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RESUMO GERAL

Os trabalhos que compdem esta tese tém como objetivo identificar a variabilidade genética entre
clones de palma forrageira e comprovar a resisténcia a cochonilha do carmim em plantas
cultivadas in vitro. Foram realizadas observacdes quanto a fixacdo de coldnias sobre os cladddios
de 20 clones de palma forrageira a partir de uma escala de notas, variando de zero a cinco, sendo
zero a auséncia de infestacdo e cinco o maior nivel de infestacdo. Utilizou-se a Metodologia de
Modelos Mistos para a obtencdo da Melhor Predicdo Linear Ndo Tendenciosa (BLUP) dos
efeitos genotipicos e o processo da Méxima Verossimilhanga Restrita (REML) para a estimacao
dos componentes de variancia e dos pardmetros genotipicos. Verificou-se alta variabilidade
genética entre o material genético avaliado, conforme depreende-se das estimativas do
coeficiente de variacdo genotipica (26,73%) e da herdabilidade (72%), que indicam condigdes
favoraveis a selecdo, as quais podem conduzir a avangos genéticos consideraveis. Os clones
Miuda e Orelha de Elefante Africana foram classificados como resistentes com valor relativo
superior a 95%. Na segunda parte do trabalho, plantas dos clones Orelha de Elefante Mexicana,
IPA Sertania e Gigante, provenientes da micropropagacdo, foram submetidos a infestacédo
artificial com ninfas da cochonilha Dactylopius opuntiae para comprovacao da resisténcia a essa
praga, ap6s cultivo in vitro. Aos sete, 14, 21, 28 e 35 dias apds a infestacdo, realizaram-se
observacgdes quanto a fixacdo dos insetos sobre as plantas. Amostras das plantas foram colocadas
em fixador FAA 50 para confec¢do de laminas histoldgicas. Mediu-se a area da epiderme e do
parénquima. Verificou-se que nenhuma ninfa se estabeleceu sobre os clones Orelha de Elefante
Mexicana e IPA Serténia e que 65% das plantas do clone Gigante estavam mortas aos 35 dias em
decorréncia dos danos causados pelas cochonilhas. Ndo houve mortalidade de nenhuma das
plantas dos materiais considerados resistentes. Foi verificada diferenca significativa para
espessura da epiderme e o clone Gigante apresentou maior espessura. Dessa forma ndo se
comprova a teoria de que a resisténcia a cochonilha do carmim esta relacionada ao aspecto

anatdmico de espessura da epiderme.

Palavras-chave: biotecnologia, forragem, ganho de selecdo, parametros genéticos, semiarido
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ASTRACT
This thesis’ objective is to identify the genetic variability among cactus clones and to
demonstrate resistance to cochineal carmine for plants cultivated in vitro. Observations were
made regarding the establishment of colonies on the cladodes of 20 clones of cactus, from a scale
ranging from zero to five, zero being the absence of infestation and five the highest. We used the
mixed model methodology for obtaining the Best Linear Unbiased Prediction (BLUP) of
genotype effects and the process of Restricted Maximum Likelihood (REML) to estimate
components of variance and genotypic parameters. The variance components and genotypic
parameters were obtained by using the REML process. The selection of the best clones by the
REM/BLUP methodology was efficient with high gain selection. High genetic variability was
verified among the genetic material evaluated, as shown by the coefficient of genotypic variation
(26,73%) and hereditary (72%). These coefficients indicate favorable conditions to clone
selection, which can favor considerable genetic advances. The clones “Miuda” and “Orelha de
Elefante” were selected and classified as resistants, with relative value above 95%. Explants from
the clones of “Orelha de Elefante Mexicana” (Opuntia stricta), “IPA Sertania” (Nopalea
cochenillifera) and “Gigante” (Opuntia ficus-indica), originated from the sequential micro-
propagation, were submitted to artificial infestation with Dactylopius opuntiae cochineal nymphs,
in order to prove their resistance to this plague. After 150 days of growth, cultivation were
removed from the in vitro condition and maintained in environmental conditions. The
observations about the fixation of the insects on the explants were made at 7, 14, 21, 28 and 35
days after infestation. Explant samples were immersed on FAA 50 fixator, to produce
histological blades. Epiderm and parenchyma areas were sized from the samples. It was found
that no nymphs were present on the “Orelha de Elefante Mexicana” and “IPA Sertania” clones,
and that 65% of the explants of the “Gigante” clone were dead by 35 days because of the damage
caused by the cochineals. There was no mortality of any explant from the considered resistant
material. There were significant differences in epidermal thickness, with the clone “Gigante”
having the highest thickness, which contradicts the theory that resistance to cochineal carmine is

related to anatomy.

Keywords: biotechnology, forage, gain selection, genetic parameters, semiarid
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CONSIDERACOES INICIAIS

O Semiérido nordestino tem como traco principal as frequentes secas que tanto podem
ser caracterizadas pela auséncia, escassez ou alta variabilidade espacial e temporal das chuvas.
N&o é rara a sucessdo de anos seguidos de seca. A seca, mesmo sendo um evento climatico
natural de regides semiaridas, acaba por representar uma calamidade, ocasionando a miséria e o
desalento de familias que sofrem com a perda das safras e, periodicamente, pode provocar grande
impacto sobre 0 meio ambiente, a economia e a sociedade. Por décadas, as dificeis condigdes
socio-econdmicas tém sido evidenciadas, salientando o alto grau de vulnerabilidade aos impactos

climaticos aos quais elas estdo submetidas.

Apesar da urbanizagdo ocorrida nos Gltimos anos, a pecuéria tem se constituido, ao
longo do tempo, como atividade béasica das populacGes rurais, distribuidas na regido semiarida
nordestina. As lavouras tém sido consideradas apenas como um subcomponente na maioria dos
sistemas de producdo predominantes, em face de sua maior vulnerabilidade as limitacdes
ambientais. Devido a irregularidade na oferta qualitativa e quantitativa dos recursos forrageiros, o

rebanho nordestino, embora expressivo, apresenta baixos niveis de produtividade.

Assim, a producdo de alimentos para as populacfes e para 0s rebanhos, em areas ndo
irrigadas, deve ser baseada em espécies vegetais que apresentem caracteristicas de alta
adaptabilidade as condicBes edafo-climaticas regionais. Pelas caracteristicas morfofisioldgicas
das espécies da familia Cactaceae, a palma forrageira possui requisitos para suportar os rigores de

clima e as especificidades fisico-quimicas dos solos das zonas semiaridas.

A palma forrageira esta entre as plantas introduzidas no semiarido a que melhor se
adaptou a essas condicdes, sendo uma forrageira estratégica nos diversos sistemas de producéo,
tendo em vista que sua qualidade nutricional se mantém estavel durante todo o ano, além de, se
cultivada em condicdes adequadas, ser bastante produtiva.

No Nordeste brasileiro sdo cultivadas predominantemente duas espécies de palma
forrageira: a Opuntia ficus indica Mill e a Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, principalmente as
variedades Redonda, Gigante e Miuda, as quais ndo apresentam espinhos. Outras variedades tém
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sido geradas pelos institutos de pesquisa, com o objetivo de obter clones mais produtivos, de
melhor valor nutritivo e resistente as pragas e doencas. A resisténcia atualmente é uma
caracteristica determinante na selecdo de uma variedade de palma, pois a partir do ano de 2000,
tem sido constatado um decréscimo da producdo em funcdo do aumento de danos causados por
insetos e doencas. Atualmente a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae) é a principal praga
da cultura na regido Nordeste. Estimativas realizadas por 0Orgdos de pesquisa estimam a
mortalidade de cerca de 100 mil hectares implantados com a cultura em fungdo da ocorréncia
dessa praga, 0 que corresponde a aproximadamente 20% da area cultivada com a cultura na
regido Nordeste.

Os trabalhos que compde esta tese tém como objetivo identificar a variabilidade genética
entre clones de palma forrageira e comprovar a resisténcia a cochonilha do carmim em plantas
cultivadas in vitro.

Inicialmente a estrutura e a morfologia de plantas micropropagadas sdo muito diferentes
daquelas cultivadas em condicOes de campo. Dessa forma um dos experimentos realizados para
elaboracdo deste trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia a cochonilha do carmim em
plantas de palma forrageira cultivadas in vitro.

Caracteristicas anatbmicas sdo apontadas como fator de resisténcia aos insetos, assim,
também foram verificadas caracteristicas anatdbmicas entre as espécies estudadas apds saida da
condig&o in vitro.

Apesar dos avancos nos programas de melhoramento da palma forrageira, ainda existem
poucas informacdes a respeito do ganho genético e herdabilidade de caracteristicas desejaveis dos
clones. Nesse contexto este trabalho também objetivou obter parametros genéticos, utilizando os
modelos REML/BLUP com testes de comparacdo multipla tradicionais, aplicados sobre médias
fenotipicas com vistas a identificar clones promissores para utilizacdo em programas de

melhoramento ou plantio direto pelos agricultores.
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CAPITULO 1- REFERENCIAL TEORICO

RESISTENCIA A COCHONILHA DO CARMIM EM CLONES DE PALMA
FORRAGEIRA

Palma forrageira

A palma forrageira representa importante recurso forrageiro na alimentagdo dos animais
ruminantes, notadamente durante os periodos de estiagem. O longo periodo de duracdo das secas
gue ocorrem no semiarido brasileiro gera grande vulnerabilidade aos sistemas de producdo. Nesse
cenario, o grande limitante da producdo pecuéria estd relacionado a quantidade de forragem
produzida. A palma forrageira € um poderoso instrumento de apoio para a convivéncia da
pecudria regional com as secas, sendo fonte ndo s6 de alimento, mas de agua, em regides onde
esse recurso € escasso até para a populacdo humana. A importancia desse vegetal na alimentacéo
animal é justificada por sua riqueza em &gua, em mucilagem, o elevado coeficiente de
digestibilidade da matéria seca e possibilidade de alta produtividade, desde que realizado o
manejo adequado (Santos et al., 2006a).

A palma forrageira pertence a Divisdo Embryophyta, Sub-divisdo Angiospermea, Classe
Dicotyledoneae, Sub-classe Archiclamideae, Ordem Opuntiales e familia Cacticeas. Nessa
familia existem 178 géneros, com cerca de 2.000 espécies conhecidas. Os géneros Opuntia e
Nopalea reunem as espécies de palma mais utilizadas como forrageiras (Félix da Silva &
Carvalho, 2006).

Entre as espécies selvagens e cultivadas mais utilizadas, 12 pertencem a Opuntia e uma
a Nopalea. No Nordeste do Brasil, tradicionalmente sdo utilizadas na alimentacdo de ruminantes
as espécies Opuntia ficus indica (L.) Mill., clones Gigante e Redonda, e Nopalea cochenillifera
Salm Dick., clones mitda ou doce (Santos et al., 2010).

A palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea € originaria do continente
Americano, sendo o México o centro de origem dessas espécies (Flores-Flores & Tekelenburg,
2001). Informagdes sobre a introducéo da palma no Brasil indicam que a palma foi inicialmente

introduzida com o objetivo de producdo de carmim. Pessoa (1967) afirma que a introducéo da
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palma se deu pelos portugueses na época da colonizagdo, provavelmente trazida das llhas
Canérias, sendo essas de origem mexicana, as quais foram utilizadas para a producdo de corantes
naturais como o carmim, vindo a ser utilizada como forragem somente por volta de 1915, ap6s o
fracasso da criagdo de cochonilhas e a introducao e propaganda do “Cactus Burbank”, produzido

na Califdrnia.

Em 1931, o Governo de Pernambuco estabelecia prémios para os criadores que
pretendessem iniciar o cultivo da palma (Pessoa, 1967). O primeiro grande trabalho de difusdo da
palma, como forrageira no Nordeste, aconteceu ap6s a seca de 1932. Segundo Duque (1980), por
ordem do Ministério da Viacdo, uma grande area do Piaui até a Bahia foi plantada com essa

forrageira.

A partir dai, deu-se 0 avanco da cultura e acredita-se que a area plantada de palma
forrageira ultrapasse 500 mil hectares no Nordeste, fazendo do Brasil um dos paises que possuem

a maior area cultivada de palma forrageira do mundo (Santos et al., 2010).

O Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA) e a Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) tém sido pioneiros nos estudos sobre esta cultura, especialmente na
selecdo de variedades melhor adaptadas a regido, na determinacdo de técnicas de manejo e no
estudo do valor nutricional de dietas para ruminantes (Santos et al., 2006a). Vale salientar que o
IPA vem desenvolvendo pesquisas com a cultura desde 1958. Trabalhos desenvolvidos na
Universidade Federal do Ceard também foram importantes contribuicbes ndo s6 para a
disseminacéo da cultura no Estado, como também para o desenvolvimento de técnicas de manejo

e propagacao de variedades cultivadas (Llamoca-Zarate, 1999).

Por ser uma cactacea que apresenta caracteristicas morfofisiolégicas de adaptacdo as
condi¢cdes do semi-arido, a palma passou a ser cultivada em larga escala pelos criadores das
bacias leiteiras de Pernambuco e Alagoas (Dubeux Jr. et al., 2010). A palma deixou de ser uma
forrageira estratégica para ter uso rotineiro durante o periodo da estiagem.

As principais caracteristicas quimicas da palma forrageira séo: alto conteddo de agua,
minerais, carboidratos sollveis, baixa proteina e fibras. A palma forrageira apresenta as seguintes
médias de composicdo quimica e digestibilidade: Matéria seca (MS) 11%, proteina bruta (PB)
5%, fibra em detergente neutro (FDN) 28%, nutrientes digestiveis totais (NDT) 65%, Calcio (Ca)
2,88%, fosforo (P) 0,14 %, carboidratos soliveis (CHOS) 29% e digestibilidade in vitro da
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matéria seca (DIVMS) 74,4% (Santos et al., 2006a), sendo classificada como concentrado
energeético (Teixeira, 2001).

A alta porcentagem de agua é uma caracteristica positiva ao se tratar de regides
semidridas, as quais possuem limitacbes quanto a disponibilidade de &gua quantitativa e
qualitativamente. O consumo da palma pelos ruminantes reduz a necessidade de ingestdo de agua
em caprinos (Vieira, 2006) e ovinos (Ben Salem et al., 1996), entretanto pode limitar fisicamente
0 consumo e aumentar a diurese (Vieira, 2006). Verifica-se a ocorréncia de fezes liquefeitas e

perda de peso, quando é utilizada como Unico volumoso.

