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RESUMO

A presenca da vespa-da-galha (Leptocybe invasa Fisher & La Salle, 2004; Hymenoptera:
Eulophidae) no eucalipto é um grande desafio para a industria florestal brasileira, causando
perdas econémicas significativas. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo
investigar a relacdo genética e fenotipica em gendtipos de Eucalyptus visando resisténcia a
vespa-da-galha, utilizando marcadores ISSR e andlise de imagem baseada nos danos
causados pela vespa-da-galha. A diferenciacdo dos genotipos em resposta a vespa-da-galha
foi realizada por meio de marcadores ISSR. Foram coletadas amostras de folhas jovens de
um conjunto de 80 mudas de eucalipto, das quais 50 foram identificadas como resistentes e
30 como suscetiveis a infestacdo pela vespa-da-galha. Para identificar genotipos resistentes
e suscetiveis com base nos danos provocados pela vespa-da-galha, utilizou-se o
equipamento GroundEeye® para capturar imagens de 60 folhas de seis genotipos, sendo
trés resistentes e dois sucetiveis e posterior analise de imagem. Os marcadores ISSR
geraram fragmentos em quantidade adequada para distinguir os genétipos resistentes
daqueles suscetiveis. A andlise fenotipica demonstrou ser eficaz na distin¢cdo entre 0s
gendtipos suscetiveis e resistentes a vespa-da-galha. Os caracteres qualitativos e
quantitativos mostraram diversidade entre os gendtipos e poderdo servir como base em
estudos genéticos futuros de espécies eucalipto. Esses resultados contribuem para 0 manejo
da vespa-da-galha em eucalipto e ressalta a importancia da abordagem integrativa da

genotipagem e fendtipagem.

Palavras-chave: Analise de imagens, resisténcia, vespa-da-galha, ISSR.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto € uma arvore de grande porte, nativa da Austrdlia, e amplamente
cultivada em todo o mundo, principalmente em regibes tropicais e subtropicais, devido a
sua alta produtividade, crescimento rapido e valor comercial, sendo um dos géneros de
maior importancia na silvicultura (Ruber, 2018; Santarosa; Penteado Junior; Goular, 2014).

Devido sua facilidade em se adaptar a diferentes condi¢6es climaticas, o eucalipto
pode ser plantado em todas as regides do Brasil, se tornando o género mais predominante
em projetos de reflorestamento no pais (Ruber, 2018). Com a introdu¢do da monucultura
do eucalipto no pais, um grande desafio para sua producdo vem sendo as grandes perdas
ocasionadas pelo ataque de insetos-praga, como é o caso da vespa-da-galha, Leptocybe
invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae), que é considerada uma das pragas
mais ameacadoras para o eucalipto, causando danos severos nos plantios em todo o mundo
(Silva et al., 2014).

Visando reduzir o empacto causado pelo ataque desses insetos-praga diversas
alternativas vém sendo adotadas para o seu controle, sendo o uso de inseticidas uam delas
(Corréa; Salgado, 2011). Outra alternativa é o controle bioldgico, através da utilizacdo de
inimigos naturais da vespa-da-galha, visando controlar sua populacdo (Huang et al., 2018).

Além disso, préaticas culturais, como a remocdo de galhas e ramos infestados,
também podem ser medidas eficazes para o controle da vespa-da-galha em plantacdes de
eucalipto (Almeida et al., 2013).

Estudos tem demostrado que alguns gendtipos de eucalipto sdo resistentes a vespa-
da-galha como o E. Tereticornis, E. Camaldulensis e E. pellita (Yang et al., 2014,
Gongalves et al., 2019). Desse modo, a resisténcia a praga é uma caracteristica importante
para a sobrevivéncia e produtividade de plantagdes de eucalipto.

A caracterizacdo fenotipica aliada a analise molecular de gendtipos de eucalipto
resistentes a vespa-da-galha é uma estratégia importante para a identificagdo de
caracteristicas associadas a resisténcia, selecdo de genotipos mais resistentes e
desenvolvimento de marcadores moleculares para selecdo assistida. Além disso, a
caracterizagdo molecular pode contribuir para a identificacdo de genes e vias metabolicas
envolvidas na resisténcia aos insetos-praga, possibilitando o desenvolvimento de
estratégias de controle mais eficazes e sustentaveis (Dittrich-Schrdder et al., 2020).

A resisténcia aos insetos-praga € essencial para a produtividade e sobrevivéncia das
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plantacGes de eucalipto, sendo necesséria a selecdo de genotipos resistentes, o controle
bioldgico e o uso racional de inseticidas para garantir a satde das plantas e 0 sucesso da
producdo (Silva et al., 2021).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar a relacdo genética e
fenotipica em genoétipos de Eucalyptus visando resisténcia a vespa-da-galha L. invasa
Fisher & La Salle, 2004 (Hymenoptera: Eulophidae), utilizando marcadores ISSR e anélise

de imagem baseada nos danos causados pela vespa-da-galha.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eucalyptus

O eucalipto € uma arvore perene de grande porte pertencente a familia Myrtaceae e faz parte do
género Eucalyptus, com mais de 600 denominag@es, incluindo espécies, variedades e hibridos (Silva,
2005). Embora seja originario da Austrélia e Indonésia, o eucalipto € amplamente empregado em
plantios florestais em todo o mundo devido a sua rapida taxa de crescimento e as diversas aplicacdes
comerciais que oferece. Segundo Mora e Arriagada (2016), a espécie é cultivada em mais de vinte
milhdes de hectares em regides tropicais e temperadas do mundo.

Além da producdo de madeira, celulose e fonte de bioenergia, o cultivo do eucalipto surge
como um alternativa real para preservar a natureza, ajudando a reduzir o desmatamento de florestas
nativas, melhorarando a qualidade do solo, reduzindo a erosdo e mitigando as mudancas climaticas e
aumentando a producdo de biomassa (Zheng et al., 2014).

A indUstria florestal de eucalipto € um setor estratégico para atender a demanda global por
madeira, celulose e recursos energéticos renovaveis. Essa demanda vem crescendo devido a fatores
como 0 aumento do consumo de madeira em paises como india, 0 Brasil e a China, 0 crescimento
populacional, a exploracdo madeireira ilegal e a conversao de terras para agricultura (Calazans et al.,
2021). As potencialidades do eucalipto como fornecedor de matéria-prima de alta qualidade para
diversas aplicagdes industriais estdo bem estabelecidas, com os requisitos de qualidade da madeira
necessarios para tais usos amplamente definidos. As perspectivas de uma utilizacdo intensiva da
madeira de eucalipto sdo altamente promissoras, sustentadas pelo conhecimento acumulado em
silvicultura e manejo de varias espécies do género, bem como pela sua maleabilidade e as respostas
positivas ao melhoramento genético, tornando-o adequado para uma ampla gama de aplicacfes (Silva,
2005).

O aumento recente de pragas invasoras tem sido um desafio para a produtividade das
plantacdes de eucalipto, principalmente em se tratando de vespas que formam galhas, como &
0 caso da vespa-da-galha, uma das pragas de insetos mais ameacadoras em espéecies nédo
nativas de eucalipto utilizadas em plantages em todo o mundo (Dittrich-Schroder et al.,
2020).

2.2 Leptocybe invasa Fisher & La Salle 2004: bioecologia e danos em plantagc6es de eucaliptos

A ordem Hymenoptera, que inclui abelhas, vespas e formigas, € conhecida por sua

diversidade em caracteristicas reprodutivas, que podem afetar a capacidade de estabelecimento
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desses insetos. No entanto, essa ordem também possui muitas espécies invasoras que podem
causar danos ambientais e econdémicos substanciais, preocupando agentes reguladores em
diversos paises (Queffelec et al., 2021).

