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* Médias seguidas pela mesma letra no comparativo entre folha ndo galhada e galha no

mesmo parametro indicam que ndo houve significancia (p<0,05).

Figura 4. Quantificagdo de estresse em folhas de Manihot esculenta (Euphorbiaceae) e
em suas galhas. A- Quantificacdo de peroxido de hidrogénio; B- Quantificacdo de anion

superdxido; C- Quantificacdo de malondialdeido.
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antioxidantes (A-D) e de compostos fenodlicos (E); A- Atividade da enzima antioxidante
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LC camara larval

Ep epiderme -

VB feixes vasculares -
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RESUMO

SOUZA, ANA PAULA. Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde, GO, setembro de
2023. Estrutura, fisiologia e niveis de estresse promovidos por galhas de Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) induzidas por latrophobia brasiliensis (Diptera,
Cecidomyiidae). Orientador: Vinicius Coelho Kuster. Coorientadora: Valdnéa

Casagrande Dalvi.

Os organismos indutores de galhas modificam o crescimento normal de tecidos e 6rgdos
vegetais, através de alteracbes nos seus padrdes morfogénicos, em busca de uma
estrutura que os ofereca abrigo, alimentacdo e protecdo. A mosca-da-galha latrophobia
brasiliensis induz galhas nas folhas da mandioca Manihot esculenta. Assim, o objetivo
do presente estudo € caracterizar a anatomia, histoquimica, fotossintese,
imunocitoquimica da parede celular, niveis de estresse oxidativo e formas de dissipagdo
de estresse em galhas induzidas por latrophobia brasiliensis nas folhas de Manihot
esculenta. Para tal, folhas ndo galhadas e galhas maduras foram coletadas para a
realizacdo das andlises. Para as andlises de histologia, as amostras foram fixadas,
incluidas em resina, seccionadas em micrétomo, coradas com azul de toluidina e
montadas em Entellan©. Amostras frescas foram utilizadas para histolocalizacdo de
metabolitos primarios e secundarios. Para a imunocitoquimica, amostras incluidas em
resina foram submetidas a anticorpos monoclonais para avaliagdo de pectinas,
hemiceluloses e proteinas de parede celular. Para as andlises fisiol6gicas, Handy Fluor
Cam — PSI foi utilizado para avaliagdo da fluorescéncia da clorofila a em campo,
associado com a concentracdo de pigmentos cloroplastidicos com o uso do extrator
acetona 80%. Para a avaliacdo do estresse foi quantificado anion superéxido, peroxido
de hidrogénio e o malondialdeido, bem como as enzimas antioxidantes catalase,
peroxidase inespecifica, ascorbato peroxidase e superdxido dismutase. As galhas de M.
esculenta apresentam compartimentalizagdo tecidual rica em metabdlitos primarios e
secundarios, e parede celular estruturada por glicoproteinas, pectinas, e hemiceluloses.
O tecido nutritivo foi amplamente marcado por esses compostos, que pode ter relagcdo
com a alimentacdo do galhador. As galhas de M. esculenta apresentaram sistema
enzimatico de defesa antioxidante mais eficiente que a folha, resultando em menor
estresse nas galhas, principalmente pela maior atividade da POX e da SOD. A maior

producéo de perdxido de hidrogénio, anion superoxido e malondialdeido nas folhas de
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M. esculenta indicam maior estresse oxidativo, que foram associados com a menor
atividade do sistema antioxidante, o que parece ter afetado o rendimento quantico do
PSII, o tornando inferior ao da galha. O presente estudo traz novidades sobre estresse
em galhas e vias de dissipacdo, mostrando maior complexidade desses processos

quando se amplia 0 acesso ao sistema antioxidante nas galhas.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes; Compartimentalizacdo; Fluorescéncia; Parede

celular.

ABSTRACT

SOUZA, ANA PAULA. Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, GO, September
2023. Structure, physiology and levels of stress promoted by galls of Manihot esculenta
(Euphorbiaceae) induced by latrophobia brasiliensis (Diptera, Cecidomyiidae).
Advisor: Vinicius Coelho Kuster. Co-advisor: Valdnéa Casagrande Dalvi.

The gall-inducing organisms modify the normal growth of plant tissues and organs,
through changes in their morphogenic patterns, in search of a structure that offers them
shelter, food and protection. The “mosca-da-galha” latrophobia brasiliensis induces
galls on the leaves of cassava Manihot esculenta. Thus, the aim of the current study is to
characterize the anatomy, histochemistry, photosynthesis, immunocytochemistry of the
cell wall, levels of oxidative stress and forms of stress dissipation in galls induced by
latrophobia brasiliensis on Manihot esculenta leaves. So, non-galled leaves and mature
galls were collected for analysis. For histological analyses, the samples were fixed,
embedded in resin, sectioned in a microtome, stained with toluidine blue and mounted
in Entellan©. Fresh samples were used for histolocalization of primary and secondary
metabolites. For immunocytochemistry, samples embedded in resin were subjected to
monoclonal antibodies for evaluation of pectins, hemicelluloses and proteins of the cell
walls. For the physiological analyses, Handy FluorCam— PSI was used to evaluate the
chlorophyll a fluorescence in the field, associated with the concentration of chloroplast
pigments using an 80% acetone extractor. For the assessment of stress, superoxide
anion, hydrogen peroxide and malondialdehyde were quantified, as well as the
antioxidant enzymes catalase, non-specific peroxidase, ascorbate peroxidase and

superoxide dismutase. M. esculenta galls show tissue compartmentalization rich in
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primary and secondary metabolites, and a cell wall structured by glycoproteins, pectins,
and hemicelluloses. The nutritious tissue was largely labeled by these compounds,
which may be related to feed of the galling inducer. The galls of M. esculenta showed a
more efficient enzymatic system of antioxidant defense than the leaf, resulting in less
stress on the galls, mainly due to the greater activity of POX and SOD. The greater
production of hydrogen peroxide, superoxide anion and malondialdehyde in the leaves
of M. esculenta generated greater stress, associated with lower activity of the
antioxidant system, which seems to have affected the quantum yield of PSII, making it
lower than that of the gall. The current study brings news about stress in galls and
dissipation pathways, showing greater complexity of these processes when access to the

antioxidant system in galls is expanded.

KEYWORDS: Antioxidants; Cell wall; Compartmentalization; Fluorescence.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os organismos indutores de galhas modificam o crescimento normal de tecidos e
Orgdos vegetais, através de alteracBes nos seus padrées morfogénicos (Mani 1964;
Oliveira & Isaias 2007; Oliveira & Isaias 2010; Isaias et al. 2011; Carneiro et al. 2015),
em busca de uma estrutura que os ofereca abrigo, alimentacdo e protecdo, direta ou
indireta, contra inimigos naturais e fatores abidticos (Price et al. 1986; Rohfritsch &
Anthony 1992). As galhas podem ser formadas em raizes, caules, flores, frutos,
sementes e folhas (Mani 1964), com o seu desenvolvimento dependente do estimulo
quimico e alimentar continuo do indutor (Mani 1964; Meyer & Maresquelle 1983;
Bronner 1992). O desenvolvimento de galhas é desencadeado por alteracfes estruturais,
metabdlicas e fisioldgicas (Ferreira et al. 2018; Ferreira et al. 2019; Costa et al. 2021;
Guedes et al. 2022), gerando variacbes na diferenciacdo celular, ocorréncia de
compostos primarios e secundarios, na composi¢do da parede celular, na producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como no desempenho quéantico da
fotossintese (Carneiro et al. 2014; Oliveira et al. 2017; Teixeira et al. 2018; Kot e
Kmiec 2020; Silva et al. 2021).

Na formacdo das galhas, processos de hipertrofia celular e hiperplasia tecidual
caracterizam o desenvolvimento da estrutura, bem como, a compartimentalizacdo dos
tecidos (Carneiro et al. 2014). Assim, galhas induzidas por cecidomyiideos, geralmente
apresentam tecidos funcionalmente compartimentalizados, associados a diferentes
metabolitos (Braganga et al. 2017; Costa et al. 2021). Os compostos primarios como,
acucares, lipideos e proteinas, sdo comumente reconhecidos em galhas, funcionando
como reserva em tecidos de armazenamento e, como fonte energética nos tecidos
nutritivos, enquanto que compostos secundarios atuam na defesa contra inimigos
naturais (Oliveira et al. 2010; Guimaraes et al. 2013; Braganca et al. 2017; Kuster et al.

2020), e na dissipacéo de estresse oxidativo (lsaias et al. 2015; Guedes et al. 2022).

Além dos mecanismos de rediferenciacdo celular envolvidos no crescimento e
expansdo da galha, a orientagdo da sua morfologia depende da composic¢do da parede
celular (Carneiro et al. 2014). A parede celular é constituida por microfibrilas de
celulose, hemiceluloses, glicoproteinas e pectinas (Xu et al. 2011; Ant et al. 2013;
Voiniciuc et al. 2018). Acucares ligados a polissacarideos como xilanos,

heteromananos, e xiloglucanos configuram as hemiceluloses (Gilbert 2010), que atuam
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no desenvolvimento vegetal (Liepman et al. 2007), enquanto que proteinas, como as
arabinogalactanas e as extensinas estruturam paredes celulares (Voiniciuc et al. 2018).
As pectinas classificadas como homogalacturonanos (HGAs), rhmanogalacturonanos |
(RG-I), e rhmanogalacturonanos Il (RG- 1) (Ridley et al. 2001; Hart and Kindel 1970),
estdo envolvidas no desenvolvimento celular, de tecidos e ¢érgdos, regulando o

crescimento e a expansao celular (Caffall and Mohnen 2009).

O desenvolvimento de galhas pode gerar um aumento na producdo de EROs
(espécies reativas do oxigénio) em relacdo ao 6rgdo ndo galhado (Isaias et al. 2015),
como de peroxido de hidrogénio (H20>), anion superoxido (O;) e radical hidroxila (OH
) (Mittler et al. 2022). As EROs possuem alta reatividade, e, por isso, podem interagir
com os componentes celulares, como DNA, RNA, organelas e membrana celular,
degradando-os (Mittler et al. 2022), podendo assim levar a peroxidacdo lipidica (Alché
2019). Para isso, compostos antioxidantes como a peroxidase, catalase, superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase (Apel e Hirt 2004) e compostos fendlicos (Isaias et al.
2015) atuam na eliminacdo dessas moléculas, dissipando o estresse oxidativo (El-
Beltagi et al. 2011). A lignificacdo de parede celular em galhas parece ser outra forma

de dissipacdo de moléculas estressoras (Kuster et al. 2020).

Os altos niveis de estresse estdo diretamente relacionados ao funcionamento do
aparato fotossintético, geralmente reduzindo o rendimento quéntico da fotossintese,
como demonstrado para galhas induzidas por Eugeniamyia dispar (Diptera,
Cecidomyiidae) nas folhas de Eugenia uniflora (Myrtaceae) (Rezende et al. 2018). Essa
reducdo na fotossintese é muitas vezes associada a reducdo dos pigmentos
cloroplastidicos, principalmente pela reducéo da concentracdo de clorofila (Kuster et al.
2022), dada pela diluicdo de pigmentos resultado da hipertrofia celular (Oliveira et al.
2017).

