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DAUDE, Matheus Daude. Analise transcricional dos genes ERF e PR em resposta ao ataque da
vespa-da-galha-do-eucalipto (Leptocybe invasa) em mudas de eucalipto inoculadas com o
fungo Beauveria bassiana. 2024. 128 f. Tese de Doutorado (Biodiversidade e Biotecnologia)

— Universidade Federal do Tocantins, Palmas, Brasil, 2024.

RESUMO

O cultivo de Eucalyptus L'Hér é essencial para a industria madeireira. No entanto, desafios
como pragas e mudancas climéticas afetam as plantacdes, especialmente dos hibridos de E.
camaldulensis e E. tereticornis. A Leptocybe invasa ¢ uma praga que induz galhas causando
danos severos as plantas. Embora estratégias de controle tenham sido implementadas, o uso de
genotipos adaptados, porém susceptiveis a L. invasa, torna-se invidvel em regibes com alta
infestacdo, destacando a necessidade de abordagens integradas, como a associacdo planta-
microrganismo, além de avancos nos estudos genéticos. O uso do fungo Beauveria bassiana
tem mostrado potencial por conferir resisténcia as plantas contra essa praga. Além disso,
estudos moleculares sdo fundamentais para entender os mecanismos de resposta genética das
plantas ao ataque. Os genes da familia AP2/EREBP desempenham um papel crucial na resposta
das plantas a estresses bioticos e abioticos, além de participarem das vias de transducéo de sinal
relacionadas a horménios. Em eucalipto, o etileno é o principal horménio de defesa contraa L.
invasa nas fases iniciais apés a infestacdo. A sinalizacdo e interacdo entre fitorménios séo
fundamentais nas respostas de defesa das plantas, ativando uma rede de fatores de transcricdo
(FTs) que regulam a expressdo de genes relacionados a patogénese (PR). Os genes ERF sdo
FTs que atuam na defesa e, embora a maioria dos ERF estejam associados a respostas a estresses
abioticos, um pequeno grupo esta envolvido nas respostas a estresses bidtico e conhecidos por
regular a imunidade inata. Os insetos galhadores, como a L. invasa, apesar de serem artropodes
herbivoros, estabelecem uma relacdo tdo intima com o hospedeiro que alguns ja foram
comparados com patdgenos. Nesse sentido, a analise dos genes de resposta a patogénese, bem
como os fatores de transcricdo que os regulam, pode ser um caminho promissor para
compreender a resposta genética ao ataque a microvespa. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativaem Tempo Real com transcricdo reversa (RT-gPCR) € uma ferramenta comum para
analises de expressao génica, entretanto a confiabilidade nos resultados depende de diversos
fatores, como a escolha adequada de genes de referéncia. Nesse contexto, o objetivo do estudo
foi a validagdo de genes de referéncia para estudos de expressdo génica por RT-gPCR em
hibridos de Eucalyptus, além da analise de expressao relativa dos genes ERF e PR em diferentes

condi¢Bes experimentais. Neste estudo, os melhores genes de referéncia em todos o0s
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tratamentos avaliados foram ECPTB, ECPP2A-1 e ECEUC12. A avaliagdo da expressdo relativa
dos genes ECERF1, ECERF6, ECERF96, ECORAS9 e ECPR4 mostrou que, exceto para ECERF®6,
todos 0s genes apresentaram seus maiores niveis de expressdo em apice foliar de plantas
infestadas com a L. invasa, com a reducdo da expresséo quando houve a inoculacdo do B.
bassiana. Este estudo é o primeiro a identificar os genes de referéncia adequados e investigar a
expressao dos genes ERF e PR nestas condicGes especificas. Os resultados obtidos fornecem
uma base sélida para futuros estudos de expressdo génica e descobertas importantes para

compreender os mecanismos de defesa do eucalipto contra o ataque da L. invasa.

Palavras-chave: Expressdo génica; Genes enddgenos; APETALA-2; Analise genética,;

Patogénese; Espécie florestal.



Xii
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ABSTRACT

The cultivation of Eucalyptus L'Hér is essential for the timber industry. However, challenges
such as pests and climate change directly affect plantations, especially E. camaldulensis and E.
tereticornis hybrids. Leptocybe invasa is a pest that induces galls, causing severe damage to
plants. Although control strategies are available, the use of adapted genotypes, albeit
susceptible to L. invasa, is not feasible in regions with high infestation rates, highlighting the
need for integrated approaches, such as plant-microorganism association, along with advances
in genetic studies. The use of the fungus Beauveria bassiana has shown great potential in
conferring resistance to plants against this pest. In Addition, molecular studies are essential to
understand the plant genetic response mechanisms to the pest. Genes from the AP2/EREBP
family play a crucial role in plant response to biotic and abiotic stresses, and also participate in
hormone-related signal transduction pathways. In eucalyptus, ethylene is the main defense
hormone against L. invasa at the early stages of infection. Signaling and interaction among
phytohormones are crucial in plant defense responses, activating a network of transcription
factors (TFs) that regulate the expression of genes related to pathogenesis (PR). ERF genes are
TFs that act in plant defense and, although most ERFs are associated with responses to abiotic
stresses, some genes are involved in responses to biotic stresses and regulating plant innate
immunity. Gall-inducing insects, such as L. invasa, despite being herbivorous arthropods,
establish such an intimate relationship with the host that some of them have been compared to
pathogens. In this sense, the analysis of PR genes, as well as the TFsw that regulate them, may
be a promising path to understanding the genetic response to the micro-wasp attack. Reverse
Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) is a common tool for gene
expression analysis; however, the reliability of results depends on various factors, such as the
appropriate choice of reference genes. In this context, the aim of the study was to validate
reference genes for RT-gPCR gene expression studies in Eucalyptus hybrids, in addition to
analyzing the relative expression of ERF and PR genes under different experimental conditions.
In this study, the best reference genes in all evaluated treatments were ECPTB, ECPP2A-1, and
ECEUC12. The evaluation of the relative expression of the genes ECERF1, ECERF6, ECERF96,
EcORAS9, and EcPR4 showed that, except for ECERF6, all genes had their highest expression
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levels in leaf apexes of plants infested with L. invasa, and reduced expression levels were
observed under B. bassiana inoculation. This study is the first to identify suitable reference
genes and investigate the expression of ERF and PR genes in Eucalyptus under these specific
conditions. The results obtained provide a solid basis for future gene expression studies and
important insights into understanding eucalyptus defense mechanisms against L. invasa attack.

Keywords: Gene expression; Endogenous genes; APETALA-2; Genetic analysis; Pathogenesis;

Forest species.
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Tabela 1 - Descricdes das sequéncias dos primers para RT-gPCR, nome do gene,
numero de acesso, temperatura de melting (Tm), tamanho do amplicon, coeficiente de
correlacéo (R?) e eficiéncia de amplificagdo (E%) dos genes analisados.
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1 INTRODUCAO

O Eucalyptus L"Hér é o género florestal mais extensivamente cultivado no mundo, com
uma érea plantada de cerca de 25 milhdes de hectares (ha) (FLORENCIO; MARTINS;
FAGUNDES, 2022). Este género representa uma das principais fontes globais de madeira e
amplamente cultivado para uso industrial (DE OLIVEIRA et al., 2012; MOURA et al., 2012;
TAMAYO-PENA et al., 2024). A matéria-prima derivada do setor florestal é utilizada
mundialmente na producéo de diversos produtos ou para a geracdo de energia (REZENDE; DE
RESENDE; DE ASSIS, 2014; SNIF, 2020). O Brasil se destaca como o maior produtor mundial
de eucalipto e, em 2021, a cultura ocupou 7,53 milhdes de ha (75,8%) do total de area plantada
com arvores e teve um papel importante na economia nacional, contribuindo significativamente
para a receita total de 244,6 bilhdes de reais e gerando mais de 2 milhdes de empregos (IBA,
2022). Assim, a importancia econdémica e socioecondmica dos recursos florestais tem
impulsionado o crescimento do setor, embora a incidéncia de fatores bidticos, como pragas, e
abioticos, tais como a seca advinda das alteracfes climaticas, ainda representem desafios a
serem superados (BOOTH, 2013; GONCALVES et al., 2013; MOTA; BARBOSA;
MARCHIORO, 2022; ROCHA et al., 2020).

No Brasil, devido ao incremento na demanda industrial por produtos florestais, a
expansdo das florestas plantadas em regiGes com restri¢des hidricas relativamente intensas tem
reduzido a produtividade e aumentado a taxa de mortalidade em raz&o da seca (HODECKER
et al., 2018). Diante desse cenario, a busca por genotipos mais tolerantes a estresses abioticos,
como a seca, tem ganhado destaque, e as espécies E. camaldulensis, E. teretinornis e seus
hibridos estdo entre os gendtipos de eucalipto mais resistentes a escassez de agua
(GONCALVES et al., 2013). Além disso, os fatores bidticos também representam uma ameaca
para as plantacdes de eucalipto (TESHOME; ZHARARE; NAIDOO, 2020). A medida que as
areas de florestas naturais diminuem e as plantacdes de eucalipto se expandem, a migracao de
pragas provocada pela globalizacdo, a falta de inimigos naturais nas novas areas associado as
condi¢des ambientais favoraveis, tem possibilitado a disseminacdo de insetos-pragas exoticos
(PAINE; STEINBAUER; LAWSON, 2011; SILVA et al., 2020). Entre os insetos-pragas
exoticos que ingressaram no Brasil, destaca-se a microvespa-da-galha do eucalipto, Leptocybe
invasa (Fisher & LaSalle, 2004 Hymenoptera: Eulophidae) (GONCALVES et al., 2013). A L.
invasa representa um fator bidtico que impacta a sustentabilidade das plantacfes de eucalipto,
especialmente dos hibridos de E. camaldulensis e E. tereticornis (MENDEL et al., 2004).

A L. invasa é uma praga que induz galhas nas nervuras e peciolos de folhas jovens e nos

entrends dos apices dos ramos, causando danos devastadores, como a aparéncia aspera das
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plantas, crescimento atrofiado e, em casos extremos, a morte das plantas (KUMARI et al., 2010;
MENDEL et al., 2004; SARMENTO et al., 2021). Embora estratégias de controle e manejo
dessa praga tenham sido empregadas, a utilizacdo de gendtipos adaptados a diferentes
condicBes climaticas, porém susceptiveis ao ataque da L. invasa, torna-se inviavel em regifes
com alta infestacdo (NUNES et al., 2023). Nesse contexto, para enfrentar esse desafio, é
essencial explorar estratégias integradas, como a associacdo planta-microrganismo. Nesse
sentido, estudos com fungos endofiticos, como o Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, tém
despertado interesse devido a sua capacidade de conferir resisténcia nas plantas contra insetos-
praga, como a vespa-da-galha do eucalipto (BARON et al., 2019; ROCHA et al., 2023). O B.
bassiana é um fungo entomopatogénico frequentemente usado como biopesticida em culturas
agricolas, devido a sua seguranca ambiental, ndo apresentar risco a saide humana e provocar
minimos efeitos adversos em organismos ndo-alvo (ROCHA et al., 2023; ZIMMERMANN,
2007). Em eucalipto, o uso do B. bassiana como agente bioldgico alternativo para o controle
do inseto galhador L. invasa tem mostrado grande potencial por conferir a planta resisténcia ao
ataque dessa praga (ROCHA et al., 2023).

Os estudos moleculares, assim como os voltados para o controle bioldgico, tem ganhado
progressiva atengédo devido as diversas possibilidades que oferecem para as investigagdes sobre
o0 eucalipto (DAUDE et al.,, 2024; NUNES et al., 2023; ROCHA et al.,, 2023). O
sequenciamento de Eucalyptus grandis, por exemplo, proporcionou avangos nos estudos
moleculares ao fornecer informagdes sobre genes relacionados a vias metabdlicas de interesse
econdmico (MYBURG et al., 2014). Nesse sentido, a analise de expressao génica € um método
importante para auxiliar no entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos por tras de
diferentes processos bioldgicos (BRAZMA; VILO, 2000), como a resposta de defesa a
inoculacdo do B. bassiana e a infestagdo da L. invasa. Entre os métodos empregados, a Reacéo
em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real com transcri¢do reversa (RT-qPCR) é
amplamente utilizada para o estudo de processos bioldgicos em plantas (BARRETO et al.,
2019; DAUDE et al., 2021; HUANG et al., 2024) devido a sua rapidez, alta sensibilidade,
reprodutibilidade e precisdo quanto a determinacdo dos niveis de expressdao génica
(FERNANDES-BRUM et al., 2017; GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004; LUCHO et
al., 2018). Contudo, é crucial considerar que o uso da RT-gPCR para quantificacdo de RNA
esta sujeito a varios fatores que afetam diretamente a confiabilidade dos resultados (NOLAN;
HANDS; BUSTIN, 2006).

A integridade e quantidade de RNA (&cido ribonucleico), a eficiéncia da sintese do
cDNA (DNA complementar) e da amplificagéo, e a escolha dos genes de referéncia séo fatores

cruciais que podem impactar fortemente os resultados das analises por meio da RT-gPCR
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(LUCHO et al., 2018; PFAFFL, 2004). Assim, para assegurar a reprodutibilidade e minimizar
a variabilidade dos ensaios de RT-qPCR, é essencial avaliar esses parametros (NOLAN;
HANDS; BUSTIN, 2006). Dentre os fatores mencionados, a determinacao adequada dos genes
de referéncia é um dos aspectos mais importantes ao empregar a anélise de expressao génica
por RT-gPCR (MOURA et al., 2012). A eficiéncia da técnica depende da validacdo de genes
de referéncia apropriados para a normalizacdo precisa dos ensaios e correcdo de variacOes
inespecificas (LIN et al., 2023; YANG et al., 2014; ZHU et al., 2013). Assim, a determinacéo
de bons genes de referéncia, considerando sua estabilidade de expresséo em diferentes tecidos
e condicBes experimentais, é fundamental para garantir a qualidade e confiabilidade dos
resultados (JOSEPH; POOLAKKALODY; SHAH, 2018).

O uso dos genes de referéncia na normalizacdo de dados de expressdo génica por RT-
gPCR é baseada na premissa tedrica de que seus niveis de expressao permanecem constantes,
independentemente de tecidos, estdgios de desenvolvimento ou condig¢bes fisioldgicas
(NGUYEN; EAMENS; GROF, 2018; YANG; ZHANG; ZHOU, 2021). Genes envolvidos em
funcBes celulares basicas em plantas, como ACT, TUB, RNA ribossomal, GAPDH, UBQ, EF-
la, UBC e PP2A, sdo frequentemente escolhidos devido a sua capacidade de se expressar em
todas as células (JOSEPH; POOLAKKALODY; SHAH, 2018; LIN et al., 2023; YANG;
ZHANG; ZHOU, 2021). No entanto, estudos evidenciam a variabilidade na expressdo desses
genes, comprometendo a normalizacdo dos dados do gene alvo (LI et al., 2022; REDDY et al.,
2016) e indicando a inexisténcia de genes de referéncia universais (DE OLIVEIRA et al., 2022;
DONG; ZHANG; ZHANG, 2022; ZHONG et al., 2022). Em eucalipto, estudos sobre genes de
referéncia sdo relatados (BOAVA et al., 2010; CASSAN-WANG et al., 2012; DE OLIVEIRA
et al., 2012; FERNANDEZ et al., 2010; MARTINS et al., 2018; MOURA et al., 2012).
Contudo, tal andlise ainda € necessaria ao considerar genotipos especificos, tecidos variados e
diferentes estresses (IMAI et al., 2014; XIAQ et al., 2016). Nesse contexto, definir os melhores
genes de referéncia em condicdes de inoculacdo por B. bassiana e infestacdo por L. invasa
torna-se crucial para estudos de expressdo génica relativa, sendo uma lacuna a ser preenchida.

Os genes pertencentes a familia AP2/EREBP (APETALAZ2/Ethylene-Responsive
Element Binding Proteins) tem um papel crucial no crescimento, desenvolvimento e resposta a
estresses em plantas, como temperaturas extremas, seca, alta salinidade e infec¢do por
patégenos (LIU; ZHANG, 2017). Além disso, esses genes participam de vias de transducdo de
sinal relacionadas a horménios, incluindo o &cido abscisico (ABA), etileno (ET), citocininas e
jasmonato (CHEN et al., 2016; NAKANO et al., 2006). Os fitorm6nios como o JA, acido
salicilico (SA), ET e ABA desempenham papel crucial na regulagdo de importantes vias de

sinalizacdo de defesa associadas a esses genes (BOUAZIZ et al., 2015). Em eucalipto, 0 ET é
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o principal horménio de defesa contra a L. invasa nas fases iniciais apos a infestacdo, além de
ser responsavel pela modulacdo da defesa de plantas contra outros herbivoros e patdgenos
(BROEKGAARDEN et al., 2015; SARMENTO, 2019). A sinalizacdo e interacdo entre
fitormonios séo fundamentais para orquestrar as respostas de defesa das plantas (PIETERSE et
al., 2009, 2012), ativando uma rede de fatores de transcri¢do (FTs) que regulam a expresséo de
genes relacionados a patogénese (PR) (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016). O papel dos
genes ERF (Ethylene Response Factor) na defesa de plantas parece ser conservado em todo o
reino vegetal, agindo pela capacidade de se ligar ao DNA e a habilidade de ativar ou reprimir a
transcricdo (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016). Embora, a maioria dos fatores de
transcricdo ERF (Ethylene Response Factor) estdo associados a respostas a estresses abidticos,
um pequeno grupo estd envolvido nas respostas a estresses bidticos (FENG et al., 2005;
GUTTERSON; REUBER, 2004; LICAUSI; OHME-TAKAGI; PERATA, 2013), como
evidenciado pelos genes ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1), ORA59
(OCTADECANOIC-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59), ERF6 (ETHYLENE
RESPONSE FACTOR 6) e ERF96 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 96) em Arabidopsis
thaliana, conhecidos por regular a imunidade inata (HUANG; CATINOT; ZIMMERLLI, 2016).

Os genes PR, responsaveis por codificar proteinas com niveis basais ou ndo detectaveis
em tecidos saudaveis, tém suas expressdes aumentadas em condicbes de estresses bidticos,
como ataques diretos de diferentes pragas (insetos e outros herbivoros) e patdgenos (fungos,
bactérias e virus), e em situacdes relacionadas a pelo menos duas ou mais combinacdes planta-
patégeno, incluindo a aplicagcdo de produtos quimicos que mimetizam o efeito do ataque de
patdgenos (por exemplo, os fitorménios ET, JA e AS), bem como em respostas a ferimentos
(VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Esses genes
desempenham um papel crucial na defesa natural de plantas, interagindo com diferentes
indutores, como os fitormbnios AS, AJ e ET, além do peptideo sinalizador systemin
(HERNANDEZ et al., 2005). Compreendendo cerca de 19 familias (PR-1 a PR-19), os genes
PR codificam proteinas como [-1,3-glucanases, quitinases, peroxidases, proteinas inativadoras
de ribossomos, defensinas e oxalato oxidase, entre outras (STINTZI et al., 1993; ZRIBI;
GHORBEL; BRINI, 2021). Essas proteinas, podem exercer efeitos diretos ou indiretos na
resisténcia da planta contra microrganismos, inibindo o crescimento do patégeno e/ou a
germinacao de esporos, além de atuarem como agentes antimicrobianos, hidrolases, inibidores
de proteinase e desempenharem outras atividades (JAIN; KHURANA, 2018; ZRIBI;
GHORBEL; BRINI, 2021).

Os insetos galhadores de plantas, como a L. invasa, apesar de serem artropodes
herbivoros (STONE; SCHONROGGE, 2003), estabelecem uma relacdo tdo intima com o
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hospedeiro que alguns ja foram comparados com patdégenos (KALOSHIAN; WALLING,
2005). Nesse sentido, a analise dos genes de resposta a patogénese, bem como os fatores de
transcri¢ao que os regulam, pode ser um caminho promissor para compreender a resposta génica
ao ataque a microvespa. Nesse contexto, o uso da biotecnologia por meio dos métodos
moleculares se apresenta como uma ferramenta poderosa no desenvolvimento de pesquisa
basica e aplicada visando alcancar uma gestdo sustentavel das plantacdes de eucalipto, bem
como, a recomendacdo de genotipos adequados e menos vulneraveis a fatores bioticos que
impactam negativamente a cultura. Portanto, considerando a importancia da técnica de RT-
gPCR para os estudos de expresséo génica, o objetivo do trabalho foi selecionar e validar genes
de referéncia para estudos de expressao génica por RT-gPCR em hibrido de E. tereticornis x E.
camaldulensis em diferentes condi¢fes experimentais, bem como a analisar a expressao relativa
dos genes ERF e PR. As andlises incluiram amostras de plantas matrizes, mudas limpas (sem
inoculacdo e sem infestacdo), mudas inoculadas com B. bassiana (sem infestacdo), mudas
infestadas com L. invasa (sem inoculacéo), e mudas inoculadas com B. bassiana e infestadas

com L. invasa (inoculadas e infestadas).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo génica relativa por RT-qPCR dos genes ERF e PR em resposta ao
ataque da vespa-da-galha-do-eucalipto em mudas de hibridos de Eucalyptus tereticornis X

Eucalyptus camaldulensis inoculadas com o fungo B. bassiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar e validar os genes de referéncia mais adequados para diferentes tecidos e
condigdes experimentais de eucalipto, visando fornecer resultados que suportem futuros
trabalhos de expresséo génica por RT-qPCR.

b) Avaliar o perfil de expressdo génica relativa por RT-qPCR dos genes ERF e PR em quatro
condi¢des experimentais, sendo: plantas controle; plantas inoculadas com o fungo B.
bassiana, plantas infestadas por L. invasa; plantas inoculadas com B. bassiana e infestadas

com L. invasa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eucalyptus L’Hér

O género Eucalyptus L’Hér pertence a familia botanica Myrtaceae Juss. e compreende,
aproximadamente, 600 espécies e subespécies (MOURA et al., 2012). Nativo da Oceania, com
sua origem preponderante localizada na Australia, este género apresenta notavel plasticidade
fisiolOgica, sendo capaz de crescer variadas zonas geograficas, predominantemente em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (MOURA et al., 2012; RITTER, 2014). A disseminagao
global do eucalipto é atribuida a uma série de atributos inerentes a esta cultura, destacando-se
a sua ampla adaptabilidade a diferentes contextos climaticos e tipos de solo (PROBER et al.,
2016), baixa exigéncia nutricional, crescimento répido, ciclos de cultivo de curta duracéo e
aptiddo para plantio em escala comercial (PAINE; STEINBAUER; LAWSON, 2011). Além
disso, o eucalipto oferece uma grande diversidade de madeiras e aplicacbes em produtos
correlatos, contribuindo significativamente para sua importancia econémica (CUBBAGE et al.,
2010).