A vespa-da-galha € uma espeécie invasora originaria da Australia, pertencente a familia
Eulophidae e considerada uma praga potencial para o eucalipto em todo 0 mundo. Com um
comprimento de cerca de 1,1 a 1,4 mm, foi descoberta pela primeira vez no Oriente Médio em
2000 (Wilcken et al., 2011) e posteriormente encontrada no Brasil em 2008, em diversas
espeécies e clones de Eucalipto , causando perdas significativas em todo o pais (Costa et al.,
2008). Embora o género Eucalyptus tenha sido introduzido no Brasil no inicio do século XIX,
a maior diversidade de espécies invasoras associadas ao eucalipto esta concentrada na Europa,
América do Norte e Africa (Hurley et al., 2016).

A formacdo de galhas em folhas de eucalipto devido ao ataque da vespa-da-galha causa
deformacdo de brotos terminais e folhas, resultando em abscisdo mais rapida de folhas e
ressecamento de brotos (Mendel et al., 2004; Quang Thu; Dell; Burgess, 2009). No interior
das galhas formadas pela vespa, sdo criadas camaras individuais ou coletivas que fornecem
nutricdo e protecdo aos seus indutores, além de protegé-los de flutuacdes microclimaticas e
inimigos naturais (Stone et al., 2002). No entanto, o desenvolvimento das larvas no interior
das galhas gera hiperplasia nos tecidos da planta, causando interrup¢do do fluxo normal da
seiva e prejudicando o crescimento e desenvolvimento da mesma (Doganlar, 2005;
Shorthouse; Wool; Raman, 2005).

O ataque dessas vespas afeta significativamente as planta¢fes de eucalipto, causando
grandes prejuizos econémicos. Segundo Lemes et al. (2017), os danos econdmicos do ataque
de vespa-da-galha em eucalipto podem variar de acordo com a intensidade do ataque e a
espécie plantada. As mudas de viveiro e as plantacdes jovens sao mais suscetiveis ao ataque da
vespa. Em arvores com mais de dois anos de idade, o impacto € menor (Thu; Dell; Burgess,
2009). No entanto, € importante realizar o rastreamento de uma ampla variedade de espécies,
clones e hibridos de eucalipto para avaliar sua resisténcia ou tolerancia a vespa-da-galha, pois
sem novos materiais, a industria de plantacdo de eucalipto corre o risco de ter suas plantac6es
inviaveis devido aos sérios danos causados pelo ataque da vespa (Thu; Dell; Burgess, 2009).
Além dos danos diretos a producdo de madeira, o ataque de vespa-da-galha em eucalipto
também pode causar prejuizos indiretos, como 0 aumento nos custos de producdo com a
aplicacdo de defensivos agricolas e o tempo gasto com o manejo da praga (Lemes et al.,
2017).
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A ameaca representada pela vespa-da-galha destaca a importancia do monitoramanto
de pragas invasoras e da busca por gendétipos resistentes ou tolerantes em plantacdes de
eucalipto. Dessa forma, o conhecimento sobre a distribuicdo e diversidade das vespas
invasoras ja existentes é imprescindivel, assim como compreender os desafios relacionados as
novas introducdes, para adotar medidas efetivas e enfrentar essas ameacas (Dittrich-Schroder
et al., 2020).

A acdo herbivora dos insetos desencadeia um complexo conjunto interativo de
respostas moleculares e fisioldgicas nas plantas de acordo com o tipo de dano causado pela
alimentacdo dos insetos e os mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas, ao sofrerem
um dano (Nabity; Zavala; Delucia, 2009). Dessa forma, compreender oS mecanismos de
resisténcia, € fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes contra esses insetos-

praga (Calazans et al., 2023).

2.3 Manejo integrado de pragas

As pragas representam uma ameaca significativa para a agricultura e a producao
florestal, causando perdas substanciais na produtividade e qualidade dos produtos. A
resisténcia de plantas a insetos-praga desempenha um papel fundamental na agricultura e na
producdo florestal, refletindo uma longa historia de evolucdo compartilhada entre plantas e
insetos herbivoros. A coevolucdo entre esses grupos resultou na notavel capacidade das
plantas em desenvolver mecanismos adaptativos e de defesa contra pragas, impulsionando a
diversificacdo adaptativa de ambos (Ehrlich; Raven, 1964; Firstenberg-Hégg; Zagrobelny;
Bak, 2013).

O ataque de insetos, ou mesmo a percepcdo do ataque, desencadeia uma Série
complexa de respostas moleculares e fisioldgicas relacionadas a defesa, ao mesmo tempo em
que reduz a expressdo de genes relacionados a fotossintese, afetando a capacidade
fotossintética e reduzindo seu rendimento e produtividade (Kessler; Baldwin, 2002; Nabity;
Zavala; Delucia, 2009). Estudos ecofisioldgicos contribuem para a compreensao sobre como
as plantas respondem as alteracdes ambientais, incluindo o estresse provocado pela presenca
de insetos (Bale et al., 2002).

Embora o controle desses agentes geralmente seja realizado através do uso de
pesticidas, sua aplicacdo indiscriminada levanta preocupacdes ambientais econémicas,
destacando a necessidade de adotar abordagens mais sustentaveis, como 0 manejo integrado

de pragas (MIP), que engloba uma variedade de métodos de controle, incluindo o controle
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bioldgico e préticas culturais, com o objetivo de promover a gestdo sustentavel das pragas
(Calazans et al., 2023). Dessa forma, o MIP tem como objetivo complementar, reduzir ou substituir o
uso de pesticidas sintéticos, promovendo uma gestao coordenada e integrada de diferentes estratégias de
controle (Pretty; Bharucha, 2015). Isso inclui 0 monitoramento regular de pragas e seus inimigos
naturais, a definicdo de niveis de controle para orientar as decisGes e uma ampla gama de abordagens que
vdo desde a gestdo e substituicdo de produtos pesticidas até a reestruturacdo do agroecossistema
(Morandi; Bettiol, 2009; Pretty; Bharucha, 2015), por meio da implantacdo de uma variedade de
meétodos de controle de pragas como, plantas resistentes, inseticidas seletivos aos inimigos naturais,
medidas culturais, uso de parasitoides, predadores e patgenos (Libera, 2022).

Os pesticidas desempenham um papel fundamental no controle de insetos-praga, contribuindo
significativamente para 0 aumento da producao de alimentos (Almeida et al., 2017). Entretanto, seu uso
indiscriminado pode causar danos a0 meio ambiente e a salde humana, através da contaminacdo de
alimentos, agua e produtos agricolas, além de contribuir para o surgimento de resisténcia nos insetos
(Lemes; Zanuncio, 2021; Sosa-Gomez; Silva, 2010; Chawla et al., 2018; Loges et al., 2004;
Morandi; Bettiol, 2009). Dessa forma, é essencial buscar alternativas eficazes para o controle
de insetos-praga (Loges et al., 2004; Morandi; Bettiol, 2009).