A mandioca, Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae), € uma espécie de
relevancia econdmica tanto no Brasil como no exterior, sendo fonte de renda para
agricultores familiares em diversos Estados brasileiros e importante recurso alimentar
no mundo (Oliveira e Lima 2006; Rosa et al. 2014). Devido a importancia econémica,
existem diversos estudos evidenciando as doencas associadas a essa cultura, como as
galhas que podem ocorrer tanto nas raizes como nas folhas da mandioca, provocadas

por nematoides e insetos, respectivamente (Oliveira e Lima 2006; Rosa et al. 2014;
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Durdes & Araujo 2020). As galhas foliares da mandioca sdo comumente induzidas pela
mosca-da-galha, latrophobia brasiliensis Ribsaamen, que é um diptero da familia
Cecidomyiidae (Maia 2021) (Hernandez 2011; Duraes et al. 2020).

Manihot esculenta é uma espécie nativa do Brasil (Flora do Brasil, 2020), com
grande distribuicdo e variedades da espécie pelos diferentes biomas brasileiros,
inclusive contribuindo para a biodiversidade do Cerrado. O Cerrado é amplo e
complexo (Silva & Bates 2002), ressaltado por Aradjo (2011) como sendo favoravel
para o estudo das relacGes entre insetos galhadores e plantas hospedeiras, uma vez que
parece existir uma preferéncia dos insetos galhadores por plantas em condicdes de
estresse. Assim, sabendo-se da importancia da diversidade floristica e fisionémica do
Cerrado para a biodiversidade (Ribeiro & Walter 2008), também é relevante ponderar o
quanto a riqueza de insetos e suas formas de interacdo sdo pouco conhecidas, 0 que

reforca a necessidade de estudos.

Frente ao exposto, a presente dissertacdo busca avaliar as modificacdes
morfofuncionais promovidas por latrophobia brasiliensis Riibsaamen (Diptera,
Cecidomyiidae) na formacgdo das galhas de mandioca, Manihot esculenta Crantz
(Euphorbiaceae), por meio de analises de anatomia, histoquimica, fotossintese,
imunocitoquimica da parede celular, niveis de estresse oxidativo e vias de dissipacdo de

estresse. Para tal, a dissertacdo foi dividida em dois capitulos, assim distribuida:

1- Nutritive tissue rich in reserves in the cell wall and protoplast: the case of Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) galls induced by latrophobia brasiliensis (Diptera,

Cecidomyiidae);

2- Sistemas antioxidantes das galhas de Manihot esculenta reduzem o estresse oxidativo

e melhora o rendimento quantico da fotossintese.
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2. CAPITULO I

Nutritive tissue rich in reserves in the cell wall and protoplast: the case of Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) galls induced by latrophobia brasiliensis (Diptera,

Cecidomyiidae)

Chapter in article format and submitted to the Protoplasma

ABSTRACT
The galls can offer shelter, protection, and an adequate diet for the gall-inducing

organisms. Herein, we evaluated the structure of Manihot esculenta leaves and galls
induced by latrophobia brasiliensis in order to identify metabolic and cell wall
composition changes. We expected to find a complex gall with high primary
metabolism in a typical nutritive tissue. Non-galled leaves and galls were subjected to
anatomical, histochemical, and immunocytochemical analyses to evaluate the structural
features, primary and secondary metabolites, and glycoproteins, pectins, and
hemicelluloses in the cell wall. The gall is cylindric, with a uniseriate epidermis, a larval
chamber, and a parenchymatic cortex divided into outer and inner compartments. The
outer compartment has large cells with intercellular spaces and stocks starch and is
designated as storage tissue. Reducing sugars, proteins, phenolic compounds, and
alkaloids were detected in the protoplast of inner tissue cells of galls, named nutritive
tissue, which presents five layers of compact and small cells. Cell walls with esterified
homogalacturonans (HGs) occurred in some cells of the galls indicating the continuous
biosynthesis of HGs. For both non-galled leaves and galls, galactans and xyloglucans
were broadly labeled on the cell walls, indicating a cell growth capacity and cell wall
stiffness, respectively. The cell wall of the nutritive tissue had wide labeling for
glycoproteins, HGs, heteroxylans, and xyloglucans, which can be used as source for the
diet of the galling insect. Manihot esculenta galls have compartments specialized in the
protection and feeding of the galling insect, structured by nutritive tissue rich in

resource compounds, in the cell walls and protoplast.

Keywords: Cassava. Hemicellulose. Pectin. Protein. Sugar.
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2.1 INTRODUCTION

Gall-inducing organisms manipulate the host plant tissue to form galls through
changes in their morphogenetic patterns (Mani 1964; Oliveira et al. 2016). This new
plant organ (Shorthouse and Rohfritsch 2005) can offer shelter, protection against
natural enemies and abiotic factors, and food to the gall-inducing organisms (Price et al.
1986; Rohfritsch and Anthony 1992). The histological, cytological, and histochemical
profiles of galls, as well as the distribution of cell wall epitopes in gall tissues, have
been intensely studied due to the importance of recognizing gall-inducer’s impact on the
host plant (Oliveira et al. 2010; Dias et al. 2013; Bomfim et al. 2019; Martini et al.
2019; Naves et al. 2021; Silva et al. 2021; Teixeira et al. 2022; Kuster et al. 2022; Vilela
et al. 2023). In a histological view, galls can have simple tissue arrangement with poor
differentiation, or a compartmentalized structure with a high tissue complexity, with
complex galls may be identified by the occurrence of redifferentiation of a ‘nutritive-
like tissue’, presence of mechanical layers, redifferentiation of other ground system cell

types, changes in epidermis and promeristematic activity (Ferreira et al. 2019).

The nutritive tissue usually occurs surrounding the larval chamber, accumulating
primary metabolites such as proteins, lipids, reducing sugars, and starch, which are
helpful for the diet of the gall-inducing organism (Bronner 1990; Oliveira et al. 2016;
Rezende et al. 2018; Ferreira et al. 2019). From a cytological perspective, the nutritive
cells have thin cell walls and dense cell cytoplasm related to the nutrition of the gall
inducer (Mani 1964; Bronner 1990), normally with a higher metabolic rate than other
compartments once they produce distinct metabolites (Schénrogge and Lichtenstein
2001). The outer cortex or storage (reserve) tissue has large and vacuolated cells, as
well as thin to thick cell walls (Mani 1964; Ferreira et al. 2015; Braganca et al. 2017).
As an example of gall tissue compartmentalization, Mimosa gemmulata Barneby
(Fabaceae) galls induced by Cecidomyiidae have a nutritive tissue with reducing sugars
useful for feeding the gall inducer and storage tissue with starch grains (Costa et al.
2021). Thus, the metabolite accumulation and tissue compartmentalization are
influenced by the complex mechanism of cell division and expansion, as well as the
processes of cell hypertrophy and tissue hyperplasia, which are associated with the

dynamic properties of the cell walls (Carneiro et al. 2014).
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The cell wall consists of cellulose microfibrils, hemicelluloses, glycoproteins,
and pectins (Xu et al. 2011; Ant et al. 2013; Voiniciuc et al. 2018). Pectins are involved
in tissue and organ development, cell adhesion, growth regulation, and cell expansion
(Caffall and Mohnen 2009; Carneiro et al. 2014). They can be classified mostly as
homogalacturonans (HGs), rhamnogalacturonans | (RG-I), and rhamnogalacturonans 11
(RG-1I) (Ridley et al. 2001; Hart and Kindel 1970). In Psidium myrtoides O. Berg
(Myrtaceae), the globoid shape of galls induced by Nothotrioza myrtoidis Burck.
(Hemiptera: Psylloidea) was directly associated with the composition of pectins in the
cell wall (Carneiro et al. 2014). For globoid leaf galls on Croton floribundus Spreng.
(Euphorbiaceae) induced by Clinodiplosis sp. (Cecidomyiidae), the labeling of different
epitopes of pectins and the degree of methylesterification of HGs indicated the changes
of developmental stages and the maintenance of cell vitality, even after the end of gall
development (Teixeira et al. 2018). The proteins also structure the cell walls, especially
extensins and arabinogalactan proteins (AGPs) (Voiniciuc et al. 2018). Extensins form a
network through intermolecular cross-links, which form a barrier in defense against
pathogens, while AGP can operate on the plant's vegetative and reproductive growth, as
well as on its development (Showater and Basu 2016). Hemicelluloses are
polysaccharides linked by sugar groups such as mannans, xylans and xyloglucans
(Gilbert 2010), which play a primary role in signaling plant growth and development
(Liepman et al. 2007) and in cell elongation and expansion (Scheller and Ulvskov
2010). For galls, hemicelluloses when present in nutritive tissue have been associated
with galling insect nutrition, reflecting a considerable energy resource in galls formed
by dipterans (Braganca et al. 2020; Costa et al. 2021). The hemicelluloses from cell
walls may be degraded by enzymes produced by some groups of insects, which provide
resources to feed herbivorous insects (Calderdn-Coértes et al. 2012). Herein, we
performed a detailed and comparative anatomical, histochemical and
immunocytochemical analysis to understand the cellular and tissue metabolism of two

gall compartments induced by Diptera on an important economic plant species in Brazil.

Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) is a native species of Brazil (Flora do
Brasil 2020) and a food resource of great importance to the world (Oliveira and Lima
2006; Rosa et al. 2014; Walnut et al. 2021), which causes leaf yellowing, stunted
growth, and reduced size of the roots with high infestation of galls in M. esculenta

leaves (Farias and Bellotti 2006). The galling insect 1. brasiliensis is commonly found

31



in different cassava crops (Hernandez 2011), being the best-known inducer of their leaf
galls (Lozano et al. 1981; Hernandez 2011; Durdes and Aradjo 2020). As a
Cecidomyiidae, 1. brasiliensis has a scraping-sucking feeding habit, damaging the cells
on which they feed (Oliveira et al. 2016). So, the current study seeks to evaluate the
mature leaf galls of M. esculenta induced by I. brasiliensis from an anatomical,
histochemical and immunocytochemical point of view, in order to answer the following
questions: i) Are the galls induced by I. brasiliensis structurally complex, as well as
with primary metabolites accumulating in a typical nutritive tissue? And ii) Does a large
amount of metabolites, that is associated with the high metabolism, of nutritive tissue
reflect the presence of methylesterified HGs and hemicelluloses? We hypothesize that
the mature galls of M. esculenta are complex, based on Ferreira et al. (2019), and with
high occurrence of energy reserves in both compartments, cell walls with non-
methylesterified pectins and rich in hemicelluloses, both structuring the cell walls of

galls and supporting the galling insect diet.

2.2 MATERIAL AND METHODS

2.2.1 Study area and host plant-insect system

The study was carried out at “Fazenda Sao Jos¢”, located 90 km away from the
Jatai municipality, Goias State (18°27'43"S/ 51°37'10" W), Brazil, which has a small
area planted with M. esculenta for family consumption. The gall formation on M.
esculenta Crantz induced by I. brasiliensis (Fig. 1A-D) begins with egg deposition by
the adult female on leaf surfaces, followed by subsequent hatching of eggs and initiation
of larval feeding on host plant tissues (Alvarez et al. 2012; Scareli-Santos et al. 2018;
Flora do Brasil 2020). The induction promotes the development of a cylindrical and
elongated gall with a generally green color (Durdes and Aradjo 2020). For the current
study, non-galled leaves of the 3™ node and galls of Manihot esculenta subspecies
esculenta (Fig. 1A-D), both mature, were collected for histological, histochemical and
immunocytochemical analyses (h= 3 plants per treatment). We consider mature galls

those that have reached their maximum size morphologically (About 7 mm of height
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and 4 mm of width), in which the inducing insect is in the larval stage in high feeding

activity.

o ©

Fig. 1. Galls on Manihot esculenta leaf. A- Galls on adaxial leaf surface; B- Ostiole of
galls on abaxial leaf surface; C- Detail of galls (in the black circle) on adaxial leaf

surface; D- Gall in longitudinal section showing the larval chamber with a gall inducer.

