nas paredes das células parenquimaticas
das galhas jovem e madura podem ser relacionadas a hipertrofia celular, como
observado por Sala et al. (2013) em embrides somaticos da Arabidopsis thaliana. A
alteracdo em questdo permite que a parede celular responda ao carregamento do vacuolo
gerando a hipertrofia, um dos sintomas-padréo reportado em diversas galhas de insetos
(Souza et al. 2000, Oliveira & Isaias 2010b, Magalhaes et al. 2013). A marcacéo fraca
ou auséncia de epitopos de HGAs com baixa metil-esterificacdo nos tecidos vasculares
das galhas e marcacéo fraca no parénquima das galhas madura e senescente confirma a
afirmacgéo de Wolf & Greiner (2012). Neste caso, a morfogénese das galhas assemelha-
se aquela dos demais 6rgédos vegetais, nos quais tanto a reducdo da extensibilidade da
parede quanto a interrupcdo do crescimento ocorre primeiro nas células vasculares e em
seguida nos outros tecidos vegetais. A reducdo de HGAs de baixo grau de metil-
esterificacdo nas galhas madura e senescente pode ser um fator que diminui a
extensibilidade da parede, principalmente quando a rigidez da parede é aumentada pelo
influxo de calcio na célula (Jiang et al. 2005, Maffei et al. 2007) que pode ocorrer pela
ligacdo de HGAs com baixo grau de metil-esterificagdo ao Ca?* (Albersheim et al.
2011).

Além dos HGAs, os AGPs podem afetar a expansdo celular (Willats et al. 2001)
e geralmente, estdo presentes em tecidos meristematicos e em desenvolvimento
(Herman & Lamb 1992, Albersheim et al. 2011, Formiga et al. 2013). Entretanto,
alguns trabalhos (Gao & Showalter 1999, Letarte et al. 2006, Mastroberti & Mariath
2008) relacionam a presenca de AGPs nos tecidos ao controle da morte celular

programada (MCP), podendo evitar assim reagdes de hipersensibilidade (HR). No
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sistema estudado, & presenga de AGPs ainda que pouca, no parénquima das galhas
jovem e madura pode ser interpretada como um indicio de controle da MCP. A ndo
observacdo de AGPs nas galhas senescentes, coincide com as evidéncias de MCP
(Magalhdes 2014, capitulo 4).

Epitopos de (1— 4) p-D-galactanos e (1 — 5) a-L-arabinanos foram observados
na epiderme, parénquima e feixe vascular dos foliolos. Nas galhas jovem, madura e
senescente induzidas por E. isaias, a ocorréncia de galactanos e arabinanos foi
independente. Galactanos e arabinanos podem ocorrer na parede celular como
polissacarideos independentes ou associados como arabinogalactanos | (O'Donoghue &
Sutherland 2012). Como observado por Formiga et al. (2013) para galhas de B.
reticularia, no sistema P. grandiflorum — E. isaias, a independéncia temporal e espacial
dos sitios de ocorréncia de galactanos e arabinanos pode ser explica pela estabilidade
mecanica da parede celular que a associacdo entre HGA e galactanos proporciona
(McCartney et al. 2000, McCartney & Knox 2002). Os arabinanos, por sua vez, estdo
associados a flexibilidade da parede (Jones et al. 1997, McCartney et al. 2000,
McCartney & Knox 2002) e sua auséncia nas galhas jovem e madura deixa as paredes

celulares mais rigidas.

Consideracoes finais

O balanco entre alto e baixo grau de metil-esterificacdo, que é controlado pela
acdo das PMEs, pode influenciar na adesdo celular e na determinacdo da forma da
galha. Este balanco seria reflexo do estresse oxidativo gerado nos tecidos. A alteracdo
nos padrbes de distribuicdo dos arabinanos e galactanos e a associacdo de galactanos
com HGA pode aumentar a estabilidade mecanica da parede celular. A auséncia de