Uma forma de controle mais sustentavel é uso de parasitoides, como por exemplo, 0
Aprostocetus causalis, o Quadrastichus mendeli, o Selitrichodes kryceri e o Selitrichodes
neseri (Calazans et al., 2023). Além disso, outra forma de controle é através da selecdo de
gendtipos resistentes a insetos, feita por meio de técnicas moleculares, como a analise de
marcadores genéticos associados a resisténcia (Carneiro et al., 2009). Isso permite a
identificacdo de genes envolvidos na resisténcia, bem como a selecdo de genotipos mais
resistentes (Recchia, 2011). A caracterizacdo fenotipica também pode ajudar a identificar
caracteristicas especificas das plantas resistentes, pela analise de danos causados na planta por
meio da analise digital de imagens (Mutka; Bart, 2015)

A selecdo de genotipos resistentes de eucalipto € uma estratégia importante para o
controle da vespa-da-galha. Estudos tém mostrado que existem diferencas genéticas entre 0s
genotipos de eucalipto em relagéo a resisténcia a praga (Spinola Filho, 2023). A identificacdo
de genotipos resistentes pode levar a sele¢do de plantas com maior potencial de sobrevivéncia,
podendo ser utilizada como ferramenta de selecdo de plantas mais resistentes em programas de
melhoramento genético. A selecdo de gendtipos resistentes ou menos suscetiveis tem o
potencial de reduzir os danos causados pelo inseto galhador em eucalipto, uma vez que ha

variacdo na resisténcia entre espécies, procedéncias, genotipos e/ou variedades clonais (Zhang
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etal., 2018).

2.4 Genotipos resistentes

No Brasil, a produtividade e qualidade da madeira dos plantios de Eucalipto
experimentaram um notavel aumento, gracas a criacdo de hibridos interespecificos dentro
deste género, seguida da clonagem dos exemplares mais destacados das progénies resultantes
desse processo.

No desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético, 0s cruzamentos
controlados desempenham um papel crucial no incremento das caracteristicas produtivas de
espécies florestais (Carvalho Junior et al.,, 2023). A propagacdo vegetativa tem se
transformado em uma ferramenta crucial para aprimorar a competitividade das indUstrias da
area florestal, atingindo seu maéaximo potencial quando combinada com programas de
melhoramento genético. Isso resulta na criacdo de florestas clonais com hibridos que
apresentam maior produtividade e qualidade superior da madeira (Borges et al., 2011).

Na producédo comercial de hibridos, € crucial garantir a viabilidade econémica, fazendo
com que a forma de reproducdo da espécie desempenhe um papel fundamental, tornando a
exploracdo da heterose viavel apenas em algumas espécies (Borges, 2022). Os hibridos
sintéticos, cultivados em testes de progénies e/ou parcelas de avaliacdo para selecdo e
clonagem, geram notaveis ganhos genéticos atribuidos aos efeitos da heterose e/ou a
combinacdo vantajosa de caracteristicas (Resende; Alves, 2021).

A obtencdo de ganhos genéticos no melhoramento de espécies de Eucalipto é
alcancada de maneira mais répida e eficaz por meio da hibridacdo interespecifica (Assis,
2015).

A resisténcia a insetos € uma caracteristica importante para a producédo de eucalipto, e
a selecdo de gendtipos resistentes pode ser uma estratégia eficaz para 0 manejo de pragas.
Existem diferencas significativas na resisténcia a insetos entre diferentes espécies e hibridos
de eucalipto (Rosado et al., 2014), por exemplo, algumas espécies, como Eucalyptus grandis,
sdo altamente suscetiveis a insetos, enquanto outras, como Eucalyptus tereticornis, sdo mais
resistentes. O uso de marcadores moleculares ISSR e a caracterizagdo fenotipica de folhas
podem ser ferramentas importantes na identificacdo de genoétipos resistentes a vespa-da-galha
(Bellon, 2014; Lima et al., 2015). Através da analise de caracteristicas fenotipicas das folhas e
da identificacdo de marcadores moleculares especificos, € possivel identificar os genotipos que

apresentam maior resisténcia a praga. A utilizagdo de genotipos resistentes pode ser uma
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alternativa promissora e sustentavel para o controle desta praga em plantios de eucalipto.

2.5 Marcadores moleculares ISSR

A importancia de conservar ou melhorar a qualidade do ambiente de cultivo,
considerando as limitagdes ao crescimento das areas agricolas, associadas a busca por uma
melhor qualidade de vida nas areas rurais e urbanas, torna essencial a melhoria dos
procedimentos associados a producdo de plantas, que pode ser realizado por meio da utilizacéo
de tecnologias relevantes (Dantas, 2019). Uma maneira extremamente eficaz para
identificacdo da variabilidade genética envolve a utilizacdo de marcadores moleculares
(Caixeta et al., 2003).

Nos ultimos anos, varios marcadores moleculares tém sido utilizados para anélises
genéticas em plantas, permitindo a analise genética de caracteristicas fenotipicas por meio de
abordagens baseadas em DNA (Cappa et al., 2016; Zhang et al., 2018). Marcadores de DNA
ligados a caracteristicas agronémicas importantes sdo valiosos para programas de
melhoramento de culturas, permitindo aos melhoristas selecionar plantas com caracteristicas
desejaveis de maneira mais rapida e precisa, acelerando assim o processo de melhoramento
genético (Reddy; Sarla; Siddiq, 2002).

A identificacdo de marcadores pode fornecer informacgdes valiosas sobre o controle
genético da resisténcia aos insetos nas espécies vegetais, ja que ha pouco conhecimento acerca
dos loci genémicos relacionados a resposta das plantas as vespas da galha (Zhang et al., 2018).
Marcadores ISSR tém sido empregados para criar marcadores especificos de espécies, genes e
caracteristicas (Reddy; Sarla; Siddiqg, 2002).

Os marcadores moleculares tém potencial para serem utilizados em estudos de
diversidade genética, taxonomia e mapeamento génico, além de auxiliarem no melhoramento
de Eucalipto por meio de selecdo assistida (Acufia, 2011). No entanto, os marcadores
genéticos funcionais ainda séo escassos em espécies florestais (Acufia, 2011).

A selecdo assistida por marcadores (SAM), por exemplo, é uma abordagem que utiliza
variacfes no DNA para rastrear e monitorar regides especificas dos genomas durante o
processo de melhoramento de plantas (Moose; Mumm, 2008). Isso se torna especialmente
relevante quando se busca caracteristicas complexas, como resisténcia a doencas e pragas
(Furbank; Tester, 2011).

A técnica Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)-PCR é uma abordagem simples e
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rapida que utiliza sequéncias de microssatélites como primers em uma reacdo em cadeia da
polimerase, gerando marcadores multilocus altamente polimdrficos. Os marcadores ISSR s&o
uteis em estudos de diversidade genética, filogenia, marcacdo genética, mapeamento do
genoma e biologia evolutiva, oferecendo uma visdo geral detalhada da técnica e sua aplicacéo
em genética e melhoramento de plantas em uma ampla gama de espécies cultivadas.

Uma das limitagdes do uso de marcadores ISSR é que eles se comportam como 0s
alelos dominantes e heterozigotos, o que impossibilita a diferenciacdo entre individuos
homozigotos e heterozigotos sem uma analise mais detalhada (Chen et al., 1998).

A genotipagem é essencial para o planejamento de estratégias de melhoramento,
fornecendo uma base cientifica para melhorar o manejo dos recursos genéticos em espécies de
arvores florestais (Poltri et al., 2003), sobretudo, pode contribuir para discriminar genotipos e
identificar aqueles de interesse para serem utilizados em programas de melhoramento.

A genotipagem tem demandado consideraveis esfor¢os na busca pela compreenséo
dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia de plantas ao ataque de insetos-praga.
Contudo, a fenotipagem ainda enfrenta desafios nesse contexto. Essa etapa é de extrema
importancia para aumentar a eficiéncia na sele¢do nos programas de melhoramento.

