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RESUMO

ROCHA, Jodo Pedro L., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023. Morte
celular programada media a resisténcia de eucalipto ao inseto galhador Leptocybe invasa.
Orientador: Wagner L. Aratjo. Coorientadoras: Auxiliadora Oliveira Martins e Maira Ignacio
Sarmento.

O género Eucalyptus L'Hér. t€m sido a principal escolha para as florestas plantadas devido a
sua elevada produtividade, ao seu rapido crescimento e adaptabilidade. Registre-se, que, com
as futuras e esperadas mudangas climaticas, regimes alterados de temperatura e precipitagdo
irdo aumentar a frequéncia e a intensidade de secas, fator que pode limitar a produtividade dessa
cultura. Em adicdo, outro fator limitante no cultivo de eucalipto sdo as perdas ocasionadas pelo
inseto galhador Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae). Sabe-se
também que a presenga do inseto L. invasa causa alteragdes hormonais em hibridos de E.
tereticornis X E. camaldulensis, no periodo entre 24 ¢ 96 horas ap6s o ataque. Ainda, no clone
resistente a esse inseto, ocorre um aumento nos niveis de aminoacidos precursores tanto do
processo de sinalizacdo responsiva, quanto de mecanismos associados a morte celular
programada. Neste contexto, este trabalho investigou as altera¢cdes anatdmicas e 0s mecanismos
envolvidos na sinalizagdo hormonal e no processo de morte celular programa de tecidos de
plantas de eucalipto apds ataque do inseto galhador L. invasa. Foram utilizados dois clones
hibridos de E. tereticornis Sm. x E. camaldulensis Dehnh., um susceptivel e outro com menor
susceptibilidade (resistente) a L. inavasa. As caracteristicas anatdOmicas, trocas gasosas € a
expressdo de genes relacionados com sinalizacdo hormonal e morte celular programada foram
avaliadas. O clone resistente quando infestado aumentou a espessura da parede celular
realizando o isolamento das células que possivelmente sofrerdo morte celular programada e,
em adi¢do, acumulou compostos fendlicos nas células saudaveis que se encontram proximas a
regido atacada pelo inseto. Ambos os clones, apds 24 horas de infestagdo, sofreram redugdes
na taxa de transpiragdo e na concentracdo intercelular de CO». Apds 96 horas, os mesmos clones
sofreram reducdes na taxa de assimilacdo de CO: e transpiracdo. Quando infestado, o clone
resistente apresentou maiores expressoes de PAD4 e ERS2, genes associados com AS e ET,
respectivamente e, maiores expressdes de NACI que é um gene envolvido com morte celular
programada. Tomados em conjunto, os resultados aqui obtidos indicam que uma vez atacado
pelo inseto L. invasa, nas primeiras 24 horas, o clone resistente aumenta a espessura da parede
celular das células ao redor da regido atacada, onde a morte celular programada se inicia. Com

efeito, 96 horas apos a infestacdo, o clone resistente acumula compostos fenolicos nas células



ao redor dessa regido atacada impedindo que as mesmas sofram também uma morte celular
programada. Em sintese, o presente trabalho apresenta um potencial mecanismo capaz de

explicar, ainda que parcialmente, a tolerancia diferencial a L. invasa em clones de Eucalyptus.

Palavras-chave: Anatomia. Compostos Secundarios. Expressdo Génica. Morte Celular

Programada.



ABSTRACT

ROCHA, Jodo Pedro L., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2023. Programmed
cell death mediates eucalyptus resistance to the galling insect Leptocybe invasa. Adviser:
Wagner L. Aratjo. Co-advisers: Auxiliadora Oliveira Martins and Maira Ignacio Sarmento.

The genus Fucalyptus L'Hér. has been the main choice for planted forests due to their high
productivity, rapid growth, and adaptability. Register that, with future and expected climate
changes, altered temperature and precipitation regimes will increase the frequency and intensity
of droughts. Among the Eucalyptus species with greater drought tolerance are E. camaldulensis,
E. tereticornis, and their hybrids. In addition, another limiting factor in eucalyptus cultivation
is the losses caused by the galling insect Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera:
Eulophidae). It is also known that the presence of the insect L. invasa causes hormonal
alterations in hybrids of E. fereticornis x E. camaldulensis, in the period between 24 and 96
hours after the attack. Furthermore, in the clone tolerant to this insect, there is an increase in
the levels of amino acid precursors of both the responsive signaling process and the mechanisms
associated with programmed cell death. In this context, this work investigated the anatomical
alterations and the mechanisms involved in the hormonal signaling and in the programmed cell
death process of eucalyptus plant tissues after attack by the galling insect L. invasa. Two hybrid
clones of E. tereticornis Sm. x E. camaldulensis Dehnh., one susceptible and one less
susceptible (tolerant) to L. invasa. We evaluated the anatomical characteristics, gas exchange,
and the expression of genes related to hormonal signaling and programmed cell death. The
tolerant clone, when infested, increased the thickness of the cell wall by isolating cells that
would possibly undergo programmed cell death and, in addition, accumulated phenolic
compounds in healthy cells that are close to the region attacked by the insect. Both clones, after
24 hours of infestation, suffered reductions in the transpiration rate and in the intercellular CO»
concentration. After 96 hours, both clones were characterized by reductions in CO2 assimilation
and transpiration. When infested, the tolerant clone was characterized by increased expression
of PAD4 and ERS2, which are genes associated with AS and ET, respectively, as well as an
elevated expression of NACI, which is a gene involved in programmed cell death. Taken
together, the results obtained here indicate that once attacked by the insect L. invasa, in the first
24 hours, the tolerant clone increases the cell wall thickness of the cells around the attacked
region, where programmed cell death begins. Indeed, 96 hours after infestation, the tolerant
clone accumulates phenolic compounds in the cells surrounding the attacked region, preventing

them from also suffering programmed cell death. In summary, the current work presents a



potential mechanism capable of explaining, at least partially, the differential tolerance ro L.

invasa observed in Eucalyptus clones.