A grande diversidade de usos e aplicacbes da palma forrageira revela a versatilidade
dessa espécie vegetal. No semidrido nordestino ela é cultivada quase exclusivamente para
alimentacdo animal e ndo tem sua potencialidade explorada plenamente. Mundialmente, a palma
forrageira é usada na alimentagdo humana, arracoamento animal, como fonte de energia, na
medicina, na industria de cosméticos, na protecdo e conservacdo do solo, dentre outros usos
nobres, a exemplo da fabricacdo de adesivos, colas, fibras para artesanato, papel, corantes,
mucilagem e ornamentagéo (Barbera, 2001).

Apesar da realizacdo e divulgacdo de resultados de pesquisas sobre manejo adequado
para producdo da cultura, proporcionando aumento na produtividade da palma, tem-se verificado,
em alguns casos, um decréscimo da producdo, em funcdo do aumento de danos causados por
pragas e doencas. A cochonilha do carmim é atualmente a principal praga da cultura na regido
Nordeste (Almeida, 2009).

Pragas e doencas no cultivo da palma

As pragas e os patdgenos (fungos, bactérias e virus) sdo responsaveis por grandes perdas
da agricultura, por causarem injurias e doencas, além de se alimentarem dos tecidos de plantas.
As perdas na producdo da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e doengas, chegam a
37%, sendo 13% dessa perda causada por insetos (Gatehouse et al., 1992).

Em forrageiras, a susceptibilidade as pragas e doencas constitui um problema
extremamente grave dada a natureza perene da maioria das espécies, a necessidade de garantia da
producéo de alimento e o elevado custo de substituicdo de uma forrageira. Essa susceptibilidade é

especialmente importante em espécies propagadas vegetativamente, como no caso da palma
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forrageira e das apomiticas, uma vez que, sendo as populac¢fes constituidas por um dnico ou por
poucos genotipos, podem apresentar maior vulnerabilidade genética (Pereira, 2002).

As pragas e doencas da palma tém aumentado em incidéncia e importancia econdmica,
em face do aumento da area cultivada e da intensificacdo dos sistemas de producdo, inclusive
com maior adensamento das plantas e consequente facilidade de contaminacdo (Santos et al.,
2010).

Para palma cultivada no Nordeste do Brasil, embora haja registros de doencas, as
ocorréncias estdo associadas quase que exclusivamente a pequenos focos, em plantas isoladas,
sobretudo quando depauperadas por deficiéncias nutricionais ou submetidas a longos periodos de
estiagem (Datamétrica, 2004). Com relacdo ao ataque de pragas, duas espécies de cochonilhas
merecem maior atencdo, pois vém predando as lavouras de palma de forma sistémica com graves
consequéncias econémicas para 0s produtores. A primeira € a cochonilha de escamas (Diaspis
echinocacti-Bouché), um inseto da ordem Hemiptera e familia Diaspididae, conhecida
vulgarmente por escama, piolho ou mofo da palma. A segunda é a cochonilha do carmim
(Dactylopius opuntiae Cockerell), pertencente a ordem Hemiptera, familia Dactylopiidae
(Warumby et al., 2005).

A cochonilha do carmim é um pequeno inseto, parasita especifico das espécies de
cactaceas Opuntia ssp. e Nopalea e seu hospedeiro preferido é a Opuntia ficus indica (L) Mill
(Flores-Flores & Tekelenburg, 2001), na qual se apresenta como pequenos tufos brancos imdveis,
parasitando os cladddios da palma. Os tufos sdo constituidos por uma secrecdo cerosa,
pulverulenta e contém finos filamentos produzidos pelo inseto, protegendo-o de predadores
(Adagri-CE, 2008).

Esses insetos vivem como parasitas externos das plantas durante toda a sua vida, ou
grande parte dela. Apresentam acentuado dimorfismo sexual na fase adulta. As fémeas se fixam
as raquetes e ndo mais se locomovem. Os machos possuem asas, mas raramente voam, vivem de
3 a 4 dias e caminham em busca das fémeas. A reproducéo é sexuada e esses insetos sdo muito
proliferos. A disseminagdo por recursos proprios € lenta e dificil, por se tratar de inseto de habito
estacionario. Os machos, que sdo alados, vivem somente para fecundar as fémeas, morrendo logo
em seguida. O principal meio de propagacédo € quando levadas pelo homem sobre as raquetes de
uma area para outra ou acidentalmente presas a roupa ou corpo de animais de transporte (Santos
et al., 2006a).
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Todas as espécies do género Dactylopius produzem o pigmento vermelho “carmim”,
usado como corante na industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. D. coccus é a espécie
utilizada comercialmente para a obtencdo do carmim, sendo conhecida como cochonilha
“cultivada” ou “fina” (Adagri-CE, 2008).

Estas espécies sdo criadas em cacticeas e podem se transformar em pragas, se a cultura
ndo for conduzida tecnicamente ou se as mesmas forem disseminadas livremente nas plantas
cultivadas (Warumby et al., 2005). A praga alimenta-se da seiva da planta, injetando
simultaneamente toxinas que causam a seca e morte dos cladodios, em um processo que pode
durar de 15 dias a seis meses.

Esse inseto, até bem pouco tempo, ndo era considerado como praga, por esse motivo ndo
foi muito estudado seu controle. Apesar de existir na regido ha bastante tempo, o nivel de
infestacdo era baixo e perfeitamente controlado por inimigos naturais existentes. Para a
intensidade de ataque desses insetos aos palmais como vem sendo registrada, ndo é possivel um
controle eficiente apenas com a utilizacdo de inimigos naturais nativos.

A ocorréncia dessa praga tem promovido acentuada reducdo da producdo de palma
forrageira, principalmente nos Estados da Paraiba e Pernambuco, onde predomina o cultivo da
espécie Opuntia ficus indica, variedades Gigante, Redonda e o clone IPA 20 que s&o suscetiveis a
essa praga (Vasconcelos et al., 2009). Estimativas realizadas por érgdos de pesquisa calculam a
mortalidade de cerca de 100 mil hectares implantados com a cultura (Ribeiro, 2009),
comprometendo a alimentacdo animal e, consequentemente, o desenvolvimento dos rebanhos e
obtencdo de receita por parte dos produtores.

Até o presente momento ndo se tem registro de nenhum foco da cochonilha do carmim
no Estado de Alagoas. Ressalte-se que 95% da area é cultivada com a palma da variedade mitda
ou doce (Nopalea cochenillifera), sendo a palma forrageira a segunda cultura mais importante do
Estado (Almeida, 2009). Essa constatacdo ratifica o trabalho de Vasconcelos et al. (2009), que
identificaram a espécie Nopalea cochenillifera como resistente.

Torres et al. (2009) estudaram a substituicdo da palma Gigante pela Miuda em dietas
para bovinos em crescimento e concluiram que a palma Milda pode substituir integralmente a

palma Gigante, pois néo altera o consumo e a digestibilidade aparente dos nutrientes.

Controle da Cochonilha do Carmim
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As acdes de controle em relagdo a cochonilha do carmim exigem um trabalho integrado e
com forte agdo de conscientizagdo do produtor, porque a propaga¢do é muito rapida. As acles de
prevengdo e controle sdo: ndo adquirir palmas de regibes com ocorréncia da cochonilha do
carmim; ndo transitar com animais de regides com ocorréncia da praga para regides onde nédo
ocorra a praga; eliminar imediatamente as primeiras raquetes atacadas (fornecer aos animais ou
queimar); nos plantios adensados, abrir ruas para facilitar a eliminacdo da praga; destruir os
plantios abandonados com ocorréncia da cochonilha do carmim.

Segundo Cavalcanti et al. (2001), o controle desse inseto pode ser mecénico, quimico,
bioldgico e com uso de variedades resistentes. O controle mecénico em pequenos focos e com
baixa densidade populacional do inseto consiste em coletar as raquetes infestadas e transportar
em sacos para alimentar os animais, uma vez que este inseto é inofensivo aos homem e animais.

O controle bioldgico para essa praga (Dactylopius sp.) vem sendo estudado, entretanto,
sabe-se que, dependendo do nivel de dano, ndo tem sido eficiente apenas com a utilizacdo de
inimigos naturais.

No Laboratdrio de Entomologia da Embrapa Semiarido ha bons indicativos da eficiéncia
de um inseto de origem australiana (Cryptolaemus montrouzieri) como predador da cochonilha
do carmim. Nos testes experimentais, um adulto dessa espécie de joaninha consegue consumir,
por dia, entre 300 e 350 ninfas da praga. Outro inseto, Zagreus bimaculosus, nativo do semiarido,
estd sendo avaliado com o mesmo objetivo. Essa é uma tecnologia promissora, a multiplicacdo
dos predadores é simples e pode ser implementada nas propriedades rurais sem a necessidade de
qualquer equipamento especial (Ribeiro, 2009).

Outra linha de estudo em desenvolvimento avalia a eficiéncia dos fungos
entomopatogénicos, como a Beauveria bassiana e o Metarhizium anisopliae, que, pulverizados
na cultura, infectam o inseto e causam a sua morte. Nos testes realizados pelos pesquisadores da
Embrapa Semiarido em &reas de palma infestadas de cochonilha do carmim, a aplicacdo desses
microorganismos reduziu a populagédo da praga em até 90%. A quantidade que sobreviveu foi tdo
pequena que a capacidade de causar dano a cultura tornou-se inexpressiva.

O passo seguinte da pesquisa é definir formulas para o processamento de bioinseticidas
com base nesses fungos. Este produto precisa passar pelas analises de resisténcia dos
microorganismos as condic¢des climaticas da regido, ap6s serem pulverizadas no campo. Sem

garantias de que vao se manter vivos ap6s serem pulverizados nas plantas de palma, acredita-se
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que esses produtos bioldgicos terdo poucas chances no manejo da praga e menos ainda de chegar
ao mercado.

Em grandes focos, sdo necessarias medidas mais enérgicas, o recomendado € cortar e
fornecer aos animais, incinerar ou ainda aplicar o tratamento quimico. O controle quimico &,
muitas vezes, inviavel, principalmente pelas condi¢gdes sécio-econdmicas dos pequenos
produtores rurais e pela dificuldade na conscientizacdo para realizagdo do controle na forma
devida. Outros problemas na utilizacdo de inseticidas no controle dessa praga sdo possiveis
implicacdes ambientais, sobretudo aquelas que podem afetar o equilibrio natural da populacao
dos insetos. A utilizacdo de inseticidas quimicos aumenta os custos de producdo, 0s riscos de
contaminacdo ambiental e consequente intoxicacdo de animais e seres humanos (Viana &
Potenza, 2000). Além disso, encontra-se em analise 0 processo para registrar um inseticida para
utilizacdo na cultura da palma forrageira, acarretando um impedimento legal para utilizacao
desses produtos.

Grande parte da area cultivada com palma localiza-se em pequenas propriedades, onde
muitas vezes, devido aos fatores econémicos e a falta de informacdo a respeito de tecnologias

disponiveis, os agricultores ndo executam qualquer medida visando ao controle da praga.

Diante da auséncia de um controle eficiente ou com custo competitivo, uma alternativa
de cultivo para a palma em regifes atacadas por esse inseto é o plantio de clones resistentes. Essa
alternativa desponta como estratégia ideal para o controle de pragas, pois sua utilizacdo reduz a
populacdo do inseto a niveis que ndo causam danos; nao interfere no ecossistema, ndo promove
desequilibrio ambiental; tem efeito cumulativo e persistente; ndo é poluente; ndo acarreta 6nus ao
sistema de producdo e, finalmente, ndo exige conhecimentos especificos por parte dos
agricultores para sua utilizacdo (Lara, 1991).

Trabalhos de selecdo de clones visando resisténcia a cochonilha do carmim,
identificaram que as cultivares Miuda (Nopalea cochenillifera - Salm Dyck) e Orelha de Elefante
Africana (Opuntia undulata Griffiths) (Vasconcelos et al., 2009; Santos et al., 2006b), bem como
a Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia strica Haw.) (Santos et al., 2007; Lopes et al., 2010),
apresentam resisténcia a essa praga e recomendam a utilizacdo desses clones na implantagédo da

cultura, principalmente na regido de ocorréncia da praga.
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Resisténcia de plantas a insetos

Existem varios termos para definir resisténcia, tolerancia, suscetibilidade e sdo todos
expressos de maneira subjetiva. Painter (1968) define a resisténcia de plantas a insetos como a
soma relativa de qualidades hereditarias possuidas pela planta, as quais influenciam o resultado
do grau de dano que o inseto causa, representando a capacidade que possuem certas plantas de
alcancarem maior producdo de boa qualidade, do que outras cultivares, em geral, em igualdade de
condicdes. A resisténcia € portanto, uma condicdo genética. Para que a resisténcia seja valida,
deve haver repetibilidade, ou seja, os resultados verificados devem repetir-se em outras ocasioes,
nas mesmas condicdes.

Normalmente é possivel observar diferentes niveis de respostas de cultivares ao ataque de
determinado inseto, de modo que diferentes graus de resisténcia podem ser atribuidos: 1)
Imunidade — diz-se que uma planta é imune a determinado inseto quando ela ndo sofre nenhum
tipo de dano, ou seja, ndo é consumida nem injuriada pela praga, sob quaisquer condigdes; II)
Alta resisténcia — considera-se que uma planta é altamente resistente quando em determinadas
condicdes sofre pouco em relacdo ao dano médio sofrido pelas cultivares em geral; I1I)
Resisténcia moderada — quando uma planta sofre menos que o dano médio sofrido pelas
cultivares com as quais € confrontada; 1V) Suscetibilidade — uma planta é suscetivel quando é
atingida de forma semelhante ao dano médio sofrido pelas cultivares com as quais é comparada;
V) Alta suscetibilidade — pode-se dizer que uma planta é altamente suscetivel quando esta sofre
em maior propor¢do um dano que o médio sofrido pelas cultivares com que € comparada (Lara,
1991).

Existem ainda certas condi¢des nas quais algumas plantas sdo pouco danificadas, embora
ndo sejam resistentes. A essas condi¢cdes denomina-se pseudoresisténcia, apresentando-se em trés
tipos basicos: 1) Evasdo hospedeira — quando a planta passa rapidamente pela fase de maior
suscetibilidade, ou quando essa fase coincide com uma época de baixa densidade populacional do
inseto; 1) Escape — ocorre quando a planta ndo é infestada, ou ndo sofre danos, devido a um
simples acaso, pode acontecer em condicGes de baixa ou alta infestacdo, geralmente detecta-se se
houver escape realizando outros ensaios ou em teste com a progénie dessa planta; I11) Resisténcia

induzida — trata-se de uma manifestacdo temporaria da resisténcia, resultante de condigdes

10
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especiais da planta ou do ambiente, como, por exemplo, variagdo na quantidade de agua de
irrigacdo, fertilidade do solo, uso de inseticidas, etc. cessadas as quais, a planta retorna a
condicdo de suscetibilidade.