As técnicas de melhoramento genético passaram por transformacdes significativas,
com uma gama de tecnologias aprimorando a eficiéncia e os resultados nos programas de
melhoramento de plantas. Porém, estas inovacdes ainda ndao foram amplamente adotadas
(Tester; Langridge, 2010). Para melhorar a eficiéncia do melhoramento de plantas, a ulitizacédo
de tecnologias fenotipicas confidveis, automatizadas e de alto desempenho, tem sido

empregadas na selecdo genotipos de interesse (Zhao et al., 2019).

2.6 Fenotipagem

O melhoramento de plantas tem uma longa histéria de integracdo das mais recentes
inovacgdes em biologia e genética para auxiliar o melhoramento das culturas (Moose; Mumm,
2008). Nos ultimos anos, as tecnologias estdo aprimorando a precisdo e a velocidade das
mensuracOes fenotipicas para uma melhor caracterizagdo e compreensdo das fungdes
bioldgicas dos organismos em resposta as diversas condicdes ambientais (Santos; Yassitepe,
2014; Dhondt; Wuyts; Inzé, 2013). Com a crescente necessidade de enfrentar os desafios da
agricultura global, como a producéo de culturas de alto rendimento em climas em constante
mudancga, a fenotipagem de alto rendimento tornou-se uma abordagem promissora no

melhoramento genético (Furbank; Tester, 2011).

15



Originada da palavra fendtipo, a fenotipagem consiste em avaliar e quantificar valores
qualitativos ou quantitativos das caracteristicas em estudo e relaciona-las ao desempenho de
um genotipo em determinado ambiente (Dhondt; Wuyts; Inzé, 2013). Dessa forma, a
fenotipagem de plantas desempenha um papel crucial na pesquisa agricola e no melhoramento
genético de culturas.

A fenotipagem das plantas visa coletar dados fenotipicos em grande escala em varios
niveis de organizacdo, compreendendo as relagdes entre genoOtipos, fatores ambientais e
fenotipos (Houle; Govindaraju; Omholt, 2010). Esta abordagem se tornou viavel devido aos
avancos em tecnologias de fenotipagem de alto rendimento, que permitem a analise de grandes
quantidades de dados de forma réapida e eficiente (Furbank; Tester, 2011).

A medida que a biologia se torna mais sistémica, a importancia da fenotipagem cresce,
tornando essencial a criacdo de conjuntos de dados genéticos consistentes e acessiveis (Lu et
al., 2008). O estudo fenotipico sistémico é decisivo para entender a funcdo de milhares de
genes anotados como desconhecidos, abrindo caminho para avangos na pesquisa agricola e no
melhoramento genético de plantas (Lu et al., 2008). Portanto, a fenotipagem de plantas e as
tecnologias associadas desempenham um papel vital na busca por culturas mais resistentes,
produtivas e adaptadas ao cendrio agricola em constante evolucdo. Uma compreensdo mais
completa da conexdo entre o genétipo e o fendtipo em plantas melhoraria a capacidade de
converter o conhecimento das variantes genémicas em fenétipos de resisténcia desejados
(Mutka; Bart, 2015).

A utilizacdo de métodos de fenotipagem baseados em imagens tem o potencial de
ampliar significativamente a capacidade de caracterizar os fen6tipos dos ataques de plantas.
Através da andlise de imagem € possivel identificar padrdes espaciais de heterogeneidade, o
que facilita a visualizacdo de respostas localizadas, que podem ser dificeis de identificar
utilizando outros métodos (Mutka; Bart, 2015).

O GroundEye®, desenvolvido pela empresa Thit Tecnologia e Sistemas, € um
equipamento composto por um sistema que inclui uma cdmera para captura de imagens e um
programa de andlise. O equipamento é montado em uma esteira azul, na qual o objeto de
analise é posicionado. Para a captura de imagens, € utilizada uma camera fotografica de alta
resolucdo, e a analise das imagens aliado ao programa GE é realizada em tempo real, se
destacando pelo seu potencial na avaliacdo da qualidade fisica e fisioldgica de folhas (Avila,
2017; Silva, 2022). Esse processo é realizado por meio da analise de imagens de alta

resolucdo, permitindo a extracdo de informacfes consistentes relacionadas a cor, textura e

16



geometria das folhas.

Antes de iniciar a analise, é essencial que o que 0 usuario do equipamento estabeleca
um padrdo de segmentacao de imagem. Esse procedimento desempenha um papel crucial no
processamento de imagens, pois permite a distingdo entre 0s objetos de interesse e o plano de
fundo da imagem (Gonzalez; Woods, 2010). No caso do GroundEye®, esse processo €
realizado por meio da calibracdo com base na diferenga de cor, e o programa oferece trés
opcdes de modelos de cor: HSV, YCbCr e Cielab (Pinto et al., 2019).

Os descritores de textura referem-se as caracteristicas da superficie da folha, como
contraste, dissimilaridade e homogeneidade (Santos, 2005). Dessa forma, os descritores de
textura sdo pardmetros matematicos que possibilitam a extracdo de informacGes sobre a
aparéncia de uma superficie a partir de uma imagem digital. Os descritores de textura
desempenham um papel importante na analise de imagens das folhas (Prado, 2018). Eles
permitiram a quantificacdo objetiva das caracteristicas visuais da superficie, sendo Util na
deteccdo objetiva dos danos causados pelas vespas com base na analise das imagens. Além
disso, esses descritores tornam possivel a automacdo de processos de analise de imagem,

economizando tempo e melhorando a precisdo das analises realizadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Para realizagdo do experimento, foram utilizadas 150 mudas de eucalipto cedidas pela

empresa Bracell Ltda/Copener Florestal. Apds aproximadamente 12 meses, oitenta mudas

foram transplantadas para recipientes de 20 L preenchidos com mistura de substrato de areia,

po de coco e esterco de cabra (3:1:1). Desse grupo foram coletadas amostras de folhas jovens

para realizacdo das andlises de genotipagem e fenotipagem, sendo classificadas como

resistentes e suscetiveis a vespa-da-galha com base na tabela de classificacdo fornecida em

estudos anteriores, utilizando o indice de Fournier (1975) (Dantas, 2019; Dantas et al., 2021)
(Tabela 1).

TABELA 1 - Classificacdo dos genotipos de Eucalyptus spp. com base em sua resposta a
infestagdo por Leptocybe invasa classificados da seguinte forma: resistente; baixa suscetibilidade;

média suscetibilidade e suscetibilidade muito alta.

Parental Parental
Genotipo  Nivel Feminino Masculino Origem
Resistente 11°3556'S
1404* E.urophylla Eucalyptus spp. 38°36'39"W
Resistente 12°45:47"S
1249* E. grandis E.urophylla 38°20'34"W
Resistente 12°45:47"S
1250* E. grandis E. urophylla 38°20'34"W
Resistente 11°56'45"S
0321 E. grandis E. urophylla 38°04'52"W
Resistente 19°49116"S
5341 Eucalyptus spp.  Eucalyptus spp. 40°16'34"W
. - 11°35'56"S
177+  Daixasuscetibilidade oo E. camaldulensis ~ 38°36'39"W
suscetibilidade 12°45'47"S
1262* média E. grandis E. urophylla 38°20'34"W
baixa suscetibilidade 11°3556"S
1275* E. camaldulensis  Eucalyptus spp. 38°36'39"W

*Gendtipos utilizados na analise fenotipica.
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Para coleta do material genético foram utilizadas 80 mudas de eucalipto (Figura 1),
sendo 50 plantas classificadas como resistentes e 30 plantas classificadas como suscetiveis a
vespa-da-galha. Para a realizagdo do experimento foram obtidas folhas jovens de mudas de
cada um dos oito genoétipos e armazenadas em um freezer com temperatura controlada de -

20°C. As amostras foram analisadas usando marcadores ISSR.