Keywords: Anatomy. Secondary Compounds. Gene expression. Programmed Cell Death.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupou, no ano de 2020, aproximadamente 0,2% de toda a area de floresta
plantada no mundo com plantios de Eucalyptus, destacando-se como um dos mais importantes
produtores mundiais (FAO, 2021). Com area total de 7,53 milhdes de hectares e uma producao
igual 4 38,9 m? ha'ano™!, a eucaliptocultura no Brasil conta com plantios distribuidos em todas
as suas regides (IBA, 2022). O género Eucalyptus L’Hér. tém sido a principal escolha para as
florestas plantadas devido a sua elevada produtividade, ao seu rapido crescimento,
adaptabilidade e, principalmente, pelo fornecimento de matérias-primas para as industrias de
papel e celulose (Rosado; Rosado; Alves, 2012).

Em cenarios de alteragdes climaticas € previsto que regimes alterados de temperatura e
precipitagdo aumentem a frequéncia e a intensidade dos periodos de secas nas principais
regides produtoras de Eucalyptus atetando, negativamente, o crescimento e a sustentabilidade
das florestas plantadas comerciais (Wu; Verbug; Tang, 2014). Com efeito, emissdes de gases
do efeito estufa aumentam os estresses ocasionados pela seca e calor e favorecem, por exemplo,
surtos de pragas e fogo relacionados ao clima (Allen et al., 2010). Entre as espécies de
Eucalyptus com maior tolerancia a seca, estdo E. camaldulensis, E. tereticornis e hibridos
resultantes de seus cruzamentos (Gongalves et al., 2013). Diante disso, tém-se buscado por
genotipos mais resistentes a estresses abidticos, principalmente a limitacdo hidrica.

Outro fator limitante para o cultivo de eucalipto sdo as perdas ocasionadas por insetos-
praga. Alguns desses insetos sdo originarios da Australia, mesmo local de origem do género
Eucalyptus (Wingfield et al., 2009). Quando inseridos em um ambiente exotico, tais insetos-
praga se deparam com uma grande quantidade de alimento e com a auséncia de inimigos
naturais, o que favorece, em larga escala, a disseminacdo dos mesmos nos plantios de eucalipto
(Wingfield et al., 2009). Um desses insetos-praga ¢ o inseto galhador Leptocybe invasa Fisher
& La Salle (Hymenoptera: Eulophidae), uma microvespa que ataca principalmente mudas em
viveiros e/ou plantas jovens no campo. A fémea oviposita abaixo da epiderme das nervuras
centrais, nos peciolos de primordios foliares e nos entrends dos apices dos ramos das plantas
de eucalipto, causando galhas onde o inseto se desenvolve (Sarmento et al., 2020). As galhas
modificam a circulagdo normal da seiva nos tecidos vasculares, alterando a producdo de
metabolitos associados ao processo fotossintético afetando, em ultima instdncia, o
desenvolvimento das plantas infestadas e culminando em taxas de crescimento mais lentas

(Isaias et al., 2018).
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A formacgdo de galhas por L. invasa resulta de um processo de desdiferenciagdo do
tecido, quando a célula vegetal hospedeira se desenvolve em um novo tipo de célula da galha,
com fungdes especializadas (Isaias et al., 2018). Esse processo se inicia com a oviposi¢do da
fémea adulta nos tecidos jovens das plantas, tendo seu desenvolvimento mediado pela agéo de
hormonios e elicitores. O inseto galhador assume a maquinaria das células parasitadas,
induzindo-as a retornarem a sua condi¢do meristematica (Isaias et al., 2018), alterando sua
fisiologia, morfologia e anatomia em seu favor.

L. invasa causa alteragdes nos teores de hormodnios nas plantas atacadas, tais como,
giberelinas, auxinas e acido abscisico (Li et al., 2017). Em adicdo, a dindmica de nitrogénio,
compostos fenolicos e taninos nessas plantas ¢ também modificada pela presenca do inseto (Li
et al., 2017). Tais compostos estdo diretamente relacionados aos mecanismos bioquimicos da
defesa das plantas e, quando em situagdo de ataque, as plantas respondem aumentando a
biossintese desses compostos secundarios (Kuster et al., 2019).

A defesa das plantas frente ao forrageamento de artropodes herbivoros € o resultado de
uma combinagdo entre defesa constitutiva e induzida. Os principais reguladores das defesas
induzidas de plantas sdo reconhecidamente o acido jasmonico (AJ), o acido salicilico (AS) e o
etileno (ET) (Pieterse et al., 2012). Registre-se que a maneira € 0o momento em que a planta ird
acionar seus mecanismos de defesas sdo determinados pela interacdo entre estes hormonios,
0s quais sdo responsaveis pela ativa¢do de genes envolvidos na producdo de compostos de
defesa, tais como, inibidores de protease, peptidases, proteinas degradadoras de aminoacidos,
polifenol oxidases, lecitinas, proteinas relacionadas a patogenicidade, pequenas proteinas de
defesa ricas em cisteina, fendis, isoprenoides, alcaloides, entre outros (Kant et al., 2015).

As defesas induzidas dependem de sistemas especificos de deteccdo de presenga de
patogenos ou herbivoros bem como de rotas de transducdo de sinal, de modo a alterar
eficientemente a expressdo génica e o metabolismo de defesa vegetal (Aljbory & Chen, 2018).
Dessa forma, a defesa induzida permanece desativada até¢ a detec¢do do ataque do inseto,
evitando gastos metabolicos (Oates et al., 2016). Para dar inicio a sua defesa, a planta deve,
portanto, ser capaz de perceber o ataque do inseto, o que ocorre através de elicitores, que sdo
compostos produzidos pelo inseto e, posteriormente, injetados nos tecidos vegetais, como
constituintes de secrecdo oral ou fluidos de oviposicdo (Kant et al., 2015). Tais elicitores ativam
rotas de hormodnios responsaveis pela defesa da planta, como ET, AJ e AS, estes que
desencadeiam uma resposta de transdugdo de sinal que regula a expressdo génica, culminando

nas respostas de defesa na planta (Mitchell et al., 2016).
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Em resposta as condi¢des de estresse aumentos na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) s3o usualmente observados em plantas (Tariq et al., 2019). Essas EROs, que
incluem fons superoxido (0:7) e peroxidos de hidrogénio (H202), ocasionam danos
consideraveis a proteinas, DNA e lipidios, podendo inibir o crescimento vegetal (Tariq et al.,
2019). Entretanto, aumentos nos niveis de EROs funcionam como mediador do estresse para a
planta. Neste contexto, quando a intensidade de um fator estressante ¢ elevada, a inducdo da
morte celular programada funciona como um mecanismo de defesa. Este € um processo ativo,
geneticamente controlado, que € iniciado para isolar e remover tecidos danificados garantindo,
assim, a sobrevivéncia da planta (Petrov et al., 2015).