2.2.2 Morphological and histological analyses

For the morphological analyses, 35 mature galls were collected in the field and
measured for height and width using the 150 mm Digimess® digital caliper. The fresh
and fixed mature galls with their gall inducer were photographed under a Leica M165C

stereoscopic microscope coupled to a Leica® DFC295 digital camera.

For histological analyses, fragments of the median internerval region of the non-
galled leaves (n= 3) and the galls (n= 3) were fixed in FAA7, (formalin, acetic acid and
70% ethanol, 1:1:18 v/v) (Johansen 1940) for 48 h and stored in 70% alcohol. The
samples were dehydrated in ethyl series, included in 2-hydroxyethyl methacrylate
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(Historesin, Leica® Instruments, Heidelberg), transversal and longitudinal sectioned in
rotary microtome (Leica® RM2235) at 5 um and stained with 0.05% toluidine blue, pH
4.7 (O'Brien et al. 1964). The slides were mounted in Entellan® and photographed under
a light microscope (Leica® DM750) coupled with a digital camera (Leica® ICC50 HD).

2.2.3 Histochemical analyses

Histochemical analyses were performed on freshly collected samples from the
median internerval region of the non-galled leaves (n= 3) and the median portion of the
galls (n= 3), which were freehand cross-cut with a razor. A freehand cut control, i.e., the
fresh plant sample sectioned, without fixation, inclusion, or staining, was also made.
Only the starch test was performed on the samples embedded in Historesin. Just
metabolites from the protoplast of cells were considered as a result. For the detection of
proteins, the samples were subjected to Xilidine Ponceau for 15 min, with subsequent
washing in 3% acetic acid for 5 min (Mazia et al. 1953). Red indicates a positive result.
Lipids were detected by Sudan Ill in 70% alcohol for 5 min (Sass 1951). Orange to
reddish color indicates a positive result. For starch detection, Lugol solution was used
for 10 min (Johansen 1940). Black to purple color indicates a positive result. Reducing
sugars were evaluated by Fehling’s reagent, with subsequent heating of the blade until
pre-boiling (Sass 1951). Orange to reddish color indicates a positive result. The total
phenolic compounds were identified by the solution of Iron Chloride 111 (Johansen
1940), after 15 min of reaction. Black labeling indicates positive results. The alkaloids
were detected by Dragendorff’s reagent for 15 min with washing in 5% sodium nitrite
(Svendsen and Verpoorte 1983). Brown staining indicates positive result. All samples
were mounted in distilled water or in the reagent itself and photographed later under a
light microscope (Leica DM750) coupled with a digital camera (Leica ICC50 HD).

2.2.4 Immunocytochemical analyses

For the immunocytochemical analyses, plant samples (n= 3 per treatment) were
processed according to the methodology described in the item "histological analyses”,

but without staining and mounting the slides. For the labeling of hemicellulose epitopes,

34



the samples were immersed in 10 ug ml™ of pectate lyase (Sigma-Aldrich) in 2 mM of
CaCl; buffer, 50 mM of 3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid (CAPS) (Sigma-
Aldrich, USA), at pH 10, for 2 h. Then, the procedure was similar to all samples, with
the immersion of the samples in a blocking solution of 3% w/v of powdered milk
(Molico®) / phosphate-buffered saline (PBS) for 30 min. The samples were incubated in
primary monoclonal antibodies LM1, LM2, LM5, LM6, LM11, LM15, LM19, LM20
and LM21 (Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK) for 2 h (Table 1). After
primary incubation, the sections were washed in PBS, with subsequent incubation in the
secondary antibody FITC (1:100 in 3% w/v of powdered milk/PBS) for 2 h in the dark.
Slides without incubation with the primary antibody were used as controls. At the end
of the process, all slides were washed in PBS and mounted on 50% glycerin. The
samples were then analyzed under a Leica DM4000 LED coupled with an HD
monochromatic camera (DFC3000 G) and FITC filter with an excitation/emission peak
wavelength at 495/517 nm. We also used a DAPI filter with excitation/emission peak at
358/463 nm for autofluorescence localization in a second set of control tests (Chomick
et al. 2014) using an overlap function of the microscope software to better show the
results of monoclonal antibodies. Thus, the positive (+) results were labeled green with
a FITC filter, and the negative (-) results were labeled blue with a DAPI filter. All
samples were photographed under the same conditions. The fluorescence intensity of
the epitopes was defined by grayscale methodology, using ImageJ software version
1.51k (http://rsb.info.nih.gov/ij), and the measurements were performed in triplicate for
each tissue. Three categories of intensity were established based on the highest and

lowest values: negative (0 Gy), weak (<10 Gy), moderate (11-19 Gy) and intense (>20
Qy).

Table 1. Monoclonal antibodies and their respective epitopes for the recognition of

proteins, pectins and hemicelluloses.

Antibodies Epitopes References

Monoclonal

LM1 Extensins Smallwood et al. (1996)

LM2 Arabinogalactan- proteins (AGP) Smallwood etal. (1996) e
Yates et al. (1996)

LM5 (1 — 4) pB-D- galactans Jones etal. (1997) e Orfla e
Knox (2000)
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LM6 (1 — 5) -a-L- arabinans Williats et al. (1998); Orfla e
Knox (2000); Orfla etal.
(2001) e Verhertbruggen et al.

(2009)

LM19 Non-methylesterified Verhertbruggen et al. (2009)
homogalacturonan (HG)

LM20 Methylesterified Verhertbruggen et al. (2009)
homogalacturonan (HG)

LM11 Heteroxylans McCartney et al. (2005)

LM15 Xyloglucans Marcus et al. (2008)

LM21 Xyloglucan- heteromannans Marcus et al. (2010)

2.3 RESULTS

2.3.1 Morphology and anatomy

The galls have cylindrical morphotype (Fig. 1A-D), with an average height of
6.9 £ 0.92 mm, and average width of 3.6 + 0.46 mm. The galls are usually whitish to
pinkish (Fig. 1A-D), projected towards the adaxial leaf surface (Fig. 1A, C) and with an
ostiole, on the abaxial leaf surface that opens after complete gall maturation (Fig. 1B).
Each open gall had only one larval chamber, with only one gall inducer inside (Fig.
1D).

The non-galled leaf is hypostomatic, with a uniseriate epidermis (Fig. 2A). It has
a dorsiventral mesophyll, with palisade parenchyma with one layer of cells and spongy
parenchyma with three to five layers (Fig. 2A), as well as collateral vascular bundles
(Fig. 2A) and barely visible laticifers. The gall shows a uniseriate epidermis, with a
parenchymal cortex with storage and nutritive compartments (Fig. 2B-E). The mature
gall showed a closed ostiole (Fig. 2B). The storage cortex has about twenty-two to
twenty-eight layers of visually large cells with intercellular spaces, collateral vascular
bundles, and laticifers (Fig. 2C, D). In the transverse section, the gall has just one
rounded and central larval chamber (Fig. 2C). The nutritive cortex surrounds the larval
chamber and has three to five layers of compact and small cells with dense cytoplasm,

with an innermost being a uniseriate epidermis (Fig. 2E).
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Fig. 2. Anatomical features of the non-galled leaves (A) of Manihot esculenta and its
gall (B-E), induced by latrophobia brasiliensis. A, C, D, E- Transversal section; B-
Longitudinal section; A- Uniseriate epidermis, dorsiventral mesophyll and collateral
vascular bundle. Stomata occur only on the abaxial face; B- General structure of gall,
with detail of ostiole; C- Parenchymatic cortex and larval chamber with inducer; D-
Detail of the cortex with collateral vascular bundles (dotted, to the left), as well as of the
laticifer (dotted, on the right); E- Detail of the storage and nutritive cortex.
Abbreviations: ST- Storage tissue; NT- Nutritive tissue; LC- Larval chamber; Co-
Cortex; Ep- Epidermis; ADEP- Epidermis on the adaxial face; ABEP- Epidermis on the
abaxial face; St- Stomata; VB- Vascular bundle; In- Inducer; SP- Spongy parenchyma;

PP- Palisade parenchyma.

2.3.2 Histochemistry

The non-galled leaf has lipid droplets in the cells of the epidermis on the abaxial
surface and in the mesophyll, while proteins were stained exclusively in the mesophyll.
Starch grains were marked in the palisade and spongy parenchyma (Fig. 3A). Phenolic
compounds and alkaloids were not stained in the non-galled leaves. In the gall, the
histochemistry results allowed classifying the outer cortex as storage tissue and the
inner cortex as nutritive tissue. Starch grains were detected in the storage tissue (Fig.
3B) and in cells near to nutritive tissue (Fig. 3C). Reducing sugars occurred only in the

epidermal cells of the adaxial face in the non-galled leaves (Fig. 3D), while in the galls,
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reducing sugars (Fig. 3E, F) and proteins (Fig. 3G, H) were detected in the vascular
bundles and nutritive tissue. Alkaloids (Fig. 31, J) and phenolic compounds (Fig. 3K, L)

were labeled in the epidermis, vascular bundles, and nutritive tissue.

Fig. 3. Positive histochemical results in the non-galled leaves (A) of Manihot esculenta
and its gall, induced by latrophobia brasiliensis. A, D- Non-galled leaves; B, C, E-L-
Gall; A- Starch in the mesophyll; B- Detail of starch in the outer cortex; C- Detail of
starch in the inner cortex; D- Reducing sugars in the epidermis; E- Reducing sugars in
the vascular bundles and inner cortex; F- Detail of the reducing sugars in the inner
cortex; G- Proteins in the vascular bundles and inner cortex; H- Detail of proteins in the
inner cortex; I- Alkaloids in the epidermis, vascular bundles and inner cortex; J- Detail
of alkaloids in the vascular bundle and inner cortex; K- Phenolic compounds in the

outer and inner cortex; L- Detail of phenolic compounds in the inner cortex.
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Abbreviations: ADEP- Epidermis on the adaxial face; ABEP- Epidermis on the abaxial
face; PP- Palisade parenchyma; SP- Spongy parenchyma; ST- Storage tissue; NT-
Nutritive tissue; LC- larval chamber; Ep- Epidermis; VB- Vascular bundle. *Positive

result to reducing sugars.

2.3.3 Immunocytochemistry

In the non-galled leaves, epitopes of extensins and AGP were weakly and
moderately labeled, respectively, by LM1 and LM2 in the cell walls of the epidermis on
the adaxial face and the spongy parenchyma (Table 2). The epitopes of (1—4)-B-D-
galactan and (1—5)-a-L-arabinan, recognized by LM5 and LM6, were weakly labeled
in all tissues, except for vascular bundles, which were moderately labeled by LM5 (Fig.
4A, B; Table 2). Non-methyl-esterified homogalacturonans (HGs), recognized by
LM19, were moderately labeled on the cell walls of the epidermis on the adaxial surface
and in the mesophyll cells (Table 2). No labeling of methylesterified HGs, recognized
by LM20, was observed in the tissues of the non-galled leaf (Table 2). Heteroxylan
epitopes, recognized by LM11, were weakly labeled in the cell walls of the epidermis of
the adaxial surface and the spongy parenchyma of the non-galled leaves (Table 2),
while xyloglucans, identified by LM15, were weakly recognized in all tissues. Epitopes
of heteromannans, recognized by LM21, were not labeled on any non-galled leaf tissues
(Table 2).

Table 2. Fluorescence intensity of epitopes of proteins (LM1 and LM2), pectins (LM5,
LM6, LM19 and LM20) and hemicelluloses (LM11, LM15 and LM21) in the cell walls
of the non-galled leaves of Manihot esculenta and its galls induced by latrophobia

brasiliensis.