A B | CI D ‘ E
D G' H“
FIGURA 1. Folhas de Eucalyptus spp. (vista abaxial). Os gendtipos A (1404), B

(1249), C (1250), D (0321) e E (5341) séo resistentes a Leptocybe invasa (Fig. A-E). Os
genotipos F (1277), G (1262) e H (1275) sdo suscetiveis a Leptocybe invasa.

Para analise fenotipica foram coletadas 60 folhas das mudas de seis gendtipos de
eucalipto com um ano de idade, submetidas ao ataque de vespa-da-galha, e acondicionadas em
sacos de papel, prensadas por 48 horas para obtencdo de superficies planas para captura de
imagens unidimensionais. Destes, foram selecionados os seguintes genotipos como fontes de
resisténcia a vespa-da-galha: 1404 (E. urophylla x Eucalyptus spp.), 1249 (E. grandis x E.
urophylla), 1250 (E. grandis x E. urophylla). E os genotipos suscetiveis a esta vespa: 1277 (E.
grandis x E. camaldulensis), 1262 (E. grandis x E. urophylla) e 1275 (E. camaldulensis x
Eucalyptus spp.).
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3.2  Genotipagem
3.2.1 Isolamento de DNA

A extracdo de DNA foi conduzida a partir de folhas jovens de cada genotipo, utilizando
um meétodo modificado com brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Doyle; Doyle, 1987).

Cerca de 200 mg de tecido foliar foram triturados juntamente com 900 uL de tampéao
CTAB a 2% e 50 pL de B-mercaptoetanol a 0,2%. As amostras foram submetidas a
aquecimento a 65°C por 30 minutos e posteriormente purificadas com adicéo de cloroférmio:
alcool isoamilico. Apds centrifugagcdo, o DNA foi transferido para um novo tubo e precipitado
com uma solucéo de alcool: acetato de amoénio. O sedimento de DNA foi lavado, seco ao ar e
reconstituido em etanol a 70%. Etapas adicionais de lavagem foram conduzidas com etanol, e
0 DNA foi finalmente solubilizado em tampéo 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (Tris)
- acido etilenodiamino tetraacético (EDTA). A qualidade e a concentragdo do DNA foram
avaliadas através de espectrofotometria. O DNA resultante foi ressuspenso a uma

concentracdo de 80 ng/pL e armazenado a -20°C.

3.2.2  Quantificacdo do DNA genémico

A determinagéo da qualidade e concentragdo de DNA de cada amostra foi determinada
usando um espectrofotdmetro Epoch A leitura foi baseada na absorbancia a 260 nm e 280 nm.
Para isso, 1,6 pL do branco, que é o reagente utilizado para solubilizar a amostra, foi aplicado
no primeiro pogo, enquanto os demais pogos receberam 1,6 L da amostra de DNA dos oito
genotipos avaliados para realizar a leitura das concentragdes.

3.2.3 Amplificacdo de DNA

As amplificacdes da regido alvo do molde de DNA foram realizadas utilizando Platus
Taq DNA Polymerase. As reacdes de PCR incluiram 0,3 pL. de Taq polimerase, 5 pL de
tampao 10X com KCl, 2,5 uLL de MgCly, 0,5 pLL de dNTPs, 2 puL. de primers, 4 uL. de DNA e
57uLdeH20.

O protocolo de amplificagdo do DNA consistiu de uma temperatura inicial de 95°C por
3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 30 segundos, temperatura
indicada pelo primer a 43-64°C para marcadores ISSR (Tabela 2) por 30 segundos, e extenséo
a 72°C por 1 min. Uma extens&o final foi realizada a 72°C por 10 min.
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TABELA 2 - Sequéncias de primers ISSR e temperatura de anelamento (Ta).
Marcador ISSR

Primers Sequéncia Ta°C
DAT GAGAGAGAGAGAGARG 43°C
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 47°C
Goofy GTTGTGTGTGTGTGTYG 48°C
UBC809 GTTGTGTGTGTGTGTYG 48°C
Pat1- QF GGTTCCATTGCTTACCGATT 60°C
Pat1-QR CAAGTTTCGAGGAACAGC 60°C
Lxx22R CAAGCAGGGGGTACTAACTTCGA 64°C
Cxx2 ACCCTGTGTTGTTTTCAACG 57°C
M2 GGGCAGAGAGAGAGAGAGAG 64°C
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 43°C
UBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 47°C

A presenca de fragmentos amplificados foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose utilizando gel a 1,5%. A eletroforese foi realizada em tampdo TBE 1% por 50 min a
100 V, 100 mA e 100 W. Safer dye® foi utilizado para coloracdo dos fragmentos, que foram

visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador modelo L’PIX (Loccus Biotechnology).

3.2.4 Andlise de dados

Para a avaliacdo dos géis, uma matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0) foi
construida com base na porcentagem de polimorfismo analisada. Para o processamento dos
dados foi utilizado o programa estatistico GenAIEx (Smouse et al., 2012). Os fragmentos que
apresentaram coloracdo fraca e baixa definicdo foram excluidos.

As estimativas de dissimilaridades genéticas (dij) entre cada par de gendtipos foram
calculadas através do coeficiente de Jaccard, expresso como dij = b +c/a+ (b + ¢). As

variaveis da expressdo foram obtidas conforme demonstrado no esquema a seguir:
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A representacdo simplificada das distancias genéticas foi efetuada por meio de
dendrograma obtido pelo método de Agrupamento aos Pares pela Média Aritmética N&o
Ponderada (UPGMA) utilizando os programas Free Tree (Pavlicek; Hrda; Flegr, 1999) para
gerar a matriz e Tree View (Han; Zmasek, 2009) para gerar a imagem do dendograma.

3.3 Fenotipagem

Foram capturadas imagens das 60 folhas coletadas para andlise utilizando o
equipamento GroundEeye®. Essas folhas foram dispostas em grupos de 10 em uma bandeja
de acrilico, permitindo a captura de imagens das superficies abaxial e adaxial das folhas.

Apds a captura das imagens, deve-se calibrar a cor de fundo no programa GE para
proceder com as analises. A cor de fundo foi ajustada utilizando o modelo YCbCr, com
valores de luminancia variando de 0 a 1.0, valores de azul variando de 0.07 a 0.5 e valores de
vermelho variando de -0.5 a 0.5. Apds a calibracdo da cor de fundo, as imagens foram
submetidas a andlises adicionais. O equipamento capturou um total de 453 caracteristicas
geométricas e fenotipicas. As variaveis avaliadas foram: area, didmetro, alongamento,
perimetro, circularidade, cor e textura.

Em seguida, a caracterizagdo fenotipica entre genotipos foi realizada por meio de
caracteristicas quantitativas e medida em termos da distancia de Mahalanobis. Os
agrupamentos hierarquicos foram obtidos por meio de dendrograma, utilizando média
aritmética ndo ponderada (UPGMA) em pares ordenados utilizando o programa R (R Core
Time, 2020), onde foram obtidas para as variaveis de area, deformacdo do contorno, didmetro
maximo, didmetro minimo, irregularidade, perimetro, contraste, dissimilaridade e
homogeneidade.

A formula para a distancia de Mahalanobis é a seguinte:
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D2 = (x - WAT * CA(-1) * (X - )

Onde:

D”2 é a distancia de Mahalanobis ao quadrado.

X é 0 vetor de dados de um ponto especifico.

u € o vetor de média da distribui¢ao multivariada.

