











Uso e Aplicacdes Biotecnoldgicas do Cultivo in Vitro de Células, Tecidos e Orgéos de Plantas

1000000 4
900000 1
800000 +
700000 +
600000 -
500000 A
400000 -
300000 -
200000 +

Producao total

100000

1999

2000 2001

Ano

2002

1200000 -
1000000
800000 -
600000 -
400000
200000 -

0

Quantidade de mudas produzidas

C aipira

N

Thap FHIA 18 Pacovan Prata Grande
Maeo Ana Naine

Cultivares

Outras

1600000
1400000 -
1200000 -
1000000 H
800000 -
600000 -
400000 -
200000 -

Mudas distribuidas

[ ]

0

AM

H ﬂ [1 ™
BA PA AC AL

Estados brasileiros

Outros

Fig. 3. Evolucao da producéo (1999 a 2002), quantidade de mudas produzidas por cultivar
(1999 a maio de 2003) e niumero de mudas distribuidas de bananeira para diferentes
estados da Federacdo (1999 a maio de 2003) pela Biofabrica da Campo Biotecnologia,

Cruz das Almas, BA, 2003.
Fonte: Adaptada de Silva et al., 2003.
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b) Abacaxizeiro

Em virtude dos métodos tradicionais de propagacdao do abacaxizeiro
ocasionarem a disseminagcdo de patdégenos, como a fusariose (Fusarium
moniliforme Shilld. var. Subglutinans Wr. e Reinking), principal doenca flngica
que pode provocar perdas de 80% da producéo, a cultura de tecidos representa
uma alternativa viavel na propagacao de gendtipos livres da doenga (VESCO et
al., 2000). Além de reduzir os custos com a mao-de-obra, o cultivo in vitro de
gemas axilares e/ou meristemas melhora sensivelmente o problema de baixo
rendimento de mudas observado na propagacao convencional. Dessa forma, a
cultura de tecidos pode ser utilizada ndo apenas para a producao em escala de
mudas, mas também para multiplicacado rapida de genétipos selecionados em
programas de melhoramento, especialmente hibridos resistentes a fusariose,
disponibilizando maior quantidade de mudas em pouco tempo (PASQUAL et
al., 1998). Para tanto, utilizam-se como explantes gemas da base das folhas ou
meristemas apicais, procedentes de plantas matrizes selecionadas.

Muitos autores témreportado casos de sucesso do uso damicropropagacao
em abacaxizeiro. De acordo com Almeida et al. (2002), é possivel produzir
1.250.000 plantas de abacaxi em 8 meses, partindo-se de 30 explantes.

No entanto, embora a cultura de gemas axilares seja a mais empregada,
outras técnicas também podem ser utilizadas, como a proposta por Kiss et
al. (1995) a qual se baseia no estiolamento in vitro de brotos desfolhados e
incubados na auséncia de luz. A grande vantagem da utilizacao deste método é
o maior alongamento entre os internédios, proporcionando aumento no nimero
de gemas obtidas por explante (PRAXEDES et al., 2001).

Entre as principais vantagens do emprego de técnicas de cultura de
tecidos em abacaxizeiro encontram-se a obtencdo de plantas de alto vigor
e uniformidade, auséncia de pragas e doencas, mudas enraizadas e prontas
para serem cultivadas no campo e disponibilidade de material durante todo o
ano. Apesar das diversas vantagens, a principal limitacao para o uso de mudas
micropropagadas em lavouras comerciais é o elevado custo da muda produzida,
bem superior ao da convencional. Tal fato se agrava ainda mais porque sao
empregadas elevadas densidades de plantas por hectare (em torno de 40 mil
plantas). Assim, pesquisas tém sido feitas com o intuito de reduzir os custos de
producao, entre elas, a utilizacao de fontes alternativas de luz e o emprego de
biorreatores (SILVA, 2006), além do uso de substituintes do agente solidificante
agar do meio de cultura (PEREIRA et al., 2004).

Além disso, a técnica de micropropagacao é particularmente importante
quando o objetivo refere-se a introducao da cultura em novas regioes de plantio,
onde ainda nao existem problemas fitossanitarios; introdugao/substituicao
de novas cultivares, quando nao se dispde de mudas convencionais dessas
cultivares para iniciar grandes plantios; multiplicacdo rdpida de gendtipos
selecionados pelos programas de melhoramento genético, antes do lancamento
de novas cultivares; producao de material basico para atender a programas de
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producdo de mudas certificadas; e intercambio de germoplasma para evitar a
introducéo de pragas e doencas exdgenas.

c) Batata

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagacdao vem
sendo amplamente utilizada para produzir genétipos elites de batata (So/anum
tuberosum L.), proporcionando beneficios diretos e indiretos aos produtores,
pelo conseqliente aumento nos niveis de produtividade da cultura (ASSIS,
1999). Pereira e Fortes (2003), estudando o efeito do cultivo in vitro de batata
em meio de consisténcia liquida, verificaram ser promissor o uso da metodologia
para a micropropagacao desta espécie, devido ao incremento nas taxas de
multiplicacdo nestas condicdes.

Atualmente, as empresas de micropropagacdo comercial tém sido as
grandes responsaveis pela disponibilidade aos produtores de mudas de batata
de elevado padrao genético e fitossanitario, utilizando a cultura de meristemas,
micropropagacao e aclimatizacdo em estufas. Além disso, todos os genétipos
introduzidos in vitro sdo submetidos ao processo de indexacao oficial de viroses,
feito por amostragens de todos os lotes produzidos.

d) Cana-de-acticar

A propagacao in vitro é bastante vantajosa para a cana-de-aclcar,
considerando que um dos maiores problemas enfrentados em programas
de melhoramento genético convencional nessa cultura é a dificuldade de
multiplicar o material selecionado com rapidez. Normalmente, antes do uso
da micropropagacao, além do excessivo tempo de selecdo de gendtipos em
campo, eram requeridos mais alguns anos para se estabelecer novas cultivares
em plantios comerciais (DONATO et al., 2005). Assim como citado para as
outras culturas, podem-se alcancar altas taxas de multiplicacdo de cana-de-
acUcar por esse método, com inidmeras vantagens em relacao a multiplicacao
em campo, como a producao de grande quantidade de mudas de qualidade
superior, em tempo e espaco fisico reduzidos (MALHOTRA, 1995).

e) Palmeiras

O interesse pelo uso das técnicas de cultura de tecidos em palmeiras
visando a producdo massal de clones elites teve inicio na década de 60, pois
muitas palmeiras, de modo geral, apresentavam limitacdes a aplicacao de
técnicas de multiplicacdo vegetativa. Acrescenta-se a isso o fato dos métodos
tradicionais de melhoramento genético de palméaceas serem demorados e
complexos, assim como também o longo ciclo de vida, habito de crescimento
das plantas e auséncia quase que completa de métodos eficientes de propagacao
vegetativa. Contudo, foi na década de 80 que os estudos acerca de técnicas de
micropropagacao e morfogénese se intensificaram, principalmente em espécies
como Phoenix dactylifera (tamareira), Elaeis guineensis (dendezeiro), Cocos
nucifera L. (coqueiro), Euterpe edulis Mart. (jucara) e palmeiras ornamentais.
Assim, torna-se evidente a importancia dos sistemas de culturas in vitro para
aumentar a rapidez dos programas de melhoramentos de palmeiras e introduzir
novos hibridos ou variedades comercialmente.
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No Brasil, embora haja relatos de resultados promissores com o emprego
da técnica de cultura de tecidos em algumas palmaceas, poucas sao as
conclusdes consistentes sobre os protocolos a serem usados para a producao
massal de gendtipos elites comercialmente. Apesar de paises como a Franca ja
terem utilizado esta técnica para a cultura do dendezeiro ha pelo menos duas
décadas (RIVAL et al., 1998), com a producao de milhares de plantas (DURAND-
GASSELIN et al., 1990), praticamente nao existem estudos mais consistentes
no Brasil. Na Embrapa Acre, pesquisas a respeito do desenvolvimento de
tecnologia para a micropropagacao de espécies de palmeiras como o dendezeiro,
pupunheira e acaizeiro tém revelado resultados promissores acerca do emprego
desta tecnologia para a multiplicacao clonal dessas espécies, muito embora os
processos ocorram de modo lento e ainda nao estejam totalmente otimizados
(LEDO et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; 2005, 20064, b).

f) Plantas Ornamentais

O cultivo de plantas ornamentais é uma atividade competitiva, altamente
rentdvel e que exige a utilizacdo de tecnologias e conhecimento técnico
(BALDONEDO, 2005). Estima-se que mais de 500 milhdes de plantas sao
propagadas anualmente, na sua maioria ornamentais, utilizando-se a aplicacao
de técnicas de cultura de tecidos (DEBERGH, 1994). Acrescenta-se ainda
que as espécies ornamentais sao por exceléncia o grupo de plantas em que
a micropropagacao teve maior aplicacdao, com essa técnica repercutindo
diretamente na cadeia produtiva. O incentivo para esse crescimento fundamenta-
se no alto valor agregado ao produto final (CAPELLADES-QUERALT et al.,
1993).

De acordo com Tombolato e Costa (1998), o emprego da micropropagacao
em plantas ornamentais apresenta grandes vantagens, principalmente para
espécies de dificil propagacao por meio de métodos convencionais. Atualmente,
o cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado na multiplicacdo de orquideas,
antdrios, violeta-africana, bromélias e samambaias e, em menor escala, para
propagacao de alstroeméria, amarilis, beg6nias, ciclame, copo-de-leite, gloxinia
e espatifilo. Além disso, a clonagem in vitro de matrizes selecionadas de hibridos
ornamentais tem permitido a compatibilizacdo de demandas especificas dos
mercados interno e externo (KERBAUY, 1997).

g) Espécies Florestais

O empregodamicropropagacaoemespécies florestaisvemsendo estudado
hé varias décadas e tem como objetivo basico estabelecer uma metodologia de
multiplicacdao clonal de individuos superiores. Entretanto, de modo geral as
espécies florestais apresentam problemas para o estabelecimento e cultivo in
vitro, principalmente por serem rotineiramente infectadas por microorganismos
enddégenos, dificultando o controle e desinfestagdao dos explantes (BONGA,
1982; ANDRADE et al., 2000). Uma outra limitacao ao cultivo de espécies
florestais in vitro é a ocorréncia de compostos fendlicos, que podem modificar
a composicdo do meio de cultivo e a absorcao de metabdlitos (THOMAS;
RAVINDRA, 1997).

No entanto, atualmente a micropropagacao de algumas espécies, como o
eucalipto, tem sido bastante utilizada, especialmente para o rejuvenescimento
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de clones, com o objetivo de formar e manter microjardins clonais que
constituem a base para a producdao de mudas pelo método da microestaquia
(XAVIER; COMERIO, 1996). Segundo Mullins et al. (1997), os procedimentos
convencionais de micropropagacdo em eucalipto ocorrem pela ativacao de
gemas axilares sob cultivo em meios de cultura. Porém, a propagacao in vitro por
organogénese de explantes foliares também possui a capacidade de regenerar
grande nimero de plantas, com a vantagem de que pode ser automatizada.
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1. Introducéao

O cultivo da bananeira é uma importante atividade econdmica e social no
mundo, sendo uma das culturas de maior producao entre as fruteiras tropicais
e uma fonte continua de alimento e renda aos produtores. No Brasil, seu cultivo
estende-se da regido Norte ao Sul do Pais (SILVA et al., 2003; DONATO et al.,
20086).

De modo semelhante a muitas espécies cultivadas, a bananeira é afetada
por diversos problemas fitossanitarios, sendo um dos mais graves a sigatoka-
negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, (SILVA et al.,
2003). Nas regides de ocorréncia, essa doenca tem reduzido significativamente
a producdo das cultivares Prata, Prata-Ana, Nanicdo e Grande Naine,
atualmente as mais difundidas e plantadas. Como conseqliéncia, programas
de melhoramento genético tém sido intensificados, a exemplo do existente
no Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical, CNPMF/
Embrapa, localizado em Cruz das Almas, BA, cujos objetivos sao obter e
introduzir gendtipos de bananeira mais produtivos, com frutos de boa qualidade
e resistentes as principais pragas da cultura.

Contudo, a maioria das cultivares de bananeira utilizada comercialmente
é tripldide e, em menor proporcao tetrapléide, caracterizada por ser parcial
ou totalmente estéril (CROUCH et al., 1998). Por esse motivo, a forma de
propagacao é assexuada, utilizando-se tradicionalmente as brotacdes laterais
(perfilhos) desenvolvidas no rizoma da planta-mae. Todavia, a utilizacdo de
mudas provenientes da propagacao convencional constitui um dos aspectos que
limitam a expansao desta cultura, especialmente pela disseminacao de pragas
as novas areas de cultivo (ROES et al., 2005), dificultando o desenvolvimento
e posterior producao das plantas. Além disso, a obtencdo de mudas a partir
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da separacdao dos brotos existentes na planta-mae possibilita baixo nimero
de plantas, com taxa de multiplicacao entre 3 e 10 perfilhos por matriz/ciclo
(VUYLSTEKE; DE LANGHE, 1985; SOUZA et al., 1997), dependendo da cultivar
e das condicdes de manejo da cultura.

Estas limitacdes conduziram ao desenvolvimento de técnicas mais
eficientes de mutiplicacdo como a micropropagacao de &pices caulinares e
meristemas que, atualmente, constitui-se no principal método de producao
de mudas certificadas, validacao e distribuicdo de novos gendtipos lancados
pelos programas de melhoramento genético. Isso porque o uso da técnica de
propagacao in vitro permite a producdo massal de propagulos com elevado
padrdao genético e fitossanitario, em espaco fisico e tempo reduzido, de forma
continua, além de facilitar o transporte das mudas a longas distancias e os
tratos culturais no campo.

Diante disso e devido a pouca disponibilidade de literatura atualizada
sobre a micropropagacao de bananeiras, este capitulo objetiva abordar aspectos
e procedimentos bdasicos aplicados a producao de material propagativo com
elevado padrao genético e sanitério.

2. Micropropagacao de Bananeira

As primeiras aplicac6es da micropropagacao em espécies do género Musa
datam da década de 1960. Por conseguinte, desde 1985 mudas de bananeira
tém sido produzidas e comercializadas utilizando esta tecnologia, constituindo
nos dias de hoje o principal método de obtencao de propagulos com alta pureza
genética e fitossanitaria, com aplicacdo comercial em vérios paises (GUBBUK;
PEKMEZCI, 2004; ROCHA, 2005).

No Brasil, o uso deste tipo de material propagativo para implantacao
de novas areas de cultivo tem apresentado crescimento significativo nos
ultimos 10 anos, principalmente por produtores mais tecnificados. Tal fato
deve-se principalmente ao aumento da ocorréncia de pragas importantes na
cultura da bananeira e pela possibilidade de disseminacdo destas por métodos
convencionais de propagacao. Aliadas a estes aspectos, tém-se as exigéncias
de 6rgaos de fiscalizacdo quanto ao sistema de producao de mudas certificadas
(lei de sementes e mudas).

Em geral, a propagacao in vitro ou micropropagacdao de bananeiras
consiste basicamente em isolar, estabelecer e multiplicar apices caulinares',
oriundos de brotacOes laterais de plantas matrizes vigorosas e produtivas,
sob condicoes de total assepsia, em meio de cultura artificial e sob condicdes
controladas de luminosidade e temperatura. Para isso, o processo é constituido
essencialmente por cinco fases distintas, porém dependentes: a) selecdo de
plantas matrizes e coleta de material vegetal; b) estabelecimento in vitro de
culturas assépticas; c) multiplicacao/proliferacao de brotos; d) alongamento/
enraizamento; e) aclimatizacao (Fig. 1).

O principio de regenerar novas plantas a partir de um dnico propagulo se
baseia na ativacdo do crescimento das gemas axilares presentes na insercao

'Em bananeira, apice caulinar refere-se a meristema envolto por alguns primérdios foliares e
contendo pequeno segmento de rizoma.
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das folhas na base do rizoma, a partir de um balanco hormonal (citocinina/
auxina) equilibrado e previamente definido para cada cultivar, uma vez que
cada cultivar difere geneticamente entre si e pode apresentar resultados
diferenciados, mesmo sob a mesma condicao de cultivo.

(FASE 1)
Selegiio de plantas matrizes e
coleta de material vegetal

\
Identificagdo ¢ Estabelecin(lirif ]iilzv)itro dos apices
descarte de culturas * . > 4p
. caulinares e/ou gemas axilares
contaminadas 1
Indexagdo de viroses  |--» Descarte dos positivos
para virus
Tdentificagiio e (FASE 3) Observagdo e descarte
descarte de culturas ,___ Multiplicagdo in vitro de | ™% de plantas atipicas ou
contaminadas e/ou : brotagdes axilares variantes (off types)
tecidos de calo (subcultivos)
P ST, 1

Observagao e descarte
=% de plantas atipicas ou

variantes (off types)

(FASE 4)
Alongamento/enraizamento in vitro

|

(FASE §)
Aclimatizagdo ex vitro

Observagao e descarte
de plantas atipicas ou &

variantes (off types) l

PLANTIO EM CAMPO

Fig. 1. Diagrama esquematico do processo de micropropagacao para producdo massal de
mudas de bananeiras de qualidade genética e sanitaria.

O éxito no processo de micropropagacao depende basicamente de alguns
fatores, dentre os quais podem ser citados: a condicdao genética e sanitéaria
do material vegetal fonte de explantes (matrizes), a constituicdo dos meios de
cultura e as condicdes do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro (Fig. 2).
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\

é— Processo de %

micropropagacao

Fig. 2. Fatores envolvidos no controle da morfogénese in vitro no processo de
micropropagacao.

2.1. Selecdo de Plantas Matrizes e Coleta de Material Vegetal

2.1.1. Selecao de Plantas Matrizes

Constitui-se na primeira e uma das mais importantes etapas da producao
massal de mudas micropropagadas, uma vez que esta tecnologia preserva as
caracteristicas das plantas matrizes. Além da escolha correta do genétipo a ser
multiplicado, é nessa etapa que se deve considerar o fato das plantas matrizes
estarem expostas a condicdes ambientais naturais e, portanto, sujeitas aos mais
diversos tipos de estresse, bidticos e/ou abidticos. Assim, preferencialmente o
matrizeiro deve apresentar plantas em excelente estado fisiolégico, nutricional
e sanitario.

Uma planta sob estresse pode apresentar quantidades elevadas de
inibidores de crescimento, como o &cido abscisico (ABA), influenciando
sobremaneira as etapas posteriores de multiplicacao in vitro. Por isso, o material
que servird como fonte de explantes é geralmente mantido bem nutrido em
bancos ativos de germoplasma (BAG), no caso de centros de pesquisa (Fig. 3a
e Fig. 3b), jardins clonais ou até mesmo em estufas (biofabricas, por exemplo)
(Fig. 3c e Fig. 3d).



Fotos: a, b (autores); ¢, d (Empresa de Biotecnologia Vegetal)
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Fig. 3. Banco ativo de germoplasma (BAG) (a, b) e estufa (c, d) com plantas matrizes de
bananeira.

2.1.2. Coleta de Material Vegetal/Mudas para Obtencao dos
Explantes

Entende-se por explante qualquer fragmento de tecido ou érgao oriundo
de partes vegetativas ou reprodutivas de uma planta (chamada matriz), o qual
é utilizado como material vegetal para iniciar o cultivo in vitro.

A principio, qualquer tipo de explante pode ser empregado para iniciar
a propagacao in vitro de determinada espécie. Porém, na préatica utilizam-se
explantes contendo maior proporcdao de tecido meristematico, o que ocorre
principalmente em tecidos e plantas mais novas. Assim, o estabelecimento
in vitro destes explantes possibilitard a formacdo de uma planta completa,
requerendo paraisso apenas alongamento e diferenciacao radicular (JUNGHANS;
SANTOS-SEREJO, 20086).

Vérias fontes de explantes tém sido empregadas para a micropropagacao
de bananeira, tais como: &pices caulinares obtidos de brotacdes laterais
(axilares) da planta matriz adulta (mudas tipo chifre, chifrinho, etc.), gemas
laterais e apices florais oriundos do “coracdo” da bananeira (inflorescéncia
masculina) retirado do cacho (Fig. 4). No entanto, os primeiros tipos sdo os
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mais utilizados e sua coleta deve ser realizada de preferéncia no mesmo dia
do estabelecimento in vitro para evitar a excessiva exposicao aos fatores do
ambiente, como contaminacdo e desidratacao (SOUZA et al., 1997). Nesta
fase, deve-se considerar também a estacdo do ano, a qual pode interferir
ndo apenas nas taxas de contaminacdo do material, mas também nos niveis
hormonais e concentracdao de polifendis das plantas. Para isso, um correto
estudo sobre a época do ano mais favoravel pode possibilitar o planejamento
da coleta do material em campo, facilitando sobremaneira a organizacao das
etapas do cultivo e da mao-de-obra no laboratério.

Fig. 4. Matriz de bananeira evidenciando as brotacdes laterais (mudas) em diferentes
estagios de desenvolvimento (a); inflorescéncia masculina (coracdo) da bananeira aderida
ao cacho (b) (seta); aspectos de mudas retiradas do campo e reduzidas, podendo ser
utilizadas como fontes iniciais de explantes para a micropropagacao (c, d) (seta).

Fotos: Jonny Everson Scherwinski-Pereira
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2.2. Estabelecimento in Vitro: Assepsia do Material Vegetal,
Extracdo dos Apices Caulinares e Transferéncia para Meio de
Cultura

Diversas metodologias de desinfestacdo tém sido empregadas visando
obter material vegetal descontaminado in vitro para servir como fonte inicial
de explantes sem, todavia, prejudicar o posterior desenvolvimento in vitro ou
mesmo conduzir o explante a morte. Para isso, varias substancias com acao
germicida sao utilizadas, variando quanto a concentracao e tempo de exposicao
do material vegetal, destacando-se o &lcool comercial (92,8°GL), hipoclorito
de soédio (NaOCI) (dgua sanitaria comercial) ou de calcio (P.A. ou utilizado
para limpeza de piscinas). Normalmente, gotas de algum espalhante adesivo
(detergente neutro ou Tween-20) sao adicionadas ao hipoclorito para quebrar
a tensao superficial da solucao e facilitar o contato desta com o explante. Por
fim, visando retirar o excesso de produto, sao feitas geralmente de trés a cinco
lavagens dos explantes em agua destilada e autoclavada. Em casos extremos
como, por exemplo, material vegetal que apresente grande quantidade de terra
aderida e raizes, podem-se retirar as raizes com auxilio de facas e realizar uma
pré-limpeza com lavagem em 4gua corrente e detergente comercial.

Vale ressaltar que para cada condicao (época de coleta, estado sanitario
das plantas matrizes, tamanho dos explantes, etc.) adaptacdes no processo
de desinfestacdo podem ser necessérias, seja pela exclusdo ou inclusdo de
algumaf(s) outra(s) substéancia(s) ou adequacoes quanto a sua concentracao e
tempo de exposicao (imersao). Nesse sentido, o protocolo descrito a seguir tem
sido utilizado comercialmente com sucesso.

Em escala comercial, a assepsia do material vegetal de bananeira tem inicio
a partir de uma limpeza mecéanica das mudas (escalpelamento), removendo-
se parte do rizoma e das bainhas foliares (pseudocaule), ainda em ambiente
externo. Para isso, devem-se realizar cortes longitudinais e transversais até
que se obtenham explantes com dimensodes de aproximadamente 10 cm?.
Estes sdao entao lavados com detergente e enxaguados em 4&gua, sendo
submetidos a uma primeira desinfestacdo em hipoclorito de sédio 2,5%
(v/v) (dgua sanitaria comercial) durante 30 minutos e reduzidos novamente
até dimensdes aproximadas de 5 cm?®. Posteriormente, ainda em ambiente
externo, uma segunda desinfestacdo é realizada utilizando-se hipoclorito de
céalcio 10% (p/v) ou hipoclorito de sédio 1,25%, durante 20 minutos. Em
seguida, os explantes sdo novamente reduzidos até 2,5 cm?®, quando entdo
sdo levados para cadmara de fluxo laminar e desinfestados com hipoclorito de
célcio 5% (p/v) ou hipoclorito de sédio 1,25% (v/v), durante 15 minutos (Fig.
b5a e Fig. bb), e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Uma
vez desinfestados, os explantes sdo dispostos individualmente sobre papel de
filtro (em placas de Petri) ou sob placas de aluminio (estéreis) e com auxilio de
pincas e bisturis (Fig. bc e Fig. bd) sofrem nova reducéo (1 cm3), resultando
em um apice caulinar constituido de alguns primérdios foliares envolvendo o
meristema e um pequeno segmento de rizoma (Fig. 5e). Os &pices caulinares
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extraidos sao transferidos preferencialmente para tubos de ensaio contendo
meio de cultura semi-sélido (previamente preparado e autoclavado) (Fig. 5e) e
fechados com tampas de polietileno, selados com filme de PVC e mantidos em
sala de crescimento.

Caso se observe acentuado escurecimento (oxidacdo) causado pela
liberacdao e acimulo de fendis, os explantes devem permanecer no escuro
durante as duas primeiras semanas ou ser submetidos a um subcultivo para
novo meio de cultura. Esta transferéncia inicial para meio de cultivo, visando
a obtencao de culturas assépticas, é conhecida como estabelecimento in vitro
ou subcultivo zero.

Fotos: a, b, ¢ (autores); d (Herminio Souza Rocha); e (Empresa de Biotecnologia Vegetal)

Fig. 5. Ultima etapa da desinfestacdo do material vegetal de bananeira e obtencdo
de apices caulinares em camara de fluxo laminar: (a, b) desinfestacdao dos explantes
(segmentos de pseudocaule e rizoma); (c, d) explantes sendo reduzidos (retirada das
bainhas foliares e parte do rizoma); (e) dpice caulinar estabelecido em meio MS contendo
carvao ativado.

2.3. Indexacao de Virus

Geralmente, durante o estabelecimento e multiplicacdo de bananeira
in vitro, a presenca de microrganismos nos explantes pode ser detectada
facilmente pelo crescimento destes em meio de cultura, fato normalmente
conhecido na cultura de tecidos de plantas como contaminacdo. No entanto,
embora a técnica permita garantir a sanidade do material quanto a fungos e
bactérias, isso ndao acontece com os virus, uma vez que estes organismos s
se expressam no interior de células do hospedeiro sob determinadas condicdes
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climéaticas. Assim, plantas positivas para um determinado virus podem ser
assintomaticas em um época especifica do ano.

Assim como para as outras culturas, doencas causadas por virus em
bananeira podem ser transmitidas por insetos vetores e através da propagagao
assexuada, ameacando a producado em areas endémicas e também naquelaslivres
de virus, mas que recebem novas mudas (SHARMA et al., 2000; FIGUEIREDO
et al., 2007). No Brasil, apenas o Banana streak virus (BSV) e o Cucumber
mosaic virus (CMV) foram identificados em bananeiras até o presente momento
(MEISSNER FILHO et al., 2000), os quais podem ser verificados em infeccoes
mistas ou simples, dificultando a deteccao visual dos sintomas (FIGUEIREDO
et al.,, 2007).

No caso do BSV, existe uma faixa restrita de espécies hospedeiras e
as plantas infectadas podem apresentar sintomas de estrias foliares, lesdes
foliares cloréticas, mosaico, ma formacao dos frutos e diminuicdo no tamanho
do cacho. J4 o CMV possui distribuicdo cosmopolita, com diferentes graus de
viruléncia, podendo as plantas de bananeiras enfermas apresentarem necrose
vascular, espessamento intermitente da nervura, separacdao da bainha foliar
externa do pseudocaule, clorose, mosaico, nanismo, méa formacao dos frutos e,
as vezes, morte do vegetal (FIGUEIREDO et al., 2007).

Em razdao destes problemas, o comércio de plantas de bananeira
micropropagadas tem se estabelecido visando a limpeza clonal das cultivares de
maior interesse econémico (SILVA NETO, 2003). Entretanto, para comercializar
este tipo de muda é necessdario que os laboratérios realizem o processo de
indexacéao de virus, que consiste na realizacao de testes sorolégicos, biolégicos
ou moleculares com o objetivo de certificar o material vegetal em uso quanto
a infecgao por virus.

Em bananeira, esta indexacdo tem sido imprescindivel, sendo feita em
todos os apices caulinares estabelecidos in vitro, em laboratério de indexacéao
credenciado pelo Ministério da Agricultura. A indexacdao quando realizada
durante etapas tardias do cultivo, como na fase de multiplicacdo ou mesmo
de aclimatizacdo, por amostragem dos lotes produzidos, apresenta risco em
potencial. Isso significa que se os explantes forem positivos para o virus, todo o
material deve ser eliminado, por ndao se saber a origem dos explantes dos quais
surgiram aquelas novas plantas.

De modo geral, a deteccao de virus em bananeiras vem sendo realizada
por meio da sintomatologia (inspecao visual), indexacao biolégica (uso de
plantas indicadoras), por meio de testes sorolégicos (DAS-ELISA - Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e moleculares
(PCR - Polymerase Chain Reaction) ou ainda por microscopia eletrénica de
transmissao, para observacao das particulas virais em extratos. Destes, o mais
utilizado em escala comercial em bananeira é o DAS-ELISA, para testes de
indexacdo do virus CMV. Entretanto, de acordo com Lockhart e Olszewski (1993)
e Figueiredo et al. (2007), determinadas estirpes do CMV nao sado detectadas
por testes sorolégicos. Ademais, o alto grau de heterogeneidade gendémica e
sorolégica apresentado pelo BSV imp6e uma séria restricdo quanto ao uso de
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técnicas sorolégicas e moleculares para a sua deteccdao em germoplasma de
Musa.

Nesse sentido, Figueiredo et al. (2007) desenvolveram um protocolo de
PCR multiplex para detectar simultaneamente o BSV e CMV em bananeiras
micropropagadas e cultivadas no Brasil. Para isso, os autores utilizaram as
cultivares Pacovan (AAB) e Prata Grauda (AAAB), e como controle positivo a
‘Prata Ana’ (AAB). Com a metodologia empregada foi possivel diagnosticar a
presenca de ambos os virus, de modo que em todas as amostras de ‘Pacovan’
(AAB) e do controle positivo houve infeccao mista do BSV com o CMV.

Assim, as biofébricas que utilizarem a tecnologia in vitro para produzir
e comercializar mudas de bananeira devem possuir registro em 6rgao de
fiscalizacdo agropecuéria para um acompanhamento sistematico da producao
e o controle oficial (indexacdo) para o virus. Como exemplos, citam-se a
Multiplanta — Tecnologia Vegetal (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL,
2007) e o Instituto Biofabrica de Cacau em Illhéus — BA, os quais realizam a
indexacao das mudas de bananeira no Centro de Indexacao de Virus de Minas
Gerais?, situado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, MG.

2.4. NMultiplicacao/Proliferacao de Brotos

Nesta fase, o objetivo principal é obter o maximo de novas brotacdes
de bananeiras a partir dos explantes estabelecidos inicialmente. Portanto,
decorrido o periodo de estabelecimento in vitro (30 a 45 dias), os &pices
caulinares, que ndo possuem contaminacao visivel e cujo resultado do teste
para virus tenha sido negativo, sado utilizados para a inducdo de novas brotacoes
axilares. Para isso, primeiramente realiza-se uma limpeza das partes oxidadas e,
posteriormente, um seccionamento transversal da parte superior, para eliminar
o excesso de tecido foliar, seguido de um corte longitudinal dos apices, com o
objetivo de quebrar a dominédncia da gema apical e forcar o desenvolvimento
de novas brotaclOes laterais. As partes resultantes sdo entao transferidas para
novo meio de cultura, suplementado com regulador de crescimento, geralmente
citocininas, e mantidas em sala de crescimento até se desenvolverem (Fig. 6a),
fato que acontece normalmente em quatro semanas.

Apds algumas semanas, os explantes desenvolvidos (Fig. 6b e Fig.6c¢)
sao submetidos a uma limpeza dos tecidos oxidados e cortes da parte aérea,
sendo transferidos para novo meio de cultura até a emissao de novas brotacdes.
Subseqientemente, as multiplas brotacdes axilares formadas sofrem novamente
aretirada do excesso de tecidos oxidados, corte da parte aérea, individualizacao
e subdivisdo longitudinal dos brotos maiores e transferéncia para novo meio,
até que os mesmos procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 7).

Essas sucessivas transferéncias, conhecidas como subcultivos ou
repicagens, sdo espassadas entre si, em média de quatro a cinco semanas,
e devem ser realizadas até no maximo seis vezes para evitar o aparecimento
de variantes somaclonais. Os subcultivos sdo também necessérios devido ao

2Credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem), com inscricdo e
credenciamento de nimero 01311/2006.
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esgotamento dos constituintes do meio de cultura (carboidrato, sais minerais e
vitaminas), além do acumulo de compostos como o etileno e alguns polifendis
que podem ser deletérios a cultura.

— s .

Fotos: a (Empresa de Biotecnologia Vegetal); b (Herminio

S. Racha); ¢ (Jonny E. Scherwinski-Pereira)

Fig. 6. Aspecto geral de apice caulinar estabelecido in vitro (a), apés 30 a 40 dias de
desenvolvimento (b) e apds corte longitudinal (ver detalhes das multibrotacoes formadas)
(c).

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 7. Aspecto geral da fase de multiplicacdo (repicagens): (a, b) explantes em
multiplicacdo; (c, d) limpeza dos tecidos oxidados, corte da parte aérea, incisdes e
subdivisdo dos explantes; (e, f) transferéncia dos explantes para restabelecer novos
ciclos de multiplicacao.

De modo geral, a inducdao de brotacbes ocorre apds a primeira
repicagem. No entanto, efetivamente, as maiores taxas de multiplicacdo sao
observadas entre o terceiro e o sexto subcultivo obtendo-se, normalmente,
uma multiplicacdo em crescimento por progressdao geométrica, de modo que a
partir de um Unico apice caulinar estabelecido in vitro é possivel obter centenas
de novas brotacdes, ao final de alguns meses, o que dependerd do protocolo,
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habilidade dos operadores e do gendétipo empregado. Em contraste, na fase de
estabelecimento e subcultivo 1, verifica-se baixa ou nula inducao de brotacdes,
o0 que pode estar relacionado a adaptacado do explante as condicdes de cultivo
ou ainda aos maiores indices iniciais de oxidacdo do material estabelecido in
vitro.

Um fator imprescindivel nessa fase diz respeito a habilidade de cada
técnico para extrair as bainhas foliares dos explantes e expor as gemas laterais
(axilares), bem como realizar as incisbes. Associada a estes procedimentos
estd a suplementacao exégena do meio de cultura com citocininas, geralmente
o Né-benzilaminopurina (BAP). O BAP é um regulador de crescimento do grupo
das citocininas que promove a inducdo de multiplas brotacdes pela quebra da
dominéncia da gema apical. Atualmente é a citocinina mais utilizada para a
multiplicacdo da bananeira in vitro, porém a concentracao “ideal” é genétipo-
dependente, sendo as maiores taxas de multiplicacdo obtidas com concentracdes
entre 2,5 e b5 mg - L'. Todavia, outras citocininas tém sido empregadas com
certo éxito para micropropagar diversos genétipos de Musa spp., incluindo
o isopenteniladenina (2ip), zeatina (ZN), cinetina (KIN) e mais recentemente
o tidiazuron (TDZ), este ultimo em concentracdes bem inferiores aquelas do
BAP (ARINAITWE et al., 2000; GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; OLIVEIRA et al.,
20086).

Vérios tém sido os trabalhos reportados na literatura (HIRIMBUREGAMA;
GAMAGE, 1997; OLIVEIRA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001), demonstrando
que diferencas entre gendtipos em relacao a capacidade proliferativa (taxa
de multiplicagdo) podem ocorrer até mesmo entre clones (OLIVEIRA et al.,
2006). Da mesma forma, estudo conduzido por Debiasi et al. (2002), com o
objetivo de correlacionar diferentes graus de dominancia apical in vivo com a
capacidade proliferativa in vitro da bananeira, nas cultivares Nanicao (AAA)
e Grande Naine (AAA), evidenciou uma influéncia significativa deste fator
com o comportamento in vitro dos explantes. De acordo com estes autores, a
utilizacdo de mudas oriundas de plantas matrizes com baixo grau de dominancia
apical in vivo proporcionou a maior taxa média proliferativa (7,51) para a cv.
Grande Naine, enquanto aquelas provenientes de bananeira com grau médio de
dominéancia apical in vivo resultaram na maior taxa média proliferativa (10,96)
para a cv. Nanicao.

2.5. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

Esta fase é importante, pois de modo semelhante ao que se verifica em
condicdes de campo as raizes podem estimular o crescimento das culturas in
vitro e ex vitro (processo de aclimatizacado). Dessa forma, a obtencao de um
sistema radicular bem formado e funcional ird promover a sobrevivéncia e o
crescimento ex vitro das plantas. Entretanto, na literatura, encontram-se ainda
muitas discordancias sobre a existéncia ou ndao de conexao vascular entre as
raizes formadas in vitro e a parte aérea (funcionalidade das raizes) (APTER et
al., 1993a, b; DIAZ-PEREZ et al., 1995; ROMANO; MARTINS-LOUCAO, 2003).
Apesar do pouco entendimento no que diz respeito a qualidade das raizes
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oriundas do cultivo in vitro, elas farao a fixacao das plantas no substrato e
serao responsaveis pela nutricdo inicial das plantas sob condi¢cdes ex vitro, até
que novas raizes mais funcionais sejam formadas posteriormente.

Durante a fase de multiplicacao, o uso frequiente de citocininas no meio
de cultura, com o objetivo de incrementar as taxas de multiplicacao, resulta
muitas vezes em brotacdes de tamanho reduzido, com poucas raizes ou mesmo
desprovidas dessas, devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento
— habituacdo. Como conseqliéncia, uma fase intermediaria de alongamento e/
ou enraizamento é necessaria e tem sido amplamente reportada na literatura.
Neste caso, o meio geralmente é de consisténcia semi-sélida, podendo ser
suplementado com auxinas exdégenas como acido naftalenoacético (ANA) e
acido indolbutirico (AIB) (MOLLA et al., 2004), embora pouco recomendados
em razao de poderem causar variacdo somaclonal do material. Adicionalmente,
outras substéncias que favorecam a formacao de raizes como o carvao ativado
(GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 20086) e sulfato de adenina (MIYATA
et al., 2006) podem ser utilizadas para o enraizamento/alongamento in vitro de
bananeiras. Outros fatores como a reducao das concentracoes de sais do meio,
0 gendtipo e a concentracao de sacarose também devem ser considerados para
melhorar o enraizamento.

Tem sido relatada a importéncia da adicao de sacarose no meio de
cultura, principalmente visando ao acumulo de reservas nas plantas para
suportar as condicoes de estresse na fase de aclimatizacao. Isso porque,
quando transplantadas para condicdes de casa de vegetacdo ou viveiro, as
plantas possuem apenas dgua e sais minerais para sustentarem seu crescimento
imediato, necessitando assim de reservas, como o amido, na emissao de novas
folhas e raizes (ARAGON et al., 2006), especialmente nas primeiras semanas
apds o transplantio para o substrato. Contudo, deve-se considerar que diferentes
gendtipos, sob varias condicdes de cultivo, poderdo desenvolver-se de maneira
distinta.

Nesse contexto, Costa et al. (2008), avaliando como a permanéncia de
brotacoes de bananeira em meio de enraizamento influencia o crescimento in
vitro e ex vitro das plantas, observaram que a fase de inducao de raizes in
vitro ocorreu até os 14 dias e, apds esse periodo, houve apenas o crescimento
em tamanho das raizes. Além disso, foi constatado que a sobrevivéncia das
plantas em casa de vegetacado atingiu 100% apés 21 dias de enraizamento,
havendo perdas apenas para as cultivares Preciosa (AAAB) aos 7 dias (20%) e
Japira (AAAB) aos 7 (13%) e 14 dias (7%) de cultivo em meio de enraizamento,
possivelmente por causa do reduzido desenvolvimento da parte aérea (muitas
vezes apresentando apenas uma folha expandida) e rizoma pouco definido
com fraca iniciacdo de primérdios radiculares, sugerindo baixa quantidade de
reservas.

Dessa forma, pode-se afirmar que a fase de enraizamento in vitro em
bananeira é necessaria, principalmente se as brotacdes oriundas da etapa de
multiplicacao tiverem tamanho reduzido. Entretanto, pode-se otimizar o tempo
de enraizamento in vitro sem, contudo, causar perdas significativas de plantas.
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Como conseqliéncia, hd a possibilidade de reduzir os gastos com energia e
mao-de-obra, pois as culturas permaneceriam em laboratério por menor periodo
de tempo.

Quanto ao uso de carvao ativado, estudos tém mostrado efeitos positivos
desta substancia sobre o enraizamento e vigor de brotagbes de bananeira
(GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 2006). No caso do enraizamento,
esse efeito é atribuido ao fato de que o carvao simula a condicdo de escuro
na qual as raizes normalmente se desenvolvem melhor, além de possuir efeito
diluidor, retendo parte dos elementos que compdem o meio e adsorvendo
compostos fendlicos inibidores do enraizamento.

Em contraste a realizacdo de uma fase de enraizamento in vitro, existe
a possibilidade ainda de que brotacées bem desenvolvidas, jd diferenciadas
em plantas, possam ser diretamente removidas dos frascos durante os
subcultivos, separadas das demais e submetidas a aclimatizacado. Tal fato vem
sendo realizado comercialmente com sucesso e tem a vantagem de eliminar a
fase de alongamento/enraizamento (Fig. 8). Fato semelhante é reportado por
Oliveira e Silva (1997) com as cultivares Nanicdo (AAA) e Grande Naine (AAA),
em que o aumento para 45 dias no sexto subcultivo possibilitou a retirada
direta de cerca de 35% do material para a casa de vegetacdo, sem passar
pela fase de enraizamento. Ainda segundo esses autores, plantas que in vitro
possuiam parte aérea alongada e rizoma definido tiveram 98% de pegamento
na aclimatizacao, mesmo desprovidas de raizes, o que sugere a possibilidade de
se induzir o enraizamento de bananeiras micropropagadas em substrato, desde
que observadas as condicdes e os cuidados na aclimatizacao.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 8. Plantas sendo retiradas diretamente da fase de multiplicacdo para aclimatizacao:
a) separacao das plantas maiores das demais brotacdes; b) plantas sendo colocadas em
recipientes (seta) para posterior aclimatizacao.

Em relacdo a funcionalidade das raizes in vitro, observacdes anatdémicas
conduzidas por Costa (2007) mostraram existir conexao vascular em plantas de
bananeira cultivadas em meio contendo ANA (1 mg - L"), sendo esta conexao
mais acentuada em plantas aclimatizadas. Este resultado estd de acordo
com outros trabalhos citados na literatura, para os quais nenhuma limitacao
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do sistema radicular formado em meio de cultura foi verificada em relacado a
sobrevivéncia e performance ex vitro das mudas obtidas. De fato, se as raizes
presentes nas plantas de bananeira micropropagadas nao tivessem funcao
alguma, haveria certamente elevadas perdas durante a fase de aclimatizacao.

2.6. Meio de Cultura e Condicdes de Cultivo

A escolha de um meio de cultura apropriado para cada espécie vegetal a
ser micropropagada e sua adequacao as diferentes fases de cultivo é condicao
béasica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Em geral, o meio
de cultura é constituido basicamente por substancias essenciais ao crescimento
e desenvolvimento dos explantes, a saber: agua, macro e micronutrientes,
aminodacidos, vitaminas, carboidrato(s), reguladores de crescimento®, agentes
geleficantes (dgar ou Phytagel), entre outras. Contudo, parauma melhor resposta
morfogénica dos explantes (dpices caulinares, meristemas, brotacodes, etc.), o
mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado nas exigéncias de
cada espécie ou cultivar, tomando por base analises nutricionais do genétipo
em questao.

Para a bananeira, varios sdo os meios de cultura, suas concentracoes e as
variacdes de seus componentes (SOUZA; GONCALVES, 1996). Porém, o meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) é o mais utilizado, independente da fase de
cultivo in vitro. Em geral, o que se observa freqlientemente é a adequacéao a
cada fase do cultivo in vitro (estabelecimento, multiplicacdo ou enraizamento)
da concentracao de sais (principalmente macronutrientes), sacarose e utilizacao
ou nao de reguladores de crescimento (citocininas e/ou auxinas). No caso dos
reguladores de crescimento, estes podem estar associados, variando na relacao
citocinina:auxina, dependendo da resposta morfogenética demandada. Quanto
a consisténcia, a maioria dos protocolos tem utilizado meios semi-sélidos, sendo
o uso de meio liquido condicionado a utilizacdo de agitadores ou biorreatores. O
pH do meio é normalmente ajustado para 5,8 £ 0,1, antes da adi¢cao do agente
geleificante, sendo a autoclavagem realizada por 15-20 minutos a 121°C e 1,3
atm de pressao.