No periodo entre 24 e 96 horas ap0s a infestagcdo com L. invasa hibridos resistentes de
E. tereticornis x E. camaldulensis foram caracterizados ndo apenas por uma alteracdo
hormonal, mas também por aumentos nos niveis de aminoacidos precursores tanto do processo
de sinalizacdo responsiva (AJ, AS, ET), quanto de mecanismos associados a morte celular
programada, sendo alguns desses precursores a alanina, ornitina e a putrecina (Carvalho, 2019;
Sarmento, 2019; Pinto et al., 2022). Todavia, os processos de sinalizacdo e reprogramacdo
metabolica que culminam na tolerancia ao inseto ndo foram ainda completamente elucidados.
Diante disso, nossa hipdtese ¢ de que a tolerdncia diferencial ao ataque do inseto Leptocybe
invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) seja mediada por uma rapida
reprogramag¢do metabdlica que culmina na morte celular programada e isolamento completo da
regido ovopositada. Para tanto, essa resposta seria possivelmente desencadeada ndo apenas por
alteragdes hormonais, mas também pela presenga de compostos secundarios no local atacado
por esse inseto galhador, bem como por alteragdes nos padrdes de expressdo de genes

envolvidos nessa resposta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O experimento foi conduzido em Casa de Vegetagdo na Estagdo Experimental de
Pesquisa da Universidade Federal do Tocantins — UFT, no Campus Universitario de Gurupi
(11°43° S e 49°04° O 284 m de altitude). O clima da regido € do tipo Aw, com uma temperatura

média anual de 26,1 °C e pluviosidade em torno dos 1776,4 mm anuais (K6ppen, 2023).

2.2 Material vegetal

Foram utilizados dois clones hibridos de FEucalyptus tereticornis Sm. % Eucalyptus
camaldulensis Dehnh., com diferentes origens seminais. O clone VS 058 ¢é susceptivel a L.
invasa (denominado como susceptivel) (Aarmento et al., 2021), enquanto que o VS 062 ¢
menos susceptivel (denominado como resistente). Esses clones foram doados pelo viveiro S&D
Florestal Viveiro, localizado no Municipio de Martinho Campos, Estado de Minas Gerais,
Brasil. As mudas utilizadas neste trabalho sd@o provenientes de matrizes desses clones, a partir
delas foram produzidas as mudas no viveiro do Laboratério de Fitossanidade - Ecologia
Aplicada e Funcional, da UFT. Aos 120 dias de idade, as mudas produzidas em tubetes foram
transplantadas para vasos com capacidade de 3.6 litros, contendo substrato comercial.
Posteriormente, as mudas foram aclimatadas por um periodo de 30 dias, sendo irrigadas

diariamente e adubadas quinzenalmente com 3 g de NPK (4:14:8).

2.3 Criacao e infestacdo de Leptocybe invasa

A criag@o de L. invasa foi iniciada através de mudas parasitadas do clone VS 058. Essas
mudas foram colocadas em gaiolas de madeira, revestidas com tecido organza (2,5 m de largura;
2,6 m comprimento 3,0 m de altura), denominada de gaiola de cria¢do. A partir dessa gaiola de
criagdo foram retiradas as vespas que foram usadas no experimento. Cada planta do
experimento teve aproximadamente 6 galhos envolvidos por uma sacola de organza contendo
um microtubo de centrifugagdo contendo duas vespas. Os microtubos foram abertos para que
as vespas saissem para realizar a oviposi¢do. Apos 24 horas de infestagcdo, as vespas foram
retiradas juntamente com as sacolas. As plantas controle, que ndo foram infestadas, também

foram envolvidas com sacolas de organza.

2.4 Delineamento estatistico
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e

seis repeticdes por tratamento, sendo eles: clone susceptivel controle, clone susceptivel
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infestado, clone resistente controle e clone resistente infestado. Foram realizados dois pontos

de coleta, 24 e 96 horas apds a infestag@o do inseto, para as analises anatdmicas e moleculares.

2.5 Analises anatémicas

Foi avaliado o corte transversal de apices ovipositados pelo inseto L. invasa e apices das
plantas do tratamento controle, isso nos dois tempos, 24 e 96 horas ap6s a infestacdo do inseto.
Os apices foram coletados e fixados em FAAS50 (formaldeido, &cido acético, etanol 50% na
proporcdo de 5:5:9 v/v), por 48 h, posteriormente desidratados em série etanolica e incluidos
em historesina (Leica, Heidelberg, Germany). O material foi cortado transversalmente (5 pm)
em micrétomo rotativo de avango automatico (RM 2155, LEICA, Heidelberg, Germany), com
a utilizacdo de navalhas de vidro. As secgdes foram coradas, sendo posteriormente montados
segundo técnicas usuais de anatomia vegetal (Kraus & Arduin, 1997).

As analises anatomicas e a documentagdo fotografica referentes a microscopia de luz
foram realizadas em fotomicroscopio Olympus AX 70 com sistema U-Photo. Foi utilizado o
reagente azul de toluidina para detec¢io de compostos fendlicos. O azul de toluidina foi
preparado na concentragdo de 0,05% em tampao fosfato de sédio 0,1 M e pH 6,5. Os cortes
foram colocados na solucdo de azul de toluidina por 2 minutos, em seguida foram lavados em
agua (O’brien; Feder; Mccully, 1964). Além da fun¢éo de corar compostos fenolicos, o azul de
toluidina cora paredes celulésicas permitindo visualizar a espessura das paredes bem como as
dimensdes das células nos tecidos avaliados. Com isso, foi mensurado a espessura de parede, o

numero e area de células nos tecidos atacados pelo inseto L. invasa.