Painter (1968) estudou o mecanismo de reacdo da planta frente ao ataque dos insetos e
verificou que a reagédo da planta ao ser atacada por algum inseto, na maioria das vezes, implica
em alteracbes no seu comportamento ou biologia. Nesse sentido, identificou trés tipos de
resisténcia: 1) Ndo-preferéncia — quando a planta é menos utilizada pelo inseto para alimentacao,
oviposicdo ou abrigo, do que outra planta em igualdade de condices; 11) Antibiose — quando o
inseto se alimenta normalmente da planta e esta exerce um efeito adverso sobre a sua biologia,
afetando direta ou indiretamente seu potencial de reproducdo; Ill) Tolerancia — capacidade
prépria da planta para suportar ou recuperar-se dos danos produzidos por uma populacdo de
insetos, a qual normalmente causaria sérios prejuizos a um hospedeiro mais suscetivel. Este tipo
de resisténcia depende, primordialmente, da propria planta e ndo da relacdo inseto-planta, mas o
ambiente também pode influenciar este tipo de resisténcia, pois as plantas mais vigorosas podem
tolerar um ataque de pragas. Dos trés mecanismos de resisténcia, tolerancia é o mais dificil de
quantificar. Basicamente, envolve uma comparacdo de um certo nimero de insetos e do dano
subsequente na planta. Consequentemente, o nimero de insetos a ser colocado na planta tem de
ser inicialmente determinado e relacionado a um dano visivel e eventualmente ao rendimento
(Cruz & Vendramim, 1998).

A manifestacdo da resisténcia pode estar relacionada aos fatores da prépria planta, ao
inseto, a0 ambiente e a interacdo entre eles. Segundo Bueno (2006), as caracteristicas
relacionadas as plantas podem ser condicionadas pela idade e pela parte infestada, assim, fases
diferentes de seu ciclo podem apresentar reacfes diversas ao ataque, dependendo da parte
atingida, os danos podem ser maiores ou menores. Quanto aos insetos, sao importantes sua fase e
idade, bem como espécie, raca ou biotipo. O acondicionamento pré-imaginal e o tamanho da
populacdo sdo fatores que ndo devem ser descartados. Os efeitos do ambiente relacionam-se
basicamente a fatores climaticos e edaficos, como umidade, temperatura e disponibilidade de
nutrientes e sais minerais. Plantas adjacentes podem contribuir para o estabelecimento de
microclima favoravel ao inseto. Tamanho de parcela e plantas daninhas também podem

influenciar neste aspecto.
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Mecanismos de resisténcia das plantas

Ha muitos anos estuda-se a influéncia da anatomia e morfologia dos vegetais, bem como
a biossintese e a regulacdo de compostos quimicos de plantas associados a resisténcia.

Adaptacdo e resisténcia traduzem-se por profundas alteracfes no metabolismo da célula
vegetal, entre elas a sintese de proteinas de defesa, expressas por genes especificos, ativados
através de mecanismos complexos. Tais proteinas exercem VAarios papéis na resisténcia e
sobrevivéncia da planta, de forma direta (combatendo o agente agressor) ou indireta (mantendo a
estrutura e as funcdes celulares). Os mecanismos de resposta e as substancias envolvidas nos
processos de defesa vém sendo bastante pesquisados, em especial nas Gltimas décadas, mas ainda
existem muitas davidas (Pinheiro et al., 1999).

Caracteristicas anatdmicas também foram apontadas como fator de resisténcia a insetos,
na medida em que células mais espessas podem limitar a saida e entrada de indculos de plantas
infectadas ou reduzir a exsudagdo de nutrientes e outras substancias requeridas nos estagios
iniciais de desenvolvimento dos patdgenos (Aragdo et al., 2000; Pascholati & Leite, 1995).

Tipos de epidermes, representadas principalmente pela espessura da cuticula, podem
agir desfavorecendo a alimentacdo ou dificultando a penetragdo dos insetos, dureza da epiderme e
pilosidade também tém influéncia na resisténcia das plantas. A dimensdo das estruturas, como o
comprimento, largura, altura etc., também sdo os aspectos morfologicos relacionados a
resisténcia.

Alguns insetos sdo favorecidos por superficies pilosas, entretanto, para outros, a
pilosidade dificulta a locomocdo, alimentacdo e oviposicdo. A resposta do inseto a pilosidade
depende da densidade, tamanho e tipo dos pelos (tricomas). Por exemplo, a mosca-branca
(Bemisia tabaci biotipo B) prefere superficies pilosas, com condi¢fes microclimaticas favoraveis
para oviposicdo e abrigo. Em cultivares comerciais de tomateiro (Lycopersicon esculentum), a
intensidade de oviposicéo é dependente da densidade de tricomas. Contudo, em alguns genotipos
de espécies selvagens, como Lycopersicon hirsutum, L. hirsutum, F. glabratum e L. pennellii, que
apresentam grande quantidade de tricomas glandulares, ndo se verifica essa mesma resposta. O
adulto de mosca-branca, ao pousar nos foliolos de tomateiro, é capturado pelo exsudato glandular

dos tricomas e ndo consegue se locomover (Fancelli et al., 2003).
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A lignificacdo pode proporcionar um aumento na resisténcia das paredes a acdo de
enzimas degradadoras, impedir a difusdo de toxinas do patdégeno em direcdo ao hospedeiro,
impedir a difusdo de nutrientes da planta hospedeira em direcdo ao patdgeno e restringir a
colonizacdo por patdgenos (Agrios, 1988).

Algumas substancias presentes ou depositadas na epiderme das folhas também podem
ter relacdo com a producéo vegetal e com a resisténcia aos patdgenos, como € o caso da suberina
e da silica, conforme Pascholati & Leite (1995), Lara (1991) e Silveira et al. (2001).

A consideracdo da cuticula como estrutura de resisténcia aos patdgenos e aos insetos
deve ser analisada com prudéncia, pois depende da quantidade e qualidade da composigédo
quimica desta estrutura, alem das caracteristicas do agente de inter-relacdo. Microrganismos
considerados patdégenos podem depender ou ndo de pressao mecanica para entrar na planta
hospedeira. Além disso, a cuticula possui regides descontinuas como nas células secretoras de
tricomas glandulares, em papilas de certas flores e até mesmo poros (Cutter, 1986; Agrios, 1997).

Devido ao seu efeito no padrdo de crescimento, na morfologia e na anatomia,
particularmente, na composi¢do quimica da planta, os nutrientes minerais podem aumentar ou
diminuir a resisténcia das plantas as pragas e doencas.

Tem sido observado em culturas como arroz (Oryza sativa) e aveia (Avena sativa), que
com o0 aumento da concentragdo de nitrogénio (N) soltvel na seiva das plantas ocorre aumento do
ataque de Sogatella furcifera e Sitobion avenae, respectivamente (Marschner, 1995). A redugéo
do teor de potassio (K) (responsavel pela ativacdo da enzima RNA polimerase) nas folhas de
arroz e citros aumenta o ataque de S. furcifera (Marschner, 1995) e das cochonilhas Lepidosaphes
beckii e Saissetia oleae (Chaboussou, 1987), respectivamente, provavelmente em funcédo da
elevacdo da concentracdo de aminoacidos livres (Marschner, 1995). Em razdo do calcio (Ca) ser
constituinte da lamela média e parede celular, tem-se observado que, com o decréscimo do teor
de Ca nas folhas de citros, hd aumento do ataque de L. beckii e S. oleae (Chaboussou, 1987). A
maior suscetibilidade de planta a insetos praga pode estar relacionada a expanséo do limbo foliar
que resulta, em geral, em decréscimo na densidade de tricomas nas folhas (Dale & Milthorpe,
1986).

Atualmente, tem-se usado silicio para induzir a resisténcia de plantas. Pesquisas
demonstraram que o silicio, mesmo ndo sendo considerado um elemento essencial, quando

colocado a disposicao das plantas, contribui para o seu crescimento, aproveitamento de nutrientes

13



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

e inducdo de resisténcia as doencas fungicas e aos insetos praga. Carvalho et al. (1999) avaliaram
o efeito do silicio como indutor de resisténcia de plantas de sorgo ao pulgdo-verde (Schizaphis
graminum Rond.), com e sem chances de escolha, obtendo resultados nos quais o silicio causou
reducdo na preferéncia e na reproducdo do pulgdo-verde.

De acordo com Marschner (1995), ha pouca informacdo sobre o efeito do estado
nutricional da planta nos mecanismos de defesa contra bactérias e virus. No entanto, ha claras
evidéncias da acdo contra doengas causadas por fungos e contra o ataque por pragas. No caso das
doencas fungicas nas superficies de raizes e folhas, a protecdo através da nutricdo mineral
balanceada seria o resultado de eficiente barreira fisica, evitando a penetracdo das hifas, através
de cuticula espessa, lignificacdo e/ou acumulacdo de silicio na camada de células epidérmicas,
melhor controle da permeabilidade da membrana citoplasmatica, evitando assim, a saida de
acucares e aminoacidos (de que se nutrem os patdgenos) para o apoplasto, ou espaco intercelular
e formacao de compostos fendlicos, com distintas propriedades fungistaticas.

Em resumo, a manifestacdo da resisténcia pode estar relacionada aos fatores da propria
planta, ao inseto e ao ambiente. A resisténcia pode ser aumentada por mudancas na anatomia (por
exemplo: células epidérmicas mais espessas e maior grau de lignificacdo e/ou silicificacdo) e
mudancas nas propriedades fisioldgicas e bioquimicas (por exemplo: maior producdo de
substancias repelentes ou inibidoras). A resisténcia pode ser particularmente aumentada pela
alteracdo nas respostas da planta aos ataques parasiticos através do aumento da formacdo de

barreiras mecanicas (lignificacdo) e da sintese de toxinas (fitoalexinas).

Melhoramento Vegetal

O melhoramento de plantas é a mais valiosa estratégia para 0 aumento da produtividade
de forma sustentavel e ecologicamente equilibrada, com estimativa de 50% do incremento nas
principais espécies agrondmicas nos ultimos 50 anos (Borem, 2001). Entretanto, em plantas
forrageiras, tal processo € de dificil selecdo e execucdo demorada, porque o objetivo principal é
melhorar o desempenho produtivo animal e ndo apenas da planta (Pereira, 2002).

A selecdo dos métodos de melhoramento deve partir dos mais simples para 0s mais
complexos, de acordo com o nivel de variabilidade e herdabilidade do carater que se quer
melhorar. Considerando o estagio inicial do programa de melhoramento genético da palma, a

utilizacdo de métodos simples como a introducdo e a selecdo massal, pode conduzir a obtencao
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de resultados satisfatorios, utilizando poucos recursos e em curto periodo de tempo. Entretanto,
para especies com longo historico de melhoramento ou para caracteres com baixa variabilidade e
herdabilidade sdo recomendados métodos que envolvem testes de progénies, que possibilitam
obter maior eficiéncia no processo seletivo (Pereira, 2002).

A utilizacdo de métodos classicos como a introducdo, selecdo fenotipica e selecdo
genotipica ainda contribuirdo bastante para os avancos no melhoramento genético, quando
agregadas as novas técnicas.

Segundo Michereff (2001), trés etapas basicas devem ser consideradas em qualquer
programa de obtencéo e utilizagdo de variedades resistentes: 1) identificar fontes de resisténcia,
ou seja, identificar no germoplasma gendtipos que possuam genes de resisténcia; 1) incorporar
estes genes em cultivares comerciais por meio dos meétodos de melhoramento; I1l) apos a
obtencdo de um cultivar resistente, tracar a melhor estratégia para que a resisténcia seja duravel
face a natureza dindmica das populacgdes patogénicas.

Uma das formas mais simples de melhoramento de espécies autdgamas € por meio dos
métodos baseados em selecdo. A selecdo ndo cria variabilidade, mas ela atua na variacao
existente, por isso esta técnica € utilizada quando existem populagdes que apresentem
variabilidade genética. Uma populacdo pode apresentar variabilidade genética ocasionada por
mistura de sementes de outras populacGes, por mutacdes genéticas ou cruzamentos naturais com
plantas de diferentes gendtipos. O principal uso desse método € na obtencdo de novas variedades
em espécies vegetais que ainda ndo foram muito trabalhadas geneticamente ou para caracteres de
alta herdabilidade.

A fundamentacdo basica dos métodos de melhoramento da palma forrageira considera trés
fatores bésicos: 1) o plantio comercial da palma forrageira utiliza o método de propagacao
assexuada; Il) a maioria das sementes botanicas € proveniente de via sexuada; Ill) as plantas
obtidas destas sementes apresentam grande variacdo genética e oportunidade de selecdo
(Barrientos Perez, 1981).

E importante a definicdo de um programa de melhoramento que alie a selecdo de clones

gue apresentem relevancias agronémicas e zootécnicas a resisténcia a cochonilha.

A palma se multiplica de forma vegetativa por estaquia de cladddios. A propagacao
sexual, através de sementes, apresenta problemas, dentre eles: a segregacao genética, uma longa

fase juvenil e uma baixa velocidade de crescimento.
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Utilizacdo da cultura de tecidos vegetais

A fonte de material vegetativo para implantacdo da palma sdo as plantagdes comerciais,
apesar dessas apresentarem as desvantagens de propagacdo de doenca e falta de certificacdo
genética. Além disso, a necessidade de grande quantidade de material demandada para
implantacdo da cultura € um sério problema pratico.

A limitacdo desse sistema de propagacdo pode ser superada pela utilizacdo de
tecnologias disponiveis, como a cultura de tecidos vegetais. O cultivo in vitro de tecidos vegetais
apresenta grande aplicacdo na agricultura. No caso de plantas que se propagam de forma lenta,
como a palma, é uma alternativa possivel de ser utilizada para a multiplicacdo e difusdo de
cultivares promissores.

A cultura de tecidos vegetais fundamenta-se na teoria da totipoténcia vegetal, que
considera que células vegetais manifestam, em momentos diferentes e sob estimulo apropriado, a
potencialidade de iniciar um novo individuo multicelular (Kerbauy, 2004). Assim, utilizando
fragmentos de tecidos vegetais, sob adequadas condicGes de assepsia, nutricdo e fatores
ambientais como luz, temperatura, oxigénio (O;) e gas carbdnico (CO,), é possivel a regeneracao
em planta inteira com as mesmas caracteristicas das plantas originais.