Quanto as condicbes de cultivo ou incubacdo, o padrdao adotado tem
sido o de salas de crescimento climatizadas, dotadas de iluminacao artificial
(fornecida por lampadas fluorescentes tubulares), com fotoperiodo de 16 horas
e temperatura média de 25°C+2°C (Fig. 9a e Fig. 9b). Entretanto, podem ocorrer
modificacdes no ambiente de cultivo, principalmente na fase de estabelecimento,
na qual comumente se mantém os dapices caulinares no escuro por alguns
dias, visando sobretudo reduzir os niveis de oxidacao. Adicionalmente, alguns

3S&0 anéalogos sintéticos dos hormonios vegetais. Tém a mesma funcdo dos hormdnios, porém
sdo sintetizados em laboratério e ndo pela planta, além de ser requeridos em maiores quantidades
para obter resposta semelhante (Termignoni, 2005). Sdo exemplos, o N®-benzilaminopurina (BAP)
e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); acido indolbutirico (AIB) e &acido naftalenoacético
(ANA) (grupo das auxinas).
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trabalhos tém reportado a utilizacdo da luz solar em salas de crescimento (Fig.
9c-¢), seja na fase de multiplicacdo (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001;
SENDIN, 2001) ou enraizamento in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007), além
do cultivo fotoautotréfico (NGUYEN; KOZAI, 2001).

Fotos: a, b (Empresa de Biotecnologia Vegetal); c, d, e (Herminio Souza Rocha)

Fig. 9. Vista geral da sala de crescimento utilizada para a micropropagacéao de bananeiras:
(a, b) sala de crescimento de luz artificial - Empresa de Biotecnologia Vegetal; (c, d, e)
sala de crescimento de luz solar/natural — Companhia de Promocé&o Agricola, biofébrica
localizada junto @ Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA.

2.7. Contaminantes e Oxidacdo Fendlica in Vitro: Ocorréncia e
Estratégias de Controle

2.7.1. Contaminacao

E principalmente na fase de estabelecimento que se devem detectar
e descartar as culturas contaminadas. Todavia, dependendo do tipo de
contaminante (exdgenos ou enddgenos) este procedimento também pode ser
necessario em fases posteriores como a multiplicacao decorrente de erros de
manipulacdo. As contaminacdes por bactérias tém sido mais drasticas que
por fungos por causar perdas danosas, como tempo e recursos financeiros ou
genéticos pela eliminacdo de frascos contaminados e o risco de disseminagao
durante os subcultivos subseqlentes, inviabilizando assim o processo de
micropropacao. Nesse contexto, o uso de agentes geleificantes de boa qualidade
como o Phytagel pode promover a répida identificacdo e eliminacao do material
contaminado e com isso evitar a sua disseminacao (OLIVEIRA; SILVA, 1997;
PEREIRA et al., 2003).
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De modo geral, as taxas e o tipo de contaminacdo na fase de
estabelecimento sao bastante varidveis e estao sob a influéncia de diversos
fatores, tais como, a época de coleta dos explantes no campo, o estado
sanitario das plantas matrizes, a correta execucao do processo de assepsia e
os agentes desinfestantes utilizados. No entanto, diversos trabalhos cientificos
tém reportado taxas de contaminacao entre 0% e 60% durante a fase de
estabelecimento, as quais tendem a se reduzir durante as fases subseqlientes.
Geralmente, a predominancia tem sido de bactérias que podem ser de diferentes
espécies (OLIVEIRA et al., 20086).

Para a micropropagacao de bananeiras, a ocorréncia de contaminacoes
tem sido considerada um problema em potencial, principalmente as bacterianas.
Isso porque embora sejam feitas desinfestacées superficiais antes do
estabelecimento in vitro, bactérias podem ser observadas de 7 a 15 dias apds
as manipulacdes, havendo até mesmo relatos de morte dos explantes (HABIBA
et al., 2002; PEREIRA et al., 2003).

Avaliando protocolos de desinfestacao em diferentes cultivares de
bananeira, Nietsche et al. (2006) verificaram ao final da fase de estabelecimento,
um total de 37,5% dos tubos contaminados para as cultivares avaliadas. As
maiores porcentagens de contaminacao ocorreram na ‘Prata Ana’ e ‘SH3640’,
com 62,5% e 57,1%, respectivamente por bactérias do tipo Gram negativa,
enguanto para a ‘FHIA-18' grande parte das bactérias detectadas foi do tipo
Gram positiva. De acordo com os autores, as bactérias Gram positivas sao
do tipo nao-fitopatogénicas freqiientemente encontradas no sistema digestivo
do préprio manipulador. Quanto aos protocolos utilizados, o tratamento dos
explantes com solucao de fungicida (Carbendazin 3,3%), alcool 92,8° GL e
hipoclorito de sédio (2%) foi o mais eficaz para a desinfestacdo de todas as
cultivares.

2.7.2. Oxidacdo por Compostos Fendlicos

Embora o processo de micropropagacao seja bem estabelecido e
proporcione éxito para a maioria dos gendtipos comerciais de bananeira, ainda
hé fatores que limitam em parte esta técnica para alguns deles, sobretudo nas
fases iniciais do cultivo in vitro. O principal deles é a ocorréncia excessiva de
oxidacao por compostos fendlicos nas partes excisadas dos explantes, a qual
interfere no desenvolvimento inicial destes, na taxa de multiplicacdo e, em
casos extremos, pode leva-los a morte.

Tal oxidacao é caracterizada pelo escurecimento dos tecidos excisados
e do meio de cultivo (Fig. 10), ambos resultantes da liberagdo, acimulo de
polifendis e produtos da oxidacao, precursores da sintese de lignina, como
melanina e suberina (ANDRADE et al., 2000; VAN WINKLE et al., 2003) e que
obstruem o tecido oxidado. Além disso, a oxidacao dos compostos fendlicos
por polifenases pode produzir substancias téxicas que normalmente inibem o
crescimento dos explantes (SATO et al., 2001). Sua ocorréncia e intensidade
estao associadas principalmente ao gendétipo, especialmente constituidos por
genomas ‘B’ (Musa balbisiana) (HIRIMBUREGAMA; GAMAGE, 1997), bem
como as condicdes de cultivo (constituicdo do meio de cultura, presenca de
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luz na fase de estabelecimento, etc.). Em geral, os niveis mais acentuados
de oxidacdo ocorrem na fase de estabelecimento, nos primeiros subcultivos
e durante os dias iniciais de cada subcultivo, de modo que quanto maior a
proporcao de rizoma nos explantes mais acentuado pode ser o escurecimento
causado por fendis.

Fotos: a, ¢ (Empresa de Biotecnologia Vegetal);

b (autores)

Fig. 10. Aspecto geral dos &pices caulinares estabelecidos e culturas em fase de
multiplicacao, evidenciando a oxidacado por fendis: a) apice caulinar em meio contendo
carvao ativado; b) apice caulinar em meio desprovido de carvao ativado; c) material em
multiplicacao.

Nesse sentido, estudo realizado por Hirimburegama e Gamage (1997),
visando avaliar diferentes constituicdes gendmicas sobre os niveis de oxidagao
fendlica in vitro de apices caulinares de bananeira, reporta que embora todas as
cultivares tenham apresentado escurecimento dos tecidos excisados, grandes
variacoes foram observadas quanto a suaintensidade. De acordo com os autores,
as cultivares contendo o genoma ‘B’ mostraram maior oxidacao, superior a 75%
da superficie dos explantes do grupo genémico BB e entre 50% e 65% para o
grupo ABB, a qual ocorreu 2 dias apds o estabelecimento in vitro e necessitou
de limpeza dos tecidos escurecidos e rapida transferéncia dos explantes para
novo meio. Por outro lado, gendtipos apresentando pouco ou nenhum genoma
‘B’ (AAB, AAA, AAAA) tiveram menor indice de oxidacao, inferior a 25% (AAA
e AAAA) e entre 25% e 50% (AAB), a qual foi superada apés duas limpezas
sucessivas. Os autores observaram também que a ocorréncia de elevada
oxidacao afetou diretamente o inicio das brotacdes axilares e também a taxa de
multiplicacdo durante os subcultivos.

Algumas estratégias podem ser utilizadas com o propdsito de reduzir
os niveis de oxidacao, entre elas: a suplementacdo do meio com substancias
antioxidantes (carvao ativado - Fig. 10, acido ascoérbico, entre outras), ou
o pré-tratamento dos explantes com alguns destes antioxidantes antes do
estabelecimento in vitro, manutencédo das culturas no escuro por alguns dias
apo6s o estabelecimento dos apices caulinares, transferéncias periédicas dos
explantes para meio de cultura novo e/ou limpeza das partes (tecidos) fenolizadas
(Fig. 11). Todavia, a adicdo ao meio de substancias antioxidantes nem sempre
tem mostrado melhor resultado (CAMOLESI et al., 2007). Para estes autores, o
pré-tratamento dos &pices caulinares da cultivar de bananeira Maca (AAB) em
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solucao de 0,25 g - L' de acido citrico e 0,75 g - L' de citrato de potassio por
90 minutos teve efeito antioxidante em pré-tratamento, ao passo que a adicao
dos antioxidantes ao meio de cultivo aumentou a oxidacao e diminuiu o nimero
de brotos emitidos nos primeiros subcultivos.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 11. Limpeza dos tecidos oxidados durante o processo de repicagem: a) retirada de
partes oxidadas; b) restabelecimento dos explantes em novo meio.

2.8. Aclimatizacao

O sucesso final da micropropagacao nas diversas espécies vegetais
depende nao apenas da correta conducao das fases in vitro, mas sobretudo da
capacidade das plantas produzidas em superar, sem grandes estresses, a sua
transferéncia para condicoes in vivo (PEREIRA; FORTES, 2000; HAZARIKA,
2006). Isso porque o ambiente in vitro, no qual os explantes sdo cultivados,
tem como principais caracteristicas os baixos niveis de radiacdo, presenca
de carboidrato e nutrientes prontamente assimilaveis, condicoes assépticas e
atmosfera no interior dos recipientes com alta umidade relativa e pouca ou
nenhuma troca gasosa (ZACCHANI et al., 1997). Como conseqiiéncia deste
microambiente in vitro, as plantas desenvolvem caracteristicas estruturais
e fisiolégicas pouco aptas as condicoes ex vitro (YOKOTA et al., 2007), a
saber: baixa regulacao da perda de dgua, ocasionada principalmente por pouca
funcionalidade dos estbmatos e camada de cera epicuticular pouco espessa e
irregularmente distribuida (LAMHAMEDI et al., 2003), reduzido desenvolvimento
e organizacao do meséfilo foliar, fraca conexado entre as raizes e a parte aérea
(ROSS-KARSTEN et al., 1998; POSPISILOVA et al., 1999), entre outras.

Dessa forma, uma fase de aclimatizacdo* (adaptacao artificial) é
geralmente requerida e considerada imprescindivel com o objetivo de se evitar

“Alguns pesquisadores apresentam conceitos distintos com relagdo aos termos aclimatacéo e
aclimatizacdo. Segundo Preece e Sutter (1991), o termo aclimatacéao refere-se ao processo pelo
qual as plantas ou outros organismos vivos ajustam-se ou acostumam-se a uma nova condicdo
de clima ou situagdo, como resultado de um processo natural. Por outro lado, para George (1993)
aclimatacdo é um processo regulado pela natureza, enquanto aclimatizacdo é aquele controlado
pelo homem. Portanto, para fins de micropropagacéo serd adotado o termo aclimatizacdo, como
sendo o processo pelo qual as plantas cultivadas in vitro sdo adaptadas ao novo ambiente ex vitro
(estufa, telado, etc.) de modo artificial, ou seja, com a interferéncia humana.
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morte de plantas e favorecer o melhor desempenho das mudas ex vitro. E
durante este periodo de adaptacao que as modificagdes formadas em cultivo in
vitro sao corrigidas (MARIN, 2003), de modo que a planta passa do metabolismo
heterotréfico para o autotréfico (ROCHA, 2005). Isto é possivel porque o novo
ambiente ex vitro possibilita a formacao de folhas mais adaptadas e eficientes
nos processos concernentes ao desenvolvimento vegetal (SANDOVAL et al.,
1994), além de promover um sistema radicular mais funcional e eficiente e
formacdo de uma densa camada de cera epicuticular. Para isso, as plantas
devem ser submetidas as novas condicoes ambientais (estufa, casa de
vegetacao ou telado) de forma gradual e cercadas de cuidados, mantendo-se
alta umidade e baixa luminosidade nos dias iniciais apés o transplantio (Fig.
12), pois estes fatores irdao favorecer o metabolismo autotréfico nas plantas
produzidas. Portanto, caso nao sejam tomados os devidos cuidados durante
esta etapa, os resultados serdo a baixa sobrevivéncia e inviabilidade do processo
de micropropagacao.

Umidade relativa (%)

Dias apds o transplantio ex vitro (6-9 semanas)

Luminosidade Atividade fotossintética e
modificagées estruturais

Fig. 12. Esquema geral de algumas condi¢cées fundamentais a aclimatizacao das plantas,
evidenciando a reducado gradual da umidade e aumento da irradidancia em funcao do
tempo de transplantio.

Outro aspecto a ser considerado na fase de aclimatizacado refere-se ao
padrdao de crescimento das plantas. Isso porque ao sofrer mudanca abrupta
de ambiente (da condicdo in vitro para o ex vitro), normalmente as plantas
cessam ou reduzem o crescimento até que se adaptem as novas condicoes,
o que pode levar dias ou semanas (PEREIRA; FORTES, 2000). Desse modo, a
reducao de perdas por morte, associada ao rapido crescimento na aclimatizacao,
pode contribuir significativamente para que mudas micropropagadas sejam
disponibilizadas aos interessados de forma mais rapida e barata. Para tanto,
otimizacdes nas condicdes ambientais in vitro e ex vitro, cuidados no momento
do transplantio, o correto manejo das irrigacdes e a escolha adequada de
substratos e recipientes sdao fundamentais (SCHMITZ et al., 2002). No caso
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dos substratos, suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas podem facilitar
ou limitar a sobrevivéncia, formacao de novas raizes e crescimento das plantas.
Com relacao a escolha dos materiais que irdo compor a mistura do substrato
deve-se observar também o custo e sua disponibilidade.

Em bananeira, o processo de aclimatizacao consiste basicamente na
remocao das plantas dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em dgua corrente
para remover o residuo de meio de cultivo aderido, individualizacao das plantas,
poda das raizes, transplantio para recipientes (tubetes ou bandejas coletivas)
contendo substrato adequado e transferéncia para casa de vegetacao ou telado
(Fig. 13 e 14). Em alguns casos, pode ser feita uma pré-aclimatizacao antes do
transplantio, pela abertura dos frascos ainda na sala de crescimento por algumas
horas ou mesmo dias. Outra alternativa que vem sendo reportada diz respeito a
utilizacdo da luz solar ou natural na fase de alongamento/enraizamento in vitro,
a qual tem proporcionado bons resultados na adaptacado das plantas ainda in
vitro (in vitro hardening) (ROCHA, 2005; COSTA, 2007).

Fig. 13. Procedimentos gerais realizados antes da transferéncia das plantas para a casa
de vegetacao, estufas ou telados: (a, b) abertura dos frascos e retirada das plantas; (c)
lavagem das raizes; (d) individualizacao; (e, f) transplantio para bandejas de isopor (128
células) contendo substrato.

Quanto aos tipos de mudas de bananeira micropropagadas, existem
comercialmente diversas variacdes de acordo com o padrao de desenvolvimento
das plantas na aclimatizacdao (Fig. 15) (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA
VEGETAL, 2007), a saber:

a) Em bandeja de polietileno preto com 24 mudas, com altura da parte
aérea de 20 a 30 cm e um torrdo de 6 cm?, prontas para o plantio direto
a campo.

b) Em bandeja de isopor com 128 mudas, com 10 a 15 cm de altura, as
quais necessitam ser transplantadas para um recipiente maior por um
periodo de 30-40 dias antes do plantio a campo.
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c) Mudas com raiz nua, pré-aclimatizadas, possuindo entre 5 e 10 cm de
altura, as quais necessitam que a aclimatizacdo seja finalizada antes
do plantio no campo. Sao facilmente transportadas e especialmente
indicadas para transporte a longas distancias, desde que o veiculo
utilizado seja rapido e eficiente.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 14. Aspecto geral das estufas de aclimatizacdo e equipamentos usados: (a) carrinho
utilizado na transferéncia das plantas para as estufas e (b, ¢, d) detalhes das estufas e
das plantas.

Além desses tipos, a muda aclimatizada em tubetes (115 e 180 cm?® de
capacidade) é bastante utilizada, tendo como vantagens a formacao de um
sistema radicular sem enovelamento das raizes e crescimento mais acelerado
apés o plantio em campo (Fig. 15).

O transporte das mudas é feito pelo produtor ou providenciado pela
empresa produtora, independente da quantidade, por sedex, transportadora ou
via aérea (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL, 2007). Nesse contexto,
Silva et al. (2003) reportam gue o transporte a longas distdncias de mudas do
tipo raiz nua, acondicionadas em caixas de isopor, pode resultar em grandes
perdas de material caso os meios de transporte sejam inadequados e acarretem
a demora na entrega. Para contornar essa limitacdo, existe o sistema de
acondicionamento denominado “rocambole”, que consiste em acondicionar
aproximadamente 100 mudas em tecido poroso, enroladas na forma de um
rocambole e dispostas lado a lado, de forma que, apés fechado, o pacote
mantém as mudas em posicao vertical (Fig. 16).

3. Caracteristicas Anatomicas das Plantas
Micropropagadas

Até o presente momento, poucos sao os trabalhos cientificos publicados
sobre a anatomia foliar de bananeiras micropropagadas (SANDOVAL et al.,
1994; ROCHA 2005; COSTA, 2007). Em geral, as folhas de bananeira in vitro,
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em casa de vegetacao e a campo, apresentam estruturas basicas semelhantes,
diferindo apenas quantitativamente e em relagcdo ao grau de diferenciacdo dos
tecidos (Tabela 1). Tais diferencas indicam a plasticidade fenotipica da espécie
as condicdes as quais as plantas estdao submetidas.

Fotos: a, b, ¢ (Empresa de Biotecnologia Vegetal); d (Herminio Souza Rocha)

Fig. 15. Tipos de mudas de bananeira micropropagadas: a) aclimatizadas em bandejas
de isopor (128 células); b) mudas com raiz nua; c) mudas em bandejas de polietileno (24
células); d) mudas aclimatizadas em tubetes.

Fotos: Herminio Souza Rocha

Fig. 16. Sistema de acondicionamento de mudas micropropagadas de bananeira utilizado
pela Companhia de Promocao Agricola, localizada junto a Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, Cruz das Almas, BA.
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Tabela 1. Principais caracteristicas da anatomia foliar de plantas de bananeira
(Musa cv. Grande Naine, AAA) em diferentes ambientes de cultivo.

Caracteristicas

In vitro'

Aclimatizacéo?

Campo’®

Cuticula

Extremamente fina

Fina nas primeiras folhas
formadas e espessa com
cada nova folha

Camada espessa

Cera epicuticular

Extrusdes espalhadas
de pequenas particulas
sobre a face abaxial da
epiderme

Extensas extrusdes, mais
evidentes e densas na
face abaxial da epiderme
e menos densas na face
adaxial. Espessamento
mais evidente com a
formacdo de novas folhas

Excessivas extrusdes,
bastante densas, algumas
vezes cobrindo os
estomatos (face abaxial) e
com uma espessa camada
na face adaxial

Epidermes Células relativamente  Lisa, parede externa Fina, parede externa
grandes, sinuosas espessa muita espessa, células
e algumas vezes relativamente pequenas
irregulares em tamanho;
parede externa fina
Presentes em ambas as faces da epiderme, porém mais abundantes na face
abaxial (espécie anfi-hipoestomatica), com quatro células subsidiarias (estomato
tetracitico)
Arranjo irregular, ndo  Arranjo mais regular em Ndmero de células
totalmente funcional fileiras subsidiarias algumas vezes
irregular; estritamente
arranjadas em fileiras
Muitos com os Nao reportado Nao reportado
Estématos ostiolos parcialmente
ou completamente
fechados (indicando
reduzida ou ausente
funcionalidade)
Tamanho médio de 38  Nao reportado Em média, didmetro
Am em comprimento equatorial de 27 yme
(diametro equatorial) diametro polar de 17 ym
e 15 ymem largura
(diametro polar)
Cavidade Nao desenvolvida Desenvolvimento gradual ~ Bem desenvolvida,
subestomatica alcancando através das
hipodermes
Hipodermes Células grandes, No inicio da aclimatizacdo  Duas ou mais camadas
paredes finas, uma uma camada, muito depois de células, especialmente
continua camada lisa  duas, relativamente lisas,  sobre os feixes vasculares
células grandes na face
adaxial da epiderme
Mesofilo Nao diferenciado Em inicio de diferenciagdo  Bem diferenciado
Parénquima Uma camada, células  Formacao de duas Trés a quatro camadas de
palicadico isodiamétricas, camadas com tempo de células, sendo as primeiras

préximas ao
parénguima esponjoso

aclimatizacao, células
alongadas, ainda em
contato com o parénguima
esponjoso

camadas de células
alongadas, separadas do
parénquima esponjoso

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Parénquima Até duas camadas Duas camadas, mais Varias camadas de células
espon;joso irregulares tarde trés, dispostas cobrindo as paredes dos
irregularmente alvéolos, separadas do
parénguima palicadico
Alvéolos (cavidade)  Nenhum, apenas Pequenos no inicio Grandes, bem definidos,
pequenos espacos da aclimatizacao, separando o parénquima
intercelulares principalmente préximo a  esponjoso do palicadico
nervura, e entao grandes
Feixes vasculares Bastante rudimentares, Gradualmente mais Bem desenvolvidos

com apenas uns poucos desenvolvidos com a
elementos de floema aclimatizacdo; presenca de
e de xilema, indicando  mais elementos de floema
reduzida necessidade e de xilema

para transporte sob

condicdes in vitro

Esclerénquima Nenhum ou com fibras  Ndmero de fibras Fios grandes de fibras
muito ocasionais gradualmente compactas, especialmente
associadas aos incrementadas associadas sobre a parte superior dos
feixes, principalmente  com feixes vasculares, feixes; ou ndo associadas
presentes em folhas e presentes também na com os feixes
maiores e bem regido da nervura
formadas

Espessura média 200 - 250 ym (folhas 250 - 30 um 400 - 500 um
grandes)

Plantas enraizadas em meio de cultivo MS geleificado, desprovido de reguladores de crescimento,
e mantidas a 16 horas de intensidade luminosa de 80 mmol - m?2- s, 27 + 2°C.

2Plantas aclimatizadas em ambiente com sombreamento de 15%, temperatura diurna de 32°C a
35°C e noturna de 22°C a 25°C, e 80% de umidade relativa média (variacOes foram observadas
com cada nova folha formada durante esta fase).

3Plantas a campo.
Fonte: Adaptada de Sandoval et al., 1994.

Experimento realizado pelos autores durante o processo de adaptacao
das plantas micropropagadas as condicées ex vitro demonstrou que as
maiores alteracdes na anatomia foliar ocorrem apenas em folhas oriundas de
primérdios diferenciados ex vitro. Além disso, foi observado que a passagem
das plantas para uma condicao de maior radiacao, apés duas ou trés semanas
de aclimatizacao, é essencial para melhorar a adaptacado ex vitro das plantas
de bananeira.

Em outro estudo, foi avaliada a contribuicdo dos estdbmatos e da cera
epicuticular no controle da perda de d4gua em bananeiras micropropagadas.
Os resultados mostraram que folhas oriundas do final do enraizamento in vitro
sob metabolismo heterotréfico apresentaram excessiva transpiracdo, fato
atribuido a elevada densidade estomatica associada a reduzida capacidade dos
estdmatos em restringir a perda de dgua e auséncia de cera epicuticular. Por
outro lado, a fase de aclimatizacao ex vitro foi primordial para a melhoria da
funcionalidade dos estématos e formacao de uma camada de cera mais densa
e melhor distribuida.
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Apesar dos poucos estudos, a realizacdao de pesquisas acerca das
modificacbes que ocorrem nas diferentes fases da micropropagacao €
fundamental para otimizar os protocolos e as condicdes do ambiente in vitro,
além de fornecer informacdes importantes sobre quais cuidados proceder
visando reduzir as perdas e melhorar o crescimento das plantas apds a sua
exposicdo ao ambiente ex vitro.

4. Desempenho em Campo das Mudas Micropropagadas

Para alguns pesquisadores, as mudas micropropagadas apresentam as
seguintes caracteristicas quando comparadas aquelas propagadas por métodos
convencionais: sobrevivem mais no campo e apresentam maior crescimento nos
primeiros estadios de desenvolvimento; possuem uniformidade e facilitam os
tratos culturais; sdo mais produtivas, mostram maior precocidade e uniformidade
de producao. No entanto, embora existam inidmeros estudos sobre a propagacao
in vitro da bananeira, poucos sdo os dados sobre o comportamento das mudas
micropropagadas no campo (ALVARES; CALDAS, 2002).

Nesse sentido, Alvares e Caldas (2002), trabalhando com as cultivares
Nanicao (AAA) e Prata-Ana (AAB), verificaram que mudas micropropagadas (10
a 15 cm) tiveram maior crescimento nos estadios iniciais de desenvolvimento
em detrimento das mudas do tipo chifre (50 a 60 cm), o que foi atribuido ao fato
das plantas micropropagadas ja possuirem um sistema radicular ativo e area
foliar fisiologicamente ativa no momento do plantio em campo. Em relacao as
cultivares, na ‘Prata-Ana’, as mudas micropropagadas apresentaram resultados
significativamente superiores em todas as varidveis estudadas durante o
periodo de desenvolvimento vegetativo, enquanto na cultivar Nanicdo esta
superioridade foi observada somente até o oitavo més. Quanto a producao,
nao houve diferencas significativas na ‘Nanicao’, ao passo que a ‘Prata-Ana’
micropropagada foi significativamente superior a convencional.

Além disso, os autores afirmam que caso as mudas convencionais
possuam qualidade fisiolégica e fitossanitaria adequada, é possivel que a
produtividade destas seja semelhante a das mudas micropropagadas. Caso
contréario, as mudas oriundas do cultivo in vitro podem ser mais produtivas.

5. Estabilidade Genética das Mudas Micropropagadas

Apesar da técnica de micropropagacao apresentar diversas vantagens
para a producao massal de mudas, podem ocorrer variacbes somaclonais
nas plantas produzidas, impedindo o uso desta tecnologia, principalmente se
forem verificadas em grau elevado. Portanto, quando se trata de propagacao
comercial, um dos pré-requisitos mais importantes durante a clonagem in vitro
de qualquer espécie vegetal diz respeito a fidelidade/estabilidade genética das
plantas produzidas. Entretanto, embora indesejavel do ponto de vista comercial,
a obtencao de variabilidade genética pode ser importante para o melhoramento
de plantas, pois permite que caracteristicas de interesse sejam incorporadas
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em novos gendtipos. Além disso, as variacoes tém papel importante no caso
de plantas propagadas vegetativamente que possuem uma estreita base
genética.

Em geral, a ocorréncia de variacbes estd comumente relacionada a
situacOes de estresse sofridas pelas plantas, seja pelo uso inadequado de tipos
e concentracdes de reguladores de crescimento, ocorréncia de calogénese
em alguma fase de cultivo, excessivo numero de subcultivos do material sob
multiplicacdo ou devido ao longo periodo de cultivo em mesmo meio de cultura
(GUPTA; VARSHNEY, 1999; SANTOS; RODRIGUES, 2004; MARTIN et al.,
2006; VENKATACHALAM et al., 2007).

Em bananeira, o aparecimento de plantas atipicas/variantes tem sido
freqientemente reportado por alguns autores (VENKATACHALAM et al.,
2007), o que pode estar associado aos inUmeros protocolos empregados, uso
incorreto e/ou falta de dominio da técnica para algumas cultivares regionais.
Apesar das discordancias, é importante destacar que atualmente existem
laboratérios (biofabricas), tanto no Brasil quanto em outros paises, que utilizam
a micropropagacao com taxas de variacoes somaclonais nas mudas inferiores
a 2%. Dessa forma, recomenda-se obter mudas de biofébricas idéneas e de
conhecido respaldo.

Quando verificadas, as variacdes tém afetado principalmente a estatura
da planta (porte baixo — nanismo - ou excessivamente alto — gigantismo),
cor da folha (variegada semelhante a um mosaico virético), forma (ondulacdes
laterais), cerosidade (auséncia) e arquitetura das folhas (roseta), além de
influenciar a forma dos cachos (SMITH, 1988; ISRAELI et al., 1991; SANTOS;
RODRIGUES, 2004), podendo diferir entre os gendtipos. Em relacao a taxa de
variacao somaclonal, existem trabalhos relatando diferencas entre genétipos de
bananeira para um mesmo protocolo de cultivo in vitro, de maneira que aqueles
com maior nivel de ploidia podem apresentar maior instabilidade genética.
Assim, num processo de multiplicacao in vitro os tetrapldides exigem atencao
diferenciada (SOUZA et al., 1997).

No que diz respeito aos fatores apontados como responsaveis pelas
variacoes, estudo conduzido por Rodrigues et al. (1998), no Vale do Ribeira
(SP), mostrou que a cultivar Nanicao (AAA) apresentou crescimento da taxa de
variacdo somaclonal com aumento do nimero de subcultivos in vitro, ocorrendo
as primeiras variacdes a partir do nono subcultivo. Ja Santos e Rodrigues (2004),
trabalhando com a ‘Pacovan’ (AAB), verificaram que até o quinto subcultivo
nenhuma variante foi observada, enquanto no sexto foram detectadas variantes
(4,8%), atingindo o maximo de 5,8% em nove subcultivos.

Nesse sentido, alguns procedimentos estratégicos podem ser adotados
visando controlar e reduzir as variacoes genéticas nas plantas micropropagadas
de bananeira, a saber: descarte de tecidos com calos, eliminacao de possiveis
plantas atipicas (fora do padrao), adequacao dos niveis exégenos de citocinina
e do tempo de permanéncia das culturas em mesmo meio de cultivo, etc.

Quanto a forma de deteccao, pode-se realiza-la por meio de observacoes
morfolégicas visuais das plantas (fenétipo), testes citolégicos e moleculares
(gendtipo) ou a associacdo de ambos, tanto durante a fase in vitro quanto ex
vitro (aclimatizacao ou campo). No caso do monitoramento ainda nas diferentes
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fases de cultivo in vitro, pode-se reduzir a quantidade de plantas anormais em
campo a niveis aceitaveis (SOUZA et al., 1997). Isso é importante uma vez
que alguns tipos de variacdes podem se manifestar meses apés o plantio ou
floracdo (SANTOS; RODRIGUES, 2004) e, com isso, provocar prejuizos aos
produtores.

O monitoramento da estabilidade genética por métodos moleculares tem
sido realizado por diferentes técnicas, entre as quais, a caracterizacao por meio
de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélite
ou SSR (Simples Sequence Repeats) (VENKATACHALAM et al., 2007), além
de isoenzimas (EL-DOUGDOUG et al., 2007). Entretanto, a analise utilizando
iniciadores RAPD apresenta como principal limitacdao a baixa repetibilidade, o
que ndo ocorre com o SSR (JESUS et al., 2006).

6. Progressos na Micropropagacao de Bananeira

Em geral, a micropropagacao de bananeira é realizada sob condi¢cdes
heterotréficas, nas quais os explantes se desenvolvem em meio contendo
sacarose e nutrientes prontamente disponiveis, sob baixas intensidades
luminosas, além de uma atmosfera apresentando baixa ou nenhuma troca
gasosa, reduzidos niveis de diéxido de carbono (CO,) e elevada umidade relativa
(préxima de 100%).

No entanto, algumas estratégias tém sido pesquisadas e adotadas nos
ultimos anos com o objetivo de modificar o ambiente de cultivo in vitro e,
conseqlientemente, melhorar a qualidade das plantas produzidas e/ou reduzir
os custos de producao. Entre as mais importantes, destacam-se a reducao,
ou mesmo, eliminacdo da fonte de carbono (sacarose), aumento das trocas
gasosas, enriquecimento artificial com CO, e aumento da intensidade luminosa
(artificialmente ou utilizando a luz solar), empregados em associagdo ou
isoladamente (cultivo fotoautotréfico ou fotomixotréfico) (NAVARRO et al.,
1994; KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001; SENDIN, 2001;
COSTA, 2007).

6.1. Uso da Luz Solar

A substituicdao das lampadas fluorescentes comumente utilizadas nas
salas de crescimento pela luz natural, associada ou nao a reducado nos niveis
exdégenos de sacarose, € um dos mais importantes avancos e tem mostrado
resultados promissores e aplicaveis (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001;
SENDIN, 2001; ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Tal relevancia é justificada
pelo alto custo da iluminacao artificial nas salas de crescimento, o qual pode
representar 65% do total de energia elétrica utilizada nos laboratérios de cultura
de tecidos de plantas (STANDAERT DE METSENAERE, 1991). Em geral, as
principais vantagens advindas do emprego da luz solar incluem a eliminacao
dos custos com iluminacao artificial, uso de instalacées mais simplificadas e
reducao dos estresses no momento do transplantio ex vitro (ERIG; SCHUCH,
2005).
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Associado a estas vantagens, tem-se o fato da bananeira ser uma
espécie tipicamente tropical, podendo suportar temperaturas mais elevadas e
maiores niveis de radiacao, o que favoreceria e justificaria o uso da luz solar.
Adicionalmente, o cultivo da bananeira sob maior intensidade luminosa ainda
na fase in vitro pode promover melhor adaptacdo das plantas produzidas e,
conseqglientemente, reduzir os estresses ocasionados apdés a exposicao as
condicdes ex vitro.

Entretanto, segundo Erig e Schuch (2005) a disponibilidade de luz
depende das condicbes climaticas de cada regido e varia com a estacao do ano
e hora do dia, o que poderia limitar a utilizacao desta fonte de luz em algumas
regioes, como as de clima temperado. Além do mais, o emprego da luz natural
em regides com elevadas temperaturas pode necessitar de refrigeradores, o
que vem sendo feito pelo uso de aparelhos de ar-condicionado.

Efeitos benéficos da luz solar durante a micropropagacao de bananeira,
associados a alteracdes na composicao nutricional e fisica dos meios de cultura,
sdo reportados para as cultivares Grande Naine (AAA) e Maca (AAB), com
reducao de até 90% nos custos de producdao das mudas (KODYM; ZAPATA-
ARIAS, 1999, 2001; SENDIN, 2001).

De modo semelhante, estudos conduzidos por Rocha (2005) com a cultivar
Prata-Ana e por Costa (2007) com a ‘Caipira’ e ‘Pacovan’ também reportam
resultados promissores da luz natural. Segundo Costa (2007) brotacdes de
bananeira ‘Caipira’(AAA) enraizadas in vitro sob luz natural e meio contendo
sacarose (15 g - L") proporcionaram melhor adaptacado das plantas produzidas,
além de melhorias nas caracteristicas anatdmicas (espessamento significativo
dos parénquimas clorofilianos, palicadico e esponjoso) e fisiolégicas (menor
perda de dgua ap6s a remocao dos frascos de cultivo). Resultados similares
foram obtidos em experimentos com a cultivar Pacovan, com excecao da perda
de agua, que nao foi avaliada. Quanto ao comportamento ex vitro das plantas
produzidas em ambiente de luz natural, ambas as cultivares (Caipira e Pacovan)
tiveram 100% de sobrevivéncia e satisfatério crescimento ex vitro.

Em conseqiiéncia dos resultados promissores advindos da utilizacao da
luz solar na micropropagacado de bananeira, alguns paises tém utilizado esta
fonte luminosa nas salas de crescimento, destacando-se alguns laboratérios de
Cuba e do Brasil.

6.2. Micropropagacao Fotoautotréfica

Este sistema de cultivo esta relacionado ao fornecimento de condicdes
in vitro mais adequadas ao crescimento e desenvolvimento autotréfico®
dos explantes. Para atingir esse objetivo, torna-se necessario aumentar a
disponibilidade de CO, (pelo enriqguecimento artificial ou uso de membranas
permedveis nas tampas dos frascos de cultivo), incrementar os niveis
de intensidade luminosa (especialmente a densidade de fluxo de fdétons
fotossinteticamente ativos — DFFFA), reduzir a umidade relativa no interior
dos recipientes de cultivo, aumentar as trocas gasosas com o ambiente ex

5Um individuo autotrofo é aquele capaz de sintetizar as substancias essenciais por ele requeridas
a partir de substancias inorganicas obtidas do seu ambiente de cultivo (RAVEN et al., 2001).
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vitro, eliminar as substancias organicas (como a sacarose) do meio de cultura,
além de utilizar substratos fibrosos ou porosos (vermiculita), ao invés de agar,
para o enraizamento in vitro, entre outros (KOZAI, 1991, NAVARRO et al.,
1994; KUBOTA; TADOKORO, 1999; KOZAI; KUBOTA, 2001; NGUYEN; KOZAI,
2001).

Entre as vantagens da micropropagacao fotoautotréfica, comparada ao
método convencional (heterotréfico), destacam-se: melhoria nas caracteristicas
fisiolégicas e estruturais e por conseqiéncia na qualidade e performance (in
vitro e ex vitro) das plantas produzidas; reducao dos riscos de contaminacao
microbiana pela remocao da sacarose do meio; diminuicao do estresse apoés
a remocao das plantas dos frascos de cultivo e aclimatizacao; eliminacao dos
custos com iluminacdao e com reparos e manutencao, no caso de se usar luz
solar ou natural; e reducao das perdas de material por contaminacao (NGUYEN;
KOZAI, 2001; ZOBAYED et al., 2001; AFEEN et al., 2002).

Apesar das vantagens, observam-se, relativamente, poucos trabalhos
enfocando o sistema fotoautotréfico no cultivo in vitro de bananeiras
(NAVARRO et al.,, 1994; NGUYEN et al., 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001) ou
algumas condicées que permitam reduzir a dependéncia heterotréfica dos
explantes cultivados in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Nesse sentido,
Navarro et al. (1994) demonstraram que condicdes como o incremento na
intensidade luminosa e na ventilacao dos recipientes de cultivo facilitaram o
transplantio ex vitro, ao passo que o aumento na concentracéo de CO, in vitro e
intensidade luminosa possibilitou significativamente maior matéria seca e area
foliar. Em contraste, nao foi observada diferenca significativa entre o cultivo
fotoautotréfico e fotomixotréfico quanto ao ganho de matéria seca ou para
a razao matéria seca de brotos e raizes, ao final da fase de enraizamento de
bananeira.

Ja Nguyen e Kozai (2001) verificaram que brotagcées de bananeira
cultivadas em sistema fotoautotré6fico apresentaram maiores taxas de
multiplicacdo, incremento na atividade fotossintética e taxa fotossintética
liquida, principalmente quando a concentracdo de CO, (1.340 + 100 ymol -
mol”’), intensidade luminosa (200 ymol - m? - s) e trocas gasosas (3,9 - h)
foram aumentadas.

7. Consideracdes Gerais e Perspectivas Futuras

Hoje, os estudos de micropropagacdo da bananeira sao bem
estabelecidos, com resultados praticos comprovados, o que proporcionou um
aumento significativo no uso desta tecnologia para a producdo comercial de
mudas certificadas, tanto por pequenos produtores quanto por aqueles mais
tecnificados.

Estima-se que a demanda por mudas ainda deve continuar crescente,
especialmente em virtude das mudancas no sistema de producdo de material
propagativo e adocao de programas de producao integrada de frutas. Nesse
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sentido, embora a micropropagacéao seja considerada um método bem estudado
em bananeira, é imprescindivel realizar pesquisas que reduzam os custos de
producdo sem, no entanto, afetar a qualidade genética e fitossanitaria das
mudas. Isso é importante, uma vez que pode possibilitar uma maior difusao
deste tipo de tecnologia por pequenos produtores, que tém na cultura da banana
uma fonte de renda e sustento.

Com esse intuito, estudos envolvendo o emprego de sistemas
automatizados, como os biorreatores de imersdo temporaria (BIT), o cultivo
fotoautotréfico, além do uso da luz solar, destacam-se como alternativas
promissoras a melhoria da qualidade das mudas obtidas, com reducao do custo
final de producao. Além disso, percebe-se um crescente interesse em pesquisas
que visem entender melhor os processos fisioldgicos e estruturais decorrentes
do cultivo in vitro, o que ir4 favorecer e otimizar os protocolos.

Outra perspectiva diz respeito a necessidade de adequar protocolos de
micropropagacao para novos genétipos resistentes a doencas e pragas, 0s
quais tém sido lancados pelos centros de pesquisa e apresentam potencial de
adocao, principalmente em regidoes que tém sido severamente afetadas pela
sigatoka-negra, sigatoka-amarela e mal-do-panama.

8. Agradecimentos

A Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda., por ter cedido as figuras de
sua linha de producao para ilustrar este trabalho, ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pelo apoio ao grupo de
pesquisa, e a Herminio Souza Rocha pela criteriosa revisao técnica e cientifica
do texto.

9. Referéncias

AFREEN, F.; ZOBAYED, S. M. A.; KOZAI, T. Photoautotrophic culture of Coffea arabusta
somatic embryos: photosynthetic ability and growth of different stage embryos. Annals
of Botany, London, v. 90, p. 11-19, 2002.

ALVARES, M. do C.; CALDAS, L. S. Crescimento, producéo e variacdo somaclonal em
bananeiras micropropagadas. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 37, n. 3, p.
415-420, mar. 2002.

ANDRADE, M. W.; LUZ, J. M. Q.; LACERDA, A. S. Micropropagacdo da aroeira
(Myracroduon urundeuva Fr. All.). Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 24, n. 1, p. 174-
180, 2000.

APTER, R. C.; McWILLIAMS, E. L.; DAVIES JUNIOR., F. T. In vitro and ex vitro
adventitious root formation in Asian Jasmine (Trachelospermum asiaticum) |.
Comparative morphology. Journal of the American Society for Horticultural Science, v.
118, p. 902-905, 1993a.



278

Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira

APTER, R. C.; DAVIES JUNIOR, F. T.; MCWILLIAMS, E. L. In vitro and ex vitro
adventitious root formation in Asian Jasmine (Trachelospermum asiaticum) |l.
Physiological comparisons. Journal of the American Society for Horticultural Science,
v. 118, p. 906-909, 1993b.

ARAGON, C.; ESCALONA, M.; CAPOTE, I.; PINA, D.; CEJAS, |.; RODRIGUEZ, R.;
NOCEDA, C.; SANDOVAL, J.; ROELS, S.; DEBERGH, P.; GONZALEZ-OLMEDO, J. L.
Metabolic importance of starch in the acclimation of plantain ‘CEMSA3% ‘' (AAB) plants.
Infomusa, v. 15, n. 1-2, 2006.

ARINAITWE, G.; RUBAIHAYO, P. R.; MAGAMBO, M. J. S. Proliferation rate effects
of cytokinins on banana (Musa spp.) cultivars. Scientia Horticulturae, v. 86, p. 13-21,
2000.

BRIOSO, P. S. T.; CORDEIRO, Z. J. M.; REZENDE, J. A. M.; KITAJIMA, E. W.; PIMENTEL
J. P.; FIGUEIREDO, A. R. Infeccdo mista em bananeiras pelos virus do mosaico do

pepino (“Cucumber mosaic virus” — CMV) e da risca da bananeira (“Banana streak
virus” — BSV) no Brasil. Summa Phytopathologica, Jaboticabal, v. 26, n. 2, p. 257-259,
2000.

CAMOLESI, M. R.; KAIHARA, E. S.; SACONI, C. G.; FARIA, R. T. de; NEVES, C.
S. V. J. Reducao da oxidacdao na propagacao /in vitro da bananeira maca. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 4, p. 1237-1241, 2007.

COSTA, F. H. da S.; PEREIRA, J. E. S.; PEREIRA, M. A. A.; OLIVEIRA, J. P. de. Efeito
da interacdo entre carvdo ativado e N®-benzilaminopurina na propagacao /in vitro de
bananeira, cv. Grande Naine (AAA). Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v.
28, n. 2, p. 280-283, ago. 2006.

COSTA, F. H. da S. Micropropagacdao da bananeira: caracteristicas fitotécnicas,
fisiologicas e anatomicas. 2007. 113 f. Dissertacao (Mestrado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

COSTA, F. H. da S.; PASQUAL, M.; PEREIRA, J. E. S.; RODRIGUES, F. A.; MIYATA,
L. Y. Relacédo entre o tempo de enraizamento /in vitro e o crescimento de plantas de
bananeira na aclimatizacdo. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 30, n. 1,
p. 28-35, 2008.

CROUCH, J. H.; VUYLSTEKE, D.; ORTIZ, R. Perspectives on the application of
biotechnology to assist the genetic enhancement of plantain and banana (Musa spp.).
Electronic Journal of Biotechnology, v. 1, n. 1, p. 1-12, 1998.

DEBIASI, C.; ZAFFARI, G. R.; SALERNO, A. R.; GUERRA, M. P. Correlagao entre a
capacidade proliferativa in vitro e a dominéancia apical /n vivo da bananeira cvs. Grand
Naine e Nanicdo. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 24, n. 3, p. 597-600,
2002.

DIAZ-PEREZ, J. C.; SHACKEL, K. A.; SUTTER, E. G. Effects of in vitro-formed roots
and acclimatization on water status and gas exchange of tissue-cultured apple shoots.
Journal of the American Society for Horticultural Science, v. 120, n. 3, p. 435-440,
1995.