2.6 Trocas gasosas foliares

As medigdes de trocas gasosas foram realizadas com sistema IRGA de troca de gas LCi-
SD (ADC Bioscientific, Hoddesdon, Inglaterra). Taxa foliar liquida de assimilagdo de CO2 (4),
transpiracéo (E), condutancia estomatica (gs) €, concentragdo de carbono intercelular (C;) foram
determinados. Os dados foram registrados quando os pardmetros medidos eram estaveis (2-4
min). Dentro da camara, as seguintes condi¢des foram mantidas durante todas as medigdes: Ca
(concentracdo ambiental de CO»): 418 pL L!; fluxo de ar: 400 umol s™!; temperatura do bloco
(temperatura ambiental) = 35 °C; humidade relativa da entrada de ar: 35-50%. A intensidade
da luz utilizada foi de aproximadamente 980 pmol m? s de acordo com a curva de
disponibilidade luminosa maxima do local de realizagdo dos experimentos. Foi utilizada a

primeira folha completamente expandida das plantas.
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2.7 Expressao génica (QRT-PCR)

A anélise quantitativa de PCR em tempo real (QRT-PCR) foi realizada com RNA total
isolado de apices caulinares coletados 24 ¢ 96 horas apds a infestacdo com L. invasa. O
protocolo utilizado para a extragdo de RNA foi adaptado de Doyle & Doyle (1987). Antes de
iniciar o processo de extracdo foi preparado o tampao de extragdo (CTAB 2%; PVP-40 2,5%:;
NaCl 2M; Tris-HCI 100 mM pH 8.0; EDTA 25 mM; 2 pL. de 2-mercapto-etanol por mL de
tampdo) que foi aquecido em banho-maria por 30 min a 65 °C. Com o tampéo de extragdo ainda
quente, adicionou-se 700 pl. do tampdo em cada tubo contendo 15 mg de apice liofilizado e
macerado. Com a adi¢do do tamp@o os tubos foram vortexados, em seguida eles foram
incubados no termomixer por 20 min e 300 rpm a 65 °C. Feito isso, dentro da capela de exaustio
foi adicionado 600 pL de CIA (Cloroférmio—Alcool isoamilico, 24:1), em seguida os tubos
foram vortexados e invertidos por 5 min até fazer uma emulsdo homogénea. Posteriormente os
tubos foram centrifugados em temperatura ambiente a 14 rpm por 5 min, feito isso ~540 uL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo juntamente com 50 pl. de uma solugdo
CTAB 10% (CTAB 10%; NaCl 2%), em seguida os tubos foram vortexados até formar uma
solugdo homogénia. Logo apds, repetimos a extragdo com CIA, seguida de uma centrifugacdo
a4 °C com 15000 rpm por 10 min. Depois da centrifugacdo, ~400 pLL do sobrenadante foram
transferidos para tubos novos juntamente com 270 pL de isopropanol gelado (-20 °C), feito isso
os tubos foram misturados calmamente e levados para o freezer -20 °C onde permaneceu por
um intervalo de 2 horas. Apoés esse intervalo de tempo os tubos foram centrifugados a 4 °C com
15000 rpm por 5 min, em seguida o sobrenadante foi descartado e entdo iniciou-se a etapa de
lavagem do pellet. Primeiramente os pellets foram lavados 2 vezes em 1 mL de alcool 70%
gelado e centrifugados a 4 °C com 12000 rpm por 5 min. A seguir realizou-se uma lavagem
com etanol absoluto gelado com centrifugagdo a 4 °C com 12000 rpm por 10 min. Por ultimo
os pellets foram deixados para secar ao ar livre por 10 min, e s6 entdo foram ressuspendidos
em 20 pL de H>O RNAse free.

A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose a 1% (p/v) e a concentragéo
determinada, antes e apos a digestdo com DNase I, usando um espectrofotometro Nanodrop
ND-1000  (http://www.nanodrop.com/). = A  digestdio com DNase [ (Ambion;
http://www.ambion.com/) foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante. O cDNA foi
sintetizado a partir de 1 ug de RNA total usando a transcriptase reversa SuperScript III

(Invitrogen; http://www.invitrogen.com/) de acordo com as instru¢des do fabricante.
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A PCR quantitativa foi realizada utilizando o kit Power Syber Green, master mix. As
amostras foram amplificadas segundo o programa: 94 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de
94 °C por 15 s, 56 °C por 15 s e 72 °C por 15 s. Para confirmar a presenga de um tinico produto
de amplificagdo, especifico para cada rea¢do, uma curva de desnatura¢do foi realizada
imediatamente apds a amplificagdo.

Os primers para cada gene alvo foram desenhados usando a ferramenta Primer-Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Foram usados dois genes de referéncia, um que
codifica proteinas contendo dominio SAND (SAND), e outro que codifica fatores de
alongamento la (EFIa). Os genes associados com as vias do acido salicilico que foram
avaliados incluem o NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1 (NPRI),
PEPTIDYL ARGININE DEIMINASE 4 (PAD4), e o SALICYLIC-ACID-INDUCTION
DEFICIENT 2 (SID2). Com relagdo aos genes associados com vias do etileno, avaliou-se o
ETHYLENE-INSENSITIVE PROTEIN 2 (EIN2), ARABIDOPSIS A-FIFTEEN (AAF), e o
ETHYLENE RESPONSE SENSOR 2 (ERS2). Também avaliamos genes associados com a morte
celular programada, como o que codificam proteinas contendo dominio NAC (NACI), o
VACUOLAR-PROCESSING ENZYME (VPE), o BINDING PROTEIN (BiP), e por ultimo o
gene do fator de transcricdo WRKY 12 (WRKY12). Os respectivos primers dos genes avaliados
estdo descritos na Tabela 01. As leituras foram realizadas no equipamento Applied Biosystem
StepOnePlusTM Software v2.0. O calculo das expressdes génicas relativas foi realizado usando

o método 2"AACT (Livak & Schmittgen, 2001), com trés réplicas biologicas.
2.8 Analises estatisticas

Para verificar os efeitos dos fatores clone (susceptivel e resistente), vespa (plantas
controle e plantas infestadas) e a interacdo entre os fatores uma Analise de Variancia (ANOVA)
foi realizada. Tais andlises foram realizadas, de modo isolado, em cada tempo de avaliagdo.
Quando aplicavel, um teste de comparagdes multiplas (Teste Tukey), com nivel de significancia

(p <0,05) foi realizado no software Sisvar.
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3. RESULTADOS
3.1 Infestacdo por L. invasa promove acumulo diferencial de compostos fenélicos em

apices caulinares

Quando corados com o corante azul de toluidina, os cortes anatdmicos apresentam
coloragdo esverdeada nas regides em que ocorre acumulo de compostos fenélicos. Diante disso,
observamos que no periodo de 24 horas a presenca de compostos fendlicos no clone resistente
foi mais marcante que a observada no clone susceptivel, para ambos os controles (Figura 1a,
e). Quando infestado pelo inseto L. invasa, o clone resistente continua, aparentemente,
apresentando compostos fenolicos, além de realizar um isolamento do tecido danificado pelo
ataque do inseto (Figura 1g). Por outro lado, 24 horas apds a infestagdo, no clone susceptivel
ndo se observou acimulo de compostos fendlicos, muito menos o isolamento dos tecidos
danificado, e assim uma extensa desorganizagdo celular foi visualizada (Figura 1c¢).