Com o advento da biotecnologia, a técnica de micropropagacdo teve um forte impacto
sobre a producdo de plantas em larga escala, centenas de protocolos foram estabelecidos visando
a producao comercial de mudas e a preservacdo de espécies vegetais ameacadas de extin¢do. O
estoque de plantas in vitro permite um fluxo continuo de producdo de mudas em todas as épocas
do ano e possibilita a producdo de brotos a partir de 6rgédos ja desenvolvidos o que, em geral, ndo
é conseguido em condig¢des naturais de campo.

A propagacdo de plantas in vitro é constituida de quatro fases: estabelecimento dos
explantes in vitro; multiplicagdo dos explantes; enraizamento das brotagdes e aclimatizacdo de
plantas (Hartmann et al., 2002). A fase de estabelecimento dos explantes tem como objetivo a
obtencdo de uma cultura isenta de patdgenos. A fase de multiplicacdo visa estimular a producdo
do maior numero possivel de brotacdes. Para isso sdo utilizados reguladores de crescimento,
geralmente auxinas, citocininas e giberelinas. Para o estimulo a formacao de raizes, as brotagdes

sdo transferidas para um meio de cultura especifico de enraizamento, suplementado com
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reguladores de crescimento, geralmente auxinas, como o &cido indolbutirico (IBA) e é&cido
naftalenoacético (ANA). A ultima fase, a aclimatizacdo, consiste na adaptacdo da planta a um
novo ambiente, onde ndo mais tera os nutrientes prontamente disponiveis do meio de cultura,
iniciando-se assim, a fase de autotrofia (Grattapaglia & Machado, 1998).

Para o estabelecimento in vitro sdo necessarios estudos de combinacdes Otimas de
fatores (genétipo x fonte de explante x condi¢Bes de cultivo) para que o processo seja bem
sucedido. Llamoca-Zarate (1999) iniciou o desenvolvimento de protocolo para multiplicacao in
vitro da Opuntia ficus-indica. Vasconcelos et al. (2007) trabalharam na multiplicacdo da espécie
Nopalea cochenillifera. A partir desses trabalhos foi possivel identificar que um dos principais
problemas na micropropagacao da cultura é a etapa de multiplicacdo. O nimero de brotos obtidos
tem se mostrado bem inferior as brotacGes de outros vegetais como o abacaxi (Ananas comosus)
e a cana de acucar (Saccharum spp.), que tém protocolos comerciais de micropropagacao
estabelecidos (Lorenzo et al., 1998; Silva et al., 2007).

Apesar da cultura de tecidos vegetais aplicar-se a varias espécies, os beneficios dessa
tecnologia ndo foram totalmente explorados para as cactdceas. Encontram-se em
desenvolvimento protocolos para a micropropagacao de algumas espécies dessa familia.

Nos ultimos anos, estudos tém examinado os problemas relativos a qualidade fisioldgica,
genética e epigenética de plantas, células, tecidos e 6rgdos cultivados in vitro, tais como, auséncia
ou perda da capacidade organogénica, hiperidricidade e variagdo somaclonal. O estresse
oxidativo tem sido apontado como um indutor dessas anomalias no cultivo in vitro. Um estresse
severo pode resultar em variacdo somaclonal ou mutacdo, perda total da totipoténcia
organogénica e morte da planta ou da célula (Camara et al., 2010).

Os protocolos estabelecidos para multiplicagdo da palma e crescimento dos brotos
envolvem o cultivo sequencial dos explantes advindos de gemas axilares em meio semissélido,
(Escobar et al., 1986; Llamoca-Zarate, 1999; Vasconcelos et al., 2007). Entretanto, 0 emprego
comercial desta técnica é reduzido, em virtude dos altos custos de produgéo, principalmente com
mé&o-de-obra, baixa taxa de multiplicacéo e perdas durante o processo.

Costa et al., (2010) analisaram a producdo e composi¢do quimica da palma forrageira
Cv. Gigante, proveniente do cultivo in vitro e concluiram que as plantas devem ser transplantadas

para 0 campo quando apresentarem tamanho superior a 30 cm, porque abaixo dessa altura a
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producdo de massa verde é reduzida. A composi¢do quimica ndo é modificada em fungdo do
tamanho da planta e é semelhante as plantas provenientes do cultivo tradicional.

Para utilizar essa técnica com a finalidade de disponibilizar novos clones da cultura,
existe a necessidade de aumentar a velocidade de multiplicacdo da mesma. Assim, novas
alternativas de multiplicacdo acelerada, atraves da utilizacdo do fracionamento de explantes in
vitro e do sistema de imersdo temporaria vém sendo estudadas para os diversos clones
(Vasconcelos et al., 2010).

O objetivo da utilizacdo da cultura de tecidos a partir da micropropagacao, é produzir
material vegetal adequado ao uso pretendido. Para tanto, alguns pardmetros de qualidade tém que
ser destacados: o estado sanitério, fisioldgico e a fidelidade genética do material micropropagado.

O acompanhamento da fidelidade genética desde o inicio e ao longo dos varios estagios
do cultivo in vitro permite identificar as condi¢cbes especificas de cultivo que induzem variacéo
somaclonal. O termo variacdo somaclonal refere-se as variagdes que ocorrem nas plantas durante
cultivo in vitro ou em plantas provenientes do mesmo. O variante pode ser consequéncia de
alteracdes genéticas ou epigenéticas. Larkim & Scowcroft (1981) cunharam o termo variagédo
somaclonal para descrever a ocorréncia de variantes genéticos derivados de procedimentos in
vitro. Fatores como fonte de explante, genotipo, duragdo do cultivo in vitro tipo e concentracdo
de reguladores de crescimento e condic¢des de cultivo, entre outros, podem induzir variabilidade
in vitro.

O potencial da variacdo somaclonal e o melhoramento por mutacdes podem levar a
obtencdo de genOtipos com diversas caracteristicas desejaveis. Esses caminhos sdo utilizados
com sucesso em outras culturas propagadas vegetativamente, mas até o momento, pouco foi feito
em relacdo a palma forrageira (Villalobos, 2001).

Considerando que a duracéo e as condic¢des de cultivo in vitro podem levar a ocorréncia
de variagbes somaclonais e que estas variacdes podem estar ligadas as caracteristicas de
resisténcia, € importante avaliar com certa frequéncia, se essa caracteristica tem sido mantida,

mesmo apos o cultivo sequencial dos clones micropropagados.

Meétodos estatisticos utilizados no melhoramento genético
Experimentos de campo sdo essenciais nos programas de melhoramento genético e

também no processo de recomendacdo de cultivares melhoradas. Nesses experimentos, séo
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desejaveis um alto grau de precisdo experimental e, consequentemente, uma alta acuracia na
inferéncia sobre as médias genotipicas, isto €, sobre os valores genotipicos dos tratamentos
genéticos em avaliacdo. Os ensaios de avaliacdo de cultivares devem ser abordados do ponto de
vista genético e estatistico e ndo apenas sob a perspectiva estatistica.

A avaliacdo de tratamentos genéticos em experimentos de campo tem dois objetivos: 1)
inferir sobre os valores genotipicos desses materiais; 1) ordena-los com base em seus valores
genotipicos para fins de selecdo. O interesse, portanto, ndo esta em estimar as suas médias
fenotipicas, mas sim valores genotipicos, isto €, médias futuras desses gendtipos, quando estes
forem cultivados novamente em plantios comerciais. Neste caso, mesmo que sejam no mesmo
local ou regido da experimentagéo, os efeitos de blocos e de parcelas muito provavelmente néo se
repetirdo. Como tais efeitos estdo embutidos, em alguma proporcéo, nas medias fenotipicas, isso
demonstra que tais médias ndo sdo adequadas para a inferéncia sobre os valores genotipicos.
Assim, em trabalhos cientificos e em catélogos de avaliacdo genética, a apresentacdo de médias
fenotipicas ndo é desejavel. Pelo contrario, deve-se buscar a apresentacdo das médias genotipicas
(livres de efeitos ambientais), isto €, dos valores de cultivo e uso (VCU) propriamente ditos
(Resende, 2002).

O estabelecimento de estratégias eficientes de melhoramento depende do conhecimento
prévio dos mecanismos genéticos responsaveis pela heranca do carater a melhorar, tais como o
namero de genes que o governam, as acgdes e efeitos génicos, herdabilidade, repetibilidade e
associacfes genéticas com outros caracteres (Resende, 2002). Os parametros genéticos sdo
valores numéricos que permitem inferir sobre a estrutura genética, 0s quais variam para
diferentes caracteres, idades e populacdes (Duda, 2003). As estimativas dos parametros genéticos
possibilitam predizer os ganhos oriundos das estratégias alternativas aplicadas ao melhoramento
genético, fornecendo informacdes importantes a selecdo e para a definicdo do programa de
melhoramento da populacéo.

No caso dos testes genéticos, o fator de confiabilidade 6timo € funcéo do coeficiente de
determinacdo genotipica, associado ao carater em avaliacdo, 0 que corresponderia, em um
processo de selecéo intrapopulacional, ao coeficiente de herdabilidade.

Caracteres com baixa herdabilidade demandardo métodos de selecdo mais elaborados do
que aqueles com alta herdabilidade. Por sua vez, altos valores de correlacdo genética entre

parametros significam que a alteracdo em um carater, via selecdo, promove alteracoes
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significativas em outros caracteres relacionados a ele. Outro parametro de extrema importancia
para as plantas perenes é o coeficiente de repetibilidade, o qual mede a capacidade de os
organismos repetirem a expressao do carater, ao longo de varios periodos de tempo, no decorrer
de suas vidas. Eles permitem a determinacdo do nimero de medi¢bes necessarias para avaliar,
precisamente, o0s valores genéticos aditivos, genotipicos ou fenotipicos permanentes dos
individuos, além de possibilitar 0 uso de suas estimativas na predicdo de valores genéticos
(Resende, 2002).

A herdabilidade é uma medida de proporcionalidade da variacdo total devida a natureza
genética. Pode ser estimada pela razdo entre a variancia genética e a variancia total (Allard, 1971,
Falconer, 1987) observada no sentido amplo, expressa pela proporcéo de variancia genética total
em relacdo a variancia fenotipica, ou no sentido restrito, determinada pelo quociente entre a
variancia genética aditiva e a variancia fenotipica (Dudley & Moll, 1969; Falconer, 1987). Assim,
o coeficiente de herdabilidade expressa a quantidade de variacdo genética em relacdo a variacéo
fenotipica total.

Diferentes valores de herdabilidade podem ser encontrados para determinados caracteres
de uma mesma espécie. Isto se deve, principalmente, aos diferentes métodos utilizados para a sua
determinacdo, aos diferentes materiais genéticos, aos diferentes locais, a idade de avaliacdo
(Xavier, 1996). Valores altos para as estimativas de herdabilidade indicam boas possibilidades de
ganho nos estudos de melhoramento, pois 0 progresso esperado pela selecdo depende diretamente
da herdabilidade e da intensidade da selecdo, inversamente ao desvio padréo fenotipico (Dudley
& Moll, 1969). Assim, valores elevados de herdabilidade revelam que o controle genético pode
ser alto e que mudancgas no ambiente influenciam pouco o fenétipo (Shepherd, 1997).

Os valores genéticos sdo variaveis aleatdrias ndo observaveis, preditas a partir dos valores
fenotipicos observaveis, comumente usados nos programas de melhoramento de plantas. A sua
predicdo pode ser feita de forma pontual ou intervalar, deve ser precisa e acurada, pois aumentam
0s ganhos pretendidos, diminuindo as possibilidades de erro na selegdo. A predi¢cdo pontual
fornece os valores genéticos preditos, ao passo que a intervalar inclui os intervalos de confianca
dos valores e dos ganhos genéticos, propiciando uma recomendacdo mais segura dos individuos
envolvidos e, portanto, deve ser preferencial (Resende, 1999).

Para a avaliacdo genética sdo necessarias estimativas fidedignas dos parametros genéticos

das populagdes-base (originais) nao selecionadas e ndo endogamicas, sob delineamento étimo ou
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adequado, visando a minimizagdo da variancia das estimativas. Os valores genéticos preditos,
entretanto, ndo sdo iguais aos valores genéticos verdadeiros dos individuos. Conforme Vleck et
al. (1987), a proximidade entre esses dois pode ser avaliada com base na estatistica denominada
acuidade (acuracia), a qual refere-se a correlacdo entre os valores genéticos preditos e
verdadeiros dos individuos. A acuidade seletiva depende da herdabilidade e repetibilidade do
caréter, da quantidade e qualidade das informagdes e dos procedimentos utilizados na predicéo
dos valores genéticos. Como € uma medida associada a precisdo na selecdo, a acuidade é o
principal elemento do progresso genético que pode ser alterado pelo homem, visando maximizar
0 ganho genético (Resende, 2002). A acuidade, também importante na comparacao de métodos
de selecdo, pode ser utilizada como um indicativo da intensidade de utilizacdo dos individuos,
sendo que aqueles com altos valores genéticos preditos e com acuidade baixa, devem ser usados
com ressalvas.

A predicdo de valores genéticos exige a prévia estimagdo dos componentes de variancia e
de parametros genéticos. De maneira genérica, a predicdo pode ser efetuada por trés
procedimentos e situacdes distintas: 1) Melhor Predicdo — BP (“Best Prediction”) - iguais
quantidades e precisdes de informacdes associadas a todos os candidatos a selecdo, nos quais as
médias e variancias sdo conhecidas ou estimadas com exatiddo; Il) Melhor Predicdo Linear —
BLP (“Best Linear Prediction”) - diferentes quantidades e precisdes de informacdes associadas a
todos os candidatos a selecdo, com médias e variancias conhecidas ou estimadas com precisdo; e
I11) Melhor Predigdo Linear N&o-tendenciosa - BLUP (“Best Linear Unbiased Prediction™) -
diferentes quantidades e precisdes das informacGes associadas aos candidatos a selecdo, sendo a
variancia conhecida ou estimada com precisdo e a média ndo conhecida. Desta forma, o método
BP utiliza os mesmos pesos (ponderadores das informac@es fenotipicas) para todos os individuos
candidatos a selecdo, ao passo que os métodos BLP e BLUP implicam na utilizacdo de diferentes
pesos para os candidatos a selecdo. Dentre esses procedimentos, o BLUP € o mais completo e
conduz a maximizacao do ganho genético, por ciclo de selecdo (Resende, 1997a; 1997b).