arabinanos na galha senescente, por sua vez, pode aumentar a rigidez da parede. Os
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AGPs mesmo em baixa quantidade no tecido podem evitar a HR devido ao seu
potencial para controlar a MCP. A andlise da composicdo das paredes celulares em
tecidos néo galhados e galhados do sistema P. grandiflorum - E. isaias mostrou que a
dindmica das pectinas e proteinas pode afetar a estrutura da parede e que as variagdes
observadas podem influenciar caracteristicas importantes para o desenvolvimento
levando alteragBes como a rigidez, a flexibilidade e a estabilidade mecénica da parede

celular.
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CAPITULO IV

Impacto citologico decorrente do alto estresse oxidativo causado pelo
desenvolvimento da galha de Eriogallococcus isaias (Eriococcidae)

em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae)



Resumo

O desenvolvimento em galhas induzidas por insetos leva a formacdo de morfotipos
especie-especifico atraves da rediferenciacao celular dos tecidos da planta hospedeira.
Hipertrofia, hiperplasia e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) séao
importantes na determinacdo da forma final da galha. Acreditamos que o aumento no
estresse causado pela atividade alimentar do galhador provoque alteracGes no sistema de
membranas das células, e que o excesso de ERO pode levar as células a morte celular
programada (MCP). Como modelo de estudo foi escolhido o sistema Pseudobombax
grandiflorum (Malvaceae) - Eriogallococcus isaias (Eriococcidae). Para avaliar nossa
proposta foram feitas: (1) analises citoldgicas, (2) histoquimica para deteccdo do
acumulo de ERO nos tecidos, (3) detec¢do de MCP utilizando o ensaio de TUNEL, na
folha e na galha em suas fases de desenvolvimento. O acimulo de ERO causa alteracfes
na estrutura e organizacdo do sistema de membrana nas células, notado principalmente
nos cloroplastos. O estresse oxidativo ainda pode provocar alteracdes na estrutura da
parede celular. Estas alteracfes levam ao afrouxamento das microfibrilas e consequente
hipertrofia das células. A MCP ocorre somente na fase de senescéncia indicando fim do
estimulo e controle do galhador sobre o tecido da planta hospedeira. A auséncia da
MCP nas fases jovem e madura da galha pode ter relacdo com a presenca de

arabinogalactanos (AGPs) na parede celular.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, morte celular programada, parede celular.
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Introducéo

A interacdo entre plantas e insetos que leva a formagdo de galhas gera
morfotipos espécie-especificos (Isaias et al. 2013). Estas galhas apresentam tecidos
tipicos, organizados, com caracteristicas e fungdes distintas (Mani 1964, Raman 2007,
Oliveira & lIsaias 2010a), formados por rediferenciacdo celular (sensu Lev Yadun 2003)
a partir dos tecidos da planta hospedeira (Oliveira & lIsaias 2010b, Dias et al. 2013,
Ferreira & lsaias 2013, Vecchi et al. 2013). Durante o desenvolvimento das galhas,
ocorrem alteracBes anatdémicas, citolégicas e histoquimicas nos tecidos deste novo
6rgdo (Oliveira et al. 2006, Moura et al. 2008, Oliveira & lIsaias 2010 a, b, Oliveira et al.
2010, lIsaias et al. 2011, Dias et al. 2013, Ferreira & lIsaias 2013). Dentre estas
alteracdes, destacam-se o0s processos de hipertrofia e hiperplasia que tém sido
recentemente quantificados e avaliados quanto a importancia para a formacgéo do corpo
final da galha (Moura et al. 2008, Oliveira & lsaias 2010b, Ferreira & Isaias 2013,
Magalhdes et al. 2013). Além destas quantificacGes, analises histoquimicas em galhas
buscam compreender a dieta alimentar do galhador (Oliveira et al. 2006, Moura et al.
2009, Oliveira & Isaias 2010a, Oliveira et al. 2010, Oliveira et al. 2011a) e o impacto
gerado pelo estresse nos tecidos da planta hospedeira e da galha (Oliveira e lsaias
20104, Isaias et al. 2011, Oliveira et al. 2011b). A deteccdo histoquimica de espécies
reativas de oxigénio (ERO) é uma das formas de se avaliar e localizar o estresse gerado
pelo inseto indutor de galhas (Oliveira et al. 2010, Isaias et al. 2011, Oliveira et al.
2011b). Associado aos testes histoquimicos, analises citoldgicas também se configuram
como geradoras de parametros para avaliar os niveis de estresse gerado pelo galhador.