As plantacdes de eucalipto sdo compostas predominantemente por um grupo de espécies
que incluem E. camaldulensis, E. grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. nitens, E. urophylla,
E. saligna, E. dunnii e E. pellita, bem como seus hibridos (STANTURF et al., 2013). Dentre as
espécies, a E. globulus se destaca como uma das mais amplamente plantadas e economicamente
importantes (POTTS et al., 2004). A matéria-prima proveniente do eucalipto é responsavel por
uma ampla variedade de produtos e subprodutos, derivados do aproveitamento de suas cascas,
madeira, galhos, resina, folhas, flores e frutos. A producdo dessa arvore é destinada para
diversos setores, incluindo: farmacéuticos e cosméticos; produtos de limpeza e alimentos; papel
e celulose; energia; producéo de produtos sélidos da madeira; apicultura; e ornamentacéo (IBA,
2022; REZENDE; DE RESENDE; DE ASSIS, 2014; SNIF, 2020).

3.2 SETOR FLORESTAL E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

Em 2020, considerando todos os continentes, a area florestal mundial totalizou 4,06
bilhGes de hectares (ha), o que equivale a 31% da superficie terrestre global. Dos 4,06 bilhGes
de ha, 54% estdo concentrados em apenas cinco paises: Federacdo Russa, Brasil, Canada,
Estados Unidos da América e China. A maior extensdo de floresta encontra-se na Europa, com
a Federacdo Russa detendo 20% (815 milhdes de ha) da area florestal mundial. Na America do

Sul, o Brasil é o proprietario de 12% (496 milhGes de ha), seguido por Canada (Ameérica do
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Norte), Estados Unidos da América (América do Norte) e China (Asia) com, respectivamente,
9% (346 milhdes de ha), 8% (309 milhdes de ha) e 5% (219 milhdes de ha) da area florestal
mundial. Em conjunto, a Federacdo Russa e o Brasil representam quase um terco da area
florestal mundial (FAO, 2020).

A érea total de florestas plantadas no mundo é estimada em 294 milhdes de ha, o que
representa 7% da area florestal mundial. Na ultima década (2010-2020), o crescimento médio
anual das florestas plantadas foi de 3,06 milhdes de ha, com aumento total de 31,9 milhGes de
ha. Do crescimento total, o maior aumento é observado na Asia com 15,5 milhdes de ha durante
o periodo. A América Central e a do Norte tem o segundo maior aumento com 6,3 milhdes de
ha. Na América do Sul, o incremento foi de, aproximadamente, 5,4 milhdes de ha, apoiado pelo
Brasil, no qual o incremento foi de 390 mil hectares anuais. Na Europa, Africa e Oceania o
crescimento foi de, respectivamente, 3,5 milhdes, 766 mil e 321 mil de ha. Na totalidade, a
participagdo global das florestas plantadas em relacdo & érea total, durante a Gltima década,
registrou um aumento de 13,5%, enquanto na América do Sul esse indice cresceu em 40,4%
(FAO, 2020).

O crescimento observado no setor florestal estd diretamente associado ao uso das
arvores como matéria-prima. Os produtos advindos das arvores cultivadas sdo indispensaveis
no cotidiano de milhares de pessoas no Brasil e no mundo, embora seu uso pela populacao
frequentemente passe desapercebido. Mundialmente, a matéria-prima derivada do setor
florestal € amplamente aplicada na producdo de diversos produtos, como em estruturas de
construcdes civis, mobilias, artigos decorativos, papéis graficos e de higiene, produtos
farmacéuticos, cosméticos, ou para a geracdo de energia (REZENDE; DE RESENDE; DE
ASSIS, 2014; SNIF, 2020). Em 2021, a area total de arvores plantadas no Brasil totalizou 9,93
milhdes de hectares, sendo a producéo destinada a varios segmentos, como a industria de papel
e celulose, siderurgicas a carvao vegetal, produtos sélidos de madeira e producdo de painéis de
madeira e pisos laminados (IBA, 2022).

No Brasil, o setor de arvores plantadas tem papel importante na economia nacional,
tendo alcancado uma receita total de 244,6 bilhdes de reais em 2021. O valor adicionado da
cadeia produtiva florestal a economia brasileira cresceu 7,5%, sendo superior a evolucéo do
PIB nacional durante o mesmo periodo. Além do impacto econdmico em nivel nacional, a
abrangéncia em mais de 1.000 municipios em todo o Brasil gera milhdes de empregos
anualmente e contribui para o desenvolvimento socioecondmico e rotagdo da economia local.
Em 2021, o setor fechou o ano com mais de 2 milhdes de empregos gerados, sendo 553 mil
postos de trabalho diretos e 1,59 milhdo indiretos. E importante notar que cada emprego direto
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no setor de base florestal resulta em 5,3 empregos indiretos ao longo das cadeias de producéo

que utilizam produtos ou insumos da Industria Brasileira de Arvores (IBA, 2022).

3.3 CULTIVO DO EUCALIPTO NO BRASIL

A area total de arvores plantas no Brasil, em 2021, apresentou um crescimento de 1,9%
em relacdo ao ano anterior, atingido a marca de 9,93 milhGes de ha. Do total, os plantios de
eucalipto representam a maior parcela da &rea plantada com arvores. A espécie ocupa 75,8%
(7,53 milhdes de ha) da érea total, seguido por pinus, com 19,4% (1,93 milhdes de ha). A area
restante (475 mil de ha) é preenchida com outras espécies, entre elas a seringueira, acacia, teca
e parica. A maior parte dos plantios de eucalipto esta concentrada nos estados de Minas Gerais
(MG), Mato Grosso do Sul (MS) e Séo Paulo (SP), com respectivamente, 30%, 14% e 13% do
total nacional (IBA, 2022). O crescimento da cultura do eucalipto é resultado direto dos
investimentos em pesquisa visando a producdo de clones de materiais genéticos adaptados aos
diferentes ambientes onde sdo cultivados, e com alta produtividade (BNB, 2021).

O Brasil dispde de um potencial produtivo de eucalipto superior em comparagao a outras
regides do mundo. Ao longo dos anos, a produtividade média por hectare tem aumentado
significativamente, passando de 10 md3/ha/ano em 1970 para 38,9 m3/ha/ano em 2021. A
melhoria da produtividade nas areas de cultivo € reflexo dos investimentos em tecnologia e
capacitacao profissional, pois permite avancos no manejo sustentavel dos plantios florestais,
controle de doencas e pragas, fertilizacdo do solo, aproveitando as condi¢des naturais favoraveis
do Brasil (IBA, 2022).

3.4 DESAFIOS NO CULTIVO DO EUCALIPTO

O amplo cultivo da cultura, o crescimento constante da area plantada e a aplicacdo
diversificada da matéria-prima na industria, evidencia a importancia do eucalipto para o setor
florestal (IBA, 2020). Embora os aspectos particulares dessa cultura, como a adaptabilidade,
permitiram sua disseminagéo global (TEULIERES et al., 2007), outros fatores podem afetar a
sustentabilidade das plantacGes de eucalipto, incluindo: o custo de producéo, visto 0 aumento
dos fertilizantes devido ao alto custo de energia e a escassez de recursos de fosforo e potassio
no mundo; o uso de &reas menos favoraveis devido a competicdo com a agricultura; o aumento
de eventos de seca (fator abiotico) devido as mudancas climaticas; a rapida disseminacédo de

pragas e doencas (fator biotico); e a percepcao negativa do impacto ambiental das plantacGes
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de eucalipto, especialmente quando sdo monoespecificas (LACLAU; GONCALVES; STAPE,
2013).

As mudancas climaticas, como 0 aumento dos eventos de seca, devido ao aguecimento
global é uma forte preocupacdo quanto as florestas. As emissdes de gases de efeito estufa
contribuem para eventos (surtos) de pragas e fogo, uma vez que influencia diretamente para um
clima mais seco e quente, sendo responsaveis pela mortalidade mundial de florestas (ALLEN
et al., 2010). No Brasil, devido ao incremento na demanda industrial por produtos florestais, a
expansao das florestas plantadas em areas com restri¢cGes hidricas relativamente intensas tem
reduzido a produtividade e aumentado a taxa de mortalidade por seca (HODECKER et al.,
2018). Nesse contexto, a necessidade de utilizar genotipos mais tolerantes a estresses abioticos,
como o hidrico, tm impulsionado a busca por plantas com tais caracteristicas (FERREIRA et
al., 2023; NAVARRO et al., 2011; SANTOS et al., 2021). As espécies E. camaldulensis, E.
teretinornis, assim como seus hibridos estdo entre as espécies de eucalipto com maior tolerancia
a seca (GONCALVES et al., 2013).

Os fatores bioticos, assim como os abioticos, também constituem uma ameaca para as
florestas plantadas com eucalipto (TESHOME; ZHARARE; NAIDOO, 2020). A medida que
as areas de florestas naturais diminuem e as planta¢des de eucalipto se expandem, a auséncia
de inimigos naturais, juntamente com condi¢Bes ambientais favoraveis, tem possibilitado a
disseminacdo de insetos-pragas exoéticos que surgem devido a globalizacdo. Esse fato, tem
ameacado a produtividade, qualidade e sustentabilidade do setor de florestas plantadas de
eucalipto e causado perdas na producdo (PAINE; STEINBAUER; LAWSON, 2011). Dentre os
insetos-pragas exéticos ingressado no Brasil, pode-se destacar a microvespa-da-galha do
eucalipto Leptocybe invasa (Fisher & LaSalle, 2004 Hymenoptera: Eulophidae). A microvespa-
da-galha do eucalipto é um fator bidtico que afeta a sustentabilidade das plantacdes de
eucalipto, uma vez que causa graves danos ao eucalipto através da inducdo de galhas em
peciolos de folhas jovens e na casca macia de galhos (MENDEL et al., 2004). Desse modo, 0s
fatores bidticos e abidticos ainda impactam negativamente as florestas de eucalipto e tornam-
se desafios a serem superados (BOOTH, 2013; GONCALVES et al., 2013).

3.4.1 Leptocybe invasa

A L. invasa (Figura 1), originaria da Australia, foi identificada no Oriente Médio e na
regido do Mediterraneo no inicio do século XXI (MENDEL et al., 2004). O inseto rapidamente
se disseminou por todo 0 mundo, sendo detectado em 45 paises de cinco continentes. Além

disso, € provavel que essa praga esteja presente em muitos outros paises ndo reportados
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(ZHENG et al., 2014). No Brasil, o primeiro relato da apari¢cdo da L. invasa foi no estado da
Bahia, em 2008 (COSTA et al., 2008). Posteriormente, o surgimento do inseto foi relatado em
varios outros estados, incluindo Sao Paulo (PURETZ et al., 2015), Parand (RINALDI et al.,
2013), Minas Gerais (FERNANDES et al., 2014), Espirito Santo (PURETZ et al., 2015), Goias
(PEREIRA et al., 2014), Maranhdo (PURETZ et al., 2015), Mato Grosso (ORTIZ et al., 2017),
Mato Grosso do Sul (PURETZ et al., 2015), Pard (LUNZ et al., 2014), Pernambuco (PURETZ
et al., 2015), Rio Grande do Sul (GARLET et al., 2013), Sergipe (ALMEIDA et al., 2023),
Tocantins (SARMENTO et al., 2022) e Santa Catarina (BARBOSA et al., 2018). A Leptocybe
spp. compreende duas linhagens geneticamente distintas, sendo a L. invasa (A) e Leptocybe
spp. (B) (DITTRICH-SCHRODER et al., 2018; NUGNES et al., 2015). A L. invasa esta
presente em Israel, Africa do Sul, Uganda, Mocambique, Italia, Brasil e Quénia, enquanto os
outros grupos sdo referidos como Lecptocybe spp. (DITTRICH-SCHRODER et al., 2018).

-

Figura 1 — foto de uma microvespa-da-galha do eucalipto (L. invasa) fémea.
Fonte: MENDEL et al., (2004).

A L. invasa é uma microvespa galhadora que infesta plantas dos géneros Eucalyptus e
Corymbia (MENDEL et al., 2004; QUANG THU; DELL; BURGESS, 2009). As fémeas
adultas de Leptocybe spp. medem entre 1,1 e 1,4 mm (MENDEL et al., 2004; ZHU et al., 2015),

ao passo que os machos adultos possuem dimensdes que variam de 0,97 a 1,16 mm (ZHU et
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al., 2015). O ciclo de vida completo da Leptocybe spp. sdo divididos, basicamente, nos estadios
de ovo, larva, pupa e adultos, embora seja possivel observar estadios de desenvolvimento
intermediarios, como larva pequena, larva madura, pré-pupa e pré-adulto. Exceto para a fase
adulta, todas os estadios de desenvolvimento da vespa ocorrem dentro da planta hospedeira. O
tempo necessario para o desenvolvimento dentro do hospedeiro varia, em funcdo da
temperatura, entre 43,3 e 375,7 dias (MENDEL et al., 2004; ZHU et al., 2015). Em relacéo as
caracteristicas fisicas, em fase de larva, a microvespa apresenta coloracdo branca, ndo ha
pernas, além de ter tamanho minusculo. Na fase adulta, a coloracdo da cabeca e do corpo é
marrom-escura, tem brilho metalico com tom azulado e esverdeado; a coxa anterior amarela e
as coxas média e posterior da mesma cor do corpo; e pernas e tarsos amarelos (MENDEL et
al., 2004).

A L. invasa é considerada uma praga que causa sérios danos as plantacGes de eucalipto
devido a oviposicdo e, consequentemente, a formacao de galhas (Figura 2). As galhas sé@o
formadas, principalmente, ao longo de todo o comprimento das veias, peciolos de folhas jovens,
entrenos dos ramos apicais e na casca macia de galhos das mudas (em todas as fases de viveiro)
e em plantacGes recém-estabelecidas. As galhas sdo capazes de modificar a circulagdo normal
da seiva nos tecidos vasculares, modificando a producdo de metabdlitos relacionados ao
processo fotossintético e afetando o desenvolvimento das plantas atacadas. Como resultado
desse dano, ocorre o enfraquecimento das arvores, a desaceleracdo de seu crescimento e, em
genotipos mais suscetiveis, a morte (MENDEL et al., 2004; SARMENTO et al., 2021). O
periodo de oviposicdo ocorre entre os meses de abril a outubro, no qual a vespa fémea pode
ovipositar entre 80 e 100 ovos. Devido a reproducdo ser por partenogénese telitoca, isto €,
processo continuo no qual ha a origem de novas fémeas sem a necessidade da presenca e do
cruzamento com um macho, o potencial de crescimento populacional é aumentado, havendo a
geracdo de duas a trés geracOes de individuos por ano (MENDEL et al., 2004; ZHU et al.,
2015).
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Figura 2 — Formacdo de galhas em E. camaldulensis apés a infestagdo com L. invasa: a) folha 3 dias ap6s a
oviposicdo, mostrando secrecdes brancas das feridas de oviposi¢ao; b) folha apds 3 semanas, mostrando estagios
iniciais da formac&o de galhas; c) galha ap6s 6-7 semanas; d) e e) galhas maduras, mostrando orificios de saida.
Fonte: adaptado de MENDEL et al., (2004).

3.5 CONTROLE BIOLOGICO

Os insetos-pragas sdo um importante fator limitante para o cultivo do eucalipto pois,
dada a auséncia de 6rgdos de locomocéo, as plantas sdo incapazes de se deslocar e escapar de
herbivoros e patdgenos, tornando-as dependentes de outros mecanismos de defesa (ROCHA et
al., 2023), como as defesas constitutivas e induzidas (MITCHELL et al., 2016; OATES et al.,
2016). As defesas constitutivas envolvem a formacao de estruturas que estabelecem barreiras
fisicas contra o forrageamento, alimentacdo e oviposicdo de insetos, ou a producdo de
compostos quimicos toxicos para os herbivoros (MITCHELL et al., 2016). Em relacdo as
defesas induzidas, 0 mecanismo permanece inativo até a identificacdo do ataque a planta,
evitando assim gastos energéticos desnecessarios. Apds a identificacdo do ataque, ha a
producéo de estrutura e metabdlitos que desempenham papel de defesa (OATES et al., 2016).
Dessa forma, os mecanismos de defesa adquiridos pelas plantas ao longo do processo evolutivo

foram e sdo fundamentais para sua sobrevivéncia, entretanto, assim como as plantas, 0s insetos
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também se adaptaram a esses mecanismos, permitindo evitd-los ou supera-los (TOOKER;
GIRON, 2020).

Os microrganismos endofiticos, mediante a associacéo simbiotica com as plantas, tém
o potencial de induzir uma série de efeitos benéficos, tais como o reforco das defesas vegetais,
a reducdo dos danos provocados por patdgenos ou insetos, a aceleracdo do processo de
germinacdo de sementes, o0 ajuste do desenvolvimento vegetal em condicbes adversas, e a
promocdo do crescimento vegetal (BAILEY et al., 2008; DINESH et al., 2017; RYAN et al.,
2008; ZHANG; SONG; TAN, 2006). Nesse contexto, a utilizagdo desses microrganismos
emerge como uma alternativa eficaz para o controle de insetos-praga, uma vez que constituem
um grupo diversificado de entomopatdgenos com capacidade regulatoria sobre as populagdes
de insetos-praga (QAYYUM et al., 2021). Assim, o interesse em estudos relacionados a
associacao planta-microrganismo, especialmente com organismos endofiticos, tem crescido
devido as limitacGes dos sistemas de defesa das plantas e aos danos causados pelo ataque de
insetos-praga, como a vespa-da-galha do eucalipto (BARON et al., 2019; ROCHA et al., 2023).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (Ascomycota: Hypocreales) é um fungo
entomopatogénico cosmopolita, com distribuicdo global e uma ampla variedade de
hospedeiros, incluindo a maioria das ordens de insetos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera e
Lepidoptera) e os artrépodes da subclasse Acari (FARIA; WRAIGHT, 2007; KIRKLAND;
WESTWOOD; KEYHANI, 2004). Além da sua capacidade de parasitar insetos, o B. bassiana
foi identificado colonizando diversas espécies de plantas, demonstrando a habilidade de
proteger plantas contra patégenos (KIRKLAND; WESTWOOD; KEYHANI, 2004; OWNLEY
et al., 2008) por meio da producdo de metabdlitos secundarios com propriedades toxigénicas,
que afetam direta e indiretamente os insetos por meio de antibiose ou antixenose (VIDAL,;
JABER, 2015). Esse fungo pode atuar tanto como endofitico quanto como entomopatogénico
(AMOBONYE et al., 2020), colonizando tecidos do hospedeiro tanto acima quanto abaixo do
solo (RAMAN; SURYANARAYANAN, 2017).

A integracdo de B. bassiana com outros organismos de controle bioldgico, como
nematoides e parasitas, juntamente com a implementacdo de boas praticas agricolas,
demonstrou eficacia na reducdo do uso de pesticidas quimicos, constituindo uma ferramenta
relevante dentro de um sistema integrado de manejo de pragas (ERLER; ATES, 2015). O uso
do fungo B. bassiana como biopesticida fundamenta-se em sua seguranca ambiental, auséncia
de risco a salude humana e minimos efeitos adversos em organismos ndo-alvo
(ZIMMERMANN, 2007). Dessa forma, B. bassiana é frequentemente adotado como um agente
de biocontrole em culturas agricolas, emergindo como uma alternativa viavel aos inseticidas

sintéticos. No contexto do eucalipto, a utilizacdo de B. bassiana como agente biologico
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alternativo para controlar a L. invasa tem revelado consideravel potencial, conferindo

resisténcia a planta contra os ataques dessa praga (ROCHA et al., 2023).