C~(-1) é a matriz inversa da matriz de covariancia da distribuicdo multivariada.

A analise da contribuicdo das variaveis para a diferenciacdo entre os gendtipos foi
avaliada por meio da analise de componentes principais (PCA) usando o programa R (R core,
2020). Meédias dos valores obtidos foram utilizadas na construcdo de uma matriz de
correlacdo, a partir da qual os valores padronizados dos componentes principais (PC) foram
calculados. Foram conduzidas andlises de correlagcdo para examinar as relacfes entre as

variaveis.

23



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Genotipagem

As andlises moleculares foram realizadas utilizando DNA de oito genotipos de
Eucalipto, selecionados para este estudo, os resultados da quantificacdo podem ser conferidos

na Tabela 3.

TABELA 3. Andlise de pureza do DNA de 8 gendtipos de Eucalyptus spp.

Amostra [ng/uL] 260 280 260/280
(nm) (nm) (nm)

1 431,2 0,43 0,23 1,85

2 4486 0,45 0,32 1,43

3 419,9 0,42 0,38 1,09

4 726,7 0,73 0,41 1,79

5 864,6 0,86 0,56 1,55

6 2.801,4 2,81 1,30 215

7 2.018,1 2,02 0,91 2,22

8 1.642,1 1,64 0,75 219

E importante ressaltar que uma amostra de qualidade apresenta um total de DNA de no
minimo 200 ng e uma relacdo de 260/280 nm de 1,7 a 1,9, o que significa que ha quase o
dobro de DNA em relacdo as proteinas presentes. A presenca de uma quantidade insuficiente
de DNA e um excesso de proteinas pode levar a uma ma amplificacdo do DNA, tornando a
amostra inviavel (Andrade, 2021). Dessa forma, é possivel verificar que a pureza do DNA foi
satisfatoria para a realizacdo da PCR permitindo distinguir e agrupa-los de acordo com sua

similaridade.

4.1.1 Similaridade genética

Dos 11 primers ISSR testados, sete produziram uma amplificacao satisfatoria de fragmentos
com tamanhos esperados apds reacdes de PCR, mostrando bandas polimorficas claras e
reprodutiveis de todos os oito gendtipos. O grafico mostra que os gendétipos exibiram um nivel
significativamente alto de polimorfismo (Figura 2), com 94,74% de polimorfismo e média de 2,7
loci por primer.

Os gendtipos examinados no estudo exibiram um nivel significativamente alto de
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polimorfismo, o que coincide com resultados encontrados em outros estudos para a espécie, sendo

uma caracteristica de extrema importancia para programas de melhoramento (Souza et al, 2010).
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FIGURA 2. Padrdes de bandas entre gendtipos do Grupo Eucalyptus em resposta a Leptocybe
invasa com base em dados cumulativos derivados da analise de ISSR: Suscetiveis e Resistentes.

A andlise dos dados genéticos revelou padrBes de bandas distintos para os gendtipos estudados,
distinguindo os suscetiveis dos resistentes. Em relacdo a quantidade de bandas, os genétipos suscetiveis
apresentaram um total de 20 bandas, enquanto os genotipos resistentes exibiram 31 bandas.

Também foi analisada a presenca de bandas privadas, que sdo exclusivas de cada grupo. Os
gendtipos suscetiveis demonstraram a presenca de cinco bandas privadas, evidenciando a existéncia de
marcadores genéticos especificos para este grupo. Por outro lado, 0s gen6tipos resistentes apresentaram um
nuiimero maior de bandas privadas, totalizando 16. Essas bandas privadas contribuem para a diferenciacéo
genética e singularidade de cada grupo, indicando diferencas genéticas especificas em regides de DNA
presentes em alguns genotipos, mas ausentes em outros. Estudos anteriores destacaram a relagdo entre
diversidade genética e resisténcia a estresses (Abrinbana et al., 2010)

Além disso, a andlise considerou o grau de bandas compartilhadas, denominadas como bandas
LComm, tanto dentro de cada grupo quanto entre eles. Neste caso, nem 0s gendtipos suscetiveis, nem os
resistentes apresentaram bandas que se enquadraram nas categorias de <=25% ou <=50% de LComm,
sugerindo a presenca de marcadores genéticos compartilhados limitados.

As distancias genéticas entre cultivares de Eucalipto spp. foram estudadas pelos 7 primers
mencionados (Tabela 2). A arvore de agrupamento genético, utilizando o programa UPGMA, dividiu 0s
gendtipos em 2 grupos distintos (Figura 3), com coeficiente de similaridade entre 0,13 e 0,60.0 primeiro
grupo principal é composto por cinco gendtipos resistentes (1249, 5341, 1250, 0321 e 1404), com

coeficiente de similaridade entre 0,14 e 057. Ja o segundo grupo principal é composto por trés genétipos
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susceptiveis (1262, 1277 e 1275), com coeficiente de similaridade 0,18 e 0,50.
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FIGURA 3. Dendrograma baseado na distancia genética de jacard, usando o programa Genalex,
mostrando o agrupamento e distancia das oito gendétipos referentes a espécie Eucalyptus a partir
dos dados gerados pelos sete marcadores microssatélites.

Os resultados da matriz obtida possibilitaram a identificacdo de dois grupos distintos
de gendtipos com relagdo a resisténcia a praga estudada. Observando o dendrograma é
possivel perceber que o grupo | foi formado majoritariamente pelos cinco genotipos resistentes
e 0 Grupo Il foi composto por trés genotipos susceptiveis. Ao nivel de espécie, o padrdo de
agrupamento demonstra a existéncia de dois grupos principais, um formado pelos genétipos
resistentes, evidenciando que esses genotipos sdo 0s mais proximos geneticamente, e outro
grupo formado pelos gendtipos susceptiveis. Os resultados obtidos indicam que a formagéo
desses grupos distintos sugere que existem diferencas significativas em termos de expresséo
génica relacionadas a resisténcia ou suscetibilidade a esse patdgeno.

Dentro do grupo dos resistentes 0s genotipos 1249 e 5341 foram 0s mais proximos
geneticamente, enquanto que o genoOtipo 1404 apresentou uma distancia significativa dos

demais genotipos. No grupo de genotipos susceptiveis 0s genotipos 1262 e 1277 foram os
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genotipos mais proximos, separando-se do genétipo 1275. A estruturacdo da variabilidade
genética entre e dentro dos grupos indicam diferengas significativas em termos de expressao
génica relacionadas a resisténcia ou suscetibilidade a essa praga. Dessa forma, foi possivel

determinar a diversidade genética entre gendétipos resistentes e susceptiveis de eucalipto.

4.2 Fenotipagem

Os resultados da andlise de danos demonstraram diferencas significativas entre os
genotipos avaliados. Em relacdo a varidvel textura, os genotipos resistentes ndo exibiram
diferencas significativas com o ataque da vespa, mantendo uma textura mais uniforme,
indicando uma superficie mais lisa e regular em comparacdo com 0s gendtipos suscetiveis.
Também foi possivel observar que os genoétipos resistentes mostraram uma area de lacuna
menor, sugerindo uma estrutura foliar mais compacta. Em contrapartida, nos genotipos
suceptiveis é possivel observar um ataque mais severo que gerou em uma maior area de lacuna
e deformac6es nas folhas, indicando uma superficie menos uniforme e mais irregular (Figura
4).

FIGURA 4. Imagens capturadas pelo GroundEye® de um gendtipo suscetivel a Leptocybe
invasa (Gendtipo A) e um gendtipo resistente (Genotipo B): imagem do verso da folha,
imagem representando a textura e imagem representando a geometria.

