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MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO REGIONAL
SUPERINTENDENCIA DO DESENVOLVIMENTO DO NORDESTE

PLANO DE TRABALHO

1. DADOS CADASTRAIS DA UNIDADE DESCENTRALIZADORA

a) Unidade Descentralizadora e Responsavel

i éncia do D Ivi N -
Nome do 6rgio ou entidade descentralizador(a): Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste

SUDENE

Nome da autoridade competente: Evaldo Cavalcanti da Cruz Neto

Numero do CPF: 053.451.424-32

_rl\_l;;r'\e da Secretaria/Departamento/Unidade Responsavel pelo acompanhamento da execugio do objeto do Coordenaciio Geral de Estudos e Pesquisas — CGEP
b) UG SIAFI

Numero e Nome da Unidade Gestora - UG que descentralizara o 533014/53203 - Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste —

crédito: SUDENE

Numero e Nome da Unidade Gestora responsavel pelo 33014/53203 - Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste —

acompanhamento da execugdo do objeto do TED: SUDENE (Coordenagdo Geral de Estudos e Pesquisas - CGEP)

2. DADOS CADASTRAIS DA UNIDADE DESCENTRALIZADA

a) Unidade Descentralizada e Responsavel

Nome do érgdo ou entidade descentralizada: Instituto Nacional do Semidrido — INSA
Nome da autoridade competente: Monica Tejo Cavalcanti
Numero do CPF: 036.091.014-90
Nome' da Secretaria/Departamento/Unidade Responsével pela execucio Nicleo de Produio Vegetal
do objeto do TED:
b) UG SIAFI
Numero e Nome da Unidade Gestora - UG que recebera o crédito: 240114 - Instituto Nacional do Semidrido — INSA

Numero e Nome da Unidade Gestora responsavel pela execucdo do objeto do TED: | 240114 - Instituto Nacional do Semidrido — INSA (Nucleo de Produgdo Vegetal)

3. OBIJETO

Desenvolver pesquisas e desenvolvimento tecnoldgico com a palma forrageira visando o fortalecimento da atividade pecudria da regido
Semiarida, por meio da garantia da seguranga forrageira, sustentabilidade ambiental e desenvolvimento econdmico da regido, através de agbes de
melhoramento genético e controle de pragas e doengas.

4. DESCRIGAO DAS AGCOES E METAS A SEREM DESENVOLVIDAS NO AMBITO DO TED

4.1. Metodologia

O presente projeto tera dois enfoques principais, um no ambito do desenvolvimento de pesquisas participativas e o outro no desenvolvimento de
tecnologias visando o fortalecimento da atividade pecudria da regido Semiarida.

Subprojeto 1: caracterizacio e uso de germoplasma e melhoramento genético de opuntiaspp visando a sua utilizacdo como forrageira e prospectando novas
potencialidades a partir da colecio do INSA

Acao 1. Caracteriza¢do morfoagronéomicas e bromotalégica de acessos de palma forrageira (Opuntias spp.)

Caracterizacio biométrica

Antes do plantio sera feita uma padronizagdo dos cladédios semente de cada gendtipo visando obterem-se plantas as mais homogéneas possiveis.
As avaliagdes de altura das plantas, nimero de cladddios por planta, comprimento, largura, didametro e perimetro dos cladédios de cada material serdo
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realizadas a cada trés meses nos cladddios primarios, secundarios, terciarios e quaterndrios até cada periodo da colheita (12 meses).

Para a afericdo do didmetro dos cladddios sera utilizado um paquimetro digital modelo Digimess®, enquanto que as demais varidveis serdo
mensuradas por meio de fita métrica. Para medigdo de altura da planta sera considerado o comprimento desde o solo até a extremidade do articulo mais alto. A
largura e o comprimento serdo mensurados considerando a regido de maior largura e comprimento dos cladédios, o nimero, didmetro e perimetro serdo
aferidos em cladédios maduros, sendo desconsiderados brotos para evitar erros na coleta dos dados.

A drea de cada cladddio (AC) sera determinada conforme metodologia descrita por Garcia de Cortazar e Nobel (1991), através da seguinte
expressdo: AC = Comprimento x Largura x 0,632 (fator de corregdo em fungdo de forma de elipse do cladddio). A drea fotossintética total da planta sera obtida
pela multiplicagdo da AC pelo nimero de cladddios. Posteriormente sera determinado o indice de drea de cladddio (IAC), dividindo a area do cladédio pela area
ocupada por cada planta.

Caracterizagao fisiolégica

As determinagdes das trocas gasosas serdo realizadas das 00:00 as 2:00 da manha através das varidveis condutancia estomatica (gs), transpiragdo
(E), fotossintese liquida (A) e concentragdo interna de carbono (Ci) utilizando um analisador de gas carbonico a infravermelho portatil (IRGA), modelo LI-COR
6400-XT, Lincon, USA, com luminosidade ajustada ambiente. De posse dos dados, sera calculada a eficiéncia no uso da dgua (EUA), relacionando a fotossintese
liquida com a transpiracdo (A/E), eficiéncia intrinseca do uso da &gua, relacionando-se a fotossintese pela condutancia estomatica (A/gs) e a eficiéncia
instantdanea de carboxilagdo ECi, relacionando a fotossintese liquida (A) com a concentragdo interna de carbono (Ci).

Caracteriza¢do nutricional

Antes da colheita serdo coletadas amostras de tecido do cladédio de cada material para determinagdo do teor de macro e micronutrientes. Sera
tomada uma amostra (cladddio) de cada planta, caracterizando-se por sustentar de um a dois cladédios jovens, a qual sera picada e acondicionada em bandejas
de papel aluminio, serdo coletadas 10 amostras simples em cada subparcela para compor cada amostra composta.

Apds a coleta, as amostras serdo colocadas para secar em estufa de circulagdo de ar a 65°C até peso constante. Apds a secagem, as mesmas serdo
moidas em moinho tipo Willey com peneira com crivos de 1 mm, identificadas e acondicionada em potes plasticos e posteriormente para realizagdo das andlises.

Nas amostras de cladddios da palma forrageira serdo determinadas as concentrages de: Nitrogénio (N), fésforo (P), potdssio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), expresso em g kg'l; boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), sodio (Na) e zinco (Zn), expressos em mg kg'l. As determinagdes
analiticas serdo procedidas de acordo com Malavolta et al. (1989); Silva, (1999): N, digestdo sulfirica com o método Kjeldahl; P, K, S, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, e Na
por digestdo nitrico-percldrica e B por digestdo via seca.

Caracterizagido produtiva

Para determinagdo da produgdo em massa verde (PMV) sera realizada a colheita da biomassa aos doze meses apds o plantio, preservando-se
apenas a planta mae. Os cladddios seccionados serdo pesados para obtengdo do peso total de cada planta, sera considerado o peso médio das plantas de toda a

parcela, multiplicando-se esse valor pelo ndmero de plantas do estande em um hectare sera obtido a PMV por hectare (t ha'l). O teor de matéria seca (MS) serd
determinado por meio de secagem em estufa a 65°C até peso constante, sendo a produtividade de matéria seca (PMS) determinada pelo produto da
multiplicagdo entre PMV e os teores de MS.

O acumulo de agua nas plantas serd calculado subtraindo-se a PMV pela PMS e a eficiéncia no uso da agua (EUA) estimada pelo produto da
divisdo entre a PMS pela quantidade acumulada de chuva adicionada da ldmina de irrigacdo aplicada durante cada ciclo produtivo. A extragdo/exportacdo de
nutrientes pela palma forrageira sera calculada em fungdo da produgdo de matéria seca (PMS) e o teor de mineral no cladédio. A mesma sendo expressa em kg

ha'l para os macro e micronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, B, Zn, Fe, Mn e Na) (DONATO, 2011).

Caracterizacio Bromatolégica

As analises serdo realizadas no Laboratdrio de Bromatologia do INSA, serdo determinados de acordo com as metodologias descritas por Silva &
Queiroz (2009): matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente neutro corrigida para cinza e proteina (FDNCP),
fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose, celulose, lignina, cinza, extrato etéreo (EE), nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA) e nitrogénio
insoltvel em detergente neutro (NIDN).

As amostras coletadas no final do ciclo produtivo, com aproximadamente 250 gramas serdo acondicionadas em bandejas de papel aluminio com
as devidas identificagdes dos tratamentos e em seguida congeladas a 15°C, no dia seguinte as amostras serdo descongeladas para a realizacdo das andlises. As
aliquotas serdo pré-secas em estufa de circulagdo de ar (65 °C) por 72 horas e moidas em um moinho tipo Willey com peneiras de malha de um milimetro.

Para determinacgdo da fragdo de fibra em detergente neutro (FDN) serd utilizada metodologia recomendada pelo fabricante do aparelho ANKON®,

da Ankon technology Corporation, sendo uma amostra de 0,5 g acondicionada em sacos de TNT (tecido-ndo-tecido de 100g/m?2) previamente secos e pesados e
submetidos a fervura com solugdo de detergente neutro ou detergente acido por uma hora (Van Soest & Robertson, 1985), lavados com agua quente e acetona,
secos e pesados, de modo que o residuo seja considerado FDN.

Para a estimativa dos carboidratos totais (CHOT) e dos carboidratos-ndo-fibrosos (CNF) serdo utilizadas as seguintes equagBes propostas por
Sniffen et al. (1992) e Hall et al., (1999), respectivamente: CHOT= 100 - (%PB + %EE + %Cinzas); CNF = 100% - (%PB + %FDN + %EE).

Acgdo 2. Avaliacao da diversidade genética entre e dentro de espécies de Opuntia com base em marcadores moleculares e selecio de potenciais genitores

Para um estudo de variabilidade intra e interespecifica em Opuntia, materiais de diferentes tecidos vegetais das espécies da colegdo serdo

acondicionados separadamente em freezer a -20 °C, triturados em almofariz com nitrogénio liquido e armazenados para posterior extracdo dos DNA. Para tal,
poderdo ser utilizados o método Doyle & Doyle (1987) e/ou o DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). A quantificacdo da concentracdo de DNA de cada amostra serd
realizada por anélise comparativa em gel de agarose 0,8 % (p/v).

Para determinagdo do polimorfismo serdo utilizados primers ISSR e de DNA plastidial. As condi¢Ges ideais de amplificagdo de cada primer ISSR
serdo otimizadas em testes preliminares, variando-se suas temperaturas de anelamento e as concentra¢8es de Taq, de DNA, dos primers e do MgCl,.

As reagdes de ISSR serdo conduzidas em termociclador Mastercycler® Nexus gradiente 96 Well (Eppendorff), sob os seguintes passos: a) 5 minutos
a 940C para desnaturag3o inicial; b) 35 ciclos de: 94 °C por 1 minuto; temperatura de anelamento (48 a 60 °C) por 45 segundos, e; 72 °C por 2 minutos; c) uma
extens3o final a 72 °C por 7 minutos e resfriado a 4 °C.
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Os produtos da amplificagdo serdo separados por eletroforese em gel de agarose 2,0 %, corados com intercalante de DNA fluorescente GelRed® —
Biotium (Uniscience), em tampdo 1X TBE, a 100 volts, por aproximadamente duas horas. Serd usado o marcador molecular de 100 pares de bases (100bp DNA
Ladder Sinapse Biotecnologia) para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados. Os géis serdo fotografados sob luz ultravioleta, utilizando o
fotodocumentador L-PIX HE (Loccus Biotecnologia).

A partir dos géis fotodocumentados, serdo analisados os produtos amplificados por cada indicador ISSR em cada amostra, para elaboragdo de uma
matriz binaria considerando presencga (1) e auséncia (0) para os fragmentos amplificados. Os programas FreeTree v.0.9.1.50 e TreeView v.1.6.6 serdo utilizados
para a construgdo dos dendrogramas. A matriz de similaridade genética sera calculada utilizando o indice de similaridade de Jaccard. O dendrograma construido
usando-se o algoritmo UPGMA considerando-se a matriz de similaridade.

Para as regides de DNA plastidial, as reagdes de amplificagdo ocorrerdo em 25 uL, com as seguintes proporgdes: 0,5-1 uL de DNA da amostra, 9,4
pL de H,0, 5 pL de 5x tampdo, 2,5 pL de 25 mmol/L MgCl,, 1 pL de 2,5 mmol/L dNTPs, 2 pL betaina, 2 plL cada iniciador de 5 pmol/L e 0,1 pL de polimerase. As
condigdes de ciclagem por PCR para os espagadores intergénicos do plastideo e matK seguiram Shaw et al. (2007), embora a temperatura inicial do anelamento
sera modificada para 55 °C e o numero de ciclos também serd aumentado para 35. As condigdes de ciclo de PCR para ITS serdo uma desnaturagdo inicial a 95 °C
por 2 minutos; seguido por 5 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos; seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 48 °C por 1
minuto e 72 °C por 2 minutos; com uma etapa final de extensdo a 72 °C por 12 min. As condigGes de ciclagem de PCR para ppc foram de 95 °C por 5 min; seguido
por 44 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, aumentando 0,3 ° C / ciclo e 72 °C por 2,5 min; com uma extens3o final de 72 °C por 10 min. As condi¢Bes de
ciclagem de PCR para ycfl seguird Neubig et al. (2008), com modificagdo da temperatura inicial de anelamento de 63 °C. O plastideo ycfl e o ppc nuclear serdo
seqlienciados apenas para os taxa diploides de Opuntia. Todos os produtos de PCR serdo inicialmente sequenciados diretamente, exceto os hibridos presumidos
e os taxons poliploides.

As sequéncias serdo editadas no programa Sequencher 4.2.2 (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan, EUA) ou Geneious Pro 5.1 (Biomatters Ltd.,
Auckland, Nova Zelandia) e alinhadas automaticamente usando o programa Muscle (Edgar, 2004); esse alinhamento foi entdo ajustado manualmente no
programa Se-Al v2.0 (Rambaut, 2007). Todas as lacunas introduzidas durante o alinhamento serdo codificadas como dados ausentes.

Acessos divergentes e que contenham as caracteristicas de interesse ao programa de melhoramento genético serdo selecionados como possiveis
progenitores em futuros cruzamentos controlados.

Agdo 3. Determinacdo do nivel de ploidia dos acessos do banco de germoplasma por meio de citometria de fluxo e/ou contagem do niimero de cromossomos

Citometria de fluxo

Para a analise por citometria de fluxo, serdo utilizados aproximadamente 800 mg de tecido de cacto jovem para a preparagdo da amostra.
Suspensdes de nucleos e tampdes de isolamento nuclear serdo preparados de acordo com Dolezel et al. (1989). No entanto, sera modificado o tamp3o de
isolamento nuclear adicionando 2-mercaptoetanol 15 mM recém-preparado e a Ultima lavagem da amostra serd realizada sem Triton para facilitar a citometria
de fluxo.

As amostras serdo incubadas em gelo durante a noite e os nucleos serdo filtrados através de um filtro de nylon de 30 um para remover

fragmentos de células e detritos grandes. A suspensdo dos nuicleos sera corada com 2 mg.ml! de iodeto de propidio (PI) (Fluka, Buchs, Suica). As amostras serdo
analisadas em um citdmetro de fluxo Coulter EPICS XL (Coulter Electronics, Hialeah, FL, EUA) equipado com um laser de ions de argénio resfriado a ar ajustado a
15 mW e operando a 488 nm. A fluorescéncia sera coletada através de um filtro dicréico de passagem longa de 645 nm e um filtro de passagem de banda de 620
nm.