Micropropagacdo de Bananeira Visando a Producdo Massal de Mudas de Elevado Padrao
Genético e Fitossanitario

DONATO, S. L. R.; SILVA, S. de O.; FILHO, O. A. L.; LIMA, M. B.; DOMINGUES, H.;
ALVES, J. da S. Comportamento de variedades e hibridos de bananeira (Musa spp.)
em dois ciclos de producao no Sudoeste da Bahia. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v. 28, n. 1, p. 139-144, abr. 2006.

EL-DOUGDOUG, Kh. A.; EL-HARTHI, H. M. S.; KORKAR, H. M.; TAHA, R. M. Detection
of somaclonal variations in banana tissue culture using isozyme and DNA fingerprint
analysis. Journal of Applied Sciences Research, v. 3, n. 7, p. 622-627, 2007.

EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL. Disponivel em: <http://www.multiplanta.
com.br>. Acesso em: 11 out. 2007.

ERIG, A. C.; SCHUCH, M. W. Micropropagacao fotoautotréfica e uso da luz natural.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 35, n. 4, p. 961-965, jul./ago. 2005.

FIGUEIREDO, D.; MEISSNER FILHO, P.; SILVA NETO, S.; BRIOSO, P. Deteccéao e andlise
da variabilidade de seqiéncias do Banana streak virus (BSV) em Bananeiras no Brasil.
Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 32, n. 2, p. 118-123, 2006.

FIGUEIREDO, D. V.; BRIOSO, P. S. T. PCR mul/tip/lex para a deteccdo de BSV e CMV
em bananeiras micropropagadas. Summa Phytopatholégica, Botucatu, v. 33, n. 3, p.
229-232, 2007.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture: part 1. the technology. 2. ed. [New
York]: Exegetics Ltd. Hardcover, 1993. 786 p.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacao. In.: TORRES, A. C.; CALDAS,
L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacédo genética de plantas. Brasilia, DF:
Embrapa-SPIl: Embrapa-CNPH, 1998. v. 1, p. 183-260.

GUBBUK, H.; PEKMEZCI, M. In vitro propagation of some new banana types (Musa
spp.). Turkish Journal of Agriculture and Forestry, Ankara, v. 28, p. 355-361, 2004.

GUPTA, P. K.; VARSHNEY, R. K. Molecular markers for genetic fidelity during
micropropagation and germplasm conservation. Current Science, v. 76, p. 1308-1310,
1999.

HABIBA, U.; REZA, S.; SAHA, M. L.; KHAN, M. R.; HADIUZZAMANPLANT, S.
Endogenous Bacterial Contamination During /n vitro Culture of Table Banana
Identification and Prevention. Plant Tissue Culture, v. 12, n. 2, p. 117-124, 2002.

HAZARIKA, B. N. Morpho-physiological disorders in in vitro culture of plants. Scientia
Horticulturae, Amsterdam, v. 108, p. 105-120, 2006.

HIRIMBUREGAMA, K.; GAMAGE, N. Cultivar specificity with respect to in vitro
micropropagation of Musa spp. (banana and plantain). Journal of Horticultural Science,
Ashford, v. 72, n. 2, p. 205-211, Mar. 1997.

ISRAELI, Y.; REUVENI, O.; LAHAV, E. Qualitative aspects of somaclonal variants in
banana propagated by “in vitro” techniques. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v. 48,
n. 1-2, p. 71-88, 1991.

JESUS, 0. N. de; CAMARA, T. R.; FERREIRA, C. F.; SILVA, S. de O. e; PESTANA, K.
N.; SOARES, T. L. Diferenciacdo molecular de cultivares elites de bananeira. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 41, n. 12, p. 1739-1748, dez. 2006.



280

Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira

JUNGHANS, T. G.; SANTOS-SEREJO, J. A. dos. Obtencdo e manuseio de explantes. In:
SOUZA, A. da S.; JUNGHANS, T. G. (Ed.). Introducdo a micropropagacéo de plantas.
Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, 2006. p. 100-114.

KODYM, A.; ZAPATA-ARIAS, F. J. Natural light as an alternative light source for the
in vitro culture of banana (Musa acuminata cv. ‘Grande Naine’). Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, Amsterdam, v. 55, n. 2, p. 141-145, 1999.

KODYM, A.; ZAPATA-ARIAS, F. J. Low-cost alternatives for the micropropagation of
banana. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Amsterdam, v. 66, p. 67-71, 2001.

KOZAI, T. Micropropagation under photoautotrophic conditions. In: DEBERGH, P. C.;
ZIMMERMAN, R. H. (Ed.). Micropropagation-technology and aplication. Dordrecht:
Kluwer Academic, 1991. p. 447-469.

KOZAI, T.; KUBOTA, C. Developing a photoautotrophic micropropagation system for
woody plants. Journal of Plant Research, v. 114, p. 525-537, 2001.

KUBOTA, C.; TADOKORO, N. Control of microbial contamination for large-scale
photoautotrophic micropropagation. In vitro Cellular and Developmental Biology -
Plant, New York, v. 35, p. 296-298, 1999.

LAMEIRA, O. A.; GOMES, A. P. R.; LOPES, S. C. Efeito da sacarose e luminosidade
sobre a germinacao in vitro de embriées de cedro. Manaus: Embrapa Amazoénia Oriental,
2000. p. 1-3. (Embrapa Amazo6nia Oriental. Comunicado Técnico, 20).

LAMHANEDI, M.; CHAMBERLAND, H.; TREMBLAY, F. M. Epidermal transpiration,
ultrastuctural characteristics and net photosynthesis of white spruce somatic seedlings
in response to in vitro acclimatization. Physiologia Plantarum, v. 118, p. 554-561,
2003.

LOCKHART, B. E. L.; OLSZEWSKI, N. E. Serological and genomic heterogeneity of
Banana streak badnavirus: implications for virus detection in Musa germplasm.
In: International Symposium on Genetic Improvement of Bananas for Resistance to
Diseases and Pests, 1993, Montpellier. Proceedings. Montpellier: Dirad-Flhor & Inibap,
1993. p. 105-113.

MARIN, J. A. High survival rates during acclimatization of micropropagated fruit
tree rootstocks by increasing exposures to low relative humidity. Acta Horticulturae,
Amsterdam, v. 616, p. 139-142, 2003.

MARTIN, K. P.; PACHATHUNDIKANDI, S.; ZHANG, C. L.; SLATER, A.; MADASSERY,
J. RAPD analysis of a variant of banana (Musa sp.) cv. grande naine and its propagation
via shoot tip culture. In Vitro Cellular and Development Biology - Plant, v. 42, p. 188-
192, 2006.

MEISSNER FILHO, P. E.; BRIOSO, P. S. T. Doencas causadas por virus. In: CORDEIRO,
Z. J. M. (Org.). Banana: fitossanidade. Brasilia, DF: Embrapa Comunicacdo para
Transferéncia de Tecnologia; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2000.
p. 78-81.

MOLLA, M. M. H.; KHANAM, M. D.; KHATUN, M. M.; AL-AMIN, M.; MALEK, M. A.
In vitro rooting and ex vitro plantlet establishment of BARI banana 1 (Musa sp.) as
influenced by different concentration of IBA (indole 3-butyric acid). Asian Journal of
Plant Sciences, Bholakpur, v. 3, n. 2, p. 196-199, 2004.



Micropropagacdo de Bananeira Visando a Producdo Massal de Mudas de Elevado Padrao 281
Genético e Fitossanitario

MURASHIGE, T.; SKOOG F. A. Revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagem, v. 15, n. 3, p. 473-497,
1962.

MIYATA, L. Y.; COSTA, F. H. S.; PASQUAL, M. Otimizacdo do cultivo in vitro de
bananeira cv. Bucaneiro (AAAA). In: CONGRESSO DOS POS-GRADUANDOS DA UFLA,

15., 2006, Lavras. Anais... Lavras: UFLA, 2006. 1 CD-ROM.

NAVARRO, C.; TEISSON, C.; COTE, F.; GANRY, J. Effects of light intensity and Co,
concentration on growth of banana plants (Musa AAA, cultivar ‘Petite Naine’) in vitro
and subsequent growth following acclimatization. Scientia Horticulturae, Amsterdam,
v. 60, p. 41-54, 1994.

NIETSCHE, S.; MARQUES, S. V.; PEREIRA, M. C. T.; SALLES, B.; XAVIER, A. A.;
FRANCA, A. C.; LIMA, C. de; SILVA, L. S. Estabelecimento in vitro de explantes de trés
cultivares de bananeira. Ciéncia Rural, v. 36, n. 3, p. 989-991, 2006.

NGUYEN, Q. T.; KOZAI, T.; NGUYEN, K. L.; NGUYEN, U. V. Photoautotrophic
micropropagation of tropical plants. In: ALTMAN, A.; ZIV, M.; IZHAR, S. (Ed). Current
plant science and biotechnology in agriculture: plant biotechnology and in vitro biology
in the 21%t century. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 1999. v. 36. p. 659-
662.

NGUYEN, Q. T.; KOZAI, T. Growth of /in vitro banana (Musa spp.) shoots under
photomixotrophic and photoautotrophic conditions. In Vitro Cellular and Development
Biology - Plant, v. 37, n. 6, p. 824-829, 2001.

OLIVEIRA, J. P.; SANTOS, S. M. L.; GUEDES, R. S.; SCHMITZ, G. C.; ALVES, L. S.;
PEREIRA, J. E. S. Isolamento e identificacdo de bactérias endofiticas contaminantes
da cultura da bananeira cultivada in vitro e biotestes de sensibilidade das bactérias a
antibidticos. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 19., 2006, Cabo Frio.
Anais... Rio de Janeiro: SBF. v. 1. p. 340.

OLIVEIRA, J. P; SCHMITZ, G. C.; SOUZA, G.; MACHADO, B. A.; PEREIRA, J. E. S.
Multiplicacao in vitro de cultivares de bananeira resistentes a doencas na Amazoénia
Ocidental a partir de gemas florais e caulinares. In: SEMINARIO DE INICIACAO
CIENTIFICA, 15.; MOSTRA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO, 5., 20086, Rio Branco,
AC. Anais... Rio Branco, AC: UFAC, 2006. 1 CD-ROM. p. 1-2.

OLIVEIRA, J. P.; SCHMITZ, G. C.; ALVES, B.; PEREIRA, J. E. S. Efeito do thidiazuron na
multiplicacdo in vitro de bananeira, cv. Pacovan Ken. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 19., 2006, Cabo Frio. Anais... Rio de Janeiro: SBF. v. 1. p. 168.

OLIVEIRA, R. P.; SILVA, S. O. e. Avaliacao da micropropagacao comercial em bananeira.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 32, n. 4, p. 415-420, 1997.

OLIVEIRA, R. P. de; SILVEIRA, D. G.; SILVA, S. de O. e; SILVA, K. M. da; VILARINHOS,
A. D. Avaliacdo da micropropagacao de genétipos dipléides, tripldides e tetrapldides de
bananeira empregando protocolo utilizado em laboratérios comerciais. Revista Brasileira
de Fruticultura, Jaboticabal, v. 21, n. 3, p. 269-273, 1999.

OLIVEIRA, R. P. de; SILVEIRA, D. G.; SILVA, S. de O. Concentracao de BAP e a
eficiéncia de micropropagacéao de bananeira tetrapléide (grupo AAAB). Scientia Agricola,
Piracicaba, v. 58, n. 1, p. 73-78, jan./mar. 2001.



282

Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira

PEREIRA, J. E. S.; FORTES, G. R. de L. Desfolhamento e baixa temperatura em plantas
micropropagadas de macieira como forma de superar a parada de crescimento durante
a aclimatizacado. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Brasilia, v. 12, n. 2, p.135-145,
2000.

PEREIRA, J. E. S.; MATTOS, M. L. T.; FORTES, G. R. L. Identificacdo e controle
com antibiéticos de bactérias endofiticas contaminantes em explantes de batata
micropropagados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 38, n. 7, p. 827-834,
2003.

POSPISILOVA, J.; TICHA, |.; KADLECEK, P.; HAISEL, D.; PLZAKOVA, S. Acclimatization
of micropropagated plants to ex vitro conditions. Biologia Plantarum, Prague, v. 42, p.
481-497, 1999.

PREECE, J.E.; SUTTER, E. G. Aclimatization of micropropagated plants to the greenhouse
and field. In: DEBERGH, P. C.; ZIMMERMAN, R. H. Micropropagation: technology and
application. Amsterdan: Kluwer Academic Publishing, Cap. 5, p. 71-93, 1991.

RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Biologia vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2001. 906 p.

=,

ROCHA, H. S. Luz e sacarose na micropropagacéao da bananeira “Prata Ana”: alteracoes
morfoanatémicas. 2005. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

RODRIGUES, P. H. V.; TULMANN NETO, A.; CASSIERI NETO, P.; MENDES, B. M. J.
Influéncia do nimero de subcultivos na ocorréncia de variacao somaclonal em mudas
de bananeira cv. Nanicdo, no Vale do Ribeira - SP. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v. 20, n. 1, p. 74-79, 1998.

ROELS, S.; ESCALONA, M.; CEJAS, |.; NOCEDA, C.; RODRIGUEZ, R.; CANAL, M. J.;
SANDOVAL, J.; DEBERGH, P. Optimization of plantain (Musa AAB) micropropagation
by temporary immersion system. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.
82, p. 57-66, 2005.

ROMANO, A.; MARTINS-LOUCAO, M. A. Water loss and morphological modifications in
leaves during acclimatization of Cork Oak micropropagated plantlets. Acta Horticulturae,
Amsterdam, n. 616, p. 439-442, 2003.

ROSS-KARSTENS, G. S.; EBERT, G.; LUDDERS, P. Influence of in vitro growth conditions
on stomatal density, index and aperture of grape, coffee and banana plantlets. Plant
Tissue Culture and Biotechnology, v. 4, p. 21-27, 1998.

SANDOVAL, J. A.; MULLER, L. E.; WEBERLING, F. Foliar morphology and anatomy of
Musa cv. Grande Naine (AAA) plants grown in vitro and during hardening as compared
to field-grown plants. Fruits, v. 49, n. 1, p. 37-46, 1994.

SANTOS, C. C. C. dos; RODRIGUES, P. H. V. variacdao somaclonal em mudas
micropropagadas de bananeira, cultivar Pacovan. Bragantia, Campinas, v. 63, n. 2, p.
201-205, 2004.

SATO, A.Y.; DIAS, H. C. T.; ANDRADE, L. A.; SOUZA, V. C. de. Micropropagacéao de
Celtis sp.: controle da contaminacdo e oxidacado. Cerne, Lavras, v. 7, n. 2, p. 117-123,
2001.



Micropropagacdo de Bananeira Visando a Producdo Massal de Mudas de Elevado Padrao
Genético e Fitossanitario

SCHMITZ, J. A. K.; SOUZA, P. V. D.; KAMPF, A. N. Propriedades quimicas e fisicas
de substratos de origem mineral e organica para o cultivo de mudas em recipientes.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 32, p. 937-944, 2002.

SENDIN, A. P. P. M. Micropropagacéo de bananeira dos cultivares maca e Grande Naine
visando a producdo de mudas de baixo custo. 2001. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

SHARMAN, M.; THOMAS, J. E.; DIETZGEN R. G. Development of a multiplex
immunocapture PCR with colourimetric detection for viruses of banana. Journal of
Virological Methods, London, v. 89, n. 1, p. 75-88, 2000.

SILVA, S. de O. e; GASPAROTTO, L.; MATOS, A. P. de; CORDEIRO, Z. J. M.; FERREIRA,
C. F.; RAMOS, M. M.; JESUS, O. N. de. Programa de melhoramento de bananeira no
Brasil — resultados recentes. Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical,
2003. 36 p. (Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Documentos, 123).

SILVA-NETO, S. P. Micropropagacao e controle de viroses. In: SIMPOSIO BRASILEIRO
SOBRE BANANICULTURA, 5,; WORKSHOP DO GENOMA MUSA, 1., 2003,
Paracatu. Anais... Cruz das Almas: Nova Civilizagcdo, 2003. p. 85-93.

SMITH, M. K. A review of factors influencing the genetic stability of micropropagated
bananas. Fruits, Paris, v. 43, n. 4, p. 219-223, 1988.

SOUZA, G. M.; GONCALVES, A. N. Otimizacdao de meio de cultura para a bananeira
(Musa cavendishii L.). Scientia Agricola, Piracicaba, v. 53, n. 1, p. 51-59, 1996.

SOUZA, A. da S.; DANTAS, J. L. L.; SOUZA, F. V. D.; CORDEIRO, Z. J. M.; SILVA
NETO, S. P. da. Propagacédo. In: ALVES, E. J. (Org.). A cultura da banana: aspectos
técnicos, socioecondmico e agroindustriais. Brasilia, DF: Embrapa-SPI; Cruz das Almas:
Embrapa-CNPMF, 1997. p. 151-195.

STANDAERT DE METSENAERE, R. E. A. Economic considerations. In: DEBERGH, P. C.;
ZIMMERMAN, R. H. (Ed.). Micropropagation. Dordrecht : Kluwer Academic, 1991. p.
131-140.

TERMIGNONI, R. R. Cultura de tecidos vegetais. Porto Alegre: Universidade Federal de
Rio Grande do Sul, 2005. 182 p.

VAN WINKLE, S.; JOHNSON, S.; PULLMAN, G. S. The impact of gelrite and activated
carbon on the elemental composition of plant tissue culture media. Plant Cell Reports,
New York, v. 21, n. 12, p. 1175-1182, Aug. 2003.

VENKATACHALAM, L.; SREEDHAR, R. V.; BHAGYALAKSHMI, N. Genetic analyses of
micropropagated and regenerated plantlets of banana as assessed by RAPD and ISSR
markers. In Vitro Cellular Developmental Biology - Plant, v. 43, p. 267-274, 2007.

VUYLSTEKE, D.; DE LANGHE, E. Feasibility of in vitro propagation of bananas and
plantains. Tropical Agriculture, Trinidad, v. 62, n. 4, p. 323-328, Oct. 1985.

YOKOTA, S.; KARIM, M. Z.; AZAD, M. A. K.; RAHMAN, M. M.; EIZAWA, J.; SAITO,
Y.; ISHIGURI, F.; lIZUKA, K.; YAHARA, S.; YOSHIZAWA, N. Histological observation of
changes in leaf structure during successive micropropagation stages in Aralia elata and
Phellodendron amurense. Plant Biotech, v. 24, p. 221-226, 2007.



284

Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira

ZACCHANI, M.; MORINI, S.; VITAGLIANO, C. Effect of photoperiod on some stomatal
characteristics of in vitro cultured fruit shoots. Plant Cell Tissue and Organ Culture, v.
49, p. 195-200, 1997.

ZOBAYED, S. M. A.; AFREEN, F.; Kozai, T. Physiology of Eucalyptus plantlets grown
photoautotrophically in a scaled-up vessel. In vitro Cellular and Developmental Biology
- Plant, New York, v. 37, p. 807-813, 2001.



CapriTuLo 15

Propagacao Clonal in Vitro de
Abacaxizeiros: Metodologias e Aplicacoes
para a Obtencao de Mudas em Larga Escala

Frederico Henrique da Silva Costa
Jonny Everson Scherwinski-Pereira

1. Introducéao

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma frutifera de clima
tropical pertencente a familia Bromeliaceae de destacada expressao econémica
e social em todo o mundo. Seu cultivo é considerado uma atividade absorvedora
de mao-de-obra no meio rural e geradora de emprego e renda. O fruto, utilizado
tanto para o consumo in natura quanto na industrializacao, representa uma fonte
das vitaminas A, B e C, de célcio, fésforo e ferro (SRIPAORAYA et al., 2003).
No panorama nacional, o abacaxizeiro é cultivado em praticamente todos os
estados brasileiros, sendo Minas Gerais, Para e Paraiba os maiores produtores,
respondendo em conjunto por mais de 50% da producédo (ABACAXI, 2007).

Naturalmente, a propagacdao do abacaxizeiro pode ser realizada por
meio de sementes, obtidas do cruzamento de plantas férteis, ou ainda, por
meio de brotacdes (tipo coroa, filhote, filhote-rebentdo) formadas a partir do
desenvolvimento de gemas axilares pré-existentes na axila da folha de diferentes
partes da planta-mae. Entretanto, as cultivares comerciais normalmente nao
produzem sementes, e estas quando ocorrem apresentam germinacao baixa
e irregular (MANICA, 1999) e promovem variabilidade genética do estande
estabelecido, o que certamente influencia negativamente nos tratos culturais
e producao de frutos. J& o sistema de propagacao convencional, a partir de
brotacoes retiradas da planta-mae, além de nao garantir a sanidade ao material
multiplicado, causa a disseminacado de doencas importantes como a fusariose
(Fusarium subglutinans f. sp. ananas) e apresenta baixo rendimento de mudas,
sendo necesséario um tempo relativamente longo para conseguir obté-las em
grande quantidade (cerca de 15 a 20 meses) (MANICA, 1999).

Como conseqiiéncia destes fatos, tem-se observado nos ultimos anos o
desenvolvimento e adocdo de técnicas de propagacao mais eficientes, as quais
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tém possibilitado produzir mudas de qualidade e em quantidade bem superior
ao método convencional (GOTTARDI et al., 2002).

Entre as tecnologias aprimoradas, a técnica de micropropagacao ou
propagacdao in vitro é certamente a mais adequada. As principais vantagens
desse método, comparado aos meios tradicionais de propagacado, sao a
multiplicacdo massal de gendtipos selecionados de abacaxizeiro com elevada
pureza genética e fitossanitaria, em periodos de tempo e espaco fisico
reduzidos, sem interrupcao sazonal, além de rapida disponibilizacao e validacao
de novos gendtipos obtidos por programas de melhoramento genético. Soma-se
a isso, a facilidade no transporte das mudas a longas distancias, além da maior
uniformidade nos tratos culturais e na producao (MANICA, 1999; GOTTARDI
et al., 2002).

Apesar de suas vantagens e por ser uma tecnologia que exige a utilizacao
de mao-de-obra especializada e uma estrutura laboratorial mais elaborada, seus
custos ainda sdo bem superiores aos métodos de propagacdo convencionais,
principalmente quando se considera a grande quantidade de mudas necessaérias
para plantio (60 mil ou mais por hectare), resultante das elevadas densidades
de plantas por area empregadas para a cultura (FIROOZABADY; GUTTERSON,
2003). Dessa forma, o uso deste tipo de propagulo como fonte direta de mudas
para renovacdo ou formacdo de novas lavouras ainda é considerado restrito e
de baixa expressividade entre os produtores, sendo estas plantas produzidas
em laboratério, normalmente usadas como plantas matrizes para a producéao de
mudas em plantios comerciais. Em decorréncia dessas limitagdes, pesquisas
tém sido realizadas com o intuito de reduzir os custos de producao, utilizando-se
fontes alternativas de luz como a solar ou natural (SILVA, 2006) e empregando-
se biorreatores (ESCALONA et al., 1999; TEIXEIRA, 2006), além de substituintes
alternativos como agentes solidificantes do meio de cultura (PASQUAL et al.,
1998; SA, 2001; TEIXEIRA et al., 2001; COSTA et al., 2007).

O objetivo deste capitulo é abordar aspectos e procedimentos béasicos
aplicados a obtencdo de material propagativo de abacaxizeiro com elevado
padrdo genético e sanitario. No entanto, nao se tentaréd esgotar o assunto, pois
conforme as facilidades disponiveis para se aplicar a técnica, juntamente com
a criatividade individual e experiéncia adquirida, adaptacdes e/ou inovacoes
podem ser possiveis.

2. Micropropagacao de Abacaxizeiro

Os primeiros trabalhos com a micropropagacao do abacaxizeiro foram
realizados por Aghion e Beauchesne (1960). Desde entao, vérios estudos e
protocolos foram publicados sobre o assunto, o que tem possibilitado a
intensificacao de uso desta técnica em diversas regides do mundo, inclusive
no Brasil.

De maneira geral, a obtencdo massal de mudas de abacaxizeiro por
meio da técnica de micropropagacao envolve basicamente a producado de
multiplas brotacbes axilares, originadas de gemas pré-existentes na axila
de cada folha, em meio de cultura e sob condicoes ambientais apropriadas.
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Para isso, o processo de micropropagacao é constituido basicamente por
cinco fases distintas: a) selecdao de matrizes; b) coleta de material vegetal e
estabelecimento in vitro; c) multiplicacao/proliferacdo de brotacées axilares; d)
alongamento e enraizamento in vitro; e) aclimatizacdao. Porém, o sucesso para a
obtencao de grande quantidade de mudas micropropagadas depende de fatores
como a cultivar, a condicdo genética e sanitaria do material vegetal fonte de
explantes (matrizes), a constituicdo dos meios de cultura nas diferentes etapas
do cultivo in vitro e as condicdes do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro
(aclimatizacao).

2.1. Selecao das Matrizes

z

A escolha das plantas matrizes, das quais é obtido o material vegetal
fonte de explantes primarios, constitui a primeira etapa da micropropagacao do
abacaxizeiro. E nesta etapa que o genétipo, planta modelo ou planta-mae que se
quer clonar é escolhido. Ainda nesta etapa, os estados fisiolégico, nutricional e
sanitario das matrizes, bem como as caracteristicas de producéao (precocidade,
tamanho, forma, qualidade dos frutos, etc.), devem ser considerados, pois
poderao exercer influéncia negativa nas etapas posteriores da micropropagacao,
bem como no desempenho das plantas no campo.

O ideal é dispor sempre de matrizes elites selecionadas em bancos ativos
de germoplasma (BAG), ou melhor, colegGes de trabalho, em que normalmente
ja se conhecem os dados de producado dos gendtipos e/ou cultivares. Plantios
comerciais, em que se observam plantas em boas condicdes sanitarias, também
podem servir como fonte de propagulos, muito embora as plantas mantidas
neste ambiente estejam expostas a condicOes ambientais naturais o que pode
ocasionar maiores niveis de contaminacao no momento do estabelecimento
in vitro. Nesse contexto, Teixeira (2006) afirma gque no caso do abacaxi a
manutencado das matrizes em ambiente protegido é indesejavel, uma vez que
a melhor fonte de explante sdo as brotacdes laterais da planta obtidas em
campo.

2.2. Coleta de Material Vegetal, Tipo de Explantes e
Estabelecimento in Vitro

2.2.1. Coleta de Material Vegetal e Tipo de Explantes

Em abacaxizeiro, o material vegetal, fonte de explantes, é obtido a
partir de brotacées (mudas) formadas de gemas pré-existentes na axila das
folhas de vérias partes das plantas matrizes selecionadas. Tais mudas recebem
diferentes denominacbdes dependendo da parte da planta onde ocorrem,
podendo ser do tipo: coroa (brotacao do apice do fruto), filhote (brotacdo do
pedunculo, a haste que sustenta o fruto), filhote-rebentado (brotacdo da regido
de insercao do pedunculo no caule ou talo), rebento-lateral e rebento-enraizado
ou rebentdo (brotacdao do caule) (Fig. 1) (MANICA, 1999; REINHARDT et al.,
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2000). Entretanto, apesar da diversidade de tipos de mudas, a sua utilizacao é
limitada ao baixo rendimento de propagulos produzidos por planta, dependendo
do genétipo e condicoes de manejo da cultura. Aliado a estes fatores, tem-
se o fato da muda do tipo coroa permanecer aderida aos frutos no momento
da comercializacdo, com excecdo daqueles destinados a inddstria, ao passo
que os rebentos apresentam variacdes no tamanho, o que pode ocasionar

florescimento irregular (SRIPAORAYA et al., 2003).

"‘qf;jf #--------Cioroa
Pt _Filhote

_.- Filhote-rebento

Dalilhia Nazaré dos Santos

)
llustracao:

Fig. 1. Planta matriz de abacaxizeiro evidenciando os tipos de mudas utilizadas para
propagacao e micropropagacao.

Entre os tipos de mudas existentes, alguns autores tém recomendado
as do tipo filhote por possibilitarem maior percentagem de sobrevivéncia e
desenvolvimento in vitro das gemas axilares que as advindas da coroa (DREW,
1980 citado por MANICA, 1999). Nesse mesmo sentido, Damiao Filho et al.
(1993) afirmam que gemas axilares provenientes de mudas tipo coroa apresentam
desenvolvimento mais lento comparado aquelas oriundas de mudas aderidas a
planta matriz, o que se deve ao seu tamanho reduzido.

Do mesmo modo, Teixeira et al. (2001) e Teixeira (2006) indicam as
mudas tipo filhote e filhote-rebentdo como as mais apropriadas para obter
explantes, devendo essas apresentarem um comprimento minimo de 20 cm.
Segundo esses autores, em virtude dessas mudas estarem mais distantes
do solo, a infestacdo por contaminantes é menor, o que permite um maior
sucesso no estabelecimento in vitro de gemas axilares livre de contaminantes.
Nesse sentido, Sa (2001), avaliando gemas axilares provenientes de mudas tipo
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rebentao (15 a 20 cm e 50 cm), constatou maior sobrevivéncia (50%) para as
mudas maiores (50 cm), as quais proveram gemas de 3,5 mm.

A coleta do material vegetal deve ser realizada de preferéncia no mesmo
dia do estabelecimento in vitro, para evitar a excessiva exposicao aos fatores
do ambiente e reduzir a possibilidade de contaminacao e desidratacao. Todavia,
Teixeira et al. (2001) afirmam ser possivel utilizar mudas do tipo filhote num
prazo maximo de 15 dias, desde que armazenadas em local sombreado com
60% e 80% de umidade relativa e 20°C e 30°C. Nessa fase, deve-se considerar
também a estacdo do ano, a qual pode interferir principalmente nas taxas de
contaminacdo do material. Para isso, um correto estudo sobre a época mais
favoravel pode possibilitar o planejamento da coleta do material em campo,
facilitando sobremaneira a organizacao das etapas do cultivo e de mao-de-obra
em laboratério.

Quanto ao tipo de explante, o estabelecimento do cultivo in vitro de
abacaxizeiro é realizado a partir de gemas axilares existentes naturalmente
em cada axila foliar e apices caulinares’, sendo essas gemas preferiveis
pela facilidade de obtencdo e por existir em maior quantidade nas mudas. O
estabelecimento desses explantes, desde que ndo apresentem contaminacao e
o meio de cultura utilizado seja apropriado, resultara diretamente na formacao
de uma planta completa.

2.2.2. Preparo do Material Vegetal e Extracdo das Gemas Axilares

As mudas obtidas sao levadas para o laboratério e, em ambiente externo
da sala de recepgao de material vegetal, devem ter todas as folhas externas
retiradas no sentido da base para o apice, de modo a obter somente a haste
ou talo caulinar, contendo as gemas e/ou o apice caulinar (Fig. 2). Em seguida,
a haste é submetida a uma lavagem com detergente liquido comercial e dgua
corrente e, com auxilio de pincas e bisturis, as gemas axilares contendo
segmentos da haste (2 a 5 mm?®) sdo excisadas e posteriormente submetidas
a um processo de desinfestacdao em camara de fluxo laminar (Fig. 2). Nesta
etapa, o tempo da exposicdo das gemas ao fluxo de ar da camara deve ser o
menor possivel, uma vez que a desidratacdo pode prejudicar o desenvolvimento
posterior das gemas in vitro.

Caso seja de interesse, pode-se também realizar, sob condicées de total
assepsia (fluxo laminar), a excisao do apice caulinar, utlizando-se microscdépio
estereoscoépico. Todavia, este tipo de explante tem sido pouco empregado, pois
cada muda possui apenas um apice, além de seu desenvolvimento ser mais
lento em virtude do tamanho inferior e susceptibilidade ao ressecamento e/
ou necrose. A justificativa para utilizar este tipo de explante esta relacionada
a limpeza clonal de plantas infectadas por Fusarium subglutinans, conforme
reportado por Albuquerque et al. (2000). Segundo estes autores, o cultivo
in vitro de &apices caulinares de abacaxizeiro medindo aproximadamente 1,0
mm, em meio contendo 4cido giberélico (AG,), possibilitou 100% das plantas

"Meristema envolto por algumas camadas de primoérdios foliares.
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regeneradas livres de patégenos, o que foi confirmado pelo teste de indexacao.
Contudo, o tempo de regeneracao das plantas, apés o estabelecimento in vitro
do apice, foi de aproximadamente 120 dias.

Ressalta-se ainda que podem ocorrer modificacbes nos procedimentos
acima descritos conforme relatado por Teixeira et al. (2001), que realizaram a
assepsia (desinfestacao) e retirada das gemas em ambiente de fluxo laminar.

2.2.3. Assepsia e Estabelecimento in Vitro (Transferéncia dos Explantes
para meio de Cultura)

Uma vez que o cultivo in vitro é realizado sob condicoes de total assepsia,
todos os explantes devem passar por um processo de desinfestagdo, antes
de serem introduzidos em meio de cultura. Com esse intuito, realiza-se sob
condi¢cdes de camara de fluxo laminar uma fase de assepsia, que consiste em
eliminar os microrganismos (fungos e bactérias) presentes superficialmente
nos tecidos do explante. Para isso, os explantes ja& excisados (gemas axilares
contendo pequeno segmento da haste) sdao submetidos a um processo de
desinfestacdo?, que consiste da imersdo em alcool 70% por alguns segundos,
seguido de solucdo de hipoclorito de sédio a 1,00%-1,25% de cloro ativo,
contendo algumas gotas do detergente Tween 20, por 10-15 minutos, e por
fim lavagem por trés vezes em &agua destilada e autoclavada em camara de
fluxo laminar (Fig. 2). Teixeira et al. (2001) recomendam que seja evitada 4gua
sanitaria comercial por conter alto teor de hidréoxido de sédio, que tem acao
caustica e pode danificar os tecidos da gema.

Terminada a desinfestacao, os explantes sado transferidos para tubos de
ensaio contendo meio de cultura e, em seguida, mantidos em sala de cultivo até
seu crescimento e diferenciacdo, podendo demorar de quatro a seis semanas
(a depender do gendtipo, assepsia, tamanho do explante, meio de cultura e
condicdes de cultivo) (Fig. 3). De acordo com Ventura (1994) e Sa (2001), a
quebra de dorméncia das gemas, ou seja, o inicio do seu desenvolvimento (que
se caracteriza pela mudanca da cor branca para verde) ocorre entre 10 e 15
dias apdés o estabelecimento in vitro, enquanto o processo de organogénese
acontece geralmente aos 30 dias. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001),
avaliando oito gendtipos de abacaxizeiro, verificaram que a porcentagem de
gemas desenvolvidas in vitro variou de 13,3% a 80%, ao passo que Ventura
(1994) e Sa (2001) relatam de 36% a 75%.

2.2.4. Indexacao de Fungos e Bactérias dos Explantes Estabelecidos in
Vitro

A indexacdo é o processo de deteccdo de patdgenos em plantas ou
culturas, visando identificar plantas sadias. Constitui um procedimento
importante do processo de micropropagacao e deve ser realizado anteriormente
a fase de multiplicacao, visto que a ocorréncia de contaminantes durante os
subcultivos pode limitar ou mesmo inviabilizar a producado de mudas.

2Este procedimento tem sido utilizado nos trabalhos e pode apresentar variacdes ou adaptacdes
de acordo com a literatura consultada, seja quanto ao tipo e/ou concentracao das substancias
desinfetantes ou tempo de exposicao dos explantes a eles.
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Fig. 2. Aspectos gerais para o estabelecimento in vitro de gemas axilares: a, b) lavagem
e desfolha do material vegetal; c) detalhe da haste caulinar desfolhada, evidenciando
gemas axilares (setas); d) excisdo de gema axilar ex vitro; e) detalhe da gema obtida; f,
g) processo de desinfestacdo em camara de fluxo laminar, utilizando alcool, hipoclorito
de sédio e agua estéril.

Fig. 3. Brotos em diferentes estadios de desenvolvimento, oriundos do estabelecimento
in vitro de gemas axilares de abacaxizeiros: a) inicio de desenvolvimento, apés 4 a 6
semanas do estabelecimento das gemas; b) brotagbes isoladas em tubos de ensaio,
oriundas das etapas tardias do estabelecimento.
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Para a micropropagacao do abacaxizeiro, a indexacdo ¢é feita por
observacao visual, durante e apdés a fase de estabelecimento in vitro. No
ultimo caso, as brotacdes obtidas sdo transferidas para meio de consisténcia
liquida em camada fina, verificando-se a partir de entdo a turbidez do meio,
pelo crescimento de bactérias, fungos e leveduras. J4 no caso de indexacao
para virus, deve-se realizd-la na planta matriz, pois os sintomas sao evidentes
(TEIXEIRA, 2006).

2.3. Multiplicacao/Proliferacdo de Brotos

Terminado o periodo de estabelecimento in vitro (quatro a seis semanas),
os explantes livres de contaminacdo e com desenvolvimento satisfatério (Fig.
3b) sdo submetidos a inducao de multiplas brotagcdes axilares. Para isso, os
brotos sao subdivididos e, em seguida, transferidos para meio de cultura
suplementado com regulador de crescimento, geralmente uma combinagao
entre citocinina e auxina, e mantidos em sala de crescimento.

Apds algumas semanas, os explantes primarios e as brotacdes produzidas
(agregados de brotos ou multibrotacdes) sao individualizados (sempre que
possivel) ou divididos em agregados menores, submetidos a uma poda das
folhas e raizes e transferidos para meio de cultura fresco, até que os mesmos
procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 4). Essas sucessivas
transferéncias dos explantes para meio de mesma constituicao sdo conhecidas
como subcultivos, repicagens ou ciclos de multiplicacdo. Cada subcultivo tem
uma duracao média de quatro a cinco semanas e deve ser efetuado no maximo
cinco vezes, para evitar ou reduzir o aparecimento de plantas atipicas e também
a deplecdo dos constituintes (carboidrato, sais minerais e vitaminas) e do préprio
meio de cultura pelos explantes.

N

Fig. 4. Aspectos da fase de repicagem em fluxo laminar: a, b) brotos em meio
de multiplicacdo de consisténcia semi-sélida; ¢, d, e, f) manipulacdo dos brotos
(individualizacdo, subdivisao e corte da parte aérea das multibrotacdes).

Fotos: Jonny E. Scherwinski-Pereira
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Para o sistema de producado de mudas comercial, a fase de multiplicacao
é uma das mais importantes, na qual se procura obter o maximo de brotacodes,
no menor espaco de tempo sem, no entanto, prejudicar as etapas subseqiientes
(alongamento/enraizamento e aclimatizacado), seja pela presenca de plantas
atipicas (variantes) ou devido a baixa qualidade e homogeneidade das partes
aéreas produzidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dessa forma, tem-se uma multiplicacdo em crescimento por progressao
geométrica, de modo que a partir de uma Unica gema axilar estabelecida in
vitro é possivel obter milhares de novas brotacdes ao final de alguns meses,
o que dependerd do protocolo, habilidade dos manipuladores e genétipo
empregados.

Um fator imprescindivel na etapa de multiplicacdo diz respeito a
suplementacdo exdgena do meio de cultura com citocininas® e auxinas, sendo
as mais utilizadas a N®-benzilaminopurina (BAP) e o acido naftaleno acético
(ANA) respectivamente. Segundo Teixeira et al. (2001) a presenca da auxina no
meio de multiplicacdo favorece o enraizamento das brotagcdes na fase seguinte
(alongamento e/ou enraizamento), além de permitir a producado de brotos mais
alongados. O BAP é uma citocinina que promove ainducao de multiplas brotacoes
pela quebra da dominancia apical* (TEIXEIRA et al., 2001). Atualmente é a
citocinina mais utilizada para a inducao in vitro de brotos axilares em genétipos
de abacaxizeiro, porém a concentracado “ideal” é gendtipo-dependente.

Além do BAP, outras citocininas tém sido utilizadas em protocolos de
micropropagacao de abacaxizeiro, como a cinetina (CIN) (BARBOZA et al.,
2004) e zeatina (FITCHET, 1990). Adicionalmente, outras substancias com
efeitos de citocininas sao relatadas, entre as quais, o Thidiazuron (TDZ) e o
sulfato de adenina (PAIVA et al., 1999), porém seus efeitos ainda sdo pouco
conhecidos e em alguns casos ineficientes quando comparados ao BAP.

Outro fator a ser considerado nesta fase é o estado fisico do meio de
cultura, pois existem vaérios trabalhos que reportam o uso de meio liquido,
com resultados superiores ao meio geleificado (FIROOZABADY; GUTTERSON,
2003). Porém, no caso de se optar por meios semi-sélidos, o dgar tem sido o
agente solidificante mais empregado, embora Costa et al. (2007) relatem o uso
de amido de mandioca (60 g L") com resultados similares a adicdo de agar (5 g
- L") (12,6 brotacdes/explante).

Alternativamente ao estabelecimento in vitro de gemas axilares, a
multiplicacdo pode ainda ter como fonte de explantes de plantas mantidas in
vitro por varios meses ou mesmo anos. Isso pode acontecer em laboratérios que
mantém acessos ou gendtipos sob conservacao in vitro. Neste caso, as plantas
também tém as raizes e o apice das folhas cortados (podados). A utilizacado de
plantas mantidas assepticamente em laboratério tem como vantagem possibilitar
que todo processo de producao seja programado a intervalos de tempo reduzidos
(semanas ou dias). Em contraste, quando se considera o estabelecimento in

z Y

vitro, o periodo de producao é maior, além do que problemas relacionados a

3As citocininas sdo uma classe de reguladores de crescimento com capacidade marcante de
induzir a divisdo celular em tecidos vegetais, sendo por isso importantes para formacéao de 6rgaos,
principalmente, aéreos.

“Dominancia exercida pela gema apical de um broto ortotrépico (broto com crescimento vertical)
ou galho sobre as gemas laterais, impedindo o desenvolvimento dessas (TEIXEIRA, 2006).
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disponibilidade de mudas, aos niveis de contaminacao e ao estabelecimento
em si podem ocorrer, comprometendo o cronograma de producao (TEIXEIRA,
2006).

2.4. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

O uso freqlente de citocininas no meio de cultura durante subcultivos
sequenciais, com o intuito de maximizar as taxas de multiplicagcdo, tem
resultado em brotacées com reduzido alongamento da parte aérea, de dificil
individualizagdo e que apresentam pouca ou nenhuma raiz (provavelmente
devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento — habituacao). Devido
a isso, uma fase de alongamento e/ou concomitantemente de enraizamento é
necessaria, sobretudo para os brotos menores.

Para tanto, as multiplas brotacdes e/ou os agregados de gemas obtidos ao
final da fase de multiplicacao sao individualizados ou subdivididos em agregados
menores (clusters) e transferidos para meio de alongamento e enraizamento,
geralmente suplementado com auxina(s) e desprovido de citocininas.
Dessa forma, ao final de 3 a 4 semanas, sao obtidas plantas completas,
apresentando parte aérea alongada e raizes, as quais sdao submetidas a fase de
aclimatizacao.

Existe ainda a possibilidade de que brotacbes bem desenvolvidas
possam ser diretamente removidas dos frascos e submetidas ao processo
de aclimatizacdo, sem necessitar de uma fase de alongamento/enraizamento
in vitro. Possibilidade esta reportada por Ventura et al. (1994), Guerra et al.
(1999) e Sa (2001), segundo os quais mesmo as plantas que nao formaram
raizes in vitro, o fizeram apés o transplantio para substrato com 95,5% e 100%
de sobrevivéncia.

2.5. Meio de Cultura e Condicdes de Cultivo

2.5.1. Meio de Cultura

Em geral, os meios de cultura utilizados para o cultivo in vitro de células,
tecidos e 6rgaos sao constituidos por substancias essenciais ao crescimento
e desenvolvimento das culturas, tais como a agua, macro e micronutrientes,
aminoacidos, vitaminas e carboidrato(s). Além destes, outros compostos podem
ser adicionados, como os reguladores de crescimento®, agentes geleificantes
(4gar, Phytagel®’, amido de mandioca), compostos organicos complexos (agua
de coco), carvao ativado, caseina hidrolisada, antibiéticos e/ou fungicidas.

Uma outra condicao imprescindivel do meio de cultura refere-se ao pH, o
qual deve ser adequado a integridade celular, podendo também influenciar na
disponibilidade de nutrientes e reguladores de crescimento e na geleificacao/

5Reguladores de crescimento sdo analogos sintéticos dos hormonios vegetais. Tém a mesma
funcdo dos hormoénios, porém sao sintetizados em laboratério e ndo pela planta, além de ser
requeridos em maiores quantidades para obter resposta semelhante (TERMIGNONI, 2005). Séao
exemplos, o NSf-benzilaminopurina (BAP) e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); e &cido
indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético (ANA) (grupo das auxinas).
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solidificacao do meio (caso o meio seja de consisténcia semi-sélida ou sélida).
Assim, normalmente utiliza-se pH ajustado para 5,8. Em relacao a autoclavagem,
esta é realizada por 15 a 20 minutos a 121°C e 1,3 atm de pressao.

A escolha por determinado meio de cultura é funcao da espécie vegetal
a ser micropropagada, tipo de explante e as diferentes fases do processo
(estabelecimento, multiplicacao, etc.), sendo por esses motivos uma condicao
béasica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Portanto, para uma
melhor resposta morfogenética dos explantes (dpices caulinares, meristemas,
brotacoes, etc.), o mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado
nas exigéncias da espécie, ou mesmo cultivar em questao, tomando por base
andlises nutricionais.