A presenca de ERO em galhas detectada por Oliveira & lIsaias (2010a), Isaias e

al. (2011) e Oliveira et al. (2010, 2011b) indica que o estresse oxidativo pode
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desencadear a inducdo e o seu desenvolvimento. Esse acumulo de ERO nas paredes das
células pode provocar afrouxamento das microfibrilas de celulose e permite assim o
alongamento celular (Del Rio & Pupo 2009, Swanson & Gilroy 2010) por alteragdes na
extensibilidade da parede (Cosgrove 2005). Magalhé&es et al. (2013) observaram que a
reorientagdo das microfibrilas de celulose em galhas induzidas por Baccharopelma
dracunculifoliae em Baccharis dracunculifolia ¢ um fator importante para a
determinacdo da forma final da galha. Além disso, a geracdo de ERO é uma das
respostas das plantas ao ataque de patdgenos ou a injdrias mecénicas (Doke et al. 1996,
Maffei 2007, Bolwell & Daudi 2009, Torres 2010) e o0 estresse oxidativo nos tecidos
pode causar morte celular programada (MCP) (Doke et al. 1996), processo pouco
estudado em galhas. A MCP possui como caracteristicas citoldgicas, a condensagdo da
cromatina nuclear, a formacao de corpos apoptéticos e a desorganizacao estrutural das
mitocondrias (Lam et al. 2001, Sun et al. 1999). Como caracteristicas bioquimicas
marcantes, destacam-se o influxo de célcio, a ativacdo de proteases especificas, a
liberacdo de citocromo c pela mitocondria, a alteracdo na funcdo de cloroplastos e a
fragmentacdo do DNA nuclear nas regides internucleossdomicas (Khurana et al. 2005,
Lam et al. 2001), que pode ser detectada pelo ensaio de TUNEL deadend™
fluorométrico (Promega).

Compreender como a producdo de ERO pode modificar as caracteristicas
citoldgicas nos tecidos da galha e se estes processos estariam envolvidos em provaveis
eventos de MCP podem configurar passos importantes para entender os mecanismos de
reconhecimento e controle do estresse nos tecidos da galha. Acreditamos que o estresse
causado pela atividade alimentar do galhador provoque alteracbes no sistema de
membranas das células e acumulo excessivo de ERO, o qual pode levar as células a

MCP. Como modelo de estudo foi escolhido o sistema Pseudobombax grandiflorum
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(Malvaceae) - Eriogallococcus isaias (Eriococcidae). Para avaliar nossa proposta foram
feitas: (1) analises citoldgicas, (2) deteccdo histoquimica do acumulo de ERO nos
tecidos, e (3) deteccdo de MCP utilizando o ensaio de TUNEL, em folhas ndo galhadas

e em galhas em trés fases de desenvolvimento.

Material e Métodos

Amostragem

A coleta de foliolos ndo galhados (n = 15) de Pseudobombax grandiflorum
(Cav.) A. Robyns (Malvaceae) e galhas (n = 15 de cada) jovens, maduras e senescentes
induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) foram feitas em uma populacéo
localizadas na Gruta da Lapinha (19°33°67” S; 43°57°54” W), Parque Estadual do
Sumidouro, Municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil, de agosto a dezembro de
2012. A galha jovem se caracteriza pela projecédo dos tecidos foliares ao redor da ninfa e
crescimento de uma projecdo para a face adaxial. Na madura, o crescimento estabiliza e
esta assume a forma conica. A fase de senescéncia se caracteriza pela auséncia do

macho ou liberacdo das ninfas de 1° instar pelas fémeas, cessando o estimulo.