3.6 ESTUDOS MOLECULARES

Os estudos moleculares tém desempenhado um papel significativo em diversas
pesquisas, visto as amplas possibilidades que as técnicas moleculares oferecem para
investigacdes sobre diferentes espécies e condi¢bes. No contexto do eucalipto, a selecdo e o
desenvolvimento de gendtipos resistentes, bem como a implementacdo de estratégias que
envolvem a liberacdo de agentes de controle bioldgico para enfrentar o ataque da L. invasa,
destacam-se como as principais abordagens exploradas. Essas iniciativas visam estabelecer
métodos de controle eficazes, fundamentais para assegurar a produtividade e a sustentabilidade
do setor florestal (HURLEY et al., 2016), uma vez que no Brasil ainda ndo ha um método
estabelecido (ZHENG et al., 2014). Nesse sentido, os estudos moleculares e as pesquisas
voltadas ao controle biolégico tém ganhado progressiva atencdo devido ao seu potencial na
busca por métodos eficazes para enfrentar o ataque da L. Invasa (PINSUPA et al., 2023;
ROCHA et al., 2023).

O sequenciamento da espécie Eucalyptus grandis, por exemplo, foi importante para o
avancgo nos estudos moleculares, proporcional informacdes valiosas sobre genes associados a
vias metabdlicas de interesse econdémico (MYBURG et al., 2014). Nesse contexto, diversos
estudos voltados para o eucalipto, com objetivos diferentes, ttm empregado uma variedade de
técnicas moleculares, incluindo clonagem e expressao molecular (LI et al., 2019), marcadores
moleculares (BORTOLOTO et al., 2020), expressao génica relativa por RT-qPCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa com Transcri¢cdo Reversa) (CORREIA et al., 2018), analise
por RNA-Seq (PINSUPA et al., 2023) e transformacédo genética (SASAKI et al., 2019). Dessa
maneira, com 0 acesso a essas ferramentas e a expansao dessas pesquisas para espécies nao-
modelo, torna-se possivel integrar essas abordagens em programas de melhoramento florestal,

complementando as tradicionais analises fisiologicas (BOOTH, 2013).

3.6.1 Reagdo em Cadeia a Polimerase em tempo real

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983 e posteriormente publicada
em 1986 (MULLIS et al., 1986). Desde sua introducdo no final da década de 1990, a técnica
revolucionou todos os aspectos da biologia molecular, tornando-se imprescindivel em
laboratérios de analise molecular (PRADA-ARISMENDY; CASTELLANOS, 2011). O
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conceito simples e pratico, aliado a velocidade, sensibilidade e especificidade, fizeram da
técnica um padrdo para quantificacdo de acidos nucleicos, consolidando-a como uma das
ferramentas mais utilizadas em pesquisa (BUSTIN et al., 2009). Além disso, a PCR foi a base
para o desenvolvimento de técnicas derivadas e aprimoradas, como a RT-gPCR, que consiste
na captacdo da fluorescéncia emitida por fluoréforos presentes na reacdo (WITTWER et al.,
1997), diferentemente da PCR convencional, na qual esses fluoréforos nao sdo utilizados
diretamente na reacao.

A quantificagdo de sequéncias-alvo por meio da RT-gPCR ou gPCR consiste na
deteccdo e mensuracdo dos produtos (amplicons) ao longo de cada ciclo da reacdo de
amplificacdo. A quantificacdo baseia-se na medicdo constante do aumento no sinal de
fluorescéncia durante a amplificacéo, pois o nivel de fluorescéncia é diretamente proporcional
a quantidade de material genético (DNA ou cDNA) presente em cada ciclo reacional (ARYA
et al., 2005; BUSTIN et al., 2005). Assim, essa técnica é amplamente aplicada em diversas
areas de pesquisa clinica e bioldgica, abrangendo biotecnologia, microbiologia, diagnostico,
deteccdo de patdgenos vegetais, discriminacéo de alelos, analise de organismos geneticamente
modificados, genotipagem de SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico), teste de patégenos
alimentares, estudos forenses e expressao génica (SHAKEEL et al., 2018).

A analise de expressao génica relativa por RT-gPCR é amplamente utilizada e se destaca
pela sua rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo quanto a quantificacdo dos niveis
de transcrigcdo génica (FERNANDES-BRUM et al., 2017; LUCHO et al., 2018). No entanto,
sua aplicacdo exige atencdo a parametros criticos que devem ser rigorosamente controlados
para assegurar a qualidade dos resultados, como a integridade e quantidade de RNA (&cido
ribonucleico), qualidade do cDNA (DNA complementar), nimero de repeticdes, eficiéncia da
amplificacdo e escolha adequada dos genes de referéncia (LUCHO et al., 2018; PFAFFL,
2004). Assim, o estudo minucioso desses parametros, especialmente a selecdo criteriosa dos
genes de referéncia, representa um desafio, sobretudo em espécies com estudos limitados, dada

a importancia desses fatores para o sucesso da técnica e a obtencao de resultados confiaveis.

3.6.2 Genes de referéncia

A analise de expressdo génica relativa por RT-qPCR envolve necessariamente 0 uso de
férmulas, como as descritas por Livak e Schmittgen (2001) e Pfaffl (2001), para calcular os
niveis de expressao génica. O calculo requer uma etapa crucial de normalizacdo dos dados
(SONG et al., 2022), necessaria para corrigir as variagdes experimentais, como diferencgas na

coleta das amostras, extracdo de RNA total, sintese de cDNA e procedimentos inerentes a
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propria técnica de RT-gPCR, garantindo a precisdo, reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados (BUSTIN et al., 2009; KOZERA; RAPACZ, 2013). Nesse contexto, uma estratégia
frequentemente adotada € o uso de genes de referéncia como padrdes internos de normalizacéo.
Essa abordagem é amplamente reconhecida como uma das mais eficientes para corrigir
variagOes inespecificas e alcancar uma normalizagdo precisa dos dados de expressdo génica por
RT-gPCR (LIN et al., 2023; MUGHAL et al., 2018).

Os genes constitutivos sdo amplamente utilizados como genes de referéncia,
fundamentando-se na premissa tedrica de manterem niveis de expressdo constantes,
independentemente dos tecidos, estagios de desenvolvimento ou condicdes fisiologicas das
especies avaliadas (NGUYEN; EAMENS; GROF, 2018; YANG; ZHANG; ZHOU, 2021).
Assim, diferentes genes relacionados a manutencao de funcdes celulares basicas, como divisdo
celular, crescimento e desenvolvimento, apoptose, e outros processos fisiologicos,
frequentemente sdo utilizados como genes de referéncia devido a sua capacidade de expressao
em todas as células (JOSEPH; POOLAKKALODY; SHAH, 2018). Em plantas, genes como
ACT, TUB, RNA ribossomal (18S rRNA, 26S rRNA), GAPDH, UBQ, EF-/a, UBC e PP2A sdo
historicamente empregados como genes de referéncia na quantificacdo da expressao génica por
RT-gPCR (LIN et al., 2023; YANG; ZHANG; ZHOU, 2021). Contudo, estudos tém indicado
que a expressdo de genes considerados como referéncia pode variar, resultando em uma
normalizacdo incorreta dos dados do gene alvo (LI et al., 2022; REDDY et al., 2016),
demonstrando a inexisténcia de genes de referéncia universais (DE OLIVEIRA et al., 2022;
DONG; ZHANG; ZHANG, 2022; YU et al., 2019; ZHONG et al., 2022).

A selecdo criteriosa dos genes de referéncia € uma etapa crucial na analise de expressao
génica relativa por RT-gPCR (MOURA et al., 2012). A eficicia da técnica esta intrinsecamente
ligada a escolha dos genes de referéncia apropriados, capazes de normalizar os dados de
expressdo e minimizar a variagdo entre amostras durante as etapas experimentais iniciais
(YANG et al., 2014; ZHU et al., 2013). Portanto, é essencial realizar a selecdo e validacao
criteriosa dos genes de referéncia com base em sua estabilidade de expressdo em diferentes
tecidos e condicbes experimentais para garantir a qualidade dos resultados (JOSEPH;
POOLAKKALODY; SHAH, 2018), visto que o uso de genes de referéncia inadequados
compromete a precisdo e a confiabilidade das analises. Nesse contexto, varios estudos foram
realizados em eucalipto com o objetivo de identificar os melhores genes de referéncia (BOAVA
et al., 2010; CASSAN-WANG et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2010; DE OLIVEIRA et al.,
2012; FERNANDEZ et al., 2010; MARTINS et al., 2018; MOURA et al., 2012; SUNDARI;
DASGUPTA, 2012). Contudo, tal analise ainda é necessaria quando se utiliza genotipos

especificos, altera os tecidos utilizados e induz diferentes estresses na planta (IMAI et al., 2014;
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XIAO et al., 2016), sendo € importante destacar que estudos sobre a identificagdo dos melhores
genes de referéncia em plantas de eucalipto inoculadas com o fungo B. bassiana e submetidas

a infestacdo por L. invasa ainda sdo escassos.

3.6.3 Genes AP2/EREBP

A superfamilia AP2/EREBP é um dos maiores grupos de fatores de transcricdo de
plantas (CHEN et al., 2016) e compartilha uma regido altamente conservada (AP2 DNA binding
domain) com 50 a 70 residuos de aminoacidos (ALLEN et al., 1998). Os genes pertencentes a
superfamilia sdo divididos, baseando no nimero de dominios AP2 e na similaridade da
sequéncia em trés familias: AP2, RAV (relacionada com ABI3/VP1) e ERF (fator de resposta
ao etileno) (CHEN et al., 2016). A familia AP2, essencial no desenvolvimento de plantas,
possui dois dominios AP2 (SHIGYO; ITO, 2004). A familia RAV, com dominios AP2 e B3
DNA binding domain, regula negativamente o desenvolvimento, além de ser importante na
resposta a estresse biotico e abidtico das plantas (FENG et al., 2014; L1 et al., 2015). A familia
ERF, com um Unico dominio AP2, regula varios processos em plantas. Além disso, a familia
ERF e subdividida em duas subfamilias, ERF e DREB (proteina de ligagdo a elementos
sensiveis a desidratacdo), com base na sequéncia de aminoacido (NAKANO et al., 2006). A
subfamilia ERF possui na 14° e 19° posicdo a alanina (A14) e o &cido aspartico (D19), enquanto
a subfamilia DREB possui a valina (V14) e acido glutamico (E19) nessas mesmas posices
(LIU; ZHANG, 2017; SAKUMA et al., 2002).

Os genes pertencentes a familia AP2/EREBP desempenham um papel crucial no
crescimento, desenvolvimento e na resposta aos diversos estresses em plantas, como
temperaturas extremas, seca, alta salinidade e infec¢do por patdgenos (LI1U; ZHANG, 2017).
Além disso, esses genes também participam de diversas vias de transducdo de sinal relacionadas
a hormonios, incluindo o acido abscisico (ABA), etileno (ET), citocininas e jasmonatos (CHEN
et al., 2016; NAKANO et al., 2006). Desse modo, moléculas sinalizadoras como o acido
jasmonico (JA), acido salicilico (SA), etileno (ET) e &cido abscisico (ABA) atuam na regulacao
de vérias vias importantes de sinalizacdo de defesa que envolvem esses genes (BOUAZIZ et
al., 2015). A sinalizacéo e a interagdo entre fitormonios desempenham um papel fundamental
na orquestracdo das respostas de defesa das plantas (PIETERSE et al., 2009, 2012), ativando
uma rede de fatores de transcrigdo (TFs) que regulam a expressdo de genes relacionados a
patogénese (PR) (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016).

O papel dos genes ERFs na defesa de plantas parece ser conservado em todo o reino

vegetal, sendo seu modo de acdo definido por dois fatores principais: capacidade de se ligar ao
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DNA e a habilidade de ativar ou reprimir a transcricdo (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI,
2016). Na literatura, a maioria dos fatores de transcricdo ERF estdo associados a respostas a
estresses abidticos, enquanto um pequeno grupo estd envolvido com a resposta a estresses
biético (FENG et al., 2005; GUTTERSON; REUBER, 2004; LICAUSI; OHME-TAKAGI;
PERATA, 2013). Em Arabidopsis thaliana, os genes ERF1 (Ethylene Response Factor 1),
ORA59 (OCTADECANOIC-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59), ERF6 (Ethylene
Response Factor 6) e ERF96 (Ethylene Response Factor 96) sdo conhecidos por estarem
envolvidos na regulagdo da imunidade inata (Figura 3) (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI,
2016).

3 Regulacio positiva

A Patégenos necrotréficos
= :

Ligagdo ERF-DNA 1 \l
Ligagho EIN3-DNA W N
Ligag#o WRKY33-DNA m ) ET
Ligacho potencial TF-DNA / % ,I
@ Fosforilagio K
EIN3
3
3
7 ; 2
ERF6 | ERF96 | ORAS9| ERF1 |
® W
| ERF6 ERF96 | | ORAS9 ) [ ERF1
8 B ¥ 8

Figura 3 — Modelo simplificado da rede regulatéria dos genes ERF em resposta a patégenos necrotréficos. (1) A
infeccdo por necrotréficos, como Botrytis cinerea, desencadeia sinalizacfes de defesa nas células vegetais,
incluindo as vias hormonais de JA e ET e as cascatas de MAPK (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASES). Essas vias provocam eventos subsequentes (2-8) para reprogramar a célula visando a ativagdo da
defesa. (2) O fator de transcricdo EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) integra as vias de sinalizacdo de JA e ET.
(3) EIN3 se liga aos promotores de ERF1 e, potencialmente, ORAS59, ativando subsequentemente a expressdo de
ERF1 e ORAS9. (4) O fator de transcricdo WRKY33, que é fosforilado pela cascata de MAPK, ativa a expressdo de
ERF1 e ORAS9 através da ligacdo direta aos seus promotores. (5) ERF96 é induzido pelas vias de JA e ET. A
inducdo de ERF96 por ET depende de um ORA59 funcional. (6) O promotor de ORA59 é alvo de ERF96 e,
potencialmente, de ERF1, sugerindo um possivel ciclo de feedback positivo para ativar a sinalizacéo de defesa. (7)
A expressao de ERF6, assim como a fosforilacdo e ativacdo da proteina ERF6, dependem das cascatas de MAPK.
(8) ERFs induzidos pela infecgdo de B. cinerea ativam a transcricdo de genes de PR, que possuem regifes GCC
em seus promotores, incluindo PDF1.2, PR3 e PR4. Setas vermelhas indicam a regulagdo positiva da via. Setas
pretas referem-se aos efeitos positivos na transcricdo. Setas azuis, amarelas e verdes indicam a ligacdo aos
promotores por fatores de transcrigdo. Setas com linhas pontilhadas indicam uma ligacdo potencial de fatores de
transcrigdo aos promotores.

Fonte: traduzido de Huang, Catinot e Zimmerli (2016).
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3.6.4 Genes PR

Os genes PR sdo definidos por suas proteinas apresentarem niveis basais ou nao
detectaveis em tecidos saudaveis, porém aumentadas e acumuladas em duas situagdes: (1) em
condicBes patoldgicas, isto €, sob ataques diretos de patdgenos de diferentes origens, incluindo
fungos, bacteérias, virus, insetos e herbivoros; (2) em situacGes relacionadas a pelo menos duas
ou mais combinacdes planta-patdgeno, incluindo a aplicacdo de produtos quimicos que
mimetizam o efeito do ataque de patégenos (por exemplo, os fitormonios ET, JA e AS), bem
como em respostas a ferimentos que resultam em proteinas que também se acumulam durante
infecgBes (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Assim,
0s genes PR desempenham um papel crucial na defesa natural de plantas e formam um ponto
de intersecdo para vérias redes de resposta ao reagirem com diferentes indutores, como 0s
fitormonios AS, AJ e ET, além do peptideo sinalizador systemin (HERNANDEZ et al., 2005).

Os genes PR compreendem cerca de 19 familias (PR-1 a PR-19) e codificam proteinas
como f-1,3-glucanases, quitinases, peroxidases, proteinas inativadoras de ribossomos,
defensinas e oxalato oxidase, entre outras (STINTZI et al., 1993; ZRIBI; GHORBEL,; BRINI,
2021). As proteinas PR podem exercer efeitos diretos ou indiretos na resisténcia da planta
contra microrganismos, demonstrando capacidade de inibir o crescimento do patdégeno e/ou a
germinacdo de esporos, além de atuarem como agentes antimicrobianos, hidrolases, inibidores
de proteinase e desempenharem outras atividades (JAIN; KHURANA, 2018; ZRIBI;
GHORBEL; BRINI, 2021). Essas proteinas apresentam diferentes pesos moleculares, variando
de 6 a 43 kDa, sdo termoestaveis, sollveis em pH < 3 e resistentes a proteases, contribuindo
assim, para alteracdes quantitativas nos niveis de proteina durante as respostas de defesa (ALI
etal., 2018; ANISIMOVA et al., 2021; KAUR et al., 2022).
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ABSTRACT

Relative gene expression analysis through RT-gPCR is an important molecular technique that
helps understanding different molecular mechanisms, such as the plant defense response to
insect pests. However, the use of RT-gPCR for gene expression analysis can be affected by
factors that directly affect the reliability of the results. Among these factors, the appropriate
choice of reference genes is crucial and can strongly impact RT-gPCR relative gene expression
analyzes, highlighting the importance in correctly choosing the most suitable genes for the
success of the analyses. Thus, this study aimed to select and validate reference genes for relative
gene expression studies through RT-gPCR in hybrids of Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus
camaldulensis (drought tolerant and susceptible to Leptocybe invasa) under conditions of
inoculation by the Beauveria bassiana fungus and subsequently infestation by L. invasa. The
expression level and stability of eleven candidate genes were evaluated. Stability was analyzed
using the RefFinder tool, which integrates the geNorm, NormFinder, BestKeeper and Delta-Ct
algorithms. The selected reference genes were validated through the expression analysis of the

transcriptional factor ECOREB2 (dehydration-responsive element-binding protein 2). For all
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treatments evaluated, the ECPTB, EcPP2A-1 and ECEUC12 genes were the best reference
genes. The triplets EcPTB/ECEUC12/EcUBPS, EcPP2A-1/EcCEUC12/ECPTB,
EcIDH/EcCSAND/Eca-TUB, EcPP2A-1/Eca-TUB/EcCPTB and EcPP2A-1/EcUPL7/ECSAND
were the best reference genes for the control plants, mother plants, plants inoculated with B.
bassiana, plants infested with L. invasa, and plants inoculated with B. bassiana and
subsequently infested with L. invasa, respectively. In this study, for the first time, the
determined best reference genes were to normalize relative RT-gPCR gene expression data for
each experimental condition evaluated. The results emphasize the importance of this type of
study to ensure the reliability of relative gene expression analyses. Furthermore, the findings of
this study can be used as a basis for future research comprising gene expression analysis of

different eucalyptus’s metabolic pathways.

INTRODUCTION

The Eucalyptus genus belongs to the Myrtaceae family and is composed by
approximately 600 species and subspecies, being one of the main global sources of wood and
widely cultivated for industrial use'2. Worldwide, raw materials derived from the forestry
sector are used in the production of various products, such as civil construction structures,
furniture, paper, pharmaceutical and cosmetic products, being also used for energy generation®.
Globally, Eucalyptus sp. is the most extensively cultivated forest genus, with a planted area of
around 25 million hectares®. Brazil stands out as the world's largest Eucalyptus producer, with
a cultivation area of more than 7 million hectares, which corresponds to 75.8% of the total area
planted with trees, playing an important role in its economy and generating a total revenue of
more than 47 billion of dollars and 2 million jobs®. Thus, the economic and socioeconomic
importance of forest resources has driven the growth of the sector, although the incidence of
biotic factors, such as pests, still represents a challenge to be overcome®’.

The eucalyptus gall wasp (Leptocybe invasa) is a biotic factor that affects the
sustainability of eucalyptus plantations, as it causes serious damage through the induction of
galls along the entire length of veins and on petioles of young leaves, and also in internodes of
branch apices. Infestation by this pest can lead to devastating outcomes, such as rough
appearance of plants, stunted growth and, in extreme cases, plant death®'°. To meet this
challenge, it is essential to implement the best combination of integrated tools and techniques.
Thus, studies related to plant-microorganism association, especially with endophytic
organisms, are essential considering the great damage caused by the attack of insect pests, such

as the eucalyptus gall wasp'*?. Endophytic fungi act symbiotically, triggering, for instance,
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local and/or systemic defenses'®. The species Beauveria bassiana (Bals.) Vuill is an
entomopathogenic fungus often used as a biopesticide in agricultural crops due to its
environmental safety, not causing any risk to human health and displaying only minimal
adverse effects on non-target organisms'?%4. In eucalyptus, the use of B. bassiana as an
alternative biological agent to control the galling insect L. invasa has shown great potential for
plant resistance to attack by this pest*?.

The use of molecular techniques to study the eucalyptus species, as well as studies aimed
at biological control, has gained progressive attention due to the diverse possibilities they offer
for a better comprehension of plant metabolism. The sequencing of the Eucalyptus grandis
genome have enabled significant advances in molecular studies by providing information on
genes related to metabolic pathways of great economic interest!®. In this context, gene
expression analysis is an important tool to better understand the molecular mechanisms behind
different biological processes®® such as the defense response to L. invasa infestation under the
presence of B. bassiana. Currently, several methods of gene expression analysis in plants are
used!’, with the quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction with reverse transcription
(RT-qPCR) being one of the most common and widely used method due to its speed, high
sensitivity, reproducibility and precision in determining gene expression levels'®2°, However,
it is important to consider that the use of RT-qPCR for RNA quantification is prone to several
factors that can directly affect the reliability of the results obtained?!.