Tissues Antibodies

LM1 LM2 LM5 LM6 LM19 LM20 LM11 LM15 LM21

Non-galled leaf
Adaxial epidermis  + + + + + ++ - + + -

Palisade - - + + ++ - - + -
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parenchyma

Spongy + ++ + + ++ - + + -
parenchyma

Vascular bundle - - ++ + - - - + -
Abaxial epidermis - - + + - - - + -
Gall

Epidermis + + + + + + + + +
Storage tisue - - ++ + - - - - -
Vascular bundle - - - - - - - - -
Nutritive tissue + + +++ o+ + + + + + +

Reaction intensity: negative (-), weak (+), moderate (++) and intense (+++).

In gall, epitopes of extensins and AGP, recognized by LM1 and LM2, were
weakly labeled on the cell walls of the epidermis and nutritive tissue (Fig. 4C, D; Table
2). The epitopes of (1—4)-B-D-galactans, recognized by LM5, were weakly,
moderately, and intensely labeled, respectively, in the cell walls of the epidermis,
storage and nutritive tissues (Fig. 4E, F; Table 2). Epitopes of (1—5)-a-L-arabinan,
recognized by LM6, were weakly labeled in the epidermis, outer and inner cortex (Fig.
4G; Table 2). Xyloglucan epitopes, recognized by LM15, were weakly labeled in the
cell walls of the epidermis and nutritive tissue (Fig. 4H; Table 2). Epitopes of
heteroxylans and heteromannans, recognized respectively by LM11 and LM21, showed
equally weak markings for the cell walls of the epidermis and nutritive tissue (Table 2).
Non-methylesterified HGs, recognized by LM19, and methylesterified HGs, recognized
by LM20, were weakly to moderately labeled in the epidermis and nutritive tissue of the
galls (Fig. 41, J; Table 2).
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Fig. 4. Immunocytochemical results of proteins, pectins, and hemicelluloses in the cell
walls of the non-galled leaves (NGL) of Manihot esculenta and its galls, induced by
latrophobia brasiliensis. A- Non-galled leaf with (1—4)-p-D-galactans weakly labeled
in the epidermis and mesophyll, and moderately labeled in the vascular bundle; B- Non-
galled leaf with (I — 5) -a-L- arabinans weakly labeled in all tissues. D- Gall with
extensins weakly labeled in nutritive tissue; E- Gall with arabinogalactan-proteins
weakly labeled in nutritive tissue; E, F- Gall with (1—4)-p-D-galactans moderately

labeled in storage tissue; G- Gall with (1 — 5) -a-L- arabinans weakly labeled in
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storage tissue; H- Gall with xyloglucans weakly labeled in nutritive tissue; I- Gall with
non-methylesterified HGs weakly labeled in nutritive tissue; J- Gall with
methylesterified HGs moderately labeled in nutritive tissue. *Green color indicates the
presence of the epitope and blue color indicates absence. Abbreviations: ST- Storage
tissue; NT- Nutritive tissue; LC- Larval chamber; Ep- Epidermis; ABEP- Epidermis on
the abaxial face; ADEP- Epidermis on the adaxial face; VF- Vascular bundle; In-

Inducer; SP- Spongy parenchyma; PP- Palisade parenchyma.

2.4 DISCUSSION

The M. esculenta leaf galls have a typical nutritive tissue rich in carbohydrates
and proteins in the cell walls and protoplast. This cecidomyiid gall has an outer cortex
as storage tissue and the innermost cell as typical nutritive tissue with a differential
histochemical gradient, as pointed out in the literature (Guimaraes et al. 2013; Braganga
et al. 2017; Braganca et al. 2020; Costa et al. 2021). The histochemical and anatomical
profiles can be associated with cell wall epitope distributions that evidence adaptive
histo-functional compartments in the gall. Based on the cell wall analysis, there is a
balance between stiffness and flexibility in the cell walls of M. esculenta galls, as well
as xyloglucans and other compounds that may be useful to feed the gall inducer, once

the polysaccharides in the cell walls can be consumed.

2.4.1 Histo-functional compartmentalization of the cortex

Galls induced by I. brasiliensis on M. esculenta are complex, based on Ferreira
et al. (2019), and compartmentalized, with a high accumulation of metabolites in their
cortex. The cortex of M. esculenta gall is just parenchymatic, as also reported for
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) galls induced by Eugeniamyia dispar Gen. N. and SP.
N. (Rezende et al. 2018). However, M. esculenta gall has storage and nutritive tissues
identified by the cellular size, degree of compaction, and accumulation of primary and
secondary metabolites. Histo-functional compartmentalization with the presence of a

typical nutritive tissue in the cortex as herein observed is common for Diptera-induced
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galls and plays important functional roles, especially the nutrition of the gall inducer
(Ferreira et al. 2019).

Reducing sugars and proteins have been often detected in the nutritive tissue of
galls induced by Cecidomyiidae (Oliveira et al. 2010; Formiga et al. 2011; Ferreira and
Isaias 2014), as well as carbohydrates, such as in Aspidosperma spruceanum Benth. leaf
galls induced by a Cecidomyiidae (Oliveira et al. 2010). The primary metabolites were
also reported here in the nutritive tissue of M. esculenta galls, which may be related to
the feeding habit of latrophobia brasiliensis, which is usually sucking disrupted-cell
fluid for galling insects of the order Diptera (Oliveira et al. 2016; Ferreira et al. 2019).
The establishment of a gradient with high concentrations of primary compounds in the
nutritive tissue confirms its high metabolic and physiological activity (Guimaraes et al.
2013), promoted by the continuous chemical stimulus of the galling organism. The
reducing sugars and proteins in vascular bundles of M. esculenta galls may indicate a
greater supply of metabolites for galls, reinforcing their role as physiological sinks,
since they are able to intensify the flow of nutrients useful for gall inducer feeding and
gall development (Shorthouse et al. 2005). Starch grains are complex polysaccharides
usually found in galls after the gall inducer stops or decreases their feeding activity
since there is a reduction in gall metabolism (Bronner 1992), as well as from a strong
sink created by the galls. This complex polysaccharide is commonly reported in the
storage tissue of the gall, as in the four morphotypes of Lopesia Ribsaamen spp. -
Mimosa gemmulata Barneby system, which was also detected in the nutritive tissue of
the globoid bivalve morphotype (Costa et al. 2021), being broken down into glucose,
sucrose and fructose and consumed for gall metabolic maintenance or feeding activity
of the galling insect (Oliveira and Isaias 2010). For some galls, starch grains occur in
cells that surround the larval chamber, forming after the female reaches adulthood
(Oliveira et al. 2017). For the M. esculenta galls, starch grains occurred throughout the
cortex, which may be a strategy to remain metabolically active to support rapid larval
growth and gall development.

Phenolic compounds are reported in the different plant organs and are
functionally related to protection from biotic and abiotic stresses (Corso 2020) and to
the dissipation of oxidative stress, as previously pointed out for galls of Aspidosperma
spp. (Kuster et al. 2022) and discussed in a general way for galls (Isaias et al. 2015). In
addition, phenolics may also promote the growth and development of plant organs
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(Beran et al. 2019), as demonstrated with galls induced by Bystracoccus mataybae
Hodgson, Isaias & Oliveira (Hemiptera) (Silva et al. 2019). They are less detected in the
inner cortex (Kuster et al. 2019), however, the amount between inner and outer cortex
can be similar, as reported for galls of Eucalyptus camaldulensis Dehn. (Myrtaceae)
induced by Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) (Isaias et
al. 2018), supporting tissue homeostasis once they scavenge free radicals (Lattanzio et
al. 2006; Oliveira et al. 2016). For M. esculenta galls, phenolics occurred in the nutritive
tissue, as also reported for galls induced by Schizomyia macrocapillata Maia (Diptera)
in Bauhinia brevipes Vogel (Fabaceae) (Sa et al. 2009), which may indicate a role of
dissipation of oxidative stress, normally high in inner compartments. Alkaloids act as a
chemical barrier against herbivory because they have a bitter taste and toxic nature
(Trigo 2011), so this defense role against attack of predators is attributed to the
alkaloids marked in the epidermis of the M. esculenta galls. Furthermore, the labeling of
alkaloids and phenolics only in the galls seems that galling insect enhances the synthesis
pathway of these metabolites. Alkaloids also are reported in such galling plant tissues

and can also be produced by the insect, as in the case of ants (Fox and Adams 2021).

2.4.2 Immunocytochemistry of the cell walls: pectins, proteins and hemicelluloses

The extensins, recognized by LM1, and ramogalacturonans (RGs) with side
chains of (1—5)-a-L-arabinans, recognized by LMG6, are related to the end of cell
growth since they limit the expansion process, acting, respectively, in the reinforcement
of the cell wall (Cassab 1998; Sabba and Lulai 2005) and in the increase of adhesion,
especially in the middle lamella (Brummell et al. 2004; Caffall and Mohnen 2009). The
LM6 antibody was largely labeled in mature non-galled tissues and in the epidermis and
nutritive tissue of galls, and could be a good indicator of cell maturation for M.
esculenta compared to LM1, which was labeled in some tissues. RGs with side chains
of (1 — 4) B-D-galactan, recognized by LM5, may provide an increase in cellular
flexibility, involved in the process of cell extension (McCartney et al. 2003). This
epitope was marked at different levels in all tissues of the non-galled leaves, and in the
galls, except for the vascular bundles, indicating that despite the final size of the gall,
the ability to elongate and grow is maintained. LM5 labeling on mature galls has

already been reported for Baccharopelma dracunculifoliae Burckhardt et al., 2004
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(Oliveira et al. 2014) and in the globoid galls of Croton floribundus (Teixeira et al.
2018), occurring in the cortical parenchyma. The moderate to intense labeling of (1 —
4) B-D-galactan in the storage and nutritive, of the M. esculenta galls may suggest the
flexibility of cell walls for the exit of the gall inducer, since their ostiole is smaller than

the adult galling insect.

The HGs are deposited in the cell walls in high methyl-esterified form,
indicating a young status of the cell, occurring as a natural process of cell maturation
that is accompanied by the demethylesterification of HGs (Micheli 2001). For M.
esculenta leaves, epitopes of non-methylesterified HGs were recognized by LM19 in
the epidermis and palisade and spongy parenchyma, suggesting that HGs undergo
demethylesterification by the action of pectin methylesterases (PMEs) (Micheli 2001).
This process indicates that the cell wall has gained in cell stiffening typical of mature
cell walls (Albersheim et al. 2011), which is promoted by binding with calcium bridges
that form high-viscosity matrix gels (Willats et al. 2001; Wolf et al. 2009). For M.
esculenta galls, the fluorescence was more intense for epitopes with methylesterified
HGs, recognized by LM20, in the nutritive cells, which demonstrates the maintenance
of cell expansion capacity and characteristics of juvenile cells (Sotiriou et al. 2016;
Teixeira et al. 2018).

The xyloglucans, recognized by LM15, characterize mature cells and indicate
reduced cell expansion capacity and increased cell wall stiffness (\Voiniciuc et al. 2018;
Braganga et al. 2020). In addition, in the cell walls of the nutritive tissue of Inga
ingoides (Rich.) Willd. galls, the xyloglucans were associated with the nutrition of the
galling herbivore (Braganca et al. 2020), which may be related to M. esculenta galls,
since the labeling also happens in its nutritive cells. Another epitope labeled in the
nutritive cells, the heteromannans, was not recognized in any compartment of the three
morphotypes of galls formed in I. ingoides (Braganca et al. 2020), with the same
occurring for the gall induced by nematodes and mites in Miconia albicans (Sw.) Steud.
and Miconia Ibaguensis (Bonpl.) Triana (Ferreira et al. 2019). The labeling of these
epitopes on M. esculenta galls, expands the possible hemicellulose used in the feeding

of gall inducers.