Analise histoquimica para espécies reativas de oxigénio (ERO)

Secgdes de material fresco, feitas a mdo livre, de folhas (n = 5) e galhas (n = 5)
nas 3 fases de desenvolvimento foram incubadas em 3,3'diaminobenzidina 0,5% (DAB -
Sigma®) e mantidas no escuro (Rossetti & Bonatti 2001). A intensidade da reacdo foi

examinada em microscopio de luz a cada 15 minutos até a estabilizacéo da reacao.
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Analises citoldgicas

Amostras (n = 5) de foliolos ndo galhados e galhas jovens, maduras e
senescentes foram fixadas em Karnovsky 4% (pH 7,2) durante 24 horas (Karnovsky
1965, modificado para 0,5), pds-fixado em tetroxido de 6smio 1% em tampdo fosfato
0.1M durante 2 horas (O’Brien & McCully 1981). Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em etanol (Johansen 1940) e infiltradas em Spurr® (Spurr 1969). O cortes
ultrafinos forma feitos em ultramicrotomo Leica- UC6, coletados em telinhas de cobre
(300 Mesh), contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds 1963) e
analisados em Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin
FEI - 120 kV no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Teste de TUNEL - Avaliacdo de morte celular programada (MCP)

Para avaliacdo de morte celular programada (MCP) foi aplicado o ensaio de
TUNEL (Promega®) que detecta fragmentacdo do DNA nuclear. O protocolo para
marcacdo in situ com o kit TUNEL foi realizado de acordo com o fabricante. Foliolos e
galhas nas 3 fases de desenvolvimento (n = 5) foram fixados em Karnovsky (1965,
modificado para 0,5), infiltrados em Historesina Leica, seccionados em micrétomo
(5um), pos-fixados em formalina 4%, lavados em tampdo PBS e permeabilizados com
Proteinase K (2 pg/ml) por 10 min. As laminas foram incubadas por 10 min com
tampdo de equilibrio [cacodilato de potassio (200 mM, pH 6,6), Tris-HCI (25 mM, pH
6,6), DTT (0,2 mM), BSA (0,25 mg/ml) e cloreto de cobalto (2,5 mM)] e em seguida
incubadas em solugdo contendo a enzima rTdT, dUTP (mix de nucleotideos)
conjugados com FITC por 1 hora a 37°C, no escuro, em estufa de CO,. A reagédo foi

interrompida com incubagdo das laminas em SSC 2X por 15 minutos, seguida de
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lavagens com PBS. As laminas foram coradas com iodeto de propideo (PI) e lavadas
com agua deionizada para retirar o Pl ndo incorporado. As laminas foram seladas e as
imagens foram obtidas utilizando o Microscopio Confocal Zeiss 510 META no Centro

de Processamento de Imagens da UFMG (CAPI — UFMG).

Resultados

Caracteristicas gerais das galhas

As galhas de Eriogallococcus isaias em Pseudobombax grandiflorum séo
induzidas na face adaxial de foliolos jovens, apresentam uma camara ninfal alongada
contendo apenas um indutor. O foliolo apresenta muitas galhas (figura 1a) verdes,
glabras, intralaminares, com projecdo aciculada para a face adaxial (figura 1b), ostiolo
voltado para a face abaxial, em media 7,80 = 2,10 mm (altura) X 2,05 + 1,00 mm

(diametro) quando maduras. Na senescéncia, ndo ocorre mudanca de forma da galha.

Deteccdo histoquimica de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Nos foliolos, as ERO foram detectadas com alta intensidade (forte coloracdo
marrom) na epiderme, nos feixes vasculares, principalmente no floema; e com baixa
intensidade (fraca coloragdo marrom) no parénquima clorofiliano (figuras 2a-b). Em
todas as fases da galha, foi observada a alta intensidade de reacdo para ERO nas
camadas corticais proximas a epiderme e no topo da camara e nas camadas proximas a

camara ninfal, no revestimento da camara e nos feixes vasculares (figuras 2c-d).
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Caracteristicas citologicas