RNA (ribonucleic acid) integrity and quality, cDNA (complementary DNA) synthesis
and amplification efficiencies, and the choice of reference genes are crucial factors that can
strongly impact the results of RT-qPCR studies?®??, Therefore, to ensure reproducibility and
minimize the variability of RT-qPCR assays, it is crucial to evaluate these parameters?. In
particular, among the factors previously mentioned, the determination of reference genes is one
of the most important aspects when using gene expression analysis by RT-gPCR?, since the
efficiency of the technique depends on the validation of appropriate reference genes for accurate
assay normalization and correction of nonspecific variations?>2°, For this reason, the use of
validated reference genes, based on their expression stability in different tissues and
experimental conditions, is essential to guarantee the quality and reliability of the results?,

The use of reference genes for the normalization of RT-qPCR gene expression data is
based on the fact that, in theory, their expression levels are constant, regardless of the tissues,
developmental stages or physiological conditions of the evaluated species'”?’. Thus, different
genes involved in the maintenance of basic cellular functions such as cell division, growth and
development, apoptosis and other physiological processes are often used as reference genes due

to their ability to be expressed in basically every cell of the organism?. Plants genes such as



59

ACT, TUB, ribosomal RNA genes (18S, rRNA, 26S rRNA), GAPDH, UBQ, EF-/«, UBC and
PP2A are commonly employed as reference genes®”?® However, different studies have shown
that the expression of these genes may vary, leading to incorrect normalization of target
genes®®?° and confirming that there are no universal reference gene®%-33,

Different studies aiming to determine the best Eucalyptus reference genes have been
performed™2343°, However, such studies are still necessary when specific genotypes, tissues or
stress conditions are under study“®*. In this context, studies aimed to determine the best
reference genes in Eucalyptus under L. invasa infestation and inoculation of the B. bassiana
fungus have not been carried out yet. Therefore, considering the importance of the RT-qPCR
technique for gene expression studies and the need to validate suitable reference genes for
specific conditions, the objective of this study was to select and validate reference genes for
RT-gPCR studies in the Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus camaldulensis hybrid (drought
tolerant and susceptible to L. invasa) under the inoculation of B. bassiana and subsequently

infestation by L. invasa.

RESULTS

4.1 EXPRESSION LEVELS OF THE CANDIDATE REFERENCE GENES

The expression analyzes of the candidate reference genes in all treatments (Figure 1A)
indicated a wide variation in the Cgs average values, with the minimum and maximum values
of 19.33 and 25.87, respectively. When each treatment is separately analyzed, it is possible to
observe a similar expression pattern to the one observed when all treatments are analyzed
together (Figure 1A). The Cq average values in the control treatment (Figure 1B), in mother
plants (Figure 1C), in plants inoculated with B. bassiana (Figure 1D), in plants infested with L.
invasa (Figure 1E), and in plants inoculated with B. bassiana and infested with L. invasa (Figure
1F) ranged from 18.77, 18.79, 18.64, 20.10 and 20.55 (lowest value) to 25.58, 25.88, 24.99,
26.06 and 26.94 (highest value), respectively.

The Cq average values for all genes revealed that, regardless of the evaluated condition,
the three genes with the highest and lowest expression levels were the same. When comparing
the average Cq values of each treatment (Figure 1), ECACT, EcH2B and EcIDH showed the
highest expression levels, with values varying from 18.64 to 21.27. In contrast, ECUPL7,
EcEF1-a and EcCPTB displayed the lowest expression levels, with Cq average values ranking
from 23.91 to 26.94.
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Figure 1. Candidate reference gene expression levels based on the Cq (Cycle of Quantification)
data obtained from stem, leaves and leaf apex of Eucalyptus plants under different treatments
conditions (A), Eucalyptus control plants (B), Eucalyptus mother plants, Eucalyptus plants
inoculated with B. bassiana (D), Eucalyptus plants infested with L. invasa (E), and Eucalyptus
plants inoculated with B. bassiana and infested with L. invasa (F). Vertical bars represent the
standard deviation, and the black dots represent the mean Cq values.
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4.2 EXPRESSION STABILITY OF THE CANDIDATE REFERENCE GENES

Tables 1, 2, 3, 4 and 5, along with Figure 2 describe the expression stability analysis of
the candidate reference genes using the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and
RefFinder algorithms. The data presented in the tables comprise the analysis of gene stability
in 5 sample sets, and the Cqgs of all genes and conditions evaluated can be found in Tables

(Supplementary S1), making it possible to combine several other sample sets.

Control plants

In control plants (Table 1), the geNorm, NormFinder and Delta-Ct algorithms indicated
that ECPTB, ECEUC12 and EcPP2A-1 were the most stable genes. The BestKeeper algorithm,
on the other hand, found that ECUBP6, ECPTB and ECEUC12 were most stable in this treatment.
In terms of the general classification provided by the RefFinder algorithm, ECPTB, ECEUC12
and EcUBPG6 were the best reference genes. In relation to the least stable genes, ECH2B, ECEF1-
a and EcIDH were identified by the geNorm, NormFinder and Delta-Ct algorithms as the least
stable genes. BestKeeper classified ECEF1-a, ECACT and EcIDH as the most variable genes
and RefFinder considered ECEF1-a, ECH2B and EcIDH as the genes with the lower stability

values.
geNorm NormFinder BestKeeper Delta-Ct RefFinder
o S
3 3 2 C S g
cre | 2 2| % |2l 2 ||z |8 £ %
= < | = = | Z < | Z = = £
5 |&| 8 |&| 2 |&| 2 |&| 2 |E
> 2 2 jé = g
= 7 a 2 g o)
)
EcPTB 0.172 1 0.057 1 0.549 2 0.490 1 1.189 1
ECEUC12 0.172 1 0.113 2 0.566 3 0.496 2 1.861 2
EcUBP6 0.331 4 0.466 5 0.535 1 0.627 5 3.344 3
EcPP2A-1 0.233 2 0.149 3 0.617 5 0.504 3 3.409 4
Eca-TUB 0.265 3 0.237 4 0.656 6 0.537 4 4.427 5
EcUPL7 0.349 5 0.467 6 0.58 4 0.628 6 5.422 6
EcSAND 0.41 6 0.475 7 0.85 8 0.669 7 7.238 7
ECACT 0.493 7 0.593 8 0.937 10 0.75 8 8.459 8
EcIDH 0.554 8 0.658 9 0.913 9 0.803 9 9.000 9
EcH2B 0.661 10 0.827 11 0.672 7 0.926 11 9.825 10
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EcEFl-a ‘ 0.602 ‘ 9 ‘ 0.722 ’10’ 1.239 ’11’ 0.844 ‘10’ 10.241 11

Table 1. Ranking of the reference gene candidates generated according to their stability values
calculated by the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and Refiner algorithms using the
Cq (Cycle of Quantification) data obtained from stem, leaves and leaf apex of Eucalyptus

control plants.
Mother plants

The stability values of the candidate reference genes for the matrix plants (Table 2)
presented different results among the algorithms analyzed. EcPP2-A, ECEUC12, and EcPTB
were indicated as the most stable genes by geNorm and Delta-Ct algorithms, while the
ECEUC12, EcPP2-A and Eca-TUB were classified as the most stable by NormFinder. On the
other hand, according to BestKeeper, ECUBP6, EcCIDH and ECSAND are most stable genes for
mother plants and for RefFinder EcPP2-A, ECEUC12 and EcPTB display the higher expression
stability. About the least stable genes, all algorithms identified EcCH2B, ECACT, and ECEF1-«
as the worst (least stable) genes, except for NormFinder that, instead of ECEF1-a, classified

EcUBP6 among the three most stable genes.

geNorm NormFinder BestKeeper Delta-Ct RefFinder
s E E 2 E
=z < < T <
Gee | 2 12| 3 2| 2 2|2 |8l 2 |g
2 |&| 2 (&) 2 (B % |&|] & |&
o n n o N
= 7 3 = 7
EcPP2A-1 0.292 1 0.146 2 1.011 6 0.626 1 1.861 1
EcEUC12 0.292 1 0.12 1 1.089 7 0.639 3 2.141 2
EcPTB 0.31 2 0.225 4 0.888 4 0.628 2 3.130 3
Eca-TUB 0.345 3 0.175 3 1.198 8 0.68 4 4.427 4
EcUBP6 05 7 0.826 9 0.458 1 0.932 8 4.899 5
EcUPL7 0.383 4 0.428 5 0.936 5 0.71 5 5.000 6
EcSAND 0.426 5 0.493 6 0.754 3 0.751 6 5.045 7
EcIDH 0.457 6 0.649 7 0682 2 0.805 7 5.118 8
EcEF1-a 0.616 8 0.758 8 1.735 9 0.97 9 8.739 9
ECACT 0.73 9 1.071 10 1.839 11 1.202 10 10.241 10
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EcH2B ‘ 0.847 ‘10‘ 1.269 ‘11‘ 1.764 ’10’ 1.372 ’11’ 10.741 11

Table 2. Ranking of the reference gene candidates generated according to their stability values
calculated by the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and RefFinder algorithms using
the Cq (Cycle of Quantification) data obtained from stem, leaves and leaf apex of Eucalyptus

mother plants.
Plants inoculated with B. bassiana

For the plants inoculated with the B. bassiana fungus, the expression stability analysis
revealed significant differences among the five algorithms used (Table 3). The geNorm listed
EcIDH, Eca-TUB and EcCUPL7 as the most stable genes, while NormFinder considered EcIDH,
EcSAND and ECUPL7. BestKeeper classified ECEUC12, EcPTB and ECUBP6 as the most stable
genes and for Delta-Ct, on the other hand, ECSAND, EcIDH and EcUPL7 showed the best
stability levels. Finally, RefFinder, which takes into account the results of all algorithms,
classified EcCIDH, ECSAND and Eca-TUB as the most stable genes. In relation to the genes with
relatively lower stability, geNorm, NormFinder, and Delta-Ct classified ECEF1-a, ECACT and
ECEUC12 as the least stable genes. Similarly, the BestKeeper algorithm also identified the
EcEF1-a and ECACT as genes with low stability levels and differed only in the inclusion of the
Eca-TUB, instead of the ECEUC12, when compared to the previously mentioned algorithms.
For the overall ranking defined by RefFinder, in the ECEF1-a, ECACT and EcCUBP6 were found

to be the least stable genes.

geNorm NormFinder BestKeeper Delta-Ct RefFinder

g E; E = E E

S S S | S pS S
Gee | 2 121 Z |B| % |2 B |2 8 |3
g |8 &8 || 2 || & |8| & |8

o n n N n n

= 7 3 | = 7 3

EcIDH 0.197 1 0.152 1 1.634 8 0.417 2 2.000 1
EcSAND 0.276 3 0.161 2 1.42 5 0.405 1 2.515 2
Eca-TUB 0.197 1 0.229 4 1.659 9 0.441 4 3.464 3
EcUPL7 0.258 2 0.185 3 1.533 7 0.423 3 3.708 4
EcPTB 0.366 6 0.405 7 1.219 2 0.505 7 5.118 5
EcPP2A-1 0.33 5 0.261 6 1.393 4 0.457 5 5.18 6




EcEUC12
EcH2B
EcUBP6
ECACT
EcEF1-a

0.403 8
0.305 4
0.385 7
0.466 9
0.511 10

0.499 9
0.244 5
0.454 8
0.619 10
0.658 11

1.114 1
1.529 6
1.264 3
1.806 10
1.97 11

0.574 9
0.46 6
0.537 8
0.689 10
0.716 11
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5.196 7
5.477 8
6.26 9
10 10
11 11

Table 3. Ranking of the reference gene candidates generated according to their stability values

calculated by the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and RefFinder algorithms using

the Cq (Cycle of Quantification) data obtained from stem, leaves and leaf apex of eucalyptus

plants inoculated with B. bassiana.

Plants infested with L. invasa

When Eucalyptus plants were under L. Invasa infestation, the four algorithms used

consistently indicated the same set of genes as the most stable ones: ECPP2A-1, Eca-TUB and

EcPTB (Table 4). Similarly, these algorithms also identified the same genes as the least stable
ones: ECACT, EcH2B and EcIDH, except for BestKeeper, which indicated the ECEF1-a instead

of EcIDH. The only difference, in both cases, was the position in which the genes were
classified (Table 4).

geNorm NormFinder BestKeeper Delta-Ct RefFinder

= E E g E

T < < T <
Gee | 2 |2 2 2| 3 |22 |B| 3 |8
8 & s & = & 8 & s &

&N n n bp] n

= 7 3 = 7
EcPP2A-1 0.189 1 0.072 1 0.224 2 0.431 2 1.414 1
Eca-TUB 0.189 1 0.094 2 0.276 3 0.415 1 1.565 2
EcPTB 0.221 2 0.179 3 0.182 1 0.455 3 2.28 3
EcEUC12 0.272 3 0.246 4 0.375 6 0.493 4 4.427 4
EcSAND 0.317 4 0.326 5 0.288 4 0.516 5 4.729 5
EcUPL7 0.345 5 0.359 6 0.414 8 0.545 6 6.447 6
EcUBP6 0.421 7 0.493 8 0.328 5 0.618 8 7.113 7
EcEF1-a 0.382 6 0.374 7 0.523 10 0.553 7 7.653 8
EcIDH 0.472 8 0.675 10 0.399 7 0.752 10 8.909 9
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0.724
0.817

9
11

9
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0.503
0.767

9
11

9
10

0.618

0.749

EcH2B 0.521
ECACT 0.575

Table 4. Ranking of the reference gene candidates generated according to their stability values
calculated by the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and RefFinder algorithms using
the Cq (Cycle of Quantification) data obtained from stem, leaves and leaf apex of Eucalyptus

plants infested with L. invasa.
Plants inoculated with B. bassiana and infested with L. invasa

Similarities and divergences could be found for eucalyptus plants under B. bassiana
inoculation and L. invasa infestation (Table 5). For the most stable genes, geNorm pointed out
the genes ECPP2A-1, ECSAND and ECEUC12 as the best ones. NormFinder identified ECUPL7,
EcPP2A-1 and ECEUC12 as the most stable genes, while BestKeeper presented a slightly
different classification, classifying EcCUBP6, EcIDH and EcCSAND as the genes with higher
expression stability. The Delta-Ct and the RefFinder considered the same set of genes, ECPP2A-
1, ECUPL7 and EcSAND, as the most stable in terms of expression, although in different
positions (Table 5). For the least stable genes, the geNorm, NormFinder and DeltaCT
algorithms indicated ECUBP6, EcH2B and ECEF1-a as the genes displaying higher expression
variability. On the other hand, BestKeeper ranked EcH2B, ECEF1-a, and ECACT as the least
stable genes, just like RefFinder (Table 5).

geNorm NormFinder BestKeeper Delta-Ct RefFinder

= E E 3 E E

S S S |3 S S

Gee | 2 |2 2 |B| 2 |2 8 || 8 |z
2 || & || &8 |8| & |8| & |=

N wn ] N n ]

= 7 3 | = 7 3

EcPP2A-1 0.264 1 0.151 2 1.245 5 0.477 2 2.115 1
EcUPL7 0.291 3 0.124 1 1.262 6 0.476 1 2.213 2
EcSAND 0.264 1 0.212 4 1.091 3 0.49 3 2.449 3
EcEUC12 0.274 2 0.210 3 1.22 4 0.493 4 3.464 4
EcIDH 0.349 4 0.438 7 0.994 2 0.604 7 4.705 5
EcUBP6 0.609 10 0.870 11 0.782 1 0.931 11 6.04 6
Ecoa-TUB 0.424 6 0.395 5 1.503 8 0.589 5 6.117 7
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EcPTB 0.387 5 0.405 6 1.274 7 0.59 6 6.236 8
ECACT 0.451 7 0.447 8 1.561 9 0.612 8 8.239 9
EcEF1l-a 0.499 8 0.561 9 1.571 10 0.683 9 9.24 10
EcH2B 0.537 9 0.666 10 1.605 11 0.753 10 | 10.241 | 11

Table 5. Ranking of the reference gene candidates generated according to their stability values
calculated by the geNorm, NormFinder, BestKeeper, Delta-Ct and RefFinder algorithms using
the Cq (Cycle of Quantification) data obtained from stem, leaves and leaf apex of eucalyptus

plants infested with L. invasa and inoculated with B. bassiana.

Overall treatment analysis

Cq values from the five evaluated treatments were combined to analyze the overall
expression stability of the candidate reference genes (Figure 2). ECPP2A-1, ECPTB, and Eca-
TUB were defined by NormFinder and DeltaCt algorithms as the most stable genes. geNorm
indicated the ECPTB, ECEUC12 and EcPP2A-1 as the genes with higher expression stability,
while BestKepper listed the ECUBP6, ECPTB and ECEUC12. RefFinder classified ECPTB,
EcPP2A-1 and ECEUC12 as the most stable reference genes when every treatment is analyzed
at the same time. Regarding the least stable genes, the geNorm, BestKepper, DeltaCt and
RefFinder algorithms indicated the same set of genes, EcCH2B, ECACT and EcEF1-q, as those
with higher expression variability, while for NormFinder, EcCH2B, ECACT and EcUBP6, were

classified as least stable genes.
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Figure 2. Ranking of the candidate reference genes according to their stability value calculated
by the geNorm (a), NormFinder (b), BestKeeper (c), Delta-Ct (d), and RefFinder (e) algorithms

using the Cqg data (Cycle of Quantification) obtained from all five treatments (Control plants;

Mother plants; Plants infested with L. invasa; Plants inoculated with B. bassiana; Plants

infested with L. invasa and inoculated with B. bassiana).

4.3

REFERENCE GENE VALIDATION

The impact of choosing different reference genes was observed by analyzing the relative

expression of the ECDREB2 gene (Figure 3). The expression profile of the ECDREB2 obtained

from plants inoculated with the fungus B. bassiana and infested with the wasp L. invasa showed
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that significant difference can occur depending of the reference genes chosen for the
normalization process.

When EcCDREB2 was normalized by using the most stable reference genes according to
RefFinder, EcCPP2A-1, ECULP7 and EcSAND, its expression was more than two times higher
in the leaf apex than in the stem (Figure 3). However, when normalized by the least stable
reference genes, ECH2B, ECEF1-a and EcACT, there was no difference in the ECDREB2

expression in these tissues.

5 wm EcPP2A-1 + EcUPLT + EcSAND
EcH2B + EcEF1-a + ECACT
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Figure 3. ECDREB2 expression pattern, normalized with the most (EcPP2A-1, ECULP7 and
ECSAND) and least (EcCH2B, EcEF1-a e ECACT) stable reference genes, according to the
RefFinder algorithm, in stem and leaf Apex from Eucalyptus plants submitted to L. invasa
infestation and B. Bassiana inoculation. Columns represent the fold different in gene expression
in relation to a calibrator sample (stem). Expression levels were obtained from three biological

replicates and the error bars represent the standard error among these replicates.
DISCUSSION

RT-gPCR analysis is universally accepted as a robust tool for quantifying gene
expression levels®3#2, However, it is important to highlight that the calculation used to measure
the gene expression levels requires an essential step that is data normalization*. Normalization
IS necessary to correct experimental variations, such as differences in sample collection, total

RNA extraction, cDNA synthesis and procedures inherent to the RT-gPCR technique itself,
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guaranteeing the precision, reproducibility, and reliability of the results*“®. In this context, a
common strategy employed is the use of reference genes as internal normalization standards.
This approach is widely recognized as one of the most efficient for correcting nonspecific
variations and achieving accurate normalization of gene expression data by RT-gPCR?4°,

The formulas used to calculate the gene expression levels by RT-qPCR, such as those
described by Livak & Schmittgen*” and Pfaffl*8, necessarily require the use of reference genes.
Therefore, their appropriate selection, as performed in this research, is a fundamental
preliminary step in gene expression studies, since the use of inappropriate reference genes can
significantly compromise the accuracy and interpretation of the results®34°, In this sense, several
studies have been carried out, in different organisms and experimental conditions, with the aim
of selecting and validating the best reference genes for RT-gPCR gene expression analyzes®-
53.

The results obtained in the present study provides the most suitable reference genes for
the normalization of RT-qPCR data in Eucalyptus plants under the inoculation by B. bassiana
and L. invasa infestation. Although several studies related to the selection of reference genes in
Eucalyptus have been performed so far'?337 this is the first time that such analysis is
conducted in Eucalyptus (Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus camaldulensis hybrid) plants

under B. bassiana inoculation and L. invasa infestation.

4.4 EXPRESSION LEVELS OF ALL CANDIDATE REFERENCE GENES

Selection of suitable reference gene requires meeting several criteria, including: (1) to
be expressed at different developmental stages, physiological conditions, and tissues; (2)
display stable expression levels among different tissues and developmental, physiological and
environmental conditions; (3) display moderate to high expression levels (Cq value between 15
and 30); (4) ability to reflect variations in the quantity and quality of RNA*%*, These criteria
are essential to ensure accurate and reliable choice of a reference gene.