Para o abacaxizeiro, o meio de cultura freqlientemente utilizado em
todas as etapas da propagacado in vitro é o de Murashige e Skoog (1962),
mundialmente conhecido como MS (Tabela 1), acrescido de reguladores de
crescimento (TAMAKI et al., 2007). Entretanto, dependendo da fase de cultivo,
algumas modificacdoes tém sido feitas, especialmente nas concentracdes de
macronutrientes, havendo também alguns relatos do uso de outras formulacodes,
como o meio N6 e MT (ALBUQUERQUE et al., 2000; SRIPAORAYA et al.,
2003). Quanto ao estado fisico do meio de cultura, a maioria dos trabalhos
baseia-se no uso de meios de consisténcia semi-sélida, utilizando o agar ou
Phytagel como agentes geleificantes (MACEDO et al., 2003; PEDROSO et al.,
2001). Porém, estudos mais recentes tém relatado o emprego de meio liquido,
principalmente em sistema de biorreatores de imersao temporaria (ESCALONA
et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003; TEIXEIRA et al., 2001;
TEIXEIRA, 20086), cuja eficiéncia tem sido superior comparado ao meio semi-
so6lido e liquido (estacionario ou em agitadores).

Outra estratégia para a micropropagacao de abacaxizeiro é o sistema de
cultivo em meio dupla-fase (bifasico), que consiste em acrescentar, ao longo da
cultura in vitro, aliquotas de meio liquido sobre o0 meio semi-sélido contendo os
explantes, ao invés de transferir as brotacées para meio fresco. Dessa forma,
é possivel reduzir a constante necessidade por subcultivos, como também
diminuir a manipulacao (subdivisado e individualizacdo) dos agregados de gemas
e multibrotacdes, o nUmero de frascos envolvidos no processo de multipliccao
e o espaco laboratorial. Acrescenta-se ainda que o uso do sistema dupla-fase
possibilita o aumento da superficie de area do explante em contato com o meio
de cultura e o incremento da difusdo, absorcdo e renovacao dos constituintes
do meio de cultivo.

Tabela 1. Composicdo do meio MS.

Componente Concentragdo
mg - L' mM
Macronutrientes
NH,NO, 1.650 20,6
KNO, 1.900 18,8
CaCl,.2H,0 440 3.0

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

MgS0,.7H,0 370 1,5
KH,PO, 170 1,25
Micronutrientes
MnS0,.4H,0 22,3 0,100
ZnS0,.7H,0 8,6 0,030
H,BO, 6,2 0,100
Kl 0,83 0,005
Na,Mo0,.2H,0 0,25 0,001
CuS0,.5H,0 0,025 0,0001
CoCl..6H,0 0,025 0,0001
FeEDTA
Na,EDTA.2H,0 37,3 0,10
FeS0,.7H,0 27,8 0,10
Vitaminas e aminoacidos

Tiamina - HCI 0,1 0,0003
Piridoxina — HCI 0,5 0,0024
Acido nicotinico 0,5 0,0040
Glicina 2,0 0,0270
Mio-Inositol 100 0,55
Sacarose 30.000 87,6

Fonte: Adaptada de Murashige; Skoog, 1962.
2.5.1.1. Fase de Estabelecimento

Para esta fase, a maioria dos protocolos tem utilizado meio semi-sélido,
geralmente solidificado com &gar e acrescido de combinacdes entre citocininas
e auxinas (SOUZA JUNIOR et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001; ALMEIDA et
al., 2002; MACEDO et al., 2003; SRIPAORAYA et al., 2003; BARBOZA et al.,
2004). Alternativamente, Costa et al. (2007) reportam o estabelecimento in vitro
de gemas axilares das cultivares Rio Branco e Quinari, pela substituicao parcial
ou total do agar pelo amido de mandioca (fécula). Em adicéo, ha relatos do uso
de meio liquido, tanto em frascos® quanto em tubos de ensaio, empregando-
se neste caso suportes do tipo ponte de papel-filtro (ESCALONA et al., 1999;
GUERRA et al., 1999; SA, 2001).

A importancia da escolha de meio apropriado e do uso de reguladores de
crescimento na etapa de estabelecimento in vitro é relatada por Albuquerque et
al. (2000), segundo os quais, o percentual de necrose dos apices caulinares de
aproximadamente 1 mm, provenientes de mudas do tipo coroa da cv. Pérola, foi
de 0% em meio N6 adicionado de AG,, ao passo que no meio MS suplementado
com BAP 20% dos &apices necrosaram. Também verificaram que na auséncia
de reguladores de crescimento a freqliéncia de necrose foi em média 90%,

SE importante destacar que o uso de frascos contendo varias gemas axilares em vez de tubos de
ensaio (contendo apenas uma gema axilar cada um) pode acarretar maiores perdas, uma vez que
na fase de estabelecimento a possibilidade de contaminacdes é maior.
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alcancando a totalidade na maioria deles. Nesse contexto, Grattapaglia e
Machado (1998) afirmam ser benéfica a adicao de reguladores de crescimento,
uma vez que supre as possiveis deficiéncias dos niveis endégenos de hormdnios
nos explantes isolados.

Jé Firoozabady e Gutterson (2003) utilizaram para o estabelecimento de
gemas meristematicas (1 cm?), oriundas de mudas tipo coroa da cv. Smooth
Cayenne, meio basal constituido pelos sais de MS reduzido a 50%, vitaminas
de B5, 30 g - L' de sacarose e 0,2% Gel-rite, acrescido de BAP (3 mg - L").
Utilizando este meio, os meristemas apresentavam-se alongados e com as
folhas primarias totalmente abertas, ap6s uma semana do estabelecimento.

Tratando-se do estabelecimento de gemas axilares, tem sido indicado
o meio MS basico, acrescido de BAP (0,5 a 2,0 mg- L") e ANA (0,12 a 2 mg

L") (ALMEIDA et al., 1994, 2002; ESCALONA et al., 1999; GUERRA et al.,
1999; BARBOZA et al., 2004), CIN (2,0 mg - L) (SRIPAORAYA et al., 2003)
ou mesmo desprovido de reguladores de crescimento (SOUZA JUNIOR et al.,
2001).

2.5.1.2. Fase de Multiplicacao

Apesar de vérios trabalhos utilizarem meio semi-sélido nesta etapa,
estudos mais recentes tém demonstrado ser um sistema pouco eficiente e
laborioso para uso em escala comercial em comparacdo ao emprego de meio
liquido, principalmente quando este é associado a biorreatores de imersao
temporéaria (ESCALONA et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003,
SILVA et al., 2007). O interesse em se utilizar meio liquido pode ser justificado,
entre outros aspectos, pela facilidade de preparacao e manipulacdo do meio,
reducao dos custos, possibilidade de automacao do processo, uso de uma menor
quantidade de meio por explante, além de poder aumentar a disponibilidade
de nutrientes e proporcionar um maior contato dos explantes com o meio
(PEREIRA; FORTES, 2003). Entretanto, caso nao se disponha de equipamentos
do tipo biorreatores, deve-se ter o cuidado de nao utilizar grandes quantidades
de meio liquido em sistema estacionario (sem agitacao), de modo a evitar que
os explantes sejam encobertos e ocasionar a falta de aeracao do material em
cultivo. Assim, recomenda-se utilizar camadas finas de meio liquido (TEIXEIRA,
2006) ou empregar agitadores orbitais.

Quanto as concentracdes de reguladores de crescimento, existe grande
amplitude de variacao entre os protocolos, com concentracdes de BAP e ANA
variando entre 0,26 e 3 mg- L'e 0,12 e 2 mg- L', respectivamente. Porém, as
maiores taxas de multiplicacdo sdo obtidas com 1,5 a2 mg -L'de BAP associado
a quantidades menores de ANA. Almeida (1994) afirma que concentracoes
maiores de BAP (4,0 ou 5,0 mg - L") sdo prejudiciais aos explantes, com altas
taxas de mortalidade, ao passo que 2,0 mg - L' promovem a melhor resposta
de diferenciacdo. Nesse mesmo sentido, Medeiros et al. (2001) relatam que o
acréscimo de BAP (2e4 mg- L") e ANA (1 e 2 mg- L"), no meio de cultura,
favorece a multiplicacdo, entretanto os brotos apresentam um alongamento
da parte aérea muito reduzido e sao de dificil individualizagao. Por outro lado,
concentracGes intermediarias (BAP 0,5 mg -L' + 0,25 mg - L' de ANA) ou
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mesmo menores (BAP 0,25 mg- L' + 0,12 mg - L' de ANA) sdo as mais
indicadas para obter brotos com taxa de crescimento e de multiplicacéo in vitro
equilibradas.

As diferencas nas concentracoes exdgenas de reguladores de crescimento
reportadas na literatura podem ser atribuidas, principalmente, ao genétipo
utilizado e a consisténcia do meio de cultura (sélido ou liquido). Assim, para
propésitos de micropropagacao devem-se desenvolver protocolos regenerativos
especificos para cada cultivar, sempre observando a qualidade dos brotos
produzidos.

Além do uso de reguladores de crescimento, outra alternativa que
tem mostrado resultados positivos na inducao de brotacées e aumento nas
taxas de multiplicacdo em abacaxizeiro é a quebra da dominancia apical por
processos mecanicos (ALMEIDA et al., 2002). De acordo com estes autores,
o emprego de meio liquido estacionario suplementado com 1,5 mg - L' de
BAP e o seccionamento longitudinal dos brotos aumentaram o ndmero médio
de brotos/explante (2013,5) apds cinco subcultivos na cv. Pérola, o que foi
atribuido a maior absorcdao do meio de cultura e ao estimulo a divisao celular,
ocasionado pelo corte ao meio dos explantes. Utilizando essa metodologia,
os autores concluiram ser possivel obter 161.080 plantas apds oito meses,
partindo apenas de oito mudas tipo filhote, cada uma contendo dez gemas
axilares. Por outro lado, usando o método convencional de multiplicacdo de
abacaxizeiro, seriam necessdarios 7 anos e 6 meses para obter 32.700 mudas
de uma planta matriz inicial, insuficiente para estabelecer um hectare desta
cultura.

Recentemente, Firoozabady e Gutterson (2003) visando reduzir os custos
de micropropagacao do abacaxizeiro, tanto em relacdo a mao-de-obra quanto
ao espaco requerido, propuseram gue nos estdgios anteriores ao processo de
multiplicacdo in vitro, os explantes resultantes do estabelecimento in vitro
devem ser seccionados longitudinalmente em varias partes para permitir que os
brotos axilares normalmente quiescentes produzam novas brotacdes, resultando
em aumento global da multiplicacao.

2.5.1.3. Fase de Alongamento e Enraizamento

Nesta fase, a maioria dos trabalhos tem utilizado a formulacao bdasica
do meio MS reduzindo a sua concentracdo salina (BARBOZA et al., 2004),
suplementado ou ndao com auxinas. No entanto, a eficiéncia desta etapa tem
sido relacionada principalmente a consisténcia do meio e ao sistema de cultivo
utilizado (TEIXEIRA et al., 2001, TEIXEIRA, 2006).

Isso porque de acordo com Teixeira et al. (2001), a transferéncia dos
agregados de gemas, provenientes da multiplicacdo em meio geleificado, para
meio liquido em biorreator de imersao temporaria proporciona uma eficiéncia
na producdao de mudas ao final do processo de micropropagacao da ordem
de 3,5 vezes em comparacdao ao meio geleificado. Assim, utilizando este
sistema, o numero de mudas regeneradas por agregado variou de 11,1 a 37,4,
ao passo que utilizando meio solidificado este nimero variou de 5,4 a 11,3
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entre 9 genétipos estudados. Em estudo mais recente, Teixeira (2006) afirma
que devido ao elevado numero de frascos requerido para o alongamento e
enraizamento (entre 100 e 150 unidades para produzir mil mudas), o emprego
do sistema de imersao temporaria, utilizando meio MS desprovido de regulador
de crescimento e 4% de sacarose, reduz sobremaneira os custos de produgcdo
(maiores informacdes no tépico relacionado ao uso de biorreator).

Quanto ao meio de cultivo, estudo realizado por Tamaki et al. (2007),
com diferentes diluicdes dos macronutrientes do meio MS, sobre o cultivo in
vitro de clones da cv. Smooth Cayenne, a partir de nés estiolados, demonstrou
que o meio MS/5 (reduzido em 1/5 dos macronutrientes) promove os mesmos
efeitos para a parte aérea e sistema radicular, guando comparado aos meios MS
completo e MS/2 (reduzido a 50% dos macronutrientes). Ainda de acordo com
os autores, os teores de nitrato dos eixos caulinares foram maiores nas plantas
cultivadas em MS, decrescendo 50% em MS/2 e a 90% em MS/5, ao passo que
nenhuma diferencga significativa foi obtida para clorofila a+b e carotendides.
Dessa forma, os autores concluiram ser possivel a reducao de custos, uma
vez que a quantidade de nitrogénio no meio MS original poderia estar além das
necessidades nutricionais do clone de Ananas comosus analisado, promovendo
um acumulo de nitrato nos tecidos das plantas mantidas nessa condicao.

Fig. 5. Vista geral do ambiente de cultivo de abacaxizeiros micropropagados: a, b) sala
de crescimento de luz artificial; c, d, e) sala de crescimento de luz solar/natural — Campo
— Biotecnologia Vegetal, localizada na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz
das Almas, BA.
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2.5.2. Condicées de Cultivo ou Incubacéao

Durante todas as fases do cultivo in vitro, o padrao adotado tem sido o de
salas de crescimento climatizadas, as quais possuem, geralmente, iluminacao
artificial (fornecida por lampadas fluorescentes tubulares 20W ou 40W),
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura média de 25°C + 2°C. Porém,
resultados obtidos por Silva (2006) demonstram ser possivel e vantajoso, na
fase de enraizamento in vitro, substituir a iluminacéao artificial pela luz solar nas
salas de crescimento (Fig. 5).

Estudo recente reporta diferencas visiveis no padrao de crescimento,
estrutura foliar interna e no processo de carboxilacdo (CAM ou C3) de plantas
de abacaxizeiro Ananas comosus var. Smooth cayenne, de um mesmo clone,
dependendo do regime de temperatura utilizado no cultivo in vitro (constante ou
alternado) (NIEVOLA et al., 2005). Segundo estes autores, plantas cultivadas
sob 28°C durante o regime de luz e 15°C no periodo de escuro (termoperiodo
alternado) foram mais curtas, tiveram maior peso seco da parte aérea e de raizes
superiores e folhas mais espessas. Adicionalmente, estas plantas apresentaram
mesofilo com grande numero de camadas de células, hipoderme mecéanica
(evidente apenas neste regime de temperatura), sistema vascular mais notavel,
grande indice de suculéncia (relacdo entre a quantidade de agua e clorofila), alta
atividade da enzima PEPCase (no periodo de escuro) e gradual incremento nos
niveis de ABA durante o periodo de luz e maior acimulo no final do dia. Dessa
forma, os autores concluiram que plantas crescendo em regime de temperatura
alternada (28°C luz/15°C escuro) mostram caracteristicas de fotossintese
CAM, enquanto sob temperatura constante (28°C, dia e noite) apresentam
caracteristicas de fotossintese C3. Todavia, os aspectos regulatérios de fixagao
de carbono em abacaxizeiro sdao pouco conhecidos, sendo o trabalho de Nievola
et al. (2005) o primeiro relato em plantas in vitro.

2.6. Contaminacao in Vitro

Consiste no aparecimento de microrganismos (fungos, bactérias ou
leveduras), apés o estabelecimento do material vegetal in vitro, seja por causa de
um ineficiente processo de assepsia, erros de manipulacdo ou microrganismos
endofiticos. A ocorréncia de contaminantes constitui uma das mais importantes
causas de perda de material vegetal em trabalhos de cultura de tecidos,
especialmente quando os explantes sdao provenientes de matrizes mantidas
no campo. Caso as condicdes de cultivo (meio de cultura, etc.) favorecam o
crescimento destes microrganismos, estes passam a competir por nutrientes e
carboidratos, além de produzir metabdlitos téxicos aos explantes, no caso de
bactérias, comprometendo o processo de micropropagacao (PEREIRA et al.,
2003).

Em cultura in vitro, a contaminacao tem sido mais evidente na fase de
estabelecimento, embora as taxas e o tipo sejam bastante varidveis em funcao
de diversos fatores, como a época de coleta dos explantes no campo, o estado
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sanitdrio das plantas matrizes, a correta execucao do processo de assepsia e
manipulacdo durante as repicagens e os agentes desinfestantes utilizados.

Para a deteccao e controle, devem ser realizadas observacdes visuais
durante as diferentes fases do cultivo in vitro, de modo a eliminar e autoclavar
as culturas contaminadas. Outro aspecto importante é o uso de agentes
geleificantes de boa qualidade como o Phytagel®, pois ird facilitar a deteccéo
do material contaminado e com isso evitar a sua disseminacao. No caso de
fungos e leveduras, podem-se facilmente identifica-los, pois se desenvolvem
bem em meio de cultura, ao contrario das bactérias, especialmente aquelas que
permanecem latentes’ in vitro, as quais podem ser detectadas somente apds
algum tempo de cultivo e desta forma ser disseminadas durante os subcultivos
(PEREIRA et al., 2003). Contudo, no caso da micropropagacao de abacaxizeiro,
a ocorréncia de contaminacdes nado tem sido considerada um problema limitante
entre os trabalhos publicados, salvo aqueles que utilizam meios de consisténcia
liquida, especialmente os desenvolvidos em biorreatores.

2.7. Aclimatizacao

Assim como para as demais espécies micropropagadas, o processo de
aclimatizacdo do abacaxizeiro consiste basicamente na retirada das plantas
dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em agua corrente para remocao do
residuo de meio de cultura aderido, poda das raizes (toalete), transplantio para
tubetes ou bandejas coletivas contendo substrato e transferéncia para casa
de vegetacdo ou telado (Fig. 6). Alternativamente, em alguns casos, pode-
se realizar uma pré-aclimatizacdo, pela abertura dos frascos ainda na sala de
crescimento por algumas horas ou mesmo dias, ou deixando as plantas em
recipientes contendo agua destilada.

Em casa de vegetacdo ou telado, as plantas devem ser submetidas de
maneira gradual ao aumento da luminosidade e reducao da umidade relativa do
ar, mantendo-se durante os primeiros dias do transplantio uma alta umidade e
sombreamento em torno de 50%, além de uma eficiente irrigacdo, geralmente
por meio de microaspersao. Em adicdo, pode-se fazer a adubacao semanal com
macro e micronutrientes conforme reportado por Teixeira et al. (2001).

Quanto ao tamanho adequado para o transplantio ex vitro, Oliveira e
Cabral (1998) reportam a altura de 4 cm, recomendando ainda que as raizes
mais longas sejam cortadas, de modo a deixar um comprimento maximo de 3
cm, visando sobretudo homogeneizar o sistema radicular, facilitar o transplantio
das plantas e estimular o crescimento de novas raizes. Em relagdo ao tipo de
recipiente, a maioria dos trabalhos tem reportado o uso de tubetes e, em menor
freqiéncia, o de bandejas coletivas, sendo o primeiro vantajoso por ndao causar
o enovelamento das raizes. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001), avaliando
tubetes de diferentes dimensdes, observaram que o melhor desenvolvimento
das plantas ocorreu quando se utilizaram tubetes de maior volume (300 mL),
resultado em discordancia ao observado por Souza Junior et al. (2001). No
que se refere ao tipo de substrato, grande parte dos trabalhos tem usado a

’Bactérias que ndo apresentam crescimento visivel no meio de cultivo e nem sintomas nos tecidos
cultivados (PEREIRA et al., 2003).
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formulacéo comercial Plantmax®(SOUZA JUNIOR et al., 2001; TEIXEIRA et al.,
2001), havendo também a utilizacdo de misturas compostas por casca de arroz
carbonizada e solo (1:1), acrescidas de 7,5 g do formulado NPK (5-20-10), além
da mistura de areia, xaxim e humus (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Fotos: a, b (Jonny E. Scherwinski-Pereira); c, d, e (Herminio Souza Rocha)
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Fig. 6. Plantas alongadas e enraizadas in vitro em meio liquido (a); lavagem em &agua de
torneira (b); plantas aclimatizadas em tubetes (c, d, e).

Apesar de haver discordancias para os diferentes protocolos publicados,
nenhuma dificuldade tem sido reportada quanto a sobrevivéncia ex vitro e o
desempenho em campo das plantas micropropagadas de abacaxizeiro. O que se
tem observado é um crescimento muito lento das mudas nas semanas iniciais
do transplantio ex vitro, de maneira que a intensa formacédo de folhas novas
ocorre somente ap6s 120 dias, sendo necesséario que as mudas permanegam
menos de 5 a 7 meses em casa de vegetacao a fim de atingirem o tamanho
minimo para plantio no campo (TEIXEIRA et al., 2001). Ainda segundo estes
autores, as folhas oriundas do cultivo in vitro podem apresentar enrugamento
generalizado por algumas semanas, além de um fendtipo atipico do gendtipo em
questao, com espinhos pouco desenvolvidos e reduzida cerosidade, aspectos
nao observados nas folhas formadas durante a aclimatizacao.

Entretanto, dependendo das condicbes ambientais da regido onde o
processo de aclimatizacdo for realizado, pode-se ter um crescimento mais
rapido das mudas micropropagadas e reducao no periodo necessario para
que estas sejam levadas ao campo, acarretando divergéncias nos trabalhos
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relatados. De acordo com Herminio Souza Rocha (informacéo verbal)'®, plantas
de abacaxizeiro micropropagadas aclimatizadas em tubetes contendo substrato
adequado e adubacdo complementar, no Municipio de Cruz das Almas (BA),
atingem cerca de 20 cm de altura e boa formacao de sistema radicular apds 45
a 60 dias do transplantio ex vitro. Segundo Almeida et al. (2002), mudas com
aproximadamente 15-20 cm de altura e 150 g de peso fresco apresentaram boa
adaptacao quando transferidas para o campo.

Recentemente, outra alternativa que vem sendo utilizada para reduzir o
estresse das plantas apds a sua exposicao as condicdes ex vitro e favorecer
um melhor restabelecimento é o emprego da luz solar como fonte de iluminacao
na fase de alongamento/enraizamento in vitro. Tal alternativa foi inicialmente
estudada por Silva (2006) e mostrou bons resultados em relacao ao cultivo em
sala de crescimento sob luz artificial.

3. Anatomia Foliar das Plantas Micropropagadas

Até o presente momento, pouco é reportado na literatura sobre a
anatomia foliar de abacaxizeiros em condicoes de campo e das plantas
micropropagadas. No caso das plantas em campo, as estruturas anatdémicas
descritas sao aquelas caracteristicas das bromeliaceas, tais como: presenca de
ceras, tricomas, epiderme uniestratificada revestida por cuticula com didmetro
maior perpendicular ao eixo da folha e presenca de hipoderme. As folhas sao
hipoestomaticas, com os estdbmatos dispostos longitudinalmente em sulcos
pequenos e paralelos, e o mesofilo apresenta tecido aquifero logo abaixo
da face adaxial da epiderme, parénquima clorofilado ou ndo, onde estdo os
feixes vasculares, corddes de fibras isolados e canais de aeracao (PY, 1969;
PY et al., 1984 citados por BARBOZA et al., 2006). Em relacdo as plantas
micropropagadas, poucos sao os trabalhos publicados (NIEVOLA et al., 2005;
BARBOZA et al., 2006; SILVA, 2006).

De maneira geral, folhas de mudas de abacaxizeiro in vitro e em
casa de vegetacdo apresentam estruturas bdasicas semelhantes, tais como
presenca de fibras, hipoderme, parénquima aqtifero, parénquima clorofilado e
cavidades aeriferas. Porém, variacOes estruturais como freqiéncia estomatica,
espessamento da cuticula e parede da epiderme, formato e sinuosidade das
paredes das células do parénquima aquifero e presenca de células papilosas sao
observadas, o que demonstra plasticidade fenotipica da espécie ao ambiente.
Contudo, as principais caracteristicas anatémicas sao listadas na Tabela 2.

Em relacao as caracteristicas relacionadas, Barboza et al. (2006) discutem
que a presenca da hipoderme e do parénquima aquifero nas folhas in vitro
pode ser correlacionada com o alto indice de sobrevivéncia ex vitro das plantas
micropropagadas, muito embora o crescimento nos primeiros dois meses em
aclimatizacdo seja reduzido. Nesse contexto, estes autores enfatizam que
a realizacdo de pesquisas sobre as funcodes fisiolégicas da hipoderme e do
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parénquima aquifero, principalmente na fase de transicao da planta in vitro para
ex vitro, pode contribuir para melhorar o crescimento da muda e reduzir o tempo
em casa de vegetacdo. Além disso, o estudo e entendimento das alteracdes
decorrentes do processo de micropropagacao podem ter papel importante no
desenvolvimento de novos protocolos ou na otimizacao dos ja existentes.

Tabela 2. Principais caracteristicas da anatomia foliar de plantas de abacaxizeiro
micropropagadas — cultivar Pérola.

Aos 6 meses Aos 10 meses

Caracteristicas In vitro' I I
ex vitro ex vitro
Cuticula Pouco desenvolvida nas  Epiderme recoberta por cuticula
faces adaxial e abaxial da em toda sua extensdo, porém
epiderme com espessamento variavel
Células Células epidérmicas  Superficie adaxial com
epidérmicas adaxiais de paredes finas espessamento da parede entre
8 e 10 um na regidao do eixo
central, e 10 e 12 ym na regiao
do bordo foliar. Na face abaxial,
o espessamento foi menor
Paredes Paredes periclinais externas Paredes periclinais externas
periclinais curvas oOu convexas nas retas ou quase retas
das células faces adaxial e abaxial, e

epidérmicas

células papilosas’

Tricomas Tricomas glandulares multicelulares estao presentes nas faces
adaxial e abaxial da epiderme das folhas

Estomatos As folhas de abacaxizeiro sao hipoestomaticas,
independentemente do ambiente de cultivo. Estdo distribuidos
em faixas paralelas por toda extensdo da face abaxial,
apresentando cadmara subestomatica

Densidade Em média, 54 estomatos - Em média 62 estébmatos - mm2,

estomatica mm-2, com maior densidade com maior densidade no terco
no terco médio das folhas médio das folhas

Hipoderme Presente em ambas as faces da epiderme, com 42 e 41 ym para
0 ambiente in vitro e casa de vegetacao

Mesofilo Mesofilo dorsiventral na regido do eixo central da folha e

homogéneo na regiao do bordo foliar

Continua...
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Tabela 2. Continuacao.

Parénquima
aquifero

Constituido  por células  Células grandes, com paredes
grandes de formato delgadas e planas. Espessura
arredondado, paredes média de 661 ym. Na regido do
delgadas, planas ou com eixo central, presenca de trés

ou quatro estratos de células;
da regido do eixo central da
folha em direcédo ao bordo foliar,
ocorre diminuicao do tamanho e
numero de camadas de células

leves ondulacdes. Espessura
média de 204 ym

Parénquima
clorofilado

Células arredondadas, Homogéneo na regido do bordo
observando-se os foliar. Espessura média de 636
cloroplastos distribuidos  um

centrifugamente por toda a
parede da célula. Espessura
média de 195 ym

Diferenciacao
do mesofilo

Diferenciacdo bem marcante entre os parénquimas aquifero e
clorofilado in vitro e em aclimatizacao, embora o formato das
células em palicada tenha sido observado apenas no parénquima
aqlifero de plantas em casa de vegetacao

Parénquima
aquiifero e
clorofilado, na
regido do eixo
central da folha

Nenhuma diferenca entre si, assim como a razédo entre tecido
aclorofilado (hipoderme + parénquima aquifero) e parénquima
clorofilado. Nesta regiao da folha, o parénquima aquifero ocupa,
em ambos os ambientes, em torno de 50% do mesofilo

Feixes Tamanho variado com grande quantidade de fibras junto ao

vasculares floema e xilema, estando em maior intensidade na regido do
bordo foliar. Os feixes vasculares estdo regularmente distribuidos
no parénquima clorofiliano na regido do eixo central da folha e
bordo foliar

Cerosidade Né&o avaliada

Cavidades Intercaladas aos feixes vasculares

aeriferas

'Plantas alongadas, por dois meses, em meio de cultivo MS geleificado, sem adicdo de
fitorreguladores e mantidas a 16 horas de intensidade luminosa de 30 ymol - m?2 - s, 25+2°C.
2e3Plantas aclimatizadas por 6 e 10 meses, em ambiente com sombreamento de 60%, 27,2°C e
65,5% de umidade relativa média.

Obs.: andlise anatdomica efetuada na quarta e quinta folha, do apice para a base, no material in
vitro e em aclimatizacao, respectivamente.

"A baixa irradiancia e a alta umidade relativa do ambiente in vitro podem estar relacionadas com
a presenca de células papilosas.

Fonte: Adaptada de Barboza et al., 2006.
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4. Desempenho em Campo das Mudas Micropropagadas

Avaliando 17 acessos de abacaxizeiro micropropagados das cultivares
Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo e Amarelinho, Vesco et al. (2000) nao
verificaram diferencas entre os acessos propagados. Quanto a sanidade das
mudas, em 680 plantas micropropagadas a taxa de incidéncia de fusariose
foi de 0,7%. De acordo com os autores, além desse valor ser considerado
baixo, no caso de plantio com cultivares suscetiveis a fusariose e considerando
apenas um ciclo de producédo, o sistema proposto permite a multiplicacao de
mudas tipo filhote sadias, as quais podem ser utilizadas para plantio em novas
areas livres da doenca.

Ja Teixeira et al. (2001) comparando oito genétipos de abacaxizeiro
aos 11 meses apds o plantio no campo, todos obtidos por micropropagacao,
observaram diferencas apenas em relacao a altura e vigor das plantas, os quais
variaram de acordo com a cultivar. Em contraste, as plantas apresentaram
grande uniformidade e niveis insignificantes de variac6es somaclonais.

5. Estabilidade Genética dos Clones Micropropagados

Em cultura de tecidos vegetais, quando protocolos de micropropagacao
sao utilizados para a multiplicagcdo massal de determinada espécie, é esperado
que todas as plantas obtidas possuam gendétipo idéntico a planta de origem
(planta matriz). Todavia, variacdes genéticas podem ocorrer durante e/ou apdés o
cultivo in vitro, algumas sendo epigenéticas (reversiveis) outras herdaveis, neste
ultimo caso denominadas de variacGes somaclonais® (FEUSER et al., 2003) e,
com isso, comprometer a identidade genotipica e fenotipica. Tais variacoes
tém sido associadas a alteracGes cromossdmicas, resultantes da delecado ou
duplicacdo das seqliéncias de determinados genes (VENTURA et al., 1994),
e sao indesejaveis do ponto de vista de producdo de mudas (VENTURA et al.,
1994; KISS et al., 1995).

Para o abacaxizeiro, avariacdao somaclonal mais freqlientemente observada
é a presenca de espinhos nas extremidades das folhas de variedades inermes
(desprovidas de espinho), muito embora possam ocorrer ainda variacdes na
forma, coloracado e arquitetura das folhas, bem como na altura da planta e no
fruto (REINHARDT; SOUZA, 2000). A freqiiéncia com que ocorrem nao pode
ser prevista e depende de vérios fatores, tais como a espécie, o tipo de explante
e o0 gendtipo do doador, as condicdes fisicas de cultivo, o tipo e concentracao
de reguladores de crescimento e o tempo entre os subcultivos.

Apesar dos varios trabalhos existentes, o abacaxizeiro é uma planta
pouco conhecida geneticamente, principalmente quanto a variacao somaclonal,
entretanto sua ocorréncia nao tem sido reportada como um problema. Contudo,

8Termo empregado para expressar a variacdo espontanea de plantas regeneradas de cultura de
células ou tecidos in vitro (TEIXEIRA, 2006).
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devido a crescente utilizacao deste tipo de material propagativo tem sido
importante avaliar a magnitude da variagcdao somaclonal e seu efeito fenotipico
(FEUSER et al.,, 2003). Além disso, de acordo com Kiss et al.(1995), as
bromélias sao particularmente propensas a variacoes genotipicas e fenotipicas
em cultivo de tecidos. Assim, com o intuito de verificar e compreender melhor
essas variacoes, técnicas como determinacao de padrdes isoenzimaticos ou
amplificacado casualizada de DNA polimérfico (RAPD) (GOTTARDI et al., 2002),
ou ainda observacoes fenotipicas (plantas atipicas ou variantes), durante ou
apos o cultivo in vitro (VESCO et al., 2000), tém sido empregadas.

Nesse sentido, Vesco et al. (2000) avaliaram 17 acessos de abacaxizeiro
pertencentes as cultivares Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo e Amarelinho por
meio de padrdes fenotipico e genotipico. De acordo com os resultados, de
1.408 plantas mantidas in vitro (entre a 11% e 132 repicagem), 57 apresentaram
alguma variacdo morfoldgica (folhas variegadas e vitrificacdo), porém a maioria
era epigenética e somente trés plantas tiveram variacao somaclonal estavel
(5,3%). Ja a andlise isoenzimatica detectou quatro plantas com diferencas no
padrao varietal (7,02%) entre as 57 plantas. Em relacao as diferentes repicagens
(subcultivos), foram observadas quatro plantas apresentando variacdo
somaclonal detectada por isoenzimas (4%), sendo uma no 3° e 4° subcultivos
e duas na 102 repicagem, além de uma modificacdo morfolégica, num total
de 5% (de 100 plantas). Por outro lado, mudas na fase de aclimatizacdo nao
apresentaram alteracdes morfolégicas, ao contrario do padrao isoenzimatico
que detectou duas (0,86%). Por fim, o padrdao fenotipico avaliado em campo
(caracteristicas morfoagrondmicas) foi normal. Dessa forma, os autores
consideraram o protocolo utilizado como adequado para a manutencdo da
estabilidade genética.

Posteriormente, Gottardi et al. (2002), utilizando marcadores moleculares
do tipo RAPD, observaram em algumas amostras plantas com padrdes de bandas
diferentes para alguns dos “primers” utilizados, as quais foram associadas a
uma possivel variacdo somaclonal. De modo semelhante, Feuser et al. (2003)
avaliaram a fidelidade genética de abacaxizeiro micropropagado em biorreator
de imersao temporaria e permanente, por meio de andlises isoenzimaticas e
marcadores RAPD. De acordo com seus resultados, duas variantes (0,67 %)
foram identificadas pelas andlises isoenzimaticas no sistema estacionério, ao
passo que quatro das 600 plantas (0,67%) oriundas do sistema de imersao
tempordria apresentaram variacdes. Quanto aos padroes de RAPD, a taxa de
variantes somaclonais para o cultivo em imersao temporéria variou de 2,3%
a 11%, na presenca de O e 6 uM de PBZ (Paclobutrazol), ambos associados
a 2,0 uM de AG, (4cido giberélico). Ja avaliando os sistemas (estacionario
ou imersao tempordéria), a técnica de RAPD detectou 7,5% e 5,0%,
respectivamente, porém sem diferencas significativas. Diante dos resultados,
os autores consideraram baixa a taxa de variacoes.
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6. Progressos na Micropropagacao de Abacaxizeiro

6.1. Producdo de Mudas a partir da Técnica de Estiolamento

Como alternativa aos métodos convencionais utilizados para a producao
in vitro de mudas de abacaxizeiro, Kiss et al. (1995) propuseram um novo
método de propagacao rapida, baseado no alongamento de brotos induzidos in
vitro, por meio do estiolamento®. O método desenvolvido consiste inicialmente
no corte da parte aérea de brotos assépticos (5 a 8 mm acima da base), os quais
sdo cultivados em meio basal de MS acrescido de ANA (10 yM) e mantidos em
condicdes de escuro a 28°C. Em seguida, os brotos estiolados sao divididos em
segmentos e transferidos para placas de petri, no sentido horizontal, contendo
meio de cultura suplementado com reguladores de crescimento e mantidos
a 26°C e 16 horas de fotoperiodo. Posteriormente, os brotos desenvolvidos
dos segmentos estiolados sdo enraizados em meio de cultura desprovido de
reguladores de crescimento e, ao atingir cerca de 8 a 10 cm de altura, sao
transferidos para casa de vegetacao visando a aclimatizacao. Utilizando este
método com a cv. Smooth Cayenne estes autores afirmam ser possivel obter
aproximadamente 80 mil plantas no periodo de um ano, partindo de uma planta
primaria, com a vantagem de evitar lesdes na zona de regeneracao, impedir a
formacao de calo e, conseqlientemente, reduzir a possibilidade de variabilidade
fenotipica.

Outra conseqiéncia do uso da técnica de estiolamento in vitro é o fato
de que no escuro os entrends da haste dos brotos do abacaxizeiro se alongam,
separando os nds que, normalmente, em presenca de luz, permanecem préximos
uns aos outros. Assim, para fins de micropropagacao, essa separacao facilita
o desenvolvimento de gemas axilares e a manipulacao de plantas regeneradas
(BARBOZA; CALDAS, 2001). Em adicao, Maynard e Bassuk (1996), utilizando
outra espécie, afirmam que o estiolamento promove o aumento da suculéncia,
decréscimo nabarreiramecéanica dos tecidos do caule em conseqliéncia da menor
lignificacdo (o que poderia favorecer o enraizamento in vitro), suberificacao
e espessura das paredes celulares, além de alteracdes na sensibilidade dos
tecidos a auxina e modificacdes no conteido de compostos fendlicos.

Atualmente, em decorréncia dos experimentos de Kiss et al. (1995),
diversos estudos sao reportados com a técnica de estiolamento em abacaxizeiro
(PRAXEDES et al., 2000; BARBOZA; CALDAS, 2001; MOREIRA et al., 2003;
TAMAKI et al., 2007), todos visando aprimora-la a cada gendtipo e, em alguns
casos, estudar a possibilidade de estiolamento sem suplementacdao exégena
de reguladores de crescimento. Porém, nenhum trabalho sobre os efeitos do
estiolamento na estrutura, fisiologia ou desempenho agronémico ex vitro das

9Consiste no desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses em auséncia de luz, o que causa
o crescimento, geralmente pelo alongamento dos internédios, com coloracdo amarela ou branca
devido a auséncia de clorofila (HARTMANN; KESTER, 1990).
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mudas produzidas foi realizado até o presente momento, nem mesmo este
método tem sido empregado em escala comercial.

6.2. Utilizacdo de Biorreatores de Imersdao Temporaria

Nos ultimos anos, véarias pesquisas utilizando sistemas de automacao
como os biorreatores’™ tém sido relatadas para a micropropagacdo de
abacaxizeiro em meio liquido (ESCALONA et al., 1999; 2003; GONZALEZ-
OLMEDO et al., 2005; TEIXEIRA, 2006; SILVA et al., 2007), com resultados
mais promissores para o sistema de imersdo temporéria (TIB)"", atualmente
considerado o método de maior eficiéncia. Este sistema, além de possibilitar
a automacdo do processo de cultivo in vitro, pode também reduzir os custos
relativos a mao-de-obra e superar alguns problemas comumente encontrados
na micropropagagcao convencional, como distUrbios fisiolégicos dos explantes
cultivados e hiperidricidade (ESCALONA et al., 2003). Adicionalmente, promove
incremento significativo nas taxas de multiplicacdo e crescimento das culturas
(TEIXEIRA, 2006; SILVA et al., 2007).

Os primeiros trabalhos foram desenvolvidos por Escalona et al. (1999),
os quais comparando diferentes métodos de cultivo (sélido, liquido e imersao
tempordria) verificaram que o sistema de imersao temporaria, com imersao das
plantas por 2 minutos a cada 3 horas, possibilitou a maior taxa de multiplicacéo,
com incremento de 300% e 400% comparado aos sistemas liquido e sélido
convencional. Tal eficiéncia foi atribuida a habilidade deste sistema em promover
a aeracdo e um maior contato dos explantes com o meio. Com este sistema,
os autores afirmam ser possivel obter aproximadamente 120 brotos de oito
coroas em cerca de 10 semanas, de modo que apdés 8 semanas adicionais sao
produzidos 6 mil brotos aptos ao enraizamento e aclimatizacdo ex vitro. Além
disso, o uso deste sistema reduziu em cerca de 20% os custos de producao por
planta de abacaxizeiro em relacao ao método convencional. Todavia, os autores
utilizaram 200 mL de meio por explante, bem superior as quantidades adotadas
nos sistemas convencionais.

De modo semelhante, utilizando um biorreator de imersao temporaria'?,
desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen),
apenas na fase de alongamento/enraizamento, Teixeira (2006) obteve uma
reducao de 53% no custo de uma muda produzida numa biofébrica convencional.
Entre as principais razoes desse decréscimo substancial nos custos estd areducao
no ndimero de frascos envolvidos no processo de micropropagacgao, assim como
a eliminacao da necessidade de manipulacdo (subdivisdo e individualizacao)
dos agregados de gemas e multibrotos resultantes da fase de multiplicagao,
antes de serem transferidos para a fase de alongamento/enraizamento, como
ocorre com o processo convencional, resultando em economia de mao-de-obra,

"OEquipamentos utilizados para o cultivo de células, tecidos, 6rgdos (como as gemas axilares)
ou embrides vegetais, em meio de cultura liquido, sendo basicamente de dois tipos: sistema de
imersdo continua e temporaria (ETIENE; BERTHOULY, 2002).

"Cultivo in vitro, no qual o meio de cultura liquido entra em contato com o explante de tempos em
tempos, por exemplo, cinco minutos a cada duas horas (TEIXEIRA, 20086).

?Pedido de patenteamento (Pl 0004185-8).
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a qual participa em aproximadamente 60% a 70% do custo final da muda no
sistema de micropropagacao convencional.

Mais recentemente, Silva et al. (2007) trabalhando com a cultivar Imperial
obtiveram resultados significativamente superiores utilizando o sistema de
frascos irmaos com imersao tempordria a cada 2 e 4 horas. Neste sistema, o
cultivo de brotacdes axilares em frascos de 1 L contendo 300 mL de meio MS
acrescido de BAP (1 mg - L") e ANA (0,25 mg - L") apresentou, apds 45 dias,
as maiores médias para nimero de brotos (>1 cm), altura e massa de matéria
seca de brotos. Ainda, quando comparado aos sistemas de cultivo in vitro
convencionais, os biorreatores possibilitaram taxas de multiplicacdao 136% até
316% superiores.

As perdas que podem ocorrer pelo emprego desta tecnologia estdo
relacionadas ao baixo controle ambiental, pois a quase totalidade dos estudos
sobre o ecossistema do sistema de micropropagacdao envolve meios semi-
s6lidos. Além disso, hd necessidade de definir os requerimentos fisiolégicos
dos explantes e caracterizar ecofisiologicamente o ambiente dos biorreatores,
especialmente visando aumentar a qualidade das plantas obtidas (ESCALONA
et al., 2003). Deve ser salientado que a adocdo de biorreatores requer um
investimento inicial alto, o que pode limitar a rdpida expansao desse sistema de
cultivo, principalmente em biofabricas.

6.3. Uso da Luz Solar

De acordo com Fuentes et al. (2007) é possivel melhorar as caracteristicas
fisiolégicas das plantas in vitro e o subseqiiente desempenho ex vitro das mudas
micropropagadas, particularmente as espécies tropicais. Para isso, devem-se
manipular alguns fatores abidticos in vitro, como a intensidade e qualidade
luminosa, por meio do cultivo das plantas em sala de crescimento com luz solar
nos ultimos estagios do processo de micropropagacao. Outra conseqiiéncia do
uso da luz solar ou natural é a reducao dos gastos com iluminacao artificial e,
conseqiientemente, nos custos de producao (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999).
Isso porque os gastos com iluminacdao nas salas de crescimento, utilizando
lampadas fluorescentes, correspondem a aproximadamente 65% dos custos em
energia elétrica (STANDAERT DE METSENAEAE, 1991). Todavia, a utilizagao
ou nao desta fonte de luz dependera da regido, visto que a disponibilidade e
homogeneidade de luz varia com as condi¢cdes climaticas, como estacoes do
ano e hora do dia. Adicionalmente, devem-se considerar a espécie e a fase de
cultivo in vitro, o que necessita de estudos mais aprofundados quanto aos seus
efeitos sobre a fisiologia e estrutura das plantas obtidas, bem como de sua
performance ex vitro.

Em abacaxizeiro, resultados promissores pelo uso desta fonte de
luz sao reportados por Silva (2006) para a cv. Imperial, principalmente na
fase de enraizamento. Entre os efeitos positivos observados por esse autor
estd a obtencdo de plantas maiores e anatomicamente mais adaptadas,
com espessamento significativo do parénquima clorofiliano, além de
melhor performance agron6mica e anatbmica das plantas durante a fase de
aclimatizacao.



Propagacéo Clonal in Vitro de Abacaxizeiros: Metodologias e Aplicacdes para a Obtencéo de 311
Mudas em Larga Escala

6.4. Esterilizacao Quimica do Meio de Cultivo

Entre as alternativas para reduzir os custos de producao em laboratérios
comerciais de plantas ou biofabricas, a substituicdo do processo de esterilizacao
via autoclavagem por outro método mais barato, sem contudo prejudicar o
crescimento in vitro das culturas, tem sido discutida e considerada promissora
(TEIXEIRA et al., 2006). Além de encarecer o custo final de producao, a
autoclavagem pode influenciar negativamente compostos termoladbeis como
os antibiéticos e giberelinas (CID; ZIMMERMANN, 2006), tiamina, &cido
indolacético (AlA) e indolbutirico (AIB), piridoxina, entre outros (TEIXEIRA et
al., 2006).