A importancia das estimativas de pardmetros genéticos pelo Método da Maxima
Verossimilhanga Restrita — REML (“Restricted Maximum Likelihood”) nos modelos mistos ¢
gue essa metodologia gera estimativas ndo tendenciosas dos parametros (Schaeffer, 1999). Outra
grande vantagem desses modelos € que eles consideram a covaridncia genética entre as

observacdes e ponderam os genotipos com desigual nimero de informacGes, na mesma ou em
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diferentes geracBes (Resende, 2002). Isso faz da avaliacdo genética (predicdo de valores
genéticos) pelos modelos mistos um instrumento mais eficaz que o da avaliacdo partindo de
estimativas pelo método dos minimos quadrados, segundo Kennedy & Sorensen (1988), na
selecdo de genitores, familias e arvores, pelo uso da informacdo da propria entidade ou de
aparentados, avaliadas no mesmo ou em diferentes locais, épocas ou geracdes (Resende, 1999).
No modelo misto, os blocos, ambientes e tempo (anos avaliados) séo efeitos fixos, constantes,
que interferem na predicdo dos efeitos genéticos ou aleatorios, segundo Searle et al. (1992), tena
necessidade de ajuste dos efeitos fixos no modelo.

A selecdo de individuos ou progénies de uma populacdo pode ser fenotipica, quando o
valor fenotipico do caréater € o referencial, ou genotipica, quando baseada nos valores genéticos
desses individuos. Valores genéticos aditivos, como aqueles estimados nos testes de progénies de
meios-irmaos, sdo efeitos aleatdrios. Estes podem ser obtidos pelo procedimento BLUP, que
estima os efeitos fixos (médias de blocos) pelo método dos minimos quadrados generalizados,
considerando as variancias, sendo esta a razdo da maior acuidade (entendida como o quanto se
confia que a estimativa seja proxima do valor verdadeiro). Ao mesmo tempo, o procedimento
prediz os valores dos efeitos genéticos aleatérios e dos efeitos aleatorios ndo-correlacionados
incluidos no modelo (Resende, 2002).

Indiferente ao modelo de predicdo BLP ou BLUP, os valores genéticos aditivos, no caso
de variaveis aleatorias de progénies de meios-irmdos, dependem de estimativas exatas dos
componentes de variancia que podem ser obtidas por meio do método dos minimos quadrados
ordinérios e por meio do método da maxima verossimilhanca restrita (Searle et al., 1992). Para
isso, podem ser utilizados métodos computacionalmente de menor demanda, como aquele
desenvolvido por Henderson, baseados no método dos minimos quadrados. No entanto, esse
difere da tradicional analise de variancia, pela sua possibilidade de trabalhar com baixos niveis de
dados ndo balanceados. Nesse caso, 0s estimadores perdem algumas das propriedades desejaveis
e sdo obtidos valores negativos de estimativas de componentes de variancia, 0 que contraria a
definicéo classica de que variancias sdo sempre positivas (Searle et al., 1992). Diante disso, 0 uso
de modelos mistos associados aos métodos iterativos, como os de mé&xima verossimilhanca, é

mais indicado (Resende, 1999), os quais superam o aspecto negativo dos dados ndo balanceados.
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CAPITULO 2

RESISTENCIA A COCHONILHA DO CARMIM EM DIFERENTES
ESPECIES DE PALMA FORRAGEIRA PROVENIENTES DO CULTIVO

INVITRO
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RESUMO

A cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae) é uma praga que tem ocorrido nos palmais do
Nordeste brasileiro, promovendo grandes perdas para o produtor. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a resisténcia a cochonilha do carmim em plantas de diferentes espécies de palma
forrageira cultivadas in vitro e analisar as caracteristicas morfoldgicas entre espécies. Plantas dos
clones Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw), IPA Sertania (Nopalea cochenillifera
- Salm Dyck) e Gigante (Opuntia ficus-indica Mill), provenientes da micropropagacdo, foram
submetidas a infestacdo artificial com ninfas da cochonilha. Ap6s 150 dias de crescimento, as
plantas do terceiro subcultivo in vitro foram retiradas dessa condicao, colocadas individualmente
sobre papel de filtro em frascos com capacidade de 250 mL e mantidas em condicdo ambiente.
Foram colocadas 15 ninfas da cochonilha por explante. Aos sete, 14, 21, 28 e 35 dias apos a
infestacéo, realizou-se observagdes da fixacdo dos insetos sobre as plantas. Amostras das plantas
foram colocadas em fixador FAA 50 e confeccionadas laminas histoldgicas. Mediu-se a area da
epiderme e parénquima dos cortes. Verificou-se que nenhuma ninfa estabeleceu-se sobre os
clones Orelha de Elefante Mexicana e IPA Sertania e que 65% das plantas do clone Gigante
estavam mortas aos 35 dias em decorréncia dos danos causados pelas cochonilhas. Ndo houve
mortalidade de nenhum explante dos materiais considerados resistentes. Foi verificada diferenca
significativa para espessura da epiderme, sendo o clone Gigante o que apresentou maior
espessura. Dessa forma, ndo se comprova a teoria de que a resisténcia a cochonilha do carmim

esta relacionada ao aspecto anatbmico de espessura da epiderme.

Palavras-chaves: cultura de tecidos, Dactilopius, forrageiras, Nopalea, Opuntia
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ABSTRACT
The carmine cochineal is a plague that has abated over palm trees of Brazilian Northeast, with
considerable losses for farmers. The aim of this study is to evaluate the resistance of pear
seedlings plants grown in vitro to the carmine cochineal, as well as to analyze the anatomical
characteristics between pear seedlings species. Explants from the clones of “Orelha de Elefante
Mexicana” (Opuntia stricta Haw), “IPA Sertania” (Nopalea cochenillifera - Salm Dyck) and
“Gigante” (Opuntia ficus-indicaMill), originated from sequential micro-propagation, were
submitted to artificial infestation with Dactylopius opuntiae cochineal nymphs, for proving the
resistance to this plague. After 150 days of growth, the explants of the third sub-cultivation in
vitro were removed from the in vitro condition and individually placed on filter paper, in bottles
of 250 ml capacity, and maintained in environmental conditions. There were 15 nymphs of the
cochineal per explant. The observations about the fixation of the insects on the explants were
made at 7, 14, 21, 28 and 35 days after infestation. Explant samples were immersed on FAA 50
fixator, to produce histological blades. Epiderm and parenchyma areas were sized from the
samples. It was found that no nymphs appeared on the “Orelha de Elefante Mexicana” and “IPA
Sertania” clones, and that 65% of the explants of the “Gigante” clone were dead by 35 days
because of the damage caused by the cochineals. There was no mortality of any explant from the
considered resistant material. There were significant differences in epidermal thickness, with the
clone “Gigante” having the highest thickness, which contradicts the theory that resistance to

cochineal carmine is related to anatomy.

Keywords: tissue culture, Dactilopius opuntiae, forage, Nopalea, Opuntia, semiarid
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INTRODUCAO

A resisténcia as pragas e doencas atualmente é uma caracteristica determinante na selecéo
de uma variedade de palma forrageira (Opuntia e Nopalea), tendo em vista que a partir do ano
2000, tem se constatado decréscimo considerdavel da producdo dessa cultura em funcdo do
aumento de danos causados por pragas e doencas. A cochonilha do carmim (Dactylopius
opuntiae) é atualmente a principal praga da cultura na regido Nordeste do Brasil. Estimativas
realizadas por 6rgaos de pesquisa indicam a mortalidade de cerca de 100 mil hectares, de um total
de 500 mil hectares implantados com a palma forrageira na regido (Ribeiro, 2009; Santos et al.,
2010).

As plantas exibem uma variedade de estratégias e modificacGes a fim de reduzir a perda
de tecido fotossintético em decorréncia do ataque de insetos (Melo & Silva Filho, 2002). As
defesas podem ser constitutivas, quando a planta expressa resisténcia de forma continua, sem
depender da acdo de herbivoros, ou induzidas, quando a resisténcia se expressa somente apds a
injuria, em alguns minutos, horas ou decorrido um ciclo de cultivo (Almeida-Cortez, 2005).

As defesas fisicas ou morfoldgicas, as quais atuam negativamente sobre o inseto, podem
ser depositos cuticulares, epiderme espessada, abundancia de cristais, tricomas, fibras na folha
(Lucas et al., 2000). As defesas quimicas, que sdo metabdlitos tdxicos e/ou repelentes, atuam
minimizando o dano e reduzindo a palatabilidade (Fadini et al., 2004, Aragéo et al. 2000).

A planta sintetiza compostos como lignina, cutina, fenois, terpendides e alcaldides que lhe
conferem resisténcia. A maturidade da planta exerce grande influéncia sobre a espessura da
parede celular das células epidérmicas (Carvalho & Pires, 2008). A deposicao de lignina aumenta

com a maturacdo fisioldgica e diminui a digestibilidade dos polissacarideos estruturais
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(Deschamps, 1999). As celulas da epiderme formam uma camada que reveste a superficie do
corpo vegetal em estagio primario. Elas apresentam varias caracteristicas relacionadas com a sua
posicao superficial. A caracteristica distintiva mais importante das células epidérmicas das partes
aéreas das plantas € a presenca de cutina na parede celular externa e a cutinizacdo destas e de
algumas outras paredes que podem fornecer protecdo mecanica e esta relacionado com a restrigédo
da transpiracdo e com a aeracdo (Carvalho & Pires, 2008).

Trabalhos de selecdo de clones de palma forrageira visando resisténcia a cochonilha do
carmim (Santos et al., 2006; Santos et al., 2007; Vasconcelos et al., 2009) identificaram que as
cultivares Miada (Nopalea cochenillifera - Salm Dyck), Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia
strica Haw) e Orelha de Elefante Africana (Opuntia sp.) apresentam resisténcia a essa praga e
recomendam a utilizacdo desses clones na implantacdo da cultura, principalmente nas regides de
ocorréncia da praga. Entretanto, a implantacdo desses clones pelos agricultores ainda ndo vem
sendo realizada em larga escala.

O cultivo in vitro tem sido utilizado como alternativa para acelerar a multiplicacdo de
clones promissores de palma forrageira (Escobar et al., 1986; Vasconcelos et al., 2007). O
objetivo da micropropagacdo é produzir material vegetal adequado ao uso pretendido. Para tanto,
alguns parametros de qualidade tém que ser destacados: o estado sanitario, fisiolégico e a
fidelidade genética do material micropropagado. Entretanto, o cultivo sequencial in vitro pode
levar a ocorréncia de variacdo somaclonal, que trata-se de variacbes que ocorrem nas plantas
durante cultivo in vitro ou em plantas provenientes do mesmo. Os variantes somaclonais podem
ser classificados em diversas categorias como variantes morfologicos, fisioldgicos, genéticos,
bioquimicos, entre outros (Rani & Raina, 2000; Zhao, 2006). Esse processo, caso ocorra durante
a multiplicag&o in vitro, pode levar a perda de algum gene importante que confere caracteristicas

desejaveis como, por exemplo, gene de resisténcia a alguma praga.

33



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

A estrutura e a morfologia interna das plantas micropropagadas sao, inicialmente, muito
diferentes daquelas cultivadas em condi¢bes de campo. Essa variagdo na anatomia ou ultra-
estrutura pode afetar o processo de fotossintese a medida que as organelas as quais apresentam
capacidade autotréfica ndo estdo bem desenvolvidas e, consequentemente, existe dificuldade para
aclimatizacdo (Guerra & Nodari, 2006). A avaliacdo das mudancas estruturais que ocorrem em
um tecido ou 6rgdo formado em condicdes in vitro € de grande valia para se descobrir a real
eficiéncia do processo organogenético, além da funcionabilidade do novo 6rgdo, tornando-se
prerrequisito indispensavel para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacédo de plantas
(Soares, 2003).

Variacdes na luminosidade e sazonalidade, associadas a idade e a altura da insercdo da
folha na copa da planta, presenca de tricomas, cuticula espessada, esclerénquima, maior dureza
da folha devido a espessura foliar, da epiderme e do parénquima palicadico e metabolitos
secundarios influenciam as taxas de herbivoria foliar (Lucas et al., 2000; Almeida-Cortez, 2005).
Dessa forma, é possivel que plantas provenientes do cultivo in vitro ndo apresentem resisténcia
ao periodo de aclimatizagao.

Como a multiplicacdo in vitro de palma forrageira resistente a cochonilha do carmim vem
sendo utilizada no processo de aceleracdo de producdo de mudas, torna-se importante provar se a
resisténcia verificada nos trabalhos de selecdo de campo se expressa nas plantas provenientes do
cultivo in vitro. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a resisténcia a cochonilha do
carmim em plantas de palma forrageira cultivadas in vitro e analisar as caracteristicas

morfoldgicas entre as espécies.
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MATERIAL E METODOS

O cultivo in vitro foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado
na sede do Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA, em Recife, PE. Foram utilizados clones
de trés espécies de palma forrageira: Gigante (Opuntia ficus-indica Mill), Orelha de Elefante
Mexicana (Opuntia stricta Haw) e IPA Sertania (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck).

Cladddios jovens (medindo entre 5 e 8 cm de comprimento) provenientes de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo na sede do IPA, foram lavados com agua e detergente e
submetidos a imersao em alcool etilico a 70%, por um minuto, seguida de imersdo em solucdo de
Hipoclorito de Sédio a 2%, por 10 minutos e lavados por trés vezes com agua destilada
autoclavada, ja em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar). Apds essas etapas, retiraram-se
explantes de aproximadamente 5mm3, contendo uma auréola que foram estabelecidos do meio de
inducéo.

O meio de inducdo e multiplicacédo utilizados neste trabalho consistiu no meio de cultura
semi-sélido MS completo (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g.L™ de sacarose,
1,0 mg.L™* de BAP (Benzilaminopurina) e 0,1 mg.L™ de AIA (Acido Indolacético), corrigido o
pH para 5,7 e gelificado com 6,5 g.L™" de agar-agar (Vasconcelos et al., 2007). A condic&o da
sala de crescimento onde o experimento foi conduzido é temperatura de 27 + 2°C e luz
fluorescente com intensidade de 90 a 110 umols m?s™, com fotoperiodo de 16 horas.

Foram realizados sub-cultivos a cada 50 dias. Apds 150 dias de cultivo in vitro, 20 plantas
de cada uma das espécies, com aproximadamente 4,0 cm de comprimento e 0,5 cm de largura,
foram retiradas do meio de cultura, lavadas com agua destilada, secas sob papel toalha, colocadas

em frascos de vidro com papel filme no fundo e transferidas para o Laboratério de Entomologia

35



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

do IPA, para inicio do processo de selecdo quanto a resisténcia a cochonilha do carmim, onde
permaneceram por 42 dias até o final do experimento. A temperatura e umidade do ambiente
foram monitoradas por meio de termo-higrometro digital. Foram colocados sensores no interior
dos frascos e no ambiente externo e as leituras foram realizadas semanalmente.