The results found here demonstrated that the maximum and minimum Cq values from
all tissues and experimental conditions were within the range recommended in the literature
(minimum of 19.33 and maximum of 25.87)°*. Furthermore, when comparing the data obtained
in this study with other studies carried out in Eucalyptus that used the same analysis approach,
a similar Cqg variation was observed among the candidate reference genes. In the study
conducted by Boava et al.®, the maximum and minimum Cq values of the 13 reference genes
varied from 16 and 27. De Almeida et al.>® analyzed the expression of 11 candidate reference

genes and obtained minimum and maximum Cq values of 12 and 25, a difference of 13 cycles.
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In the study conducted by Fernandez et al.*”, 10 genes were evaluated and the Cq variation
among them was of approximately 7 cycles (Cgs from 21 to 25). In our data, the minimum and
maximum Cq values among all genes evaluated varied from 18 to 27.

These results are in accordance with the variations observed in the literature and also
with two of the essential criteria highlighted by Ling et al.>* and Mughal et al.*® for the selection
of adequate reference genes: (1) to be expressed at different developmental stages,
physiological conditions, and tissues; (2) display moderate to high expression levels (Cq value
between 15 and 30). This contributes to the reliability of the analyzes performed in this study
and reinforces the importance of carefully evaluating gene expression levels when aiming to
select the most appropriate reference genes for normalizing RT-gPCR gene expression data.
Furthermore, this analysis has been widely explored in several studies with similar

objectives®?53:55-57,

45 REFERENCE GENE EXPRESSION STABILITY

Reference genes have been extensively used for the normalization of RT-gPCR gene
expression data, as they are assumed to be expressed at constant levels, regardless of the tissues
under analysis, experimental treatment, developmental stages or physiological conditions of the
species evaluated®%, Thus, the use of genes involved in basal metabolism and structural
integrity of the cell as reference genes is based on the general assumption that their expression
levels are stable, independent of environmental/experimental conditions and cell type®®.
Therefore, genes that play essential roles in maintaining basic cellular functions, such as growth
and development processes, apoptosis, cell division and other physiological processes, are
commonly used as reference genes, due to their ability to be expressed in all cells of an
organism?®.

ACT, GAPDH, EF1-a, TUB, UBC and PP2A are often used as reference genes for the
normalization of RT-gPCR studies®®. However, several studies have demonstrated that the
expression of many commonly used reference genes can significantly vary their expression
pattern, and this may lead to inadequate normalization of target genes!®?829435%  Thijs
reinforces that, up until now, no universal reference gene has been identified, since different
studies have shown that none of the reference genes testes so far can be used across different
species, environmental conditions, developmental stages, or different tissues3®-328, Therefore,
evaluating reference gene stability in different tissues, developmental, physiological and
environmental conditions is one of the fundamental criteria during the process of selecting the

most suitable reference genes*®%,
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Genes commonly used and described in literature, such as ACT, TUB, PP2A, UBC and
EF1-a were evaluated and the results confirmed that the selection of more stable reference
genes may vary depending on the experimental conditions. This pattern has also been observed
in eucalyptus’s reference genes studies>®. Thus, since the ideal reference gene must present
relatively stable expression levels in different cultivars, tissues and conditions*®>*, the results
described in the literature highlight the challenge of identifying suitable genes for different
conditions and the importance of validating reference genes.

The algorithms used in this study, geNorm®8, NormFinder®!, BestKeeper®? e Delta-Ct®?
and RefFinder®*®® have been commonly used to evaluate the stability of reference genes in
plants®2>53 animals®®-% and microorganisms®®-'1. They are used to calculate the stability of
gene expression using different mathematical models. Consequently, when analyzing the
results among these algorithms, divergences can be observed in the establishment of the most
stable genes®. In order to increase the reliability of the reference gene selection process, at least
two different algorithms should be used to select the most stable reference genes’?, since there
may be some variation in the selected genes among them®23435%.73 For this reason, RefFinder
stands as an interesting alternative, instead of using these algorithms individually, considering
that it uses the individual results obtained by each algorithm to perform a reanalysis and
generate an overall classification of the most stable genes®. The RefFinder tool has been widely
used in studies aimed at determining the best reference genes®®535573,

In the present study, the Cq data of all candidate reference genes were submitted to a
stability analysis using RefFinder, which allowed the identification of the genes that showed
the greater stability in each treatment and enabled the observation of some similarities with
other studies conducted Eucalyptus plants. In our results, SAND gene was one of the most stable
genes in plants inoculated with B. bassiana (Table 3) and plants inoculated with B. bassiana
and infested with L. invasa (Table 5). Moura et al.%, for example, showed that SAND was one
of the most stable genes under different conditions and different Eucalyptus species. Similarly,
De Almeida et al.>® defined the SAND gene as the most stable genes according to the geNorm
algorithm during in vitro adventitious rooting of Eucalyptus globulus Labill. TUB gene in plants
inoculated with B. bassiana (Table 3), and plants infested with L. invasa (Table 4) was one of
the most stable genes in our analysis, similar to the study conducted by Fernandez et al.3’, where
TUB was also one of the best reference genes across different acclimation and de-acclimation
treatments of E. globulus. Considering all treatments evaluated (Figure 2), control plants (Table
1) and mother plants (Table 2), one of the best reference genes analyzed was EUC12. De
Almeida et al.>® analyzed in vitro adventitious rooting in E. globulus and also found that EUC12

displayed one of the most stable expression patterns among the genes analyzed according to the
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geNorm algorithm. It is important to highlight that the comparison between the best genes
defined in other studies must consider the species, tissues and treatments analyzed. However,
the fact that, in some cases, the same genes from different studies are defined as most stable
ones suggests a high expression stability of them in different Eucalyptus species, conditions

and tissues.

4.6 REFERENCE GENE VALIDATION

Plants are organisms capable of sensing environmental changes and adjusting their
physiological state to adapt to new conditions. Successful plant defense responses depend on
the timely accumulation of defense compounds, which are activated according to the nature of
the pathogen. In this context, pathogen attack can lead to changes in gene expression and
metabolic modifications that allow the establishment of an efficient defense response.
Transcription factors play a crucial role in the plant innate immunity. Specifically, ethylene
response factors (ERF) are important integrators of hormonal pathways and play a direct role
in the transcriptional regulation of several defense genes activated by jasmonate/ethylene™.

The AP2/EREBP superfamily (APETALA2/ Ethylene Responsive Element Binding
Protein) is one of the largest groups of plant-specific transcription factors’. Genes belonging
to this superfamily play a crucial role in plant development, as well as in their ability to tolerate
biotic and abiotic stresses’®. These genes are essential for plant growth and the development
and response to various stresses, such as extreme temperatures, drought, high salinity, and
pathogen infection. Furthermore, they are involved in several hormonal signaling pathways,
including abscisic acid, ethylene, cytokinins and jasmonates’ ",

The DREB (drought-responsive binding elements) genes belong to the AP2/EREBP
superfamily and are important regulators of the response to abiotic stress’®. Particularly, DREB2
is mainly involved in dehydration/heat tolerance’. Although its main function is associated
with the response to these stresses, DREB2 also displays high expression levels in tissues under
insect attack®®. However, studies investigating the transcriptional expression of these genes in
response to galling insect attacks are still scarce. Therefore, in the present work, the relative
expression of ECDREB2 was analyzed, allowing us to observe its expression in tissues subjected
to B. bassiana inoculation and gall wasp attack. In comparison with the data available in the
tool developed by Sundell et al.2, it could be observed that the ECDREB2 expression pattern,
when the RT-gPCR data were normalized with the best reference genes (Figure 3), is similar,
showing high expression levels in plants infested with L. invasa. Relatively higher expression

levels of ECDREB?2 in leaf apex was expected, considering that L. invasa infestation primarily
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occurs in leaf tissues'?®l, However, when the data was normalized with the least stable
reference genes (Figure 3), the expression pattern was modified and ECDREB2 expression in
leaf apex and stem showed no difference, thus confirming the influence of the reference gene
used in the final result of the RT-gPCR gene expression analysis.

The results obtained in the study shows that the expression pattern of a target gene is
closely associated with the reference genes used for data normalization. When employing
reference genes with lower stability to calculate the expression of ECDREB2 a reduction in the
relative expression level was observed, which can lead to erroneous interpretations and
conclusions. These data highlight the relevance of carefully validating reference genes before

applying them in gene expression studies.

CONCLUSION

In the present study, for the first time, the analysis and selection of the best reference
genes for gene expression normalization in Eucalyptus (Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus
camaldulensis hybrid) plants subjected to B. bassiana inoculation and L. invasa infestation has
been conducted. ECPTB, EcPP2A-1 and ECEUC12 were the best reference genes when all
treatments were evaluated. The triplets EcCPTB/ECEUC12/EcUBP6, ECPP2A-
1/ECEUC12/EcPTB, EcPP2A-1/Eca-TUB/EcPTB, EcIDH/EcCSAND/Eca-TUB and EcPP2A-
1/ECUPL7/ECSAND were the best reference genes for control plants, mother plants, plants
infested with L. invasa, plants inoculated with B. bassiana, and plants inoculated with B.
bassiana and infested with L. invasa, respectively. In relation to the worst reference genes,
EcH2B, ECACT, and EcEF1-a were defined as the least suitable genes when all treatments are
evaluated. The data obtained highlight the importance of developing this type of study to
increase the reliability of relative expression analyses. Furthermore, the reported findings can
serve as a basis for the development of studies aimed at analyzing the relative expression of
genes related to different metabolic pathways of interest, such as the defensive responses of
Eucalyptus plants inoculated with the entomopathogenic fungus B. bassiana and infested with

the gall wasp L. invasa.

METHODS

4.7 EXPERIMENT DESIGN
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Study area

The experiment was carried out under greenhouse conditions at the Experimental
Research Station of the Federal University of Tocantins — UFT, Gurupi-TO (11°43* S and
49°04* W, 284 m altitude). The region's climate is Aw type (tropical climate, with dry winter),

with an average annual temperature and rainfall of 26.1°C and 1776.4 mm, respectively.

Eucalyptus seedling production

Rooted cuttings of the hybrid clone of Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus
camaldulensis were produced under greenhouse conditions. After 120 days, the cuttings were
transplanted from tubes into 3.8-liter pots containing Bioplant® commercial substrate based on
pine bark, carbonized rice husk, vermiculite, macronutrients and micronutrients. After
transplantation of the seedlings, plants were acclimatized in the greenhouse for 30 days and

then taken to an area in full sun.

Beauveria bassiana inoculation

The fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (strain PL 63) was obtained from the
mycological collection of the Insect-Microorganism Symbioses Laboratory of UFT (Gurupi
Campus). Plates from the collection were re-plated into new plates containing P.D.A. medium.
(Potato, Dextrose, Agar), supplemented with amoxicillin (500 pg. mL™) and maintained at
B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) for a period of 12 days at 25 °C + 2°C and a 12-hours
photoperiod.

After this period, plates were opened in a laminar flow chamber and, under aseptic
conditions, spores were removed from the colonies. This step was performed by adding 10 ml
of distilled water and Tween 80® 0.02% (v/v), previously autoclaved, with the spores being
gently scraped with a sterilized spatula. These spores were transferred to a sterile beaker
containing 100 ml of sterilized distilled water. This solution was stirred in an incubator with
orbital shaking at 150 rpm for 10 minutes at room temperature. After this process, the
suspension was filtered into an autoclaved beaker through a double layer of sterilized gauze to
retain the mycelium fragments and remains of the culture medium. An aliquot of this solution
was placed in a Neubauer chamber to count spores using an optical microscope. Then, the
concentration of the solution was adjusted to 108 spores/ml with distilled water containing

0.02% (v/v) Tween 80®. The inoculation with this solution was performed immediately after
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its preparation. For control plants, an autoclaved solution of distilled water solution containing
0.02% (v/v) Tween 80® was used. From the same solution, a 15 ml aliquot was used to perform
the viability test with the aid of the Neubauer camera. After a period of 48 hours, the viability
test was carried out, where the conidia evaluated displayed a viability of 80%. The adaxial
epidermis of the fourth, fifth and sixth fully expanded leaves from each plant were slightly
injured with a soft sponge. Spraying was carried out, especially on injured leaves. After
spraying, six branches from the upper third of each plant were covered with transparent plastic

bags for 36 hours®.

Leptocybe invasa breeding and infestation

The Leptocybe invasa individuals used in this work were obtained from a breeding cage
(2.8m x 5.2m x 3.0m - height x length x width, and branches with galls close to emergence were
cut from Eucalyptus plants (hybrid Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus camaldulensis) in the
breeding cage. After cutting the branches, they were immediately taken to the Laboratory and
placed in a beaker with distilled water inside a bench cage covered with organza. A container
with a solution of water and honey was also placed inside the cage to feed the wasp individuals
that emerged from the galls. The cage was kept in the Laboratory, at room temperature, for a
period of 24 hours. After this period, the individuals that emerged were collected with manual
suckers and placed in microcentrifuge tubes.

At 45 days after inoculation of B. bassiana in Eucalyptus, all plants (inoculated and non-
inoculated), except control and mother plants, were infested with L. invasa. For this, six
branches of each plant were wrapped in an organza bag containing a closed 2.0 ml
microcentrifuge tube with two individuals of L. invasa®®. Then, the microtubes were opened so
that the wasps could come out to oviposit. After 48 hours of infestation, the bags and wasps

were removed, and after 48 hours from this, samples were collected.

Plant material and treatments

Samples consisted of roots, stems, fully expanded leaves, and leaf apices from mother
plants maintained under field conditions and the seedlings produced as previously described.
Each of these materials were collected from plants of the following treatments: mother plants,
control plants (without inoculation and without infestation), plants infested with L. invasa,
seedlings inoculated with B. bassiana, and plants inoculated with B. bassiana and also infested

with L. invasa. Three biological replicates were used for each sample type, with each biological
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replicate consisting of four plants. Samples were collected and immediately frozen in liquid
nitrogen and subsequently stored at -80°C until RNA extraction. Molecular analyzes were
carried out at the Molecular Analysis Laboratory (LAM) of the Federal University of Tocantins

(UFT), Palmas campus.

4.8 RNA EXTRACTION

RNA extraction was performed using the CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
method®® modified by Gongalves et al., (2021) and with minor alterations (Supplementary S2).
After extraction, the RNA quantity and purity (Azsoiazso and Azeoiazso ratios) were determined
through a spectrophotometer (Nanodrop® One Spectrophotometer), while RNA integrity was
verified using the agarose gel (0. 8%).

4.9 DNase TREATMENT AND cDNA SYNTHESIS

RNA samples (5 pg) were treated with DNase I, using the Turbo DNA-free kit (Ambion)
and following its instructions, to eliminate residual DNA contamination. Subsequently, RNA
was evaluated for its quantity and purity (Azeo/Azs0 and Azeo/A230 ratios) through
spectrophotometry (Nanodrop® One Spectrophotometer) and its integrity was analyzed
through agarose gels (0.8%). cDNA was synthesized from 1.0 ug of RNA using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) and following the

manufacturer's protocol. cDNA samples were then stored at -20°C.

4.10 IDENTIFICATION AND SELECTION OF TARGET AND REFERENCE GENES

The reference genes analyzed in this study were chosen from a search for Eucalyptus

reference gene studies on the Web of Science database (www.webofknowledge.com), using the

following keywords: housekeeping gene, endogenous gene, reference gene and Eucalyptus. The
Boolean interpolator “and” was used. From this search, the selection of the reference genes
followed the recommendation criteria of the article in which they were analyzed, that is, the
genes that had the best results (greater expression stability in the sample set used) were
prioritized. Following this approach, the 12 different genes were selected: PP2A-1 (Protein
phosphatase 2A-2), SAND (SAND family, trafficking protein Monl), UPL7 (Ubiquitin-protein
ligase 7), PTB (Polypyrimidine tract-binding protein 1)%; Actin-2 (Actin 2), 18srRNA (RNA
ribosomal 18S), IDH (NADP-isocitrate dehydrogenase)*; a-TUB (a-Tubulin), UBC (Ubiquitin
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C), EF-1a (Elongation factor 1- «)*’; EUC12 (Putative RNA binding protein), H2B (Histone
H2B)%®,

The selection of the target gene used to validate the selected reference genes was based
on the gene expression data generated by the tool (https://plantgenie.org/) described by Sundell
et al., (2015). For this, the PFAM number (PF00847)% corresponding to the AP2/EREBP
superfamily (APETALAZ2/ Ethylene Responsive Element Binding Protein) was used to search,

on the available Eucalyptus grandis database of the tool, all gene sequences referring to this
superfamily. After identifying the sequences, they were selected and used to generate a gene
expression graph using the ExHeatmap option. After analyzing the graph, the gene DREB2
(dehydration-responsive element-binding protein 2) showed a high expression level in
Eucalyptus grandis tissues subjected to L. invasa infestation, being selected for validation

analysis.
4.11 GENE SEQUENCE IDENTIFICATION
The reference and target gene sequences were obtained using the BLAST tool (Basic

Local Alignment Search)® through the comparison of their nucleotide sequences from

Eucalyptus grandis, obtained on the Phytozome database (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/),  with  the  Eucalyptus  camaldulensis = Genome  Database

(www.kazusa.or.jp/eucaly/index.html).

4.12 PRIMER DESIGN

RT-gPCR primers for RT-gPCR were designed by using the reference and target gene
sequences obtained from the Eucalyptus camaldulensis Genome Database and the OligoPerfect
program (apps.thermofisher.com/apps/oligoperfect/). Quality assessment of the designed

primers was evaluated by the OligoAnalyzer tool (http://www.idtdna.com/calc/analyzer), and

the melting curves of all genes analyzed here are described in Supplementary S3.

Accession . o ™™ Amplicon E
Gene name Primer sequence (5-3") R?
number (°C) (bp) (%)

Fw: GGAGATTGGAGAGAACATGGACC 62,5
EcPP2A-1  EcC035070.20 87 0,99 100
Rv: GGAGTCTTGCGTGTGGTGTC 60,7


https://plantgenie.org/
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
file:///C:/Users/andre.lima/Downloads/www.kazusa.or.jp/eucaly/index.html
http://www.idtdna.com/calc/analyzer

EcEF-/a

EcPTB

EcACT

EcIDH

Eca-TUB

EcUBC2

EcEUC12

EcH2B

EcSAND

EcUPL7

EcDREB2

EcC054749.90

EcC038236.10

EcS556981.10

EcC000103.10

EcC009196.10

EcS510545.10

EcC054911.20

EcC049406.40

EcC020159.20

EcC023921.10

EcC047161.20

Fw: TCGGGCTTTGAGGGTGACAA
Rv: TCTTGGGCTCTAGGATCAGGTC

Fw: TTTCTGCTTTTGGTCCTGTGC
Rv: GCAGCAGTCGTTATGTCAGGG

Fw: GCTGGATTCGCAGGTGATGATG
Rv: CCTTCTGACCCATTCCGACCA

Fw: AGCGAGGGAGGTTATGTGTGG
Rv: ATGTCATCAAGCCAAGCGATCC

Fw: GGGGATTCAGGTCGGCAACT
Rv: TGAGGTGTCACTGGGCATCG

Fw: TGCTCTTATCAAGGGACCGTCG
Rv: GAAACGAACTTGAGGCGGCT

Fw: TACCCTGTGAGAGTGCTGCC
Rv: GCACATCTCCCGCTCATCCT

Fw: CCTGCTCGATTCCTGATGGC
Rv: CACCGCCGACTTCTTCTCCT

Fw: TGAGGAAGTGAGGAGTGACGC
Rv: CATCATCCTCATCAACGTGCCG

Fw: ACTGAACCCTGTGGCTGGAT
Rv: GCGATCAGAGGCACCATGAAA

Fw: GAGGTGACGGAGGTGAAGGG
Rv: GCAACGAAACGCACTCCCAC

61,6
62,8

60,8
62,5

62,8
64,8

63,7
61,9

62,3
61,7

63,7
60,1

60,7
61,2

60,3
61,6

63,8
63,1

60,4
62,2

63,0
61,7

103

94

97

97

88

106

90

81

80

118

118

1,00

0,99

1,00

0,98

1,00

0,99

0,99

0,99

0,99

0,97

1,00

78

97,7

96,8

1,00

96,2

95,1

100

97,4

100

99,3

83,1

87,4

Table 6. RT-gPCR primer sequences, gene name, accession number, melting temperature

(Tm), amplicon size, correlation coefficient (R2), and amplification efficiency (E %) of the

reference and target genes analyzed.

4.13 RT-QPCR ANALYSIS

RT-gPCR analyzes were carried out on an ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
thermocycler (Applied Biosystems), using the PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

(Applied Biosystems). Reactions were performed in 10 pL final volume: 1.0 pL of cDNA
(diluted 1:5), 0.2 uL of each primer at 10 uM, and 5.0 uL of PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems), and 3.6 pL of RNase-DNase-free water. Three biological replicates
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were used, and reactions were run in triplicates as technical repetitions. Amplification reactions
were carried out with the following conditions: 2 minutes at 50°C, 2 minutes at 95°C, followed
by 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°C. To confirm the specificity of the
primers, melting curves were generated after 40 amplification cycles for each primer pair by
raising the temperature from 60 to 95 °C, with 1 °C increase in temperature every 5s. Cq was
determined by the number of cycles in which the fluorescence generated within a reaction
crosses the Threshold line. The mathematical model proposed by Pfaffl was used to calculate
the relative expression of ECDREB2. Relative expression graphs were plotted using the
SigmaPlot version 12.0.