O foliolo ndo galhado apresenta parénquima clorofiliano tipico com espacos
intercelulares, grandes vacuolos (figura 3a), mitocondrias, cloroplastos com amido e
lamelacdo com organizagdo nos grana (figura 3b). Nas galhas jovens, observa-se
hiperplasia do tecido parenquimaético, paredes finas e sinuosas, muitas mitocondrias e
compostos fendlicos no vacuolo (figura 3c). O citoplasma é periférico, a parede celular
se encontra com aspecto estriado (figura 3d), os cloroplastos apresentam amido, com
sistema de membranas desorganizado (figura 3d) e grande quantidade plastoglébulos
associados aos tilacoides (figuras 3d-e). Nesta fase, as células apresentam nucleo
volumoso com nucléolo conspicuo (figura 3f). A galha madura apresenta células
parenquimaticas hipertrofiadas com citoplasma periférico e compostos fendlicos no
vactolo (figura 4a). A parede celular encontra-se estriada e com aparente perda de
adesdo da lamela mediana (figura 4b). Os cloroplastos apresentam lamelas
desorganizadas, poucos tilacéides associados com numerosos plastoglébulos de grandes
dimensGes (figura 4c). Na galha senescente, observa-se degradacéo de organelas (figura
4d-e) e do nucleo (figura 4e), a parede celular aparenta estar em estagio avancado de
degradacdo (figura 4e) e ocorre perda de adesdo citoplasmatica com formacdo de

pequenos vacuolos no citoplasma (figura 4f).

Avaliacao de morte celular programada (MCP)

Nos foliolos foram observados apenas nucleos ndo apoptoticos (figuras 5a-b),
corados com iodeto de propideo, emitindo fluorescéncia vermelha. Nas galhas jovem e

madura, 0s nucleos se mantiveram nédo apoptoticos (figura 5¢). Nas galhas senescentes,
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foram observados nucleos apoptdticos emitindo fluorescéncia verde com a sonda FITC,

principalmente nas células parenquimaticas do cortex externo (figura 5d).
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Figura 1. Foliolos galhados e galha induzida por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em

Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae). a — Aspecto geral de foliolos galhados. b — Detalhe
da projecéo da galha para a face adaxial.
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Figura 2. Detecgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) com 3-3'diaminobenzidina (DAB)
em foliolos ndo galhados e galhas induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em
Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae). a-b — Seccgdes transversais de foliolo ndo galhado
evidenciando intensa reacdo para ERO feixes vasculares de menor calibre principalmente no
floema, epiderme e fraca reacdo no parénquima clorofiliano. c-d — Secgdes transversais de
galhas maduras evidenciando intensa reacdo para ERO nas camadas do cortex externo proximas
a epiderme, nas camadas do cértex interno proxima a camara larval e no topo da camara e nos
feixes vasculares do cortex mediano. ce = cortex externo; ci = cOrtex interno; cn = camara
ninfal; cm = cortex mediano; eab = face abaxial da epiderme; ead = face adaxial da epiderme; fv

= feixe vascular; pl = parénquima lacunoso; pp = parénquima paligadico.
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Figura 3. Aspectos citologicos de foliolos ndo galhados e galha jovem induzida por

Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae). a-b —
Parénquima clorofiliano tipico do foliolo com espagos intercelulares (seta figura a), grandes
vactolos, mitocondrias e cloroplastos com amido apresentando lamelagdo dos grana. ¢ —
Células parenquiméticas de galha jovem com paredes finas e sinuosas, muitas mitocondrias,
cloroplastos e compostos fenoélicos no vactolo. d-e — Células parenquiméticas de galha jovem
com parede eletrodensa, citoplasma periférico, cloroplastos com amido, menor lamela¢do dos
grana e plastoglébulos associados aos tilacéides. f — Ndcleo volumoso com nucléolo conspicuo
indicando intensa divisdo celular em galha jovem. am = amido; cl = cloroplasto; fen = fendlicos;

mt = mitoc6ndria; nu = nicleo; nuc = nucléolo; plast = plastoglébulo; vac = vacutolo.
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Figura 4. Aspectos citoldgicos de galhas madura e senescente induzida por Eriogallococcus

isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax grandiflorum (Malvaceae). a-c — Galha madura a —
Células parenquimaticas hipertrofiadas, citoplasma periférico e compostos fenélicos no vactolo.
b — Células parenquimaticas evidenciando parede celular eletrodensa e perda de adesdo da
lamela mediana. ¢ — Cloroplastos com lamelacdo desorganizada, poucos tilacoides associados
com numerosos plastoglobulos de grandes dimensdes. d-f — Galha senescente. d-e —
Degradacdo de organelas e nuacleo. f — Células parenquimaticas com perda de adesao
citoplasmatica e com formacdo de pequenos vacuolos no citoplasma. cl = cloroplasto; fen =
fendlicos; nu = ndcleo; plast = plastoglébulo; vac = vacuolo.
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Figure 5. Ensaio de TUNEL para avaliacdo de morte celular programada (MCP) em foliolos
ndo galhados e galhas induzidas por Eriogallococcus isaias (Eriococcidae) em Pseudobombax
grandiflorum (Malvaceae). Ndcleos ndo apoptéticos com fluorescéncia vermelha. Ndcleos
apoptéticos com fluorescéncia verde. a — Foliolo ndo galhado com nlcleos ndo apoptéticos no
mesofilo. b - Foliolo ndo galhado com nicleos ndo apoptéticos na regido do feixe vascular. ¢ —
Galha madura com nucleos ndo apoptéticos em células parenquimaticas do cortex externo. d —
Galha senescente com nucleo apoptético em célula parenquimatica do cortex externo. Os

nucleos sdo indicados pelas setas.



Discussao

A acdo de Eriogallococcus isaias em Pseudobombax grandiflorum durante o
processo de inducdo e estabelecimento da galha provoca alto estresse oxidativo nos
tecidos. Este alto estresse provoca alteracdes citoldgicas e estruturais nas células e
tecidos das galhas (Oliveira et al. 2010, Oliveira et al. 2011a, Magalhdes et al. 2013). A
principal caracteristica observada no sistema Pseudobombax grandiflorum-
Eriogallococcus isaias é a desorganizacdo do sistema de membranas. A MCP aparece
somente na fase de senescéncia quando cessa o estimulo do galhador e os ciclos
celulares se encerram.

Na galha estudada, as espécies reativas de oxigénio acumuladas na parede das
células do cértex externo localizadas logo abaixo da epiderme pode ser inerente ao
metabolismo fotossintético e a atividade respiratoria do vegetal, conforme proposto por
Del Rio & Pupo (2009) e Heldt & Piechulla (2011). Nos feixes vasculares e nas
camadas do cortex interno, no topo e no revestimento da cadmara, o acimulo de ERO
seria creditado a atividade alimentar do galhador (Oliveira & lsaias 2010a, Oliveira et
al. 2010, lIsaias et al. 2011). Essa alta concentracdo de ERO observado nas células
proximas a camara ninfal ja foi observada para outros sistemas que apresentam
galhadores com aparelho bucal sugador (Oliveira & lIsaias 2010a, Isaias et al. 2011),
semelhante aquele de E. isaias. Segundo Oliveira et al. (2010), a formacdo de um
gradiente de ERO pode ser uma das forcas geradoras de gradientes citolégicos e
histoquimicos na galha responsaveis pelo papel nutricional das células proximais a
camara larval e pelos padrées de divisdes e consequente forma da galha.