The ability of phytophagous insects to use cell wall polysaccharides as an energy

source, by symbiosis or endogenous enzymes that can degrade these chemical
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constituents (Watanabe and Tokuda 2010), has been researched for decades (Bignell
1977). In germline processes, non-cellulosic polysaccharides are used as carbohydrate
reserves (Harris 2006), since xyloglucans can be used by the embryo with the same
functionality as starch (Hayashi 1989). The degradation of hemicelluloses can form
different pentoses and hexoses, constituting a variety of sugars, which can be mediated
by the action of endoenzymes, exoenzymes, and auxiliary enzymes, which cleave the
main chain releasing monomeric sugars and the side chains forming monosaccharides
and disaccharides (Aro et al. 2005). So, the digestion of the cell walls by herbivorous
insects, by a complex enzymatic group, such as endogenous cellulases, hemicellulases
and pectinases (Calderon-Cértes et al. 2012) may provide flowed sugars. From the gall
induction point of view, these sugars may be used as a food resource for the feeding of
gall inducer, which makes us believe that the broad labeling of hemicelluloses in the
cell walls of the nutritive cells of M. esculenta galls can be associated with the feeding
of I. brasiliensis.

2.5CONCLUSION

Herein, we report a histo-functional compartmentalization of the cortex of M.
esculenta galls, mostly associated with the distribution of primary and secondary
metabolites between outer and inner compartments. So, there is tissue complexity of M.
esculenta galls, but it is lower than reported for other galls induced by Cecidomyiidae,
according to the definitions of complexity in galls described by Ferreira et al. (2019).
For the formation of M. esculenta galls, the cell walls of the leaves were restructured
regarding the presence of proteins, pectins and hemicelluloses, with varied level of
methylesterification of HGs among the tissues. The labeling of RGs with (1—5)-a-L-
arabinans and (1—4)-B-D-galactans on the gall cell walls evidence balance between
stiffness and flexibility. The nutritive tissue showed wide labeling of non-cellulosic

components, especially xyloglucans, which can be useful to feed the gall inducer.
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3. CAPITULO II

Sistemas antioxidantes das galhas de Manihot esculenta reduzem o estresse

oxidativo e melhora o rendimento quantico da fotossintese

Capitulo em formato de artigo e nas normas da revista “Biochemical

Systematics and Ecology ™

RESUMO
Galhas séo formadas pela inducdo de organismos externos, como 0s insetos, mediada

pela producdo aumentada de estresse oxidativo. O estresse é sinalizador do
desenvolvimento vegetal, porém em niveis elevados pode causar danos celulares, e
levar a morte celular. O impacto do estresse oxidativo pode ser avaliado por meio da
fluorescéncia da clorofila a, bem como melhor entendimento frente a atividade de
enzimas antioxidantes. O presente estudo busca avaliar o estresse oxidativo e as vias de
dissipacdo em galhas induzidas por latrophobia brasiliensis nas folhas de Manihot
esculenta, bem como o seu impacto no sistema fotossintético. Para tal, folhas nédo
galhadas e galhas maduras foram utilizadas. Para as anélises histoldgicas, as amostras
foram fixadas, incluidas em resina, seccionadas em micrétomo, coradas com azul de
toluidina e montadas em Entellan©. Para a avaliacdo fotossintética, Handy FluorCam —
PSI foi utilizado para determinar a fluorescéncia da clorofila a, associado com a
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos com o uso do extrator acetona 80%. Para
avaliar o nivel de estresse oxidativo, anion superdxido, peroxido de hidrogénio e o
malondialdeido, bem como as enzimas antioxidantes catalase, peroxidase inespecifica,
ascorbato peroxidase e superdxido dismutase, foram quantificados. I. brasiliensis induz
galhas em M. esculenta com menor estresse em relacdo ao Orgdo hospedeiro,
apresentando sistema enzimatico de defesa antioxidante mais eficiente do que na folha,
principalmente pela maior atividade de POX e SOD nos tecidos da galha. Esse estresse
oxidativo parece ter influenciado na eficiéncia fotossintética das folhas, levando a

maiores valores de (F’,-F)/F’) e (Fv/Fm) nas galhas.

PALAVRAS-CHAVE: Clorofila; Defesa; Enzimas.
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ABSTRACT
Galls are formed by the induction of external organisms, such as insects, with their

formation dependent on the control of oxidative stress. The stress is a sign of plant
development, but at high levels it can trigger lipid peroxidation, cell damage and genetic
changes, which in last degree can lead to cell death. The impact of oxidative stress can
be assessed through chlorophyll a fluorescence, as well as a better understanding of the
activity of antioxidant enzymes. The current study seeks to evaluate oxidative stress and
dissipation pathways in galls induced by latrophobia brasiliensis on Manihot esculenta
leaves, as well as its impact on the photosynthetic system. So, non-galled leaves and
mature galls were used. For histological analyses, the samples were fixed, embedded in
resin, sectioned using a microtome, stained with toluidine blue and mounted in
Entellan©. For the photosynthetic evaluation, Handy FluorCam — PSI was used to
determine the chlorophyll a fluorescence, which was associated with the concentration
of chloroplast pigments using the 80% acetone as extractor. To evaluate the level of
oxidative stress, superoxide anion, hydrogen peroxide and malondialdehyde, as well as
the antioxidant enzymes, i.e., catalase, non-specific peroxidase, ascorbate peroxidase
and superoxide dismutase, were quantified. 1. brasiliensis induces galls in M. esculenta
with less stress than the host organ, presenting a more efficient enzymatic antioxidant
defense system than in the leaf, mainly due to the greater activity of POX and SOD in
the gall tissues. This oxidative stress appears to have influenced the photosynthetic

efficiency of the leaves, leading to higher values of (F’n-F)/F’n) e (Fu/Fn) in the galls.

KEYWORDS: Chlorophyll; Defense; Enzymes.
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3.1 INTRODUCAO

O balango de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio de sistemas
antioxidantes em plantas faz parte de um refinado equilibrio redox que pode mediar
varios aspectos do desenvolvimento vegetal, desde o metabolismo até a expressdo
genética (Foyer e Noctor 2013). As EROs atuam no reconhecimento do estresse, e por
meio de redes de sinalizacdo ativam mecanismos de defesa como resposta (Mittler et al.
2022). O sistema antioxidante permite que as EROs funcionem como sinalizadoras, e,
ao mesmo tempo, regulem o tempo de vida datil celular (Foyer e Noctor 2013). A
sinalizacdo mediada por EROs ocorre em niveis adequados, ndo excedendo limites
citotoxicos ou citostaticos (Mittler 2016). Em caso de desequilibrio redox, as EROs
podem desencadear modificacbes no RNA e no DNA, como mutacbes génicas a sua
total inativacdo, oxidacdo de &cidos graxos e proteinas e morte celular (Oliveira e
Schoffen 2010; Cerny et al. 2018; Sytykiewicz et al. 2019; Mittler et al. 2022). As
EROs tem papel fundamental no desenvolvimento das galhas, podendo atuar como
sinalizadores moleculares e dentro de um sistema cujo estresse oxidativo seja
controlado de forma efetiva em comparacdo ao 6rgao hospedeiro ndo galhado (Isaias et
al. 2015).

As galhas sdo induzidas por bactérias, fungos, nematoides, e, principalmente, por
insetos (Mani 1964; lsaias et al. 2013), através do continuo estimulo do indutor na
planta hospedeira (Isaias et al. 2014; Guedes et al. 2019). Modificagdes estruturais e
metabdlicas sdo desencadeadas nos tecidos da planta hospedeira, levando a formacéo de
galhas com diferentes niveis de complexidade e distribui¢do de metabdlitos primarios e
secundarios (Braganca et al 2017; Isaias et al. 2018; Silva et al. 2019; Kuster et al.
2020), o que geralmente leva a uma distinta ocorréncia de EROs nos tecidos da galha e
do 6rgdo ndo galhado, como demonstrado para as galhas de Matayba guianensis
(Oliveira et al. 2017).

Peroxido de hidrogénio é frequentemente histolocalizado em compartimentos
teciduais das galhas, com maior marcacdo em tecidos com alta taxa metabdlica, como
feixes vasculares e tecidos nutritivos (Guedes et al. 2022). Esses radicais livres se ndo
controlados podem gerar espécies reativas de carbonila (RCS), como o malondialdeido
(MDA), indicando peroxidacdo lipidica e um estado de estresse oxidativo mais

avancado (Alché 2019). A peroxidacdo lipidica é decorrente do desbalanco entre
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producdo e remocdo de EROs dos tecidos (Morales e Munné-Bosch 2019), sendo
especulado que ocorra em maior propor¢do em galhas por serem decorrentes de uma
relacdo parasitica, como demonstrado para galhas foliares de Aspidosperma
spruceanum (Kuster et al. 2022). Entretanto, em galhas de Populus nigra, apesar da alta
concentracdo de H,0,, ndo ocorreu peroxidacao lipidica aumentada (Kot e Kmiéc 2020).
Desta forma, compostos antioxidantes tem sido demonstrados em galhas e relacionados
com a homeostase tecidual (Isaias et al. 2015), como os fendlicos (Guedes et al. 2022) e

as enzimas antioxidantes (Kot et al. 2019).

Fendlicos (Isaias et al. 2015), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a
ascorbato peroxidase (APX) (Apel e Hirt 2004) sdo biomoléculas que atuam no sistema
antioxidante em plantas, captando ou degradando EROs (El-Beltagi et al. 2011). Em
galhas induzidas por Leptocybe invasa (Hymnoptera, Eulophidae) em Eucalyptus
camaldulensis (Myrtaceae), os fenolicos foram associados com a homeostase do tecido
em resposta ao aumento de EROs (Isaias et al. 2018). Enquanto que no sistema Schinus
polygama (Anacardiaceae) - Calofideos (Hemiptera, Calophyidae), os fendlicos
parecem mediar o desenvolvimento vegetal (Guedes et al. 2019).

No caso das enzimas antioxidantes, a metaloproteina SOD estd presente em
todos os organismos aerobicos nos diferentes compartimentos subcelulares propicios a
oxidacdo mediada por EROs, como, peroxissomo, mitocondria e cloroplasto (Mittler et
al. 2022; Gill e Tuteja 2010), catalisando o radical superéxido em perdxido de
hidrogénio, que, posteriormente, é transformado em agua e oxigénio pela CAT e APX
(Arbona et al. 2003). A CAT pode estar presente nos cloroplastos, mitocéndrias, citosol,
e principalmente nos peroxissomos, onde ocorre a maior producdo de peroxido de
hidrogénio (H,0;). A CAT, entdo, atua na eliminacdo de H,O, (Zaid e Wani 2019),
enquanto que a APX pode estar associada a modulacdo de EROs para a sinalizacdo
(Apel e Hirt 2004; Mitller et al. 2002). Dentre as enzimas antioxidantes, a SOD e a APX
parecem ser indispensaveis na tolerdncia da planta ao aumento do estresse oxidativo
(El-Beltagi et al. 2011), estando relacionada a primeira linha de defesa aos efeitos
toxicos e no controle do estresse gerado por diferentes fatores abioticos,
respectivamente (Gill e Tuteja 2010; Zaid e Wani 2019). Aqui, buscamos avaliar se as
enzimas SOD, APX e CAT estariam relacionadas a primeira linha de defesa
antioxidante de plantas hospedeiras sujeitas ao ataque de insetos galhadores e
estabelecimento de galhas.
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O sistema antioxidante em plantas pode ser superado como consequéncia de
eventos abioticos, como alta intensidade luminosa, seca e salinidade, ou por ataques
bioldgicos, como por insetos, bactérias e virus (Alché 2019). Em galhas, o desbalanco
homeostatico celular associado com modificacdes morfofuncionais pode reduzir o
rendimento quéantico da fotossintese, como demonstrado para galhas induzidas por
Eugeniamyia dispar (Diptera, Cecidomyiidae) nas folhas de Eugenia uniflora
(Myrtaceae) (Rezende et al. 2018). A reducdo de parametros fotoquimicos em galhas
também tem sido associada com menor concentracdo de pigmentos cloroplastidicos
(Kuster et al. 2022), geralmente em decorréncia da diluigdo dos pigmentos resultado da
hipertrofia celular (Oliveira et al. 2017).