A anélise da Figura 4 revela que as folhas das plantas afetadas pelas vespas apresentam
graus variados de deformacao, indicando a presenca de galhas em diferentes areas da folha.
Estudos anteriores que relataram resultados parecidos em suas pesquisas (Mendel et a.l, 2004;
Wilcken et al., 2011; Silva et al., 2014). Os genotipos suscetiveis apresentaram maiores niveis
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de deformacéo foliar quando infestados com vespas em comparacao aos genotipos resistentes.
Dentre os danos provocados por vespa-da-galha ao Eucalipto spp., a presenca de pequenas
galhas préximas a nervura central das folhas dos genotipos suscetiveis se destaca. Essas galhas
representam um dos sintomas mais distintos da infestacdo por esse inseto e podem afetar
significativamente o desenvolvimento e a salde das arvores de Eucalipto suscetiveis. Além
disso, o ataque de vespa-da-galha pode levar a descoloragdo e deformacdo das folhas,
comprometendo a capacidade fotossintética das plantas e, consequentemente, a sua
produtividade. Estes resultados destacam de maneira ainda mais evidente a susceptibilidade de
certos gendtipos aos danos causados pelas vespas, reforcando a importancia de identificar e
incorporar gendtipos resistentes em programas de melhoramneto genético e em estratégias de
controle de pragas. A selecdo e promocdo de genotipos resistentes tornam se essenciais para
garantir a produtividade e a sustentabilidade das culturas, minimizando os impactos negativos
das vespas, refrocando a qualidade das plantacdes.

Através da analise de imagem e da avaliacdo de dados estatisticos do sistema
GroundEye®, foi possivel observar que em relacéo a textura, as plantas suscetiveis exibem um
maior grau de deformacbes nas folhas. Isso acontece devido ao fato de que as plantas
suscetiveis apresentam os sintomas dos danos causados por pragas de forma mais evidente, a
presenca de lesdes, manchas, buracos ou outros danos que podem levar a uma maior
degradacdo da estrutura foliar. Na figura 4 também € possivel observar que as plantas
resistentes apresentaram uma textura mais uniforme e uma menor area de lacuna, o que indica
qgue a estrutura foliar permanece mais integra e saudavel. Isso pode ser explicado pela
habilidade dos gendtipos resistentes em limitar o desenvolvimento e a propagacao das vespas.
Esses resultados destacam a importancia da analise de textura das folhas como uma ferramenta
valiosa para identificar plantas suscetiveis e resistentes a pragas.

O ataque da vespa-da-galha desencadeia hiperplasia em arvores de Eucalipto até os 2
anos de idade, sendo que o dano por galhas ocorre principalmente nas nervuras das folhas,
causando deformacédo dos brotos terminais e das folhas que resulta em uma abscisdo mais
rapida das folhas e no ressecamento dos brotos e o enrolamento das folhas ao longo das
nervuras centrais, essas folhas enroladas exibem uma alta densidade de galhas, muitas vezes
coalescentes, ao longo das nervuras centrais (Nyeko et al., 2005; Thu; Dell, 2009). Uma forte
infestacdo de vespas resulta em perda de vigor e retardo de crescimento em clones e mudas,
que pode resultar na morte dos galhos (Thu; Dell, 2009). E possivel observar que o dano

aparente causado pelo ataque das vespas difere bastante entre os gendtipos de Eucalipto
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(Figura 1). Dos seis geno6tipos avaliados, trés gendtipos foram resistentes a vespa-da-galha e
ndo apresentaram formagdo de galhas nem altas deformagGes das folhas. Por outro lado o
impacto foi maior nos genotipos susceptiveis, todos os 3 genotipos foram severamente
danificados, apresentando graus diferentes de deformacéo.

A deformacéo dos ramos, similar ao que foi observado por Dantas et al. (2021), indica
uma infestagdo significativa pela vespa-da-galha na nervura central peciolada das folhas, nos
peciolos e nos ramos jovens. Tal infestacdo tem o potencial de perturbar a dominancia apical e
pode resultar em ramificacdo adicional ou aumento na brotacéo.

No que se refere a suscetibilidade a insetos indutores de galhas em florestas plantadas,
0 entendimento das respostas fenotipicas por parte dos hospedeiros permanece restrito, como
destacado por Sarmento et al. (2021). A presenca de ovos da vespa-da-galha nos tecidos
vegetais desencadeia a formacdo de galhas, o enrolamento das folhas e o envelhecimento
precoce delas, como ilustrado na Figura 5. Uma infestacdo severa pode resultar na morte de
brotos, na queda de folhas, no crescimento atrofiado e no enfraquecimento das arvores,
acarretando em perdas significativas nas plantacfes de eucalipto.

FIGURA 5. Gen6tipos de Eucalyptus spp. apresentando respostas diversas ao ataque de Leptocybe
invasa. A: Folha nova livre de galhas em um genoétipo resistente. B: Galhas em uma folha nova de
um genotipo suscetivel. C: Galhas em ramos de um gendtipo suscetivel. D: Ramo de um genétipo
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resistente. E: Ramo de um gendtipo suscetivel.

As variaveis geométricas, especificamente a area e a area de lacuna, se destacaram
como as mais significativas na explicacdo da variacdo estatistica. Esse resultado corrobora as
descobertas de estudos anteriores em eucalipto (Mendel et al., 2004) que destacaram a
correlacdo entre o tamanho das folhas e as alteracdes nos danos superficiais provocados pela
oviposicdo. Essa correlacdo sugere uma atividade continua da praga e a consequente
degradacéo do tecido vegetal.

A Anélise de Componentes Principais (PCA), apoiadas por testes estatisticos,
identificaram variaveis que sdo mais significativas para diferenciar genoétipos resistentes e

suscetiveis a doenca (Figura 6).
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FIGURA 6. Biplot obtido pela combinacdo linear de varidveis relacionadas as varidveis
fenotipicofenotipicas de gendtipos suscetiveis e resistentes de Eucalyptus spp.

A anélise PCA reduz o numero de parametros necessarios para distinguir os gendtipos,
resumindo e destacando as caracteristicas mais relevantes, responsaveis pela maior parcela da
variabilidade geral. Além disso, ela permite visualizar agrupamentos que ndo poderiam
emergir dos dados brutos. No presente estudo, foi realizada uma Analise de Componentes
Principais com base na matriz de correlacdo para estimar a diferenciagdo entre genotipos,

resultando em dois componentes principais que explicam 90,3% da variancia total.
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Os resultados da PCA indicam que a varidvel area foliar (71,0%), bem como a érea de
lacuna, sdo fatores importantes na diferenciacdo entre gendtipos resistentes e suscetiveis a
vespa-da-galha.

Analisando as figuras obtivemos os seguintes resultados para as variacdes: Area foliar
(72,0%), area de lacunas (18,3%), deformacdo do contorno (5,0%), didmetro méximo (3,9%) e
didmetro minimo (0,8%) foram os componentes analisados. Ao analisar a Figura 6 observa-se
que a variavel Area foi o componente principal, explicando 72,0% da variacdo, indicando que
esses atributos apresentam uma maior variacao entre 0s gendtipos e exercem um impacto mais
significativo na distingao entre eles. A Area foliar e Area de lacunas juntas explicam 90,3% da
variacdo encontrada. As cargas no eixo PC1 estdo associadas a irregularidade, contraste e
dissimilaridade. Essas variacdes acumulam os valores mais substanciais e desempenham um
papel crucial na diferenciacdo dos gendtipos. Ja o segundo componente explica 20,3% da
variacdo, apresentando uma homogeneidade como sendo a varidvel de maior influéncia no
segundo eixo do PCA (PC2). A érea, deformacdo do contorno, didmetro maximo, didmetro
minimo e perimetro apresentam maior valor em ambos os eixos PC1 e PC2 abrangendo dois
componentes. Os componentes restantes explicam menos variabilidade. Os resultados da PCA
indicam que a variavel Area foliar, bem como a area de lacunas, sdo fatores importantes na
diferenciacdo entre gendtipos resistentes e suscetiveis a vespa-da-galha.