Nesse intuito, uma alternativa que tem sido estudada em abacaxizeiro
é a esterilizacao quimica. Porém seu uso no cultivo in vitro de plantas ainda é
pouco explorado. O método consiste em adicionar ao meio de cultivo baixas
concentracoes de cloro ativo (p/v) (NaClO), de maneira que os utensilios de
vidro, frascos de cultivo, bem como as tampas também sejam submetidos a
tratamentos prévios em solucao de hipoclorito de sédio. Utilizando esse método,
Teixeira et al. (2006) verificaram que brotos de abacaxizeiro da cv. Smooth
cayenne cultivados em meio contendo concentracao igual ou superiora0,0003%
de cloro ativo, associado a outros procedimentos assépticos, proporcionaram
completa esterilizagdo do meio. Adicionalmente, na concentragdo de 0,0003%,
os brotos mais do que dobraram sua biomassa (fresca e seca) e o niumero de
novos brotos. Entretanto, as respostas positivas sobre o cultivo do abacaxizeiro,
devido ao uso de cloro ativo, ainda necessitam de elucidacao.

7. Consideracdes Gerais e Perspectivas Futuras

O desenvolvimento de processos e produtos mais produtivos e menos
onerosos tem sido a retérica dos trabalhos de propagacao clonal de abacaxizeiros
in vitro. Neste contexto, tém merecido maior atencao trabalhos que abordam
o uso de novas metodologias mais eficientes de producdo de mudas, a partir
da utilizacdo de meios de consisténcia liquida e biorreatores, com resultados
bastante promissores. No entanto, apesar dos importantes avancos e, de
certa forma, do dominio atual das diferentes etapas do processo, é necessario
maior aprofundamento em questdes fisiolégicas basicas da espécie que ainda
nao estao devidamente respondidas, como por exemplo, o comportamento
do aparato fotossintético e desenvolvimento in vitro da espécie. Biorreatores
de imersao tempordria também devem ser melhor estudados e adaptados a
cultura para que a eficiéncia propagativa torne-se evidente, uma vez que,
apesar dos esforcos, ainda sao poucos os relatos sobre o uso direto de mudas
micropropagadas em campos produtivos brasileiros. Outra questao a ser
estudada com maior profundidade refere-se ao excessivo tempo necessario ao
crescimento das plantas micropropagadas em casa de vegetacao/viveiro para o
transplantio definitivo em campo.
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Apesar das atuais dificuldades e desafios futuros de se trabalhar
a propagacao clonal in vitro do abacaxizeiro, hd um consenso entre os
pesquisadores da area de que a cultura de tecidos é a alternativa mais promissora
para a multiplicacado clonal em larga escala de materiais selecionados e livres
de doencas. Isso evidencia que os trabalhos in vitro com a espécie devem ser
mais bem estudados, seja para a producao de mudas em larga escala ou para
acelerar programas de melhoramento genético desta espécie, especialmente
para o Brasil que deseja ser referéncia mundial na area de fruticultura.
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Biologia Molecular Aplicada a
Diagnose de Doencas de Plantas

Rivadalve Coelho Goncalves

1. Introducéao

As doencas das plantas influenciam negativamente e de modo significativo
as atividades agropecuarias e florestais em todo o mundo. Muitas epidemias
tiveram como conseqUiéncia grandes perdas econOmicas, alteracdes sociais e
ambientais. As doencas de origem bidtica que incidem antes da colheita causam
perda média de 12% na producao agricola mundial (STRANGE; SCOTT, 2005).
Mesmo em paises desenvolvidos, a exemplo dos EUA, as doencas de plantas
podem causar prejuizos da ordem de 1,5 bilhdo de délares ao ano (CAMPBELL et
al., 1992).

Um dos fatos histéricos mais relevantes sobre epidemias de doencas
de plantas foi a devastacdo dos plantios de batata (So/lanum tuberosum L.)
por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary entre 1845 e 1850 na Europa,
principalmente na Irlanda. Neste pais, onde a maioria da populacao dependia
da batata para se alimentar, as perdas na producao provocadas pela doenca
resultaram na morte de 2 milhdes de pessoas e na emigracao de 1 milhdo
de irlandeses para a América do Norte (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).
A vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa Aims &
Phillips-Mora, presente no Estado da Bahia a partir de 1989 (PEREIRA et al.,
1989), causou, além do prejuizo econdmico, significativa alteracao da estrutura
social das cidades da regido sul daquele estado e resultou em perda de parte
da Mata Atlantica remanescente. Na area florestal a doenca “chestnut bligth”
causada pelo fungo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr, em arvores de
castanheira americana (Castanea dentata [Marshall] Borkhausen), vem
desde 1904 reduzindo o nimero de individuos desta espécie em florestas
nativas nos Estados Unidos (MERKEL, 1905). No Brasil, o mal-das-folhas-da-
seringueira, causado por Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx, foi responsavel
pelos insucessos nos plantios de Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mall.
Arg. no Estado do Para com surtos severos a partir de 1965 (FERREIRA, 1989).
Cita-se ainda a podriddo-do-coleto de Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf
cv. Marandu, uma doenca que a partir da metade da década de 90 incide
de modo fulminante nos estados do PA, RO, AC, TO e MA. Esta doenca, cujo
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agente patogénico primario é o cromista Pythium periilum (DUARTE et al.,
2007), tem inviabilizado o cultivo desta importante forrageira na regiao.

A partir do inicio do século 19, diferentes estudos contribuiram para a
criacao e definicdo da Fitopatologia como ciéncia. A Fitopatologia dedica-se
ao estudo de etiologia, diagnose, epidemiologia, interagdes entre plantas e
patégenos e ao controle das doencas das plantas. Os estudos etiolégicos do Dr.
Henrich Anton De Bary, sobre a requeima da batata (DE BARY, 1876), e do
Dr. Julius Kithn no final da primeira metade do século 19 constituem em marcos
iniciais para a Fitopatologia. Em 1874, os estudos sobre o apodrecimento de
arvores causado por fungos realizados pelo cientista Robert Hartig fundamenta
a criacao da especialidade Patologia Florestal (BOYCE, 1961). Paralelamente,
ocorreu o desenvolvimento das especialidades da Fitopatologia como a
Virologia, Bacteriologia, Micologia, Nematologia e Epidemiologia, bem
como, das ciéncias Microbiologia, Genética, Biologia Molecular, Bioquimica,
Taxonomia, Matematica e Ciéncias da Computacdo, todas contribuindo de
alguma forma na construcdo do corpo de conhecimento necesséario aos
trabalhos desenvolvidos na area e ao melhor entendimento da organizacao
dos sistemas biolégicos envolvidos nas doencas das plantas. De todas
as especialidades e ciéncias que se desenvolveram no periodo, a Biologia Molecular
foi a responsavel por um passo revolucionario no conhecimento dos sistemas
biolégicos terrestres. Desde entdo, a biologia molecular consiste na ciéncia que
produz os conhecimentos sobre as moléculas encontradas em fésseis e nos
sistemas vivos. Com a ajuda da ciéncia da Matematica e da Computacao,
estas informacdes moleculares tém sido U(teis para explicar os fen6menos
biolégicos. Adicionalmente, esta ciéncia tem permitido uma classificacao
dos seres vivos que representam melhor os agrupamentos naturais entre
microrganismos, bem como suas relacées com as plantas.

No estudo de grupos naturais de microrganismos, espécie foi inicialmente
definida como um conjunto de individuos que realizam cruzamentos entre
si com gametas férteis contendo a metade do nimero de cromossomos
resultando em prole fértil. A partir do conhecimento dos grupos procariotos,
virus e virdides, esta definicdo é adaptada de modo que uma espécie passa
a ser nestes casos um grupo de microrganismos com alto indice de similaridade
genética e/ou fenotipica entre si e suficientemente diferente de outro grupo para
as mesmas caracteristicas.

Deste modo, a classificacdo de espécies e de grupos subespecificos
com base em dados moleculares constitui atualmente uma ferramenta
de grande utilidade para a diagnose de doencas de plantas (LOPES et
al., 2003) visando suportar as tomadas de decisGes sobre qual é o agente
causal e as medidas de manejo mais adequadas para o controle da doenca. A
diagnose visual realizada por profissional experiente constitui a abordagem
mais amplamente utilizada e em maior freqléncia para os casos de doencas
causadas por fungos, nematdides e até bactérias ja conhecidas (VALLE;
ZAMBOLIM, 1997; FERREIRA; MILANI, 2002; ALFENAS et al., 2004; KIMATI
et al., 2005). No entanto, para outras doencas causadas principalmente
por virus, micoplasmas e bactérias, a abordagem molecular é muitas vezes
imprescindivel para um diagnéstico correto. Nesses casos, prescindir destas



319

Biologia Molecular Aplicada a Diagnose de Doencas de Plantas

ferramentas pode implicar no diagndstico incorreto do agente causal e,
conseqlentemente, na aplicacdo de medidas de controle inadequadas, as
quais podem trazer ndao s6 prejuizos econémicos, mas também problemas
sociais e ecoldgicos.

2. Biologia Molecular: o Estudo das Moléculas dos
Seres Vivos

Na condicdao mais elementar, a vida existe em uma molécula formada
por um arranjo de ligacdes quimicas entre atomos, desde que as moléculas
estejam inseridas num sistema energético ativo de um ser que possua um ciclo
de vida com nascimento, reproducdo e morte, podendo entdo dizer que
ha moléculas da vida. Por outro lado, cientistas se dedicam ao estudo de
moléculas sinalizadoras e executoras da morte celular, sendo estas também
objeto de estudo da biologia molecular (METZSTEIN; HORVITZ, 1999).

Dentre as moléculas da célula estdao os acidos nucléicos
(dcido ribonucleico-RNA e &acido desoxirribonucleico-DNA), os quais
sao moléculas constituidas a partir de quatro bases nitrogenadas ligadas entre
si por uma ligacao fosfo-diéster e uma ligacao ponte de hidrogénio entre
as fitas. O DNA possui um carboidrato chamado desoxirribose enquanto que
o RNA possui um carboidrato denominado ribose com uma hidroxila no
carbono 2. Outra diferenca estrutural entre estas duas moléculas
é a base nitrogenada chamada uracila, presente no RNA e ausente
no DNA, e a base nitrogenada timina presente no DNA e ausente no
RNA. As demais, adenina, citosina e guanina, estao presentes tanto no
DNA quanto no RNA (DARNELL et al., 1999). A seqUéncia de DNA
de determinados genes e regides intergénicas tem sido importante
caracteristica taxondmica, bem como a seqiiéncia de RNA, uma vez que
essas moléculas carregam informacdes genéticas comuns ao grupo e
a espécie que pertencem e transferem esta informacdo as geracoes
seguintes com pouca alteracdao em alguns genes.

H& uma correspondéncia entre a proteina produzida e o gene que
a codifica a partir do principio de que para cada proteina hd um uUnico
gene. As proteinas sao formadas por seqliiéncias de aminoacidos, possuem
funcoOes estruturais dentro e entre células e funcdes fisiolégicas dentro e fora
das células. Muitas proteinas sao constituintes da membrana plasméatica
e de tubos interconectores de células, e outras sao transportadoras de
sinais e resposta ao ataque de pragas, doencas e agentes abidticos. As
proteinas sao encontradas em todos os seres vivos, exceto nos virdides, na
membrana plasmatica das células, nos ribossomos, no DNA, no citoplasma
e nos capsideos virais. Outro fato importante envolvendo as proteinas é a
emergéncia de doencas em animais, a exemplo da vaca louca causada por
proteinas infecciosas chamadas de “prions” (PRUSINER, 1998).

As proteinas podem ser utilizadas como moléculas informativas para
a diagnose de doencas de plantas, a exemplo do perfil de isoenzimas como
ferramenta para diferenciacado de espécies ou racas de microrganismos (BONDE
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et al., 1993). O principio da técnica de eletroforese de isoenzimas esta no fato
de que ao revelar o gel submetido ao campo elétrico em condi¢cdes controladas
e visualizar as marcas, as diferentes distancias de mobilidade de cada isoenzima
dos diferentes organismos em estudo representam diferencas genéticas entre
eles, portanto, diferencas nas sequéncias de DNA correspondentes as mesmas
(MURPHY et al., 1990). No entanto, devido as variacdes nesta caracteristica
decorrentes de fatores ambientais, o uso seguro desta técnica deve ser precedido
de experiéncia e conhecimento do sistema com o tempo de utilizacdo. Esta
ferramenta ainda hoje é considerada viavel em eficiéncia e custo na diagnose
de doencas causadas por nematdides, principalmente quando se complementa
esta informacao com dados morfolédgicos e morfométricos.

Outra técnica que faz uso de proteinas para inferéncias taxonémicas é o
perfil de proteinas totais, obtido por eletroforese unidirecional ou bidirecional
com pulsos elétricos. Embora seja utilizada na taxonomia e caracterizacao
de populacdes de microrganismos, esta técnica ndo tem sido utilizada como
ferramenta de diagnose devido a dificuldade de operacao, variacdes decorrentes
de fatores ambientais e custo elevado.

Por outro lado, as proteinas carregam informacdes precisas e estaveis
na seqléncia de aminoacidos e esta abordagem é utilizada como critério de
distincdo de virus. Apds o seqlienciamento dos aminodacidos da proteina que se
deseja estudar, faz-se a andlise de similaridade das seqiiéncias obtidas dos
diferentes isolados e por meio de andlise de agrupamento obtém-se o
nome da espécie dos organismos em teste.

Outra importante abordagem sobre o uso de informacdes de proteinas
é o perfil indireto de enzimas obtido a partir de testes bioquimicos com
espécimes de bactérias e leveduras utilizando-se fontes isoladas de carbono
e nitrogénio (JONES et al., 1993). Nestes testes realizados em microplacas
ou tubos de ensaio, uma Unica fonte de carbono e/ou nitrogénio é oferecida
ao organismo teste para avaliar a producao ou nao da enzima relacionada ao
substrato. Deste modo, um espécime capaz de utilizar a L-asparagina como
Unica fonte de carbono e nitrogénio certamente produz a enzima asparaginase
a qual converte aquele substrato em aspartato. Uma série de substancias, a
exemplo de acido acético, maltose, sacarose, glicogénio, etc., ir4 revelar um
extenso perfil de enzimas do espécime estudado, fornecendo desta maneira
informagcdes com grande importancia para a taxonomia.

Os acidos graxos, que podem ser estudados para fins taxonémicos,
sdao moléculas presentes em células dos seres vivos e possuem
funcado estrutural na membrana plasmatica e no envelope viral, além
de servir como reserva de energia no citoplasma. Em bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, o perfil quali-quantitativo de acidos graxos é
importante como caracteristica taxondmica para definir agrupamentos
naturais na espécie.

3. Diagnose Molecular Baseada em DNA e RNA

Apartirdadescoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em
1953, uma verdadeira revolucdo no avanco do conhecimento cientifico
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sobre a vida na terra tomou curso e, desde entdao, a humanidade tem
se empenhado em conhecer a estrutura fisica e funcional do genoma
de um numero cada vez maior de espécies.
Comoconhecimentodaestrutura fisicadogenomade microrganismos,
pode-se elaborar um sistema de classificacdao mais estdvel baseado na
seqlUéncia de genes marcadores em nivel de espécie ou mesmo de taxons
subespecificos (TAYLOR et al., 1999). Esta abordagem apresenta a vantagem
de contar com reduzidas taxas de mudancas em relacdao aos caracteres
fenotipicos. Dados fenotipicos sdao muito sensiveis as alteracdes
ambientais e eram as Unicas ferramentas que embasavam a classificacao
de microrganismos até a consolidacao das tecnologias para clonagem e
seqlienciamento de genes ou regidoes marcadoras dos patdégenos alvos. Com
o conhecimento da estrutura fisica do genoma de fitopatégenos é possivel
também detecta-los em plantas por meio de diversas técnicas a exemplo
da reacdao em cadeia da polimerase (PCR) usando primers especificos que
amplificam regides gendmicas marcadoras do grupo de isolados, notadamente
patégenos de dificil isolamento e/ou cultivo in vitro como Xylella fastidiosa,
agente causal da clorose variegada dos citros (POOLER; HARTUNG, 1995).

4. Hibridizacao Molecular, Marcadores RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polimorfism) e AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polimorfism)

A correta identificacdo de um microrganismo para efeito de
diagnose molecular de doenca de plantas pode ser realizada por meio de
diferentes técnicas baseadas na seqléncia do DNA. Uma técnica muito
utilizada para a deteccao e diagndstico de fungos, virus e bactérias é
denominada hibridizacao (por exemplo, o “dot-blot”). Nesta, uma colecéao
de isolados do fitopatégeno que se deseja detectar deve ser amostrada e
seu material genético extraido para estudos de marcas reveladas em géis
que possam separar este fitopatégenos de outras espécies. Apds ter uma
marca molecular especifica do patégeno que causa a doenca-alvo, a
seqUéncia de DNA correspondente ao marcador é feita, radioativamente,
com is6topos de fosforo - (P3?) - ou etiquetada com um substrato sensivel
a uma enzima que o converte em produto colorido visivel a olho nu.
Na marcacao radioativa com P32, a resolucdo da técnica é maior em relagao
a marcacao colorimétrica ou quimioluminescente com digoxigenina ou
biotina, no entanto, atualmente a quimioluminescéncia com marcadores
modernos torna a resolucdo desta técnica semelhante aquela obtida pela
marcacao com radioisétopos. A sonda pode ser de DNA ou RNA. Em geral,
as sondas sao feitas de DNA a partir de clones contendo seqliéncia
parcial do genoma do patégeno. No preparo de sondas para deteccdo de
virus de RNA e virdides, o RNA especifico extraido da planta infectada é
convertido em DNA complementar (cDNA) por meio de reagdao quimica com
a enzima transcriptase reversa. O cDNA obtido é inserido em plasmideos e
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transferido para Escherichia coli (DUSI; MARINHO, 2001). Para a producao
das sondas, uma PCR pode ser realizada contendo nucleotideos marcados
utilizando o inserto como molde.

Para a execucdo da técnica “dot-blot”, o pesquisador deve analisar
o material vegetal e hipotetisar sobre a espécie, subespécie ou raca
presente do agente causal, para em seguida escolher a sonda de DNA ou
RNA adequada (MEINKOTH; WAHJ, 1984).

O tecido contaminado ou infectado é triturado e o DNA presente é
desnaturado, aplicado diretamente na membrana de nailon ou nitrocelulose
na forma de pontos e fixado em aparatos especificos para este fim, como por
exemplo Bio-Dot SF (Bio-Rad Laboratories). Em seguida, uma solucao de
DNA, em geral de esperma de salmao, é aplicada sobre a membrana para pré-
hibridizacdo com o objetivo de bloquear sitios livres da mesma e evitar que a
sonda se ligue nestes sitios. Para hibridizar com a sonda especifica do patégeno-
alvo, a membrana pré-hibridizada é retirada da primeira solucao e colocada
para hibridizar na solucdo da sonda de deteccao em um forno de hibridizacao
com temperatura e tempo pré-determinado. Depois de decorrido o tempo
de hibridizacao, a membrana é retirada, lavada para remover o excesso de
sonda e revelada (Fig. 1).

Outra técnica importante na diagnose de doencas de plantas é a RFLP
que consiste na anélise do polimorfismo no comprimento do fragmento DNA
apés digestdao com enzima de restricdo. Este polimorfismo origina-se das
diferencas nas seqiiéncias do DNA dos organismos em estudo e do fragmento
gerado pelo corte da fita dupla com enzima de restricdo. A técnica consiste
em obter o DNA do microrganismo que se deseja identificar e digerir este
DNA com enzimas de restricdo. Em seguida, aplica-se o DNA digerido em
um gel de agarose ou poliacrilamida e depois de decorrida a eletroforese,
cora-se o gel com brometo de etideo ou prata e as marcas sao visualizadas
e comparadas com o padrdo que se tem para o microrganismo que se deseja
detectar.

A técnica RFLP também pode ser empregada para estudos de
diversidade genética e deteccao de fitoplasmas e bactérias fitopatogénicas,
notadamente de fitobactérias fastidiosas numa combinacdo de técnicas
denominadas PCR-RFLP. No caso de fitobactérias, genes hrp ou mesmo
de regides intergénicas dos genes 16S ou 23S do DNA ribossomal (rDNA)
podem ser utilizados para este propdsito (POUSSIER et al., 1999).

A técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) consiste em
extrair o DNA do microrganismo, fragmenta-lo com enzimas especificas e ligar
adaptadores de dupla fita aos fragmentos, para posteriormente proceder a
uma PCR com primers indicados e dNTP radioativo ou fluorescente (VOS et
al., 1995). Em seguida, procede-se a eletroforese em um gel de poliacrilamida
e a revelacao das marcas (JANSSEN et al., 1996) ou a leitura pode ser feita
em um equipamento apropriado com sensor para fluorescéncia. Em todos
os casos, a andlise dos dados consiste em tabular os resultados em uma
planilha com respostas positivas e negativas para cada marca em um programa
de computador. A analise de agrupamento irda mostrar a qual espécie pertence
o isolado em teste, desde que a estes dados sejam incorporados os dados
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dos isolados tipos. Em casos de doencas especificas, a presenca de uma
a poucas marcas exclusivas no gel é o suficiente para detectar o patégeno

inclusive na subespécie (AVROVA et al., 2002).

Fotos: Francisco Murilo Zerbini Janior

Fig. 1. Etapas da técnica “dot-blot” para deteccdao de patégenos e diagnose molecular
de doencas de plantas com sondas: montagem das membranas e aplicacdao da amostra
no aparato Bio-dot (a, b, c, d), forno de hibridizacao (e), cassete de revelacao
(f) e tanque de revelacdo da membrana (g).

5. PCR, Marcadores do Tipo ARDRA, RAPD e PCR
Quantitativa

A técnica de PCR (Polimerase Reaction Chain) (MULLIS; FALONA,
1987) baseia-se no aumento do nimero de cépias de seqiéncias de DNA
de interesse por meio de reacdo enzimatica in vitro. Para processar a
reacdo, combinam-se em um tubo ou placa de reacdo o DNA molde, dois
ologonucleotideos iniciadores ou “primers”, os dNTPs (deoxynucleotideos
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fosfatos: dATP, dTTP, dCTP e dGTP), a enzima polimerase de DNA
termoestavel e a solucdo tampao da reacdo. Estes tubos sdo colocados
dentro de um equipamento denominado termociclador programado para
condicionar bindmios de tempo e temperatura adequados a cada etapa
da reacao. Deste modo, a primeira etapa consiste na desnaturacao do
DNA obtida pela elevacdo da temperatura. Apdés a desnaturacdo do
DNA, o equipamento abaixa a temperatura para que os oligonucleotideos
iniciadores se liguem as fitas simples e assim ocorra a etapa de anelamento.
A temperatura de anelamento varia de 25°C a 65°C e serve como estratégia
de amplificacdo especifica devido ao aumento de estringéncia com a
elevacao da temperatura de anelamento. Na etapa de extensao da fita, o
termociclador é programado para manter a temperatura em 72°C quando
a enzima realiza a polimerizacao das duas novas fitas. Depois de decorrido
0 tempo programado para a polimerizacao, as fitas se separam em nova
etapade desnaturacao pelaelevacao de temperatura e, subseqiientemente,
os iniciadores novamente se ligam nas fitas moldes antigas e nas fitas
moldes que foram produzidas na primeira reacao. Apds esta segunda
polimerizacdo estarao formadas as duas primeiras seqiéncias de DNA no
tamanho definido pelo par de oligonucleotideos iniciadores colocados no
tubo de reacao. Ha a amplificacao de fragmentos maiores que os definidos
pelo par de primers, uma vez que o DNA molde original continua presente
no tubo de reacdo, mas, a quantidade deste DNA amplificado no produto
final nao é significativa. A seqiiéncia molde alvo de tamanho definido pelos
primers é chamada de “amplicon” e a multiplicacdo destas seqliéncias
se dd em progressdao geométrica de ordem 2. O produto da reacado é
resultado da amplificacdo especifica da regido anelada pelos primers e
bastam algumas cépias de DNA para que seja possivel realizar a PCR.
Deste modo, a técnica de PCR caracteriza-se por ser de alta sensibilidade,
especificidade, rapidez (WEISING et al., 1995) e facilidade de execucao.
Alguns fatores como a temperatura de anelamento, a concentracdo de
magnésio, a presenca de inibidores quimicos, a quantidade e atividade da
enzima polimerase e a quantidade e especificidade dos primers influenciam
na eficiéncia da reacdo, sendo, as vezes, necessario ajustes iniciais nestes
fatores em cada estudo.

O uso de PCR, associado a digestdo com enzimas de restricao,
é viavel pela eficacia em discriminar grupos de microrganismos,
principalmente quando sao realizados em seqliéncias conservadas entre
espécies. Deste modo, a digestdao enzimatica pode ser combinada com
a PCR para produzir um perfil de marcas do DNA amplificado. Para tanto,
depois de realizada a PCR, as seqlUéncias obtidas sdao digeridas com
enzimas de restricdo e o produto digerido é separado por eletroforese.

A técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) consiste em proceder a uma analise do padrao de bandas
resultantes da digestdo de seqiiéncias de rDNA com enzimas de restricao.
Espécies do nematéide Bursaphelenchus Fuchs podem ser identificadas
por esta técnica utilizando-se ITS-RFLP com primers especificos para
amplificar as regides ITS1 e ITS2 (BRAASCH et al., 1999). Em seguida
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as seqUéncias sao digeridas com as enzimas Rsal, Haelll, Mspl, Hinfl
e All e o produto visualizado em gel de agarose. Esta técnica também
tem sido empregada com sucesso para distincdao de fungos (OLIVEIRA;
COSTA, 2002). Para fitoplasmas, a identificacao pode ser feita a partir
da aplicacdao do produto da digestdo com enzimas de restricdo nas
seqléncias de rDNA16S destes microrganismos (LEE et al., 2001),
bem como para a identificacdao da bactéria Ralstonia solanacearum
em eucalipto (Fig. 2).

18 20 49 30 31 38 174 Kb
-

Fig. 2. Padrao de restricdo do rDNA16S obtido com a enzima Rsal para diferentes
isolados de Ralstonia solanacearum de eucalipto.

Kb = 1 Kb DNA Ladder a esquerda; produto de PCR nao digerido a direita.

A técnica denominada RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA)
consiste em extrair o DNA do microrganismo de interesse e proceder a
uma reacao de PCR com pequenos primers de seqliéncia arbitraria e ricos em
GC. Em seguida, o produto da PCR é aplicado no gel de agarose e submetido
a eletroforese para separacao dos fragmentos. Depois de decorrido um tempo
pré-definido, o gel é visualizado e os dados sdo analisados como presenca ou
auséncia das marcas genéticas. Esta técnica tornou-se amplamente utilizada
a partirde 1990 (WILLIAMS et al., 1999) e pode ser usada para deteccao de
racas de fungos (KURAMAE; SOUZA, 2002) e estirpes de bactérias.

A PCR quantitativa ou PCR em tempo real consiste na multiplicacéo
enzimatica de seqlUéncias de DNA e deteccdo do produto amplificado por
fluorescéncia durante a amplificacdo. A técnica consiste em aplicar principios
basicos da PCR tradicional somado ao uso de sondas fluorescentes e deteccao
dos produtos em tempo real. A deteccao do produto amplificado ou “amplicons”
pode ser realizada por diferentes sistemas fluorescentes (MACKAY et al.,
2002). O sistema TagMan® consiste em adicionar um oligonucleotideo de
aproximadamente 25 nucleotideos denominado sonda TagMan® que contém
na extremidade 5’, um composto de alta energia denominado “reporter” e na
extremidade 3’, uma molécula receptora de energia denominada “quencher”
ao mix de PCR. Esta sonda é desenhada para anelar especificamente na
fita molde entre os primers reverse e forward. Apds cada ciclo da reacao,
subseqlientemente a polimerizagcdo, a enzima Taq polimerase atua como uma
exonuclease no sentido 5’-3’, degrada a sonda e libera as duas moléculas.
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A molécula “quencher” liberada e com energia emite fluorescéncia que é
detectada pelo sensor do equipamento, sendo proporcional a quantidade de
produto amplificado (Fig. 3).

T TOT T TTTITIT

Fita dupla de DNA a

I

Fita dupla de DNA b

Fita molde de DNA m M

primer

primer c1-sonda-c2
Fita molde de DNA

Fig. 3. Estagios da técnica PCR
em tempo real com o sistema
TagMan® de sondas ligadas a
uma molécula de croméforo e
uma molécula “quencher”: a) fita
d dupla de DNA molde intacta; b)
desnaturacdo do DNA molde e
separacao das fitas; c) anelamento
dos primers e da sonda TagMan®
marcada; d) polimerizacdo das
novas fitas e desligamento dos
croméforos e “quenchers”; e)
desligamento da polimerase e
emissdo de fluorescéncia forte.

Enzima Taq polimerase . .
Enzima Taq polimerase

Fluorescéncia

A proximidade entre os cromé6foros na sonda original antes do anelamento
evita as emissbdes de fluorescéncia apds excitacao a partir da fonte de luz do
termociclador. A deteccao da seqliéncia alvo é obtida quando o equipamento,
por meio de um programa de computador, indica que foi atingido o primeiro valor
detectdvel acima do limite de referéncia, o qual é definido como a fluorescéncia

de base sem ocorrer reacao de PCR (Fig. 4).

Outro sistema interessante para ser utilizado em PCR quantitativa é o de
“molecular beacons” (TYAGI; KRAMER, 1996). Neste sistema, as oligosondas
também possuem fluoréforos e quenchers nas extremidades, mas apresentam
uma conformacado secundéaria de DNA tipo haste e alca com os croméforos
préoximos entre si e parte da fita anelada no inicio da reacao enzimatica. Na
alca, hd uma seqiiéncia complementar a fita molde de DNA, de modo que,
quando a reacao se processa, a sonda hibridiza-se com a fita molde e adota uma
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conformacao linear mantendo distantes os croméforos. Nesta situacdo, uma
pequena quantidade de fluorescéncia é produzida e corrigida pelo programa de
modo a nao interferir na deteccao. A possibilidade de utilizacao de fluoréforos
de diferentes cores na mesma reacao permite detectar diferentes seqliéncias
alvo.

400 -~

300

200 + Linha de deteccao

cd

Fluorescéncia

Linha de base

O T T T T
10 20 30 40
NuUmero de ciclos de PCR

Fig. 4. Curva hipotética de amplificacdo de seqiiéncia de DNA de um fitopatégeno via
PCR em tempo real.

Onde: cd - ciclo de deteccao do fitopatégeno.

O sistema SYBR® Green para PCR em tempo real também é fluorescente e
tem como caracteristicas o baixo custo relativo aos demais, maior factibilidade e
inespecificidade quanto ao substrato de fita dupla. O uso deste sistema baseia-
se na adicao de um croméforo denominado SYBR Green ao mix da reagcao de
PCR no inicio da reacao (VITZTHUM et al., 1999). A molécula de SYBR Green
apresenta um pequeno nivel de fluorescéncia basal sem estar ligada a fita dupla
de DNA, o que nao interfere na quantificacdo dos amplicons e na deteccao
da seqliéncia alvo, uma vez que esta quantidade basal é considerada pelo
programa. Os picos de fluorescéncia aumentam de acordo com o aumento do
numero de fitas duplas no mix da reacao, uma vez que o composto intercala-se
e liga-se a fita dupla e desliga-se da mesma durante a desnaturacao (Fig. 5).

Atualmente, uma série de equipamentos esta disponivel no mercado para
apraticade PCR em tempo real como o Gene Amp 5700® da Applied Biosystems
(Foster City, Califérnia), o iCycler iQ™ da empresa Bio-Rad (Hércules, Califérnia)
e o Smart Cycler® TD da Idaho Technologies (Salt Lake City, Utha), além de
outros. Até o momento apenas o Smart Cycler® TD tem a capacidade de realizar
até 16 reacdes independentes. Para viabilizar a aplicacdo pratica da PCR em
tempo real na adrea de Fitopatologia, alguns protocolos foram desenvolvidos para
detectar fungos em sementes (ZHANG et al., 1999), bactérias em sementes
(BERG et al., 2006) e virus em tecidos de plantas (ROBERTS et al., 2000).
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Fita dupla de DNA molde a

Fita dupla de DNA com moléculas de SYBR Green b

Fita dupla de DNA em desnaturacdo com moléculas de SYBR Green

Enzima Taq pollmerase’ VBR Green
Primer
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Fitas simples de DNA molde, moléculas de SYBR Green, primers e polimerase d

Primer

Enzima Taq polimerase ,
Primer Enzima T li
SYBR Green nzima Taq polimerase

Fluorescéncia forte
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Fig. 5. Estagios da técnica PCR em tempo real com o sistema SYBR Green®: a) fita dupla
de DNA molde intacta; b) integracéo e ligacdo do corante a fita dupla; c) desnaturacao
do DNA molde, separacdo das fitas e desligamento do corante; d) solucdo contendo
DNA molde, primers, polimerase e corante; e) anelamento dos primers e acoplamento da
polimerase; f) polimerizacdo das novas fitas, desligamento da polimerase e ligamento do
corante nas fitas duplas de DNA.
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6. Reacdo em Cadeia da Polimerase e Analise
Filogenética de Seqiiéncias do DNA Gendémico

A escolha da PCR associada a analise filogenética de seqliéncias
como técnica padrao para diagnose de doencas de plantas depende de boa
infra-estrutura no laboratdrio para extracdao de DNA, seqlienciamento e
analise de dados. Apd6s a analise do material vegetal, o pesquisador
pode optar por isolar primeiramente o microrganismo em meio de
cultura e multiplica-lo para extracao de DNA. Nao sendo possivel cultivar
o patdégeno em meio de cultura, a PCR poderd ser realizada com
extrato vegetal ou DNA extraido dos tecidos infectados. Os fragmentos
de DNA amplificados poderao ser clonados em vetores ou enviados
diretamente para seqlienciamento. Quando se trata de doenca sem
sinais visiveis do patégeno, uma série de inferéncias é feita no material
coletado em diferentes idades e sintomas, antes de se proceder a anélise
molecular. Quando nédo é possivel a verificacao de sinais do patégeno
no tecido atacado com microscépio de luz e acredita-se que a doenca
é causada por um agente bidtico, primers especificos para micoplasmas,
virus e virdides sado avaliados. No caso de ocorréncia de um fungo
desconhecido cultivavel em meio de cultura, ou conhecido mas nado ao
nivel taxonémico desejado, pode-se realizar a identificacao molecular
por meio de seqliéncias correspondentes a rDNA 18S, 5.8S e ITS de rDNA
(“Internal Transcribed Spacer” de DNA Ribosomal Nuclear) com o uso de
primers universais. Outras regides gendtmicas também sdo importantes
para diferenciar espécies, a exemplo do gene correspondente ao rDNA
28S, TEFa (fator de traducao e elongacao 1-alfa), RPB1 (subunidade | da
RNA polimerase Il). O mesmo procedimento com primers universais pode
ser adotado para diagnose molecular de nematdides e bactérias, sendo
neste Ultimo caso utilizados primers para amplificacdo do rDNA16s ou
regioes especificas do genoma. Em todos estes casos, depois de
obtida a seqlUéncia do gene, uma anélise filogenética para fins taxondmicos
é realizada em programas de computador (Fig. 6) (GONCALVES, 2003).
Primers exclusivos para espécies até grupos infra-subespecificos
(KURAMAE; SOUZA, 2002; MAHUKU et al., 2006) também podem ser
utilizados na diagnose molecular de doencas de plantas causadas por
fungos e bactérias bem como para espécies de micoplasmas, virus e
viréides (LEE et al., 2001; ZERBINI et al., 2001; DUSI; MARINHO,
2001). Nesses casos, a presenca de uma banda marcadora do grupo no
gel significa resultado positivo para a diagnose, tendo como comparador
um isolado tipo do grupo. Marcadores baseados em seqliéncias repetitivas,
a exemplo das seqUéncias ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Sequence), REP (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence) e
BOX, podem ser utilizados para caracterizar populacdes especificas e,
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nestes casos, tornam-se ferramentas valiosas na diagnose molecular de
isolados de interesse (WILLIAMS; FITT, 1999).
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Fig. 6. Etapas da identificacdo molecular de fitobactérias por andlise filogenética
de seqlUiéncias de rDNA16S a partir de DNA de diferentes isolados de bactérias
patogénicas ao eucalipto (i1a i7); e a direita marcador 1Kb: a) gel de agarose com
fragmentos amplificados via PCR; b) gel visualizado em luz ultravioleta; c) gel com
marcas fortes dos plasmideos contendo os genes; d) seqlienciador automatico ABI Prism
377; e) eletroferograma parcial de sequéncia de DNA.

7. Perfil de Acidos Graxos (Fame)

Os lipideos ou acidos graxos sao extensas moléculascomesqueleto
de carbono que tém a funcdo de estruturar a membrana plasmatica e
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servir de reserva de energia. Em fungos e bactérias, o perfil quali-
quantitativo de acidos graxos por meio de cromatografia gasosa pode
ser utilizado na diagnose molecular de doencas de plantas (LANOISELET
et al., 2005). Atualmente, um sistema automatizado denominado MD
(Microbial lIdentification System) é capaz de identificar com grande
precisdao fungos filamentosos, leveduras e bactérias por meio da anélise
qualitativa e quantitativa dos acidos graxos presentes na parede celular
destes microrganismos. Este sistema constitui de um cromatégrafo
gasoso acoplado a um computador, o qual armazena a base
de dados dos perfis de acidos graxos de uma grande colecdao de
espécimes, além do programa que analisa os dados obtidos na leitura do
cromatégrafo. A metodologia de identificacdo consiste em cultivar
0 microrganismo alvo, extrair os acidos graxos, aplicar a amostra e
aguardar os resultados que saem em forma de graficos e tabelas com
a indicacao da espécie e indice de similaridade. Para os casos em que nao
ha na base de dados informacdes suficientes para reconhecer o organismo
que se deseja identificar, o sistema indica os taxa mais provaveis e
seus respectivos valores de similaridade, além do perfil encontrado na
amostra. A identificacdo de bactérias com este sistema pode constituir
rotina na diagnose molecular de doencas de plantas, além de ser mais
uma ferramenta de trabalho para a pesquisa que envolve a taxonomia de
fitopatdgenos. A desvantagem é que esse sistema é caro e existe
em poucos laboratdrios no Brasil. Contudo, apresenta vantagens
para trabalhos taxondmicos pois jd possui uma extensa biblioteca e
um programa de anélise de dados, mesmo havendo limitacdes devido a
baixarepetibilidade de resultados para usuarios iniciantes e paraisolados
desconhecidos de sua base de dados. Este sistema tem sido usado com
sucesso para a identificacao de Xanthomonas spp. e Pseudomonas spp.
(YANG et al., 1993, JANSEN et al., 1996).

8. Perfil Isoenzimatico por Eletroforese, Perfil Indireto
de Enzimas e Analise Soroldgica

Toda proteina é codificada por um gene correspondente. Ao
considerar as pequenas variacdes no genoma de espécies de um
mesmo género, a auséncia de uma determinada proteina em uma espécie
dada por uma pequena alteracdao no alelo do gene responséavel por
sua codificacdo pode ser considerada uma caracteristica taxon6mica
fenotipica, a exemplo dos padrées de ranhuras na parte posterior de
fémeas de fitonematdides. Ao reunir informacdes da presenca ou
auséncia de proteinas denominadas isoenzimas em numero suficiente
para separar as varias espécies dentro de um género e espécimes de
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uma espécie, ou ainda, racas dentro da espécie, o pesquisador poderé
auxiliar-se deste recurso para a diagnose de uma determinada doenca.
O perfil de isoenzimas é uma técnica que apdés sua implementacao e
padronizacao apresenta utilizacao simples, eficaz e de baixo custo, sendo
seu emprego direcionado aos patégenos cuja informacado de perfis de
isoenzimas estd bem caracterizada.

No caso de andlise do perfil indireto de enzimas, inicialmente
os espécimes em cultura pura sao cultivados em meios que contém
fontes distintas de carbono, nitrogénio, lipideos, aminoacidos e outras
substancias. Estes testes sao realizados em tubos de ensaio fornecendo
separadamente cada substédncia que se deseja avaliar quanto
a utilizacdao ou nao pelo microrganismo alvo. Frequentemente, estes
testes sdo empregados nadiagnose de doencas causadas por bactérias.
Atualmente, sistemas automatizados tém sido muito utilizados para
facilitar parte deste trabalho, ndo dispensando, no entanto, a incluséao
de provas bioquimicas em alguns dos testes necessarios em cada
género. No caso de nao dispor de sistema automatizado, o pesquisador
deve realizar uma anélise numérica de uma grande quantidade de dados
utilizando-se para tanto um programa de computador apropriado. O
sistema de analise de perfil de uso de fontes de carbono BIOLOG®
(JONES et al., 1993) tem este objetivo e consiste em avaliar a existéncia
e producao de enzimas capazes de converter substratos diversos de fontes
de carbono presentes numa microplaca contendo um corante indicador.
Com os resultados de positivo ou negativo para cada fonte de carbono,
o sistema permite por meio de andlise de agrupamento perfazer uma
taxonomia numérica (Fig. 7) e indicar a espécie presente. Devido ao aumento
da complexidade do trabalho taxonémico a partir de provas bioquimicas
necessarias, outro sistema possivel de uso automatizado ou manual
denominado API® System (BioMérieux, Franca) (Analytical Profile Index) tem
sido utilizado em taxonomia de fitobactérias, a exemplo de Serratia spp.
(RASCOE, et al., 2003) e Erwinia spp. (SHUERGER; BATZER, 1993).

Jé a andlise soroldgica para a deteccao de patégenos conhecidos é uma
técnica muito util na diagnose de doenca de plantas devido ao baixo custo e
facilidade de execucao. A técnica consiste na extracao de proteinas do
agente causal da doenca, a partir da planta com sintomas de doenca
causada por virus, fungos ou bactérias ou mesmo a partir de cultura pura de
bactérias ou fungos, e andlise deste material mediante a técnica conhecida
como Elisa (Enzyme linked immunosorbent assay) (CLARK; ADAMS, 1977).
Em seguida, anticorpos especificos conjugados com a enzima catalizadora
do teste devem ser adicionados a amostra alvo, conjuntamente com um
substrato para reacao colorimétrica, por exemplo, p-nitrofenilfosfato. O
resultado é lido com um sensor colorimétrico denominado espectrofotémetro
em comprimentos de onda especificos para cada enzima.
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Fig. 7. Andlise do perfil de utilizacdo de fontes de carbono por bactérias fitopatogénicas:
a) col6nias de bactéria em meio Biolog; b) suspensao de bactérias em tubos; c) microplacas
em fase de semeio da suspensdo de bactérias; d) camara BOD para cultivo de bactéria;
e) equipamento leitor de placas de Elisa; f) microplacas com resultados positivos (pocos
roxos) e negativos (pocos claros); g) tabela com resultados da porcentagem de isolados
da espécie com resultado positivo para a fonte de carbono.

9. Conclusodes

Para a tomada de decisdo quanto as acdes a serem realizadas visando ao
controle ou manejo integrado de doencas numa planta ou numa populacao
de plantas, sejam cultivadas ou daninhas, é fundamental ter a diagnose
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correta dadoenca com aidentificacdao precisa do agente causal. Tecnologias
modernas que associam uma abordagem multiplacomo as técnicas de avaliacao
do perfil genotipico e fenotipico de agentes biéticos causadores de doencas em
plantas sdao ferramentas fundamentais para uma diagnose eficaz. A partir
do desenvolvimento da biologia molecular, concomitantemente com
a ciéncia da Computacdo, da Microbiologia e da Fitopatologia, tornou-
se possivel avaliar um maior nimero de caracteristicas dos fitopatégenos,
tanto do genoma ou mesmo de plasmideos no caso de bactérias, utilizando-
se hibridizacdao com sondas, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), marcadores AFLP, RAPD, ARDRA, PCR (Polymerase Chain
Reaction) e PCR quantitativa (POOLER et al., 1995). Adicionalmente, as
técnicas que empregam sistemas automatizados ou nao para avaliar o perfil
de acidos graxos da parede celular (FAME), o perfil de utilizacao de fontes
de carbono (p. ex. BIOLOG) e o perfil de proteinas rednem em suas
bibliotecas respostas dos isolados tipos e de uma ampla gama de espécimes
de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Para os nematdides, o
perfil de isoenzimas e a morfologia sao as técnicas predominantes para
a diagnose, com uma crescente tendéncia ao uso de marcadores moleculares,
fundamentadas em seqliéncias de DNA. Este aumento do conhecimento
das caracteristicas genotipicas e fenotipicas de fitopatdgenos associadas as
especificidades dos mesmos quanto aos hospedeiros e ao clima permitiu
classifica-los em taxa que representam com grande fidelidade as divisbes
naturais, resultando num sistema nomenclatural estavel. Atualmente, no Brasil
a diagnose de rotina em laboratérios de fitopatologia e patologia florestal
emprega técnicas tradicionais de isolamento direto, cultivo quando necessério
e andlise microscépica e morfometria em microscépios de luz comum. Tais
abordagens apresentam resolucdao em nivel de espécie e tém tido éxito em
orientar medidas de controle de doencas, pois estas medidas apresentam
amplo espectro de acdao. Mesmo que este diagndstico resulte na identificacdo
correta do patégeno até ao nivel de género, podera haver éxito no controle da
doenca causada por este, na propriedade. No entanto, para efeito de adocao
de sistemas de manejo integrado dentro do conceito de desenvolvimento
sustentavel e para a perpetuagdao de um necessario e rigoroso sistema de
seguranca biolégica no Brasil, a taxonomia molecular deve se consolidar como
ferramenta Gtil para suportar decisdes precisas e seguras.
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A Comunicacado Quimica entre os Insetos:
Obtencao e Utilizacao de Feromodnios no
Manejo de Pragas

Marcilio José Thomazini

1. Introducéao

A expansao e a evolucdo da agricultura brasileira trouxeram avancos
econdmicos e tecnolégicos a sociedade; no entanto, impactos negativos também
foram observados, como, por exemplo, no controle de pragas que, em muitos
casos, passou a ser realizado preventivamente, com base em calendarios, sem
saber se a praga se encontrava em um nivel populacional que pudesse causar
danos a cultura.