A mandioca, Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae), possui galhas foliares
cilindricas formadas pela mosca-da-galha latrophobia brasiliensis Riibsaamen,
(Diptera, Cecidomyiidae) (Durdes e Araujo 2020; Maia 2021). A ecologia dessa
interacdo parasitica tem sido estudada (Hernandez 2011; Duraes et al. 2020), entretanto
ndo had entendimento sobre o estresse bidtico gerado e seu impacto no aparato
fotossintético. Desse modo, o presente trabalho buscou investigar os niveis de estresse
oxidativo e as vias de dissipacdo na galha de mandioca, Manihot esculenta subespécies
esculenta Crantz (Euphobiaceae), bem como o seu impacto local na fotossintese da
folha.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de coleta e sistema estudado

Manihot esculenta subespécies esculenta Crantz (Euphobiaceae) (Flora do Brasil
2020), é popularmente conhecida como mandioca e é amplamente distribuida pelo
Brasil, sendo importante cultivar agricola (Rosa et al. 2014). latrophobia brasiliensis
Riibsaamen é um diptero da familia Cecidomyiidae (Maia 2021), comumente chamado
por mosca-da-galha e o principal indutor de galhas na mandioca (Hernandez 2011;
Durdes et al. 2020). As galhas da mandioca sdo formadas nas folhas, possuem

morfotipo cilindrico e com coloracdo que varia de verde claro a arroxeado (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia da folha de Manihot esculenta subspecies esculenta e da galha
formada por latrophobia brasiliensis (A-B). A- Visdo geral da folha com galhas; e B-

Detalhe para a galha em corte longitudinal, com destaque para o indutor.

Para o presente estudo, folhas ndo galhadas do 3° nd e galhas (Figura 1), ambas
maduras, foram coletadas de 10 individuos de mandioca presentes em uma propriedade
rural a 90 km do municipio de Jatai (18°27'43"S/ 51°37'10" W), estado de Goias, Brasil.
Avaliou-se o nivel de estresse e as vias de dissipacdo, bem como quanto o rendimento
quantico e demais parametros fotoquimicos associados (n= 3 — 8 por tratamento). As
amostras vegetais para analises estruturais e bioquimicas foram coletadas de janeiro a
marco de 2022, enquanto que as analises fisioldgicas foram desenvolvidas em fevereiro
de 2022. Galhas maduras sdo aquelas que chegaram ao final do seu desenvolvimento e

gue apresentavam inseto indutor na fase larval.

3.2.2 Perfil anatbmico

Fragmentos da regido internerval mediana das folhas ndo galhadas (n=3) e do
terco mediano das galhas (n=3) foram fixadas em FAA;, (formaldeido, acido acético e
etanol a 70%, 1:1:18 v/v) (Johansen 1940) por 48 h e armazenados em alcool 70%. As
amostras foram posteriormente desidratadas em série etilica, incluidas em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin, Leica® Instruments, Heidelberg), seccionadas transversalmente
(perpendicular ao maior eixo da lamina foliar para folhas ndo galhadas e longitudinal a
lamina foliar para galhas) em micrétomo rotativo (Leica ® RM2235) a 5 um e coradas
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com azul de toluidina 0.05%, pH 4.7 (O’Brien et al. 1964). As laminas foram montadas
em Entellan® e fotografadas em microscopio de luz (Leica ® DM750) com camera
digital acoplada (Leica ® ICC50 HD).

3.2.3 Histolocalizagéo de H,0,

A realizacdo da anélise histoquimica para marcacdo de estresse ocorreu com a
utilizacdo de amostras vegetais frescas e recém-coletadas (n= 6), sendo os cortes feitos a
mdo livre. Fragmentos de folhas ndo galhadas e galhas foram submetidos ao 3,3’
diaminobenzidina (DAB), que marca H;0,, por 20 minutos no escuro (Rosseti e
Bonnatti 2001). Posteriormente, as amostras foram lavadas e montadas em &gua
destilada. Todas as amostras foram fotografadas em microscépio de luz (Leica DM750)

com camera digital acoplada (Leica ICC50 HD).

3.2.4 Quantificacdo do estresse

Para a quantificacdo de moléculas estressantes, amostras de folhas ndo galhadas
e de galhas (n=6) foram coletadas, inseridas imediatamente em nitrogénio liquido e

armazenadas posteriormente em ultrafreezer a -80°C.

Para quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,O;) foram pesadas 0,100 g das
amostras, maceradas em nitrogénio liqguido com homogeneizacdo em tampédo fosfato de
potassio 50 mM (Ph 6,5) e hidroxilamina 1mM, e posteriormente centrifugadas a 10,000
xg for 15 min a 4 °C (Kuo e Kao 2003). O sobrenadante foi adicionado ao meio de
reacdo constituido de 100uM FeNH4(SO4), 25 mM de &cido sulfirico, 250 uM de
xilenol laranja e 100 mM de sorbitol (Gay e Gerbicki 2000). As amostras foram
mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia foi determinada em 560 nm. A
concentracdo de H,O, foi estimada com base em uma curva padrdo de H,0O, e foi

expressa em nmol g™ de peso fresco.

A concentracdo de anion superoxido (O;") foi determinada em 0,100 g das
amostras, com subsequente homogeneizacdo em tampao fosfato de sédio 100 mM (pH

7,0), contendo 1 mM de dietilditiocarbamato de soédio (DDC). O homogeneizado foi
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centrifugado a 22000 xg por 20 min a 4 °C. Apds a centrifugacdo, 0,1 ml do
sobrenadante foi adicionado a 1,9 ml de tampéo fosfato de s6dio 100 mM (pH 7,0),
DDC 1 mM de azul de p-nitro-tetrazolio 0,25 mM. A concentracdo de O," foi
determinada pela absorbancia do produto, subtraida da absorbancia inicial na analise
que foi medida a 540 nm (ABS 540 min~' g~' FM) (Chaitanya e Naithani 1994).

Malondealdeido (MDA) foi quantificado nos tecidos baseado no protocolo
descrito por Cakmak e Horst (1991). 0,150 g das amostras vegetais foram maceradas em
nitrogénio liquido em almofariz, sendo o material subsequentemente homogeneizado
em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 1% (m/v). Posteriormente 0 homogeneizado
foi centrifugado a 15000 xg, durante 20 min, a 4 °C. Apo0s a centrifugacdo, 0,5 mL do
sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solucdo de &cido tiobarbidrico 0,5% (m/v) e
incubado em banho maria a 95 °C, por 30 min. Apos esse periodo, a reacdo foi pausada
em banho de gelo e as amostras novamente centrifugadas a 9000 xg, por 5 min, a 15 °C.
A concentragdo do MDA foi calculada usando o coeficiente de extingdo de 155 mM™

cm™ e expressa em pmol kg™ de massa fresca (Heath e Packer 1968).

3.2.5 Quantificacdo de moléculas dissipadoras de estresse

Extrato enzimatico foi produzido para determinacdo da atividade das enzimas
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), peroxidase
(POX). 0,250 g de amostras vegetais foram macerados em nitrogénio liquido em
almofariz, sendo adicionado no homogeneizado 2 mL de tampdo fosfato de potassio 50
mM (pH 6,8), contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 5 % (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 15000 xg, por 20 min, a 4 °C e o sobrenadante foi
usado como extrato para as determinacBes enzimaticas. A concentragdo de proteina em
cada amostra foi determinada pelo método de Bradford (1976), a fim de se obter a curva

padréo.

Para determinar a atividade da CAT utilizou-se 0 método de Cakmak e Marshner
(1992). A mistura da reacdo foi constituida de tampao fosfato de potassio 50 Mm (Ph
7,0) e de H,0, em um volume de 2 mL. A reacgéo foi iniciada pela adi¢cdo de 50 pL dos

extratos das amostras, no qual a atividade foi determinada pelo consumo de H,0O, a 240
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nm, durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extingdo molar de 36 M™* cm (Anderson et
al. 1995) foi usado para determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em nmol

min mg™ de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981),
com algumas modifica¢des. 50 pL das amostras foram adicionadas a uma solugdo
composta por tampdo fosfato de potéssio 50 mM (pH 6,8), H,O, 1 mM e ascorbato 0,8
mM, sendo o volume final corrigido para 2 mL. A reagdo foi medida pela oxidacdo do
H.O, dependente do ascorbato a 290 nM, durante 5 min, a 25°C. O coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mM™ cm™, foi usado para calcular a atividade da APX, a qual foi

expressa em pmol min™® mg™ de proteina.

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 50 pL das amostras em 1,94
mL de mistura de reacdo constituida de agua destilada 50 pL, tampéo fosfato de sddio
50 nM (Ph 7,8), metionina 13 nM, azul de p-nitro-tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1
nM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al. 1993). A reacdo ocorreu a 25 °C sob
iluminacdo de lampadas de 15 W. Apds 5 min de exposicdo a luz, a iluminacdo foi
interrompida e a formazana azul produzida pela fotorredugdo do NBT foi medida em
espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts - EUA),
a 560 nM (Giannopolittis e Ries 1977). O controle teve suas absorbancias medidas a
560 nM, utilizando mistura de reacdo mantidas no escuro por 5 min. Os valores obtidos
foram subtraidos das leituras das amostras das repeticdes dos tratamentos que
receberam iluminagéo. A atividade da SOD foi expressa em unidades de SOD por min™

mg™ de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela metodologia proposta por Kar e Misha
(1976), pela oxidacdo do pirogalol. A mistura da reacdo foi constituida de &gua
destilada, tampéo fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 nM e H,O, nM em
um volume de 2 mL. A reagdo foi iniciada pela adicdo de 50 pL da amostra, e a
atividade foi determinada pelo consumo de H,O, a 420 nM, durante 1 min, a 25 °C
(Chance e Maehley 1955). A atividade da POX foi expressa em pumol de purpurogalina

produzida min™ mg™ de proteina.

A determinacdo da concentragdo de compostos fendlicos solUveis totais (CFST)
foi baseada em amostras de 0,1 g, que foram maceradas com nitrogénio liquido seguido
da adicdo de 1 mL de metanol 80%. A solucdo permaneceu por 4 h em mesa agitadora a
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300 rpm em temperatura ambiente e, posteriormente, foi centrifugada a 17000 xg por 30
min. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo de CFST. A concentracdo de
CFST foi determinada através do método desenvolvido por Zieslin e Bem Zaken
(1993), com algumas modificacGes. A reacdo foi iniciada com a adicdo de Fenol Folin-
Ciocalteu 0,2 M a 150 puLL da amostra, seguida da incubagdo a 25°C por 5 min e adi¢do
de carbonato de sodio 0,1 M. Essa mistura de reacdo foi incubada por 10 min a 25°C.
Logo apos a adicdo de 1 mL de 4gua deionizada a essa mistura de reacao, foi realizada a
incubacdo a 25°C por 1 h. A absorbancia foi obtida a 725 nm e a concentracdo de CFST

foi realizada com base em uma curva de calibracdo usando acido galico como padrao.