Os resultados serdo adquiridos no software SYSTEM Il versdo 3.0 (Coulter Electronics). Antes da andlise, o instrumento sera calibrado quanto a
linearidade com esferas fluorescentes (Coulter Electronics) e as configuragdes de amplificagdo serdo mantidas constantes ao longo do experimento. O ganho do
citdmetro sera ajustado para que o pico G1 de Pisum sativum com 9,09 pg de conteiido de DNA nuclear (Dolezel et al. 1998) seja posicionado no canal 200. O
nivel de ploidia das plantulas regeneradas serd determinado com base na comparagdo das posi¢des de pico de Oputnia ficus-indica, plantas doadoras usadas
como padrdes de referéncia.

Contagem cromossomica

Para a caracterizagdo cromossomica, cladédios de todos os gendtipos de palma do BAG do INSA serdo coletados e plantados em vasos com
substrato contendo terra vegetal, e deixados em casa de vegetacdo até o inicio de emissdo das raizes. Quando as plantas apresentarem entre 2,0 cm a 2,5 cm de
raiz, sera feita a coleta para a realizagdo das andlises citogenéticas.

As analises serdo realizadas no Laboratério do INSA. As células da raiz serdo tratadas com 8-hidroxiquinoleina 0,003 M mais DMSO
(dimetilsulféxico) a 36 2C. Em seguida serdo fixadas em solugdo Carnoy (3 metanol: 1 acido acético glacial) e serdo mantidas em geladeira por 24 horas.
Posteriormente, serdo hidrolizadas em HCL 1N a 60 2C, por 13 minutos e os tecidos meristematicos serdo macerados sobre laminas com 4cido acético 45%. Apds
secagem, as laminas serdo coradas com Giensa 2% por 4 minutos.

A observagdo do material serd realizada em microscépio com aumento de 1000x. Para a contagem dos cromossomos serdo realizadas 10
metéfases, fase propicia para a analise cromossdmica e esse procedimento sera realizado pelo sistema IKAROS (Metasystems). A biometria serd realizada com o
programa KS-300. Os comprimentos cromossomicos médios e seus respectivos desvios-padrdo serdo obtidos com a utilizagdo do programa Excel.

Acdo 4. Caracterizacdo bioquimica dos perfis enzimdticos e compostos de interesse econémico em cladédios, frutas e sementes de palma forrageira, visando sua
utiliza¢do na industria

A caracterizacdo bioquimica sera realizada nos acessos de palma promissores quanto a resisténcia a Cochonilha-do-carmim e a Cochonilha-de-
escama através da determinagdo da peroxidagdo lipidica e de enzimas antioxidantes, assim como compostos ndo enzimaticos.

Peroxidagao lipidica

A caracterizagdo do estresse oxidativo nas plantas sera realizada em raquetes através da quantificacdo do teor de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) como produto final do processo de peroxidagdo de lipidios, com leituras a 535 e 600 nm. O teor de MDA serd calculado conforme a
equagdo especifica para a reagdo (Shimizu et al., 2006).

Concentragdo de peroxido de hidrogénio
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A concentragdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) nas amostras de planta, serd determinada em um meio de reagdo composto por TCA 0,1%,
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e iodeto de potdssio 1 M, com leitura em 390 nm (Alexieva et al., 2001).

Enzimas antioxidantes

As amostras de material vegetal previamente coletadas e estocadas em freezer - 802C serdo maceradas em N, liquido e homogeneizadas em

tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM EDTA, 3 mM DTT e 4% PVPP. A mistura serd centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante serd dividido em aliquotas, mantidas a -80 °C para serem utilizadas nos ensaios enzimaticos (Azevedo et al., 1998). A quantificagdo das proteinas
sollveis totais serd realizada conforme Bradford (1976).

Superoxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1):

A atividade da SOD serd determinada em espectrofotdmetro, onde a reagdo sera conduzida em uma camara de reagdo (caixa), sob iluminagdo de
ldmpada fluorescente de 15 W a 25°C. A mistura da reagdo consistirda de uma solugdo contendo 50 pl da amostra extraida em um meio de reagdo de 5 ml,
contendo tampdo fosfato de sddio, metionina, NBT, EDTA e riboflavina. A reagdo sera colocada no interior da caixa evitando qualquer tipo de luz exterior, em
seguida acende-se a luz no interior da caixa por 5 minutos, onde neste intervalo se formard o composto blue formazana pela fotorreagdo do NBT. As leituras
serdo realizadas a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977).

Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)
A atividade da catalase (CAT) serd determinada em uma mistura contendo 1mL de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), 25 mL de
H,0, (solugdo a 30%). A atividade sera determinada monitorando o declinio de H,0, na absorbancia a 240 nm ao longo de 1 min (Cia et al., 2012). A atividade

da CAT sera expressa como pmol minImg™ de proteina.

Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11)

A atividade da APX sera realizada por método espectrofotométrico, com leituras a 290 nm. A mistura de reagdo consistird de uma solugdo
contendo 650 pL tampdo fosfato de potdssio 80 mMpH 7,0; 100 pL ascorbato 5 mM; 100 uL EDTA 1 mM; 100 pL H,0, 1 mM e 50 pL de extrato, permanecendo

em banho a 30°C. O H,0, sera adicionado na hora da leitura, que serdo realizadas ap6s um periodo de 1 min em cubetas de quartzo (Gratdo et al., 2012).

Peroxidases - POX (EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases (POX) sera determinada pelo método de Kar e Mishra (1976). Neste método, as enzimas contidas no extrato oxidam a
guaiacol para produzir purpurogallina e reduzir o H,0, fornecido ao meio. O meio reacional consistira no extrato vegetal, 25 mM de tampao fosfato de potdssio
(pH 6,8), 20 mM de &cido pirogalico, 20 mM de H,0, e H,SO,4 a 0,5%. A mistura sera incubada a 25 °C durante 5 minutos. Em seguida, a reagdo sera neutralizada
pela adi¢do de H,SO4 a 0,5% e a absorbancia da mistura sera monitorada durante 3 minutos e determinada a 420 nm. A atividade do POX serd calculada a partir
do coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM1cm™ (acido pirogalico) (Chance e Maehley, 1955), e considerando o aumento de 1 unidade (UA) de absorbancia,
os dados serdo expressos em AU g1 MF min'L.

Polifenol oxidase - PPO (EC 1.10.3.1)

A atividade serd determinada pelo método espectrofotométrico baseado em uma taxa inicial de aumento na absorbancia a 410 nm (Soliva et al.
2001). O meio reacional consistird de solugdo tampdo fosfato de potdssio 0,1 M (pH 7,0), acido pirogélico 0,1 M como substrato e extrato vegetal. O meio
reacional é colocado em tubo de ensaio para fazer a homogeinizagdo. Apds isto, a mistura é rapidamente transferida para a cubeta e realizada a leitura na

absorbancia 410 nm a 25 °C por 5 min. Os dados sero expressos por AU g1 MF minL,

Glutationa peroxidase - GPX (EC 1.11.1.9)

A atividade de GPX sera determinada adicionando o extrato vegetal a um meio reacional consistindo de 100 mM de tampdo fosfato de potassio

(pH 7,0), 3 mM de EDTA, 0,24 U GR/mL, 10 mM de GSH, e 1 mM de azida sddica. Esta mistura serd incubada a 37 °C durante 10 min. A reac3o sera catalisada
pela adigdo de 1,5 mM de NADPH e 1,5 mM H,0,. A oxidagdo de NADPH sera monitorada durante 5 minutos a 340 nm. A atividade enzimatica serd calculada

utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™! cm™® (Anderson e Davis, 2004) e os resultados expressos em pmol min"t mg™! de proteina.

Glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2)

A glutationa redutase (GR) serd determinada em uma mistura consistindo em 100 mM de tampao fosfato de potéssio (pH 7,5) 1 mM de 5,00-
ditiobis (acido 2-nitrobenzdico), 1,0 mM de GSSG e 0,1 mM NADPH. A taxa de redugdo de GSSG serd calculada por meio do monitoramento do aumento da

absorbancia a 412 nm durante 1 min a 30 °C (Carvalho et al., 2013). A atividade da GR serd expressa como pmol min’ mg'1 de proteina.

Compostos ndo enzimdticos
Prolina:

Os teores de prolina livre serdo determinados de acordo com o método descrito por Bates et al. (1973), que consiste em homogeneizar 0,5 g de
massa fresca do material vegetal em 10 ml de acido sulfossalicilico 3%. A solugdo homogeneizada serd submetida a duas filtragens para eliminagdo de
interferentes e diluida com ninhidrina dcida. Para o preparo da ninhidrina acida dissolve-se 1,25g de ninhidrina (CgH403.H,0) em 30 ml de acido acético glacial

PA (CH3COOH) e 20 ml de &cido fosférico 6 M. Em tubos de ensaio serdo colocados 2 ml do extrato filtrado que reagirdo com 2 ml de ninhidrina acida e 2 ml de
acido acético glacial, por 60 minutos em banho-maria a 1002C. Apds esse tempo, o tubo de ensaio serd colocado em um recipiente com gelo para finalizar a
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reagdo, em seguida serdo adicionados 4 ml de tolueno PA e a solugdo serda homogeneizada agitando-se por 15 a 20 segundos. A leitura da absorbancia das
amostras sera realizada em espectrofotdometro no comprimento de onda 520 nm. Para a curva de padronizagdo, serd utilizada solugdo estoque de prolina na
concentragdo de 1mM de prolina PA e diluigbes seriadas em dgua destilada. Os teores de prolina livre serdo expressos em pumol de prolina por grama de massa
fresca.

Teor total de fenol

Um peso conhecido das amostras frescas de folhas serd retirado e extraido com metanol frio a 85% (v / v) por trés vezes a 0 °C. 0,5 mL de extrato
sera adicionado a 0,5 mL de reagente de Folin-ciocalteau, sera agitado e deixado em repouso por 3 min. Em seguida, 1 mL de carbonato de sédio saturado sera
adicionado a cada tubo, seguido de agua destilada, agitada e em seguida repousara por 60 min. A densidade dptica sera determinada a 725 nm, utilizando
espectrofotdmetro como descrito por Danil e George (1972).

Forma e Anadlise dos Resultados

Os parametros avaliados serdo submetidos ao teste de normalidade, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, para verificagdo
da auséncia de normalidade, seguido de transformagdes. Posteriormente, a analise de varidncia pelo teste F sera realizada e as varidveis que apresentarem
resposta significativa aos tratamentos serdo submetidas ao teste de comparagdo de médias, aplicando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade. As anadlises
estatisticas serdo realizadas utilizando Software especializado.

Acgdo 5. Selecio e autofecundagdo de matrizes de palma forrageira produtivas e resistentes a Cochonilha-do-carmim e de escama

A método de melhoramento empregado é o Método da Autofecundagdo, aplicada a variedades que se propagam por reprodugdo assexuada
(multplicagdo vegetative de clones superiors). De acordo Ferreira (2006), segue as seguintes etapas: 1. Autofecundagdo das plantas superiores, e na epoca da
colheita, coleta as sementes e mistura as sementes botanicas e posterior palntio das mesmas; 2 Sele¢des das novas plantulas ainda em casa e vegetacao,
transplante e multiplicagdo; 3. Ensaio preliminar; 4. Competi¢do dos clones escolhidos no ensaio preliminary; e 5. Ensaio de recomendagdo de clones de palma
forrageira.

Sera adotado como idedtipo neste projeto as seguintes caracteristicas: baixa agressividade de espinhos, resisténcia a Cochonilha-do-carmim e de
escama, adaptacdo as condigoes edafoclimaticas do semiarido, alta produtividade e bons atributos bromatolégicos como forragem.

Nas etapas 1 e 2 serdo desenvolvidas trés atividades: a) Autofecundagdo de plantas de cada clone superior selecionado; b) Colheita e
beneficiamento dos frutos oriundos da autofecundagdo; c) Semeadura das sementes botanicas, obtengdo e selegdo inicial de plantulas, clonagem e
multiplicagdo inicial das plantulas selecionadas.

A autofecundacdo sera realizada manualmente em plantas nos pomares. De cada clone, serdo colhidos 30 frutos maduros aleatoriamente,
0s quais serdo caracterizados quanto ao comprimento, diametro, peso, nUmero de sementes por fruto. A comparagdo do nimero de sementes por fruto serd
avaliada pelo teste qui-quadrado.

Agdo 6. Selecio e autofecundacio de matrizes promissoras de palma forrageira voltada para a qualidade fisico-quimica de fruto (colora¢do mais avermelhada)
e que sejam resistentes a doengas

A método de melhoramento empregado é o Método da Autofecundagdo, aplicada a variedades que se propagam por reproducdo assexuada
(multplicagdo vegetative de clones superiors). De acordo Ferreira (2006), segue as seguintes etapas: 1. Autofecundacgdo das plantas superiores, e na epoca da
colheita, coleta as sementes e mistura as sementes botanicas e posterior palntio das mesmas; 2 Sele¢Ses das novas plantulas ainda em casa e vegetagao,
transplante e multiplicagdo; 3. Ensaio preliminar; 4. Competi¢do dos clones escolhidos no ensaio preliminary; e 5. Ensaio de recomendacgdo de clones de palma
forrageira.

Serd adotado como idedtipo as seguintes caracteristicas: baixa agressividade de espinhos, resisténcia a Cochonilha-do-carmim e de escama,
adaptacdo as condigoes edafoclimdticas do semidrido, alta produtividade e bons atributos de qualidade de frutos e coloragdo avermelhada, menos de 200
sementes.

Nas etapas 1 e 2 serdo desenvolvidas trés atividades: a) Autofecundagdo de plantas de cada clone superior selecionado; b) Colheita e
beneficiamento dos frutos oriundos da autofecundagdo; c) Semeadura das sementes botanicas, obtencdo e selegdo inicial de plantulas, clonagem e
multiplicagdo inicial das plantulas selecionadas.

A autofecundagdo serd realizada manualmente em plantas nos pomares. De cada clone, serdo colhidos 30 frutos maduros aleatoriamente, os
quais serdo caracterizados quanto ao comprimento, didmetro, espessura do pericarpo, peso, nimero de sementes por fruto, cor do fruto, peso de 100
sementes, e pesos do pericarpo e da polpa. A comparagdo do nimero de sementes por fruto serd avaliada pelo teste qui-quadrado.

Acgdo 7. Avaliacao de progénies S1 e selecionar as mais produtivas e resistentes as principais pragas e doengas

Nesta etapa, a avaliagdo serd em campo com repeti¢bes e delineamento experimental. As parcelas serdo constituidas por uma Unica planta. O
delineamento experimental sera o inteiramente casualizado e o nimero de repeti¢des de cada tratamento serd dependente do nimero de cladédios disponiveis
de cada tratamento entre um minimo de seis repetigdes e o0 maximo de 12 por tratamento. O espagcamento serd de 2m x 1m, e os tratos culturais os normais da
estagdo experimental do INSA.