O uso indiscriminado de pesticidas resultou em problemas como
resisténcia de pragas aos produtos quimicos, aparecimento de pragas
secunddrias, ressurgéncia de pragas pela destruicao de seus inimigos naturais,
efeitos adversos em insetos benéficos, efeitos téxicos ao homem e em animais
e efeitos negativos ao meio ambiente.

Para fazer frente a isso, investiu-se em novas tecnologias, fundamentadas
em conceitos, que pudessem minimizar os riscos dos pesticidas. Surge entao
o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que visa, por meio de amostragens
sistematicas, enfatizar o controle biolégico natural e os niveis de acao, manter
as pragas abaixo do nivel de dano econdmico, de forma harmoniosa com o
homem e meio ambiente.

Entre as taticas de manejo de pragas com grande importancia dentro
do MIP destaca-se aquela baseada no comportamento, principalmente no que
se refere aos aspectos da comunicacao entre insetos e insetos-plantas. Essa
comunicacdo ocorre por meio de diferentes sinais, entre estes destacam-se os
quimicos, visuais e vibracionais. A longa e curta distancia o sinal quimico é o
mais importante. Um inseto é capaz de reconhecer a quildbmetros de distancia o
odor emitido pelo parceiro no meio de uma gama de odores na natureza.

Os odores sdao muito importantes na localizacdo de presas, na defesa e
agressividade, na selecao de plantas, na escolha de locais de oviposicao, na corte
e acasalamento, na organizacao das atividades sociais € em diversos outros tipos
de comportamento (VILELA; DELLA LUCIA, 2001a).
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2. Conceitos sobre Comunicacdo Quimica

A descoberta das substancias quimicas que intermedeiam as relacdes
entre organismos da mesma espécie, denominadas feroménios, e entre
espécies, denominadas aleloquimicos, pode permitir o desenvolvimento de
novos produtos para uso no manejo integrado de pragas.

Os feromOnios agem na comunicacao intra-especifica e sdo divididos
segundo sua fungcdao como feromoénio de alarme, sexual, de atracao e agregacao
entre outros; os aleloquimicos agem na comunicacao interespecifica e podem
ser divididos em trés classes: 1) cairomdnios, um composto ou uma mistura
de compostos que beneficia o receptor do sinal. Como exemplos existem
os volateis induzidos de plantas, devido ao dano causado por herbivoria,
que agem na atracdo de parasitéides de ovos (MORAES et al., 2005a); 2)
alomonios, substancias que beneficiam o emissor do sinal. Como exemplo
tem-se as substancias de defesa de artrépodes, como veneno de vespas,
substancias repelentes em formigas, substancias para atrair e subjugar presas
e diversos compostos secundarios de plantas como substancias de defesa
contra herbivoro; 3) sinomoénios, sinais que beneficiam tanto o emissor como o
receptor e sao identificados na interacao planta-herbivoro, herbivoro-predador
e no terceiro nivel tréfico. Como exemplos de sinomoOnios podem ser citadas as
interacdes formiga-pulgao, odores florais e polinizadores e planta e parasitéide.
Os aleloquimicos podem se originar tanto de plantas, como insetos, alimentos
ou outras fontes.

Os insetos sao capazes de distinguir com precisao quantidades diminutas
de um odor ou uma mistura destes na complexidade de odores que os cerca.
Por exemplo, uma fémea acasalada procurando o local ideal para oviposicao
deve ter a habilidade para localizar a planta hospedeira e ignorar todos os
outros odores. Uma fémea do percevejo-praga da soja Euchistus heros é capaz
de perceber o feroménio sexual do macho no meio de uma plantacao de soja
de milhares de hectares.

Durante as ultimas quatro décadas houve um grande avanco naimportancia
de feromdnios em programas de manejo de pragas (BIRCH, 1982; VILELA; DELLA
LUCIA, 2001b). Estes compostos tém varias vantagens quando comparados
aos pesticidas quimicos: a) sdo especificos; b) ndo afetam populacdes de
pragas secundarias ou inimigos naturais; e c) tém baixa toxicidade a mamiferos
(SILVERSTEIN, 1981). A utilizacao de feromdnios como um método direto de
controle de pragas ou para o monitoramento de populacdes pode contribuir
para prevenir o uso indiscriminado de inseticidas.

Os feromdnios, tanto os sexuais como os compostos defensivos, em sua
maioria, possuem caracteristica multicomponente. Os compostos de defesa
produzidos por percevejos sdo de baixo peso molecular e compartilhados por
vérias espécies, mas ha uma tendéncia da mistura de componentes de defesa
ser especifica, isto é, as espécies apresentam varios componentes em comum,
mas ao menos um é diferente ou as proporcoes entre eles sdo bem distintas
entre as espécies. A mistura do feromodnio sexual é constituida, no geral, por
dois ou trés compostos e é espécie-especifica. Esta especificidade é garantida
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pela presenca de multicomponentes, além de insaturacdes, ramificacoes,
grupos metilicos, e grupos funcionais nas cadeias lineares.

Um bom exemplo da importancia da presenca de multicomponentes é
o feromodnio sexual dos lepidépteros, grupo no qual quem libera o feromédnio
sexual é a fémea. Os insetos da ordem Lepidoptera apresentam uma diversidade
de feromOnios baseada em poucas estruturas basicas e podem ser divididos em
dois grandes grupos, chamados tipo | e Il. Os compostos do grupo | apresentam
estrutura carboénica linear, variando de 10 a 18 carbonos, com grupos funcionais
terminais, alcool, acetato ou aldeido, e duplas ligacbes, sendo a sua maioria dos
compostos de O a 3 instauracdes. Os do tipo Il sdo hidrocarbonetos de cadeias
longas de C,a C,, e seus epdxidos (ANDO et al., 2005).

A mariposa do bicho-da-seda, Bombyx mori, foi o primeiro lepidéptero a
ter seu feromoénio identificado e produz como ferom6nio sexual um composto
do tipo | (KARLSON; BUTENANDT, 1959), chamado de bombicol (Fig. 1).

Fig. 1. Estrutura quimica do feroménio sexual da mariposa Bombyx mori, (E,Z)-10,12-
Hexadecadien-1-ol.

Na ordem Heteroptera a diversidade dos compostos pertencentes ao
feromoénio sexual é muito maior do que nas mariposas e nao ha padroes de
estrutura quimica tdo bem estabelecidos para familias ou subfamilias. No
entanto, é possivel observar um padrdao dentro do mesmo género, embora
isso nem sempre ocorra (MILLAR et al., 2005). Na familia Pentatomidae
quem libera o feromonio sexual sdo os machos. Os géneros Acrosternum e
Nezara compartilham os mesmos componentes na mistura do feromonio
sexual, o trans —(Z)-epoxi-bisaboleno ((Z)-(1" S,3" R,4’ S) (-)-2-(3',4’-epoxi-4'-
metilciclohexil)-6-metilhpeta-2,5-dieno) (Fig. 2); trans-Z-BAE e seu isbmero cis
(cis-Z-BAE) (BAKER et al., 1987; ALDRICH et al., 1987; McBRIEN et al., 2001).
A especificidade do ferom6nio sexual ocorre devido a diferentes proporcdes
destes dois compostos na mistura feromonal.

:_0
S =
cis-Ep6xi-bisaboleno trans-Epoxi-bisaboleno

Fig. 2. Cis e trans -(Z)-ep6xi-bisaboleno ((Z)-(1" S,3" R,4" S) (-)-2-(3’,4’-epoxi-4'-
metilciclohexil)-6-metilhepta-2,5-dieno), o feromoénio sexual produzido por diferentes
géneros de Acrosternum e Nezara.
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O percevejo Tibraca limbativentris, praga da cultura do arroz, libera o
sesquiterpeno alcodlico zingibenol (BORGES et al., 2006). Este composto é
altamente atrativo as fémeas em bioensaios usando olfatébmetros em Y. Um
outro pentatomideo que tem como feromdnio sexual um sesquiterpeno, o (7R)-
sesquifelandreno, é Piezodorus guildinii, praga da cultura da soja. Ja E. heros e
Thyanta perditor tém como feromonio sexual ésteres acetatos. Em E. heros foram
identificados trés acetatos especificos do macho, 2,6,10 trimetiltridecanoato
de metila, (E,Z)-2,4-decadienoato de metila e 2,6,10 trimetildodecanoato de
metila (Fig. 3). 7. perditor tem um Unico composto especifico no macho que é
o éster (E2,Z4,Z6) decatrienoato de metila (BORGES et al., 1997, MORAES et
al., 2005b).

/\)\/\)\/\)\ 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila
CO,Me
M 2,6,10 trimetildodecanoato de metila
CO,Me

N ONg (E,Z2)-2,4-decadienoato de metila

Fig. 3. Estrutura quimica dos componentes do feroménio sexual do macho do percevejo
Euschistus heros.

Nos curculionideos os machos produzem o feroménio sexual e os
compostos identificados no geral sdo de origem terpendide. O bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis, tem quatro componentes na sua mistura
feromonal, todos derivados do isopreno. Os dois principais componentes
consistem de Aalcoois terpendides, o dlcool grandisol (1R,2S)-cis-2-
isopropenil-1-metilcyclobutanoetanol e o &lcool (Z)--3,3 dimetil delta-1-beta-
ciclohexanoetanol e, em menores quantidades, dois aldeidos terpénicos, os
(Z)-3,3-dimetil-delta-1-alfa-ciclohexanoacetaldeido e (£)-3,3-dimetil-delta-1-
alfa-ciclohexanoacetaldeido (TUMLINSON et al., 1969).

Atualmente na literatura é possivel encontrar milhares de compostos
identificados como feromodnio de insetos (THE PHEROBASE, 2007), mas sabe-
se muito pouco sobre a fungdo destes compostos na comunicacdo quimica
entre inseto-inseto ou inseto-planta para torna-los uma nova ferramenta no
manejo de inimigos naturais e outros insetos.

3. Metodologias para Obtencao de Feroménios

Feromoénios, principalmente os sexuais, sdo geralmente obtidos em
quantidades diminutas, de yg a mg, sendo moléculas orgédnicas com centros
quirais e/ou instauracdes e ramificacées, em geral, de baixo peso molecular de
60 a 220 u, o que garante a volatilidade da molécula. A maior dificuldade de se
trabalhar com feroménios é que esses compostos sao produzidos e liberados
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pelos insetos em quantidades muito pequenas. No caso do feromdnio sexual
é mais complicado devido a presenca de uma série de compostos defensivos
produzidos em grandes quantidades que podem mascarar sua identificacao.

A identificacao de um feroménio sexual requer uma série de etapas
interligadas: criacdo e manutencao de uma colbénia de insetos; bioensaios com
insetos vivos, para entender o comportamento e avaliar quem é o sexo produtor
do feromonio sexual; aeracdo ou extracao do feromdnio por solvente; anélise
quimica, para identificacdao estrutural do composto; sintese do feroménio e
mais bioensaios para avaliar se o feroménio isolado e o sintético estimulam
alguma mudanca no comportamento do inseto. Apds estas etapas, a eficiéncia
dos compostos volateis serd testada em campo, com uso de diferentes
armadilhas.

Zarbin (2001) relata, detalhadamente, os principais procedimentos para
extracao, isolamento e identificacdo de substancias volateis de insetos e enfatiza
que as pesquisas com feromdnios caracterizam-se pela interdisciplinaridade,
envolvendo vérias adreas do conhecimento, e técnicas que permitam obter
materiais naturais puros, com bom rendimento, em escala de nanogramas.

Para o primeiro feroménio sexual identificado, o da mariposa B. mori no
final da década de 1950, foram utilizados mais de 500 mil insetos. Nos dias
atuais é possivel a identificacdo de um feroménio sexual com poucos insetos e,
algumas vezes, com até um Unico inseto, devido ao grande avanco tecnoldgico
ocorrido nas ultimas décadas.

3.1. Coleta do Material

Aobtencdaodeumferomoéniopodeserfeitausandodiferentes metodologias.
E importante conhecer a fisiologia do inseto para poder decidir qual a melhor
metodologia de extracao.

Para os percevejos pentatomideos, quando se esté interessado na coleta
dos compostos defensivos dos adultos o mais indicado é coletar o material
diretamente da glandula, usando um microcapilar de vidro. Os percevejos
apresentam uma glandula grande de cor alaranjada chamada de glandula
metatoracica (GM), podem ser dissecados e a GM pode ser facilmente encontrada
e exposta (BORGES; ALDRICH, 2001). Com o auxilio de um microcapilar de
vidro, afinalado em uma das extremidades, pode-se cuidadosamente inserir a
extremidade afinalada na glandula e a secrecdo que estd no seu interior sobe
por capilaridade. A secrecao pode ser dissolvida em um solvente organico como
diclorometano, éter, hexano. No caso de ninfas de percevejos as glandulas
estao localizadas na parte abdominal dorsal. Assim sendo, é mais facil obter os
compostos das glandulas mergulhando as exdvias, nas quais as glandulas estao
presentes, direto em uma pequena quantidade de solvente.

Para coletar o feromonio sexual de mariposas € possivel extrair a glandula
das fémeas, que fica no ovipositor. A lagarta-elasmo, E/lasmopalpus lignosselus,
tem habito noturno e expoe a glandula durante a noite, liberando o feromonio
para atrair os machos. Neste caso, pode-se tanto cortar a glandula quando esta
exposta e mergulha-la em um solvente para a extracao, ou realizar aeracoes.
No primeiro caso ha a vantagem da facilidade e rapidez, mas a desvantagem
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de contaminacao da amostra com outros compostos que estao no interior da
glandula e tecidos que a envolvem.

Na extracao por aeragao a garantia de que somente os compostos volateis
liberados estao sendo extraidos é maior. A aeracdo é conduzida com machos e
fémeas colocados, separadamente, em camaras de vidro de 1 litro (ZHANG et
al., 1994) (Fig. 4). O ar é introduzido na cadmara de vidro através de uma bomba
de vacuo. Antes de alcancar o olfatémetro o fluxo de ar deve ser filtrado usando,
por exemplo, um filtro de carvao ativado a uma taxa de 1.000 ml/h. A bomba
de vacuo é conectada a dois tubos de vidro (15 cm de comprimento x 1,5 cm de
didametro) contendo alguns miligramas de adsorvente quimico, como Super Q
(Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL), Tenax, Porapak ou carvao ativado, nos
quais os voléateis serdo retidos (MILLAR, 1998). O formato e volume da camara
podem variar conforme os requerimentos do inseto (tamanho, caracteristicas
biolégicas e quantidade necessaria de insetos a fim de obter volateis em ndimero
suficiente para as andlises quimicas e bioensaios).

Bl
=3
o
o
c
o
5]
2
2
o
o
o«
o
L2
=
@
c
©
Q
o«
o
<
5
o
)
[’
©
a
o
o
a
£
w
©
o©
o
2
5
T
S
<
S
|2
o
L

Fig. 4. Exemplo de um sistema de aeracdo para coleta de volateis de insetos.

Durante as aeragbes os insetos podem ou nado ser alimentados. Para
alguns percevejos pentatomideos a vagem fresca de feijao pode ser usada como
alimento. Neste caso é importante fazer a aeracao do alimento como controle.

Os insetos sao aerados continuamente durante varios dias e a extracao
dos volateis do adsorvente que estd nos tubos é feita diariamente usando-se
hexano, éter ou outros solventes organicos.

Os extratos obtidos nesse processo sdo concentrados sob um leve fluxo
de nitrogénio a, aproximadamente, 0,1 inseto/equivalente (l.E.)/ul para serem
usados em bioensaios. Nas andlises quantitativas o volume do extrato é reduzido
para, aproximadamente, 200 ul.
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3.2. Analise e Fracionamento dos Extratos

Os extratos e as fracoes podem ser analisados por cromatografia gasosa,
com cromatégrafo equipado com um detector de ionizacao por chama para
andlise quantitativa. Na identificacdo dos compostos os extratos sdo submetidos
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A coluna e
o programa de temperatura devem ser escolhidos dependendo da classe de
compostos presentes nos extratos.

Os extratos poderdao ser fracionados usando diferentes estratégias
dependendo da classe dos compostos separados. Em geral, os fracionamentos
sdo conduzidos utilizando-se colunas de silica gel e solventes de diferentes
polaridades. As proporcdes entre os solventes podem variar conforme a
caracteristica quimica dos compostos presentes nos extratos (MILLAR, 1998).

3.3. Identificacdo Estrutural dos Componentes

Os componentes presentes nos extratos de insetos machos e fémeas
e de plantas sao identificados por comparacao do padrdao de fragmentacao
usando-se uma biblioteca de dados de espectro de massas. As identificacoes
sdo confirmadas por comparacao do tempo de retencdo e comparacao do
espectro de massas com padrdoes auténticos e calculo dos indices de Kovats
em colunas cromatograficas capilares polares e apolares.

Microderivatizagc6es podem ser conduzidas para auxiliar na identificacao
estrutural dos compostos. H4 uma vasta gama de possiveis estratégias para
identificar a presenca de grupos funcionais na molécula e localizar a posicao
de insaturacoes e ramificacoes na cadeia (ATTYGALLE, 2000). Um exemplo
de uso de microderivatizacdes na identificacdo de feromoénio foi o estudo
conduzido com T. /limbativentris, cujo feromo6nio sexual foi identificado como o
zingeberenol. O espectro de massas obtido para este composto por impacto por
elétrons nao apresentou o ion molecular m/z 222, mas o padrao de fragmentacao
sugeria um sesquiterpeno e a perda de agua e, portanto, a provavel presenca
de um grupo alcodlico. Para confirmar a presenca do grupo OH foi conduzida
uma microderivatizacdo usando o reagente de sililacao N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSFTA). O novo espectro de massas obtido do extrato
derivatizado mostrou um ion molecular em m/z = 294, confirmando a presenca
do grupo OH (BORGES et al., 2006). O aumento do peso molecular ocorreu
devido ao grupo Si(CH.). que substituiu o préton labil do grupo OH (Fig. 5).
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Fig. 5. Reacao de sililacdo do zingibernol, feroménio sexual do percevejo Tibraca
limbativentris, com MSFTA.
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3.4. Eletroantenografia

A eletroantenografia € uma técnica que usa como detector a antena do
inseto. Tanto a eletroantenografia usando compostos puros de forma discreta
como a eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa, que analisa extratos
puros com multicomponentes, permitem aos pesquisadores a identificacado de
compostos que geram respostas eletrofisiolégicas e que provavelmente terao
algum papel no comportamento de uma determinada espécie. No entanto, por
meio da eletroantenografia nao é possivel discernir qual o papel deste composto
(para isto sao conduzidos bioensaios em laboratério e/ou no campo), mas essa
técnica auxilia na identificacao de possiveis compostos, dentro de uma mistura,
que podem ser ativos, eliminando a necessidade de realizar bioensaios com
insetos vivos com todos os compostos identificados na mistura (BJOSTAD,
1998).

3.5. Sintese Quimica

A Ultima etapa necessaria para ter certeza da estrutura quimica de um
determinado composto é a sintese quimica e a posterior comparacao dos
dados espectrais e cromatograficos do produto sintético com o natural, além
dos bioensaios com esses produtos. Muitos feroménios apresentam sitios
assimétricos, sendo o inseto capaz de distinguir enantiomeros. No caso de
E. heros, foram identificados trés acetatos especificos do macho, sendo o
2,6,10 trimetiltridecanoato de metila o mais abundante, seguido pelo 2£,4Z
decadienoato de metila e 2,6,10 trimetildodecanoato de metila. Bioensaios
em laboratério e testes de campo mostraram que fémeas de E. heros sao
atraidas principalmente pelo componente mais abundante, sendo a presenca
dos outros dois componentes desnecesséaria (BORGES et al., 1999, 1998a,
1998b). O 2,6,10 trimetiltridecanoato tem trés centros quirais que geram oito
estereoisOmeros possiveis. Para identificar qual a configuracdo absoluta do
composto produzido pelo inseto os oito estereoisdmeros foram sintetizados
(MORI; MURATA, 1994) e testados em laboratério (COSTA et al., 2000).

3.6. Bioensaios

Cada passo do trabalho deve ser monitorado por um bioensaio adequado,
baseado na resposta comportamental do inseto com relacdo ao semioquimico
testado. A metodologia para os bioensaios consiste de testes em olfatémetros
em ambientes com controle das condicdes fisicas (temperatura, umidade,
luminosidade) necessérias aos insetos. As respostas dos insetos em relacao a
fonte natural de feromo6nio serdo comparadas com as respostas a fonte artificial
(compostos sintéticos ou formulagdes).

Baseando-se nos resultados obtidos por meio dos experimentos em
laboratério, os feromoénios serdo testados em condicdes de campo, com
a finalidade de verificar se poderao ser usados como uma ferramenta para o
controle biolégico de insetos-praga. Os testes devem ser feitos com diferentes
tipos/formatos de armadilhas e de fontes de feromoénio.
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4. Feromoénios de Insetos no Manejo de Pragas

Basicamente, os feromoénios podem ser utilizados para monitoramento
do nivel populacional da praga, captura massal visando ao controle da praga e
confundimento, por meio da saturacao da atmosfera com feroménios, de forma
a evitar a localizagcdo do sexo oposto, impedindo assim o acasalamento.

O monitoramento de insetos no campo com feromdOnios pode ser
empregado para deteccao de incidéncia prematura de pragas, por meio
de um sistema sensivel de armadilhas; levantamento de &reas infestadas,
principalmente em grandes areas como florestas, cana-de-aclcar, armazéns;
inspecao quarentenaria, monitorando a entrada de pragas exdticas em portos,
aeroportos, divisas de paises; determinacao de limiares de acao, utilizando a
sensibilidade dos feroménios aliada a correlacdo com parametros climaticos
e fenoldgicos para predizer niveis populacionais que justifiguem um controle;
obtencado de estimativas populacionais, correlacionando o nimero de insetos
capturados na armadilha e a quantidade de ovos e/ou larvas no campo,
normalmente os primeiros instares (BENTO, 2001).

No caso da coleta massal exige-se, em geral, um grande nimero de
armadilhas para coletar a maior quantidade possivel de insetos. As caracteristicas
das armadilhas, como modelo, tamanho, custo, facilidade de construcéao,
cor, retencao de insetos, niumero de armadilhas/area, localizagdo, atraentes
e liberadores de feromoénios, influenciam a eficiéncia do método. Os maiores
casos de sucesso com coleta massal ocorrem em florestas e grandes armazéns
(BENTO, 2001).

O confundimento é uma técnica que necessita de grandes quantidades de
feromdnios no campo, em formulagcdes apropriadas para desorientar e impedir
o acasalamento (BENTO, 2001). A formulacédo deve ter uma taxa de liberagao
de longo periodo e o feromodnio precisa ser estavel. Quanto as pragas polifagas
deve-se considerar que provavelmente nao estarao na cultura na maior parte do
tratamento, e que muitas vezes chegam a cultura ja acasaladas. Com relacao
as pragas monofagas o confundimento pode ser bastante eficiente, como
para o percevejo Campylomma verbasci, praga das macieiras, em que os dois
componentes do feromoénio foram usados com sucesso (McBRIEN et al., 1996).
Outro exemplo do sucesso do método ocorreu com Pectinophora gossypiella, a
lagarta-rosada-do-algodoeiro, sendo o feroménio liberado no campo na forma
de capilares, com acédo de 3 semanas.

O mercado mundial de semioquimicos representa cerca de 1% do mercado
dos inseticidas quimicos e aproximadamente 30% do mercado dos produtos
biolégicos, incluidos nestes Ultimos os entomopatdgenos, inseticidas botanicos
e os insetos benéficos.

Os semioquimicos, especialmente feromoOnios sexuais, tém sido
investigados intensivamente por varios pesquisadores da area de controle de
pragas por mais de uma década. Como resultado, foram descobertos excelentes
caminhos para o seu emprego e varios programas que os utilizam tém sido
implementados (CARDE et al., 1977; DEJONG, 1980;: BENTO et al., 1995).
Além disso, muitos inimigos naturais usam os ferom6nios como um “caminho”
para encontrar o hospedeiro (cairoménios) (BORGES; ALDRICH, 2001).
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Pesquisadores investigaram também o emprego de feroménio de alarme
(GRIFFITHS; PICKETT, 1980) e ainda o uso de cairomOnios para insetos
benéficos (predadores e/ou parasitéides) (ALDRICH et al., 1984), como uma
nova estratégia em programas integrados de controle de pragas.

No Brasil, o primeiro feromdnio sintético utilizado foi o gossyplure, para
monitoramento da lagarta-rosada-do-algodao, em 1979, segundo Flint et
al. (1979), citado por Bento et al. (2001a), os quais também relatam que os
maiores avancos nos estudos com feroménios de insetos coletados no Brasil
comecaram a partir de 1990 e os principais casos de sucesso ocorreram com o
besouro Mygdolus frianus em cana-de-acuUcar (LEAL et al., 1994), a traca-do-
tomate, Tuta absoluta em tomate (SVATOS et al., 1996) e a lagarta-enroladeira,
Bonagota cranaodes em maca (UNELIUS et al., 1996).

Complementando a revisdao de Bento et al. (2001a) é possivel citar
outras pesquisas mais recentes com feromdnios no Brasil e suas implicagdes
a campo, como no caso das respostas de percevejos-praga da cultura da soja
ao feromoénio de E. heros (BORGES et al., 1998b), das pesquisas com a broca-
das-palméaceas, Rhynchophorus palmarum, no que se refere aos testes de
armadilhas e atrativos (TIGLIA et al., 1998; MOURA et al., 1998; DUARTE
et al., 2003; FERREIRA et al., 2003) e taxas de liberacdo do feromonio de
agregacao (DUARTE; LIMA, 2001).

Também devem ser citados os trabalhos em tomateiro como o
monitoramento da traca-do-tomateiro, 7. abso/uta, com armadilhas contendo
feromonio (MICHEREFF FILHO et al., 2000; GOMIDE et al., 2001; BAVARESCO
et al., 2005b) e a avaliacdo do feromdnio sexual da broca-pequena-do-tomateiro,
Neoleucinodes elegantalis (BADJI et al., 2003). Em algodao, destacam-se o
controle da lagarta-rosada-do-algodoeiro, P. gossypiella, com o feroménio de
interrupcao do acasalamento (PAPA et al.,, 2000) e a utilizacao do feromdnio
de agregacao do bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, para atracdo dos adultos na
entressafra (FERNANDES et al., 2001). Michereff et al. (2000) relataram o uso
de diferentes formulacoes de feroménio e de armadilhas para captura da traca-
das-cruciferas, Plutella xylostella, em repolho.

Em citros, ressalta-se o monitoramento do bicho-furdo-dos-citros,
Ecdytolopha aurantiana, com feroménio sexual (BENTO et al., 2001b; PARRA
et al., 2004; REIS JUNIOR et al., 2005) e o trabalho de identificacao, sintese
e avaliacdo de campo do ferom6nio sexual do minador-dos-citros, Phyllocnistis
citrella (LEAL et al., 2006).

Verificou-se o efeito do feromo6nio sexual sintético na captura da lagarta-
enroladeira, B. cranaodes, em macieira (KOVALESKI et al., 2003), a atracdo
de machos da lagarta-das-fruteiras, Argyrotaenia sphaleropa, ao feroménio
sintético em caquizeiro (BAVARESCO et al., 2005a), a flutuacao populacional
da mariposa-oriental, Grapholita molesta, na cultura do pessegueiro (ARIOLI et
al., 2005) e o controle desta praga com feroménio de confundimento (BOTTON
et al., 2005).

No café, Baccaetal.(2006) verificaram o espacamento 6timo de armadilhas
contendo feromoénio para monitoramento do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella.
Em milho, Batista-Pereira et al. (2006) isolaram, identificaram, sintetizaram e
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realizaram testes de campo com o feroménio sexual da lagarta-do-cartucho-do-
milho, Spodoptera frugiperda.

Existem empresas no Brasil que comercializam feromo6nios para
algumas pragas importantes da nossa agricultura (BIO CONTROLE, 2007;
ISCA TECNOLOGIAS, 2007). Entre os produtos estdao os feromoénios sexuais
sintéticos para monitoramento das seguintes pragas: bicudo-do-algodoeiro, A.
grandis; mosca-das-frutas, Ceratitis capitata; broca-pequena-do-tomateiro, .
elegantalis; traca-do-tomateiro, 7. absoluta; traca-da-batatinha, Phthorimaea
operculella; traca-das-cruciferas, Plutella xylostella; lagarta-rosada-do-
algodoeiro, P. gossypiela; lagarta-do-cartucho-do-milho, S. frugiperda;
moleque-da-bananeira, Cosmopolites sordidus; vaquinha, Diabrotica speciosa;
bicho-da-maca, Cydia pomonella; mariposa-oriental, G. molesta, em maca
e péssego; lagarta-enroladeira-da-maca, B. cranaodes; bicho-do-fumo,
Lasioderma serricorne, em fumo armazenado; tracas de grdos armazenados;
besouro-castanho, Tribolium castaneum, em graos de cereais armazenados. Ha
um feromoénio sexual sintético para monitoramento e também coleta massal,
como no caso do besouro-da-cana-de-aclcar, M. fryanus, e um feromodnio
sintético de agregacao, para monitoramento e coleta massal da broca-do-olho-
do-coqueiro, R. palmarum.
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1. Introducéao

Diante das perdas de producido provocadas pelo ataque dos insetos, o
produtor agricola se depara com a necessidade de recorrer a diversos métodos
de controle, como o biolégico, genético, cultural e quimico. Este ultimo, que
se realiza pela utilizacdo dos inseticidas convencionais e especificos, tem
estabelecido maiores vantagens devido a sua eficiéncia, baixo custo e facilidade
de uso em relacdo aos demais (SODERLUND, 1995). Todavia, a continua
utilizacdo do controle quimico com produtos nao seletivos, sem a rotacdo de
ingredientes ativos, pode causar desequilibrios como a eliminacao de insetos
benéficos, explosdes populacionais da praga e, principalmente, a perda de
eficacia de inseticidas mediante a selecao de populacdes resistentes a estes
compostos quimicos (KAY; COLLINS, 1987; GUEDES; FRAGOSO, 1999).

Os inseticidas podem ser produzidos a partir de um protétipo natural,
como os piretréides sintéticos, introduzidos no mercado a partir da década de
70, que sdo andlogos das piretrinas encontradas no piretro, p6é obtido de flores
de algumas espécies do género Chrysanthemum (HIRATA, 1995).

Mais recentemente tém se buscado novos compostos com acéao
inseticida que possuam caracteristicas desejaveis. Os inseticidas botanicos sao
uma fonte promissora desses compostos e muitos autores tém estudado a
atividade de diversas plantas como Calceolaria andina L. (Scrophulariaceae),
Persea americana Mill. (Lauraceae), Rhododendron molle (Blume) G. Don.
(Apiaceae), Zanthoxylum kauanse A. Gray (Rutaceae), Z. dipetalum, Z.
hawaiiensis, Thujopsis dolabrata Sieb & Zucc. (Cupressaceae), Aglaia odorata
Lour. (Meliaceae) e Piper nigrum L. (Piperaceae) (KLOCKE et al., 1991, WRBA
et al., 1992; MARR; TANG, 1992; HU et al., 1993; JANPRASERT et al., 1993;
OBERLIES et al., 1998; AHN et al.,, 1998; KHAMBAY et al., 1999). Villalobos
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(1996) ressaltou que o principio ativo dos inseticidas botanicos sdo compostos
resultantes do metabolismo secundéario das plantas, sendo acumulados em
pequenas proporcdes nos tecidos vegetais. Atualmente, consideram-se tais
substancias de plantas como um modelo para sintese de agrotéxicos mais
eficientes, menos téxicos e menos persistentes no meio ambiente e como
auxiliar para a compreensdao da complexa interacao entre os seres vivos no
ecossistema (SAITO; LUCHINI, 1998).

A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a
producado de compostos secundarios, que tém sido demandados continuamente
pela industria nesta Gltima década, devido ao incremento da utilizacdo de
produtos naturais na agropecudria (PLETSCH; SANT ANA, 1995). Segundo
estes autores, 16% das 500 mil espécies de plantas, que se estima existirem
no mundo, encontram-se na Floresta Amazbnica. A pesquisa de substancias
ativas derivadas de plantas no Brasil ainda é muito incipiente. Até o inicio da
década de 80 foi estimado que menos de 1% das espécies da flora brasileira era
conhecida quanto aos seus constituintes quimicos (GOTTLIEB; MORS, 1980).
Mesmo considerando ter havido incrementos significativos a partir desse
percentual, nas ultimas duas décadas, ha, evidentemente, uma grande lacuna
de conhecimento da nossa flora a ser preenchida. Nesse sentido, desenvolver
ensaios, isolar, caracterizar e finalmente sintetizar ou biossintetizar compostos
de interesse no controle de insetos torna-se um desafio constante (SHAPIRO,
1991).

Embora a Amazbnia possua uma biodiversidade invejavel, no Brasil,
segundo Martinez (2000), os estudos para avaliacdo do uso inseticida de
plantas foram poucos e restritos a condicdes de laboratério, o que limita a
utilizacao préatica destes produtos.

Nas condicdoes de Rio Branco, Fazolin e Estrela (2000) e Fazolin et al.
(2000) obtiveram resultados preliminares satisfatérios com produtos vegetais
aplicados no controle de Cerotoma tingomarianus Bechyné, importante praga
desfolhadora do feijoeiro.

No Acre, levantamentos realizados por Souza (1997) demonstraram
que 73,8% dos pequenos produtores utilizam inseticidas convencionais na
producdo de alimentos, destacando-se o parathion methyl em 57,6% dos
casos. Na maioria das vezes esse produto é utilizado erroneamente por falta
de conhecimento e orientacao apropriada. Nesse trabalho é apontado também
que 10,2% dos produtores utilizam produtos organoclorados no controle de
pragas, aumentando consideravelmente os riscos de intoxicacdao e demais
efeitos nocivos aos seres humanos, uma vez que estes agrotéxicos sao de uso
proibido.

Dentro deste contexto, foi desenvolvido um projeto de pesquisa com
o0 objetivo de realizar a prospeccao e avaliacdo de plantas da Amaz6nia com
atividade inseticida, visando a conservacdao ambiental dos agroecossistemas
onde as fragdes ativas dessas plantas poderao ser utilizadas como bioinseticidas
naturais no manejo de pragas.
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2. Metodologia

2.1. Origem dos Vegetais com Potencial de Utilizacdo como
Inseticidas

PormeiodeumaautorizacdgodolbamaAcre, foramrealizadoslevantamentos
das espécies vegetais na Reserva Extrativista Chico Mendes, Seringal Porvir,
0s quais apontaram as seguintes espécies para avaliacdo: andiroba (Carapa
guianensis Aubl. — Meliaceae), quina-quina (Guettarda sp. — Rubiaceae), Quassia
amara L. (Simaroubaceae), capanca-cidreira (Siparuna spp. — Monimiaceae),
lacre-de-folha-larga (Vismia sandwithii Evan, 1962 - Hypericaceae), cana-
de-macaco-roxa (Costus guianensis Rusby — Zingiberaceae), jodo-brandinho
(Piper ottonoides Yancker — Piperaceae), aninga (Dieffenbachia picta Schott
— Araceae), ninho-de-porca (Borreria spp. — Rubiaceae), jutai (Hymenaea spp. —
Caesalpiniaceae), Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae), café-branco (Esenbeckia
spp. — Rutaceae) e breu (Tetragastris spp. — Burseraceae).

Em meados de 2004, com autorizacao do Ibama do Estado de Roraima,
foram coletadas e avaliadas sete espécies vegetais do Cerrado: Antonia ovata
Pohl (Loganiaceae), mirixi (Byrsonima crassifdlia (L.) HBR. — Malpigiaceae), mirixi-
vermelho (Byrsonima intermedia A. Juss — Malpigiaceae), mirixi-caju (Byrsonima
Coc. - Malpigiaceae), Miconia rubginosa (Bonpl.) DC. (Melastomataceae),
pimenta-de-macaco (Eugenia punicifolia (H.B.K.) DC. —Myrtaceae), congonha
(Roupala montana S. Sleumer — Proteaceae), sucuba (Hymatanthus articulatus
(Vahl.) Woods — Apocynaceae).

Devido aos estudos desenvolvidos pela Embrapa Acre com pimenta longa
na década de 90, foi avaliado o potencial inseticida de duas espécies obtidas na
colecao de plantas da Unidade: Piper hispidinervum C. DC. e Piper aduncum L.
A Unica espécie coletada na reserva florestal da Embrapa Acre para avaliacao
do potencial inseticida foi o cip6-vick, Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur
& K. Shum, por se tratar de uma planta abundante no Estado do Acre.

2.2. Obtencdo e Composicdo dos Oleos Utilizados nos Bioensaios

2.2.1. Oleos Essenciais

2.2.1.1. Piperaceas

Plantas adultas de P. aduncum e P. hispidinervum foram cortadas a 0,4 m
do solo, separando-se, para processamento, as folhas e os ramos secundarios.
A massa vegetal foi submetida a secagem por 6 dias em secador solar, até
atingir 30% de umidade, sendo revolvida duas vezes ao dia para facilitar a
aeracao (PIMENTEL et al., 1998). Posteriormente, o material foi submetido
a extracao por arraste forcado de vapor de agua, utilizando-se o sistema de
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caldeira aquecida por géas, acoplada a um extrator (SIMOES; SPITZER, 1999).
Apds a condensacao, a mistura de cada 6leo essencial foi recebida em coletores
comunicantes e separada por decantacao.

O rendimento dos 6leos foi em média de 1,8%. A anélise por cromatografia
dos Oleos essenciais foi realizada em cromatégrafo gasoso HP5890, coluna
capilar de silica fundida (DB-5,30 m x 20 mm), tendo hélio como géas de arraste
e programacao de temperatura de 80°C a 140°C (4°C/min) e de 140°C a 240°C
(20°C/min). O 6leo de P. aduncum apresentou 74% de dilapiol, 3,9% de safrol
e 2,8% de sarisan como componentes majoritarios, j& para P. hispidinervum
a analise cromatografica apontou o safrol como componente majoritario com

94,7% (Fig. 1).
o / <0 / <0 /
o o OCH; © OCH;
OCH3
Safrol Sarisan Dilapiol

Fig. 1. Constituintes principais de Piper hispidinervum C.DC. e Piper aduncum L.

2.2.1.2. Bignoniacea

Para extracdao do 6leo de T. nocturnum coletaram-se plantas que
apresentavam seccoOes de caule de até 1 cm de didmetro. As folhas foram
separadas dos ramos sendo as amostras imediatamente submetidas a extracao
por arraste de vapor de agua, utilizando-se um destilador do tipo Clevenger. O
rendimento de 6leo das folhas foi de 0,8% e das cascas e talos novos de 0,7%.
A analise do 6leo essencial em cromatdégrafo gasoso acoplado ao espectdometro
de massa mostrou ser a mandelonitrila o principal constituinte deste 6leo, que
por hidrélise libera acido cianidrico em quantidades consideraveis (Fig. 2).

C=N C=N
oc o/ o H
/
Agucar/ \H H C\H o
Hidrodestilagao -+ H—C=N
—_— —
"Hidrolise"
Material boténico contendo Mandelonitrila Benzaldeido Acido cianidrico
Mandelonitrila protegida

Fig. 2. Composicado do 6leo de Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur & K. Shum apds
hidrodestilacdo das folhas.
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2.2.2. Oleo N&o-essencial

2.2.2.1. Meliaceas

O ¢6leo de andiroba, Carapa guianensis Aubl., foi adquirido no comércio
local, sendo sua origem de fabricagcao artesanal, por isso ndao ha garantias da
qualidade e pureza. Desta forma o 6leo foi emulsificado na proporcao de 1
ml/100 ml de agua, adicionando-se 2 ml de espalhante adesivo (Agral), e em
seguida foram feitas diluicGes menores até obter a proporcdao de 10% do 6leo.

2.3. Preparo e Extracdo do Material Vegetal

O preparo dos vegetais que nao produzem 6leos essenciais seguiu uma
metodologia padronizada e adotada para todos eles. Um dia apds a coleta, as
estruturas vegetais foram secas a sombra até apresentarem aproximadamente
40% de umidade, com intervalo de secagem variando de 3 a 5 dias. Apds este
processo foram trituradas em moinho até obtencado do p6 que foi submetido a
extracao alcodlica. Os tipos de extracao utilizados foram:

2.3.1. Extracéo por Percolacdo em Alcool

Tomou-se uma aliquota de 200 g de vegetal em pd, adicionando-se 1 litro
de éalcool anidro p.a. A mistura foi depositada em um vidro dmbar deixando-
se em repouso por um periodo de 72 horas. Finalmente filtou-se o extrato a
vacuo.

2.3.2. Extracdo por Percolacao/Concentracdo do Extrato

Houve casos em que os extratos obtidos foram concentrados, para
eliminar o solvente, utilizando-se um rotavapor a 55°C-60°C. Apds a obtencao
do concentrado, para utilizd-lo nos bioensaios, foi necessario uma ressuspensao
em solucdo aquosa com auxilio do tensoativo Tween 20%.

2.3.3. Extracdo por Refluxo do Solvente

Tomou-se uma aliquota de 200 g de vegetal em pé, adicionando-se 1 litro
de alcool anidro p.a. Neste caso, o extrato foi obtido por meio de aquecimento
em alcool etilico p.a. a temperatura de refluxo do solvente (78°C) por 2 horas,
filtrando-se a solucao final a vacuo.

Independentemente do método utilizado para extrair compostos de
interesse para avaliacdo, formaram-se solugcdes-estoque de cada um deles
obtendo-se um volume médio de 100 ml, que posteriormente foram submetidas
as diluicoes sequienciais de 10 vezes, para comporem as concentracdes avaliadas
tanto nos bioensaios preliminares como nos definitivos com a finalidade de
obter curvas e doses de concentracao-mortalidade (DL50 e CL50).
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2.4. Experimentacdao em Condicdes de Laboratério

2.4.1. Bioensaios Preliminares

Inicialmente foram realizados testes de ajuste com o propédsito de
determinar os padrdes ideais dos seguintes fatores: tempo de exposicao dos
insetos aos compostos, volume do produto a ser utilizado e nimero de inseto
por parcela experimental.

Realizaram-se testes preliminares para avaliar a intoxicacao dos insetos
por exposicdao de papel-filtro (contato em superficie contaminada), contato
(tépico), fumigacao, ingestao e alteracao na viabilidade dos ovos visando obter
intervalos de concentracdes dos 6leos que ocasionarem mortalidade do inseto
desde préximos de zero até préoximos de 100%. Cada faixa de resposta foi
determinada a partir de uma solucao-estoque de 100 ml de principio ativo
dos compostos que posteriormente foi submetida a diluicdes seqlienciais até
obter as concentracGes a serem avaliadas. Assim, dentro desta ampla faixa
de concentragcdes testadas nos bioensaios iniciais, foram determinadas faixas
mais estreitas para serem avaliadas nos bioensaios definitivos.

As faixas de resposta obtidas para os ensaios definitivos variaram em
funcdo dos compostos utilizados e das espécies e estadios de desenvolvimentos
dos insetos-alvo. Dentro destes intervalos foram utilizadas entre 5 e 11
concentracoes para os bioensaios definitivos, além de um controle com apenas
solvente. Essas concentracées foram usadas para determinar as respectivas
curvas de concentracdao-mortalidade e célculo da concentracao/dose com
probabilidade de causar 50% de mortalidade (CL,,e DL, ) dos insetos submetidos
a experimentacao, seguindo metodologia descrita por Finney (1971).

2.4.2. Bioensaios Definitivos

Em todos os bioensaios definitivos as placas de Petri/potes plasticos
foram mantidas em cdmara climatizada a temperatura de 25°C + 1°C, umidade
relativa de 70% + 5% e fotofase de 12h, até o momento da avaliacdo da
mortalidade dos insetos. O tempo de exposicdo aos compostos foi de 48h,
considerando-se a mortalidade cumulativa no periodo.