4.14 EXPRESSION STABILITY OF THE CANDIDATE REFERENCE GENES

The algorithms geNorm®®, NormFinder®!, BestKeeper®? and Delta-Ct®® were used to
calculate the stability values. The algorithms generate a classification based on the stability
value of each evaluated gene. Subsequently, the data generated by the algorithms were analyzed
by RefFinder, which integrates the four algorithms and provides a general classification of all
candidate references gene tested®*®®. The following sample sets were used by the RefFinder

tool (www.ciidirsinaloa.com.mx/RefFinder-master/) to evaluate the stability of the evaluated

genes: root, stem, leaf and leaf apex in all treatments; and root, stem, leaf and leaf apex in each
treatment. Box plots were plotted to illustrate the expression levels and variations of the tested
genes by the SigmaPlot program (version 12.0).

4.15 DATA AVAILABILITY

All Cq data obtained in this study for every sample and gene in all treatments of the
Eucalyptus are available in the tables of Supplementary S1. All melting curves of the candidate
reference genes analyzed are available in Supplementary S2. The protocol used for RNA

extraction is available in Supplementary S3.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary S1

Table S1 Cycle of Quantification (Cq) for every samples and genes of the Eucalyptus mother plants. Each sample was composed by three biological

replicates and one of them was run in technical triplicates. The letters S, L, and LA refer to Stem, Leaves, and Leaf apex, respectively. The numbers

right after the letters representing the sample type refer to the number of the biological replicate. Ec = Eucalyptus camaldulensis.

SAMPLE EcEFl-a EcPP2A-1 EcACT EcTUB EcPTB EcUBP6 EcH2B EcEUC12 EcIDH EcSAND EcUPL7

Cl 24.56 23.78 17.31 21.49 23.92 21.74 20.43 22.93 19.61 22.71 24.94
Cl 24.53 23.59 17.36 21.35 23.65 21.50 20.20 22.75 19.43 22.64 24.87
C1 24.65 23.41 17.33 21.34 23.61 21.53 20.18 22.67 19.79 22.78 24.61
C2 23.16 22.53 15.99 20.66 23.17 20.59 19.48 21.57 19.15 22.07 24.41
C2 23.04 22.28 16.19 20.49 22.97 20.48 19.22 21.51 18.69 22.04 24.30
C2 23.06 22.25 16.64 20.48 22.93 20.41 19.26 21.45 18.88 22.10 24.32
C3 23.43 22.62 16.22 20.85 23.49 20.67 19.44 21.90 19.25 2241 24.71
C3 23.32 22.48 16.24 20.58 23.16 20.54 19.39 21.78 18.98 22.62 24.85
C3 23.20 22.31 16.65 20.43 23.04 20.54 19.23 21.78 18.99 22.32 24.79
F1 28.77 25.98 22.52 24.26 26.15 22.48 23.43 25.58 21.68 24.51 27.66

F1 28.49 25.77 22.58 24.28 2591 22.32 23.33 25.62 21.59 24.42 27.75
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F1

F2

F2

F2

F3

F3

F3

AF1

AF1

AF1

AF2

AF2

AF2

AF3

AF3

AF3

28.38

28.10

27.73

27.98

26.92

26.94

27.01

24.03

24.04

23.98

24.07

24.18

24.12

24.34

24.37

24.29

25.80

25.73

25.45

25.23

24.77

24.68

24.64

23.13

23.14

23.00

23.31

23.27

23.20

23.65

23.62

23.60

22.50

21.86

21.84

21.78

20.19

20.21

20.47

17.43

17.22

17.41

18.74

18.55

18.47

18.66

18.53

18.48

23.87

23.64

23.61

23.49

23.24

23.14

23.04

21.29

21.11

20.98

20.98

20.71

20.66

21.24

21.11

20.87

25.85

25.67

25.61

25.63

25.41

25.14

25.05

24.16

23.90

23.83

23.98

23.79

23.83

23.90

23.84

23.70

22.37

22.15

22.22

22.63

21.76

21.68

21.69

21.82

21.58

21.49

21.54

21.54

21.44

21.62

21.60

21.50

23.39

22.78

22.87

22.78

22.48

22.30

22.25

17.56

17.16

17.97

18.17

19.97

17.89

18.31

18.32

18.21

25.28

24.97

25.06

24.93

24.63

24.47

24.29

23.32

23.02

22.91

23.11

22.93

22.78

23.24

23.03

22.87

21.56

21.03

20.78

20.88

20.73

20.33

20.47

20.60

20.41

20.32

20.04

19.79

19.63

20.31

20.17

20.09

24.60

24.81

24.85

24.78

23.72

23.72

23.72

22.52

22.50

22.54

23.48

23.17

22.99

23.37

23.22

23.25

27.78

27.19

27.09

27.18

26.75

26.75

26.68

26.24

26.04

26.03

25.67

25,51

25.36

25.91

25.60

25.66
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Table S2 Cycle of Quantification (Cq) for every samples and genes of the Eucalyptus control plants. Each sample was composed by three biological

replicates and one of them was run in technical triplicates. The letters R, S, L, and LA refer to Roots, Stem, Leaves, and Leaf apex, respectively.

The numbers right after the letters representing the sample type refer to the number of the biological replicate. Ec = Eucalyptus camaldulensis.

SAMPLE

R1

R1

R1

R2

R2

R2

R3

R3

R3

C1

C1

C1

C2

C2

EcEFl-a

23.63

23.63

23.67

23.82

23.95

23.83

23.67

23.52

23.51

23.77

23.66

23.57

23.28

23.36

EcPP2A-1

23.68

23.63

23.49

23.79

23.73

23.68

23.51

23.48

23.48

22.92

22.75

22.73

22.44

22.32

EcCACT EcTUB

18.55

18.40

18.28

18.30

18.20

18.07

18.33

18.15

18.40

17.46

17.24

17.19

17.41

17.41

22.27

22.11

22.00

22.17

22.14

21.90

21.74

21.57

21.51

20.73

20.69

20.68

20.75

20.82

EcPTB

23.87

23.96

23.67

23.71

23.68

23.61

23.96

23.90

24.09

23.29

23.08

22.97

23.28

23.23

EcUBP6

21.31

21.18

21.00

20.92

20.76

20.76

21.16

20.93

20.88

20.36

20.10

20.21

20.30

20.09

EcH2B

19.49

19.45

19.53

20.37

20.27

20.32

20.52

20.34

20.27

19.62

19.41

19.29

19.26

19.33

EcEUC12

22.59

22.53

22.44

22.43

22.36

22.18

22.71

22.41

22.35

21.76

21.59

21.59

21.74

21.62

EcIDH

18.69

18.62

18.65

19.40

18.99

19.39

20.08

19.79

19.80

18.96

18.74

19.16

18.95

19.02

EcSAND

23.15

23.01

23.09

22.26

21.91

22.15

21.65

21.58

21.64

22.17

22.09

21.88

21.85

21.75

EcUPL7

25.82

25.53

25.54

25.35

25.43

25.27

25.73

25.46

25.40

24.84

24.77

2491

24.78

24.66
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C2

C3

C3

C3

F1

F1

F1

F2

F2

F2

F3

F3

F3

AF1

AF1

AF1

AF2

AF2

23.39

23.39

23.41

23.41

26.41

26.35

26.34

25.49

25.59

25.64

25.92

25.84

25.93

26.02

26.18

25.79

27.48

27.36

22.33

22.66

22.47

22.39

24.61

24.33

24.36

24.04

23.93

23.93

23.80

23.85

23.88

24.33

24.28

2411

25.33

25.25

17.46

17.50

17.40

17.38

20.95

20.93

20.81

19.99

19.82

19.80

19.81

19.75

19.76

18.96

18.64

18.80

20.13

19.77

20.78

20.96

20.86

20.81

22.88

22.97

22.80

2251

22.09

21.96

22.00

22.02

22.21

22.53

22.48

22.60

23.80

23.61

23.24

23.50

23.30

23.34

24.98

24.92

24.87

24.36

24.25

24.29

2431

2411

24.13

24.76

24.60

24.53

25.61

25.32

20.11

20.61

20.34

20.34

21.17

20.97

20.93

20.97

20.81

20.77

20.69

20.75

20.67

22.09

21.99

21.95

22.39

22.44

19.31

19.28

19.25

19.24

20.68

20.67

20.53

20.21

20.19

19.96

19.13

19.13

18.93

19.35

19.23

18.96

21.64

21.25

21.64

21.80

21.80

21.63

23.58

23.90

23.45

22.75

22.79

22.70

22.99

22.80

22.87

23.24

23.26

23.03

23.81

23.75

19.30

19.28

19.22

19.17

21.66

21.52

21.59

21.70

21.64

21.77

20.86

20.10

20.18

20.69

20.69

20.70

20.84

20.76

21.93

21.92

21.81

21.76

23.67

23.62

23.25

23.45

23.43

23.27

23.65

23.56

23.58

24.35

24.32

2431

24.65

24.49

24.42

24.76

24.68

24.59

25.75

25.54

25.48

25.21

25.35

25.20

25.54

2541

25.42

26.71

26.87

26.75

27.12

26.98
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AF2

AF3

AF3

AF3

27.38

25.19

25.09

25.08

25.08

24.21

24.00

24.08

19.95

19.00

18.88

18.85

23.72

21.91

21.91

21.83

25.47

24.34

2431

24.28

22.47

21.71

21.66

21.62

2151

18.90

18.76

18.35

23.70

23.03

22.85

22.86

20.93

20.95

20.81

20.67

24.39

22.90

23.27

22.96

27.05

26.16

26.22

26.27
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Table S3 Cycle of Quantification (Cq) for every samples and genes of the Eucalyptus plants infested with the L. invasa wasp. Each sample was
composed by three biological replicates and one of them was run in technical triplicates. The letters S, L, and LA refer to Stem, Leaves, and Leaf
apex, respectively. The numbers right after the letters representing the sample type refer to the number of the biological replicate. Ec = Eucalyptus

camaldulensis.

SAMPLE EcEFl-a EcPP2A-1 EcACT EcTUB EcPTB EcUBP6 EcH2B EcEUC12 EcIDH EcSAND EcUPL7

C1 24.12 23.37 18.19 21.35 24.55 21.17 19.39 22.99 19.94 22.85 24.70
C1 24.05 23.34 17.90 21.18 24.13 20.99 19.17 22.76 19.81 22.62 24.57
C1 23.99 23.33 17.93 21.23 24.17 20.90 19.14 22.66 19.78 22.50 24.58
C2 23.83 22.90 17.86 21.16 24.08 20.86 19.05 22.63 19.53 22.52 24.54
C2 23.64 22.86 17.53 20.97 23.86 20.61 18.97 22.44 19.36 22.22 24.54
C2 23.73 22.85 17.56 20.88 23.83 20.52 18.88 22.28 19.32 22.28 24.71
C3 24.08 23.33 18.14 21.41 24.22 20.84 19.17 22.68 19.80 22.73 24.87
C3 23.95 23.12 18.13 21.32 24.12 20.75 19.07 22.56 19.75 22.61 24.86
C3 23.92 23.13 17.89 21.21 23.98 20.67 18.93 23.14 19.55 22.59 25.14
F1 24.67 23.37 19.42 21.57 24.36 20.73 19.56 22.52 20.26 22.44 24.65
F1 24.56 23.42 19.28 21.53 24.28 20.54 19.52 22.59 20.11 22.43 24.76
F1 24.55 23.41 19.24 2141 24.29 20.55 19.48 22.57 20.00 2241 24.80

F2 24.97 23.74 19.42 21.85 24.13 20.68 19.83 22.56 20.15 22.72 24.72
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F2

F2

F3

F3

F3

AF1

AF1

AF1

AF2

AF2

AF2

AF3

AF3

AF3

24.81

24.78

25.89

2591

25.79

27.67

27.45

27.52

28.96

29.50

28.31

30.31

30.66

30.13

23.54

23.43

24.78

24.62

24.54

25.84

25.88

25.70

26.36

26.50

26.74

27.34

27.19

27.66

19.36

19.31

20.61

20.45

20.42

21.68

21.22

21.26

22.45

22.34

22.24

24.39

24.35

24.21

21.73

21.69

22.79

22.75

22.65

24.34

24.00

24.01

25.26

2491

24.95

26.95

26.86

26.65

23.93

23.89

25.03

24.92

24.70

26.36

26.14

26.10

26.85

26.96

26.74

27.97

27.92

27.88

20.50

20.57

21.34

21.18

21.08

22.99

22.73

22.72

23.84

23.53

23.49

24.63

24.43

24.47

19.67

19.76

21.09

20.81

20.92

21.11

21.95

21.75

23.03

22.58

22.59

24.45

24.28

24.26

22.63

22.65

23.48

23.57

2351

24.26

24.35

24.19

25.25

25.06

25.13

26.80

26.41

26.21

20.15

20.05

21.05

20.85

20.82

22.81

22.64

22.62

23.62

23.54

23.41

25.01

24.82

24.75

22.58

22.57

23.46

23.53

23.36

24.95

24.75

24.75

25.73

25.70

25.55

27.21

27.23

27.10

24.74

24.85

25.82

25.75

25.75

27.43

27.32

27.41

28.19

27.88

28.17

29.70

29.62

29.49
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Table S4 Cycle of Quantification (Cq) for every samples and genes of the Eucalyptus plants inoculated with the B. bassiana fungus. Each sample
was composed by three biological replicates and one of them was run in technical triplicates. The letters S, L, and LA refer to Stem, Leaves, and
Leaf apex, respectively. The numbers right after the letters representing the sample type refer to the number of the biological replicate. Ec =

Eucalyptus camaldulensis.

SAMPLE EcEFl-a EcPP2A-1 EcACT EcTUB EcPTB EcUBP6 EcH2B EcEUC12 EcIDH EcSAND EcUPL7

C1 23.86 23.22 17.46 21.15 23.78 20.71 19.24 21.93 19.16 22.85 25.12
C1 23.86 23.22 17.65 21.00 23.57 20.57 19.19 21.95 18.82 22.73 25.14
C1 23.87 23.22 17.85 20.95 23.62 20.50 19.13 21.90 19.04 22.64 24.97
C2 23.80 23.36 17.81 21.06 23.73 20.95 18.64 22.00 19.68 22.42 24.30
C2 23.85 23.15 17.20 21.07 23.74 21.25 18.42 22.12 19.54 22.48 24.86
C2 2391 23.20 17.50 20.94 23.73 20.79 18.20 2231 19.83 22.36 24.68
C3 23.90 23.35 17.93 21.28 23.99 21.00 18.76 22.45 19.98 22.81 24.75
C3 23.96 23.12 17.26 21.16 23.90 21.11 18.71 22.37 19.71 22.73 24.69
C3 24.04 23.12 17.59 21.12 23.90 20.81 18.66 22.38 19.89 22.70 24.72
F1 24.74 23.22 19.28 21.44 23.70 20.54 19.60 22.55 18.55 21.92 24.49
F1 24.68 23.19 18.99 21.40 23.61 20.51 19.56 22.55 18.44 21.75 24.43
F1 24.58 23.11 19.13 2141 23.99 20.52 19.55 22.60 18.66 21.97 24.34

F2 25.70 24.14 20.22 22.02 24.09 21.03 19.54 23.20 19.53 23.23 25.59
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F2

F2

F3

F3

F3

AF1

AF1

AF1

AF2

AF2

AF2

AF3

AF3

AF3

25.64

25.75

25.45

25.41

25.45

24.93

24.23

24.29

24.32

24.27

24.29

24.47

24.48

24.50

23.97

24.04

23.82

23.77

23.48

23.34

23.25

23.19

23.34

23.32

23.22

23.34

23.48

23.48

20.04

20.30

19.98

19.92

20.07

18.57

18.44

18.48

18.65

18.47

18.47

18.78

18.54

18.60

22.02

22.21

21.86

21.81

21.97

21.40

21.44

21.43

21.22

21.22

21.16

21.56

2151

21.48

24.25

2451

23.88

24.05

24.29

23.75

23.86

24.02

23.86

23.71

23.94

24.02

23.84

24.36

20.85

20.79

20.81

20.83

20.83

21.52

21.56

21.47

21.36

21.40

21.43

21.66

21.44

21.54

19.77

19.71

19.32

19.50

19.19

17.88

17.96

17.66

19.12

18.76

18.72

18.80

18.35

18.21

23.13

23.26

23.28

23.34

23.33

22.44

23.43

2251

22.38

22.22

22.19

22.57

2251

22.35

19.48

19.59

19.50

19.34

19.66

20.89

20.63

20.81

19.71

19.50

19.71

19.52

19.43

19.62

23.27

23.49

22.63

22.68

22.74

22.97

22.92

22.81

22.61

22.60

22.42

23.16

22.96

22.99

25.51

25.55

25.68

25.43

25.18

24.85

24.81

24.90

2451

24.51

24.51

25.85

25.71

25.76
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Table S5 Cycle of Quantification (Cq) for every samples and genes of the Eucalyptus plants infested with the L. invasa wasp and inoculated with
the B. bassiana fungus. Each sample was composed by three biological replicates and one of them was run in technical triplicates. The letters S,
L, and LA refer to Stem, Leaves, and Leaf apex, respectively. The numbers right after the letters representing the sample type refer to the number

of the biological replicate. Ec = Eucalyptus camaldulensis.

SAMPLE EcEFl-a EcPP2A-1 EcACT EcTUB EcPTB EcUBC6 EcH2B EcEUC12 EcIDH EcSAND EcUPL7

Cl 29.57 27.10 22.55 25.66 27.07 23.33 23.96 25.76 22.91 26.19 29.08
C1 29.80 27.01 22.52 25.62 26.89 23.27 23.88 25.81 22.81 26.03 28.96
C1 29.68 27.15 2231 25.44 26.87 23.15 23.86 25.77 22.70 25.79 28.75
C2 29.62 27.25 22.65 25.52 26.98 23.23 23.94 25.52 22.95 26.03 28.99
C2 29.55 26.96 22.49 25.37 26.74 22.94 23.85 25.57 22.78 25.66 29.15
C2 29.43 27.28 22.41 25.32 26.88 22.84 23.87 25.65 22.61 25.76 28.71
C3 26.18 24.58 19.11 21.87 23.23 21.53 20.81 23.41 20.18 23.71 26.29
C3 26.04 2441 19.21 21.81 23.83 21.43 20.68 23.21 20.10 23.48 26.18
C3 25.96 24.88 19.01 21.73 23.53 21.30 20.69 23.21 19.93 23.42 25.96
F1 25.75 24.05 19.91 21.53 24.66 21.07 20.72 23.44 20.21 23.41 25.96
F1 25.82 24.00 19.68 21.47 24.42 20.85 20.50 23.19 19.86 23.28 25.74
F1 25.73 23.98 19.74 21.45 2441 20.73 20.53 23.21 20.06 23.08 25.81

F2 26.73 25.75 21.69 24.03 26.18 20.08 21.75 24.84 21.58 24.69 27.28
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F2

F2

F3

F3

F3

AF1

AF1

AF1

AF2

AF2

AF2

AF3

AF3

AF3

26.82
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Supplementary S2
Detailed description of the RNA extraction protocol used for Eucalyptus tissues.
1° step: add 525 pL of extraction buffer [2% (p/v) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide),
PVP 2% (p/v), Tris-HCL (100 mM), EDTA (25 mM), NaCl (20 mM)], 525 pL de TES [TRIS-
HCL (10 Mm) pH 7,5, EDTA (10 mM) SDS (0,5%)], and 250 uL of B-mercaptoetanol for 100

ng of plant tissue;

2° step: mix the samples (vortex) for 45s and incubate them for one hour (mix samples every
10 min) at 65 °C;

3° step: add 700 pL of chloroform and mix (vortex) samples for 45s;

4° step: centrifuge samples for 10 min at 4 °C and 14,000 RPM;

5° step: transfer 800 pL of the top aqueous phase to a new 2 mL centrifuge tube (2 mL). Add

1 mL chloroform and mix (vortex) samples for 45s;

6° step: centrifuge samples for 10 min at 4 °C and 14,000 RPM;

Thereafter, for leaf apex:

7° step: transfer 400 L of the top aqueous phase to a new 1.5 mL centrifuge tube, add 400 pL

chlooroform, and mix (vortex) samples for 45s;

8° step: centrifuge samples for 10 min at 4 °C and 14,000 RPM;

9° step: transfer 150 pL of the supernatant to a new 1.5 mL centrifuge tube. Add 150 pL of

isopropyl alcohol and mix samples by invertion (15 times);

Thereafter, for roots, stem and leaves:

7° step: tranfer 300 pL of the top aqueous phase to a new 1.5 mL centrifuge tube. Add 300 pL

of isopropyl alcohol and mix samples by invertion (15 times);
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After performing these specific steps for each plant tissue, the following steps were

common for every tissue:

10° or 8° step: incubate samples for one hour at -20 °C;

11° or 9° step: centrifuge samples for 30 min at 4 °C and 14,000 RPM;

12° or 10° step: discard the supernatant and wash the pellet by adding 800 pL of 75 % ethanol;

13° or 11° step: centrifuge samples for 8 min at 4 °C and 14,000 RPM;

14° or 12° step: discard the ethanol and let the pellets dry (centrifuge tubes opened) for 5 min
at 37 °C;

15° or 13° step: resuspend the pellets with 20 pL of RNase-free water.