Aos 6, 12, 18 e 24 meses serdo avaliados a susceptibilidade as Cochonilhas-de-escamas e do carmim por meio de escala de nota variando de um a
cinco, onde um representa auséncia de ataque e cinco, morte da planta. Ao proceder estas avaliagdes sera identificado os clones que estejam muito atacados
pela Cochonilha-do-carmim, mas ndo apresentem sinais de murcha. Dois anos apds o plantio, serdo avaliados os seguintes caracteres: numero de
articulos/planta, altura da planta, maior largura das plantas e producdo e teor de matéria seca. O corte, para estimativa seca sera procedido respeitando os
articulos primarios. O teor de MS serd determinado em estufa com circulagdo forcada de ar a 55 oC de temperatura e ao ser multiplicado pela produgdo de
matéria verde, serd obtida a produgdo de matéria seca dos clones. Serdo selecionados para etapa seguinte os clones que atenderem aos critérios estabelecidos
no idedtipo. Os dados serdo submetidos a analise de correlagdo e de trilha considerando produgdo de materia seca como variavel primaria.

Acgdo 8. Desenvolvimento de clones inter- e intraespecificos produtivos de palma forrageira visando ampliar a base genética do programa de melhoramento da
cultura

Aqui o método de melhoramento de escolha é Método da Hibridagdo, aplicada a variedades que se propagam por reprodugdo assexuada
(multplicagdo vegetative de clones superiors). De acordo Ferreira (2006), segue as seguintes etapas: 1. Cruzamento entre as populagdes clonais superiores, e na
epoca da colheita, coleta as sementes botanicas, mistura-as e, posterioriormente, procede-se o palntio das mesmas; 2 Sele¢des de plantulas individuais ainda
em casa e vegetagdo, transplante e multiplicagdo; 3. Ensaio preliminar; 4. Competi¢do dos clones escolhidos no ensaio preliminary; e 5. Ensaio de recomendacgdo
de clones de palma forrageira.
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Serd adotado como idedtipo as seguintes caracteristicas: baixa agressividade de espinhos, resisténcia a Cochonilha-do-carmim e de escama,
adaptacgdo as condigdes edafocliméticas do semidrido, alta produtividade e bons atributos de qualidade de frutos e coloragdo avermelhada, menos de 200
sementes.

Nesta etapa, a avaliagdo serd em campo com repeticGes e delineamento experimental. As parcelas serdo constituidas por uma Unica planta. O
delineamento experimental sera o inteiramente casualizado e o nimero de repeti¢es de cada tratamento serd dependente do nimero de cladédios disponiveis
de cada tratamento entre um minimo de seis repeti¢cdes e o0 maximo de 12 por tratamento. O espacamento serd de 2m x 1m, e os tratos culturais os normais da
estacdo experimental do INSA.

Aos 6, 12, 18 e 24 meses serdo avaliados a susceptibilidade as Cochonilhas-de-escamas e do carmim por meio de escala de nota variando de um a
cinco, onde um representa auséncia de ataque e cinco, morte da planta. Ao proceder estas avaliagGes sera identificado os clones que estejam muito atacados
pela Cochonilha-do-carmim, mas ndo apresentem sinais de murcha. Dois anos apds o plantio, serdo avaliados os seguintes caracteres: nuimero de
articulos/planta, altura da planta, maior largura das plantas e produgdo e teor de matéria seca. O corte, para estimativa seca serd procedido respeitando os
articulos primarios. O teor de MS serd determinado em estufa com circulagdo forcada de ar a 55 oC de temperatura e ao ser multiplicado pela produgdo de
matéria verde, serd obtida a produgdo de matéria seca dos clones. Serdo selecionados para etapa seguinte os clones que atenderem aos critérios estabelecidos
no idedtipo. Os dados serdo submetidos a analise de correlagdo e de trilha considerando produgdo de materia seca como variavel primaria.

Acgdo 9. Indugdo de linhagens hapléides usando cultura de microsporo e évulos nao-fertilizados

As plantas doadoras serdo selecionadas entere os acessos pertencentes ao banco de germoplasma do Instituto Nacional do SemiArido (INSA),
localizado em Campina Grande, Paraiba, Brasil. Botdes florais serdo coletados na época da floragdo.

Cultura de évulos ndo fertilizado in vitro

O estdgio de desenvolvimento dos macrésporos sera determinado indiretamente pela observagdo de anteras esmagadas coradas com 2% de
aceto-carmin sob um microscépio. Os évulos serdo coletados quando os micrésporos estiverem no estagio de desenvolvimento uni-nucleado médio. Os botdes
florais serdo esterilizados por imersdo em etanol a 70% por 1 minuto e em solugdo de hipoclorito de célcio a 1,5% por 10 minutos, seguidos por trés lavagens
com agua destilada.

As pétalas e sépalas serdo removidas de cada botdo floral e os évulos imaturos serdo coletados e inoculados na superficie do meio basal descrito
por Murashige e Skoog (1962), suplementado com 2,4-D/TDZ (0,5:0,5 mg.l'l) e trés concentragdes de sacarose (0,09, 0,18 e 0,26 M). Os meios serdo
autoclavados a 121 °C por 20 min a uma pressdo de 1,2 kgf.cm'z. Cerca de 300-600 6vulos serdo cultivados em cada placa de Petri de plastico estéril
(90x9x15mm) contendo 15 ml de meio de cultura gelificado com 0,25% de Gelrite®.

As culturas serdo incubadas a 24+2°C, alta UR, no escuro. Apds 3 semanas, serdo avaliados o numero de évulos responsivos, determinado pelo
aumento do tamanho dos 6vulos.

Conversdo de embrido a plantula

Os bvulos aumentados serdo transferidos para um novo meio de cultura MS basal suplementado com 2,4-D/TDZ (0,2:0,5 mg.l'l) gelificado com
0,25% de Gelrite® e 0,09M de sacarose por 21 dias. EmbriGes e calos ginogénicos serdo avaliados e transferidos a cada 21 dias para o0 mesmo meio de cultura
basal MS sem reguladores de crescimento vegetal. As culturas serdo incubadas a 2442 °C, alta UR, sob um fotoperiodo de 16h, fornecidas com um fluxo de

fétons a 30 umol.m™2.s™1 por lampadas fluorescentes brancas frias. ApSs 4 semanas, o nimero de embridides em desenvolvimento direta e indiretamente serdo
avaliados. Os brotos alongados serdo submetidos ao enraizamento, em uma mistura de turfa, perlita e vermiculita (partes iguais v/v/v) em condigBes de sala de
crescimento.

Andilise por citometria de fluxo

Plantulas bem desenvolvidas serdo selecionadas para determinar o nivel de ploidia (veja Agdo 3).

Andlise estatistica

Os resultados serdo submetidos a uma analise de variancia de dois fatores com o teste Tukey HSD de LS, realizado com o software Genes (Cruz,
2020) para determinar os efeitos principais e interativos das espécies de cactos e concentragdes de sacarose nos niveis ginogénicos. O efeito dos trés niveis de
sacarose na conversdo direta das plantas sera determinado usando o teste-Z para diferengas de proporg¢des.

Acgdo 10. Indugao de linhagens poliploides in vitro a partir de plantas diploides usando agentes anti-mitoticos (colchicina, orizalina e trifluralina)

Obtengdo dos explantes

Explantes de cladddios jovens com aproximadamente 5 cm de comprimento, serdo submetidos a desinfestagdo superficial com lavagem em agua
corrente por 20 minutos, imersdo em alcool 70% durante 1 minuto e, finalmente, 10 minutos numa solugdo de hipoclorito de sédio acrescido de 4 gotas de

Tween 20 durante. Em seguida, serd realizada uma triplice lavagem em agua destilada estéril. Os explantes (1 cm?2), contendo uma aréola, serdo inoculados em

meio de cultura MS ou simplificado CK (composto por 0,84 g.L'} de Calcinit e 0,742 g.L'! de Kristalon, fertilizantes agricolas usados em substituicio aos macro e
micronutrientes), totalizando dois meios de estabelecimento in vitro.

Indugao a Poliploidia in vitro

Serd conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com explantes de 10 acessos de palma, induzidos a poliploidia in vitro, através da
imersdo em solugdes de colchicina em quatro concentragdes (0, 5, 15 e 30uM), em 10 repetigdes, sendo cada repeticdo composta por 5 explantes, durante 15
dias, sob agitagdo em condigBes de escuro (envoltos em papel aluminio). Apds exposicdo a colchicina, os explantes serdo enxaguados por trés vezes em agua

destilada autoclavada e inoculados em meio de cultura MS acrescidos de reguladores de crescimento (2 mg L1 de BAP e 0,1 mg L' de AIA), vitaminas (1 mL L'D),
sacarose (30 g L}), inositol (100 mg L1) e gelificados com &gar (6 g L), sendo o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, conforme metodologia descrita
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por (SILVA, 2017). Os cultivos serdo mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 47
pmol.m2.sL. Aos 60 dias serd avaliada a sobrevivéncia e regeneragio dos explantes (emiss3o de brotacdes), conforme metodologia descrita por (SILVA, 2017).

Determinagdo do nivel de ploidia

Apds a fase de aclimatizagdo as mudas serdo multiplicadas e posteriormente serdo feita a certificagcdo do sucesso da poliploidizagdo por meio da
contagem do numero de cromossomos.

Multiplicagéo de gendtipos poliploidizados

Os gendtipos poliploidizados serdo micropropagados, conforme metodologia descrita por (SILVA, 2017) e, posteriormente, serdo aclimatizados em
casa de vegetagdo. Apos essa etapa serdo multiplicados através de propagagdo assexuada e avaliados em ensaios de cultivo na estagdo experimental do INSA.

Agdo 11. Redugdo do tempo de juvenilidade de plintulas derivadas de cruzamentos inter- e intraespecificos por meio de enxertia

Plantulas oriundas de sementes de hibridacdo sexual controlada serdo postas para germinar em bandejas de plastico preenchidas com substrato
PlantMax. Quando atingirem 10 cm de altura, serdo coletadas e enxertadas em plantas em estagio reprodutivo no campo e em raquetes em estagio reprodutivo
sob condigdes de laboratério.

Agdo 12. Teste de clones e progénies S1 selecionados em diferentes condi¢oes ambientais e no Estado da Paraiba

Os clones previamente selecionados, em etapas anteriores, serdo multiplicados na Estagdo Experimental INSA. Levando em consideragdo a
necessidade de se ter 240 cladddios para que o ensaio possa ser avaliado em 2 municipios do Estado da Paraiba, a serem escolhidos.

O delineamento experimental a ser utilizado é o de blocos ao acaso, com quatro repeti¢des. O espagamento adotado serad de 1,6m entre fileiras,
com as plantas espagadas de 0,5m dentro da fileira. A drea total da parcela contera trés filas de 5m de comprimento, totalizando 24 mZe 30 plantas por parcela.
A drea util da parcela sera constituida pela fila central, eliminando uma planta de cada borda.

Serdo avaliados todos os caracteres tidos como idedtipo descritos nos itens anteriores.

As analises de variancia e testes de comparagdo de médias serdo procedidas pelo software GENES (Cruz, 2006), com adogdo do nivel de
significancia de 5%. Os clones eleitos para o ensaio de recomendagdo devem atender aos idedtipos definidos no item.

Acgdo 13. Agoes de desenvolvimento de produtos e mercado (dia de campo) da palma forrageira com diversas finalidades: forragem, frutifera, salada, medicinal
e ornamental

Serdo realizados dias de campo nas dependéncias do INSA, para apresentacdo dos produtos gerados nas diversas agdes desenvolvidas no projeto,
durante os anos de vigéncia do mesmo.

Acgdo 14. Formacdo de recursos humanos em fitomelhoramento, 01 Mestrando e 01 Doutorando, do Programa de Pos-graduagdo em Agronomia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba

Durante a vigéncia do projeto, serdo treinados em melhoramento de palma forrageira 01 estudante de Mestrado e 01 de Doutorado, alunos do
Programa de Pés-graduagdo em Agronomia e um bolsista DCR, com bolsa da SUDENE.

Subprojeto 2: estratégia de manejo para controle da cochonilha-de-escama em palma forrageira

Agdo 1. Determinacdo do nivel de infestacio da Cochonilha-de-escama em quatro variedades de palma forrageira em trés propriedades no Estado da Paraiba e
trés propriedades no Rio Grande do Norte

Sera feita uma avaliagdo do nivel de infestagdo da Cochonilha-de-escama por “material” ja em cultivo em seis diferentes campos de produgdo
(selecionados pelo INSA), cujo resultado sera o padrdo de comparagdo para as taticas a serem empregadas durante toda a abrangéncia do projeto. Essa avaliagdo
sera quinzenal para cada campo de produgdo.

Serdo avaliadas 100 plantas para cada material em cada municipio totalizando 2.400 plantas a serem avaliadas. A avaliagdo constara de uma
analise na raquete terciaria, considerando trés niveis: 0 (sem infestagdo) 1 (até 50 % de infestagdo) e 2 (acima de 50% de infestagdo na raquete), considerando
para efeito de andlise de infestagdo a presenca de insetos vivos na raquete.

Esses dados serdo computados e analisados para determinagdo do nivel da infestagdo inicial por material, propriedade e Estado.

Agdo 2. Biologia de D. echinocacti criada em diferentes variedades de palma forrageira

Criaciio de manutencio de D. echinocacti em plantas de diferentes variedades de palma forrageira cultivadas em casa de vegetacio

Inicialmente serdo estabelecidas/mantidas, no interior de casa-de-vegetacdo, coldnias de D. echinocacti, criados em plantas de palma forrageira
cultivadas em 144 vasos plasticos com capacidade de 20 litros, contendo solo misturado a 30% de esterco bovino. As plantas serdo divididas em 12 grupos de
igual nimero de vasos, sendo, 24 para cada variedade de palma (12 vasos com plantas infestadas e 12 isentas do inseto), quais sejam: Orelha-de-Elefante-
Mexicana (Opuntia stricta), Orelha-de-Elefante-Africana (Opuntia undulata), palma Miida ou Doce (Nopalea Cochenillifera), além da IPA Sertania, Baiana ou
M3@o-de-Mocga (Nopalea spp.) e a Gigante (Opuntia ficus indica).

A casa de vegetagdo dispde de divisérias de modo a formar quatro quadrantes de 36 m? e estd equipada com bancadas de ago para suporte dos
vasos/plantas. As plantas serdo permanentemente monitoradas quanto a infestacdo por D. echinocacti obtidas inicialmente em campo e livres de agentes de
controle bioldgico por ocasido do acesso a casa de vegetacdo.
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A referida estrutura de criagdo de manutengdo da Cochonilha-de-escama e o cultivo de plantas de forrageira disponibilizard continuamente
raquetes de palma e/ou plantas e insetos, necessarios a realizagdo dos experimentos voltados ao estudo dos aspectos bioldgicos desse inseto em laboratério
bem como as pesquisas relativas ao desenvolvimento de uma técnica de produgdo massal de, ao menos, um agente de controle bioldgico (acb) dessa praga.

Determinaciio dos parametros biologicos de D. echinocacti em diferentes variedades de palma forrageira em laboratorio

Estudos relativos a biologia da Cochonilha-de-escama serdo contemplados com vista a defini¢do dos seus aspectos biolégicos e consequente
desenvolvimento/potencial de danos em diferentes variedades de palma forrageira. Os trabalhos serdo realizados no laboratério de Entomologia com suporte
de plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo.