Apds o periodo de 96 horas, a coloragdo esverdeada manteve-se mais marcante nas
plantas do clone resistente em condi¢des controle do que nas plantas controle do clone
susceptivel, indicando uma presenga naturalmente maior de compostos fendlicos no clone
resistente (Figura 1b, f). Neste mesmo periodo, observamos também o isolamento do tecido
danificado e o acimulo de compostos fenolicos nas células ao redor da area atacada no clone
resistente infestado, em que as plantas aparentemente iniciaram a formacdo de uma nova
epiderme, retornando para sua conformagdo anterior ao ataque do inseto galhador L. invasa
(Figura 1h). Para o clone susceptivel infestado, ainda nos deparamos com a auséncia de
compostos fendlicos e com a desorganizagao celular associada com a formacgéao da galha (Figura

1d).
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24 Horas 96 Horas

Resistente Suceptivel Suceptivel
controle infestado controle

Resistente
infestado

Figura 01. Anatomia de 4pices caulinares (seccdo transversal) em dois clones de Fucalyptus
com resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa, com 24 e 96 horas apds a infestagdo
com a vespa. (a) susceptivel controle 24 horas. (b) susceptivel controle 96 horas. (¢) susceptivel
infestado 24 horas. (d) susceptivel infestado 96 horas. (e) resistente controle 24 horas. (f)
resistente controle 96 horas. (g) resistente infestado 24 horas. (h) resistente infestado 96 horas.
Escala=20 um (a, b, d, e, f), 10 um (c, g, h).
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3.2 L. invasa afeta anatomia celular em plantas susceptiveis de Eucalyptus

No periodo de 24 horas, observamos que a espessura da parede celular das plantas
infestadas foi maior do que a das plantas controles, sendo maior no clone resistente infestado,
seguido pelo susceptivel infestado (Figura 2a). Apos 96 horas, comportamento semelhante ao
observado no periodo anterior se repetiu, onde maiores espessuras foram as do clone resistente
infestado, seguido pelo susceptivel infestado (Figura 2b).

Devido a desorganizagdo celular observada no clone susceptivel infestado, resolvemos
avaliar as densidades e a area celulares na regido atacada pelo inseto L. invasa, nos tempos de
24 e 96 horas. Nas primeiras 24 horas, o clone susceptivel infestado apresentou um maior
ntiimero de células por mm? do que as plantas dos demais tratamentos (Figura 2¢). Com 96 horas
o padrio se repetiu, e o clone susceptivel infestado apresentou o maior nimero de células
(Figura 2d).

As plantas do clone susceptivel infestado, apds 24 horas, apresentaram uma menor area
celular, ou seja, na regido atacada, suas células apresentaram um tamanho menor quando
comparadas com os demais tratamentos (Figura 2e). J4 com 96 horas, as plantas do clone
resistente apresentaram uma maior area celular, enquanto as plantas do clone susceptivel
infestado continuaram apresentando uma area celular menor do que os demais tratamentos,

estes que ndo diferiram entre si (Figura 2f).
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Figura 02. Avaliacdo de caracteristicas anatomicas de apices caulinares (secco transversal) de
dois clones de Eucalyptus com resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa, com 24 e
96 horas ap6s a infestacdo com a vespa. (a) espessura da parede celular com 24 horas, (b)
espessura da parede celular com 96 horas, (c) nimero de células por mm? com 24 horas, (d)
ntiimero de células por mm? com 96 horas, (e) drea das células com 24 horas, (f) drea das células
com 96 horas. As barras correspondem a media + erro-padrdo. Comparagdes entre as médias
foram realizadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), diferentes letras significam diferenga entre os

tratamentos.
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3.3 Impactos negativos na fotossintese foram observados apdés infestacdo de L. invasa em

Eucalyptus

Com 24 horas observamos que para a taxa de assimilagdo liquida de CO> ndo houve
diferenga entre os tratamentos (Figura 3a). Entretanto, ap6s 96 horas observamos que tanto o
clone resistente infestado como o clone susceptivel infestado sofreram redugdes equivalentes a
45,13% e 32,13%, respectivamente, quando comparados aos seus respectivos controles (Figura
3b). Com relacdo a transpira¢do, com 24 horas as plantas infestadas (clones susceptivel e
resistente) apresentaram reducdes quando comparados com seus controles (Figura 3¢). Em 96
horas observou-se o mesmo comportamento do periodo anterior, onde tanto o clone susceptivel
infestado como o clone resistente infestado sofreram redugdes quando comparados aos seus
respectivos controles (Figura 3d).

Ao se analisar a condutancia estomatica, ndo foram observadas altera¢des significativas
entre os clones e tratamentos em nenhum dos tempos avaliados (Figura 3e, f). No que se refere
a concentracdo intercelular de COz, observamos que com 24 horas os valores observados para
o clone susceptivel infestado foram inferiores aos observados para o susceptivel controle,
enquanto que para os clones resistente controle e resistente infestado ndo foram encontradas
diferengas significativas (Figura 3g). Com 96 horas ndo houve diferencas significativas entre

os valores de concentracdo intercelular CO; para os tratamentos aqui avaliados (Figura 3h).
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Figura 03. Variacdo nos parametros de trocas gasosas em folhas completamente expandidas de
dois clones de Eucalyptus com resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa, com 24 e
96 horas ap6s a infestacdo com a vespa. (a) assimilacdo liquida de CO> com 24 horas, (b)
assimilag@o liquida de CO> com 96 horas, (¢) transpiracdo com 24 horas, (d) transpira¢do com
96 horas, (e) condutancia estoméatica com 24 horas, (f) condutancia estomatica com 96 horas,
(g) concentragdo de carbono intercelular com 24 horas, (h) concentragdo de carbono intercelular
com 96 horas. As barras correspondem a media + erro-padrio das repeti¢des. Comparagdes
entre as médias foram realizadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), diferentes letras significam
diferenca entre os tratamentos. n.s. ndo significativo.