A infestacdo artificial consistiu na transferéncia de 15 ninfas para cada uma das plantas, as
quais foram mantidas individualmente nos frascos de vidro, tampadas com tela e mantidas sobre
bancadas, em condicdo ambiente. No quinto dia apds a infestacdo, foi colocada em cada frasco
uma bola de algoddo com agua destilada para umedecer as plantas. Essa mesma bola de algodao
foi umedecida semanalmente, na sequéncia das avaliacOes.

Foram realizadas avaliacdes aos sete, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a infestacdo. Em cada uma
das avaliacbes contaram-se as ninfas fixadas sobre as plantas, estimando-se dessa forma a
percentagem de ninfa sobrevivente em cada um dos tratamentos. Durante todo o periodo
experimental todas as plantas foram observadas. Uma planta de cada espécie foi marcada e
fotografada semanalmente para acompanhar possiveis mudancas, em funcdo do processo de
aclimatizacdo e sintomas decorrentes do ataque da cochonilha. Na Gltima avaliagdo, aos 35 dias,
contaram-se também as plantas que morreram durante o periodo experimental.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos e vinte repeti¢des. A unidade experimental consistiu de um frasco com capacidade
para 250 mL com um explante de palma forrageira infestado com 15 ninfas. Os resultados
obtidos foram transformados (Raiz quadrada de X + 1) e analisados estatisticamente através da
analise de variancia pelo programa ASSISTAT Versdo 7.5 beta (Silva & Azevedo, 2006) e a

comparacdo de médias realizadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A caracterizacdo anatbmica do material foi realizada no Laboratério de Anatomia de
Plantas Forrageiras, localizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE. Amostras formadas por cinco plantas de cada um dos clones foram
colocadas em fixador FAA 50 (formol a 40%, alcool a 50% e &cido acético glacial 40%), em uma
proporcdo aproximada do volume do fixador/volume de tecido vegetal, de 20 a 30 vezes
(Johansen, 1940).

Os explantes foram submetidos a série alcodlica progressiva para desidratacdo, segundo
metodologia de Johansen (1940). ApoOs inclusdo em “paraplast”, os fragmentos foram
seccionados transversalmente a 8 um com uso de micrétomo rotatorio, submetidos a dupla
coloracdo com azul de metileno e safranina, seguindo a metodologia descrita por Kraus e Arduin
(1997), com montagem de laminas permanentes das secOes transversais do cladédio com
indicacdo dos tecidos avaliados.

O estudo morfométrico dos tecidos foi feito com auxilio de microscopio de luz e do
Software de Andlise de Imagens, modelo Morfometria de Image — Leb 2000. Na lamina foliar
foram medidas as areas das epidermes e parénquima. Os cortes foram padronizados quanto ao
tamanho para evitar distor¢fes inerentes as medi¢es. O registro das imagens foi realizado
copiando-se as imagens armazenadas na memoria do computador para um CD-ROM.

O delineamento experimental utilizado para os estudos morfométricos foi inteiramente
casualizado, com dez repeticdes. Os resultados referentes a mensuracdo da epiderme e
parénquima foram submetidos a anélise de variancia através do programa ASSISTAT Versédo 7.5
beta (Silva & Azevedo, 2006) e a comparacdo de médias realizadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo as condigbes ambientais dentro e fora do frasco durante o experimento
(Tabela 1), pode-se constatar que ndo foram registrados extremos de temperatura e umidade e
esses valores se assemelham aos verificados nas regides onde ha a ocorréncia natural do inseto. O
aumento da umidade no ambiente interno foi decorrente da colocacdo de algoddo umedecido para
manter as plantas vivas.

Tabela 1 — Temperaturas e umidade relativa médias observadas durante o periodo de infestacao
dos clones de palma forrageira com a cochonilha Dactylopius opuntiae no laboratdrio (ambiente

externo) e no interior do pote (ambiente interno)

Caracteristica Ambiente interno  Ambiente externo
Temperatura Média °C 29,7 30,6
Temperatura Minima °C 26,0 26,7
Temperatura Maxima °C 33,4 34,7
Umidade Média % 60,0 58,0
Umidade Minima % 34,0 50,0
Umidade Maxima % 88,0 67,0

Quanto a infestacdo pela cochonilha do carmim, constatou-se que ndao houve fixacdo de
ninfas sobre os clones considerados resistentes, IPA Sertania e Orelha de Elefante Mexicana
(Tabela 2). O final das observacdes foram aos 35 dias poOs infestacdo, porque nessa data a
mortalidade das plantas do clone Gigante apresentava-se superior a 65%. Foram consideradas

mortas as plantas que ndo apresentavam nenhuma parte verde.
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Tabela 2 — Numero de ninfas fixadas e percentual de sobrevivéncia das ninfas de Dactylopius

opuntiae sobre brotos de palma forrageira 28 dias ap0s infestacdo

Clone Numero de ninfas  Sobrevivéncia (%)
Nopalea cochenillifera 0,0a 00,0a
Opuntia stricta 0,0a 00,0a
Opuntia ficus indica 5,2b 34,66b
CV% 83,9 83,9

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Esse resultado indica que apenas o clone Gigante permitiu a fixacdo e sobrevivéncia de
ninfas. De acordo com Lara (1991), existem diferentes graus de resisténcias, variando de acordo
com a resposta da planta ao ataque do inseto. Assim, as plantas podem ser classificadas como:
imunes, altamente resistentes, com resisténcia moderada, susceptiveis ou altamente susceptiveis.
Os clones IPA Sertania e Orelha de Elefante Mexicana podem ser considerados imunes, pois ndo
permitiram o desenvolvimento do inseto em nenhum dos explantes. Passos da Silva et al. (2009)
também comentaram sobre a resisténcia apresentada por esses dois clones ser do tipo imunidade.

Pesquisa realizada em condi¢bes de campo (Santos et al., 2006) constatou 0 mesmo
resultado para os clones IPA Sertania e Orelha de Elefante Mexicana. No trabalho de
Vasconcelos et al. (2009) foram avaliados 20 clones em condicdes controladas e o clone Milda
juntamente com Orelha de Elefante Africana foram identificados como resistentes.

A analise estatistica descritiva dos dados obtidos para o clone Gigante (Tabela 3) ao longo
das avaliagcBes mostra que o nimero de coldnias de cochonilha na palma susceptivel se manteve

estavel a partir do sétimo dia, apos infestacdo das ninfas até o 28" dia. Na avaliacéo realizada 35
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dias ap0s a infestacdo, constatou-se a morte de 13 plantas em decorréncia da infestacdo, por esse
motivo, ndo foram utilizados na analise das médias de fixacdo ao longo das observacoes.
Tabela 3 — Estatistica descritiva para média de ninfas fixadas por plantas do clone Gigante,

referente as observacdes ao longo do experimento (medias de 20 repeticdes)

Data Observacéo *Média de ninfas fixadas por CV %
plantula

7 dias pos infestacdo 5,25+ 1,86 75,65

14 dias pos infestacdo 495+1,8 77,96

21 dias pos infestacao 500+1,75 74,83

28 dias pos infestacao 495+ 1,71 74,00

* intervalo de confianca a 5%

O clone Gigante apresentou, aproximadamente, 0 mesmo nimero de coldnias por planta
do sétimo ao 28% dia apos infestacdo. Isso demonstra que é possivel reduzir o periodo de
observacao, o que simplifica a metodologia de avaliagéo.

Verificou-se que os insetos que sobreviveram até o 35> dia ndo conseguiram concluir as
fases bioldgicas da espécie. Esse fato esta, provavelmente, relacionado ao tamanho dos explantes,
originarios do cultivo in vitro, os quais promoveram limitacdo no suprimento de substrato para 0s
insetos. Esses resultados sdo semelhantes aos observados por Passos da Silva et al. (2009), os
quais avaliaram com o prazo final de observacdo aos 21 dias. De acordo com Flores-Hernandez
et al. (2006), o ciclo bioldgico da Dactylopius opuntiae € de 77 dias para as fémeas e 43,3 dias
para 0s machos.

Um grande numero de plantas micropropagadas ndo sobrevivem quando séo transferidas

das condicGes in vitro para o ambiente externo. Entre os problemas citados para essa mortalidade
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estdo a baixa capacidade fotossintética, desidratacdo, absorcéo de nutrientes e suscetibilidade a
doencas. No presente trabalho ndo foi realizado nenhum processo de aclimatizacdo das plantas
que sairam da condicdo in vitro, diretamente para os frascos nos quais foram infestadas com as
ninfas das cochonilhas. No estagio de aclimatizacdo, as plantas sofrem uma mudanca drastica,
quando sdo removidas dos frascos nos quais a luz e as trocas gasosas sdo limitadas e existe
grande disponibilidade de aclcar. Essa passagem faz com que se convertam de heterotréficas
para autotréficas, com grande gasto de energia. Além disso, ao serem expostas a um ambiente
com alta luminosidade e baixa umidade relativa, a taxa de transpiracdo aumenta, surgindo um
déficit hidrico na planta. Apesar de ndo ter passado por nenhum processo de aclimatizacao, 100
% das plantas nas quais ndo houve fixacdo de nenhuma ninfa sobreviveram ao periodo
experimental, demonstrando a resisténcia da palma forrageira as condicdes adversas.

A partir da terceira semana, as plantas sensiveis comecaram a apresentar os sintomas do
ataque: amarelecimento e, em seguida, morte. Na quinta semana, constatou-se a morte de 13
brotos do clone Gigante, todas com infestacdo comprovada pela cochonilha. N&o se observou a
morte de nenhuma planta das espécies resistentes. A morte das plantas ndo foi determinada pelo
namero de colbnias das cochonilhas fixadas, desde que 0 mesmo fosse superior a dois.

Segundo Silva (2006), a utilizacdo de metodologias que possibilitem avaliacdes eficientes,
rapidas e confiaveis € importante na identificacdo de gendtipos superiores. A metodologia
utilizada neste trabalho possibilitou a identificacdo dos clones resistentes a partir do 14° dia de

infestacdo, quando a fixacdo das ninfas ja era visivel a olho nu (Figura 1).

41



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

IV~ Scevawia

CLELHA DE GUEF
HE~I o

35 dias

N

Figura 1 — Plantas de palma forrageira dos clones Gigante (E001), Orelha de Elefante Mexicana e

Ipa Sertania, aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias, apds infestacdo com ninfas de cochonilha do carmim.
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Para a espessura da epiderme, verificou-se que houve diferenca significativa (P<0,05)
entre os clones, com destaque para o clone Gigante, o qual apresentou, na fase de plantula,
espessura maior que os clones Orelha de Elefante Mexicana e IPA Sertania (Tabela 4). Néao foi
verificada a presenca de cuticula nos clones avaliados. Esse resultado contradiz o encontrado por
Silva et al. (2010), o qual atribuiram ao espessamento da epiderme e cuticula a maior resisténcia
a cochonilha do carmim em plantas de palma adultas, cultivadas em campo.

Lopes et al. (2010) relataram que, apds a retirada da cuticula de genotipos resistentes,
verificou-se que as col6nias ndo se fixaram sobre os cladddios, atestando, dessa forma, que a
resisténcia ndo estaria presente na cuticula, como relatado em trabalhos anteriores (Silva et al.,

2010).

Tabela 4 - Espessura (um) da epiderme dos clones de palma forrageira na fase de plantula,

provenientes do cultivo in vitro.

Clone Espessura da epiderme (um)
Opuntia ficus indica 49,00a
Nopalea cochenillifera 40,50ab
Opuntia stricta 30,50b
CV % 13,95

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados verificados para espessura sdo bem inferiores aos encontrados por Silva et
al. (2010), que analisando plantas provenientes do campo, encontraram espessura da epiderme

variando entre 117,33 a 220,50 um. Segundo Rezende (2008), plantas cultivadas ex vitro
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apresentaram espessuras superiores as do cultivo in vitro em todos os tecidos. Folhas de plantas
cultivadas ex vitro apresentaram cuticula e esclerénquima que sdo ausentes nas folhas in vitro
(Abbade et al., 2009).

Em revisdo de literatura sobre esse tema, foram observadas diferencas anatdmicas entre os
tecidos de folhas provenientes do cultivo in vitro e ex vitro por diversos autores que compararam
as anatomias dessas folhas em espécies como mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) (Fidelis et
al., 2000), ingad (Inga vera) (Soares, 2003), ipé branco (Tabebuia roseo alba (Ridl.) Sand.)
(Abbade et al., 2009), abacaxi (Barboza et al., 2006), entre outras.

Em estudos histologicos de Orgdos vegetativos de plantas propagadas in vitro foi
verificado que eles apresentavam estruturas pouco diferenciadas, quando comparados com
plantas cultivadas em ambiente controlado ou natural (Fidelis et al., 2000).

No ambiente natural, a alta intensidade luminosa contribui para o espessamento foliar e a
elongacdo do parénquima palicadico (Castro, 2002). Folhas de plantas crescidas em ambientes
ensolarados apresentam taxa fotossintética mais elevada, sdo menores, mais pesadas e mais
espessas por unidade de area, em comparacdo com plantas crescidas a sombra (Boardman, 1977,
Bjorkman, 1981). O aumento na espessura da folha, especialmente pelo alongamento ou adic¢do
de células palicadicas, esta relacionado a reducdo na resisténcia do mesofilo ao diéxido do
carbono (Nobel, 1977) e correlacionado com o aumento de fatores potencialmente limitantes a
fotossintese, como a RuBisco, carregadores de elétrons ou condutancia estomatal (Bjorkman,
1981).

Quanto a analise das estruturas anatdmicas para o clone Orelha de Elefante Mexicana,
verificou-se que as células da epiderme apresentam-se desorganizadas (Figura 2A). Néo foi
observada boa formacgdo, bom estruturamento, uma sequéncia de células justapostas e

organizadas, o que provavelmente dificultaria a entrada de micro-organismos. De um modo geral,

44



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

as células da epiderme ndo apresentam tamanhos uniformes, nem regularidade em posicéo,
variando em localizacdo e em quantidades de camadas, bem como no formato das ceélulas,
podendo ser alongadas horizontalmente, com apenas uma camada ou arredondadas e com mais de
uma camada celular (Figura 2A).