Em cada variedade de palma estudada sera determinado o ciclo total de ovo-adulto de D. echinocacti além dos seguintes parametros bioldgicos:
duragdo dos estagios imaturos (ovo e ninfa), determinagdo do numero de instares, longevidade das fémeas, fecundidade e viabilidade dos ovos.

Para a determinagdo dos pardmetros bioldgicos, duragdes dos estagios de ovo (periodo de incubagdo), ninfas e o nimero de instares; 200 ovos
obtidos do dia, de fémeas em pleno processo controlado de postura, serdo retirados sob as escamas das cochonilhas e colocados em circulos de 90 mm de
didmetro (arenas), previamente demarcados em raquetes ndo infestadas. Os circulos (total de 04) serdo circundados em suas bordas com um cinturdo de
vaselina para evitar a fuga das ninfas mdveis de primeiro estddio de desenvolvimento. Em cada circulo serdo dispostos 50 ovos. A raquete serd inserida em um

saco plastico para evitar dessecagdo dos ovos e, posteriormente, acondicionada em cAmara BOD regulada & 27 + 1 °C; UR: 60 + 10%; Fotofase: 12 h.

As avaliagGes dar-se-do diariamente em hordrio padronizado, aonde serdo anotados os dados relativos a eclosdo dos ovos, data e hora da fixagdo
das ninfas moveis e aparecimento de novas escamas (sinal de mudanca de instar).

Quanto aos parametros bioldgicos, longevidade das fémeas, fecundidade e viabilidade dos ovos, circulos semelhantes serdo formados sobre
raquetes recém infestadas com D. echinocacti, ou seja, com espécimes de idade conhecida. Para tanto, serdo observadas cinco arenas (circulos) contendo 20
cochonilhas a partir da constatagdo do seu estdgio em terceiro instar. Uma sexta arena sera instalada simultaneamente as demais contendo, no minimo, 20
fémeas, a fim de subsidiar as observag&es didrias passiveis de comprovar o inicio do periodo de oviposicdo.

As observagdes dar-se-do por meio do deslocamento cauteloso das escamas de duas cochonilhas/dia com auxilio de um estilete. Assim, ao se
constatar os primeiros ovos sob as escamas, serd considerado, o dia de inicio de postura das fémeas nas dispostas nos quatro circulos. A partir de entdo, serdo
quantificados, diariamente, o numero de ninfas moveis observadas em cada arena. Paralelamente, serdo registrados os dados didrios que permitirdo mensurar a
fecundidade de cada fémea avaliada, a viabilidade dos ovos e, finalmente, a sua longevidade.

Acgdo 3. Selegio de pelo menos um material resistente a Cochonilha-de-escama

- Teste com chance de escolha

Os ensaios de resisténcia serdo conduzidos em laboratério e casa de vegetagdo do setor de Entomologia da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB)

Nesse teste serd avaliada a atratividade e a capacidade de fixagdo dos insetos nos cladédios das plantas dos diferentes gendtipos de palma. Serdo
utilizados fragmentos retangulares das raquetes dos gendtipos de palma previamente secionados. Os recipientes utilizados para a realizagdo deste ensaio
constaram de arenas, com fundo revestido por isopor no qual serdo feitos orificios circulares equidistantes do centro contendo os pedagos das raquetes dos
genotipos utilizados. Cada arena constara de uma repetigdo, num total de 10 repeti¢cdes/tratamento, avaliando-se a atratividade e a fixagdo dos insetos com 24 e
48 horas ap0s a liberagdo dos mesmos, por meio do nimero de insetos presente em cada porgdo da planta.

- Teste sem chance de escolha

Serdo utilizadas placas de Petri de 10 cm de didmetro, que acomodardo os cladddios de palma juntamente com insetos de primeiro instar, recém-
eclodidos, num total de 10 repeti¢des/tratamento, onde cada placa constituird uma repeticdo. Nesse teste sera avaliado a permanéncia e sobrevivéncia dos
insetos nos gendtipos num periodo de 24, 48 e 72 horas ap0ds a liberagdo dos mesmos. O nimero de insetos a ser colocado em cada placa sera determinado em
testes preliminares.

Acgdo 4. Avaliacdo da eficiéncia de dleos vegetais no campo e teste de seletividade desses dleos sobre joaninhas predadoras em condicéoes de laboratorio

A eficiéncia do uso de dleos vegetais sobre a cochonilha sera avaliada em fungdo da taxa de mortalidade do inseto comparada ao tratamento
testemunha (sem uso de produto) e estabelecido em fungdo da férmula de Abbott. Para avaliagdo da seletividade serdo avaliados os efeitos letais e subletais
dos insetos avaliados. Duas fases de desenvolvimento das joaninhas serdo avaliadas, ninfas de primeiro instar e adultos recém emergidos. Para cada
experimento, 100 insetos serdo utilizados por tratamento, cada um sendo considerado uma repeti¢do. Para pulverizagdo, sera utilizada a Torre de Potter
(Burkard Scientific) que permite uma aplicagdo homogénea por toda a superficie. Duas formas de exposigdo serdo realizadas: aplicagdo direta sobre os insetos e
efeito de contato. Serdo avaliadas a sobrevivéncia (efeito letal) e a predagdo (efeito subletal) das duas fases dos insetos avaliadas. Os ensaios terdo distribuicdo
inteiramente casualizada. Andlise de sobrevivéncia de Kaplan Meier sera aplicada para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a mortalidade dos insetos.

Agdo 5. Desenvolvimento de uma técnica de criagdo da joaninha, Coccidophilus citricola, em condig¢oes controladas de laboratorio

A joaninha C. citricola sera priorizada nesse estudo em razdo da observagdo de sua abundancia e predominancia nas diferentes areas de produgdo
de palma forrageira, independente da regido de produgado, estado e variedade de palma cultivada.

Ensaios preliminares em laboratério relativo a criagdo de C. citricola utilizando-se a Cochonilha-de-escama, criadas em raquetes de palma, como
hospedeiro desse “acb” tem se revelado promissor para o atendimento dos trabalhos de pesquisas em laboratério, bem como, para efeito demonstrativo aos
técnicos e produtores em eventos transferéncia de tecnologias, tendo em vista a importancia dos acb’s presentes no campo, os quais, quando preservados,
atuam como eximios reguladores da populagdo dessa praga. As joaninhas sdo insetos predadores inespecificos cuja base de alimentagdo contempla ovos e larvas
de diferentes espécies de insetos e acaros.

A pesquisa tem como objetivo gerar informagdes sobre a capacidade de criagdo e produgdo em escala dessa espécie em cativeiro (gaiolas) sendo
alimentada com cochonilhas em raquetes de palma ou outra espécie alternativa, a exemplo de ovos de Anagasta kuehniella.

Para o desenvolvimento do sistema de criagdo do predador, far-se-a necessdria, a condugao de trabalhos em duas etapas. A primeira etapa tera
por objetivo a determinagdo da melhor relagdo hospedeira (Cochonilha-de-escama ou ovos de A. kuehniella) e o agente de controle biolégico, C. citricola. Para
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tanto sera mensurado, mediante aplicacdo de metodologia apropriada, a quantidade de espécimes do predador produzido e a sua qualidade (capacidade de
predagdo das geragOes seguintes).

Criagiio da joaninha em colonias de Cochonilhas-de-escama, D. echinocacti

Os trabalhos serdo desenvolvidos no interior de uma sala de criacdo com area de 7,5 m? a qual estd equipada com estantes metdlicas, para o
apoio dos vasos contendo as plantas de palma forrageira (variedade Orelha de elefante mexicana). A sala de criagdo dos insetos sera regulada na temperatura de
25+ 19C, 60+ 10% de UR e fotofase de 12h.

As plantas serdo cultivadas em casa de vegetagdo segundo descrito em 8.4.2.1. A infestagdo das mesmas com as espécies de D. echinocacti dar-
se-a por contato direto de raquetes infestadas, dispostas em formato de sanduiche, proveniente do campo e/ou utilizando-se tabletes quadrados de palma
(unidades de infestagdo), com dimensdes de 5,0 x 5,0 cm, densamente infestados com cochonilhas adultas em fase de postura. Esses tabletes serdo obtidos
(recortados) de raquetes infestadas sob controle dispostas em gaiolas no laboratério, as quais funcionardo como suporte as reinfestagdes de raquetes/plantas no
laboratério e/ou casa de vegetagdo. Os tabletes serdo fixados as raquetes alvos de infestagdo por meio de “palitos de dente”.

Uma vez infestadas com a praga, as plantas nos vasos serdo dispostas no interior de gaiolas entomoldgicas revestidas em pléstico e tela antiafideo
com dimensdes de 45x45x75 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente).

A colonizagdo das plantas infestadas com as cochonilhas no interior dessas gaiolas serd feita inicialmente com 20 espécimes da joaninha C.
citricola/gaiola. Os insetos serdo coletados previamente em campos de produgdo de diferentes areas produtoras da palma forrageira no RN e/ou nas estagdes
experimentais da Emparn. Em casa de vegetagdo, gaiolas com plantas infestadas pela cochonilha serdo colonizadas e mantidas com esse acb a fim de atender as
demandas experimentais. As plantas infestadas com D. echinocacti e colonizadas com os espécimes joaninha serdo dispostas em grupos de 10 gaiolas.

Nessa etapa serdo realizadas inspeg¢des semanais em cada planta a fim de observar o comportamento joaninha frente ao seu hospedeiro. Em cada
planta serdo etiquetadas duas raquetes em processo de reinfestacdo (raquetes com alta infestagdo ninfas entre 22 e 32) nas quais, avaliar-se-do a mortandade
média das referidas ninfas em duas areas distintas de 6,25 cmz_

Além da avaliagdo do potencial de controle bioldgico exercido por C. citricola sobre as cochonilhas, sera avaliada a capacidade de reprodugdo de
cada espécie sob essas condigdes de criacdo. Para tanto, serdo observados e avaliados os seguintes pardmetros bioldgicos: nimeros médios de ovos, larvas e de
adultos por raquete a partir da segunda geragdo do ach.

Criacio da joaninha em ovos de A. kuehniella

Ha de considerar, no entanto, que a otimizagdo de uma técnica de criagdo de insetos voltada a produgdo de acb’s demanda estudos que
minimizem recursos humanos, tempo de criagdo, espago fisico e recurso financeiro. Nesse sentido, tem-se envidado esforgos para a identificagdo de um
hospedeiro alternativo que substitua niveis tréficos envolvidos no desenvolvimento desses organismos.

A utilizagdo de ovos da mariposa A. kuehniella tem sido recomendada para a produgdo de inimeros acb’s em laboratérios e empresas de
produgdo e comercializagdo de inUmeras espécies de agentes de controle bioldgico de pragas em todo o mundo. A sua produgdo massal em condigdes
controladas em laboratério é de dominio publico, facilmente replicado e de facil operacionalizagdo.

Estudos prévios de criagdo da C. citricola foram desenvolvidos em parceria com o laboratério de Entomologia do Departamento de Entomologia e
Acarologia da ESALQ/USP. Os resultados preliminares voltados a criagdo da joaninha sdo promissores, necessitando, no entanto, estudos complementares mais
aprofundados, com vistas ao incremento de sua reprodugdo, quando alimentadas com a nova dieta, passivel de garantir novas geragdes desse “ach” que
assegurem a sua criagdo massal em ambientes controlados.

A estrutura prevista em casa de vegetacdo para a criagdo do inseto-praga e a joaninha possibilitara a disponibilizagdo de espécimes de C.
citricola necessarios a realizagdo dos experimentos voltados a sua criagdo massal em ovos da mariposa A. kuehniella. A parceria com o referido laboratério
permitird a disponibilidade continua de ovos desse hospedeiro de agentes de controle bioldgico. Espécimes das joaninhas serdo criados no interior de 20 placas
de Petri (13 cm de didmetro), forradas com papel filtro ao fundo, sobre o qual serdo ofertados 2 gramas de ovos.

Em cada arena de criagdo (placa de Petri), serdo inseridos 10 espécimes de C. citricola. Ainda no interior de cada arena, serdo colocados,
aleatoriamente em seu interior, 04 retangulos de papeldo corrugado como possivel suporte a postura das joaninhas. A reposi¢do da dieta (ovos) sera indicada
segundo observagdes didrias da criagdo.

Uma vez constatada as primeiras posturas de C. citricola, os suportes com os ovos serdo transferidos para novas placas de Petri, contabilizados os
ovos, devidamente etiquetadas e dispostas no interior de BOD regulada & 27 + 1 °C; UR: 60 + 10%; Fotofase: 12 h. As posturas serdo observadas diariamente
quanto a viabilidade dos ovos. Uma vez eclodidos, as larvas obtidas serdo submetidas ao mesmo ciclo de criagdo descrito por trés geragdes subsequentes.

A avaliagdo dos parametros relativos ao desempenho das joaninhas alimentadas com ovos de A. kuehniella serdo os mesmos utilizados quando de
sua criagdo em coldnias de D. echinocacti.

Uma vez constatada o desempenho do predador C. citricola quanto ao seu potencial de controle biolégico em laboratério, o modelo do sistema
de criagdo serd submetido a validagdo (segunda etapa) em plantas infestadas com a Cochonilha-de-escama no interior da casa de vegetagdo, cuja produgdo dar-
se-a em escala maior e continuada. Para tanto, serdo dispostos 20 vasos/quadrante com plantas infestadas com a cochonilha, totalizando 80 plantas
apresentando, no minimo, duas raquetes em processo de reinfestagdo acelerada com ninfas em 22/32 instares.

Nos quadrantes 1 e 2 serdo liberadas, respectivamente, 50 e 100 joaninhas adultas, recém emergidas, de uma criagdo de manutengdo em
cochonilhas no laboratério e, nos outros dois, 3 e 4, liberar-se-do mais 50 e 100 espécimes, respectivamente, em igual condi¢ées de desenvolvimento, oriundos
da criagdo em ovos de A. kuehniella.

A avaliagdo do desempenho do ach no controle da cochonilha, D. echinocacti, em condi¢des de semi-campo seguirda 0 mesmo procedimento
descrito em 8.4.5.1.

Acgdo 6. Uso do consércio da palma com sorgo forrageiro

Serd selecionada uma area do plantio corresponde a 25% da area a ser avaliada para plantio de sorgo forrageiro intercalado a cada 3 linhas da
palma forrageira, para cada “variedade” de palma a ser estudada, resultando no tratamento com e sem consércio. A avaliagdo da infestagdo nesse tratamento
sera feita antes e apos as plantas de sorgo atingirem a mesma altura das plantas de palma forrageira.

Acgdo 7. Uso de indutor de resisténcia na palma forrageira

Serdo utilizados nutrientes a base de silicio e potassio aplicados em 3 diferentes dosagens (a serem definidas em pré teste em fungdo da
fitotoxicidade) em 10 plantas de cada variedade. Serdo feitas trés aplicag8es, logo apds a avaliagdo da infestagdo inicial, apés 60 e 120 dias da primeira avaliagdo.
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A avaliagdo da infestagdo da cochonilha sera feita considerando a mesma metologia utilizada no item 8.4.1, e sera feita a cada 30 dias até 180 dias
da primeira aplicagdo do nutriente.