3.4 Modificacdes transcricionais sio desencadeadas em respostas ao ataque por L. invasa

3.4.1 Expressao de genes associados com acido salicilico

Assim, para o gene NPR1, observamos que 24 horas apds a infestagdo houve uma maior
expressdo nos clones infestados quando comparados aos controles (Figura 4a), enquanto que
no periodo de 96 horas ndo foi encontrada expressdo significativa do gene NPRI nos
tratamentos avaliados (Figura 4b). Quando comparado aos demais tratamentos observamos que
o gene PAD4 foi mais expresso com 24 horas no clone resistente infestado (Figura 4c). J4 com
96 horas ndo foram identificadas diferengas significativas entre os clones nas condi¢des
controle e infestado (Figura 4d). No que se refere ao gene SID2 ndo foram encontradas

diferengas significativas entre os tratamentos em nenhum dos tempos avaliados (Figura 4g, h).
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Figura 04. Expressdo relativa de genes associados com écido salicilico e que sdo sinalizadores
para indu¢@o de morte celular programada em apices caulinares de dois clones de Eucalyptus
com resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa, com 24 e 96 horas apds a infestagdo
com a vespa. Os dados de expressdo génica foram relativizados pela média dos valores do
tratamento susceptivel controle. (a) expressdo relativa do gene NPRI com 24 horas, (b)
expressdo relativa do gene NPRI com 96 horas, (¢) expressdo relativa do gene PAD4 com 24
horas, (d) expressdo relativa do gene PAD4 com 96 horas, (e) expressdo relativa do gene SID?2
com 24 horas, (f) relativa expressdo do gene SID2 com 96 horas. As barras correspondem a
media + erro-padrdo de trés réplicas biologicas. Comparagdes entre as médias foram realizadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05), diferentes letras significam diferenga entre os tratamentos. n.s.
ndo significativo.
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3.4.2 Expressao de genes associados com etileno

Apds 24 horas, a expressdo do gene EIN2 foi maior nas plantas dos clones infestados do
que nas dos controles (Figura 5a). Ja ap6s 96 horas houve uma maior expressdo do gene EIN2
nas plantas do clone resistente infestado quando comparado com os demais tratamentos.
Contudo, observamos também que as plantas do clone susceptivel infestado também
apresentaram uma expressdo maior do gene E/N2 quando comparado com os controles (Figura
5b). Com relagéo ao gene AAF, tanto no periodo 24 horas quanto no periodo 96 horas ndo foram
identificadas diferencas significativas entre os clones infestados e seus respectivos controles
(Figura 5c, d). Ao se analisar o gene ERS2, observamos que apds 24 horas as plantas dos clones
infestado apresentaram uma expressdo significativamente maior em relacdo aos clones em
condi¢des controle (Figura 5¢). Ja no periodo de 96 horas para esse gene ndo foram encontradas

diferengas significativas entre os tratamentos avaliados (Figura 5f).
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Figura 05. Expressdo relativa de genes associados com etileno e que sdo sinalizadores para
inducdo de morte celular programada em apices caulinares de dois clones de Eucalyptus com
resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa, com 24 e 96 horas apds a infestagdo com a
vespa. Os dados de expressdo genica foram relativizados pela média dos valores do tratamento
susceptivel controle. (a) expressdo relativa do gene EIN2 com 24 horas, (b) expressdo relativa
do gene EIN2 com 96 horas, (¢) expressdo relativa do gene 44F com 24 horas, (d) expressio
relativa do gene AAF com 96 horas, (e) expressdo relativa do gene ERS2 com 24 horas, (f)
relativa expressao do gene ERS2 com 96 horas. As barras correspondem a media + erro-padrao
de trés réplicas biologicas. Comparacdes entre as médias foram realizadas pelo teste de Tukey
(p <0,05), diferentes letras significam diferenga entre os tratamentos. n.s. ndo significativo.
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3.4.3 Expressao de genes associados com morte celular programada

Apbs 24 horas de infestagdo, observou-se que o clone resistente infestado expressou
maior expressdo do gene NAC/ que os demais tratamentos; entretanto, tal comportamento néo
foi observado ap6s 96 horas de infestag@o, ndo sendo observado diferencgas significativas entre
os tratamentos (Figura 6a, b). Ja com o gene VPE, em nenhum dos periodos de avaliagdo foram
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos avaliados (Figura 6¢, d). No periodo
de 24 horas apds a infestagdo observamos que a expressdo do gene BiP foi maior para ambos
os clones infestados quando comparados aos tratamentos controles (Figura 6¢). De forma
contraria, observamos que, apds 96 horas de infestacdo, a expressdo do gene BiP foi maior no
clone resistente controle que nos demais tratamentos (Figura 6f). Para o gene WRKY12, tanto
no periodo de 24 horas quanto no periodo de 96 horas ap6s a infestagdo ndo foram identificadas

diferengas significativas entre os clones infestados e em condic¢do controle (Figura 6g, h).
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Figura 06. Expressdo relativa de genes associados a morte celular programada em 4pices
caulinares de dois clones de Eucalyptus com resposta diferencial de susceptibilidade a L.
invasa, com 24 e 96 horas ap6s a infestacdo com a vespa. Os dados de expressdo genica foram
relativizados pela média dos valores do tratamento susceptivel controle. (a) expressdo relativa
do gene NACI com 24 horas, (b) expressdo relativa do gene NACI com 96 horas, (c) expressdo
relativa do gene VPE com 24 horas, (d) expressdo relativa do gene VPE com 96 horas, ()
expressdo relativa do gene BiP com 24 horas e (f) relativa expressdo do gene BiP com 96 horas.
(g) expressdo relativa do gene WRKY12 com 24 horas. (H) relativa expressao do gene WRKY12
com 96 horas. As barras correspondem a media £ erro-padréio de trés réplicas bioldgicas.
Comparagdes entre as médias foram realizadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), diferentes letras
significam diferenca entre os tratamentos. n.s. ndo significativo.
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4. DISCUSSAO