O clone IPA Sertania apresenta, na epiderme, dupla camada de células de tamanhos
uniformes, variando em alguns pontos, nos quais ha células maiores. Alguns cortes mostraram a
presenca de trés camadas de células pequenas. Apesar de pequenas, apresentam uniformidade
qguando justapostas, o que dificulta a entrada de microorganismos. As camadas de células
aumentam seu tamanho, quando se aproximam das células do parénquima, ou seja, quanto mais
interna for a localizacdo da célula, maior sera o tamanho (Figura 2B).

Para o clone Gigante, alguns cortes apresentaram uma ou duas camadas de células da
epiderme, com células de tamanhos que variam quanto a posi¢do. Suas células sdo maiores que as
células da epiderme da Orelha de Elefante Mexicana e também diferente da IPA Sertania, que

apresenta células que crescem quando vao se localizando mais internamente (Figura 2C).

Figura 2 — Estrutura histoldgica, parénquima (PA) e epiderme (E) dos clones de palma forrageira

Orelha de Elefante Mexicana (A), IPA Serténia (B) e Gigante (C) proveniente do cultivo in vitro.
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CONCLUSOES

Plantas dos clones de palma forrageira IPA Sertania e Orelha de Elefante Mexicana,
cultivadas in vitro, mesmo recem retiradas dos frascos de cultivo, ndo tém alterada a resisténcia a
cochonilha do carmim.

A resisténcia a cochonilha do carmim para os clones IPA Sertania e Orelha de Elefante

Mexicana ndo esta relacionada com a espessura da epiderme.
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CAPITULO 3

ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS E PREDICAO DE
VALORES GENOTIPICOS UTILIZANDO A METODOLOGIA
REML/BLUP PARA SELECAO DE PALMA FORRAGEIRA RESISTENTE

A COCHONILHA DO CARMIM
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RESUMO

A cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae (Hemiptera, Dactylopiidae) é uma praga da palma
forrageira, responsavel pela destruicdo de palmais em vérios Estados do Nordeste do Brasil.
Visando selecionar clones de palma forrageira resistentes a cochonilha do carmim, foram testados
20 clones, a partir de infestacdo artificial com a cochonilha. Foram realizadas observagdes quanto
a fixacdo de col6nias sobre os cladddios, a partir de uma escala de notas variando de zero a cinco,
sendo zero a auséncia e cinco o maior nivel de infestacdo. Utilizou-se a Metodologia de Modelos
Mistos para a obtencdo da Melhor Predicdo Linear ndo Tendenciosa (BLUP) dos efeitos
genotipicos e o processo da Maxima Verossimilhanca Restrita (REML) para a estimagdo dos
componentes de variancia e dos parametros genotipicos. Verificou-se alta variabilidade genética
entre 0os materiais avaliados, conforme depreende-se das estimativas do coeficiente de variacéo
genotipica (26,73%) e da herdabilidade (72%), que indicam condicGes favoraveis a selecdo, que
podem conduzir a avancos genéticos consideraveis. Foram selecionados dois clones classificados
como resistentes, com valor relativo superior a 95%, sendo eles: Milda e Orelha de Elefante

Africana.

Palavras-chave: Nopaleas, ganho de selecdo, Opuntias, parametros genéticos, semiarido
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ABSTRACT

Carmine cochineal Dactylopius opuntiae (Hemiptera, Dactylopiidae) has become a plague in
some regions, being responsible for the destruction of prickly-pear plantations in several states of
the Brazilian Northeast. The objective of this study is to evaluate the resistance of several
Prickly-pear variations to cochineal carmine. The plants were artificially infested. The level of
infestation was evaluated by a scale from zero to five, where zero means no infestation and five
the highest level of infestation, by selecting the best clones based on Best Linear Unbiased
Prediction (BLUP) of the genotypic effects using the Mixed Models Methodology. The variance
components and genotypic parameters were obtained by using the Maximum Restricted
Likelihood (REML) process. The selection of the best clones by the REML/BLUP methodology
resulted to be efficient with high gain selection. High genetic variability was verified among the
genetic material evaluated, as shown by the coefficient of genotypic variation (26,73%) and
hereditary (72%). These coefficients indicate favorable conditions to clone selection, which may
favor considerable genetic advances. Two clones, “Miuda”, and “Orelha de Elefante Africana”,

were selected and classified as resistants, with relative value above 95%.

Key Words: Nopaleas, gains of selection, Opuntias, genetic parameters, semiarid
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INTRODUCAO

A palma forrageira é um suprimento de alimento extremamente importante para a pecuaria
do Semi-Arido, pois ao lado dos atributos de resisténcia as estiagens prolongadas apresenta alta
palatabilidade e digestibilidade e, quando cultivada em condicdes adequadas, é capaz de alcancar
produtividade de 40 toneladas de MS/ha/2 anos (SANTOS et al., 2006).

As pragas e doencas da palma tém aumentado em incidéncia, sendo esse fato atribuido ao
aumento da area cultivada e da intensificacdo dos sistemas de producdo, inclusive com maior
adensamento das plantas e consequente facilidade de contaminacdo (SANTOS et al., 2010). Na
regido Nordeste do Brasil, a cochonilha do carmim tem sido a principal limitacdo para o cultivo
da palma forrageira e provocado grandes prejuizos econdmicos, especialmente nos Estados de

Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara.

A melhor alternativa de cultivo para a palma em regides onde existe a ocorréncia da
cochonilha do carmim é o plantio de clones resistentes (Vasconcelos et al. 2009). Dessa forma, a
busca por resisténcia a praga vem sendo um dos principais objetivos do programa de

melhoramento para a palma forrageira.

Os gendtipos de palma forrageira existentes apresentam distintas capacidades de adaptacéo
as condicdes locais, influenciando a taxa de sobrevivéncia e a suscetibilidade as pragas e
doencas. Segundo Sales et al. (2009), é necessaria a realizacdo de testes de novos genétipos com
0 objetivo de identificar clones que possam promover o incremento de areas exploradas com a
cultura na regido semiarida.

Edvan et al. (2009) estudaram a diversidade genética entre 21 acessos de palma forrageira
para as caracteristicas: altura, nimero de cladddios por planta, comprimento, largura e espessura

de cladddio e concluiram que existe variabilidade genética entre eles. Essa variabilidade permite
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a utilizacdo de melhoramento através do metodo da selecdo, mesmo que esse apresente o
problema de ser baseado apenas no fenétipo e ser muito influenciado pelo ambiente.

Através de analises estatisticas adequadas, € possivel, a partir de observacdes fenotipicas,
predizer os valores genotipicos (Resende, 2008). Na estimacdo ou predicdo dos valores
genotipicos, 0 mais importante é a escolha do método a ser utilizado. Esse método deve propiciar
a inferéncia mais precisa e realista possivel, o que deve ser avaliado segundo parametros
estatisticos adequados. Dentre os principais procedimentos para a estimacdo dos parametros
genéticos, destaca-se a andlise de variancia (ANOVA) e o procedimento REML/BLUP - maxima
verossimilhanca restrita/melhor predicdo linear ndo tendenciosa (Cruz & Carneiro, 2003). As
analises de variancia (ANOVA) e de regressdo foram, por muito tempo, 0s principais esteios da
analise e modelagem estatistica. Entretanto, estas técnicas tém limitacdo para lidar com dados

desbalanceados e com parentesco entre tratamentos (Resende, 2004).

O método REML permite lidar com essa situacdo oferecendo maior flexibilidade e
eficiéncia na modelagem. Além disso, ndo se recomenda a utilizacdo da analise de variancia para
experimentos com mais de oito tratamentos (Resende, 2008). A utilizacdo de modelos mistos
para espécies perenes como café, eucalipto e cana de agucar, visando a obtencao dos preditores
(BLUP) dos valores genéticos, tem se destacado principalmente devido a possibilidade de
avaliacdo de experimentos desbalanceados (Farias Neto & Resende, 2001; Garcia & Nogueira,

2005; Pedrozo et al., 2009).

A predicdo do BLUP presume o conhecimento dos verdadeiros valores dos componentes de
variancia, entretanto, como isso nao é possivel, na solucéo via Equacdes de Modelos Mistos tem

sido utilizadas as estimativas destes componentes. Neste caso, dentre os principais procedimentos
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para estimacao dos componentes de variancia, destaca-se o de Maxima Verossimilhanca Restrita
(REML), proposto por Patterson & Thompson (1971) e descrito por Lopes et al. (1998).

Apesar dos avancos nos programas de melhoramento da palma forrageira, ainda sdo
incipientes as informacdes sobre diversos aspectos como, por exemplo, ganho geneético e
herdabilidade das caracteristicas desejaveis dos clones. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou estudar a variabilidade genética para uma populacdo de 20 clones de palma forrageira,
através da estimacdo dos parametros genéticos (herdabilidade, variancia fenotipica individual,
variancia genotipica, coeficiente de variacdo genotipica, coeficiente de variacdo residual) e
ganhos genotipicos para o carater de resisténcia a cochonilha do carmim, utilizando a

metodologia REML/BLUP.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se a Metodologia de Modelos Mistos para a obtencdo da Melhor Predicdo Linear
ndo Tendenciosa (BLUP) dos efeitos genotipicos e o processo da Maxima Verossimilhanca
Restrita (REML) para a estimacdo dos componentes de variancia e dos parametros genotipicos

para selecdo de clones de palma forrageira (Resende 2006).

Foram usados como dados basicos os resultados do trabalho de selecdo de clones de palma
forrageira resistentes a cochonilha-do-carmim (Dactylopius sp), obtidos por Vasconcelos et al.
(2009). O experimento de selegdo dos clones de palma forrageira foi conduzido na sede do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA, em Recife, durante o periodo de setembro de 2001 a

fevereiro de 2002.
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O experimento consistiu na utilizacdo de cladodios tercidrios com aproximadamente dois
anos de idade, de 20 clones de palma forrageira, provenientes da Estacdo Experimental do IPA
em Caruaru. Os clones foram cultivados em canteiros num telado, utilizando-se para plantio um
cladodio por cova. As caracteristicas do solo e metodologia de selecdo detalhada estdo descritas
no trabalho de Vasconcelos et al.(2009).

Foram atribuidas notas de zero a cinco, para todos os cladddios de cada planta, no qual o
zero foi referente a auséncia de infestacdo e cinco a infestagdo maxima.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, sendo a unidade experimental uma planta de cada clone. A nota de cada planta foi
obtida através das médias das notas de infestacdo dos cladddios.

Os dados da Tabela 1 correspondem as notas individuais de cada planta aos 47 dias apds
infestacdo, submetidos a analise de variancia para comprovacao de diferencas significativas entre
as médias dos clones e foram processados utilizando-se o programa estatistico SWNTIA 4.2.1
(Embrapa, 1996), de modo que as médias foram comparadas pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade.
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Tabela 1 - Incidéncia de cochonilha do carmim em clones de palma, 47 dias ap0s infestacao

Clone Nota média
Cv. Redonda 4,4700 a
IPA-90-73 4,1567 ab
Clone IPA 20 4,0925 ab
IPA —90 -92 4,0200 ab
1327 Marmillon fodder ~ 3,9675 ab
IPA-90-111 3,9050 ab
IPA-90-18 3,8925 ab
1317 Chile Fruit 3,7500 ab
IPA-90-75 3,6900 ab
IPA —90 - 156 3,6650 ab
IPA-90-115 3,6525 ab
IPA —90 -106 3,5975 ab

1278 Mexico Fodder 3,5050 b
1311 Marmillon Fodder 3,4175b
1258 Additional C.V. 3,3750 b
1294 Mexico Vegetable 3,2500 b

Cv. Gigante 3,2500 b
Algerian 1,6675c¢c
Orelha de elefante 0,2500d
Cv. Miuda 0,0000d
CV =16,1%

Notas seguidas por mesmas letra ndo diferem entre si pelo teste de Ducan a 5% de probabilidade
Fonte: Vasconcelos et al. (2009)

As estimativas de parametros genéticos e fenotipicos, predicdo de valores genéticos e
calculos de ganhos genéticos com selecdo foram obtidas usando o software genético-estatistico
SELEGEN-REML/BLUP (Sistema Estatistico e Selecdo Genética Computadorizada via Modelos

Lineares Mistos) apresentado por Resende (2006), o qual utiliza técnicas de avaliacdo genética
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envolvendo simultaneamente a predicdo de valores genéticos e a estimacdo de componentes de
variancia. O procedimento utilizado pelo aplicativo para predicdo de valores genéticos € o BLUP
(melhor predicéo linear ndo tendenciosa), utilizando-se estimativas dos parametros genéticos e
componentes de variancia obtidos pelo método da méaxima verossimilhanca restrita (REML). O
programa emprega os modelos, estimadores e preditores apresentados por Resende (2002b) e
pode ser utilizado para plantas alégamas, autdgamas e com sistema reprodutivo misto.

Para processamento dos dados, as notas originais foram acrescidas de uma unidade de
forma que o programa utilizado identificasse a nota zero como parcela perdida, ocorrida em dois
clones.

O modelo estatistico sugerido por Resende (2006) para avaliacdo dos dados foi: y = Xu +
Zg + e, em que y é o vetor de dados, u é o escalar referente a média geral (efeito fixo), g é o vetor
dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios) e e € o vetor de erros ou residuos
(aleatdrios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Os valores genotipicos de cada clone foram obtidos somando-se cada efeito genotipico a
média geral do experimento. O ganho genético equivale a média dos vetores dos efeitos genéticos
preditos para os clones selecionados. A média geral somada ao ganho genético resulta na média
da populacdo melhorada. O desempenho relativo de cada clone foi obtido pela relacdo entre as
médias da populacdo melhorada de cada clone e a média do clone de menor valor genético.

A nova média (Mm) corresponde a média da populacdo melhorada. A média geral
corresponde a média da populacdo original (Mo) na qual foi realizada a selecdo e o ganho
corresponde ao ganho de selecdo. O ganho de selecdo é obtido em fungdo do diferencial de
selecéo (ds) e a herdabilidade no sentido restrito (hr), determinado através da formula: g = ds *

hr. O diferencial de selecdo (ds) corresponde a diferenca entre a média da melhor populagdo
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selecionada em relacdo a média da populacéo original, onde foi realizado o processo de selecédo
ds = Ms - Mo.