Subprojeto 3: manejo integrado de doencas em palma forrageira no semiarido

Os experimentos in vitro serdo realizados no Laboratério de Fitopatologia do Departamento de Fitossanidade do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba (CCA/UFPB), localizado no municipio de Areia-PB.

Agdo 1. Obtengdo das amostras
As amostras de raizes e parte aérea de palma com sintomatologia de quaisquer doengas serdo coletadas em dreas produtoras de palma no
Semidrido.

Todas as amostras serdo previamente analisadas, através de observagdo direta, com auxilio de lupa estereoscopica e exame a fresco, através da
preparagdo de laminas e visualizagdo em microscépio ético.

O material trazido do campo sera inicialmente lavado com agua e sabdo, procedendo-se imediatamente a desinfestacdo em alcool etilico (70%)
por um minuto. Em seguida, as raquetes serdo imersas por trés minutos em uma solugdo de hipoclorito de sddio (4,0%), e sendo por fim enxaguadas trés vezes
em agua destilada esterilizada (ADE). O material serd posto sobre papel de filtro esterilizado durante cinco minutos, a temperatura ambiente, para retirar o
excesso de agua e sé a partir de entdo as amostras serdo submetidas a andlise sanitdria pelo emprego do Blotter-test.

Acdo 2. Analise sanitaria (Blotter-test)

Neste procedimento, fragmentos provenientes das partes infectadas das raquetes serdo distribuidos de forma igualmente espagada em placas de
Petri contendo uma camara Umida constituida por trés folhas sobrepostas de papel de filtro umedecidas com agua destilada esterilizada (ADE).

As placas serdo mantidas em ambiente de incubagdo por oito dias, sob temperatura ambiente (25 * 2°C) e iluminagdo natural (NEERGARD, 1979).

Decorrido esse periodo, o material que exibir contaminagdo microbiana serd observado e analisado sob microscépio dptico e estereoscopico,
procedendo-se a identificagdo do microrganismo e determinando-se a percentagem de incidéncia de cada um deles.

Agdo 3. Identificacdo dos fitopatégenos e isolamento de fungos fitopatogénicos

A identificacdo dos fungos serd realizada sob microscépio Optico, através das observagdes de estruturas como micélio, conidios e esporos,
confrontando-as com as descriges da literatura (MENEZES; OLIVEIRA, 1993; CARLILE; WATKINSON, 1996; ALMEIDA, 1998; NEUFELD, 1999; FISHER; COOK, 2001).

A partir das coldnias fungicas desenvolvidas e devidamente identificadas, far-se-a, em camara de fluxo laminar o isolamento e cultivo destes
microrganismos.

Os fungos serdo cultivados em placas de Petri, em meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) estéril. ApSs sucessivas repicagens, serdo obtidas
colonias puras dos fungos, que serdo avaliadas diariamente quanto a morfologia através da pigmentagdo, textura, consisténcia e forma do verso e reverso das
colonias desenvolvidas. As colOnias serdo armazenadas sob refrigeragdo.

A identificagdo dos nematoides serd realizada apds dois procedimentos de extragdo de espécimes das raizes das plantas. O primeiro, usado para
nematoides sedentarios, consiste na dissecagdo de galhas radiculares com auxilio de um estilete, até a completa retirada da fémea do nematoide. O segundo,
usado para nematoides migradores seguira metodologia proposta por Coolen & D’Herde (1972). Uma vez extraidos, os nematoides serdo colocados em laminas
de microscopia e visualizados sob microscépio dptico. A identificagdo sera realizada com o auxilio de uma chave dicotémica (FREITAS et al., 2012).

Acgdo 4. Tratamentos de plantas de palma com dleos vegetais

Nos ensaios descritos a seguir, serdo empregados os seguintes tratamentos: éleos essenciais de TO controle dgua destilada esterilizada (ADE), T, -
capim limdo, T, - manjericdo, T3 - eucalipto, T4 - erva-doce, Ts - cravo, Tg — mamona, na concentragdo de 1%, diluidos em 4gua destilada, acrescido de Tween 20.

-Ensaios in vitro
Crescimento micelial

Neste ensaio serdo distribuidos 20 mL de batata dextrose agar (BDA) por placa de Petri. Uma vez ocorrida a solidificagdo do meio, serd efetuado o
plantio, no centro da superficie do meio de cultura, de discos miceliais de aproximadamente 5 mm de didmetro, retirados das margens de col6nias fungicas
jovens isoladas de palma forrageira (FARIAS, 2004).

As placas serdo transferidas para um ambiente de incubacdo & temperatura ambiente (25 * 2 °C), sendo realizado, a cada 24 horas, durante oito
dias, a medigdo, por meio de uma régua milimetrada, do didametro das col6nias em dois sentidos diametralmente opostos e realizado o calculo da média por
placa dessas duas medidas (ODDS, 1980).

Os dados deste experimento serdo plotados para obtengdo de uma equagdo de regressdo linear simples (y = a + bx), conforme procederam
Benicio et al. (2003), sendo o tempo (dias) a variavel independente (x); o crescimento micelial (didmetro final das col6nias, cm) a variavel dependente (y); e ‘@’ o
didmetro inicial das coldnias. A taxa de crescimento micelial sera determinada pelo coeficiente de regressdo (b).

Também serd calculado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), utilizando a férmula de Maguire (1962): IVCM = (D-Da)/N, em que
IVCM = indice de Velocidade de Crescimento Micelial, D = Didmetro médio atual, Da = Didmetro médio do dia anterior, e N = Nimero de dias apds a inoculagio.

O delineamento experimental consistird no inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des. A analise estatistica consistira em Andlise de Variancia
empregando-se o Teste F, sendo as médias comparadas entre si pelo Teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Germinacao de esporos
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Uma suspensdo de esporos sera obtida a partir de coldnias puras com oito dias de desenvolvimento em BDA, no qual serdo adicionados 20 mL de
ADE a cada placa de Petri. Com o auxilio de uma escova de cerdas macias, sera realizada a raspagem das coldnias fungicas, conforme metodologia descrita e
realizada por Souza et al. (2007). O material sera entdo filtrado através de duas camadas de gaze esterilizada e transferido para tubos de ensaio também

esterilizados, sendo em seguida armazenados a temperatura ambiente (25 ¥ 2°C).

A concentragdo dos esporos sera determinada pela contagem dos mesmos em Camara de Neubauer (hemacitémetro), sendo o resultado final
expresso em conidios/mL (MUNKVOLD et al., 1997; BORGES et al., 2001).

Os tubos de ensaio, com os esporos em suspensdo, serdao tampados com chumagos de algoddo esterilizado e mantidos a temperatura ambiente
por 24 horas, com leituras e contagem do nimero de esporos germinados e ndo germinados em intervalos de 6 horas (CATARINO et al., 1991).

O delineamento experimental sera o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cGes por tratamento. Os resultados, expressos em porcentagem,
serdo analisados por Modelos Lineares Generalizados, com comparagdo de médias pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Acgdo 5. Teste de patogenicidade

Para avaliagdo da patogenicidade dos isolados obtidos, serdo seguidos os postulados de Koch, sendo utilizadas raquetes sadias, desinfestadas
previamente como descrito anteriormente.

Sob condigdes assépticas, em cdmara de fluxo laminar, em raquetes sadias serdo selecionados cinco pontos e efetuados ferimentos de
aproximadamente 3 mm de profundidade, com auxilio de estilete flambado. Em cada ponto selecionado sera depositado um disco de BDA com 5 mm de
didmetro contendo estruturas dos fitopatdgenos isolados e identificados. No tratamento controle (testemunha) serdo depositados na superficie dos ferimentos
discos de agar sem o indculo, apenas BDA estéril. As raquetes inoculadas e o controle serdo mantidos a temperatura ambiente em camaras Umidas (interior de
bandejas plasticas umedecidas com ADE e vedadas com filme pldstico) por um periodo de 15 dias, sendo observadas diariamente para verificagdo do
aparecimento de sinais e sintomas. A partir do surgimento de quaisquer lesdes, serdo retirados pequenos fragmentos de tecido vegetal e plagueados em BDA,
para reisolamento dos patdgenos e confirmagdo de que as lesGes apresentadas foram realmente causadas pelos patégenos inoculados (LUCAS et al., 1992;
NECHET e ABREU, 2002; MENDES et al., 2005).

Para a identificagdo dos patdgenos serdo adotados critérios estabelecidos internacionalmente (ROSSMAN et al., 1994), com base nas observagdes
micromorfoldgicas das culturas.

O delineamento experimental serd inteiramente casualizado com cinco repetigdes. Para a andlise estatistica, os resultados serdo avaliados
empregando-se o Teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparagdo das médias.

Agdo 6. Determinagdo do grau de severidade de cada doenga

Raquetes sadias de palma forrageira pré-tratadas em solugdo de hipoclorito de sédio 4,0% por cinco minutos serdo inoculadas artificialmente com
suspensdo de esporos (concentragdo de 1,00 x 107 conidios/mL) dos fitopatdgenos identificados e incubadas a temperatura ambiente.

Apds 30 dias de incubagdo as raquetes serdo observadas sob microscopio estereoscopio, para determinagdo do grau de severidade da doenca
com base no percentual de area de tecido lesionado, ou seja, acometido por quaisquer sintomas patolégicos.

O grau de severidade serd avaliado através de uma escala de notas estabelecida de acordo com a sintomatologia desenvolvida ao final do periodo
de exposi¢do, no qual se estabeleceu uma interagdo planta-patégeno (JUNGHANS et al., 2003).

Considerando a distribuigdo dos sinais e sintomas nos quadrantes de cada raquete, definiu-se a seguinte escala de notas, adaptada de Michereff
et al. (2000) e Junghans et al. (2003):

¢ Nota 0 (Ng) = cladédio sem sintomas de doenga; Nota 1 (N4) = até 5 pequenas pontuagdes (manchas) da doenga nos cladédios (5% da drea da raquete) ou
presenca de mancha na drea de insergdo da raquete de até 2 cm de raio; Nota 2 (N,) = entre 6 a 10 pontuagdes (manchas) na raquete (10%) ou mancha na
area de insercdo da raquete de até 5 cm de raio; Nota 3 (N3) = quando mais de 10 manchas pequenas se unem, formando uma mancha maior
(coalescéncia) ou mancha na drea de inser¢do com mais de 5 cm de raio; Nota 4 (Ng) = manchas coalescentes, com mais de 2 cm de didmetro, cobrindo
aproximadamente metade da raquete ou expansdo da mancha desde a drea de insergdo até aproximadamente metade da area da raquete; Nota 5 (N5) =
mais da metade da raquete afetada pela doencga.

O delineamento experimental consistird no inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Para a analise estatistica, os resultados serdo avaliados
empregando-se os Modelos Lineares Generalizados e o Teste Qui-Quadrado (X2), a 1% de probabilidade, para comparagio das médias.

Acgdo 7. Estudo epidemiolégico de doengas em palma

Apds a selegdo das propriedades para a instalagdo das unidades experimentais em cada municipio, sera implementado o monitoramento de
doengas, realizando-se um amplo levantamento acerca das populagdes fitopatogénicas incidentes em palma forrageira, bem como das doengas resultantes
desta interagdo, sob a influéncia do meio ambiente e da interferéncia humana.

Esses estudos epidemioldgicos envolverdo o ciclo, o desenvolvimento e a evolugdo da doenga no campo, descricdo de toda a sintomatologia,
formas de disseminagdo, formas de resisténcia do hospedeiro e do patdgeno, avaliagdo dos prejuizos absolutos e relativos causados pelas doengas na cultura,
inclusdo de medidas sanitarias alternativas de controle das doengas, bem como analise do estabelecimento e da eficiéncia técnica e econémica de estratégias de
controle das doengas e aperfeigopamento para a protegdo da cultura de palma forrageira.

Serd determinado o grau de severidade de cada doenga diagnosticada, da patogenicidade de cada microorganismo identificado e da
longevidade in vivo dos esporos, em condigdes de campo, ou seja, sob populagdes do hospedeiro, correlacionando o progresso da doenga no espago e no
tempo.

O ensaio seguird o delineamento experimental em blocos ao acaso, com oito tratamentos e quatro repeti¢des (blocos), sendo a comparagdo entre
os tratamentos analisado segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Acdo 8. Avaliagio da intensidade de doencas
Na avaliagdo da intensidade das doengas serdo considerados dois indices: incidéncia (porcentagem de raquetes amostradas apresentando a
doenga) e severidade (extensdo da doenga na raquete).

Serdo selecionadas propriedades rurais de plantio de palma para realizagdo do estudo. Em cada area inspecionada, sera demarcada uma area de
100m? (10m x 10m), onde serdo acompanhadas 20 plantas por tratamento, ao longo de dois anos, e colhidas ao acaso raquetes de diferentes partes das plantas
amostradas, perfazendo um total de 200 raquetes por drea estudada.
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A incidéncia sera determinada pela porcentagem de plantas com sintomas da doenga em relagdo ao total de plantas avaliadas, enquanto a
severidade serd estimada nas plantas doentes através da porcentagem de area foliar (entende-se folha como cada raquete ou cladddio) lesionada por doengas,
contando com o auxilio de escalas diagramaticas e de notas.

Para verificagdo das espécies fitopatogénicas predominantes em cada localidade, serd efetuado o isolamento em laboratério de fragmentos de
lesBes das raquetes acometidas. Posteriormente, serdo feitas preparagdes microscdpicas e observadas ao microscopio 6tico, sendo efetuadas as identificagGes.

Agdo 9. Eficiéncia de controle com extratos vegetais

Apos realizagdo de todo o estudo epidemioldgico e ensaios in vitro, os tratamentos serdo aplicados nas areas previamente demarcadas.

Apds 30 dias da pulverizagdo as raquetes serdo novamente colhidas ao acaso e realizada a avaliagdo da intensidade das doengas, considerando-se
a incidéncia e o grau de severidade (adogdo da escala de notas anteriormente descrita), bem como a determinagdo das taxas de infecgdo e das curvas de
progresso das doengas apds os tratamentos, com o objetivo de se detectar a eficiéncia dos produtos pelo efeito preventivo no ataque ou pelo poder de
penetragdo no interior das col6nias e consequente morte dos patégenos.

Serd empregado o delineamento experimental em blocos ao acaso, com 08 tratamentos e quatro repeti¢des (blocos), sendo feita a comparagdo
entre os tratamentos analisados segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Agdo 10. Controle biolégico de patégenos em palma forrageira

Plantas de palma forrageira nas areas previamente selecionadas serdo tratadas com antagonistas comerciais, dos génerosTrichoderma e Bacillus e
a metodologia de avaliagdo sera semelhante aquela utilizada para os extrato vegetais. Os tratamentos serdo compostos por T1 - Testemunha, composta pelas

sementes tratadas com ADE; T2 - Trichodel” (0,5 mL); T3 - Trichodel” (1,0 mL); T4 - Trichodel” (1,5 mL); T5 - Trichodel” (2,0 mL); T6 — Bactel® (2,0 mL); 77 -
Bactel” (2,5 mL); T8 - Bactel” (3,0 mL); T9 - Bactel” (3,5 mL) diluidos em 100 mL de ADE.