O acumulo de ERO pode causar a acidificacdo da parede celular, que por sua vez

pode provocar o afrouxamento das microfibrilas de celulose permitindo assim o
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crescimento da célula (Del Rio & Pupo 2009, Swanson & Gilroy 2010), seja alterando a
extensibilidade da parede (Cosgrove 2005) ou pela reorientagdo das microfibrilas de
celulose (Baskin 2005). Em galhas induzidas por Baccharopelma dracunculifoliae em
Baccharis dracunculifolia, as camadas de tecido com acimulo de ERO (Magalh&es et
al. 2014, capitulo 2) apresentam o padrdo de deposicdo das microfibrilas de celulose
alterado durante seu desenvolvimento, conforme demonstrado por Magalhées et al.
(2013). Neste sistema, podemos dizer que a hipertrofia celular e a perda de adesdo da
lamela mediana pode estar ligada ao acimulo de ERO na parede celular. Padroes
distintos de alongamento e crescimento celular durante o processo de hipertrofia podem
ser um dos mecanismos responsaveis pela geracdo da forma da galha, assim como
relatado por Baskin (2005) para outros 6rgaos vegetativos. A extensibilidade da parede
€ o parametro responsavel pelo controle da expansdo celular, mas a pressdo de
turgescéncia é a forga que gera esse o crescimento (Baskin 2005, Geitmann & Ortega
2009, Boudaoud 2010). Portanto a expanséo celular observada nos tecidos da galha esta
relacionada ao aumento do volume do vaclolo, o que é sintoma do processo
hipertrofico.

Além de alterar a estrutura da parede celular, o alto estresse oxidativo nos
tecidos da galha causa desorganizacdo do sistema de membranas, em especial da
estrutura dos cloroplastos, causando perda de lamelacédo, e formacao de plastoglébulos.
Como todas as galhas foram coletadas sob as mesmas condicGes, a auséncia de amido
nos cloroplastos das galhas madura e senescente € um indicio que ha reducdo no
rendimento fotossintético e/ou grande consumo de aclcares para respiracdo e
crescimento celular. A formacdo de plastoglébulos, por sua vez, é uma resposta ao
estresse oxidativo (Zentgraf 2007). Estes corpusculos apresentam contetdo

antioxidante, tocoferol e carotenoides, envolvidos na regeneracdo do Fotossistema I na
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membrana dos tilacoides (Lichtenthaler 1968, Hopkins et al. 2007) e atuam na
eliminacdo de ERO (Asada 2006, Moller et al. 2007). Oliveira et al. (2011b)
observaram manutencdo do rendimento fotossintético nos tecidos de dois morfotipos de
galhas induzidos em duas espécies do género Aspidosperma. A manutencdo do
rendimento fotossintético nestas galhas se deve a presenca de plastoglébulos nos
cloroplastos. No sistema estudado, mesmo com a presenga de plastoglébulos a estrutura
dos cloroplastos nos tecidos da galha se apresenta bastante alterada quando comparada
aos tecidos ndo galhados. Desta forma, futuros trabalhos podem avaliar se mesmo com
alto grau de alteracdo estes cloroplastos manteriam o rendimento quantico
fotossintético.

Muito embora o grande acimulo de ERO nas células possa levar a morte celular
programada - MCP (Doke et al. 1996), no sistema P. grandiflorum — E. isaias esta so
foi observada na fase de senescéncia, indicando fim dos ciclos celulares. O fim destes
ciclos ocorre porque o estimulo do galhador deixa de existir no sitio da galha. De
alguma forma, mesmo com o alto estresse oxidativo, ha um controle da MCP nos
tecidos jovens e maduros da galha. Este controle certamente deve evitar uma resposta de
hipersensibilidade (HR) e consequentemente eliminar o estimulo da galha. A presenca
de arabinogalactanos proteinas (AGPs) podem ser um dos fatores que controla a MCP
segundo Gao & Showalter (1999), Letarte et al. (2006), Mastroberti & Mariath (2008).
As AGPs foram observados nos tecidos parenquimaticos das galhas jovem e madura
(Magalhaes 2014, capitulo 3). A proposicao do controle da MCP por parte das AGPs, é
reforcado pela presencga constante destas pectinas em tecidos jovens e meristematicos

(Herman & Lamb 1992, Albersheim et al 2011).
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Consideracoes finais

O actimulo de ERO causa alteracbes na estrutura e organizacdo do sistema de
membranas nas células, notado principalmente nos cloroplastos. Nesta organela, a
formagdo de plastoglobulos é um cléssico sintoma de alto estresse oxidativo. Este
estresse oxidativo detectado nos tecido da galha pode ainda provocar alteragcbes na
estrutura da parede celular, levando ao afrouxamento das microfibrilas e consequente
hipertrofia das células. A MCP ocorre somente na fase de senescéncia indicando fim do
estimulo e controle do galhador sobre o tecido da planta hospedeira e que, mesmo em
condicGes de alto impacto, o tecido ndo entra em MCP. A MCP n&o é observada durante
as fases jovem e madura da galha e essa auséncia pode estar relacionada a presenca de