Utilizaram-se as seguintes espécies de insetos: a) larvas de 5° instar
de Tenebrio molitor L., 1758; b) larvas de 3° instar de Ascia monuste orseis
(Godart, 1819); c) adultos de Cerotoma tingomarianus Bechyné, Sitophilus
zeamais Mots., 1855 e Zabrotes subfasciatus (Boh.).

2.4.2.1. Exposicdo por Contato em Superficie Contaminada (Papel-
filtro)

Bioensaios de concentracdo-mortalidade foram realizados utilizando-se
placa de Petri (9,0 cm x 1,5 cm) e papéis-filtro impregnados com 0,5 ml dos
compostos a serem avaliados. Apds a aplicacdo do composto, os papéis-filtro
foram colocados para secar por meia hora e posteriormente inoculados com 20
larvas ou 10 adultos das espécies-alvo por placa.
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2.4.2.2. Exposicdo por Aplicacao Tdpica

Os ensaios consistiram na aplicacao tépica de 0,5 ul das concentracoes
dos compostos obtidas nas faixas de resposta. A aplicacao foi realizada com
auxilio de uma microsseringa na regiao dorsal do protérax, no caso de larvas e
lagartas, e na regido protoracica ventral no caso de insetos adultos, que foram
previamente anestesiados por meio de congelamento em freezer a -8°C, por
5 minutos. Posteriormente, foram formados grupos de 10 ou 20 individuos,
dependendo da espécie de inseto-alvo a semelhanca da metodologia utilizada
nos bioensaios para avaliar a exposicdo por contato (papel-filtro).

2.4.2.3. Exposicdo por Fumigacéo

Esses bioensaios foram realizados exclusivamente para insetos-praga de
graos armazenados (Sitophilus zeamais Mots., 1855 e Zabrotes subfasciatus
Boh.), avaliando-se como inseticida os 6leos essenciais, por apresentarem
volatilidade acentuada.

Os bioensaios foram instalados, utilizando-se 30 g de graos (ou milho
ou feijao dependendo do inseto-alvo), que apdés a pesagem e determinacao da
umidade foram colocados em potes plasticos descartaveis com tampa hermética
com capacidade para 100 ml. Na massa de graos foram aplicados 2 ml de cada
concentracao dos 6leos essenciais. Apds o revolvimento para homogeneizacéao,
deixou-se a mistura secar até a completa volatilizacdo do solvente, para em
seguida confinar em cada frasco 20 individuos adultos da espécie-alvo a ser
avaliada.

2.4.2.4. Efeito da Ingestao de Alimento Contaminado

Este tipo de bioensaio foi desenvolvido para as espécies de insetos-alvo
A. monuste orseis, C. tingomarianus e S. zeamais, utilizando-se como alimento
folhas de couve, folhas de feijoeiro e grdao de milho, respectivamente.

2.4.2.4.1. Efeito da Ingestdo de Graos de Milho Contaminados com
Oleos Essenciais sobre S. zeamais

Apds os resultados de fumigacao e utilizando as concentracdes dos 6leos
essenciais que nao causaram mortalidade a estas espécies, a fim de verificar se
havia reduzido a alimentacao das mesmas, foram montados bioensaios usando-
se potes de plastico com tampa perfurada e recoberta com tela, contendo 20
g de milho por tratamento. Os grdaos foram tratados com 2 ml dos 6leos nas
diferentes concentracdes e deixados secar ao ar livre para serem inoculados
com 20 adultos de S. zeamais em cada pote. O periodo experimental foi de 30
dias, avaliando-se a mortalidade diariamente. A umidade dos graos de milho foi
mensurada antes e ao final do periodo experimental, com a finalidade de corrigir
o peso final dos graos.
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2.4.2.4.2. Efeito de Ingestdo de Folhas Contaminadas com Extratos
Vegetais

Para lagartas de A. monuste, discos de couve de 7 cm de didametro foram
imersos nas concentracdes dos extratos a serem avaliados e colocados para
secar a temperatura ambiente, sendo em seguida transferidas para placas
de Petri de igual diametro. Nessas placas foram inoculadas 10 lagartas de
A. monuste. Avaliou-se o efeito dos extratos quanto ao consumo foliar e a
mortalidade das lagartas durante 17 dias, observando-se adicionalmente a
ocorréncia de deformidades das sobreviventes.

Para adultos de C. tingomarianus folhas de feijdo com éarea conhecida
foram imersas nas diferentes concentracoes dos extratos a serem avaliados
seguindo-se a mesma metodologia descrita anteriormente. Nas placas de Petri
foram introduzidos 10 adultos de C. tingomarianus. Avaliou-se o efeito dos
extratos quanto ao consumo foliar e a mortalidade de adultos deste crisomelideo
durante 5 dias.

Em ambos os casos, para a medicao da area foliar oferecida e consumida,
utilizou-se o integrador de area foliar modelo ADC AM-200.

2.4.2.5. Avaliacédo da Viabilidade dos Ovos

Para este tipo de bioensaio foram coletados ovos de A. monuste oriunda
de criacao massal mista entre laboratério (fase de lagarta a pupa) e telado
(fase de adulto até a realizacdo de posturas). Foram tomadas posturas de 80
ovos, em média, imergindo-as nas diferentes concentracoes dos extratos/éleos
essenciais a serem avaliados por 10 segundos, transferindo-as a seguir para
placas de Petri forradas com algodao umedecido. As placas foram mantidas
abertas até a total evaporacao do solvente, sendo posteriormente fechadas
e transferidas para camara climatizada. A eclosdo das lagartas foi avaliada
diariamente durante 5 dias consecutivos.

2.4.3. Delineamento Experimental e Analise dos Dados

Paratodos osbioensaios definitivos adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeticoes, sendo cada bioensaio repetido
trés vezes, realizando-se uma andlise conjunta dos resultados.

Os dados de mortalidade foram corrigidos pela férmula de Abbott (1925)
e sua relacdo com a concentracao-resposta foi submetida a anélise de Prébit,
utilizando-se o programa de analises estatisticas SAS (SAS INSTITUTE, 1989).
Apés a estimativa das CL,, e DL, , estas foram usadas como concentracfes
discriminatérias dos compostos na deteccao da toxicidade em relacdao aos
insetos em estudo.

Para os bioensaios de avaliacdo de ingestdo de alimento contaminado
e viabilidade de ovos realizou-se uma anélise de regressdao conjunta entre
estas varidveis e as concentracoes dos compostos submetidos aos bioensaios
utilizando o procedimento SAS (SAS INSTITUTE, 1989).
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2.5. Experimentacao em Condicdes de Semicampo

Os ensaios foram conduzidos em ambiente telado com cobertura de
vidro, utilizando-se gaiolas metélicas teladas com néilon, medindo 50 cm x 50
cm e 60 cm de altura, para proteger vasos de barro com capacidade de 3 litros
de solo. Nesses vasos plantaram-se cinco sementes de feijao da cv. Pérola que,
apdés a emissao da segunda folha definitiva, sofreram desbaste permanecendo
apenas uma planta, constituindo assim uma parcela experimental.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com o numero
de tratamentos variando de 8 a 10 (dependendo do composto a ser avaliado),
comparados com uma testemunha (pulverizacdo com 4&gua) com quatro
repeticoes. Apds as plantas emitirem a terceira folha definitiva, foram realizadas
pulverizacOes a cada 3 dias com os extratos a serem testados.

Vinte e quatro horas apds a primeira pulverizacao, as gaiolas foram
infestadas com cinco adultos de C. tingomarianus capturados no campo com
rede entomolégica. Diariamente, realizaram-se contagens dos insetos mortos
repondo-se novos individuos, com o objetivo de avaliar o consumo foliar médio
durante 10 dias.

Apés este periodo foram retiradas as folhas das plantas, dispondo-as
na forma de quadrados, para calculo da area foliar consumida, utilizando-se
integrador de area foliar modelo ADC AM-200.

2.6. Experimentacao e Avaliacées em Condicoes de Campo
2.6.1. Controle da Vaquinha-do-feijoeiro C. tingomarianus

2.6.1.1. Cultura do Feijao

Apdsaobtencaoderesultados satisfatériosnocontrolede C. tingomarianus
ao nivel de semicampo, principalmente no que se refere aos extratos alcodlicos
de P. aduncum e P. hispidinervum, instalou-se um experimento no campo para
avaliar o efeito nestas condicOes experimentais.

A cultivar de feijao Pérola foi semeada no espagcamento 0,50 m
entrelinhas em uma densidade aproximada de 200 mil plantas/ha. As parcelas
experimentais mediram 10 m x 10 m, com uma bordadura de separacao entre
si de 3 m. Os tratamentos consistiram de pulverizacées (300 L/ha) semanais
de: 1) extrato de P. aduncum a 5% (v/v); 2) P. hispidinervum a 5% (v/v); 3)
inseticida carbaryl (8560 PM) a 1,5 g/litro de &gua; e 4) testemunha. Utilizou-se
o delineamento de blocos casualizados com 5 repeticbes. A porcentagem de
desfolhamento causada pelo inseto foi avaliada por meio de atribuicado semanal
de notas de zero a cem, comparando-se as médias dos tratamentos pelo teste
de Scott & Knott (P<0,05) dentro dos estagios de desenvolvimento do feijoeiro,
definidos por Santos e Gavinales (1998) como: V3 (primeira folha trifoliolada),
V4 (terceira folha trifoliolada), V5 (desenvolvimento vegetativo), R6 (floracao),
R7 (formacao de vagens) e R8 (enchimento de vagens).
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2.6.1.2. Cultura da Soja

Utilizou-se a cultivar de soja Gralha, linhagem de ciclo médio, semeada no
espacamento de 0,5 m, com estande de 15 plantas por metro linear e fizeram-
se duas capinas, o suficiente para manter a area cultivada livre de invasoras.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, as parcelas experimentais mediram 5,7 m x 10 m, totalizando 57 m?2
cada uma e os tratamentos utilizados consistiram em pulverizagées de 300 L de
dgua/ha contendo os produtos a base de: 1) carbaryl (2 ml/L de agua); 2) Piper
aduncum L. (extrato alcéolico a 5% v/v); 3) Piper hispidinervum C.DC. (extrato
alcéolico a 5% v/v); e 4) testemunha (aplicacdo de agua). Foram avaliadas as
seguintes varidveis: a) porcentagem de danos as folhas; e b) produtividade
(média da producdao em kg do nimero total de plantas por parcelas x 300 mil
plantas por hectare). As médias dos tratamentos foram comparadas por meio
do teste de Scott & Knott a 5%.

Com relacao a C. tingomarianus, adotaram-se o0s niveis de acdo das
principais pragas desfolhadoras da soja segundo Gazzoni et al. (1998): nivel de
30% na fase vegetativa e 15% na fase reprodutiva. Atingindo esses niveis de
desfolha as pulverizacoes foram processadas.

Para determinar o nivel de dano foliar, foram marcadas 10 plantas em cada
parcela, avaliando-se semanalmente os danos as folhas por meio de atribuicdo
de notas de zero a cem, conforme a porcentagem de consumo da praga.

Os tratamentos foram aplicados por meio de um pulverizador costal
manual, sempre ao final da tarde quando a temperatura ja se apresentava mais
amena.

2.6.1.3. Unidades de Observacdo em Areas de Produtores

2.6.1.3.1. Cultura do Feijao

Em uma éarea de produtor cultivada com a cv. Pérola, realizaram-se
semanalmente avaliacbes dos danos causados pela C. tingomarianus as folhas
do feijoeiro, atribuindo-se notas de zero a cem em funcao da porcentagem
de area consumida pela praga. Dependendo da etapa de desenvolvimento da
cultura, foi determinado o nivel de acao, segundo Fazolin e Estrela (2004),
para decidir quanto a pulverizacao do extrato, aplicando-se o de P. aduncum
na concentracdo de 5% (v/v). Foram realizadas avaliacGes idénticas na area
manejada pelo produtor, o qual utilizou inseticida a base de carbaryl, visando
comparar os niveis de danos e a producao final.

2.6.1.3.2. Unidade de Observacao de Abacaxi

A unidade foi instalada com o objetivo de controlar a broca-do-fruto-
do-abacaxi, Strymon megarus (Godt, 1824), por meio de pulverizacées com
6leo de P. aduncum a 0,5% (v/v). Esta area de cultivo de abacaxi havia sido
explorada durante os ultimos 8 anos, sem correcao de solo e adubacado. O
produtor utilizou o inseticida a base de deltametrina (2 ml/litro de dgua) para o
controle da broca adicionando Benzocreol a solucéo.
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A propriedade possuia 51 mil plantas de abacaxi da cv. Rio Branco, sendo
o espacamento das plantas em fila dupla de 1,50 m x 0,50 m.

Inicialmente, avaliou-se a infestagcdo da broca contando-se e retirando-
se da area os frutos atacados. Semanalmente foi contado o numero de
frutos atacados pela broca em 600 plantas previamente marcadas, e o 6leo
foi pulverizado na concentracao de 0,5% (v/v). Foram realizadas as mesmas
avaliacdes na drea manejada pelo produtor, com o objetivo de comparar os niveis
de danos e a producao final. As avaliacdes foram realizadas semanalmente e as
pulverizacoes em funcao do nivel de infestacao da broca.

3. Resultados

3.1. Bioensaios em Condicdes de Laboratério

3.1.1. Oleos Essenciais

Os ¢6leos essenciais de P. aduncum, P. hispidinervum e T. nocturnum
apresentaram toxicidade para a quase totalidade das espécies/estadios de
insetos-alvo avaliados, por exposicdo por contato em superficie contaminada e
contato tépico (Tabela 1).

Com relacao ao efeito de contato por superficie contaminada com os
6leos essenciais a menor CL, observada foi para A. monuste (0,90 - 102 ul
de 6leo de P. hispidinervum/cm?). No efeito de contato por aplicacdo tépica,
manteve-se esta mesma tendéncia, com a menor DL50 (0,94 - 107 ul de éleo de
P. hispidinervum/mg de inseto) para lagartas deste lepidéptero, observando-se
neste caso o maior valor da DL, (0,56 ul de ¢éleo de P. aduncum/mg de inseto)
para larvas de T. molitor. Este resultado demonstra que lagartas de A. monuste
sdo susceptiveis a exposicdo dos 6leos essenciais das piperaceas avaliadas.
Avaliacdes complementares, procurando pulverizar diferentes concentracdes
desses 6leos essenciais em folhas de couve e feijoeiro, mostraram efeito
fitotéxico em concentracdes acima de 1%, o que pode limitar o seu uso em
condicdoes de campo, estendendo-se esta limitacao as plantas que possuam
folhas menos coriadceas.

Embora nas condicGes experimentais utilizadas nao tenha sido possivel
separar claramente os efeitos de fumigacado, ingestdao e contato com graos
contaminados pelos 6leos essenciais, estes apresentaram um grande potencial
para controle de insetos-praga de graos armazenados. Destacou-se neste
aspecto o 6leo essencial de P. aduncum, o qual apresentou a menor CL,, (0,11
ng/g de graos) para Z. subfasciatus, que também foi susceptivel ao 6leo de
T. nocturnum (CL,, 0,25 ug/g de gréos), segundo menor valor dentre as CL,
(Tabela 1).

Avaliacoes complementares serdao realizadas em experimentacao
futura para mensurar o residuo deixado nos graos, assim como alteracao

0



368

Fazolin, Estrela

na palatabilidade em funcado do tratamento com os 6leos essenciais. Neste
particular, a substituicao do 6leo de 7. nocturnum por segmentos de caules da
planta fresca parece ser uma alternativa viavel para a utilizacao pratica desta
planta no expurgo de grdos armazenados em pequenas propriedades rurais no
Acre, uma vez que o acido cianidrico liberado no processo podera garantir a
eficacia deste uso.

Observou-se efeito ovicida significativo para A. monuste, quando os 6leos
essenciais de P. hispidinervum e T. nocturnum foram aplicados as posturas na
concentracdo de 1% v/v (Tabela 1).

3.1.2. Oleo N&o-essencial

O 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) ndao apresentou efeito
significativo sobre a maioria das espécies/estadios de desenvolvimento dos
insetos submetidos a avaliagéo toxicolégica, exceto sobre a 7. molitor, cuja CL,
foi de 0,56 ul de éleo de andiroba/cm? em contato em superficie contaminada.

Este 6leo quando aplicado em folhas de couve e feijao também causou
fitotoxicidade as plantas, provocando queimas das folhas em concentragdes
acima de 1%.

3.2. Avaliacdo da Toxicidade dos Extratos em Condicdes de
Laboratério

Das 26 espécies de plantas submetidas a extracado alcodlica, apenas 7
causaram mortalidade a alguma das espécies de insetos-alvo.

Os extratos alcodlicos de P. aduncum e P. hispidinervum destacaram-
se pelo efeito téxico e principalmente pela inibicdo alimentar. As larvas de T.
molitor e adultos de C. tingomarianus submetidos a exposicdo por contato
em superficie contaminada pelo extrato dessas duas piperaceas apresentaram
os mesmos valores da CL,, (0,42 ul de extrato/cm?), sendo 7. molitor mais
sensivel ao efeito do extrato de P. aduncum e C. tingomarianus ao efeito de P.
hispidinervum.

Para a exposicdo de larvas de 7. molitor por via de contato tépico,
os valores da DL, foram semelhantes (0,015 ul do extrato de P. aduncum e
0,016 pl do extrato de P. hispidinervum/mg de inseto, respectivamente),
demonstrando que os dois extratos sao eficazes no controle deste inseto por
esta via de contaminacdo. Ja os adultos de C. tingomarianus mostraram-se
mais susceptiveis ao extrato de P. hispidinervum, apresentando valor da DL,
de 0,0013 ul do extrato/mg de inseto, o que representa uma dose letal cem
vezes menor comparada aquela para larvas de 7. molitor.

Deve-se destacar o efeito fumigante do extrato de P. aduncum para
adultos de S. zeamais, embora obtido com um alto valor da CL,, (8,73245 ul de
extrato/g de grao), o que pode inviabilizar a sua utilizacao pratica (Tabela 2).
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O potencial de utilizacdo pratica dos extratos de P. aduncum e P.
hispidinervum parece estar mais relacionado ao efeito de inibicao alimentar
do que a mortalidade dos insetos, uma vez que quando aplicados as folhas de
feijoeiro na concentracao de 4% para P. aduncum e 5% para P. hispidinervum
proporcionaram uma reducgao significativa do consumo foliar de C. tingomarianus
(Tabela 2). Além disso, ao contrario do que ocorreu com os 6leos essenciais,
os extratos nao causaram fitotoxicidade nessas concentracdes. Folhas de
couve tratadas com o extrato de P. aduncum a 5% (v/v) também inibiram
significativamente a alimentacao de lagartas de A. monuste (Tabela 2).

Quanto ao aspecto da inibicao de alimentacao, levando-se em conta os
outros extratos vegetais alcodlicos avaliados, podem ainda ser considerados
promissores no controle de C. tingomarianus: A. ovata, Guettarda spp., Borreria
spp. e Esenbeckia sp., todos utilizados na concentracao de 7,5% (v/v) (Tabela
2).

Nao foi observado efeito ovicida para nenhum extrato alcodlico
avaliado.

3.3. Avaliacdo da Toxicidade dos Extratos em Condicdes de
Semicampo

3.3.1. Avaliacdo da Toxicidade do Extrato de P. aduncum

Ao contrario do que foi observado nos bioensaios, ocorreu significativa
mortalidade de adultos de C. tingomarianus nas condicdes experimentais de
semicampo quando se utilizaram concentracdes a partir de 1% (v/v) do extrato
de P. aduncum (Fig. 3). A porcentagem de mortalidade dos insetos foi crescente
até atingir o maximo de 43% na concentracdo de 10% (v/v).

Nessas condicoes experimentais houve um decréscimo significativo
no consumo foliar por adultos de C. tingomarianus, a medida que maiores
concentracdes do extrato de P. aduncum foram pulverizadas nas folhas das
plantas de feijoeiro (Fig. 4). Em concentracbes acima de 5% (v/v) houve inibicao

de alimentacdo de aproximadamente 50% em relacdo a testemunha.
3.3.2. Avaliacao da Toxicidade do Extrato de P. hispidinervum

Ndo houve mortalidade de adultos de C. tingomarianus em nenhuma
das concentracdes do extrato de P. hispidinervum avaliadas nas condicdes
experimentais de semicampo.

A semelhanca dos resultados obtidos com a pulverizacdo das diferentes
concentracoes do extrato de P. aduncum, houve um decréscimo significativo
no consumo foliar por adultos de C. tingomarianus, a medida que maiores
concentracoes do extrato de P. hispidinervum foram pulverizadas nas folhas
das plantas de feijoeiro (Fig. 5). Em concentracdes acima de 4% (v/v) houve
inibicdo de alimentacao na ordem de 69% em relacao a testemunha.
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Fig. 3. Mortalidade de adultos
de C. tingomarianus em plantas
de feijoeiro pulverizadas com
as diferentes concentracdes
do extrato de P. aduncum,
em condicbes de telado
(semicampo).

Fig. 4. Area foliar total
consumida por adultos de
C. tingomarianus em plantas
de feijoeiro pulverizadas com
diferentes concentracoes
do extrato de P. aduncum,
em condicoes de telado
(semicampo).

Fig. 5. Consumo foliar diario
médio de adultos de C.
tingomarianus em plantas
de feijoeiro tratadas com
diferentes concentragcdes do
extrato de P. hispidinervum,
em condicbes de telado
(semicampo).
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3.4. Avaliacdo da Toxicidade de Extratos e Oleos em Condicdes
de Campo

3.4.1. Manejo Integrado da Vaquinha-do-feijoeiro em Areas
Experimentais

3.4.1.1. Cultura do Feijao

Durante a fase de desenvolvimento das plantas de feijoeiro nos estagios
fenolégicos V4 (desenvolvimento vegetativo) até R6 (florescimento), a populacao
de C. tingomarianus no campo e, conseqlentemente, seus danos as folhas do
feijoeiro nao foram significativos impedindo assim uma diferenciacdo entre os
tratamentos avaliados (Fig. 6). A partir do estdgio R7 (formacado de vagens),
quando a tolerancia da cultivar Pérola a desfolha é menor (FAZOLIN; ESTRELA,
2003), refletindo em consideraveis perdas na producao, houve um maior ataque
da praga, ressaltando a diferenca entre os menores niveis de danos as folhas
das plantas observados nas parcelas submetidas a pulverizacao, tanto com
extratos de piperdceas como com inseticidas, em relacao a testemunha. Nessas
condicdes nao houve diferenca significativa entre os extratos alcodlicos de P.
aduncum, P. hispidinervum e o inseticida. Esses resultados nao se alteraram até
que as plantas de feijao atingissem os estagios de formacao e de enchimento
de vagens (R7 e R8, respectivamente). Se fosse adotado o nivel de acdo como
20% de desfolhamento nessas fases, baseado em Fazolin e Estrela (2004),
a pulverizacdao dos extratos de P. aduncum e P. hispidinervum impediria que
este nivel de dano fosse atingido nos estagios de desenvolvimento R7 e RS,
considerados criticos quanto a influéncia negativa da desfolha na producao das
plantas de feijoeiro.

3.4.1.2. Cultura da Soja

Com excecao do estagio de desenvolvimento V3 (emissdo do primeiro
nd), em todas as demais etapas houve diferenca significativa entre os valores da
porcentagem de danos foliares de C. tingomarianus Bechyné na testemunha em
relacdo aos tratamentos de pulverizacao com extratos e o inseticida carbaryl (Fig.
7). Em todos os estagios observou-se também que as parcelas pulverizadas com
carbaryl apresentaram percentual de danos foliares significativamente inferiores
as parcelas pulverizadas com os extratos de P. aduncum e P. hispidinervum (Fig.
7). Quanto aos extratos, com excecao dos estagios V3 e V5, houve diferenca
significativa entre os valores de danos foliares das parcelas pulverizadas com
os extratos de P. aduncum e de P. hispidinervum, sendo o primeiro mais eficaz
na protecao das plantas contra o ataque da praga (Fig. 7).

Pode-se observar também que na maioria dos estagios de desenvolvimento
da soja cv. Gralha, a pulverizacdo dos extratos das duas piperaceas nao foi
suficiente para promover o controle dos adultos de C. tingomarianus, a tal
ponto gue os valores percentuais dos danos foliares permanecessem abaixo
daqueles adotados para o nivel de acao (NA) da praga, nos diferentes estagios
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de desenvolvimento das plantas de soja. Deve-se considerar, no entanto, que
mesmo as parcelas pulverizadas com inseticida carbaryl, reconhecidamente
eficaz no controle desse inseto, também apresentaram valores porcentuais de
danos acima do NA nos estagios R3, R6, R7 e R8, caracterizando-se assim
a alta agressividade desta praga em relacdo a cultura da soja. Pode-se supor
neste caso que a mortalidade da populacao dos insetos em funcao do inseticida
foi, em determinados momentos, inferior a migracao dos insetos para as areas
de cultivo, refletindo desta maneira no aumento dos valores da porcentagem de
danos causados as folhas das plantas (Fig. 7).

A significativa diferenca entre a porcentagem de danos causados as folhas
da soja entre os tratamentos com inseticida e com os extratos de piperaceas nao
refletiu na produtividade, uma vez que nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos com extratos de P. aduncum (2.797,25 kg/ha), P. hispidinervum
(2.722,25 kg/ha) e o inseticida carbaryl (2.798,25 kg/ha), todos diferindo
significativamente da testemunha (2.045,75 kg/ha). Levando-se em conta que
a produtividade média da soja brasileira é de 2.755 kg/ha (CONAB, 2006) em
cultivo convencional que utiliza pulverizacao de inseticidas quimicos em larga
escala, pode-se considerar altamente satisfatéria a produtividade obtida nas
condicdes experimentais de Rio Branco utilizando-se a cv. Gralha pulverizada
com inseticidas a base de extrato de P. aduncum e P. hispidinervum.

M Carbaryl
45,0 —

O Extrato de P. aduncum

40,0 — O Extrato de P. hispidinervum

B Testemunha

35,0

30,0

Danos (%)

15,0 -

10,0 -

5,0

0,0 -

V2 V3 v4 V4/V5 V5 R6 R7 R7/R8 R8

Estagio de desenvolvimento das plantas

Onde: V2 = emissédo de folhas cotiledonares; V3 = primeira folha trifoliolada; V4 = terceira folha
trifoliolada; V5 = final do desenvolvimento vegetativo; R6 = floragcdo; R7 = formacéo de vagens;
e R8 = enchimento de vagens.

Fig. 6. Comparacao dos danos foliares de C. tingomarianus em plantas de feijoeiro cv.

Pérola tratadas com extratos de 6leo essencial e inseticida carbaryl, em condi¢cdes de
campo, em funcao dos estagios de desenvolvimento das plantas*.

*Médias dentro de cada estagio de desenvolvimento, seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott (P= 0,05).
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7

Esse resultado sugere também que a cv. Gralha é tolerante ao
desfolhamento, necessitando de uma adequacao dos valores dos niveis de acao
a serem adotados durante as etapas de desenvolvimento das plantas.

s H Carbary!l d
B Extrato de P. aduncum
a5 O Extrato de P. hispidinervum =
O Testemunha d
a0 c . d d
. T« & 7
d — —

35— b c c <
X a b b e cl
=~ 30 gyaaa c c c
8 I bb c b b
s - Ml - 1 Al =nl ol e
o a
£
3 204 a a a a a
c aj a
8 15 a a

10—

5]

o L L L L L L L L L L L L

v3 V5 v8 v1i0 R1/R2 R3 R4 R5 R6 R6 R7 R8

Estagio de desenvolvimento

Onde: V3 = emissdo do primeiro nd; V5 = emissdo do quinto né; V8 = emissao do oitavo; V10
= emissdo do décimo né; R1 = inicio do florescimento; R2 = florescimento; R3 = inicio de
formacédo de legumes; R4 = formacédo de legumes; R5 = inicio de enchimento de graos; R6 =
maéaximo volume de grdos; R7 = maturacao fisiolégica; R8 = maturacgao.

Fig. 7. Consumo foliar de C. tingomarianus em soja cv. Gralha, tratada com extratos de P.
aduncum L., P. hispidinervum e carbaryl, nos diferentes estagios de desenvolvimento*.

*Médias dentro de cada estdgio de desenvolvimento, seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott (P= 0,05).

3.5. Manejo Integrado de Pragas em Unidades de Observacéo

3.5.1. Cultura do Feijdo (Manejo Integrado da Vaquinha-do-feijoeiro)

Os valores do desfolhamento das plantas de feijao atingiram o nivel
de acao, durante todo o periodo experimental, indicando a necessidade da
pulverizacdo para o controle da vaquinha (Fig. 8). As pulverizacées com os
extratos alcodlicos e aquosos de P. aduncum foram semanais, mas aquelas
com carbaryl realizadas pelo produtor ndo obedeceram a essa periodicidade,
uma vez que com a estiagem prolongada a previsdao de baixa produtividade
desestimulou o investimento do produtor no controle da praga.

Pode-se observar que a partir da etapa de formacao de vagens (R7), os
menores danos as folhas foram obtidos nas parcelas pulverizadas com o extrato
alcodlico. No entanto, todos os tratamentos testados ndao foram eficazes em
manter esses danos abaixo do nivel de acao. Tal fato nao pode ser atribuido
unicamente a ineficacia dos tratamentos, uma vez que devido a estiagem
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rigorosa, o enfolhamento das plantas ficou abaixo do esperado, comprometendo
a oferta de alimento para as vaquinhas e alterando, significativamente, os
niveis de danos para valores mais altos (Fig. 8). Dentro desse contexto, mesmo
causando a mortalidade dos insetos pelo consumo das folhas contaminadas os
tratamentos ndo impediram a alimentacado devido a alta populacao da praga.

A estimativa de produtividade para as parcelas em funcao dos diferentes
tratamentos foi a seguinte: parcela do produtor (888 kg/ha), parcela pulverizada
com extrato alcodlico de P. aduncum (1.736 kg/ha) e parcela pulverizada com
extrato aquoso de P. aduncum (390 kg/ha). Observou-se gue mesmo com
niveis de desfolha elevados, as parcelas pulverizadas com o extrato alcodlico
de P. aduncum apresentaram uma producao de vagens satisfatéria, diante das
limitacOes apresentadas, refletindo em uma produtividade acima dos demais
tratamentos (Fig. 8).

Devido a forte interferéncia dos fatores climaticos (seca severa) nao se
podem tirar conclusGes seguras quanto a eficacia da pulverizacdo do extrato
alcodlico de P. aduncum no controle da vaquinha-do-feijoeiro, devendo
ser instalada uma nova unidade de observacao no local para uma avaliacao
definitiva.

40,00
O Carbaryl
O Extrato alcodlico de P. aduncum
n B Extrato aquoso de P. aduncum
35,00 R o
B Niveis de acao
30,00 u _
$ 25,00
(7]
©
= =
S 20,004
(7]
8 -
8
£ 15,00
(=]
10,00
5,00
o’oc ded bl ded ded ded bl ded
v4 R6 R6 R6-R7 R7 R7-R8 R7-R8 R8 R8 R8
Estagio de desenvolvimento
Onde: V4 = terceira folha trifoliolada; R6 = floracdo; R7 = formacdo de vagens; e R8 =

enchimento de vagens.

Fig. 8. Danos causados as folhas do feijoeiro por C. tingomarianus, em funcao dos
estagios de desenvolvimento das plantas e da pulverizacdao com carbaryl (produtor),
extrato aquoso e alcodlico de P. aduncum.
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3.5.2. Cultura do Abacaxi (Manejo Integrado da Broca-
dos-frutos)

Observa-se que o 6leo de P. aduncum reduziu em 12,5% os frutos
atacados em relacdo ao tratamento convencional realizado pelo produtor
(deltametrina + Benzocreol) e em 28,5% em relacao a testemunha (Fig. 9). Por
se tratar de uma praga cujo dano inviabiliza a utilizacado do fruto para quaisquer
finalidades, reduzir a populacdao da praga e, conseqientemente, os danos aos
frutos aos niveis observados permite inferir que o éleo de P. aduncum foi eficaz
no controle do referido inseto.

Pelo método convencional de controle, o custo do produto para pulverizacao
chega a R$ 34,20/hectare. Ja o uso do bioinseticida reduz as despesas para
R$ 25,61/hectare. O célculo toma como base o preco de comercializacdo do
litro de 6leo de pimenta longa, que é produzido no Acre e comercializado a R$
16,10.

O ¢6leo de Piper aduncum pode ser utilizado como inseticida no controle
da broca-do-abacaxi por meio de pulverizacbes semanais ou quinzenais,
dependendo da infestacdo da praga.

12

Frutos danificados (%)

Oleo de P. aduncum Decis + Benzocreol Testemunha

Tratamentos aplicados

Fig. 9. Frutos danificados pela broca-do-fruto-do-abacaxi nas parcelas tratadas com dleo
de P. aduncum, deltametrina + creolina (tratamento do produtor), em comparacdo com
a testemunha (sem tratamento), no periodo de 7 semanas.
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4. Conclusdes e Recomendacoées

Os extratos de P. hispidinervum e de P. aduncum mostraram-se
promissores no controle da vaquinha-do-feijoeiro. Torna-se necessario, portanto,
o desenvolvimento de um processo pratico de producao desses extratos na
pequena propriedade rural. Como essas piperaceas sao espontaneas, pioneiras
e abundantes nos vales dos Rios Purus e Jurud, sendo constituintes importantes
na composicdao de capoeiras, suas respectivas utilizacdes poderao refletir em
um impacto social e econdmico consideravel na agricultura familiar do Estado.

Os oOleos essenciais dessas piperdaceas apresentaram potencial de
utilizacdo para plantas que possuam folhas mais coridceas como café, citros e
abacaxi, necessitando que sejam finalizadas as observacoes de campo quanto a
sua aplicacdao em maior escala. Para a producao de 6leos de P. aduncum podera
ser utilizado o mesmo processo de destilacdo para o 6leo de P. hispidinervum
em funcionamento no Acre, aumentando desta forma a capacidade de uso e
producao desta infra-estrutura ja instalada.

Algumas etapas deverao ser cumpridas para que o 6leo de P. aduncum
seja utilizado pelos produtores, dentre as quais:

e Comprovacao cientifica da toxicidade do 6leo ao grupo de pragas que
se pretende controlar, visando ao manejo integrado delas.

e Avaliacao do potencial de domesticacao da pimenta-de-macaco, visando
a sua producao em escala comercial.

e Viabilizacdo do aproveitamento da infra-estrutura industrial ja existente
no Estado para a producao de safrol.

e Avaliacdo do rendimento industrial e do custo de producao do 6leo de
dilapiol.

e Avaliacdao do potencial de mercado consumidorinterno e externo, visando
a utilizacdo do dleo na agricultura organica, uma vez que é evidente a
crescente expansao do setor tanto no Brasil como mundialmente.

e Registro do d6leo rico em dilapiol como inseticida, para utilizacao
comercial.

Considerando que tanto o preparo da matéria-prima quanto o
processamento industrial devam seguir a mesma metodologia desenvolvida no
processamento de P. hispidinervum para obter o 6leo safrol, a producdo em
escala comercial serd apenas uma questao de tempo.

Além disso, novas acdes de pesquisa foram iniciadas na Embrapa Acre
com a finalidade de comprovar o efeito sinérgico do 6éleo de P. aduncum para
inseticidas sintéticos do grupo dos piretréides e carbamatos.

Evidenciou-se também o potencial de utilizacdo de 6leos, talos e folhas
de cip6-vick (7. nocturnum) para expurgo de grdos armazenados com énfase ao
milho. Resultados preliminares apontam como promissor o uso dos talos dessa
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planta in natura para esse fim. Estdao sendo realizadas também observacoes
quanto a multiplicacao desta espécie de forma a domestica-la, no intuito de
preservar as populacdes nativas desta planta da exploracdo predatéria que

poderia ocorrer caso fosse intensificada a sua utilizacao.
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1. Introducéao

A valoracao dos alimentos regionais para o consumo local contribui de
diversas formas para nutrir e manter a populacao. Primeiro, valoriza os héabitos
alimentares, culturas e tradicoes dos povos amazbénicos na medida em que
reconhece a qualidade dos alimentos naturalmente selecionados pelos povos
da floresta, contribuindo desta forma para elevar a auto-estima da populacao
regional; e, segundo, incentiva a producao agricola com o aumento da demanda
dos alimentos regionais, motivando a geracao de emprego e renda.

Ha algum tempo, pensava-se que as tecnologias agroindustriais deveriam
orientar-se em duas direcoes. Uma no sentido da continuagado ou do incremento
da producao de alimentos sofisticados, nutritivos, convenientes e atrativos como
ja existiam em paises desenvolvidos, para atender a demanda de classes de
maior poder aquisitivo; a outra, no desenvolvimento de processos tecnoldgicos
orientando-se para o aproveitamento de derivados ou subprodutos visando a
producao de alimentos mais nutritivos, que pudessem ser oferecidos a precos
acessiveis e utilizados por grande parcela da populacao mundial, hoje carente
de alimentos.

Considerando essa segunda tendéncia, a agroindustrializacdo de matérias-
primas regionais podera contribuir sobremaneira para a melhoria da dieta e do
estado nutricional da populacao dessas regides. A tecnologia de alimentos une
producao e consumo, ocupando-se de sua adequada manipulacao, elaboracao,
preservacao, armazenamento, transporte e comercializacao, associando de um
lado rendimentos relacionados a métodos e processos de producao agropecuaria
e, de outro, principios e praticas de nutricédo.

Neste capitulo sera oferecida ao leitor uma visao geral sobre os produtos
regionais reconhecidos como fontes riquissimas dos mais diversos nutrientes,
além de uma rapida introducao sobre a importancia destes, de forma a despertar
nos povos amazoénicos o interesse em consumi-los, contribuindo para suprir as
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necessidades nutricionais da populacdo. Os produtos e suas potencialidades
serao tratados de modo geral e em particular, mostrando as possibilidades de
uso e suas vantagens conforme a oferta disponivel na regido, como é o caso da
banana e castanha-do-brasil.

A banana em sua grande maioria é consumida in natura, integrando a
dieta alimentar da maior parte da populacao de baixa renda. Sob a forma de
farinha apresenta-se como um derivado de reconhecido valor nutritivo e de
grande aceitacao, principalmente para criancas em idade escolar e por idosos.
Além disso, a fruta in natura apresenta baixo valor de mercado, uma vez que
grande parte da producado é perdida devido a auséncia de adequado manejo
pés-colheita e também por ndo serem gerados produtos derivados suficientes
com esta matéria-prima.

A farinha de castanha-do-brasil apresenta sabor agradavel e, mesmo em
pouca quantidade, mascara o sabor de outras fontes protéicas e energéticas.
Sua inclusdo em produtos industrializados para complementacao alimentar
vem sendo testada com freqliéncia por instituicoes de pesquisa com o objetivo
de reduzir os problemas de disponibilidade e quantidade de alimentos para
populacdes carentes.

O conhecimento do que j& estd disponivel, bem como do que o
processamento e agregacao de matéria-prima podem oferecer ao novo milénio,
torna-se primordial para poder conviver e melhor usufruir dessas tecnologias.

2. Espécies Vegetais Nativas da Regiao Amaz6nica com
Potencial de Processamento e Agregacao de Valor

2.1. Banana (Musa spp. Linneu)

A banana (Musa spp.), pertencente a familia Musaceae, é considerada
a fruta mais produzida e consumida no mundo, sendo explorada na maioria
dos paises tropicais. No Brasil, é cultivada em todos os estados, desde a
faixa litoranea até os planaltos (DANTAS; SOARES FILHO, 1995). Em 2004,
a producdo mundial foi de 70,6 milhdes de toneladas e a india apresentou-
se como maior produtora, seguida pelo Brasil que atingiu 9,3% do total da
producao mundial, sendo ainda o maior consumidor (BORGES, 2003).

A culturadabanana ocupa o segundo lugar em volume de frutas produzidas
e consumidas no Brasil e a terceira posicao em area colhida. As diversas camadas
da populacgéo brasileira consomem banana, ndo s6 como sobremesa, mas como
uma fonte alimentar. Todavia, a parcela da renda gasta com a aquisicdao deste
produto é de 0,87% do total das despesas com alimentacéo.

A producao brasileirade banana esta distribuida em todo territério nacional,
sendo a Regido Nordeste a maior produtora (34%), seguida das regides Norte
(26%), Sudeste (24%), Sul (10%) e Centro-Oeste (6%). Em 2003 esta producao
foi estimada em 6,5 milhdes de toneladas em uma &area cultivada de 510 mil
ha, sendo Sao Paulo (1.178,4 mil toneladas), Bahia (764,7 mil toneladas) e Para
(697,8 mil toneladas) os maiores produtores (SILVA et al., 2005).
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Todos os estados brasileiros cultivam banana, desde a faixa litordnea até
os planaltos do interior, embora o seu cultivo sofra restricdes, em virtude de
fatores climaticos, como temperatura e precipitacao, impondo limites a cultura
e favorecendo sua concentracao nos estados de Sao Paulo, Bahia, Pard, Santa
Catarina e Minas Gerais (Tabela 1) (QUANTIDADE, 2008). No Brasil, a banana
é uma das frutas mais apreciadas pelos consumidores, sendo superada nessa
preferéncia apenas pela laranja (ALVES, 1999). O volume total da producao, em
torno de 6 milhGes de toneladas/ano, é praticamente consumido dentro do Pais
(FAO, 1990), sendo a maior forma de consumo in natura.

Tabela 1. Quantidade de banana produzida por regido e por estado, no periodo
de 2001 a 2006.

Brasil, regido Ano

geografica e

unidade da 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Federacdo

Brasil 6.177.293 6.689.179  6.800.981 6.583.564 6.703.400  6.956.179
Norte 980.207 1.256.774  1.265.869 1.087.329 970173  1.007.782
Nordeste 2.047.459 2.202.735  2.259.344 2.354.759 2.424.219  2.706.207
Sudeste 1.996.782 2.073.188  2.046.775 1.953.666 2.071.177  2.073.503
Sul 846.008 912186  974.010  939.407 1.005.683 946.567
Centro-Oeste 306.837 244296  254.983  248.403  232.148 222.120
Rondania 56.037  46.443 56.058 56.117 57570 46.119
Acre 43625  52.087 57918 62503  55.479 75.589
Amazonas 106.019  377.379  378.800  354.433  244.767 262.166
Roraima 28.000  23.720 20.250  36.454  36.454 36.454
Paré 712.417  723.694  705.268  540.312  537.900 551.786
Amapé 2.808 2.460 2.275 2072 2.635 3.250
Tocantins 31.301  30.991 36.300 35438  35.368 32.418
Maranhiio 118173 126755  128.839  128.752  127.927 124.969
Piaui 35.688  34.877 31532  28.965  25.203 25.149
Ceara 296.440  334.273 341715  367.667  363.025 408.026
;‘;’rga"de do 123749  163.538 157552 199.666  201.891 202.872
Paraiba 272584 287735  283.810  284.896  257.447 264.638
Pernambuco 330.227  367.481  418.004 355604  359.432 388.875
Alagoas 100.463  64.520 50.638 51799 49127 43.852
Sergipe 52.915  59.655 63.823  64.936  64.547 64.885
Bahia 717220 763.901  783.431  872.474 975620  1.182.941
Minas Gerais 593.877 607575  544.081 561721  550.503 554.039
Espirito Santo 137.314  137.380  158.340  170.509  180.207 180.026
Rio de Janeiro 159.764  176.633 161.769  160.916  162.327 163.670
Sio Paulo 1.105.827 1151600  1.182.585 1.060.520 1.178.140  1.175.768
Parana 157579  168.074 240922  188.387  229.493 231.757

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

SantaCatarina __ 585.858  628.850  618.403  655.680  668.003 596.636
g'u"l Grande do 102571  115.262 114.685  95.340  108.187 118.174
['}’La;zlﬁ”’ss" 32.094  29.799 26.820 19.799  16.449 8.475
Mato Grosso 119.623  53.360 70328  66.978  60.527 55.470
Goids 152.055  158.169 156.374  159.669  153.018 155.943
Distrito Federal 3.065 2.968 1.461 1.957 2.154 2.232

A banana é parte integrante da alimentacao das populacdes de baixarenda,
ndo apenas por seu alto valor nutritivo como também por seu custo relativamente
baixo. Em termos nutricionais, uma Unica banana supre aproximadamente 25%
da ingestao diaria de vitamina C recomendada para criancas. Contém ainda
vitaminas A e B, alto teor de potassio, pouco sédio, nenhum colesterol e mais
acucar que a maca (MEDINA et al., 2000). Além dos beneficios nutricionais,
tem ainda um importante papel na fixacdao da mao-de-obra rural.

Fruto com larga faixa de maturidade fisiolégica, a banana pode ser colhida
e induzida ao amadurecimento com excelente qualidade, permitindo que o
processo de maturacdo comercial seja uma operacao de rotina na obtencao do
produto em estado de maturacao especifico, de acordo com as exigéncias de
mercado (MEDINA et al., 2000).