Serd empregado o delineamento experimental em blocos ao acaso, com 08 tratamentos e quatro repeti¢des (blocos), sendo feita a comparagdo
entre os tratamentos analisados segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Agdo 11. Resisténcia genética de gendtipos de palma forrageira aos nematoides

Os testes serdo conduzidos em condigdes de casa de vegetacdo, no Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais do Centro de Ciéncias
Agrdrias da Universidade Federal da Paraiba. O principal género de nematoide encontrado em associagdo com a palma forrageira sera utilizado nos testes de
resisténcia genética.

Os nematoides serdo multiplicados em plantas de tomate, da cultivar Santa Clara, mantidos em vasos de polietileno de 3 L contendo solo
esterilizado. As plantas serdo mantidas no solo infestado com nematoides por noventa dias. Quando entdo, serad realizada a extragdo dos ovos, segundo
metodologia proposta por Bonetti & Ferraz (1981). A suspensdo de ovos serd calibrada, com o auxilio de uma lamina de Peters e um microscépio éptico, para
conter 1000 ovos por mL de suspensao.

Para a instalagdo do experimento, raquetes de 10 genoétipos fornecidos pelo INSA serdo transplantadas para vasos de polietileno de 5 L de
capacidade, contendo solo esterilizado. Quinze dias apds o transplantio, o solo de cada vaso sera infestado com 5 mL da suspensdo de ovos do nematoide,
contendo 5.000 ovos.

O experimento serd conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento (gendtipo de palma). As plantas
permanecerdo nos vasos por 60 dias, quando serdo avaliados o indice de galhas (IG) e o Fator de reproducio (FR), seguindo metodologia proposta por Charchar
et al. (2003) e Oostembrink (1966) respectivamente.

Os dados obtidos no experimento serdo submetidos a analise de normalidade e homogeneidade de variancias, usando, respectivamente, os
testes de Shapiro-Wilk e Levene. Sera realizada andlise de varidncia e as médias dos tratamentos serdo comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Acdo 12. Determinacdo da atividade de enzimas relacionadas a respostas de defesa em plantas
Sera avaliada a atividade de enzimas sabidamente envolvidas no processo de resisténcia induzida.
¢ PAL (Fenilalanina aménia-liase)

Para a andlise de fenilalanina amdnia-liase serdo coletados e transferidos imediatamente para banho de gelo 300 mg de folhas das diferentes
espécies vegetais utilizadas como modelos de indugdo de resisténcia, os quais serdo macerados em gral de porcelana, em nitrogénio liquido, contendo 1 mL de
tampao fosfato (6 M). Os macerados serdo transferidos para microtubos, identificados e mantidos em banho de gelo até o momento da extragdo das proteinas.
As amostras serdo centrifugadas em microcentifuga a 14000 rpm durante cinco minutos, a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante sera transferido para novo
microtubo, identificado e armazenado até o momento da andlise da atividade de enzimas. Na quantificacdo da PAL sera utilizado a L-fenilalanina como substrato,
a uma concentra¢do de 6mM em tampao Tris-HCI 0,5 M (pH 6,0) e 200mL de cada amostra. A reagdo sera incubada por 1h a 37°C, em banho-maria. Apds esse
periodo, sera adicionado 0,05mL de acido cloridrico para paralisar a reagdo, sendo realizada a leitura da absorbancia da reagdo a 290 nm em espectrofotémetro,
com os valores expressos em mg/mL de acido cindmico. Para a construgdo de curva padrdo serdo utilizadas concentragdes conhecidas de acido cinamico
(REDMAN et al., 1999).

¢ Peroxidases

O extrato enzimdtico, obtido para analise da fenilalanina amonia-liase, também serd utilizado para a andlise de peroxidases. A avaliagdo da
atividade de peroxidases serd realizada conforme metodologia de Cortelazzo et al. (1996), pela quantificagdo através da medida da absorbancia a 470nm da
reacdo de oxidagdo do guaiacol.

e b-1,3-glucanases

A atividade de b-1,3-glucanase serd medida seguindo metodologia de Resende et al. (2007), utilizando substrato CM-Curdlan-RBB (4mg.mL’1) e
com o ajuste da aliquota do extrato enzimatico para 100uL. A reagdo serd incubada durante 100 min. a 352 C. Uma aliquota de 210uL do sobrenadante de cada
amostra sera transferida para uma nova microplaca para leitura a 620nm, em espectrofotometro.

¢ Quitinases

A atividade de quitinase sera determinada pela adigdo de 70uL do extrato enzimatico ajustado para 310 pL da solugdo contendo acetato de sédio
50 mM pH 5,2 e 60 pL de CM-Chitin-RBV (2 mg.mL™), em microplacas de 96 cavidades (com volume de 350 puL). Apés a incubagdo a 35 °C por 80min, as
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amostras serdo acidificadas com 50uL de HCI 0,5 N, resfriadas em banho de gelo por 10 min e centrifugadas (1450 x g por 10min). Uma aliquota de 210uL do
sobrenadante de cada amostra sera entdo transferida para uma nova microplaca, sendo a leitura realizada a 492nm em leitor de microplacas (RESENDE et al.,
2007).

4.2. Metas

Subprojeto 1: caracterizacdo e uso de germoplasma e melhoramento genético de opuntia spp visando a sua utilizacdo como forrageira e prospectando novas
potencialidades a partir da cole¢do do insa

Meta 1 — Caracterizagdo de 142 acessos de Opuntia spp. do banco de germoplasma do INSA, com base em caracteristicas morfoagronémicas e bromotaldgicas e
disponibiliza-los ao programa de melhoramento genético;

Meta 2 — Avaliagdo da diversidade genética entre e dentro de espécies de Opuntias do banco de germoplasma do INSA, com base em marcador molecular e
indicar pelos menos 10 potenciais genitores para o programa de hibridagao;

Meta 3 — Determinac¢do do nivel de ploidia de 142 acessos do banco de germoplasma por meio de citometria de fluxo e/ou contagem do nimero de
€romossomos;

Meta 4 — Caracterizagdo bioquimica dos perfis enzimaticos e compostos de interesse em cladddios, frutas e sementes de 142 acessos de palma forrageira,
visando uma possivel utilizagdo futura na industria;

Meta 5 — Selecionar de 10 matrizes de palma forrageira mais produtivas e resistentes a Cochonilha-do-carmim e de escama e promover sua autofecundagdo;

Meta 6 — Selecionar 10 matrizes promissoras de palma forrageira que sejam resistentes a doengas e que produzam frutos com boa qualidade fisico-quimica
(coloragdo mais avermelhada) e promover sua autofecungdo para produgdo de linhagens S¢;

Meta 7 — Avaliar 400 linhagens S1 quanto as caracteristicas de interesse e selecionar as mais produtivas e resistentes as principais pragas e doengas;

Meta 8 — Desenvolver 20 clones inter- e intraespecificos mais produtivos de palma forrageria para ampliar a base genética do programa de melhoramento da
cultura;

Meta 9 — Induzir 20 linhagens haploides por meios biotecnologicos usando cultura de microsporo (androgenese) e 6vulos ndo-fertilizados (ginogenese);

Meta 10 — Produzir 20 linhagens poliploides a partir de plantas dipldides por meios biotecnoldgicos (cultivo in vitro) usando agentes anti-mitéticos (colchicina,
orizalina e trifluralina);

Meta 11 — Reduzir o tempo de juvenilidade pelo menos 20% das plantulas derivadas de cruzamentos inter- e intraespecificos por meio de enxertia;
Meta 12 — Avaliar todos os clones e progénies S1 selecionados em diferentes condigdes ambientais e no Estado da Paraiba;

Meta 13 — Realizar a¢bes de desenvolvimento de produtos e mercado (dia de campo) da palma como forrageira, destacando também, se for o caso, outras
finalidades e usos, como frutifera, salada, medicinal e ornamental

Meta 14 — Formacdo de recursos humanos em fitomelhoramento (01 Mestrando e 01 Doutorando - Programa de Pés-graduagdo em Agronomia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba).

Subprojeto 2: estratégia de manejo para controle da cochonilha-de-escama em palma forrageira

Meta 1 — Determinagio do nivel de infestacio da Cochonilha-de-escama em quatro variedades de palma forrageira em trés propriedades no Estado da
Paraiba e trés propriedades no Rio Grande do Norte

Etapa 1 — Selegdo dos municipios (trés em cada estado) e propriedades onde haja plantios de idade mais ou menos semelhantes para os materiais
de palma a serem avaliados
Etapa 2 — Fazer a avaliagdo da infestagdo nas propriedades selecionadas no mesmo periodo de tempo

Etapa 3 — Relacionar o nivel de infestagdo com o material vegetal avaliado, propriedade, microrregido e estado

Meta 2 — Biologia de Diaspis echinocacti criada em diferentes variedades de palma forrageira

Etapa 1 — Criagdo de manutengdo de D. echinocacti em cultivos de diferentes variedades de palma forrageira em casa de vegetacdo

Etapa 2 — Determinagdo dos parametros bioldgicos de D. echinocacti em diferentes variedades de palma forrageira em condigdes controladas de
laboratério e casa de vegetagdo

Meta 3 — Sele¢do de pelo menos um material, oriundo do banco de germoplasma do INSA, resistente a cochonilha através de testes em laboratorio e semi
campo

Etapa 1 — Avaliagdo da infestagdo em todos os materiais sem chance de escolha em condigdes controladas

Etapa 2 — Avaliagdo da infestagdo nos materiais através da migracdo natural das ninfas com multipla chance de escolha.

Meta 4 — Avaliagio da eficiéncia de 6leos vegetais no campo em quatro variedades cultivadas nos dois estados e teste de seletividade desses éleos a inimigos
naturais em laboratério

Etapa 1 - selegdo de trés 6leos vegetais e quatro concentragdes para os testes de eficiéncia no controle a cochonilha no campo

Etapa 2 — aplicagdo do(s) dleo(s) que se mostraram mais eficientes em condicdo de campo sobre uma espécie de inimigo natural a ser
determinado em fungdo das avaliagdes de campo

Meta 5 — Desenvolvimento de uma técnica de criacdo da joaninha, Coccidophilus citricola, em condic¢des controladas de laboratério.
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Etapa 1 — Criagdo da joaninha em coldnias de Cochonilhas-de-escama, D. echinocacti
Etapa 2 — Criagdo da joaninha em ovos de A. kuehniella

Etapa 3 — Avaliagdo da eficiéncia da joaninha sobre a Cochonilha-de-escama, D. echinocacti

Meta 6 — Uso do consércio da palma com sorgo forrageiro

Etapa 1 — Plantio intercalado de sorgo forrageiro, formando bordaduras de contorno nas areas de palma forrageira

Etapa 2 — Avaliagdo da infestagdo da cochonilha nos materiais com e sem a presenca de sorgo forrageiro

Meta 7 — Uso de indutor de resisténcia na palma forrageira

Etapa 1 — Aplicagdo de micronutriente via foliar a base de silicio e potéssio

Etapa 2 — Avaliagdo da infestagdo das plantas apos tratamento

Subprojeto 3: manejo integrado de doencas em palma forrageira no semiarido

Meta 1 — Identificar todos os organismos fitopatogénicos associados a cultura da palma nas propriedades amostradas e confirmar sua patogenicidade.

Etapa 1 — Obtengdo de amostras de palma forrageira contendo sintomas de doengas em propriedades rurais do semiarido.
Etapa 2 — Realizagdo de andlise sanitdria (Blotter-test) nas amostras.
Etapa 3 — Identificagdo dos fitopatégenos associados a cultura da palma.

Etapa 4 — Determinagdo do indice de crescimento micelial, germinagdo de esporos e patogenicidade.

Meta 2 — Realizar em trés anos, estudo epidemiologico para as principais doengas encontradas em associaciio com a palma forrageira.

Etapa 1 — Determinagdo em laboratério, do grau de severidade das doengas.
Etapa 2 — Determinagdo a campo da intensidade das doengas.

Etapa 3 — Instalagdo de unidades experimentais em propriedades rurais.

Meta 3 — Identificar ao menos dois extratos vegetais eficientes no controle de fungos fitopatogénicos da palma forrageira.

Etapa 1 — Condugdo de experimento para verificar a eficiéncia do controle com extratos vegetais.

Meta 4 - Determinar pelo menos um antagonista capaz de controlar patégenos em palma forrageira.

Etapa 1 — Condugdo de experimento de controle bioldgico de patégenos em palma forrageira.

Meta 5 — Identificar ao menos um genétipo de palma forrageira com resisténcia a nematoides.

Etapa 1 — Multiplicagdo, em casa de vegetagdo, o principal nematoide fitopatogénico encontrado.

Etapa 2 — Condugdo de experimento de resisténcia genética de genétipos de palma a nematoides.

Meta 6 - Transferir conhecimentos através da publicacdo de ao menos dois artigos cientificos, um manual de identificacio dos principais agentes etiologicos
de doencas em palma forrageira e um relatério a cada ano do projeto.

Etapa 1 — Confecgdo de artigos cientificos.
Etapa 2 — Confecgdo de manuais de identificagdo.

Etapa 3 — Confecgdo de relatérios.

4.3. Avaliagao

Objetivos especificos Indicadores Meios de verificacio

Caracterizar acessos de Opuntia spp. do banco de germoplasma
do INSA, com base em caracteristicas morfoagrondmicas e 142 acessos caracterizados
bromotalogicas

Planilha de dados elaborada com os dados
obtidos

IAvaliar a diversidade genética entre e dentro de espécies de
Opuntias do banco de germoplasma do INSA, com base em Indicacdo de 10 genitores
marcador molecular

Dendrograma com os 10 individuos
identificados
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[Determinar o nivel de ploidia deacessos do banco de germoplasmalNivel de ploidia de 142 acessos

Graficos de citometria de fluxo e/ou tabela
de dados com a contagem cromossomica e
nivel de ploidia dos acessos

Caracterizar bioquimicamente os perfis enzimaticos e compostos
de interesse em cladodios, frutas e sementes de acessos de palma
forrageira, visando sua utilizagdo na industria

142 acessos caracterizados bioquimicamente

Planilha com perfis bioquimicos dos
compostos analisados encontrados nos
lacessos

Selecionar matrizes de palma forrageira mais produtivas e
resistentes a Cochonilha-do-carmim e de escama e promover sua
autofecundagdo

Indicagdo de 10 matrizes - 10 gendtipos
autofecundados

Registro fotografico de frutos coletados nas
plantas que foram autofecundadas; fotos de
iplantulas germinadas a partir das sementes

desses frutos

Selecionar matrizes promissoras de palma forrageira que sejam
resistentes a doengas e que produzam frutos com boa qualidade
fisico-quimica (coloragdo mais avermelhada) e promover sua
autofecundagao para produgdo de linhagens S

Selegdo de 10 matrizes

Registro fotografico de frutos coletados nas
iplantas que foram autofecundadas; fotos de
plantulas germinadas a partir das sementes

desses frutos

IAvaliar linhagens S1 e selecionar as mais produtivas e resistentes
as principais pragas e doencas

Obtengdo de 400 linhagens S

Planilha de avaliagdo com dados coletados

IDesenvolver clones inter- e intraespecificos mais produtivos de
palma forrageria para ampliar sua base genética

ICruzamentos entre 10 clones

Registro fotografico de frutos nas plantas
que foram intercruzadas; fotos de plantulas
lgerminadas a partir das sementes desses
frutos