3.2.6 Determinacéo da atividade fotossintética e pigmentos cloroplastidicos

A medicdo da fluorescéncia da clorofila a (n= 8) ocorreu diretamente na area de
coleta e com a utilizacdo do equipamento portatil Handy FluorCam — PSI (Photon
Systems Instruments, Republica Tcheca). As medi¢des foram obtidas entre 8.00 e 10.00
h da manha apo6s adaptacdo ao escuro por 30 minutos (Rascher et al. 2000), em folhas
ndo galhadas e nas galhas. Com o auxilio do software Fluorcam7 (Photon Systems
Instruments) foram obtidos os seguintes parametros: Fo = fluorescéncia minima no
estado adaptado ao escuro; Fy, = fluorescéncia maxima no estado adaptado ao escuro;
FW/Fn = rendimento quantico maximo; NPQ = quenching ndo fotoquimica durante
adaptacdo a luz; Ry = razdo de declinio de fluorescéncia em estado estacionario e (F'y-
F)/F'm = eficiéncia operacional PSII.

A concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos (n= 8) foram obtidos a partir de
discos foliares de 1 cm?, imersos em acetona 80% por 48 horas e centrifugados a 1500
rpm por 5 minutos em centrifuga Fanen Mod. 206 BL. A leitura da absorbancia do
sobrenadante a 470, 646 e 663 nm foi realizada em espectrofotometro (Thermo
Spectronic Mod. Genesys 10 UV) e o célculo da clorofila a, clorofila b e carotenoides

realizados de acordo com Lichtenthaler e Wellburn (1983).

3.2.7 Andlises estatisticas
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Os dados quantitativos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade e
homocedasticidade. Como ndo houve desvios, os dados ndo passaram por nenhuma
transformacdo. Assim, os dados coletados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA para testar a diferenca entre os tratamentos. Para as analises, o tecido galhado
ou ndo galhado foi usado como varidvel preditora, e para testar o estresse foram usadas
como variaveis respostas a quantificacdo de peroxido de hidrogénio, a quantificacdo de
anion superéxido e quantificacdo de malondialdeido. Para as de moléculas envolvidas
na dissipacdo do estresse foram usadas como varidvel resposta a atividade das enzimas
antioxidantes, e atividades dos compostos fendlicos. Para todas as analises, considerou-
se 5% de significancia. As andlises foram feitas usando o programa estatistico R (R
Core Team 2021). Os graficos foram feitos usando o pacote “ggplot2” (Wickham
2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Perfil anatémico e histolocalizagéo do estresse

A folha ndo galhada de M. esculenta possui epiderme unisseriada, cuticula delgada e
pequenos pelos na face abaxial (Figura 1A). E hipoestomatica, com mesofilo
dorsiventral e feixes vasculares colaterais (Figura 1A). A galha apresenta epiderme
unisseriada e cortex exclusivamente parenquimatico (Figura 1B), divido em
compartimentos de armazenamento (externo) e de nutricdo (interno). O peréxido de
hidrogénio foi marcado principalmente na parede celular do parénquima pali¢adico e na
epiderme na face abaxial, porém também ocorre nos demais tecidos (Figura 1 C). Na
galha, a marcacdo do estresse se concentra a epiderme, feixes vasculares e

compartimento nutritivo (Figura 1 D).
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Figura 2. Anatomia (A-B) e histolocalizacdo de perdxido de hidrogénio (C-D) em
folhas ndo galhadas (A, C) de Manihot esculenta (Euphorbiaceae) e em suas galhas (B,
D) induzidas por latrophobia brasiliensis (Diptera: Cecidomyiidae). *Marcacao
marrom nas imagens “C” e “D” indica resultado positivo para peroxido de hidrogénio.
EpAd: epiderme adaxial; EpAb: epiderme abaxial; PP: parénquima pali¢adico; PL.:
parénguima lacunoso; Ep: epiderme; CE: cortex externo; Cl: cortex interno; In: indutor;

Fv: feixe vascular.

3.3.2 Espécies reativas do oxigénio e malondialdeido

A quantificacdo de moléculas estressoras indica maior estresse nas folhas em
relacdo as galhas (Figura 3A, B, C). A concentracdo de H,O, foi duas vezes maior na
folha (530,61 + 44,50 pmol g™ MF) do que na galha (233,68 + 34,45 pmol g-' MF)
(Figura 3A), sendo o mesmo verificado para O, (Figura 3B). A concentracdo de MDA
foi quatro vezes maior na folha (0,25 + 0,08 nmol g™ MF) em relacdo & galha (0,06 +
0,007 nmol g™* MF).
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Figura 4. Quantificacdo de estresse em folhas de Manihot esculenta (Euphorbiaceae) e
em suas galhas. A- Quantificacdo de perdxido de hidrogénio; B- Quantificacdo de anion

superoxido; C- Quantificacdo de malondialdeido.

3.3.3 Enzimas antioxidantes e compostos fendlicos

A atividade enzimética da CAT (Figura 4A) e da APX (Figura 4B) foi maior nas
folhas em relacdo as galhas, diferente do encontrado para POX (Figura 4C) e SOD
(Figura 4D), que foram mais elevados nas galhas. Na POX (Figura 4C), a galha
apresentou média de 3,54 + 0,74 pmol min™ mg™ prot, enquanto que na folha foi de
1,34 + 0,60 umol min-* mg-* prot. Para a SOD (Figura 4D), a galha obteve média de
1,27 pmol min-* mg-1 + 1,17 prot e & folha de 0,23 + 0,20 umol min-! mg-* prot. Os
teores de compostos fendlicos (Figura 4E) foram maiores na folha (372,99 £+ 9,23
mg/kg) em relacdo a galha (233,1 £+ 78,964 mg/kg).
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Figura 5. Quantificacdo de moléculas envolvidas na dissipacao do estresse em folhas de
Manihot esculenta (Euphorbiaceae) e em suas galhas, medido pela atividade de enzimas
antioxidantes (A-D) e de compostos fendlicos (E); A- Atividade da enzima antioxidante
CAT,; B- Atividade antioxidante APX; C- Atividade antioxidante POX; D- Atividade
antioxidante SOD; E- Atividade dos compostos fendlicos. CAT: catalase; APX:

ascorbato peroxidase; POX: peroxidade; SOD: superdxido dismutase.

3.3.4 Pigmentos cloroplastidicos e parametros fotossintéticos

Para todos os parametros analisados, as folhas obtiveram valores superiores as
galhas. A concentracdo da clorofila “a” nas folhas (4046,07% + 11,08) foi cerca de 70 x
maior que nas galhas, com 56,67 + 18,20 (Tabela 1).
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Tabela 1. Teores de pigmentos cloroplastidicos em folhas ndo galhadas de Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) e em suas galhas induzidas por latrophobia brasiliensis

(Diptera: Cecidomyiidae). Os dados representam valores da média + desvio padrao.

Folha Galha

Madura Madura
Total clorofila (ug g
'MF) 5443,89 + 1489,45 ° 101,88 +32,13°
Clorofila a 4046,07 + 11,08 * 56,67 + 18,20 °
Clorofila b 1237,77 + 380,32 ° 27,37 +10,08"
Clorofila a/b 3,3340,40 ° 2,1240,35°
Carotenoides (19 g
'MF) 160,04+40,92 * 17,83+ 550"
Total 34,05£4,70 ° 5,94+1,55 °

clorofila/carotenoides

* Médias seguidas pela mesma letra indicam que ndo houve significancia (p<0,05).

A fluorescéncia minima do PSII no estado adaptado ao escuro (Fo) (Figura 4A,
C) apresentou maiores valores para as folhas, 80,49 + 10,89, que nas galhas, 56,10
9,21, sendo o mesmo resultado percebido para a fluorescéncia maxima de PSII no
estado adaptado ao escuro (Fn) (Figura 4B, D), com folhas com 221,49 + 64,94 e galha
com 167,45 + 43,93. O rendimento quéantico do fotossistema Il em estado estacionario
adaptado a luz, o (F’n-F)/F’) (Figura 4E, G) e o rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (F./Fy) (Figura 4F, H) foram maiores na galha que nas folhas. A
dissipacdo ndo fotoquimica de energia (NPQ) (Figura 41, K) foi maior nas folhas, com
1,65 + 0,72, enquanto as galhas obtiveram 1,24 + 0,28. O R¢q (Figura 4J, L) demonstrou

menor nas folhas, com 2,46 + 1,03, que galhas, com 2,16 + 0,29.
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Figura 3. Fluorescéncia da clorofila a em folhas (A, C, E, G, I, K) de Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) e em suas galhas (B, D, F, H, J, L) induzidas por
latrophobia brasiliensis (Diptera: Cecidomyiidae). Os dados representam valores da
média + desvio padrdo. Fq: fluorescéncia minima adaptado ao escuro; Fm:

fluorescéncia maxima adaptado ao escuro; Fv/Fm: rendimento quantico maximo;
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NPQ: extingdo ndo fotoquimica durante adaptacdo a luz; Rfd: taxa de declinio de

fluorescéncia em curso estavel; (F’m-F’)/F’m: eficiéncia operacional de PSII.

* Médias seguidas pela mesma letra no comparativo entre folha ndo galhada e galha no mesmo

parametro indicam que ndo houve significancia (p<0,05).

3.4 DISCUSSAO

A avaliacdo dos niveis de estresse oxidativo nas galhas de Manihot esculenta
revelou resultados contrarios ao esperado, com menor concentragdo de EROs e
malondialdeido em comparagdo a folha da planta hospedeira. O menor estresse
oxidativo parece ter relacdo com a maior atividade de enzimas antioxidantes do tipo
POX e SOD, que podem ter influenciado nos melhores valores de rendimento quantico

nas galhas.

3.4.1 As galhas possuem menor estresse oxidativo devido a maior atividade de enzimas
dissipadoras de estresse

Um maior estresse em galhas em relacdo ao érgdo hospedeiro ndo galhado vem
sendo reportado (Oliveira et al. 2010; Isaias et al. 2015; Kmiéc et al. 2018; Kot e Kmiéc
2020), e sdo relacionados as maiores taxas de crescimento e respiracdo nos tecidos da
galha (Ferreira et al. 2018) e a atividade alimentar do galhador (Kmiéc et al. 2018), ou
seja, a atividade parasitica. Entretanto, trabalhos mais recentes demonstram que ha uma
maior complexidade na producdo e captacdo de moléculas estressoras em galhas,
podendo ocorrer estresse maior, menor ou igual entre as galhas e o 6rgdo hospedeiro
(Kuster et al. 2022). Para Manihot esculenta, o estresse oxidativo foi maior nas folhas
que nas galhas, o que pode significar alta producdo de EROs pelas reagdes redox dos
cloroplastos da folha (Zaid e Wani 2019; Rajput et al. 2021; Mittler et al. 2022).

As EROs foram mais presentes nas folhas de M. esculenta, marcadas
intensamente pelo teste DAB no tecido clorofiliano. Esse alto estresse oxidativo foi
produzido mesmo com maiores valores de compostos fenolicos, que é um composto
antioxidante atuante na captacdo de radicais livres (Bedetti et al. 2014; Guedes et al.
2022), o que pode indicar que o arsenal de enzimas antioxidantes presente ameniza de
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forma moderada o estresse nos tecidos. Para as galhas, a marcacdo ocorreu
principalmente nos feixes vasculares e no tecido nutritivo, o que pode ter relacdo com o
fato da galha ser um dreno fisiologico (Abrahamson e McCrea 1986; Hartnett e
Abrahamson) e com o habito alimentar dos Dipteras do tipo “sucking disrupted - cell
fluids” (Ferreira et al. 2019). Em galhas de Aspidosperma australe, A. macrocarpon e
A. tomentosum, o H,0, foram detectados nesses mesmos tecidos (Kuster et al. 2022),
assim como no entorno da cdmara larval de galhas em Eugenia uniflora (Rezende et al.
2018).