100

Supplementary S3

Figure S1 Melting curves of the candidate reference genes analyzed.
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CAPITULO II
ANALISE TRANSCRICIONAL DOS GENES ERF E PR EM RESPOSTA AO
ATAQUE DA VESPA-DA-GALHA-DO-EUCALIPTO (LEPTOCYBE INVASA) EM
MUDAS DE EUCALIPTO INOCULADAS COM O FUNGO BEAUVERIA BASSIANA
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Analise transcricional dos genes ERF e PR em resposta ao ataque da vespa-da-galha-do-
eucalipto (Leptocybe invasa) em mudas de eucalipto inoculadas com o fungo Beauveria

bassiana
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5 RESUMO

O cultivo de Eucalyptus L'Hér é essencial para a industria madeireira, com o Brasil
liderando a producao global. No entanto, desafios como pragas e mudancas climéticas afetam
a sustentabilidade das plantacdes. A Leptocybe invasa é uma praga que induz galhas causando
danos severos as plantas de eucalipto. Embora estratégias de controle tenham sido
implementadas, 0 uso de gendtipos tolerantes a seca foi inviabilizado devido a sua alta
susceptibilidade a L. invasa, destacando a necessidade de abordagens integradas. O uso do
fungo Beauveria bassiana tem mostrado potencial por conferir resisténcia as plantas contra essa
praga. Além disso, estudos moleculares sdo fundamentais para entender os mecanismos de
resposta genetica das plantas ao ataque da L. invasa. Os genes da familia AP2/EREBP
desempenham um papel crucial na resposta das plantas a estresses, além de participarem das
vias de transducdo de sinal relacionadas a horménios. Em eucalipto, o etileno é o principal
horménio de defesa contra a L. invasa nas fases iniciais apés a infestacdo. A sinalizacdo e
interacdo entre fitormdnios séo fundamentais para ativar uma rede de fatores de transcricao

(FTs) que regulam a expressdo de genes relacionados a patogénese (PR). Os genes ERF sdo
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FTs que atuam na defesa de plantas e, embora a maioria esteja associada a respostas a estresses
abioticos, um pequeno grupo estd envolvido nas respostas a estresses bidtico, como 0s genes
ERF1, ORA59, ERF6 e ERF96. Os insetos galhadores, como a L. invasa, apesar de serem
artropodes herbivoros, estabelecem uma relagdo tdo intima com o hospedeiro que ja foram
comparados com patdgenos. Nesse sentido, a analise dos genes de resposta a patogénese, bem
como os fatores de transcricdo que os regulam, pode ser um caminho promissor para
compreender a resposta genética ao ataque da microvespa. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi analisar a expressdo relativa, por RT-qPCR, dos genes ERF e PR em um hibrido de
E. tereticornis x E. camaldulensis em diferentes condic¢des experimentais. Os resultados das
analises mostraram que, exceto para ECERF6, todos 0s genes apresentaram seus maiores niveis
de expressao em apice foliar de plantas infestadas com a L. invasa. A alta expressao dos genes
ECERF1, ERF96, ECORA59 e ECPR4 no apice foliar das plantas infestadas por L. invasa sugere
uma resposta localizada e intensificada, possivelmente devido ao maior ataque do inseto nesse
local. Além disso, a reducdo da expressdo de todos os genes em plantas inoculadas com B.
bassiana e subsequentemente infestadas por L. invasa indica um ganho de resisténcia da planta
ao ataque da praga, corroborando com os dados da literatura. Essas descobertas fornecem uma
base para investigacOes futuras sobre os mecanismos moleculares da defesa do eucalipto contra
a L. invasa. Destaca-se a relevancia dos genes ERF e PR nesse processo, indicando caminhos
para estudos de melhoramento genético visando aumentar a resisténcia das plantas a esse
estresse bidtico. E relevante destacar que ndo foram encontrados estudos prévios sobre os perfis

de expressao desses genes em resposta a esses estimulos especificos.

Palavras-chave: Patogénese, Expressdo génica, Espécie florestal, Resisténcia, RT-qPCR.

6 INTRODUCAO

O Eucalyptus L"Hér é o género florestal mais extensivamente cultivado no mundo e
representa uma das principais fontes globais de madeira e amplamente cultivado para uso
industrial (DE OLIVEIRA et al., 2012; MOURA et al., 2012; TAMAYO-PENA et al., 2024).
O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de eucalipto e, em 2021, a cultura ocupou
7,53 milhdes de ha (75,8%) do total de é&rea plantada com arvores, contribuindo
significativamente para a receita total de 244,6 bilhGes de reais e gerando mais de 2 milhdes de
empregos (IBA, 2022). Assim, a importancia econdmica e socioecondmica dos recursos
florestais tem impulsionado o crescimento do setor, embora a incidéncia de fatores bidticos,

como pragas, e abidticos, como as alteracbes climaticas, ainda representem desafios a serem
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superados (BOOTH, 2013; GONCALVES et al., 2013; MOTA; BARBOSA; MARCHIORO,
2022; ROCHA et al., 2020).

No Brasil, 0 aumento da demanda industrial por produtos florestais tem levado a
expansdo de florestas plantadas em regides com restri¢des hidricas relativamente intensas. Essa
pratica tem resultado na reducdo da produtividade e no aumento da taxa de mortalidade das
plantas devido a seca (HODECKER et al., 2018). Diante desse cenario, a busca por genotipos
mais tolerantes a estresses abidticos, como a seca, tem ganhado destaque, e as espécies E.
camaldulensis, E. teretinornis e seus hibridos estdo entre as variedades de eucalipto mais
resistentes & escassez de agua (GONCALVES et al., 2013). Além disso, os fatores bidticos
também representam uma ameaca para as plantacdes de eucalipto (TESHOME; ZHARARE;
NAIDOO, 2020). A medida que as areas de florestas naturais diminuem e as plantacdes de
eucalipto se expandem, a migragéo de pragas provocada pela globalizacéo, a falta de inimigos
naturais nas novas areas associado as condi¢cbes ambientais favoraveis, tem possibilitado a
disseminacédo de insetos-pragas exoticos (PAINE; STEINBAUER; LAWSON, 2011; SILVA
et al., 2020).

A microvespa-da-galha do eucalipto, Leptocybe invasa (Fisher & LaSalle, 2004
Hymenoptera: Eulophidae), é um inseto-praga exético que ingressou no Brasil e representa um
fator bidtico que impacta a sustentabilidade das plantacfes de eucalipto, especialmente dos
hibridos de E. camaldulensis e E. tereticornis (MENDEL et al., 2004). A L. invasa € uma praga
que induz galhas, principalmente em mudas e plantios novos, ao longo das nervuras, em
peciolos de folhas jovens e nos entrends dos apices dos ramos, causando danos devastadores,
como a aparéncia aspera das plantas, crescimento atrofiado e, em casos extremos, a morte
(KUMARI et al., 2010; MENDEL et al., 2004; SARMENTO et al., 2021). Embora estratégias
de controle e manejo dessa praga tenham sido empregadas, a utilizacdo de gendtipos adaptados
a diferentes condicdes climaticas, porém susceptiveis ao ataque da L. invasa, torna-se inviavel
em regibes com alta infestacdo (NUNES et al., 2023). Nesse contexto, para enfrentar esse
desafio, é essencial explorar estratégias integradas, como a associa¢do planta-microrganismo,
além de estudos genéticos.

Os estudos com fungos endofiticos, como o Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, tém
despertado interesse a sua capacidade de conferir resisténcia nas plantas contra insetos-praga,
como a vespa-da-galha do eucalipto (BARON et al., 2019; ROCHA et al., 2023). O B. bassiana
é um fungo entomopatogénico frequentemente usado como biopesticida em culturas agricolas,
devido a sua seguranca ambiental, ndo apresentar risco a saide humana e provocar minimos
efeitos adversos em organismos ndo-alvo (ZIMMERMANN, 2007). Em eucalipto, o uso do B.

bassiana tem mostrado grande potencial para ser usado como agente de controle bioldgico de
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L. invasa em genotipos tolerantes a seca, porém, susceptiveis a esta praga (ROCHA et al.,
2023).

Os estudos moleculares, assim como os voltados para o controle bioldgico, tem ganhado
progressiva atengédo devido as diversas possibilidades que oferecem para as investigacoes sobre
0 eucalipto (DAUDE et al., 2024; NUNES et al., 2023; ROCHA et al., 2023). Nesse sentido, a
analise de expressdo génica € um método importante para auxiliar no entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos por tras de diferentes processos biologicos (BRAZMA,;
VILO, 2000), como a resposta de defesa a inoculacdo do B. bassiana e a infestacdo da L. invasa.
Entre os métodos empregados, a Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real
com transcricdo reversa (RT-gPCR) é amplamente utilizada para o estudo de processos
biolégicos em plantas (BARRETO et al., 2019; DAUDE et al., 2021; HUANG et al., 2024)
devido a sua rapidez, alta sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo quanto a determinacao dos
niveis de expressdo génica (FERNANDES-BRUM et al.,, 2017; GACHON; MINGAM;
CHARRIER, 2004; LUCHO et al., 2018).

Os genes pertencentes a familia AP2/EREBP (APETALAZ2/Ethylene-Responsive
Element Binding Proteins) tem um papel crucial no crescimento, desenvolvimento e resposta a
estresses em plantas, como temperaturas extremas, seca, alta salinidade e doengas (LIU;
ZHANG, 2017). Além disso, esses genes participam de vias de transducdo de sinal relacionadas
a hormonios, incluindo o &cido abscisico (ABA), etileno (ET), citocininas e jasmonato (CHEN
et al., 2016; NAKANO et al., 2006). Os fitormdnios como o JA, &cido salicilico (SA), ET e
ABA desempenham papel crucial na regulacdo de importantes vias de sinalizacdo de defesa
associadas a esses genes (BOUAZIZ et al., 2015). Em eucalipto, o ET é o principal horménio
de defesa contra a L. invasa nas fases iniciais ap0s a infestacdo, além de ser responsavel pela
modulacdo da defesa de plantas contra outros herbivoros e patégenos (BROEKGAARDEN et
al., 2015; SARMENTO, 2019). A sinalizacdo e interacéo entre fitormonios sdo fundamentais
para orquestrar as respostas de defesa das plantas (PIETERSE et al., 2009, 2012), ativando uma
rede de fatores de transcricdo (FTs) que regulam a expressdo de genes relacionados a
patogénese (PR) (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016).

O papel dos genes ERF (Ethylene Response Factor) na defesa de plantas parece ser
conservado em todo o reino vegetal, agindo pela capacidade de se ligar ao DNA e a habilidade
de ativar ou reprimir a transcricdio (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016). Embora, a
maioria dos fatores de transcrigdo ERF estejam associados a respostas a estresses abioticos, um
pequeno grupo estd envolvido nas respostas a estresses bioticos (FENG et al., 2005;
GUTTERSON; REUBER, 2004; LICAUSI; OHME-TAKAGI; PERATA, 2013), como
evidenciado pelos genes ERF1 (Ethylene Response Factor 1), ORA59 (OCTADECANOIC-
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RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59), ERF6 (Ethylene Response Factor 6) e ERF96
(Ethylene Response Factor 96) em Arabidopsis thaliana, conhecidos por regular a imunidade
inata (HUANG; CATINOT; ZIMMERLLI, 2016).

Os genes PR codificam proteinas em niveis basais ou ndo detectaveis em tecidos
saudaveis e tém suas expressdes aumentadas em condic¢Bes de estresses bidticos, como ataques
diretos de diferentes pragas (insetos e outros herbivoros) e patdgenos (fungos, bactérias e virus),
bem como em respostas a ferimentos (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999). Esses genes desempenham um papel crucial na defesa natural de plantas,
interagindo com diferentes sinalizadores de defesa, como os fitormdnios AS, AJ e ET
(HERNANDEZ et al., 2005). Compreendendo cerca de 19 familias (PR-1 a PR-19), os genes
PR codificam diferentes proteinas como quitinases, peroxidases, proteinas inativadoras de
ribossomos, defensinas, entre outras (STINTZI etal., 1993; ZRIBI; GHORBEL,; BRINI, 2021).
Essas proteinas, podem exercer efeitos diretos ou indiretos na resisténcia da planta contra
microrganismos, inibindo o crescimento do patdgeno e/ou a germinacdo de esporos, além de
atuarem como agentes antimicrobianos, hidrolases, inibidores de proteinases e desempenharem
outras atividades (JAIN; KHURANA, 2018; ZRIBI; GHORBEL; BRINI, 2021).

Os insetos galhadores de plantas, como a L. invasa, apesar de serem artrdpodes
herbivoros (STONE; SCHONROGGE, 2003), estabelecem uma relagdo tdo intima com o
hospedeiro que alguns ja foram comparados com patdégenos (KALOSHIAN; WALLING,
2005). Nesse sentido, a analise dos genes de resposta a patogénese, bem como os fatores de
transcri¢ao que os regulam, pode ser um caminho promissor para compreender a resposta génica
ao ataque a microvespa. Por exemplo, em Arabidopsis, 0s genes ERF1, ERF6 e ORA59 tém
sido associados a promocao da expressao de genes PR, como PDF1.2 (PLANT DEFENSIN 1.2).
Além disso, o gene ERF96 ativa a expressdo dos genes PDF1.2, PR3 e PR4 (HUANG;
CATINOT; ZIMMERLI, 2016). Nesse contexto, 0 estudo transcricional dos genes ERF e PR
pode proporcionar insights sobre quais genes estdo envolvidos no mecanismo de resposta
genética em eucalipto. Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar a expresséo relativa, por
RT-gqPCR, dos genes ERF e PR em um hibrido de E. tereticornis x E. camaldulensis (tolerante

a seca e susceptivel a L. invasa) em diferentes condi¢fes experimentais.

7  MATERIAL E METODOS

7.1 MONTAGEM DO EXPERIMENTO
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7.1.1 Area de estudo

O experimento de campo foi realizado na Estacdo 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 é do tipo Aw (clima tropical savanico, com uma
estacdo quente e Umida e outra estacdo quente e seca), apresentando uma temperatura média

anual de 26,1°C e uma pluviosidade de aproximadamente 1776,4 mm anuais.

7.1.2 Producdo de mudas de Eucalyptus

As estacas enraizadas do clone hibrido de Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus
camaldulensis (VS058), susceptivel a Leptocybe invasa, foram produzidas em casa de
vegetacdo na Universidade Federal do Tocantins (UFT/Campus de Gurupi). Essas estacas, com
idade de 120 dias, foram transplantadas de tubetes para vasos de 3,8 litros, contendo substrato
comercial Bioplant® a base de casca de pinus, casca de arroz carbonizada, vermiculita,
macronutrientes e micronutrientes. Apds o transplante, as mudas foram aclimatadas em casa de
vegetacdo por 30 dias. Em seguida, foram levadas para uma area a pleno sol, da Estagéo

Experimental da UFT (Campus de Gurupi).

7.1.3 Preparo e inoculacédo do fungo B. bassiana

O fungo B. bassiana (Bals.) Vuill (cepa PL 63) foi obtido da colecdo micolégica do
Laboratorio de Simbioses Insetos-Microrganismos da UFT (Campus de Gurupi). As placas da
colecio foram repicadas para novas placas contendo meio B.D.A. (Batata, Dextrose, Agar),
suplementado com amoxicilina (500pug.mL-1) e mantidas em B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand) por um periodo de 12 dias a 25 °C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Apbs esse periodo, as placas foram abertas em camara de fluxo laminar e, sob condicdes
assépticas, os esporos foram removidos das col6nias. Essa etapa foi realizada adicionando 10
ml de agua destilada e Tween 80® 0,02% (v/v), previamente autoclavado, com os esporos sendo
gentilmente raspados com uma espatula esterilizada. Esses esporos foram transferidos para um
béquer estéril contendo 100 ml de agua destilada esterilizada. Esta solugdo foi agitada em uma
incubadora com agitacdo orbital, a 150 rpm, durante 10 minutos, em temperatura ambiente.
Ap0s esse processo, a suspensdo foi filtrada para um béquer autoclavado, atraves de uma dupla
camada de gaze esterilizada, para reter os fragmentos de micélio e restos de meio de cultura.

Uma aliquota dessa solugdo foi colocada em camara de Neubauer para contagem de esporos
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com auxilio de microscopio Optico. Em seguida, a concentracdo da solucdo foi ajustada para
108 esporos/ml com agua destilada contendo Tween 80® a 0,02% (v/v) e autoclavada. A
inoculacdo foi feita imediatamente ap6s o preparo da solucdo. Para as plantas controle, foi
utilizada uma solugéo autoclavada de agua destilada contendo 0,02% (v/v) de Tween 80®. Da
mesma solucdo, uma aliquota de 15 ml foi usada para realizar o teste de viabilidade com auxilio
da camera de Neubauer. Apds o periodo de 48 horas, foi feito o teste de viabilidade, onde os
conidios avaliados apresentaram viabilidade de 80%.

A epiderme adaxial da quarta, quinta e sexta folhas totalmente expandidas, de cada uma
das plantas utilizadas no experimento, foi levemente lesionada com uma esponja macia. As
pulverizacdes foram realizadas, especialmente, nas folhas lesionadas. Apds a pulverizacgéo, seis
ramos do terco superior de cada planta foram cobertos por sacos plasticos transparentes. Os

sacos foram mantidos por um periodo de 36 horas (SIVIERO, 2001).

7.1.4 Criacéo e infestacdo de Leptocybe invasa

Os individuos de L. invasa utilizados neste trabalho foram obtidos de uma gaiola de
criacdo (2,8m x 5,2m x 3,0m - altura x comprimento x largura). Para tanto, ramos com galhas
préximas da emergéncia foram cortados de plantas de Eucalyptus (hibrido E. tereticornis x E.
camaldulensis) da gaiola de criacdo. Apos o corte dos ramos, eles foram levados imediatamente
para o laboratorio e colocados em um béquer com &gua destilada dentro de uma gaiola de
bancada revestida por organza. Um recipiente com uma solucdo de adgua e mel foi colocado
dentro da gaiola para alimentar os individuos de vespa que emergiram das galhas. A gaiola foi
mantida no laboratorio, a temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo,
os individuos que emergiram foram coletados com sugadores manuais e colocados em
microtubos de centrifugacao.

Aos 45 dias ap6s a inoculacdo de B. bassiana em Eucalyptus, todas as plantas
(inoculadas e ndo inoculadas), exceto as plantas controle e matriz, foram infestadas com L.
invasa. Para isso, seis ramos de cada planta foram envoltos por uma sacola de organza contendo
um microtubo de centrifugacdo de 2,0 ml fechado contendo dois individuos de L. invasa
(SARMENTO et al., 2021). Em seguida, os microtubos foram abertos para que as vespas
pudessem sair para ovipositar. Apos 48 horas de infestacdo, as sacolas e as vespas foram

retiradas, e 48 horas apds a remog&o das sacolas e vespas, as amostras foram coletadas.

7.1.5 Coleta de material vegetal
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As amostras consistiram em caules, folhas completamente expandidas e apices foliares
das mudas produzidas conforme descrito anteriormente. Essas amostras foram coletadas de
plantas de cada tratamento, sendo: plantas controle (sem inoculagéo e sem infestacédo), plantas
inoculadas com B. bassiana, plantas infestadas com L. invasa e plantas inoculadas com o B.
bassiana e posteriormente infestadas por L. invasa. Trés repeticdes biologicas foram utilizadas
para cada tipo de amostra, sendo que as repeticdes bioldgicas consistiram em quatro plantas.
As amostras foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente armazenadas a -80°C até a extracdo de RNA. As andlises moleculares foram
realizadas no Laboratorio de Anélises Moleculares (LAM) do Campus Palmas da Universidade
Federal do Tocantins (UFT).

7.2 EXTRACAO DE RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o método CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) (CHANG; PURYEAR; CAIRNEY, 1993) modificado por Gongalves et
al., (2021) e com pequenas alteracbes (DAUDE et al., 2024). Apds a extracdo, a quantidade e
a pureza do RNA (relacbes A260/A280 e A260/A230) foram determinadas por meio de um
espectrofotdbmetro (Nanodrop® One Spectrophotometer), enquanto a integridade do RNA foi

verificada utilizando gel de agarose (0,8%).

7.3 TRATAMENTO COM A DNase E SINTESE DE cDNA

As amostras de RNA (5pug) foram tratadas com DNase I, usando o kit Turbo DNA-free
(Applied Biosystems) e seguindo as instru¢des do fabricante, para eliminar a contaminacéo
residual de DNA. Posteriormente, 0 RNA foi avaliado quanto a sua quantidade e pureza
(relacbes A260/A280 e A260/A230) por espectrofotometria (Nanodrop® One
Espectrophotometer) e sua integridade foi analisada por meio da técnica de eletroforese em gel
de agarose (0,8%). O cDNA foi sintetizado a partir de 1,0 pg de RNA tratado livre de DNA
usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) seguindo o
protocolo do fabricante. As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20 ° C.

7.4 IDENTIFICACAO DAS SEQUENCIAS GENICAS

As sequéncias foram obtidas por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search; ALTSCHUL et al., 1990) confrontando as sequéncias de nucleotideos dos gene-alvo
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da espécie Eucalyptus grandis, oriundas do banco de dados Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/), contra 0 banco de dados Eucalyptus camaldulensis Genome Database

(www.kazusa.or.jp/eucaly/index.html).