Induzir linhagens haploides por meios cultura de microsporo e
6vulos nao-fertilizados

Obtengdo de 10 linhagens haploides

Planilha contendo informagdes dos niimeros
de cromossomos das linhagens
regeneradas in vitro

IProduzir linhagens poliploides a partir de plantas dipoides por
imeios cultivo in vitro usando agentes anti-mitoticos (colchicina,
orizalina e trifluralina)

Obtengao de 10 linhagens poliploides

Planilha contendo informagdes dos numeros
de cromossomos das linhagens
regeneradas in vitro

IReduzir o tempo de juvenilidade das plantulas derivadas de
cruzamentos inter- e intraespecificos por meio de enxertia

Clones enxertados com sucesso

Planilha com informagdes sobre o periodo
juvenil dos clones enxertados

IAvaliar clones e progenies S1 selecionados em diferentes
condi¢des ambientais e no Estado da Paraiba

Ensaios de competigdo no campo com todos os
clones e Progénies S,

Planilha com os dados coletados; graficos
com os resultados da analise

IRealizar a¢des de desenvolvimento de produtos e mercado (dia de
campo) sobre a palma forrageira, destacando, se houver resultados
promissores, outras finalidades de uso, como frutifera, salada,
medicinal e ornamental

Realiza¢do de dia de campo

Dias de campo realizados

IFormagdo de recursos humanos em fitomelhoramento

projeto

IAcompanhamento dos alunos e sua participagdo no

[Uma dissertagdo e uma tese desenvolvidas

IAvaliar o nivel de infestagdo da cochonilha em nivel de campo
nos materiais ou “gendtipos” em diferentes niveis sucessionais na
IParaiba e Rio Grande do Norte

cochonilha em campo

Diferenciacdo dos diferentes niveis de infestagdo da

Registros fotograficos e planilhas graficas

Relacionar a infestagdo com a “qualidade” do material vegetal

Coleta de raquetes para analise qualitativa

Avaliacdo estatistica para comparagdo dos
imateriais, com planilhas dos resultados

IAplicar como tratamento de controle ap6s avaliagdo da infestagdo
inicial, 6leos vegetais e indutores de resisténcia

Coleta de dados da infestagdo dos materiais tratados

Registros fotograficos, planilhas graficas e
lanalises comparativas

IAvaliar os aspectos biologicos da cochonilha em diferentes
“variedades”

cochonilha nos diferentes materiais

|Analises de parametros biologicos quantitativos da

Planilhas e avaliagdo estatistica comparativa

Relacionar os inimigos naturais (predadores e parasitoides)
presentes nas areas de avaliagdo

lAnalise do niimero de espécies e densidade de
inimigos naturais

Lista em planilhas por ordem de frequéncia
das espécies dos inimigos naturais
encontrados nas variedades e regides

Realizar testes de seletividade e toxicidade de 6leos vegetais;

lAnalise da porcentagem de fitotoxidade e
seletividade dos 6leos vegetais

Planilhas e avaliagdo estatistica comparativa

IRealizar testes de resisténcia com e sem chance de escolha em
laboratorio
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Selecionar genotipos resistentes e suscetiveis a Cochonilha-de-
lescama

|Avaliagdo e analise das raquetes infestadas e sadias

Planilhas e avaliagdo estatistica comparativa

Conhecer os tipos de resisténcia envolvidos

Coleta de raquetes para analise em laboratorio

|Avaliacdo estatistica comparativa entre os
materiais

Comprovar a resisténcia em condi¢des de campo, avaliando os
parametros relacionados aos insetos e as plantas

lAnalise do indice de infestagdo em campo

lAvaliacdo estatistica comparativa entre os
materiais, com planilhas dos resultados

IAvaliar a possibilidade do uso de controle biologico da
Cochonilha-de-escama da palma forrageira

lAnélise do indice populacional dos insetos
benéficos

Planilhas e avaliagdo estatistica comparativa

Deteccdo in locu das plantas com sintomatologia tipica de
fitopatdgenos

Monitoramento das areas selecionadas e cultivares
plantadas em cada area

Registro fotografico, planilha dos dados em
meio eletronico e questionario com os
iprodutores de cada area

[solamento e identificagdo dos microrganismos fitopatogénicos

Observagao em microscopia optica e estereoscopica
e consulta em literatura especializada

Microscopia, troca de informagdes entre os
pares e registro fotografico através do
microscopio

Determinagdo do percentual de incidéncia de doengas na cultura
da palma

IContagem numérica da ocorréncia da doenga na
area avaliada e separagdo em % a partir dos
sintomas observados

Monitoramento da area com registro
fotografico e anotagdes da evolugdo da
doenga no campo

Cultivo e manutencdo dos isolados para ensaios in vitro do
crescimento micelial, germinagéo de esporos e testes de
patogenicidade

Incubar os fitopatogenos em condigdes de
conservagdo. Identificar os agentes causais com
codigo na Micoteca da UFPB para estudos
posteriores

Visualizag@o em microscopia com registro
fotografico das colonias in vitro

[Estudo epidemiolégico:
e Avaliagdo periodica (mensal) da intensidade das doengas,
determinada através da incidéncia e severidade.

Determinagdo do grau de severidade de cada doenga
diagnosticada, da patogenicidade de cada microrganismo
identificado e da longevidade em condi¢des de campo.

Descricdo da sintomatologia, formas de disseminagao e
infecgdo, formas de resisténcia do hospedeiro e do
patoégeno.

Correlacionar o progresso da doenga, no espago e no tempo,
visando determinar os fatores climaticos que podem estar
influenciando na maior ou menor incidéncia de cada doenga
em cada localidade e ao longo do tempo.

Estabelecer a associacdo entre intensidade da doenga de
acordo com o gendtipo estudado.

o Identificar os principais gendtipos infectados
e correlacionar de acordo com a genética e
condig¢des ambientais.

e Relacionar as doengas aos sintomas
expressos, de acordo com a intensidade.

¢ Reconhecimento da evolug@o dos principais
danos ao longo do tempo.

e Planilha de indice de severidade da
doenga x tempo.

e Questionario sobre evolugdo da
doenga em campo (fechado).

\Verificar o efeito de produtos alternativos no controle in vitro e in
vivo de fitopatogenos isolados de cultivares de palma forrageira

Testar em condigdes de laboratorio a possivel
eficiéncia dos produtos que serdo aplicados em
campo

lAnotagoes dos resultados em planilhas
especificas, registro fotografico através de
comparagdes da velocidade de crescimento
de cada género

\Verificar a eficiéncia do controle biologico sobre patogenos
incidentes em cultivares de palma forrageira

Testar em condigdes de laboratorio a possivel
eficiéncia dos produtos que serdo aplicados em
campo

lAnotagoes dos resultados em planilhas
especificas, registro fotografico através de
comparagdes da velocidade de crescimento
de cada género

A patogenos incidentes

Testar a eficiéncia dos tratamentos alternativos

\Verificar a indugdo de resisténcia de cultivares de palma forrageirajsobre a manifestagdo das reagdes das plantas.

lAnalise enzimatica para comprovar a indugdo de
resisténcia

Planilhas e resultados estatisticos
demonstrando a eficiéncia dos tratamentos e
fotos dos sintomas diferenciados
individualmente entre os tratamentos
aplicados

Contribuir para o desenvolvimento regional, com informagdes
acerca dos principais agentes etiologicos de doengas em palma
forrageira e alternativas de manejo

[Elaboragdo de cartilhas instrutivas, contendo o
quadro sintomatologico das principais doengas
observadas; Defini¢ao de estratégias de manejo das
principais doengas em palma forrageira

1 Cartilha elaborada

JUSTIFICATIVA E MOTIVAGAO PARA CELEBRAGAO
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No Nordeste do Brasil a palma forrageira é a principal cultura perene utilizada para alimentagdo animal, sendo indispensavel para a pecuaria no
Semiarido em decorréncia de varios atributos: (1) realiza a fotossintese por meio do metabolismo acido das crassuldceas, abrindo os estomatos a noite e fecha-
os durante o dia, minimizando a perda de agua; (2) representa importante reserva de agua de 6tima qualidade para época secas do ano; (3) planta perene; (4)
possui alta eficiéncia no uso da dgua; (5) elevada palatabilidade e valor nutritivo; (6) manutencdo das qualidades forrageiras a medida que a planta envelhece.

Apesar desta enorme importancia, ha aproximadamente 20 anos os palmais vém sendo dizimados pela cochonilha-do-carmim. Isto ocorre
principalmente por se cultivar predominantemente uma Unica espécie, Opuntia ficus-indica, conhecida popularmente como variedades ‘Gigante
e Redonda’. Estima-se que foram perdidos aproximadamente 200.000 ha de palma, sendo seu controle mais eficiente através do uso de variedades resistentes.
No entanto, ainda existem pouquissimos materiais genéticos resistentes a este inseto, sendo os principais: duas variedades de Nopalea cochenillifera (Miuda
e |IPA Sertania), além da palma Orelha de elefante Africana (Opuntia undulata Griffiths) e Orelha de elefante Mexicana (Opuntia strica Haw). Esta quantidade de
materiais é extremamente pequena e pde em risco a estabilidade forrageira do produtor rural, uma vez que novas pragas podem aparecer.

Antes do surto da Cochonilha-do-carmim, a Cochonilha-de-escama (Diaspis echinocacti Bouché) era considerada a praga mais séria da palma no
Semiarido do Nordeste, principalmente nos locais menos favoraveis ao seu cultivo, por terem as noites quentes. Apesar de ndo haver evidéncias de perdas de
palmais por danos ocasionados pela cochonilha-de-escama, ha grande preocupagdo, pois ainda ndo se tem disponivel nenhum material resistente a ambas as
pragas (cochonilha-do-carmim e cochonilha-de-escama), tornando fundamental o desenvolvimento de estudos sobre o ciclo bioldgico dessa praga nos gendtipos
de palma cultivados no Nordeste. Além das pragas que acometem a palma forrageira, problemas fitossanitarios vém surgindo cada vez mais, principalmente com
o aparecimento de doengas fungicas e bacterianas, evidenciando uma outra preocupagdo, uma vez que sdo escassos estudos com doengas na palma forrageira.

Mesmo a palma forrageira (Opuntia ou Nopalea spp.) sendo a principal planta xerdfila cultivada no Brasil, base alimentar dos rebanhos,
especialmente na época de estiagem, estudos que visem ao desenvolvimento de novas cultivares/variedades, assim como a resolugdo de alguns problemas
fitossanitarios, ainda sdo escassos. Diante disto, é fundamental realizar pesquisas que visem ao desenvolvimento de tecnologias que irdo fortalecer o cultivo da
palma forrageira na regido semidrida, garantindo a sustentabilidade ambiental e o desenvolvimento econdmico da regido. Para isso, serdo realizados trés
subprojetos que contribuirdo de forma conjunta para que os produtores de palma tenham tecnologias diversas para produzir sem risco de os palmais serem
acometidos por pragas e doengas, quais sejam:

e Subprojeto 1: Caracterizagdo e uso de germoplasma e melhoramento genético de opuntia spp visando a sua utilizagdo como forrageira e prospectando
novas potencialidades a partir da colegdo do INSA.
¢ Subprojeto 2: Estratégia de manejo para controle da cochonilha-de-escama em palma forrageira.

e Subprojeto 3: Manejo integrado de doengas em palma forrageira no semiarido.

6. SUBDESCENTRALIZACAO

A Unidade Descentralizadora autoriza a subdescentralizagdo para outro 6rgdo ou entidade da administragdo publica federal?
(x)Sim

( )Né&o

7. FORMAS POSSIVEIS DE EXECUCAO DOS CREDITOS ORGAMENTARIOS:

A forma de execugdo dos créditos orgamentdrios descentralizados podera ser:

( x ) Direta, por meio da utilizagdo capacidade organizacional da Unidade Descentralizada.

( x ) Contratagdo de particulares, observadas as normas para contratos da administragdo publica.

( x ) Descentralizada, por meio da celebragdo de convénios, acordos, ajustes ou outros instrumentos congéneres, com entes federativos, entidades privadas sem
fins lucrativos, organismos internacionais ou fundagdes de apoio regidas pela Lei n2 8.958, de 20 de dezembro de 1994.

8. CUSTOS INDIRETOS (ART. 8, §2°)

A Unidade Descentralizadora autoriza a realizagdo de despesas com custos operacionais necessarios a consecugdo do objeto do TED?
(x)Sim

( ) Néo

O pagamento serd destinado aos seguintes custos indiretos, até o limite de 20% do valor global pactuado:

1. Despesas Operacionais e Administrativas - RS 47.984,90

9. CRONOGRAMA FiSICO-FINANCEIRO

Subprojeto 1: Caracterizacdo e uso de germoplasma e melhoramento genético de opuntia spp visando a sua utilizagdo como forrageira e prospectando novas
potencialidades a partir da colegdo do INSA.

.= Unid. de ., [Valor PP

Metas [Descricio Medida Quant.|Valor Unit. Total Inicio|Fim
Meta Caracterizagdo de 142 acessos de Opuntia spp. do banco de germoplasma do INSA, com base em Mes IMés
1 caracteristicas morfoagrondmicas e bromotalogicas e disponibiiza-los ao programas de melhoramento |Unid. 142 95,75 13.600,00 o1 10

genético.
IProduto|142 acessos de Opuntia spp. caracterizados

Avaliacdo da diversidade genética entre e dentro de espécies de Opuntias do banco de germoplasma do Més Més
Meta 2 [INSA, com base em marcador molecular e indicar pelos menos 10 potenciais genitores para o Unid. 10 850 8.500,00 01 b1