Estudos anteriores sugerem que hibridos de Eucalyptus tereticornis Sm. X Eucalyptus
camaldulensis Dehnh. com resposta diferencial de susceptibilidade a L. invasa provavelmente
usam da morte celular programada para suprimir o desenvolvimento deste inseto uma vez que
este se encontra dentro da planta (Sarmento, 2019; Pinto et al., 2022). Os resultados aqui
obtidos, com andlises anatdmicas, demonstram que as plantas do clone resistente, nas primeiras
24 horas apds a infestacdo, foram capazes de isolar os tecidos danificados pelo ataque do inseto
(Figura 1g). Com efeito, tal fato foi ainda confirmado com as analises realizadas em plantas 96
horas apos a infestagdo (Figura 1h). Aparentemente, o espessamento da parede celular das
células préximas ao local de oviposicdo de L. invasa demonstrou ter um importante papel no
isolamento dessa regido (Figura 1g, h). Em consonancia com os resultados aqui obtidos, que
demonstram a maior expressdo de genes associados com AS (Figura 3), foi demonstrado
anteriormente que o AS apresenta ndo apenas a capacidade de promover a expressdo de genes
envolvidos na biossintese de paredes celulares, mas promove também o aumento da
recalcitrancia das paredes celulares em Brachypodium distachyon (Napoledo et al., 2017).

Apesar desse comportamento ter sido também observado no clone susceptivel infestado,
o espessamento das paredes celulares foi menor quando comparados ao clone resistente, mesmo
apresentando também a maior expressdo do gene NPRI, gene este associado a AS. Esse
resultado parece estar associado, ao menos em parte, ao fato de o clone susceptivel apresentar
um aumento da quantidade de AJ 24 horas apoés a infestacdo (Sarmento, 2019), uma vez que
quantidades de MeJA (um derivado do AJ) podem causar reducdo na expressdo de sintases de
celulose e de genes que desempenham um papel fundamental na biossintese da parede celular
secundaria (Napoledo et al., 2017). Por outro lado, ¢ plausivel sugerir que o espessamento da
parede celular nas plantas do clone susceptivel ndo foi suficientemente eficaz no isolamento
pois, além de apresentar um maior numero de células por unidade de area que os demais
tratamentos, essas plantas apresentaram células com area menor (Figura lc, d). Em outras
palavras, as células apresentaram menores tamanhos que ¢ um indicativo de intensa divisao
celular, processo caracteristico da formagao de galha em plantas. Quando o inseto L. invasa
oviposita em linhas nas nervuras centrais e nos peciolos das faces abaxiais dos primordios
foliares (Isaias et al., 2018), o parénquima associado aos tecidos vasculares passa por um
processo denominado hiperplasia, que consiste no processo onde as células sofrem uma série
de divisdes mitoticas ao redor dos ovos depositados (Gonzalez & Solis, 2015).

A maior quantidade de compostos fenolicos nas células dos apices caulinares do clone

resistente controle (Figura le, f) € um indicador de importante resposta de defesa constitutiva a
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L. invasa. E, como resposta de defesa induzida, esse mesmo clone também acumulou ainda
mais compostos fendlicos ao redor da regido atacada pelo inseto, 96 horas apds a infestacdo.
Os fendis constituem um dos grupos mais comuns e importantes de compostos metabolitos
secundarios, que desempenham um papel vital nas respostas de defesa das plantas contra
doengas, nematoides e insetos fitofagos (Misra et al., 2023). Tais compostos podem atuar tanto
fisicamente, bloqueando patégenos e insetos, através da lignina, um heteropolimero fendlico,
quanto quimicamente, atuando na redugéo ciclica de EROs, como anion superoxido e radicais
hidroxila, H>O> e oxigénio singleto (Misra et al., 2023). O aumento nos niveis de EROs ¢é
utilizado como mediador do sinal de estresse para a planta, sendo capaz ndo apenas de ativar
genes, mas também de induzir mecanismos associados a morte celular programada (Petrov et
al., 2015). Diante disso, parece razoavel inferir que o clone tolerante quando atacado pelo inseto
L. invasa nas primeiras 24 horas aumenta a espessura da parede celular das células ao redor da
regido atacada, onde estd ocorrendo a morte celular programada das células atacadas; em
adigfo, 96 horas apds a infestacdo, o clone tolerante acumula compostos fendlicos nas células
ao redor da regido atacada impedindo que as mesmas aumentem seus niveis de EROs e sofram
também uma morte celular programada.

Tanto a morte celular programada quanto a formagdo de galhas, ambos processos
induzidos pelo inseto L. invasa (Sarmento, 2019; Pinto et al., 2022), promoveram redugdes
significativas nas trocas gasosas nos clones avaliados. Com 24 horas, os clones infestados
apresentaram reducdes tanto na transpiragdo quanto na concentra¢do interna de COs. Os
fitormonios AS, AJ e ET quando encontrados em niveis elevados dentro das plantas foram
descritos como participantes na redug¢do da condutincia estomatica em plantas sob condigdes
de estresse (Ullah et al., 2018). Apesar de ndo encontrarmos uma diferenca significativa entre
os tratamentos no intervalo de 24 horas, podemos observar certa tendéncia na reducdo da
condutancia estomatica nos clones infestados o que poderia explicar, a0 menos em parte, as
reducdes na transpiragdo para os clones infestados, e a reduzida concentragdo intercelular de
CO; para as plantas do clone susceptivel infestado. No intervalo de 96 horas, observamos
também que além de redugdes na transpiragdo, as plantas dos clones infestados apresentaram
reducdes na assimilagdo de CO». A elevag@o nos teores de MeJA parece diminuir a eficiéncia
da fotossintese, por comprometer o fotossistema II (PSII), um dos elementos mais sensiveis da
maquinaria fotossintética, além de ser altamente responsivo a condi¢des de estresse (Kurowska
et al., 2020). Esse fato explicaria a redugéo da fotossintese para o clone susceptivel infestado
uma vez que Sarmento (2019) verificou aumentos em AJ, um antecessor do MeJA, em plantas

desse clone 24 horas apds a infestagdo. Cabe ressaltar também que o AS pode afetar direta ou



36

indiretamente varios processos fisioldgicos, incluindo a fotossintese. Niveis elevados de SA
estdo associados com condutancia estomatica reduzida, menores taxas maximas de assimilagéo
de CO», diminui¢do da eficiéncia maxima e rendimento quantico do PSII (Janda et al., 2014).