Segundo Resende & Duarte (2007), uma das formas de se determinar acuracia seletiva é
através da associacdo entre o coeficiente de variacdo relativa (CVr = CVg /CVe), em conjunto
com 0 numero de repeticGes, através da entrada dos dados em uma tabela pré-definida. Para se
atingir uma meta de acuracia de 90%, os valores de CVr devem ser entre 0,70 (com dez
repeticdes) e 1,50 (com duas repeticBes). Para determinar a acuracia do experimento foi utilizada
a tabela de valores de acuracia seletiva para diversos coeficientes de variacdo relativa (CVr), sob
diferentes nUmeros de repeticdes, proposta por Resende & Duarte (2007).

A comprovacdo de diferenca significativa entre os genoétipos foi realizada por meio da

analise dos intervalos de confianca dos valores genotipicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados referentes as estimativas dos parametros genéticos para selecdo dos clones
quanto a resisténcia a cochonilha do carmim estdo descritos na Tabela 2.
Tabela 2 - Estimativa de parametros genéticos para o carater de resisténcia a cochonilha do

carmim em clones de palma forrageira avaliados sobre condig¢des controladas, Recife-PE.

Variancia Genotipica (Vg) 1,28
Variancia residual (V&) 0,50
Variancia fenotipica individual (Vf) 1,78
Herdabilidade no sentido amplo (h?) 0.72 £ 0.27
Coeficiente de variacdo genotipica (CVgi%) 26,73
Coeficiente de variacéo residual (Cve%) 16,79
Coeficiente de variacéo relativa (CVr%) 1,59
Acuracia 0,95
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O coeficiente de variagdo genotipica € uma estatistica expressa em relacdo a média das
populacdes e dos caracteres e permite inferir sobre a magnitude da variabilidade presente nas
populacdes e em diferentes caracteres. O valor de 26,73%, encontrado neste trabalho, comprova a
situacdo propicia para a selecdo de clones para resisténcia a cochonilha do carmim, bem como o
valor de 1,59 para o coeficiente de variacdo relativa (CVr = CVgp(%) /CVe(%)) também indica
situacdo favoravel a selecdo entre os clones, ja que a herdabilidade equivale a 0,72, fato que
conduziu a uma acuracia seletiva de 0,95 (95%), a qual pode ser considerada como muito alta.

As estimativas do coeficiente de herdabilidade (h*> = 0,72) evidenciam alto controle
genético na expressao do caractere de resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma e
mostra grande potencial para selecdo dentre os clones avaliados, com boas perspectivas de
avango genético. Esse valor é referente a herdabilidade no sentido amplo. Saide et al. (2010)
encontraram o valor de 0,09 a 0,20 de herdabilidade para nimero de cladédios novos formados
por planta num experimento com 30 clones de palma forrageira, realizado em Marrocos. Os
maiores indices de herdabilidade foram para as caracteristicas de peso das sementes por fruto e o
namero de sementes por fruto, sendo de 0,56 e 0,46, respectivamente.

O coeficiente de herdabilidade é um parametro muito utilizado no melhoramento de plantas,
pois expressa a confiabilidade do valor fenotipico como indicador do valor genético (Ferreira,
2006). A herdabilidade é a proporcéo de variancia genética sobre a variancia fenotipica total, ou
seja, a proporcdo herdavel da variabilidade total. Essa proporcao herdavel é alterada pelo efeito
do ambiente. Os valores do coeficiente de herdabilidade variam de 0 a 1, e serdo menores quanto
maior for a influéncia do ambiente na variacéo total (Ferreira, 2006).

A qualidade da avaliacdo genotipica deve ser inferida preferencialmente com base na
acuracia, para o processo de selecdo em programas de melhoramento, deve-se buscar valores de

acuracia acima de 70% (Resende, 2008).
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Neder et al. (2009), num trabalho de predigédo de valores genéticos da producao de biomassa
de palma forrageira utilizando a metodologia REML/BLUPT, também observaram valores
elevados para os parametros estimados: variancia genética, herdabilidade (entre 0,40 e 0,65) e
acuracia (0,79 e 0,90), indicando a existéncia de elevada variabilidade dos clones de palmas
avaliados, alta precisdo dos valores genotipicos preditos e viabilidade de aplicacdo de uma alta
pressdo de selecdo, em um universo de 21 clones de palma.

A acurdcia evidencia alta precisdo das inferéncias das médias genotipicas, porque de
acordo com Resende (2002a), essa tem a propriedade de informar sobre o correto ordenamento
das cultivares para fins de selecdo e também sobre a eficacia da inferéncia acerca do valor
genotipico da cultivar (ou gendtipo), sendo uma correlacdo entre os valores genotipicos preditos e
os verdadeiros. Pelo resultado obtido no presente trabalho verifica-se uma acuracia muito alta
(95%) para a caracteristica de resisténcia a cochonilha do carmim.

Conforme Resende (2004), um parametro adequado para avaliar a qualidade dos
experimentos de avaliagdo de cultivares pode ser sumarizado em termos de uma Unica estatistica,
a qual contempla, simultaneamente, o coeficiente de variacdo experimental, o nimero de
repeticdes e o coeficiente de variagdo genotipica. A expressao a seguir mostra como o valor F (de
Snedecor) contempla os trés parametros mencionados: F = 1 + bCVg?/CVe®. Como resultado de
F para a analise dos resultados desse trabalho temos F = 11,1381.

De acordo com os valores adequados do teste F (de Snedecor) para os efeitos de
tratamentos (cultivares) na analise de variancia, visando-se atingir determinada acurécia seletiva
e as categorias de precisao requeridas na avaliacdo genotipica proposta por Resende & Duarte
(2007), observa-se que, para se atingir uma acurécia seletiva ideal (90% ou mais), para uma
inferéncia estatistica segura, os valores de F para cultivares devem ser iguais ou superiores a

5,26. Por conseguinte, este pode ser um valor de referéncia para os experimentos de avaliacdo de
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valor de cultivo e uso (VCU). Tal valor independe da espécie cultivada e do carater sob
avaliacdo, podendo servir como padrdo para avaliar experimentos dessa natureza. Assim, pode-se
dizer que o experimento realizado permitiu atingir um nivel muito elevado de acurécia, podendo
os resultados serem utilizados para determinacéo de valor de cultivo e uso.

O numero de repeticdes utilizado neste trabalho (quatro) possibilitou niveis ideais de
acuracia seletiva superiores a 90%, em funcdo do elevado valor da herdabilidade (72%), pois
segundo Resende & Duarte (2007), para caracteres que apresentam valor de determinacéo
genética inferior a 40%, como para caracteres de producdo, sdo necessarias, pelo menos, seis
repeticdes para obtencdo de acuracia seletiva acima de 90%.

Os resultados referentes aos efeitos genotipicos preditos, valores genotipicos, ganhos
genéticos e nova média para o carater de resisténcia a cochonilha do carmim em palma forrageira
(Tabela 3) confirmaram a variacdo entre os clones, variagdo essa também observada por

Vasconcelos et al. (2009).

63



Vasconcelos, A. G. V de. Resisténcia a cochonilha do carmim em clones de palma forrageira

Tabela 3 -

Resultados apresentados pelo programa SELEGEN para os clones de palma

forrageira, 47 dias apo6s infestacdo

Efeito Ganho Valor Valor

Clone Genotipico Genotipico Ganho Nova media fenotipico relativo
Cv. Miuda -2,86 1,38 0,00 4,23 0,75 100,00%
Orelha de Elef. -2,71 1,52 0,15 4,38 1,25 96,57%
Algerian -1,42 2,81 0,31 4,54 2,67 93,19%
IPA—-90-73 -0,1 4,13 0,41 4,64 4,12 91,14%
Meéxico Veget. 0,02 4,25 0,44 4,67 4,25 90,51%
Cv. Gigante 0,02 4,25 0,47 4,70 4,25 89,97%
Additional C.V. 0,13 4,36 0,50 4,74 4,38 89,35%
1311 — Mar. Fod 0,17 4.4 0,53 4,76 4,42 88,81%
Meéxico Fodder 0,25 4,48 0,56 4,79 4,51 88,25%
IPA —90 -106 0,33 4,56 0,59 4,82 4,60 87,73%
IPA —-90-115 0,38 4,61 0,62 4,85 4,65 87,27%
IPA —90 - 156 0,4 4,63 0,64 4,87 4,67 86,80%
IPA-90-75 0,41 4,64 0,67 4,91 3,52 86,25%
Chile Fruit 0,47 4,7 0,71 4,94 4,75 85,58%
IPA-90-18 0,6 4,83 0,75 4,98 4,89 84,89%
IPA-90-111 0,61 4,84 0,78 5,01 4,91 84,38%
1327 — Mar. Fod 0,67 4,9 0,83 5,06 4,97 83,68%
IPA —90-92 0,72 4,95 0,88 511 5,02 82,83%
Clone IPA 20 0,78 5,02 0,96 5,19 5,09 81,57%
Cv. Redonda 1,13 5,36 1,13 5,36 5,47 78,95%

Uma grande contribuicdo da genética quantitativa é a possibilidade de se estimar o ganho

obtido com uma estratégia de selecdo adotada pelo programa de melhoramento genético. Numa

populacdo em que haja variabilidade para realizar a sele¢do, determina-se a média da populagéo a
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ser melhorada e 0 progresso genético pode ser estimado através do somatorio da média da
populacdo calculada (4,23) com o ganho genético calculado, que determina a chamada média
melhorada ou nova meédia.

Os valores negativos observados para o efeito genotipico dos clones Miuda, Orelha de
Elefante Africana, Algerian e IPA - 90-73 indicam que eles sdo melhores do que a média. O
ganho genotipico representa o ganho esperado com a selecdo. A nova média é formada pelo
ganho acrescido a média geral.

Ao contrario de trabalhos de selecdo para carater produtivo, nos quais se espera aumento
dos valores no ganho genético através da selecdo, a reducdo das medias para a resisténcia é o
objetivo esperado por se tratar de notas de infestacdo de praga. A identificacdo dos clones de
palma mais promissores quanto a resisténcia a cochonilha do carmim foi realizada com base nos
valores de desempenho relativo, sendo o clone com valor 100% considerado resistente.

A variacdo encontrada em uma determinada espécie (variacdo fenotipica) pode ser de
duas origens: uma devido ao efeito do ambiente e a outra devido a variabilidade genética, a qual
se origina da segregacdo e recombinacdo dos genes (Ferreira, 2006). A variancia fenotipica de
uma populacdo segregante pode ser desdobrada para se estimar a propor¢édo da variagdo que
corresponde aos fatores genéticos da populacédo selecionada e a proporcao da variacao devido aos
fatores ambientais.

A existéncia de variacdo genética é um pré-requisito para o0 melhoramento de plantas.
Portanto, torna-se importante quantificar a propor¢do da variacdo fenotipica que corresponde ao
ambiente e a variagdo correspondente ao gendtipo, para poder estimar com melhor preciséo
experimental a resposta dos genotipos nos ambientes testados.

Através da sobreposicdo de intervalos de confianca sobre comparagfes multiplas entre

gendtipos, baseando-se em seus valores genotipicos preditos, pode-se inferir se esses diferem ou
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ndo significativamente entre si, para um nivel determinado de probabilidade. Esses resultados sao

apresentados na Tabela 4, em que LIIC e LSIC referem-se aos limites inferior e superior do

intervalo de confianca, respectivamente.

Tabela 4 — Limite inferior (LIIC) e superior (LSIC) do intervalo de confianca para os clones de

palma forrageira analisados quanto a resisténcia a cochonilha do carmim

Gendtipo Ganho LIIC LSIC
Genotipico

Cv. Miuda 1,38a 0,20 2,55
Orelha de elefante 1,52a 0,34 2,70
Algerian 2,81b 1,63 3,99
IPA-90-73 4,13c 2,95 531
Mexico Vegetable 4,25cd 3,07 5,43
Cv. Gigante 4,25cd 3,07 5,43
Additional C.V. 4,36¢d 3,18 5,54
1311 - Mar. Fod. 4,40cd 3,22 5,58
Mexico Fodder 4,48cd 3,30 5,66
IPA —90 -106 4,56¢d 3,39 5,74
IPA—-90-115 4,61cd 3,44 5,79
IPA —90 - 156 4,63cd 3,45 5,81
IPA-90-75 4,64cd 3,46 5,82
Chile Fruit 4,70cd 3,52 5,88
IPA-90-18 4,83cd 3,65 6,01
IPA-90-111 4,84cd 3,67 6,02
1327 Mar. Fod. 4,90cd 3,72 6,08
IPA —90-92 4,95¢cd 3,77 6,13
Clone IPA 20 5,02cd 3,84 6,19
Cv. Redonda 5,36d 4,18 6,54
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Com respeito a comparacdo multipla é importante relatar que os testes estatisticos provam
apenas diferencas, ou seja, ndo provam igualdades. Pode-se provar estatisticamente que
determinados efeitos genotipicos ndo sao iguais. Diz-se que ndo se conseguiu provar diferencas
entre eles. Assim, gendtipos com mesma letra em um teste de comparagdo multipla ndo podem
ser tomados como iguais, mas apenas que suas diferencas ndo puderam ser provadas
estatisticamente, dada a experimentacdo empregada (Resende, 2008).

Pelos valores acima, podemos provar a diferenca de todos os clones em relacdo aos clones
Miluda e Orelha de Elefante Africana. O clone Algerian também mostrou diferencas entre os
demais. Foi comprovada diferenca ainda entre os clones IPA - 90 — 73 e o clone redonda. Né&o se

conseguiu provar diferencas entre os demais clones.

Embora neste estudo ndo tenha havido mudanca no ordenamento dos clones em relacéo ao
trabalho de Vasconcelos et al. (2009), segundo os resultados dos estimadores empregados, as
diferencas nas estimativas/predi¢fes e nas respectivas precisdes demonstram que tais estimadores

produzem inferéncias mais realistas e confiaveis acerca da avaliacdo genotipica.

Embora ndo seja necessario o conhecimento dos mecanismos de resisténcia a selecdo de
cultivares resistentes, 0os programas de melhoramento genético podem ser acelerados se pesquisas

visando o esclarecimento das causas da resisténcia forem desenvolvidas.
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CONCLUSOES

As estimativas do coeficiente de variacdo genotipica e da herdabilidade indicam condicGes
favoraveis ao melharamento através da selecdo para palma forrageira quanto ao caracter de
resistencia a cochonilha do carmim, bem como que podem conduzir a avancos geneticos
consideraveis.

O procedimento REML/BLUP apresentou-se eficiente na classificacdo e no ordenamento
dos gendtipos, especialmente pelo desbalanceamento.

Pela metodologia REML/BLUP, os clones Milda e Orelha de Elefante Africana apresentam
resistencia a cochonilha do carmim, enquanto a palma forrageira cv. Redonda apresentou alta

susceptibilidade.
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