Observou-se que as variaveis geométricas foram as mais relevantes, com destaque para
Area e Area de lacunas, que correspondem a 89,3% dos dados estatisticos de variacéo,
corroborando com um estudo anterior (Mendel et al., 2004) que apresenta que as folhas
atingiram seu tamanho maximo com pequenas alteracdes na morfologia superficial e aumento
na largura das marcas da cortica, causadas pela oviposicdo e indicando a continuagcdo da
atividade da praga degradando o tecido vegetal da planta.

Através do grafico dos componentes principais (Figura 6), é possivel visualizar que o
segundo componente principal contribuiu para separar 0 genotipo 1262 por apresentar maior
area de lacuna (12,9%). Além disso, de acordo as variaveis geométricas os genoétipos 1249 e
1250 tiveram maior indice de area, e 0s genotipos 1277 e 1262 apresentaram menor area, por
meio dessas duas varidveis é possivel inferir que o dano causado pela vespa € menor nos
gendtipos resistentes.

Com relacdo a area, 0s genotipos resistentes apresentaram valores superiores aos
susceptiveis, enquanto que a area de lacunas foi maior nos susceptiveis. A deformacéo

também foi maior nas plantas suscetiveis.
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A Figura 7 mostra a correlacdo (r) entre as varidveis fenotipicas dos gendtipos
suscetiveis e resistentes de Eucalipto.
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FIGURA 7. Correlacdo entre as variaveis fenotipicas dos genotipos suscetiveis e resistentes de
Eucalyptus spp.

A érea esta positivamente correlacionada com a deformacdo do contorno (r = 0,89),
didmetro méaximo (r = 0,94), diametro minimo (r = 0,94) e perimetro (r = 0,94). Além disso, a
area apresenta correlacfes positivas significativas com irregularidade (r = 0,49), contraste (r =
0,6) e dissimilaridade (r = 0,7). Portanto, esses parametros podem ser usados para prever uns
aos outros. A homogeneidade, por outro lado, estd negativamente correlacionada com todas as
outras variaveis. Isso significa que, a medida que a homogeneidade aumenta, as outras
variaveis diminuem.

O coeficiente de correlagdo pode fornecer uma visdo mais completa sobre as
caracteristicas mais importantes na avaliacdo de genoOtipos. Essas caracteristicas podem ser
usadas para predizer outras que sdo consideradas essenciais para a caracterizacdo de

gendtipos, o que pode ajudar na selecdo de genotipos com caracteristicas desejadas.
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Dessa forma, a analise fenotipica deve ser utilizada como um método preliminar para
avaliacdo da diversidade genética em plantas. A partir de informacgdes obtidas por uma
caracterizacdo fenotipica, € possivel estimar pardmetros genéticos importantes para o
melhoramento da cultura. A analise de componentes principais dos gendtipos, aliada a analise
de variancia, pode ser uma ferramenta Gtil para complementar o estudo da resisténcia a vespa-
da-galha (Martins et al., 2007).

Segundo Meira et al. (2019), a correlacdo fenotipica envolve os efeitos tanto genéticos
qguanto ambientais, e a magnitude e a direcdo das correlacGes fornecem informacdes sobre o
grau de associagdo entre as variaveis, indicando se uma caracteristica muda em resposta a
outra.

Diferente do estudo realizado por Dantas (2019), que classificou os gendtipos com
base em critérios subjetivos como resistente e baixa susceptibilidade, por meio das analises
anatomicas e da composicdo quimica dos genotipos de eucalipto. Os resultados desta pesquisa
empregaram uma abordagem quantitativa na anlise dos dados que revelou a identificacéo de
dois grupos distintos, demonstrando a eficacia desse método para a classificacdo dos gendtipos
com base em caracteristicas objetivas e mensuraveis. Isso possibilitou a criacdo de um

dendrograma (Figura 8), por meio de uma analise objetiva.
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FIGURA 8. Dendrograma empregando com base nas distancias de Mahalanobis genétipos de
Eucalyptus spp.

A analise quantitativa revelou a identificacdo de dois grupos distintos: o grupo I, que
consiste em trés gendtipos resistentes (1204, 1249 e 1250), e o grupo Il, que consiste em trés
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genotipos susceptiveis (1262, 1275 e 1277). Observa-se que no grupo | os genotipos 1204 e
1249 apresentam maior similaridade entre si e diferenca em relagdo ao gendétipo 1250. Ja no
grupo Il os gendtipos 1277 e 1262 apresentam maior similaridade entre si e diferenca em
relacdo ao gendtipo 1275. Esses resultados fornecem informacdes sobre as relacfes genéticas
e padrbes de agrupamento entre os gendtipos.

Segundo Cruz, Ferreira e Pessoni (2021), as distancias generalizadas de Mahalanobis
podem ser usadas para quantificar a contribuicdo relativa dos caracteres para a diversidade
genética. Dessa forma, uma analise baseada nas distancias de Mahalanobis demonstra o
potencial das caracteristicas de dano como marcadores informativos para a selecdo de
gendtipos. O agrupamento dos genotipos de eucalipto foi realizado com base no grau de
dissimilaridade da genética entre 0s genotipos suscetiveis e resistentes, destacando
caracteristicas especificas de danos associados a sua resposta a praga. A norma de
agrupamento sugere gque esses genotipos compartilham caracteristicas genéticas semelhantes
relacionadas a sua suscetibilidade ou resisténcia.

A utilizacdo da distancia genética com base nos caracteres fenotipicos representa uma
ferramenta complementar de significativa relevancia nos programas de melhoramento
genético de plantas, fornecendo informacGes valiosas para a caracterizagdo, conservacao e
utilizacdo dos recursos genéticos disponiveis (Sordi, 2010).

Em ultima andlise, a combinacdo de métodos genéticos e fenotipicos oferece uma
estratégia abrangente para a caracterizacdao de genotipos de Eucalipto em resposta a vespa-da-
galha. Essa abordagem nédo apenas aprofunda nossa compreensdo da resisténcia do eucalipto a
essa praga, mas também tem implicacBes praticas significativas na promocdo da producao

florestal sustentavel e na preservacdo dos recursos genéticos dessa espécie.
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5. CONCLUSAO

A analise genética revelou dois grupos distintos de gendtipos, com gendtipos
resistentes formando um grupo separado dos gendtipos suscetiveis.

A identificacdo de gendtipos resistentes a praga por meio de marcadores moleculares
ISSR permite a selegéo de plantas com maior potencial de sobrevivéncia na fase de mudas,
que podem ser utilizadas em programas de melhoramento genético.

Os dados fenotipicos coletados neste estudo destacam que a area foliar e a area de
lacunas séo os principais fatores que diferenciam genotipos resistentes de suscetiveis a vespa-
da-galha.

Esses resultados tém implicacGes importantes para programas de melhoramento
genético, permitindo a selecdo de gendtipos com caracteristicas desejadas de resisténcia a
praga.

Para estudos subsequentes relacionados a esta espécie, € recomendavel expandir a
amostragem e incluir um maior nimero de marcadores moleculares nas analises genéticas,

elém de avaliar caracteristicas fenotipicas em maior detalhe.
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