7.5 DESENHO DOS PRIMERS

Os primers para RT-gPCR foram desenhados a partir das sequéncias dos genes-alvo
obtidas no banco de dados Eucalyptus camaldulensis Genome Database utilizando o programa
OligoPerfect (apps.thermofisher.com/apps/oligoperfect/). A avaliagdo de qualidade dos

primers desenhados foi realizada por meio da ferramenta OligoAnalyzer
(www.idtdna.com/calc/analyzer). Os primers utilizados para os genes de referéncia foram
descritos por Daude et al., (2024).

Tabela 1 - Descrigdes das sequéncias dos primers para RT-qPCR, nome do gene, nimero de acesso, temperatura
de melting (Tm), tamanho do amplicon, coeficiente de correlagdo (R?) e eficiéncia de amplificacdo (E%) dos genes
analisados.

Numero de N . ‘o Tm Amplicon 2 E
Gene 2CESSO Sequéncia do primer (5-3") ©C) (bp) R (%)

Fw: TGCTCCTCCTCAACCTCCTC 61,1°C

EcERF1 EcC019691.50 Rv: AATCGTCCGTGCTGCAAGTG 59,8 °C

113 1,00 100,0

Fw: AAGGTGGTGGAGTCCGATGC 61,9°C

ECERF6 FcC081223.10 Rv: TCGCGTCATCACAGTCCCAA  61,0°C 88 0,99 98,0
Fw: CGGGCTGCGTACAACATGAG 60,3°C

ECERF96  EcC045072.10 Rv: AGGAGGCGGCTGAAGAAGAG 61,1°C % 0,99 916

ECORA59  EcCO14511.10 Fw: ACTGGAGTCGGTGAGGAGGA 62,3°C 89 099 984

Rv: CGCCTTCTCACACCTCGGTA 61,3 °C

Fw: GCGTTGTTGCTTTGCCTTGC 59,9 °C

EcPR4 EcC034229.60 o cGCTCACGGCATTCAAGTCC 611 °C

118 0,99 98,2

76 RT-gPCR

As anélises de RT-gPCR foram realizadas no termociclador ABI PRISM 7500 RealTime
PCR (Applied Biosystems), utilizando o PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems). As reagdes foram realizadas em um volume final de 10 pL: 1,0 uL de cDNA
(diluido 1:5), 0,2 uL de cada primer a 10 uM, 5,0 uL de PowerUp™ SYBR™ Green Master


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://d.docs.live.net/1e6d9662a3cd6ba7/Documentos/Universidade%20Federal%20do%20Tocantins/Doutorado/Tese/Defesa/Tese/www.kazusa.or.jp/eucaly/index.html
https://apps.thermofisher.com/apps/oligoperfect/#!/design
http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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Mix e 3,6 uL de agua livre de RNase-DNase. Trés replicatas bioldgicas foram utilizadas, e as
reacOes foram realizadas em triplicatas como repeti¢Ges técnicas. As reacdes de amplificacéo
foram conduzidas nas seguintes condi¢fes: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C, seguidos por
40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Para confirmar a especificidade dos
primers, curvas de melting foram geradas apds 40 ciclos de amplificacdo para cada par de
primers, elevando a temperatura de 60 a 95 °C, com um aumento de 1 °C a cada 5 segundos. O
Cq foi determinado pelo nimero de ciclos nos quais a fluorescéncia gerada dentro de uma
reacdo ultrapassa a linha de threshold. O modelo matematico proposto por Pfaffl foi utilizado
para calcular a expressao relativa de todos os genes avaliados (PFAFFL, 2001). Os genes de
referéncia utilizados foram ECPP2A-1, ECSAND e ECEUC12 descrito por Daude et al., (2024).
Os graficos de expressdo relativa foram plotados usando o SigmaPlot (versdo 12.0). O teste de

média foi realizado segundo o teste de Scott-Knott (p < 0.05).

8 RESULTADOS

8.1 ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA POR RT-QPCR

O perfil de expressao relativa dos genes ECERF1 (Figura 1A), ECERF6 (Figura 1B),
ECERF96 (Figura 1C), ECORAS9 (Figura 1D) e EcPR4 (Figura 1E), avaliados nos tecidos de

caule, folha e apice foliar, de todos os tratamentos, esta descrito na figura 1.

8.1.1 Gene EcERF1

O nivel de expressao do gene ECERF1 (Figura 1A) nas plantas controle foi semelhante
nos tecidos de caule, folha e apice foliar, sem diferencas significativas. Em plantas inoculadas
com B. bassiana, a expressao relativa do gene ECERF1 foi mais alta no caule, com uma média
de expressdo de 2,08, em comparacao com 0 mesmo tecido nos outros tratamentos. Para plantas
infestadas com L. invasa, o nivel de expressao mais alto foi observado no apice foliar, com um
valor médio de 5,0, apresentando diferenca significativa tanto em relacdo ao mesmo tecido nos
outros tratamentos quanto aos demais tecidos no mesmo tratamento. Em plantas inoculadas
com B. bassiana e posteriormente infestadas por L. invasa, os niveis de expressao foram baixos
em todos os tecidos, ndo apresentando diferencas significativas. Por fim, entre todos os
tratamentos e tecidos, 0 maior nivel de expressdo foi observado no apice foliar das plantas

infestadas por L. invasa.
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8.1.2 Gene EcERF6

Os maiores niveis de expressdao do gene ECERF6 (Figura 1B) foram observados no
caule, independentemente do tratamento aplicado. Em folha, os niveis de expressdo
mantiveram-se praticamente constantes em todos os tratamentos, sem diferenca significativa.
Similarmente, no apice foliar, os niveis de expressdo foram proximos em todos os tratamentos.
Por outro lado, as plantas infestadas por L. invasa apresentaram expressdo, aproximadamente,

10 vezes maior.

8.1.3 Gene ECERF96

O gene ECERF96 (Figura 1C) apresentou baixa variacao nos niveis de expressdo entre
todos os tecidos e tratamentos. Ao analisar individualmente cada tratamento, observa-se que
nas plantas testemunhas, assim como nas inoculadas com B. bassiana e posteriormente
infestadas por L. invasa, 0s niveis de expressao ndo apresentaram diferenca significativa entre
os tecidos. Nas plantas inoculadas com o B. bassiana, a expressdo do gene ECERF96 foi mais
alta em caule quando comparado ao mesmo tecido dos demais tratamentos. O nivel de
expressdo mais alto foi notado no apice foliar das plantas infestadas por L. invasa, onde a
expressao alcancou um valor médio de 7,0, sendo aproximadamente quatro vezes mais alta em
relacdo aos demais tecidos. Comparando somente o apice foliar em planta infestadas pela L.
invasa com os demais tratamentos, a valor de expressdo é ainda maior, sendo quase 7 vezes

mais expresso.

8.1.4 Gene ECORA59

O perfil de expressdo do gene ECORAS9 (Figura 1D) foi semelhante tanto nas plantas
testemunhas quanto nas inoculadas com B. bassiana e nas que foram posteriormente infestadas
por L. invasa apos a inoculagdo com B. bassiana. Os valores de expressdao em caule, folha e
apice foliar foram proximos entre esses tratamentos, apresentando diferenga significativa
somente no tecido de caule das plantas inoculadas com o B. bassiana em comparagéo ao mesmo
tecido dos outros tratamentos. Em relacéo as plantas infestadas por L. invasa, os maiores valores
médios de expressdo foram observados no apice foliar, com aproximadamente 330,0. Em
comparagdo com todos os tratamentos, a expressdo do ECORAS59 no apice foliar das plantas

infestadas por L. invasa foi cerca de 300 vezes mais alta. Em termos de valores de expresséo, o



114

ECORADS9 foi 0 gene que apresentou a maior diferenca de expressao quando comparado a todos

0s demais genes analisados.

8.1.5 Gene EcPR4

O maior nivel de expressdo do gene EcPR4 (Figura 1E) foi observado no apice foliar
das plantas infestadas por L. invasa, com um valor médio de expressdo de 63,27. Em
comparacao com o apice foliar dos outros tratamentos, esse valor representa uma expressdo 7,5
vezes maior. Nos demais tratamentos, o perfil de expresséo foi semelhante, sem diferenca
significativa nas plantas testemunhas e as inoculadas com o B. bassiana e posteriormente
infestadas pela L. invasa. Nas plantas inoculadas com o B. bassiana o tecido de caule apresentou

diferenga significativa quando comparado ao mesmo tecido dos outros tratamentos.
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Figura 1. Padrdo de expressdo relativa de todos os genes analisados. A) ECERF1. B) ECERF6. C) ECERF96. D)
EcORAS9. E) EcPR4. As colunas representam a diferenca na expressdo génica em relacdo a uma amostra
calibradora. Para todos os genes, a amostra calibradora foi o caule (testemunha), exceto para o gene ECERF6 que
utilizou o apice foliar (testemunha). Os niveis de expressdo foram obtidos a partir de trés replicatas bioldgicas e as
barras de erro representam o desvio padrdo entre essas replicatas. As médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes entre si, sendo letras maitsculas usadas para comparar médias de expressdo entre 0s
tecidos e as letras mindsculas para comparar médias de expressdo entre os tratamentos, segundo o teste de Scott-
Knott (p < 0.05).

9 DISCUSSAO

9.1 ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA POR RT-QPCR

A acdo dos FTs é caracterizada por dois fatores principais: sua capacidade de (1) se ligar
ao DNA e (1) ativar ou reprimir a expressdo (HUANG; CATINOT; ZIMMERLLI, 2016). Os
genes ERF, por meio do dominio AP2/ERF, sdo capazes de se ligar a sequéncias de DNA
contendo regides especificas contendo a sequéncia GCC (AGCCGCC) (HAO; OHME-
TAKAGI; SARALI, 1998). Estas regides geralmente sdo conservadas nas regides promotoras de
genes PR induzidos por JA e ET (BROWN et al., 2003; OHME-TAKAGI’; SHINSHI, 1995;
VAN DER DOES et al., 2013). No entanto, a ativacdo de uma rede FTs, como os genes ERF,
que regulam a expressdo de genes PR (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016), esta
diretamente ligada a sinalizacdo e interacdo entre diferentes fitorménios, como ET, AJ, AS e
ABA, fundamentais para organizar as respostas de defesa das plantas (BROEKGAARDEN et
al., 2015; PIETERSE et al., 2009, 2012). Em eucalipto, 0 ET é o principal hormonio de defesa
contra a L. invasa na fase inicial ap6s a infestacdo, sendo também responsavel pela modulacéo
da defesa das plantas contra outros herbivoros e patdgenos (BROEKGAARDEN et al., 2015;
SARMENTO, 2019). Entretanto, a analise dos fatores de transcricdo ERF e dos genes PR em
resposta a inoculacdo do B. bassiana e ao ataque da L. invasa ainda é escassa, tornando 0s
resultados descobertas valiosas para 0 melhor entendimento do envolvimento desses genes no

processo de defesa.

9.1.1 Gene EcERF1

A expressao observada no apice foliar, que foi quatro vezes maior em plantas infestadas
pela L. invasa (Figura 1A), sugere uma resposta especifica do hospedeiro que parece se
restringir aos tecidos diretamente afetados, uma vez que o inseto ataca, preferencialmente, as
folhas novas em formagéo (apice foliar) (MENDEL et al., 2004; SARMENTO et al., 2022).
Em Arabidopsis, o0 gene ERF1 foi o primeiro identificado a participar da via de sinalizagéo de
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ET, onde desempenha um papel promotor na expressdo de genes de defesa induzidos por ET,
como 0 PDF1.2 e PR3 (LORENZO et al., 2003; SOLANO et al., 1998). Considerando a funcao
do gene ERF1 na inducdo desses genes de resposta a patogenos (HUANG; CATINOT;
ZIMMERLI, 2016), a maior expressao observada nesse tecido é justificada, uma vez que o
aumento da expressdo génica parece ser crucial para a planta responder eficazmente ao estresse
bidtico. Essa resposta pode incluir a inibicdo do crescimento microbiano e o aumento da
resisténcia a patdgenos necrotréficos, como observado em estudos anteriores com Arabidopsis
(BERROCAL-LOBO; MOLINA, 2004; BERROCAL-LOBO; MOLINA; SOLANO, 2002;
SOLANO et al., 1998). Além disso, em outras espécies, como trigo, estudos tem mostrado a
influéncia do gene ERF1 na expressdo de genes relacionados a patdgenos e no processo de
defesa em plantas (ZHU et al., 2014).

Contrastando com o apice foliar em plantas infestadas apenas pela L. invasa, o tecido
atacado pelo mesmo inseto, mas que foi inoculado previamente com B. bassiana ndo mantém
o0 nivel de expressao elevado. 1sso pode estar relacionado ao fungo B. bassiana promover a
resisténcia do eucalipto ao ataque da L. invasa, como observado por Rocha et al., (2023), o que
justificaria um nivel de expressdo menor mesmo a planta sob ataque. Esta alteracdo na
expressdo reforca o papel do gene ERF1 no mecanismo de defesa da planta contra o ataque da
vespa e corrobora que a inoculacdo com o fungo B. bassiana pode efetivamente conferir
resisténcia ao eucalipto (NUNES et al., 2023; ROCHA et al., 2023), como indicado por um
menor nivel de expressdo, que sugere uma resposta reduzida ao ataque devido a a¢do do fungo.

9.1.2 Gene EcERF6

Entre todos os genes analisados, 0 ECERF6 apresentou o perfil de expressdo mais
distinto (Figura 1B). Enquanto a maior expressao dos outros genes foi observada no apice foliar
das plantas infestadas pela L. invasa (Figura 1), o ECERF6 exibiu seus maiores niveis de
expressao no caule. Esse perfil de expressdo pode estar relacionado ao fato de o gene ERF6
desempenhar um papel ndo apenas na imunidade das plantas (MOFFAT et al., 2012;
WARMERDAM et al., 2019), mas também na resposta das plantas a estresses abiéticos, como
estresses oxidativos, de seca, osmaticos e luminosos (DUBOIS et al., 2013; SEWELAM et al.,
2013; SKIRYCZ et al., 2011; VOGEL et al., 2014; WANG et al., 2013). Além disso,
diferentemente de outros FTs, como 0 ERF1 e o0 ORA5S9, a expressdo de ERF6 induzida por
patogenos é independente de ET, o que pode justificar o motivo pelo qual o gene ECERF6

apresenta as maiores expressdes em tecidos ndo atacados pelo inseto.
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No entanto, ao focar somente no apice foliar, observa-se um aumento de expressao
quando a planta esta sob o ataque da vespa, podendo indicar o envolvimento do gene na resposta
ao ataque da vespa. Em Arabidopsis, a expressdo do gene ERF6 resultou em um aumento
significativo da resisténcia ao fungo necrofito Botrytis cinérea (MOFFAT et al., 2012). Além
disso, o ERF6 regula a suscetibilidade de Arabidopsis a Meloidogyne incognita, um nematdide
que parasita as raizes e é capaz de induzir galhas (WARMERDAM et al., 2019) similares as

induzidas pela L. invasa.

9.1.3 Gene ECERF96

O gene ECERF96 foi mais expresso no apice foliar das plantas infestadas por L. invasa,
apresentando uma expressdo aproximadamente sete vezes maior em comparagdo com o apice
foliar dos outros tratamentos (Figura 1C). Esse resultado corrobora com os estudos disponiveis
na literatura, considerando o papel do ET na inducéo dos genes ERF (HUANG; CATINOT;
ZIMMERLI, 2016) e a ativacdo da via do ET nas fases iniciais ap0s a infestacdo
(BROEKGAARDEN et al.,, 2015; SARMENTO, 2019). Em Arabidopsis, por exemplo,
observou-se um aumento da expressdo do gene ERF96 quando a planta foi tratada com um
precursor de ET, o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), e a superexpressdo do
gene ERF96 aumentou a resisténcia da planta a patégenos necrotréficos, como o fungo Botrytis
cinerea e a bactéria Pectobacterium carotovorum. Esse aumento da resisténcia, quando o
ERF96 é superexpressado, estd correlacionado com a inducdo de genes PR dependentes de
JA/ET, como PDF1.2, PR3 e PR4, uma vez que o gene ERF96 se liga as regides promotoras
desses genes PR dependentes de JA/ET, provavelmente por meio dos elementos GCC presentes
em seus promotores (CATINOT et al., 2015).

9.1.4 Gene ECORA59

O gene ECORA59 mostrou alta expressdo no apice foliar das plantas infestadas por L.
invasa, sendo cerca de 300 vezes maior em comparacao com outros tecidos analisados. Dentre
todos os genes avaliados, 0 ECORA59 destacou-se com a maior expressao (Figura 1D). Essa
elevada expressdo pode ser atribuida a funcdo crucial do ORA59 como principal integrador das
vias de sinalizacdo de JA e ET, que regulam a expressdo de PDF1.2 e, consequentemente, a
defesa da planta contra patogenos necrotréficos (HUANG; CATINOT; ZIMMERLI, 2016). A
analise com mutantes de ORAS9 revelaram que o0 gene € essencial para induzir a expressao de

genes PDF (PLANT DEFENSIN) ap6s o ataque do patégeno fungico Colletotrichum tropicale.
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Os ensaios de inoculagcdo com Alternaria brassicicola também mostratam que 0 ORA59 esté
envolvido na resisténcia da planta apés a invasao do patégeno (KOSAKA et al., 2020).

A expressdo de ORAS9 é controlada pelas vias de transducao de sinal de JA e ET e,
similarmente ao ERF1, a superexpressdo de ORA5S9 resulta no aumento da resisténcia, enquanto
o silenciamento de ORA59 em Arabidopsis aumenta a suscetibilidade ao fungo B. cinerea (PRE
et al., 2008). O fendtipo de resisténcia esta associado a capacidade do ORA59 se ligar ao
promotor de PDF1.2 e ativar diretamente sua transcricdo (ZAREI et al., 2011). Além disso, 0
promotor do ORA59 tem uma sequéncia GCC, que é uma regido de ligagdo para ERF96
(CATINQOT et al., 2015), e provavelmente para outros genes ERFs (CEVIK et al., 2012).

9.1.5 Gene EcPR4

Os genes PR séo regulados por uma rede FTs (HUANG; CATINOT; ZIMMERLLI, 2016),
que sdo ativados pela sinalizacéo e interacdo entre diferentes fitorménios (PIETERSE et al.,
2009, 2012). Segundo a literatura, 0 ERF96 esta envolvido na inducéo de genes PR dependentes
de JA/ET, como PR4, uma vez que se liga as regiGes promotoras desses genes, provavelmente
por meio da sequéncia GCC (CATINOT et al., 2015). Em nosso estudo, essa possivel relacdo
de regulacédo entre o0 ERF96 e PR4 foi evidenciada pelos perfis de expressdo génica observados.
O gene ECERF96, assim como o gene PR4, apresentou o maior nivel de expressao no apice
foliar das plantas infestadas por L. invasa (Figura 1C). Esses resultados sugerem, conforme
descrito na literatura, que o aumento de expressdo do gene ERF96 esta diretamente ligado ao
aumento de expressdo do gene PR4.

O gene PR4 tem sido associado ao mecanismo de defesa plantas contra o ataque de
patégenos (AGRAWAL et al., 2003), uma vez que, durante a interacdo planta-patégeno
necrotréfico, a via de sinalizacdo JA/ET € ativada, induzindo a expressao de genes PR, entre 0s
quais inclui o PR4 (ALI et al., 2017). Os resultados obtidos para o gene ECPR4 sugerem o
envolvimento deste gene na resposta ao ataque L. invasa. Embora esta praga seja um inseto
galhador de plantas (STONE; SCHONROGGE, 2003), a literatura indica que a relagdo entre o
inseto e o0 hospedeiro pode ser equiparada a interagcdo planta-patdgeno, considerando os danos
que o inseto pode causar durante sua alimentacdo e formacdo de galhas (KALOSHIAN;
WALLING, 2005).
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10 CONCLUSAO

Os resultados revelam padrBes especificos de expressdo para cada gene e tecido,
destacando o papel crucial dos fatores de transcricdo ERF e dos genes PR na resposta de defesa
das plantas. Em particular, a alta expresséo dos genes ECERF1, ERF96, ECORA59 e EcPR4 no
apice foliar das plantas infestadas por L. invasa sugere uma resposta localizada e intensificada,
possivelmente devido ao maior ataque do inseto nesse tecido. Além disso, a reducdo da
expressdo de todos os genes em plantas inoculadas com B. bassiana e subsequentemente
infestadas por L. invasa indica um ganho de resisténcia da planta ao ataque da praga,

corroborando com estudos descritos na literatura.
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12 CONCLUSAO

Este estudo pioneiro identificou os genes de referéncia adequados para a normalizacao
de analises de expressao génica em hibridos de Eucalyptus (E. tereticornis x E. camaldulensis)
sob a inoculagdo com o fungo B. bassiana e a infestacéo por L. invasa. Além disso, é a primeira
pesquisa a investigar a expressao dos genes ERF e PR nestas condigdes especificas. A selecdo
acurada dos genes de referéncia estabelece uma base solida para futuros estudos de expressao
génica neste contexto. A analise dos genes ERF e PR fornece insights importantes para
compreender os mecanismos de defesa do eucalipto contra o ataque da L. invasa, contribuindo
significativamente para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético focadas na

resisténcia a esta praga.
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