Os resultados relativos a expressao de genes envolvidos na sinalizagdo de morte celular
programada através do AS indicam que, 24 horas ap6s a infestag@o, ambos os clones infestados
foram caracterizados por uma maior expressdo do gene NPRI; entretanto, somente o clone
resistente infetado apresentou uma elevada expressdo do gene PAD4 (Figura 3). A interag¢do da
proteina PAD4 com EDS1 produz um complexo nucleocitoplasmatico, que promove o acumulo
de moléculas de sinaliza¢do de defesa da planta, como o proprio AS (Pegadaraju et al., 2007;
Castel & Chae, 2021). Além disso, a expressdo de PAD4, como verificado no trabalho de
Pegadaraju et al., (2007), foi capaz de promover uma morte celular mais rapida em tecidos
vegetais de 4. thaliana atacados por insetos.

Com relagdo a expressdo de genes relacionados ao ET, também sinalizadores de morte
celular programada, a expressdo do gene ERS2 com 24 horas foi aumentada para ambos os
clones infestados; todavia, o clone resistente infestado apresentou uma maior expressdo em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 5). Outro gene relacionado ao ET, o EIN2, apresentou
uma maior expressdo também no clone resistente infestado. Tanto o gene ERS2 quanto o gene
EIN2, foram anteriormente descritos como promotores de morte celular programada em plantas
(Li et al., 2012). Entretanto, outros trabalhos demonstraram que o gene EIN2 ativa, de maneira
direta ou indireta, fatores de transcri¢do da familia NAC que estdo associados a senescéncia e
que coordenam ndo apenas o catabolismo celular, mas também os processos de morte celular
programada (Kim et al., 2014). Aqui, observamos que o clone susceptivel infestado também
apresentou uma maior expressdo do gene E/IN2, mas o mesmo ocorreu com 96 horas (Figura
5b); entretanto, parece razodvel sugerir que essa expressdo tardia tenha sido ineficaz no
impedimento completo do desenvolvimento inseto, uma vez que neste periodo observamos que
os processos de formacdo de galha ja teriam sido iniciados (Figura lc, d). Outra possivel
explicacdo para esse aumento na expressdo do gene EIN2, seria a de que o ovo do inseto nesse
periodo tenha eclodido e que a galha ja tenha comecado a entumescer, deste modo o inseto
precisara do aparato da galha para se alimentar (Sarmento et al., 2021). Assim, nesse momento
o inseto faz uso da sinalizacdo de ET para sequestrar a rede de sinalizagdo de defesa e suprimir
as defesas da planta ora atacada (Broekgaarden et al. 2015).

Dentre os genes associados com morte celular programada avaliados, observamos que
24 horas apo6s a infestacdo, o gene BiP foi expresso em ambos os clones infestados, enquanto

que o gene NAC! foi mais expresso apenas no clone resistente infestado (Figura 6). O gene BiP
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parece regular positivamente genes envolvidos no processo de morte celular programa
desencadeado por estresse bidtico, além do mais a superexpressdo de BiP parece resultar
também na diminuic¢do da taxa de fotossintese e na indug¢do de genes associados a senescéncia
(Carvalho etal., 2014). Os membros da familia de genes NAC desempenham papéis importantes
na regulacdo da reprogramacdo transcricional associada as respostas de estresse em planta
(Nuruzzaman; Sharoni; Kikuchi, 2013). Tais genes atuam principalmente na defesa vegetal,
uma vez que os genes NAC estdo intimamente relacionados com EROs e senescéncia, ¢ além
disso, esses genes podem ainda modular a regulagdo fito-hormonal da rede celular sob estresse
bidtico (Nuruzzaman; Sharoni; Kikuchi, 2013). As proteinas contendo dominio NAC sdo
mediadores criticos da morte celular induzida por estresse em plantas (Reis & Fontes, 2012) e
¢, portanto, plausivel sugerir que os mesmos tenham fun¢éo importante na tolerancia diferencial
a L. invasa em clones de eucalipto. Trabalhos futuros devem investigar, em detalhes, o papel

desses genes nas respostas precoce e tardia a infestag@o pelo inseto galhador L. invasa.
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5. CONCLUSOES

Em sintese, os resultados aqui obtidos demonstram que ao longo do intervalo de tempo
entre infestacdo com o inseto L. invasa e 96 horas, diferentes processos estdo ocorrendo nos
clones estudados de modo a minimizar, de modo diferencial, os impactos do ataque desse
inseto. Neste contexto, o clone resistente realiza o isolamento da area a ser necrosada através
do espessamento de parede e acimulo de fendis. Cabe ressaltar também que, apesar de
apresentarem diferentes respostas ao ataque da vespa, ambos os clones apresentaram reducgdes
nas trocas gasosas quando infestados.

Nos clones infestados, expressdo diferencial aumentada foi observada tanto para genes
associados com sinalizacdo via fitormdnios para morte celular programada (NPRI, ERS?2),
quanto genes envolvidos diretamente com a morte celular programada (BiP). Entretanto, o
clone resistente, quando infestado, foi caracterizado por aumentos na expressdo dos genes
PAD4 e ERS2, associados com AS e ET, respectivamente, e também do NAC/, envolvido com
morte celular programada. Tomados em conjunto, esses resultados indicam que o clone
resistente quando infestado sinaliza, via AS e ET, para que a morte celular programada ocorra
nas células atacadas pelo inseto L. invasa.

Trabalhos futuros serdo ainda necessarios para compreender melhor os mecanismos
envolvidos no processo de morte celular programada que esta ocorrendo no clone resistente. E
plausivel sugerir que a aplicag@o exogena de ethrel no clone susceptivel poderia nos fornecer
mais informacdes acerca desses mecanismos moleculares. Com efeito, serd também necessario
entender a dindmica desse processo com fatores ambientais, uma vez que que tais estudos serdo
de suma importancia para aprimorar o manejo de eucaliptos em um cendrio de mudangas
climaticas. Dentro desse cendrio é esperado o aumento da temperatura global, o que
provavelmente ird impactar o desenvolvimento das plantas, bem como a imunidade das
mesmas, uma vez que se sabe que tal condi¢gdo ambiental pode afetar a interacdo entre

fitormdnios envolvidos na defesa das plantas.
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