EROs podem levar a peroxidacdo lipidica, degradacdo de componentes
celulares, respostas de hipersensibilidade e consequente morte celular, o que pode ser
evitado pela acdo de enzimas antioxidantes que catalisam a degradacdo dessas
moléculas (Rajaput et al. 2021; Ramzan et al. 2021; Huchzermeyer et al. 2022). As
peroxidases podem ser produzidas e ativadas com a alta producdo de EROs (Liu et al.
2010) principalmente quando a sua concentracdo se torna danosa as células (Zaid e
Wani 2019; Mittler et al. 2022), como demonstrado para cultivares de Capsicum
annuum em resposta a acdo de patdgenos (Ramzan et al. 2021). Para as galhas de M.
esculenta, a POX e a SOD tiveram maior atividade, demonstrando papel fundamental
na degradacdo do perdxido de hidrogénio e do superdxido, respectivamente (Gill e
Tuteja 2010; Zaid e Wani 2019). Esse arsenal de enzimas antioxidantes nas galhas pode
ter relacdo com o alto estresse aqui demonstrado para as folhas de M. esculenta,
reduzindo o estresse no inicio da inducdo e permitindo o desenvolvimento e maturacao
da galha. A SOD também teve maior atividade em quatro genotipos de M. esculenta em
resposta ao estresse hidrico (Zhu et al. 2020), o que pode demonstrar que essa enzima é
a primeira linha de defesa de M. esculenta a estresses bidticos e abioticos.

A SOD catalisa a dismutacdo de O, (&nio superoxido) em O, e H,0,, formando
um composto em estado de oxidacdo mais alta (O2) e outro (H,0,) em estado mais baixo
(Rajput et al. 2021). SOD faz parte da eliminacdo de EROs em plantas em resposta ao
estresse oxidativo (Huchzermeyer et al. 2022), sendo que nas galhas de M. esculenta o
estresse promovido por O, parece ser controlado pela maior atividade dessa enzima,
refletindo em valores menores que nas folhas. As peroxidases do tipo POX podem ser
secretadas no vacuolo ou espaco extracelular, catabolizando H,0, e promovendo a
homeostase redox, além de estarem envolvidas nos processos de crescimento e

desenvolvimento vegetal, como na reticulacdo e afrouxamento da parede celular,
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lignificacdo, suberizacdo e catabolismo de auxinas (Rajput et al. 2021). Nas galhas de
M. esculenta, a POX parece ter uma relagdo com a dissipacdo de H,0, produzida pela
atividade da SOD, que com o menor metabolismo das galhas maduras aqui estudadas
podem ter refletido na menor marcacdo de estresse oxidativo. A atividade da SOD e
POX também foi demonstrada em Alternaria alternata em resposta ao acimulo de H,0,
e O, proveniente do ataque do fungo (Taheri et al. 2014), diferentemente de Khattab
(2007), que retratou a reducdo de SOD, CAT e APX nas folhas de Brassica oleracea
atacadas por pulgdes sugadores de floema, e aumento de outros antioxidantes, como

acido ascorbico.

Em folhas de M. esculenta, a atividade de CAT e APX foram superiores em
relacdo as galhas, sendo responsaveis em converter H,0, em &gua e oxigénio molecular
(Rajput et al. 2021). A baixa atividade de APX também foi relatada para as galhas de
Quercus robur (Kot et al. 2019) e de Populus nigra (Kot e Kmiéc 2020). Para as galhas
maduras de Ulmus pupila, o decréscimo na atividade de APX e inativacdo de CAT
foram associados aos altos niveis de radicais livres, peroxidacéo lipidica e vazamento de
eletrdlitos (Kmiéc et al. 2018).

3.4.2 As galhas possuem maior rendimento quantico do fotossistema mesmo com menor
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos

As galhas de M. esculenta sdo formadas especialmente por tecido
parenquimatico ndo clorofiliano, sendo observados cloroplastos apenas nas camadas
subepidérmicas. Isso demonstra uma mudanca de funcionalidade da folha, que €
especializada na fotossintese (Lawson e Milliken 2023), para a galha, que é
especializada na nutri¢do do galhador e protecdo do sistema (Stone e Schénrogge 2003),
0 que explica a dréastica reducdo de clorofilas e carotenoides nas galhas de M. esculenta.
Essa reducdo é tipica para a maioria das galhas foliares, como em galhas de
Aspidosperma spp., Matayba guianensis e Eugenia uniflora (Oliveira et al. 2011,
Oliveira et al. 2017; Rezende et al. 2018; Kuster et al. 2022), sendo geralmente
associado com o aumento de tecidos ndo clorofilados (Oliveira et al. 2011), como

demonstrado também no presente estudo.
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A diminuicdo nos teores de clorofila nos tecidos das galhas geralmente provoca
diminuigéo da eficiéncia quantica, como reportado para o (F’'m-F’)/F’'m e Fv/Fm em
galhas verdes de Matayba guianensis em relacdo as suas folhas (Oliveira et al. 2017).
Fv/Fm entre 0.75 e 0.85 indicam valores de rendimento quantico tipicos (Bjorkman e
Demmig 1987), sendo que para plantas tropicais valores abaixo de 0.8 sugerem
fotoinibicdo (Luttge et al. 1998). Aqui, as folhas de M. esculenta ficaram proximas a
0.60, o que indica alta fotoinibiacéo para o periodo de analise, ou seja, das 8:00 as 10:00
h. Essa fotoinibicdo pode ter relacdo com os altos indices de EROs e malondialdeido
aqui demonstrados para as folhas, o que pode indicar que as vias de dissipacdo de
excesso de energia sdo insuficientes, o que faz aumentar significativamente o estresse
oxidativo (Alché 2019). Contrariamente e de forma ndo esperada, as galhas mostraram
menor fotoinibicdo, com valores médios de 0.65, o que pode ter relacdo com o robusto
sistema enzimatico de dissipacdo de estresse nas galhas de M. esculenta, com destaque
para a maior atividade de POX e SOD.

Diversos mecanismos operam na dissipacdo do excesso de energia ndo utilizada
no PSII, como uma dissipacdo ndo fotoquimica de energia, aqui medido pelo NPQ
(Papageorgiou e Govindjee 2014), e pelos carotenoides, que dissipam energia durante o
ciclo da xantofila (Demmig-Adams et al. 1996). Aqui, as galhas de M. esculenta
apresentaram menores valores de ambos os parametros em relacdo as folhas, como
demonstrado para outros 4 tipos de galhas em Aspidosperma spp. (Kuster et al. 2022) e
para galhas de Miconia albicans e M. ibaguensis (Ferreira et al. 2018). Assim como
para as clorofilas, os menores niveis de carotenoides nas galhas de M. esculenta pode
ter relagdo com a pouca ocorréncia de tecidos fotossintéticos (Oliveira et al. 2011).
Além disso, Kuster et al. (2022) citaram que a reducdo do NPQ em galhas pode ser um
indicativo de que vias alternativas atuam na dissipacdo de estresse, aqui confirmado
pelos maiores niveis de POX e SOD nas galhas de M. esculenta. Entretanto, em
Matayba guianensis (Oliveira et al. 2017) e em Eugenia uniflora (Rezende et al. 2018)
o NPQ foi maior e igual na galha em relacdo as folhas, respectivamente, o que indica

que essa via de dissipacao de energia € eficiente em outros sistemas.

O Rfg € um parametro empirico usado para avaliar a vitalidade da planta
(Lichtenthaler e Miehé 1997), fornecendo informagdes que permitem avaliar a
capacidade e o desempenho fotossintético por toda a area foliar (Buschmann e
Lichtenthaler 1998). Os valores desse parametro séo frequentemente menores em galhas
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(Rezende et al. 2018; Martini et al. 2020; Kuster et al. 2022) e geralmente associados ao
seu maior estresse (Bomfim et al. 2018; Ferreira et al. 2018). Para as galhas de M.
esculenta, o R¢g foi menor para galhas em relacéo as folhas, mesmo apresentando menor
marcacdo de estresse oxidativo, isto €, EROs e malondialdeido, o que pode indicar que
os radicais livres ndo sdo os principais promotores da perda de vitalidade fotossintética
nesse sistema. Buschmann e Lichtenthaler (1998) relataram que folhas jovens ativas
fotossinteticamente apresentam valores de Ry geralmente entre 3 a 5, podendo diminuir
com a interrupcdo do transporte de elétrons. As folhas de M. esculenta apresentaram
médias inferiores a 3, 0o que pode indicar problemas na cadeia transportadora de

elétrons.

3.5 CONCLUSAO

Nas galhas de M. esculenta houve um controle maior na producdo de EROs e
formacdo de malondialdeido em relacdo as folhas, o que pode ter relacdo com a alta
atividade de POX e SOD. A maior producdo de perdxido de hidrogénio, éanion
superoxido e malondialdeido nas folhas de M. esculenta parecem ter afetado o seu
rendimento quantico do PSII, o tornando inferior ao da galha. O presente estudo traz
novidades sobre estresse em galhas e vias de dissipacdo, mostrando maior
complexidade desses processos quando se amplia 0 acesso ao sistema antioxidante nas

galhas.
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4. CONCLUSAO GERAL

As galhas de M. esculenta sdo formadas baseadas em diferentes niveis de
reestruturacdo celular e tecidual, apresentando tipica compartimentalizacéo tecidual de
galhas induzidas por Cecidomyiideos, assim como a recorréncia de metabdlitos
primarios destinados a alimentagdo do herbivoro, e metabolitos secundarios a protecéo e
dissipacdo de estresse. E ainda, a composi¢cdo da parede celular demonstra uma
disponibilidade de recursos que parecem ser associados com a alimentagdo do indutor,

aqui demonstrados pela elevada marcacdo no tecido nutritivo de componentes néo

86


https://doi.org/10.1016/S0169-5347(03)00247-7
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=40efbcd14b643f94JmltdHM9MTY5MzYxMjgwMCZpZ3VpZD0xZGYxMDFkNS02YWFlLTY1NzktMDJiNC0xMmFhNmIyZTY0MmImaW5zaWQ9NTE5MQ&ptn=3&hsh=3&fclid=1df101d5-6aae-6579-02b4-12aa6b2e642b&psq=Eur+J+Plant+Pathol&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuc3ByaW5nZXIuY29tL2pvdXJuYWwvMTA2NTg&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=40efbcd14b643f94JmltdHM9MTY5MzYxMjgwMCZpZ3VpZD0xZGYxMDFkNS02YWFlLTY1NzktMDJiNC0xMmFhNmIyZTY0MmImaW5zaWQ9NTE5MQ&ptn=3&hsh=3&fclid=1df101d5-6aae-6579-02b4-12aa6b2e642b&psq=Eur+J+Plant+Pathol&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuc3ByaW5nZXIuY29tL2pvdXJuYWwvMTA2NTg&ntb=1

celulosicos, principalmente os xiloglucanos. Além disso, o presente estudo amplia o
conhecimento sobre estresse em galhas e as vias de dissipa¢do, envolvidas no equilibrio
homeostatico, ressaltando a complexidade dos mecanismos utilizados pela galha para
manter a sua estrutura e funcionalidade.
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