AGP na parede celular.
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Consideracoes finais

Os dois sistemas estudados, Baccharis dracunculifolia - Baccharopelma
dracunculifoliae e Pseudobombax grandiflorum - Eriogallococcus isaias, permitiram
evidenciar que a producdo de espécies reativas de oxigénio durante o estabelecimento
dos insetos galhadores na formagcdo da galha foi potencial sinalizador para o
afrouxamento e reorientacdo das microfibrilas de celulose e alteracbes na composicao
péctica da parede. Contudo, embora o acumulo de ERO tenha sido detectado
histoquimicamente em diferentes intensidades de reacdo nos sitios das galhas, este
acumulo n&o é determinante para a morte celular programada em nenhum dos sistemas
estudados, pois 0s dois processos ocorrem em sitios distintos e apos a saida do galhador.

Nas galhas induzidas por Baccharopelma dracunculifoliae em Baccharis
dracunculifolia foi observado que a reorientacdo da microfibrilas de celulose determina
mudancas na direcdo do alongamento e nos padrdes de expansdo celular, com grande
impacto na geracdo da forma galha. As mudangas detectadas sdo dindmicas permitindo
0 dobramento da folha ao longo da nervura mediana na fase jovem e a abertura total da
galha na fase senescente.

A distribuicdo das pectinas e proteinas nas paredes celulares foi alterada pela
acdo alimentar de Eriogallococcus isaias nos sitios de inducdo das galhas em
Pseudobombax grandiflorum através do estresse gerado nos tecidos. Nas fases jovem e
madura, a variacdo na distribuicdo dos HGAs e nos seus graus de metil-esterificacdo, e
na distribuicdo dos arabinanos e galactanos alterou principalmente a rigidez e
flexibilidade da parede permitindo a expansdo celular. As AGPs, mesmo nao sendo
abundantes nas galhas jovem e madura, podem ter evitado a ocorréncia de MCP. E

importante ressaltar que essas variagdes ocorrem pelo estimulo do inseto galhador mas
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dentro dos limites da planta hospedeira. Como as fases de desenvolvimento em galhas
sdo bem marcadas, o estudo sobre a dindmica da parede celular em mais sistemas pode
responder se os padroes de desenvolvimento sdo iguais em galhas que apresentam
formas semelhantes.

Nos dois sistemas estudados, foi observado que o acimulo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) pode ser um dos fatores que causa hipertrofia nos tecidos, pelo
aumento da acidez na parede e consequente afrouxamento das microfibrilas de celulose.
O acumulo de ERO altera a estrutura dos cloroplastos, que perdem lamelagdo e
apresentam muitos plastoglobulos como forma de capturar os radicais livres. Entretanto,
0 acumulo de ERO nos tecidos ndo desencadeou morte celular programada (MCP)
durante as fases jovem e madura das duas galhas, com esta ocorrendo apenas na
senescéncia. A partir destes resultados, pode-se concluir que embora induzidas em
plantas de familias distintas, as duas galhas conseguem suportar o estresse causado pelo
acumulo de ERO sem que ocorra MCP, sendo este um indicio de que o fendtipo
estendido dos insetos e determinado também em nivel subcelular.

O estudo das variagdes subcelulares em galhas de insetos sugadores permitiu
demonstrar que as galhas sdo modelos eficientes para o entendimento da dindmica das
paredes celulares durante o desenvolvimento vegetal. Os processos de rediferenciacao
celular registrados neste trabalho contribuem para o entendimento do estresse oxidativo
como causador de alteracdo da estrutura celuldsica e péctica na parede celular durante o
desenvolvimento de galhas. Além das técnicas utilizadas, técnicas que englobem a parte

quimica e bioquimica podem auxiliar no entendimento destas variacdes.
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