programa de hibridagao.
Produto|10 genitores identificados para usar em programa de hibridagéo
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| 1 | 1
Meta 3 Determinagdo do nivel delp101d1a de 142 acessos do banco de germoplasma por meio de citometria de Unid. 142 105,65 15.000,00 IMés [Més
ifluxo e/ou contagem do niimero de cromossomos. 01 |15
IProduto|142 acessos caracterizados quanto ao nivel de ploidia
Meta 4 Caracterizagdo bioquimica dos perfis en21rpatlcps ¢ compostos de ~1ntere.sse Vem.cladodlos, frutas e Unid. 142 000,00 28.400,00 Més [Més
sementes de 142 acessos de palma forrageira, visando sua utilizagdo na industria. 01 |15
142 acessos caracterizados bioqumicamente para selecdo dos que apresentam potencial de uso na
IProduto|. -
industria
Meta 5 Selecionar de 10 matrizes de palma fon’ztgelra mais produtivas e resistentes a Cochonilha-do-carmim e Unid. 10 1.500,00  |15.000,00 Més  [Més|
de escama e promover sua autofecundagéo. 13 P21
IProduto|10 matrizes selecionadas para a realizacdo de autofecundagao
Selecionar 10 matrizes promissoras de palma forrageira voltada para a qualidade fisico-quimica de Mos IMés
IMeta 6 [fruto (coloragdo mais avermelhada) e que sejam resistentes a doengas e promover sua autofecundagdo |Unid. 10 1.000,00  {10.000,00 03 bi
para produgdo de linhagens S1.
Produto|Linhagens S1 produzidas
Meta 7 Avaliar 400 linhagens S1 quanto e selecionar as mais produtivas e resistentes as principais pragas e Unid. 100 [62.50 25.000,00 Més  [Més|
doengas. 11 36
IProdutofSelecdo de linhagens dentro de S1 produtivas e resistentes a pragas e doengas
Meta 8 Desenvol,v.er 20 clones inter- e intraespecificos mais produtivos de palma forrageira para ampliar a Unid. ho 175000 B35.000,00 Més  [Més
base genética do programa de melhoramento da cultura. 21 |36
IProdutof20 clones clones inter- e intraespecificos desenvolvidos
Meta 9 Infiumr 20~11nhag§ps haplolgies por meios biotecnologicos usando cultura de microésporo (androgenese) Unid. ho 500,00 10.000,00 Més [Més
e ovulos ndo-fertilizados (ginogenese). 04 22
IProdutof20 linhagens haploides induzidas
Meta [Produzir 20 linhagens poliploides a partir de plantas diploides por meios biotecnoldgicos (cultivo in . IMés  [Més
10 vitro) usando agentes anti-mitoticos (colchicina, orizalina e trifluralina). (Unid. 20 630,00 13.000,00 04 22
IProdutof20 linhagens poliploides produzidas
Meta [Reduzir o tempo de juvenilidade pelo menos 20% das plantulas derivadas de cruzamentos inter- e o Més  [Més
. . . . %. 20 330,59 6.611,83
11 intraespecificos por meio de enxertia. 07 |13
IProdutofPelo menos 20% de plantas apresentando tempo reduzido de juvenilidade
Meta Avahar,todos os clones e progénies S1 selecionados em diferentes condigdes ambientais e no Estado Unid. ho 380,00 7.600,00 Més  [Més
12 da Paraiba. 06 36
p Campos instalados com clones e progenies S1 em diferentes condigdes ambientais no Estado da
roduto .
Paraiba
Meta [Realizar pelo menos 03 agdes de desenvolvimento de produtos e mercado (dia de campo) da palma Unid 3 b 000,00 16.000.00 Més  [Més
13 forrageira com diversas finalidades: forragem, frutifera, salada, medicinal e ornamental. : U U 12 36
IProduto|Dias de campo realizado
Meta [Formagdo de recursos humanos em fitomelhoramento, 01 Mestrando e 01 Doutorando, do Programa de Unid b INdo se INdose [Més [Més
14 P6s-graduagdo em Agronomia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba. ’ aplica aplica |01  [36
IProduto|Uma Tese e uma Dissertagéo realizada e artigos publicados para o subprojeto como um todo
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Subprojeto 2: Estratégia de manejo para controle da cochonilha-de-escama em palma forrageira.

Metas .~ Unid. de .. [Valor PP
Etapas IDescri¢ao Medida Quant.|Valor Unit. Total Inicio[Fim
Meta 1 |Determinagio do nivel de infestagio da Cochonilha-de-escama
1 Sele¢do dos municipios e propriedades [Unid. 6 Na(_) s¢ Nag ¢ IMes 1 Més
aplica aplica 2
- . ~ +. 1IMés
2 |Avaliagdo da infestagdo IPlanta 2400 (3,125 7.500,00 Més 1 3
3 IComparacdo dos indices de infestagdo IPlanta 2400 (3,125 7.500,00 [Més 113\/{65
INivel de infestagdo da Cochonilha-de-escama determinado nos municipios e propriedades
IProduto .
selecionadas para o estudo
Meta 2 |Biologia de Diaspis echinocacti criada em diferentes variedades de palma forrageira
1 Criagdio de manutengio Unid. 4 6.250,00  [25.000,00[Més 5 Is"ies
2 Determinacdo dos parametros biologicos (Unid. 8 Na(.) s¢ Nag ¢ IMes 7 Més
aplica aplica 31
IProduto |[Pardmetros bioldgicos determinados
Meta 3 [Selecio de pelo menos um material resistente a Cochonilha-de-escama
1 |Avaliagdo da infestagdo induzida em todos os materiais sem chance de escolha; IPlanta 144 |248,96 35.850,24|Més 9 gfées
|Avaliacdo da infestacdo nos materiais através da migragdo natural das ninfas com mesma chance de INdo se INdose [Més [Més
2 IAmostras (432 - .
escolha aplica aplica |15 25
IProduto [Material selecionado com resisténcia a Cochonilha-de-escama
Meta 4 |Avaliacio da eficiéncia de 6leos vegetais sobre a Cochonilha-de-escama e seletividade a
ljoaninha
1 Selecaq de trés 6leos vegetais e quatro concentragdes para os testes de eficiéncia no controle a Unid. 12 625.00 7.500,00 [Més 9 Més
cochonilha no campo 26
b Apl{ce}(;ap do(s) dleos e dosagerr} que se mostrejram mais e;ﬁc:entes em condi¢do de campo sobre e Unid. 3 250000  [7.500,00 Més  [Més
lum inimigo natural a ser determinado em fungéo das avaliagdes de campo; 20 [30
Produto [Oleo vegetais selecionados
Meta S |Técnica para criagdo da joaninha para controle biolégico da Cochonilha-de-escama
1 Criagdo da joaninha em Cochonilha-de-escama Unid. 200 [125,00  [25.000,00 ll\ges Iz"ées
2 Criagdo da joaninha em ovos de presa alternativa (Unid. 200 Na9 s¢ Nag se Mes Mes
aplica aplica |19 32
3 |Avaliacdo da eficiéncia da joaninha sobre a Cochonilha-de-escama (Unid. 200 Na9 s¢ Nag se Més Més
aplica aplica |19 33
IProduto | Técnica desenvolvida
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Meta 6 [Uso do consércio da palma com sorgo forrageiro
1 Plantio _mtercalado de sorgo forrageiro, formando bordaduras de contorno nas areas de palma Unid. b 13.500,00 [27.000,00{Mes 3 Més
forrageira 10
- . N . .. . . INdo se INdo se . o/Més
” lAvaliagdo da infestagdo da cochonilha nos materiais com e sem a presenca de sorgo forrageiro (Unid. 2 . - Més 8
aplica aplica 28
IProduto | Campos implantados
Meta 7 |[Uso de indutor de resisténcia na palma forrageira
L . . . . e . . Més  [Més|
1 |Aplicacdo de micronutriente via foliar a base de silicio e potassio (Unid. 6 4.166,67 [25.000,02 10 b7
- . - R . INdo se INdose [Més [Més
2 |Avaliagdo da infestagdo das plantas apos tratamento (Unid. 40 aplica aplica 10 ho
5 Publicagdes Unid,. [o  [Naose  NAose . qMes
aplica aplica 36
4 Relatorios anuais (Unid. 3 Na(.) s¢ Nag se. Mes Més
aplica aplica |12 |36
IProduto | Indutor de resisténcia aplicado e artigos publicados para o subprojeto como um todo
Subprojeto 3: Manejo integrado de doengas em palma forrageira no semiarido.
Metas / . . .. [Valor P
[Etapas Descricio Unid. ‘Quant.|Valor Unit. Total Inicio|Fim
Identificar todos os organismos fitopatogénicos associados a cultura da palma nas propriedades
Meta 1 ..
amostradas e confirmar sua patogenicidade
1 Obtgrylg:.ao de amostras de palma forrageira contendo sintomas de doengas em propriedades rurais do Amostra [100  |151,50 15.150,00{Més 1 IMés
semiarido. 7
2 Realizagdo de analise sanitaria (Blotter-test) nas amostras. {Unid. 100 Nag s¢ Nag ¢ IMas1 Mes
aplica aplica 7
3 Identificagdo dos fitopatogenos associados a cultura da palma. Placa 150  |42,00 6.300,00 [Més 3 llv(l)es
4 Determinagdo do indice de crescimento micelial, germinagao de esporos e patogenicidade. {Unid. 10 970,34 9.703,40 [Més 6 Il\ges
IProduto(Organismos fitopatogénicos identificados e caracterizados
Meta 2 Realizar em trés anos, estudo epidemiolégico para as principais doenc¢as encontradas em
associacio com a palma forrageira
1 Determinacgdo em laboratério, do grau de severidade das doengas. |Analise |10 644,00 6.440,00 [Més 8§ Il\/ées
2 Determinagdo a campo da intensidade das doengas. |Avaliacdo |60 100,00 6.000,00 [Més 8 Il\/ées
N . . . . . . Més  [Més
3 Instalacdo de unidades experimentais em propriedades rurais. Unid. 3 9.600,00 [28.800,00 14 be
IProduto[Unidades experimentais instaladas e nivel de severidade das doencas determinados
Meta 3 [Identificar, ao menos, dois extratos vegetais eficientes no controle de fungos fitopatogénicos da
palma forrageira
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1 ICondugao de experimento para verificar a eficiéncia do controle com extratos vegetais. Placa 100 219,46 21.946,00 Iz\/ies I;/(I)es
Produto|Oleos vegetais com efeito fungicida identificados
Meta 4 [Determinar pelo menos um antagonista capaz de controlar patégenos em palma forrageira
N . R . . IMés  [Més|
1 ICondugao de experimento de controle bioldgico de patdogenos em palma forrageira. Placa 80 116,67 9.333,60 bs 3
IProduto| Experimento instalado e antagonista identificado
Meta S [Identificar a0 menos um genétipo de palma forrageira com resisténcia a nematoides
T N - . - IMés  [Més|
1 Multiplicagdo, em casa de vegetagao, do principal nematoide fitopatogénico encontrado. Planta 100 73,07 7.307,00 bs o
N . A " o . IMés  [Més
2 Condugao de experimento de resisténcia genética de gendtipos de palma a nematoides. Planta 100 73,07 7.307,00 bo  ha
IProduto|Genotipo de palma identificado com resisténcia a nematoide
Transferir conhecimentos através da publicaciio de ao menos dois artigos cientificos, um manual
Meta 6 (de identificacdo dos principais agentes etiologicos de doencas em palma forrageira e um relatério
a cada ano do projeto
1 Confeccdo de artigos cientificos. {Unid. 3 Nag s¢ Na(_) ¢ IMes 8 Més
aplica aplica 36
2 Confeccdo de manuais de identificagdo. {Unid. 1 Na? s¢ Na‘.) se. Mes Més
aplica aplica 18 |20
3 Confeccdo de relatorios anuais. {Unid. 3 Na? s¢ Na(.) se Mes Més
aplica aplica |12 |36
IProdutoArtigos e manuais publicados para o subprojeto como um todo
10. CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO
Més/Ano Valor
09/2020 211.365,09
02/2021 139.342,00
02/2022 129.142,00
TOTAL 479.849,09
11. PLANO DE APLICACAO CONSOLIDADO - PAD
a) Parcela 1-2020
Natureza da Despesa 2020
Programa Acdo Valor (R$ %
Cédigo Descri¢do 1,00)
Agdo 8340 - Desenvolwmen:to da Rede Regional 339014 D|ar|as.— . 8.053,50 381
de Inovagdo Pessoal Civil
Programa 2217 — Material de
Desenvolvimento 339030 Consumo 131.698,46 | 62,30
Regional, Territorial Equipamentos
e Urbano 449052 e Material 25.231,62 | 11,94
Permanente
Auxilio
339020 Financeiro a 21.200,00 | 10,03
Pesquisadores
339033 Passagense | --------m-moe | -omooeme-
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Despesas com
Locomogdo

Outros Servigos

339036 de Terceiros 4.045,00 1,91
Pessoa - Fisica
Outros Servigos

339039 de Terceiros 21.136,51 | 10,10

Pessoa Juridica

TOTAL

211.365,09 | 100,00

b) Parcela 2 -2021

Natureza da Despesa 2021
Programa Agdo Valor (R$ %
Cédigo Descri¢do 1,00)
339014 Diarias - Pessoal Civil 18.585,00 | 13,34
339030 Material de Consumo 22.496,00 | 16,14
449052 Equipamentos e Material 13.178,53 9,46
Permanente
Programa 2217 — 339020 A“g':s" E'I'S’:gszf a 58.300,00 | 41,84
Desenvolvimento Agdo 8340 - Desenvolvimento da Rede P 1 5
Regional, Regional de Inovacio 339033 assagens € Despesas com | 5 300,00 | 1,65
- Locomogao
Territorial e :
Urbano 339036 Outros Servigos de 5958 50 377
Terceiros Pessoa Fisica ! !
339039 Outros Servicosde | 14 5397 | 1380
Terceiros Pessoa Juridica
TOTAL 139.342,00 | 100,00
c) Parcela 3 -2022
Natureza da Despesa 2022
Programa Agdo Valor %
Cédigo Descri¢do (R$1,00)
339014 Diarias - Pessoal Civil 17.965,50 13,91
339030 Material de Consumo 18.593,58 14,40
449052 Equipamentos e Material e
Permanente
Programa 2217 — 339020 Auxilio Financeiro a 74.700,00 | 57,84
X N X Pesquisadores
Desenvolvimento Acdo 8340 - Desenvolvimento da Rede p 5
Regional, Regional de Inovagdo 339033 assagens e esriesas comi
- Locomogao
Territorial e >
Urbano 339036 Outros Servigos de 5.258,50 | 4,07
Terceiros Pessoa Fisica ! !
339039 Outros Servigos de 12.624,42 | 9,78
Terceiros Pessoa Juridica
TOTAL 129.142,00 | 100,00
d) Consolidado trés parcelas
Codigo da Natureza da Despesa Custo Indireto Valor Previs
33.90.14 Ndo 44.604,00
33.90.30 Nao 172.788,0¢
44.90.52 N3o 38.410,15
33.90.20 Ndo 154.200,0C
33.90.33 Nao 2.300,00
33.90.36 Sim 14.562,00
33.90.39 Sim 52.984,90
TOTAL - 479.849,0¢
12. PROPOSICAO
JUCILENE SILVA ARAUJO
Responsavel Técnica do INSA
MONICA TEJO CAVALCANTI
Diretora do INSA
13. APROVACAO
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MARCELO SAIKI BRAGA

Engenheiro Agrénomo

ROBSON JOSE ALVES BRANDAO
Coordenador-Geral da CGEP

EVALDO CAVALCANTI DA CRUZ NETO
Superintendente da SUDENE
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3E|! Iill Documento assinado eletronicamente por Ménica Tejo Cavalcanti, Usuario Externo, em 29/09/2020, as 12:22, conforme horario oficial de Brasilia, com
g fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura

‘ eletrénica

I
e
3@'! Iill Documento assinado eletronicamente por Jucilene Silva Araujo, Usuario Externo, em 29/09/2020, as 13:37, conforme horario oficial de Brasilia, com
1| fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletrdnica

-
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3E|! tll Documento assinado eletronicamente por Marcelo Saiki Braga, Engenheiro Agréonomo, em 29/09/2020, as 13:57, conforme horario oficial de Brasilia, com
g fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletrénica

I
e
3@'! Iill Documento assinado eletronicamente por Robson José Alves Branddo, Coordenador-Geral, em 29/09/2020, as 14:38, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
23 fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletrbnica

I
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3E|! lil| Documento assinado eletronicamente por Evaldo Cavalcanti da Cruz Neto, Superintendente, em 29/09/2020, as 15:45, conforme horario oficial de Brasilia, com

assinatura
eletrénica

fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

3 A autenticidade deste documento pode ser conferida no site http://sei.sudene.gov.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 0184860 e o cédigo CRC 4BOF1BA4.
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