A banana denominada regionalmente como “comprida” é largamente
produzida e comercializada no Estado do Acre. Em geral, é consumida no café
da manha e lanche da tarde, de diferentes maneiras: quando verde na forma de
chips e frita, sendo usada também em receitas de bolo e tortas, entre outros
produtos ndo menos apreciados na culindria nacional.

2.1.1. Farinha de Banana

A farinha é o produto obtido da desidratacdo da polpa da banana, cujo
sabor deve ser suave, ndo podendo ser amargo ou adstringente. Apresenta
cor branca ou ligeiramente amarelada, odor caracteristico, é isenta de fibras,
pedacos de pélo (pericarpo) e de outras particulas e eventuais larvas. Deve
conter de 70% a 85% de carboidratos e teor de umidade nao superior a 8%.

Para o processamento da farinha de banana devem-se obedecer as etapas
previstas no fluxograma a seguir (Fig. 1).

2.1.1.1. Descricao das Etapas

Recepcédo — as bananas sdo recepcionadas na plataforma da agroindustria e
depositadas ainda em cachos ou pencas sobre paletes previamente higienizados.
Nesta etapa, sdo observadas as seguintes caracteristicas: coloracdo da casca
verde-clara, polpa com 19% a 21% de amido e 1,5% de acucar.

Pré-lavagem/lavagem/despencamento — a lavagem preliminar é feita em
agua fria, seguida de outras duas com agua nas temperaturas de 40°C a 45°C e
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de 70°C a 75°C, respectivamente, por um periodo de 5 a 6 minutos cada uma,
com o objetivo de facilitar a préoxima etapa (Fig. 2). O despencamento é feito
manualmente, tomando-se o cuidado para evitar acidentes.

Descascamento — é feito manualmente, utilizando-se facas de aco
inoxidavel para evitar o escurecimento enzimatico, uma reacdo quimica que

ocorre naturalmente em contato com o oxigénio.

Recepcao

v

Pré-lavagem/
lavagem/
despencamento

v

( N\
Descascamento
<
v
Corte
G J
Tratamento

antioxidante

4 2\
Secagem
|
v
v
Trituracao
& J

\ 4

Embalagem/
armazenamento

Fig. 1. Fluxograma para obtencao de farinha de banana.
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Fig. 2. Tanque de imersdo com &gua clorada para sanitizacao das frutas.

Corte — as frutas sdo cortadas em rodelas de aproximadamente 1 cm,
utilizando-se um multiprocessador ou facas de aco inoxidavel.

Tratamento antioxidante - as fatias de banana sdao submetidas a um
tratamento antioxidante, que pode ser por via Umida, adicionando-se acido
citrico 1% e bissulfito de sédio 1%, ou somente &cido citrico 1% por,
aproximadamente, 2 minutos; e por via seca com SO,. Nesse caso ocorrera a
combustdo do enxofre sublimado puro, podendo ser adicionado um pouco de
nitrato de sédio ou de potdssio para garantir a completa combustdo. As doses
de enxofre variam de 16 a 20 g/m? de atmosfera da cdmara, com o tempo de
exposicdo de 15 a 30 minutos. Independentemente do método aplicado, o
teor residual de SO, no produto deverad ser de no méaximo 200 ppm (ALVES,
1999).

Secagem - realizada com exposicao direta do produto ao ar quente.
O tipo e a capacidade do secador dependerdao do investimento na producao,
bem como dos recursos locais de combustivel, mercado, rentabilidade, dentre
outros. A secagem natural também podera ser utilizada apés a sulfitacdo, sendo
as rodelas ou fatias distribuidas sobre lonas e expostas ao sol por cerca de 6
a 10 horas. Nesse caso, poderd haver contaminagcao por poeira e conseqiente
comprometimento da qualidade do produto final (Fig. 3).

Trituracdo - o material desidratado é moido em moinho de martelos, com
peneira de malha de 3 mm, podendo ser necesséario peneirar a farinha para
homogeneizacdo do produto.

Embalagem/armazenamento — apds a trituracdo a farinha obtida deve
ser acondicionada em sacos plasticos com barreira a entrada de umidade e
armazenada em local adequado, seco, colocando-se os sacos sobre estrados
de material resistente a umidade e dispostos para facilitar a expedicdo, sempre

seguindo o principio de que o primeiro que entra é o primeiro que sai (pvps).
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Fig. 3. Bananas fatiadas na bandeja para desidratacao (a) e desidratacao de bananas com
o uso de estufa com circulacdo forcada de ar a 80°C (b).

No preparo da farinha, deve-se evitar a presenca de impurezas, efetuando-
se uma boa lavagem para eliminar terra e detritos vegetais, o que favorece a
obtencdo de um produto de boa qualidade. A farinha obtida, independente do
pré-tratamento efetuado, apresenta a seguinte composicdo quimica (em g/100
g banana): umidade (13,9%), sais minerais (2,5%), proteina bruta (3,3%), fibra
bruta (1,5%) e carboidratos (78,9%) (BARROS, 1989).

O rendimento da farinha depende da cultivar e da técnica utilizada. De
modo geral, tem-se, por 100 kg de banana, 50 kg de polpa utilizavel, que apés
a secagem resultardo em 10 kg a 11 kg de farelo com 6% a 8% de umidade
(MARTIN et al., 1985).

Esta é uma das formas mais simples de se aproveitar a banana “comprida”,
que podera ser utilizada no preparo de varios alimentos (bolos, mingaus,
biscoitos, paes, etc.), podendo ser consumida por criangas, idosos e enfermos,
principalmente em paises da América, Asia e Africa (BARROS, 1989).

2.2. Castanheira (Bertholletia excelsa H.B.K.)

E uma arvore de grande porte, podendo atingir 50 m de altura e 2 m de
didametro na base. Também denominada castanheira-do-brasil, ¢ uma das mais
importantes arvores amazdnicas conhecidas e sua exploracdao tem um papel
fundamental na organizagdo socioecondémica de grandes areas extrativistas da
floresta. Possui caule liso ramificando-se somente na sua porcao superior, casca
escura e fendida, copa reduzida, folhas de coloracao verde-escura, onduladas
e brilhantes. A floracdo ocorre nos meses de novembro a fevereiro e as flores
sdo branco-amareladas e aromaticas.

O fruto da castanheira, também conhecido localmente por “ourico”, é
uma capsula globosa, de superficie espessa e coloracdao castanho-escura, que
possui casca lenhosa e bastante dura e chega a pesar dois quilos. Quando
amadurece, destaca e cai do alto das castanheiras. A maturacao ocorre no
periodo de dezembro a marco. Possui de 14 a 24 sementes em seu interior,
envoltas em polpa amarela, que apresentam de 4 a 7 cm de comprimento, tém
uma casca bastante dura e rugosa e encerram as améndoas tdo procuradas.

391
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2.2.1. Importancia da Castanha-do-brasil

A castanha-do-brasil € um alimento nobre de alto valor nutritivo, de grande
demanda e consumo imediato em muitos paises, tanto pelo 6leo como por suas
proteinas, vitaminas, principalmente tiamina e riboflavina, minerais como célcio
e fosforo (SANT'ANA, 1985), contribuindo também nutricionalmente com as
vitaminas A, B, B, e niacina (NERI, 1969; SOUZA, 2006).

Rica em gorduras e proteinas, a castanha-do-brasil é considerada na
literaturacomo “carne vegetal”, pois duas améndoas contém proteina equivalente
a de um ovo de galinha. Pode ser consumida fresca ou tostada, é apreciada
mundialmente como tira-gosto e utilizada na composicado de iniUmeras receitas
de doces e salgados.

No Brasil, varios programas vém promovendo campanhas educacionais
para a utilizacdo da castanha em populacdes com idade escolar e pré-escolar,
com o objetivo de minimizar deficiéncias protéicas, caléricas, vitaminicas e
minerais, utilizando-a entre outros produtos nutricionalmente balanceados e de
baixo custo (CASTRO, 2005).

Alguns estudos evidenciaram o alto teor protéico da farinha de castanha-
do-brasil, sendo sua principal proteina a globulina denominada ‘excelsina’
(ROTEMBERG; IACHAN, 1975).

Estudos também apontaram a presenca de todos os aminoéacidos essenciais
na castanha-do-brasil, bem como rica composicdo em aminoéacidos sulfurados,
indicando a sua importancia na suplementacao de produtos alimentares (MOURA;
ZUCAS, 1981).

2.2.2. Farinha de Castanha-do-brasil

A farinha de castanha-do-brasil apresenta sabor agradavel e, mesmo em
pouca quantidade, mascara o sabor de outras fontes protéicas, sendo usada
com certa freqiéncia na complementacao alimentar com o objetivo de reduzir
os problemas de disponibilidade e quantidade de alimentos para populacdes
carentes (SUDAM, 1976).

Na Fig. 4 estdo descritas todas as etapas para obtencao da farinha de
castanha-do-brasil.

O processamento para a obtencdo da farinha de castanha-do-brasil foi
realizado no laboratério de produtos agroflorestais da Embrapa Acre em Rio
Branco, obedecendo as etapas descritas a seguir:

Recepcédo - selecdo da castanha-do-brasil desidratada, eliminando aquelas
atacadas por fungos ou com aspectos indesejaveis. Nesta etapa pode ser
realizada a pesagem para fins de célculo de rendimento.

Despeliculacdo — etapa opcional, porém com obtencdo de um produto
diferenciado, muito apropriado para servir sob a forma de salgadinho tipo snack
ou para se obter farinha de coloracao branco-creme. Para despeliculacado, as
améndoas deverdo ser imersas numa solucdo de hidréxido de sédio a 1%,
temperatura de 100°C, durante 5 segundos, rapidamente transferidas para uma
superficie de tela e lavadas sob dgua corrente até remocao total dos residuos de
hidréxido de sédio. Para neutralizar o efeito residual desse composto adicionar
solucdo de acido citrico a 1% durante 5 minutos.
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Castanha-do-brasil
desidratada

_____________ I

i Despeliculacéo i
i NaOH a 1%/5 s/100°C i

J

Secagem 1

|

Desengorduramento

'

Pesagem

!

Embalagem

A 4

Armazenamento

A 4

Secagem 2
12 horas/70°C

Fig. 4. Fluxograma da farinha de castanha-do-brasil. Linha descontinua indica etapa
opcional.
Fonte: Adaptada de Souza, 1984.

Apds esse procedimento, faz-se o teste da fenolftaleina a 1%, o qual
consiste em apanhar améndoas aleatoriamente entre aquelas despeliculadas
e pingar uma gota dessa substancia. Caso apresente coloragdo résea, toda a
massa de castanhas despeliculadas deverad ser novamente lavada e imersa na
solucdo de 4acido citrico, conforme tratamento anterior. Realizar novo teste de
fenolftaleina até ndo apresentar nenhuma reacdo, ou seja, até que todos os
residuos de hidroxido de sodio sejam eliminados (Fig. 5).
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Fig. 5. Castanhas-do-brasil despeliculadas.

Secagem 1 — deve ser realizada se as améndoas passarem pela etapa de
despeliculacao. Caso contréario, as améndoas devem ser transferidas para estufa
com renovacao e circulacao forcada de ar. Apds varios testes, foi estabelecido o
tempo de 4 horas em temperatura de 80°C suficiente para deixar as améndoas
crocantes. Apds esta etapa, a trituracao é opcional.

Desengorduramento — é realizado em uma prensa alimentada com as
améndoas. Para cada 10 kg de améndoas, é necessario adicionar 1 litro de
agua com a finalidade de facilitar a entrada e passagem da massa triturada no
equipamento de prensagem.

Secagem 2 — a torta de castanha prensada deve ser colocada em estufa com
renovacao e circulacao forcada de ar. Apds testes preliminares, foi estabelecido
o tempo de 12 horas em temperatura de 70°C como suficiente para secar a
farinha e deixa-la pronta para ser pesada e embalada.

Pesagem - a farinha seca obtida deve ser pesada apds resfriamento,
até obter a temperatura ambiente, em local suficientemente seguro para evitar
contaminacgoes.

Embalagem e armazenamento — depois de resfriada a farinha devera ser
embalada a vdcuo em sacos de polietileno aluminizado e armazenada em local
fresco e seco.

3. Produtos Desenvolvidos a Base de Farinhas de
Banana e de Castanha-do-brasil

3.1. Elaboracao de Farinha Mista de Banana com Castanha-do-
brasil para a Fabricacao de Paes

A formulacéao foi elaborada calculando-se um peso total de dez quilogramas
para cada percentual. Assim, para obtencao de 100 kilogramas da farinha mista
com 15% de farinha de castanha-do-brasil, adicionam-se 85 kg de farinha de
banana e 15 kg de farinha de castanha-do-brasil. Esses percentuais foram
definidos considerando-se o teor protéico e o residual de gordura presente na
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farinha de castanha e também a capacidade do sabor desta prevalecer sobre o
sabor da farinha de banana.

Apés preparada a farinha mista, € importante a realizacao de anélises
quimicas para verificar as caracteristicas nutricionais do produto final. Conforme
legislacdo em vigor, todo alimento devera ter suas caracteristicas analisadas
utilizando-se os métodos descritos pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 1984) e IAL (INSTITUTO ADOLFO LUTZ).

Na Tabela 2, podem-se observar os valores da composicdao da
farinha mista.

Tabela 2. Composicdo quimica da farinha de banana enriquecida com 15% de
farinha de castanha-do-brasil (em g/100 g).

Componentes Farinha mista de banana
com 15% de farinha de
castanha-do-brasil

Proteina bruta 5,45
Gordura 11,03
Umidade 7,68
Cinza 2,56
Carboidrato 70,51
Fibra bruta 1,27
Fésforo 0,13
Calcio 0,90
Magnésio 0,06
Potassio 0,41

A composicdo nutricional da farinha mista foi comparada a das matérias-
primas individuais (Tabela 3). A inclusdo de 15% de farinha de castanha
incrementou ligeiramente os valores da composicdo quimica da farinha mista
obtida, aspecto considerado positivo, uma vez que banana e castanha, como
matérias-primas regionais, nao tém sido consideradas pelos seus conteldos
nutricionais e possibilidades tecnolégicas.

Tabela 3. Composicdo quimica das farinhas de banana e castanha-do-brasil
(em g/100 g).

Componentes Farinha de banana Farinha de castanha
Embrapa IBGE Barros Embrapa Acre Gloria
Acre (1977) (1986) (2000)
Proteina bruta 3,87 4,4 3,40 14,97 47,6
Gordura 0,88 0,8 0,50 68,6 1,20
Umidade 8,00 3,0 12,8 4,78 4,50
Cinza 2,27 3,2 2,90 4,30 13,10
Carboidrato 82,77 - 78,90 3,93 32,7
Fibra bruta 0,54 2,0 1,50 5,50 5,50
Fasforo 0,10 0,104 0,130 0,31 -

Continua...
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Tabela 3. Continuacao.

Calcio 0,07 0,032 0,028 0,22
Magnésio 0,02 . 0,112 0,22
Potassio 0.45 - 0,107 0,29

3.1.1. Controle de Qualidade

z

A qualidade de um alimento é o somatério de caracteristicas das
diferentes unidades individuais de um produto, o qual determina o seu grau de
aceitabilidade. Essa qualidade resulta tanto de atributos positivos e desejaveis,
como sabor, odor e textura, quanto de negativos e indesejaveis como residuos de
agrotéxicos, de metais, microorganismos e toxinas. Esses atributos geralmente
sdo objeto de legislacdo e regulamentacao pelos 6rgaos oficiais.

Recomenda-se a realizacao de contagens de colbnias de coliformes fecais,
bolores e leveduras e meséfilos conforme metodologias de RDC n° 12/MS,
2001. O estudo dos coliformes a 45°C é importante por indicar a contaminacao
fecal nos alimentos processados, como descrito na Resolucdo n® 12 de 2 de
janeiro de 2001 do Ministério da Saude (RDC n° 12/MS, 2001).

Embora na Resolucéao n® 12 de 2 de janeiro de 2001 do Ministério da Saldde
nado existam padrdes para o estudo de bolores e leveduras, pode-se realiza-lo
com o objetivo de verificar condicdes higiénicas deficientes de equipamentos,
multiplicacdo no produto pronto por falhas no processamento/estocagem ou
mesmo matérias-primas com contaminacao inicial excessiva.

A pesquisa de meséfilos também ndo consta na resolucao citada,
podendo ser feita apenas para permitir a deteccao do nimero de bactérias
aerdbias ou facultativas e meséfilos presentes sob a forma de esporos e células
vegetativas. Esse estudo tem sido usado como indicador da qualidade higiénica
dos alimentos, podendo fornecer uma idéia do tempo util de conservacao, se
o produto estd excessivamente contaminado e se a limpeza e sanitizacao sao
deficientes.

Nas farinhas de castanha e de banana o NMP/g (nimero mais provavel/g)
de coliformes a 45°C deve ser inferior a 3 coliformes/g (Tabela 4), em
conveniéncia com a Resolucdao n® 12 de 2 de janeiro de 2001 do Ministério
da Saude. Dessa forma, garantem-se as boas condicdes de matéria-prima,
ambiente, equipamentos e processos adotados neste estudo.

Tabela 4. Resultados das andlises microbiolégicas das farinhas de banana (FB)
e castanha-do-brasil (FC).

Produtos Analises microbioldgicas
Coliformes a 45°C Mofos e Contagem de mesdfilas
NMP/g leveduras UFC|g UFCJg
FC <3 0,2x10° 0,2x 103

FB <3 0,5x 108 0,4x10°
Padrdes 102 . -
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3.2. Elaboracdo de Paes a Base de Farinha de Castanha-do-brasil
Desengordurada e Estudo Quimico da Composicéao

Para elaborar paes é necessaria a presenca de um liquido que permite a
acao da proteina da farinha de trigo (gliten) para o crescimento. Pode-se usar
agua, leite ou suco de frutas, mas cada um oferece um resultado diferente:

Agua - o pdo tem uma casca mais dura e o miolo mais leve.

Leite — o pao tem uma casca mais dourada, miolo mais macio e sabor
mais suave.

O aparecimento da crosta dourada nao é por acaso, deve-se a uma reacao
quimica, denominada reacao de Maillard. Para que aconteca é necesséria a
presenca de um grupo de proteinas e outro de carboidratos. O pao preparado
com leite tem os dois, ou seja, as proteinas do leite e os carboidratos das
farinhas. Esses dois compostos, quando submetidos a uma temperatura acima
de 130°C, dao origem a um composto instavel que por sua vez é responsavel
pela coloracdao dourado-marrom presente na crosta do pao.

Para tornar o pao mais nutritivo e macio, o ideal é preparar antes um
mingau a base de leite, farinha de trigo, acucar e manteiga, deixar esfriar,
adicionar fermento e dai em diante seguir as mesmas técnicas do preparo. Além
das vantagens de sabor, aroma e apresentacao, o uso do leite no preparo de
paes deixa-os com melhor valor nutricional, principalmente em relacao ao teor
de célcio, nutriente importante para a formacao e manutencao da estrutura
Ossea.

Ingredientes secundarios ou melhoradores sao utilizados para aperfeicoar
a qualidade, sabor, aparéncia, coloragcdo e o valor nutritivo dos paes, sendo
estes:

1. Aculcar — agiliza o crescimento da massa por meio da reproducao e
multiplicacdo dos microorganismos existentes no fermento, que se alimentam
do préprio acucar, além de melhorar o sabor e dourar o pao.

2. Gorduras - conferem maciez, sabor e coloracdao aos paes, além de
aumentar o valor nutritivo e o periodo de conservacado, porém em demasia
afetam a fermentacdo da massa alterando também a consisténcia do pao que
pode ficar mais gorduroso e compacto.

3. Leite — aumenta o valor nutritivo, melhora o aroma, o sabor e a cor da
casca, deixando-a mais corada, com melhor textura, conferindo maciez ao pao,
podendo também proporcionar um periodo maior de conservacao.

4. Ovos - por ser um ingrediente amaciador, proporcionam ao pao
uma textura mais fina, melhorando também o sabor, a cor e o valor nutritivo,
principalmente por possuirem proteinas de excelente qualidade.

5. Outras farinhas — sao usadas com a funcao de enriquecer ou conferir
sabor, aroma e textura especificos, caracterizando diferentes tipos de paes,
como foi o caso da farinha de castanha-do-brasil.

A metodologia usada na fabricacdo dos paes seguiu o fluxograma da
Fig. 6, proposto por EL-DASH e GERMANI (1994). Para obter paes de férma
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e de hamburguer adaptou-se uma formulacdo citada por SILVA (1996). Na
Tabela 5 e Fig. 6 constam, respectivamente, os ingredientes e o fluxograma de
processamento utilizado para fabricacao dos paes.

Misturador

I

Cilindro

!

Pesagem

Moldagem
l

v

Bandejas

{

Fermentacao/4 horas

I

Forno 160°C/15 minutos

i

Resfriamento

'

Embalagem

Fig. 6. Fluxograma para producao de paes de forma e de hamburguer.

Fonte: El-Dashi e Germani, 1994.

Tabela 5. Ingredientes utilizados para obtencado dos paes.

Ingredientes Unidade Pao de forma Pao de hambirguer
Farinha de trigo g 900 900
Farinha de castanha-do-brasil g 100 100
Actcar g 250 100
Manteiga g 200 200
Ovos Unidade 4 4
Agua g 300 300
Fermento g 100 100
Sal g - 8
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3.2.1. Pao de Férma

Utilizando-se batedeira, misturam-se todos os ingredientes Umidos e o
aculcar, deixando o fermento por Gltimo. Em seguida, acrescentam-se as farinhas
de trigo e de castanha-do-brasil aos poucos, misturando-se tudo muito bem,
sem bater, sovando a massa das laterais para o centro, até obter uma aparéncia
lisa e homogénea. Depois de homogeneizada a massa devera ficar macia ao
toque. Deve-se deixa-la descansando por cerca de 1 hora. Apds esse tempo,
sao feitos corddes com a massa e cortam-se pedacos no tamanho desejado.
Deixam-se os pdes crescendo nas assadeiras por aproximadamente 2 horas e
decorrido esse tempo colocam-se para assar em forno com temperatura minima
(150°C) por cerca de 20 minutos, elevando para a temperatura média (190°C)
quando comegcam a dourar. Apds o resfriamento, os paes sdo cortados em
fatias e colocados em sacos plasticos préprios (Fig. 7).

Foto: Joana Maria Leite de Souza

Fig. 7. Paes produzidos com diversos percentuais de inclusdo de farinha de banana e de
castanha-do-brasil.

3.2.2. Pdo de Hamburguer

Misturam-se todos os ingredientes, acrescentando-se dgua aos poucos
até dar o ponto. A seguir, a massa é sovada até ficar macia ao toque. Deve-se
deixa-la descansando por cerca de 1 hora. Apds esse tempo, fazem-se corddes
com essa massa e cortam-se pedacos de tamanho pequeno e redondo. Deixam-
se 0s paes crescendo nas bandejas por aproximadamente 2 horas e decorrido
esse tempo colocam-se para assar em forno de temperatura minima por cerca
de 20 minutos, elevando-a para média, a fim de dourar.

A composi¢cao quimica dos paes fabricados com farinha de banana e
castanha pode ser observada na Tabela 6.
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Tabela 6. Composicao quimica dos paes a base de farinha de castanha-do-
brasil (em g/100 g).

Produtos componentes (%) Péo de forma Pao de hambiirguer
Matéria seca 96,24 96,57
Umidade 3,76 3,43
Fibra bruta 0,54 0,47
Extrato etéreo 2,15 8,01
Cinza 4,35 3,61
Carboidrato 76,90 72,98
Proteina bruta 12,30 11,50
Calcio 0,29 0,13
Magnésio 0,02 0,02
Fasforo 0,23 0,20
Potassio 0,20 0,04
Ferro 513 13,20
Zinco 24,60 16,20
Cobre 23,03 26,26
Magnésio 9,65 10,93

A quantidade maxima de farinha de trigo, que pode ser substituida por
farinha de castanha-do-brasil, depende de fatores como a qualidade da farinha
de trigo utilizada, ficando dificil fabricar paes de forma padronizada.

Outra alteracao que deve ser observada é a quantidade de agua, devido
ao grande teor de proteina que a farinha de castanha contém. Pode-se ainda
elevar o teor de gordura, uma vez que formulagcdes mais ricas produzem pao de
farinha mista com melhores caracteristicas.

A etapa de fermentacao foi a mais afetada pela inclusao de farinha de
castanha-do-brasil, sendo necessario aumentar o tempo de mistura, pois o
acréscimo de proteina e de dgua faz com que a rede de gluten demore mais
tempo para se desenvolver completamente.

4. Conclusoes

Os estudos bromatolégicos de farinhas de banana e castanha-do-brasil,
bem como das farinhas enriquecidas, demonstraram quantidades suficientes de
proteina, gordura, cinza, carboidrato e fibra bruta, podendo-se recomenda-las
para complementacao alimentar.

O processamento de farinhas de banana e castanha-do-brasil descrito,
bem como a inclusao de até 15% de farinha de castanha-do-brasil, possibilita
obter produtos finais com qualidades microbiolégicas dentro dos padroes
permitidos pela legislacao.

Os produtos a base de castanha-do-brasil, por seu elevado valor nutricional,
podem ser recomendados para complementacao alimentar, principalmente em
merendas escolares.

A farinha de castanha-do-brasil, com valor nutritivo elevado, poderéa ser
utilizada na alimentacdo humana, principalmente em produtos de panificacao
como paes de féorma, hamburguer, pao caseiro, bolos e biscoitos.
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Luciana Mendes Cavalcante

1. Introducéao

O conhecimento da geologia da Amazonia, em especial a do Estado do
Acre, a despeito dos grandes esforcos empreendidos em investigacdes de seus
recursos naturais nas trés ultimas décadas, ainda é deficiente. Desde o final
do século 19 etndgrafos e naturalistas adentraram as areas a norte e a sul do
Rio Amazonas, percorrendo os principais afluentes, e descreveram as litologias
encontradas. No Estado do Acre destacam-se os nomes de W. Chandless e
F. Katzer; ja no inicio do século 20, com a criagdo do Servico Geoldgico e
Mineraldgico do Brasil, os trabalhos que se destacam sado os de P. Moura e A.
Wanderley, V. Oppenheim e J. T. Singewald (PROJETO RADAMBRASIL, 1976;
1977).

Os trabalhos do Servico Geoldgico prosseguiram posteriormente com a
atuacao de instituicoes como o Departamento Nacional de Pesquisas Minerais
(DNPM) e a Petrobras (Petréleo Brasileiro S/A). O grande marco na evolucéo
de conhecimentos geoldgicos ocorre na década de 70 com os trabalhos
realizados pela Companhia de Pesquisas de Recursos Minerais (CPRM) por
meio de mapeamentos geoldgicos e com o Projeto Radambrasil. A criacao
do curso de Geologia na Universidade Federal do Pard em 1963 promoveu o
desenvolvimento de pesquisas na Amazodnia Oriental, predominantemente no
litoral. Com a regulamentacao do curso de Geologia na Universidade Federal do
Amazonas a pesquisa se desloca a Amazénia Ocidental, porém poucos sdo os
trabalhos envolvendo o Estado do Acre.

Os dados apresentados neste capitulo sdo baseados, em grande parte,
no banco de dados de recursos naturais do Sipam/IBGE (Sistema de Protecdo
da Amazonia/lnstituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) e foram gerados em
escala 1:100.000, mas publicados em escala 1:250.000, servindo como um
dos temas primarios para a elaboracdao do mapa de gestao territorial do ZEE/
AC.
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Com base nos dados do Sipam, em compilacoes bibliograficas e em
andlises fotointerpretativas de imagens de radar e de satélite, foram elencados
aspectos da geologia do Acre em termos de evolugao da paisagem, considerando
que os processos ocorridos foram decisivos na elaboracdao da paisagem atual.

2. Geologia do Acre

No Acre, a unidade geotectdnica mais importante é a Bacia do Acre (Fig.
1) que compreende unidades essencialmente cenozdicas, entretanto, em sua
porcao mais a oeste ocorrem remanescentes mesozoicos e até pré-cambrianos
(Fig. 2). Sua histéria geolégica envolve primeiramente deposi¢cao pericraténica
e marginal aberta no Paleozbico, resultando em sedimentos continentais
intercalados a sedimentos marinhos. A andlise de feicdes sismoestratigraficas,
em secOes sismicas realizadas pela Petrobras (OLIVEIRA, 1994), e das
principais estruturas da bacia permite concluir que a sedimentacao inicial se
deu por rifteamento intracontinental com possiveis incursdes marinhas vindas
de oeste. Apds o soerguimento dos Andes, a deposicdo se deu em ambiente
essencialmente intracontinental, com a presenca de lagos e, posteriormente,
de megaleques aluviais.

As estruturas mais importantes na configuracao do quadro atual sdo: 1)
o Arco de Purus, que desde o Paleozéico até a inversdao da cadeia andina no
Mesozéico teria funcionado como paleodivisor de dois sistemas de drenagem, os
quais corriam, respectivamente, para leste e para oeste (BEMERGUY; COSTA,
1991; WANDERLEY FILHO, 1991); 2) o Lineamento Madeira, que limita a Bacia
do Acre a sudeste e também serviu como divisor de drenagem no Cretaceo;
3) o Arco de lquitos, que separa a Bacia do Acre da Bacia do Solimdes e o
Lineamento Jurua.

O embasamento da Bacia do Acre é representado pelo Complexo Jamari,
a unidade litoestratigrafica mais antiga aflorante. Aflora nas cabeceiras do
Rio Sao Francisco (extremo oeste do estado, na Serra do Jaquirana, uma
das serras que compdem o Complexo Fisiografico da Serra do Divisor) e
compreende rochas gnaissicas, granulitos, anfibolitos, quartzo-dioritos e xistos.
Corresponde ao Complexo Xingu citado na primeira fase do ZEE (PROGRAMA
ESTADUAL DE ZONEAMENTO ECOLOGICO-ECONOMICO DO ACRE, 2000),
mas atualmente diferenciado deste por ambiéncia tecténica, posto que a bacia
teria se desenvolvido sobre a Faixa Mével Rondoniana, cujo embasamento é o
chamado Complexo Jamari.

Sobreposta em discordancia a essa unidade ocorre a Formacao Formosa,
cujos litotipos sao resultantes de uma emersao do escudo brasileiro, conforme
Caputo (1973). Apéds essa deposicao houve manifestacao ignea alcalina (subida
de magma), causando metaformismo de contato na Formacao Formosa. Esse
evento originou corpos intrusivos de pequenas dimensdes (Sienito Republica).

No periodo Juro-Triassico houve inversdes dos depocentros da bacia,
culminando com forte evento compressivo (Tectdnica Jurud) que inverteu
toda a bacia. A partir desse episddio, durante o Cretdceo, houve momentos
de incursdes e regressdes marinhas sucessivas, resultando na deposicao
do Grupo Acre em ambiente de bacia de antepais. De uma forma geral,
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hé subsidéncia na area. O Arco de Iquitos (que separa a Bacia do Acre da
Bacia do Solimées) funciona como area-fonte de sedimentos nos momentos
de sedimentacdo clastica regressiva’. Com a Orogenia Andina e sua fase
deformadora Quéchua (a Unica fase que afetou a bacia, originando a Serra
do Divisor), houve compressao e inversao na darea pelo avanco da cadeia
andina para leste, o Arco de Iquitos é rebaixado e a Bacia do Acre torna-se
intracontinental, com éarea-fonte vinda de oeste. Isso acarreta uma inversao
no fluxo das drenagens principais, que se preserva até hoje (fluxo dos rios
Solimbes e Amazonas de oeste para leste, por exemplo).

DO DO BRASIL
CENTRAL
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=1 e O
2t 93] g2 25 9gis  gEa
I -= - < =0
N = -
b+
: N
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I I II'}MgNIU < 55 g SE
FAIXA CRATONICO x0c 2p
FAIXA FAIXA RIO NEGRO- CENTRAL DO =55 & gé
| ANDINA RONDONIANA JURUENA AMAZONAS = "E g2

Fig. 1. Localizacdo da Bacia do Acre no contexto geotectdnico amazénico: 1) Formacéao
Solimdes (A) e sedimentos terciarios (B); 2) Formacao I¢ca; 3) Formacao Alter do Chao; 4)
coberturas proterozéicas; 5) rochas paleozéicas; 6) coberturas do quaternério.

Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.

Antes da completa inversdao sdo depositados os litotipos da Formacao
Solimdes (argilitos, siltitos e arenitos com intercalacées de finos niveis de
calcério, linhito e turfa). Maia et al. (1977), em funcao de andlises de sondagens

"Momentos de recuo do mar.
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e perfuracdes, separam o material da base da entdo Formacao Solimdes em
outra formacao, a Ramon (constituida por material arenoso de ambiente
oxidante) que ocorre a oeste da Serra do Divisor.

As litologias da Formacao Solimbdes apresentam-se em camadas
lenticulares de extensdes varidveis, cujas transicoes verticais e laterais se fazem
tanto de forma brusca quanto gradacional, o que evidenciaria uma constante
oscilacdo na energia de transporte durante o periodo de deposicao destes
sedimentos. De acordo com Maia et al. (1977), os sedimentos da Formacao
Solimbes, de ambiente eminentemente redutor, gradam tanto vertical como
lateralmente para uma secao inferior de ambiente oxidante, pertencente a
Formacao Ramon cuja idade se estende do Cretdceo Superior ao Paleoceno.
Tal formacao teria se depositado em ambiente essencialmente continental com
provaveis incursdes marinhas.

Os sedimentos da facies redutora da Formacao Solimoes seriam, em geral,
abundantemente fossiliferos, micaceos, localmente calciferos. Os niveis de linhito
estao na maior parte das vezes piritizados e gradam inferior e superiormente
para argilitos carbonosos. A secao de ambiente oxidante, Formacdao Ramon,
compoe-se de argilitos, siltitos e arenitos e apresenta coloracao avermelhada,
arroxeada, amarelada e esbranquicada, sendo comum a ocorréncia de todas
estas tonalidades em conjunto (BEZERRA, 2003).

Maia et al. (1977) analisaram bioestratigraficamente aredefinida Formacao
Solimbes, ou seja, abstraindo-se do conjunto sedimentar cenozdéico a secao
superior integrante da Formacao Icéd e a secao inferior integrante da Formacao
Ramon. A andlise deste material paleontolégico indicou o intervalo Mioceno a
Plioceno para a sedimentacdo da unidade, alcancando o Oligoceno nas suas
partes de maior espessura.

Latrubesse et al. (1994) confirmam o intervalo Mioceno Superior-
Plioceno para a deposicao das porcdes superiores da Formacado Solimdes,
de onde descrevem uma abundante e variada fauna de vertebrados do Mio-
Plioceno (idades mamifero Huayqueriense e Montehermosense)? coletada em
toda a seqliéncia exposta, tanto nos barrancos dos rios como nos interflavios
no topo da formacao.

Em Réasédnen et al. (1998), por analogia a Formacao Pebas (na regiao
de lquitos), define-se o ambiente de sedimentacdo da Formacao Solimbes no
Brasil como um sistema lacustre que cobria inteiramente a Amazonia Ocidental
e que tinha uma estreita conexao com o mar. Os rios que drenavam os Andes
em processo de levantamento ingressavam neste lago pelo oeste, passando
através de uma zona costeira aluvial de antearco relativamente estreita. Durante
os milhdes de anos de sua existéncia a bacia lacustre esteve em constante
subsidéncia, e o registro sedimentar mostra que a linha de costa progradou e
retrogradou repetidamente. Por volta de 12 Ma BP? (no Mioceno), dois processos
teriam atuado de forma simultéanea: as incursdes marinhas que ingressaram a
bacia lacustrina pelo norte (regido da Venezuela) e um marcante incremento
da deposicao fluvial dos rios de origem andina. Estes depdsitos fluviais, com
influéncia estuarina e de maré, teriam alcancado a regidao do Acre.

?’|ldade definida a partir da datacdo de fragmentos fésseis dos mamiferos supracitados que estavam
contidos nas secOes da Formagao Solimoes.
3Do inglés before present: antes do presente.
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Rasanen et al. (1998) concluem que a origem da Formacado Solimdes
vinculava-se a um sistema fluvial que drenava a regido de leste para oeste,
em direcdo a uma &rea deprimida posicionada nas bordas da cadeia andina
em soerguimento (Orogenia Quéchua), que também recebia sedimentacao de
alta energia sob a forma de leques aluviais provenientes desta regido. Tais
sedimentos foram acumulados em ambiente de 4guasrasas pouco movimentadas,
provavelmente lagos rasos ou em areas pantanosas, o que gerou as condicoes
de ambiente redutor caracteristico da Formacao Solimdes. Decorre disso, a
abundancia de niveis carbonosos e de fésseis e a predominancia de sedimentos
finos, ocasionalmente com precipitacdao quimica, que resultou na formacao de
gipsita dos dias atuais (Fig. 3).

No inicio do Quaternario, por deposicao fluvial, tem-se a Formacao
Cruzeiro do Sul e os terracos pleistocénicos sendo depositados. Em seguida
sdo alternados momentos de quietude (em que se dd o desenvolvimento dos
perfis lateriticos — coberturas detrito-lateriticas) com outros de movimentagao
tectdnica. Essa tectbnica ressurgente (neotectdnica) gera reativacOes de
antigas falhas, soerguendo e rebaixando blocos, é a responséavel pela deposicao
do material holocénico (terracos holocénicos, areias quartzosas inconsolidadas,
aluvides holocénicos e coluvioes holocénicos), além de controlar a distribuicao
do relevo e da drenagem atuais.

. e

Foto: Eufran Ferreira do Amaral

)
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Fig. 3. Gipsita (1,2 metro de profundidade) localizada apds o Rio Caeté no Municipio de
Sena Madureira as margens da BR 364.
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3. Geomorfologia do Acre

O Estado do Acre mostra-se dividido em nove unidades geomorfolégicas:
Planicie Amazénica, Depressdao do Endimari-Abuna, Depressao do laco-Acre,
Depressao de Rio Branco, Depressdao do Jurua-laco, Depressao do Tarauaca-
Itaquai, Depressdao Marginal a Serra do Divisor, Superficie Tabular de Cruzeiro
do Sul e Planaltos Residuais da Serra do Divisor (Fig. 4).

A Planicie Amazénica forma-se por colmatagem de sedimentos em
suspensao e construcao de planicies e terracos orientada por ajustes tectdnicos
e acelerada por evolugcdo de meandros. Os padroes de drenagem nela presentes
sdo o meandrico e o anastomosado, indicando ajuste hidrodindmico em areas
rebaixadas. E caracterizada por vérios niveis de terracos e as varzeas recentes
contém diques e paleocanais, lagos de meandro e de barramento, bacias de
decantacao, furos, canais anastomosados e trechos de talvegues retilinizados
por fatores estruturais.

As depressoes variam em altitude da ordem de 130 m (na Depressao
Endimari-Abuna) a 440 m (na Depressao Jurua-laco) de acordo com dados
de imagem de radar SRTM*. A tectbnica parece ter um papel importante na
area, provavelmente uma movimentacao tardia no Arco de lquitos provocou
o soerguimento dessas unidades que foram posteriormente niveladas por
pediplanacdao pés-tercidria e dissecadas em diferentes graus pela drenagem
atual. J&4 a Depressao Marginal a Serra do Divisor pode ter sido rebaixada nessa
fase por se constituir em um graben® associado a Falha Bata, com possiveis
rearranjos pela pediplanacao pds-terciaria e posterior dissecacao fluvial.

A Superficie Tabular de Cruzeiro do Sul consiste em um horst® associado a
Falha Bata onde predominam relevos tabulares com declives suaves, a excecao
de alguns trechos, como sua borda oeste, onde os declives sdo mais acentuados.
Apresenta altitude média entre 150 e 270 m, e padrdes de drenagem dendritico
a subparalelo (associado a estruturas tectbnicas).

No Planalto Residual da Serra do Divisor ocorrem as serras do Jaquirana,
do Moa, do Jurua-Mirim e do Rio Branco, compreendendo as maiores altitudes
da Amazénia Ocidental (entre 270 e 750 m), intensamente dissecadas pela
drenagem atual. O padrao dendritico e paralelo denunciam forte controle
estrutural.

“Produtos gerados a partir de dados de radar, obtidos de sensores a bordo do 6nibus espacial
Endeavour, no projeto SRTM (em inglés, Shuttle Radar Topography Mission), uma parceria das
agéncias espaciais dos Estados Unidos (Nasa e Nima), Alemanha (DLR) e Itélia (ASI).

5Bacia limitada por falhas.

6Area elevada ao lado de um graben.
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4. Relacdo entre Neotectonica e Elaboracao da Paisagem

Na Bacia do Acre, bem como na AmazOnia, tem-se uma area
morfoestrutural, pois a génese e evolucdo do relevo estdao diretamente
relacionadas a estruturacao crustal antiga, que marca zonas de fraqueza
potencialmente favordveis a reativacdo no desenvolvimento de processos
geoldgicos posteriores, como o proprio processo de desenvolvimento da bacia
(COSTA et al., 1996; BEZERRA, 2003). Por outro lado, a presenca da zona
sismogénica de Cruzeiro do Sul (relacionada a subduccao da placa Nazca sob
a placa Sul-Americana gerando sismos profundos e também relacionada a
sismos rasos ainda pouco estudados), coincidente com a faixa de sutura do
Acre/Serra do Divisor, revela uma area tectonicamente ativa, portanto, também
morfotectonica (segundo dados apresentados em ASSUNCAO et al., 1983;
1998; ASSUNCAO; SUAREZ, 1988; MIOTO, 1993).

Por meio de analise de imagens de satélite e de radar, algumas
caracteristicas morfotecténicas da area podem ser evidenciadas:

e Assimetria de bacias, o que seria indicativo de basculamentos que
deslocaram os rios (ex.: bacia dos rios Acre, Xapuri, Purus, Jurud, do
igarapé Sao Francisco e outras).

e Bruscas mudancas nas direcdes de escoamento de rios, indicando seus
condicionamentos as estruturas tectbnicas da area (mais expressivas
nos rios Acre, Purus e Jurud).

e Desnivelamento de terracos, indicando basculamentos.

e Trechos retilinizados em alguns rios alternados com trechos
meandrantes.

e Compartimentagcao da bacia em areas elevadas e em areas subsidentes,
etc.

A seguir serdao expostos esquemas de evolucao tectbnica para a Amazodnia
Ocidental (BEZERRA, 2003), em gue se observam os provaveis cendarios onde a
paisagem atual foi se modelando.

No Mesozéico (Triassico-Jurdssico), com o advento do regime extensional
Sul-Atlantiano toda a Regido Amazdnica esteve sujeita a distensdo segundo um
eixo orientado NW-SE ou NNW-SSE, imposto pela separacao e migragcao para
noroeste da placa Norte-Americana, e o inicio do afastamento da placa Africana
para nordeste (COSTA et al., 1991a; 1991b; BERMEGUY, 1997). As estruturas
do Arco de Purus foram reativadas como falhas transcorrentes.

Tais éareas soerguidas funcionavam nesta época como divisores de
drenagem, com um sistema correndo para nordeste, na direcao do golfo
marinho, e outro, para sudoeste, em direcdo a Bacia do Solimdes em franca
subsidéncia termal, e dai para as bacias de antearco, ou antepais, dos Andes
orientais (RASANEN et al., 1998). Nesse momento depositou-se o Grupo Acre.
Em seguida, no final do Mesozdico, inicia-se a deposicdao da Formacao Ramon
(Fig. 5A). Segundo Bezerra (2003), nessa fase predominava um clima arido a
semi-arido no interior da placa Sul-Americana, onde os registros sedimentares
e paleontoldégicos sado essencialmente fluviais, secundariamente lacustres e
localmente edlicos, sendo um periodo de longa fase erosiva/deposicional em
clima seco, arido a semi-arido (COSTA et al., 1991a; 1991b).
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A abertura do Atlantico culminou com a separacao entre as placas Sul-
Americana e Africana a leste, as quais comecam sua deriva para oeste; com
a movimentacao das placas de Nazca para leste, inicia-se a colisdo entre elas
que perdura até hoje. Nesse momento instala-se uma tecténica direcional
transcorrente destral no interior da placa Sul-Americana (Fig. 6), e essa nova
tectbnica (neotectdnica) serd a grande responsavel pela evolucao da paisagem
que ocorre a partir de entdo, pronunciada sobretudo na génese do relevo e de
alguns solos.

Do fim do Cretadceo e por todo o Terciario inferior (Paleogeno) a é&rea
posicionada a oeste do Arco de Purus, em decorréncia do continuo levantamento
da Cordilheira Andina, continuava em subsidéncia (do tipo flexural) principalmente
nas proximidades da cordilheira.

Nesta area subsidente acumularam-se até o Mioceno-Superior as dguas
de um imenso sistema de lagos que cobria grande parte da Amazénia Ocidental
(lago Pebas) e recebia sedimentacao vinda dos Andes pelo lado oeste e de uma
paleodrenagem amazénica pelo lado leste. No Brasil, a unidade litoestratigrafica
representativa deste evento é conhecida como Formacao Solimdes, enquanto no
Peru é denominada Formacao Pebas (Fig. 5B). O lago Pebas era de 4guas calmas
e tinha uma conexao estreita com o mar através de uma zona costeira aluvial de
antearco. No inicio do Mioceno Superior (entre 8 e 11 Ma BP) houve conexao
com o mar pelo norte da Venezuela, acompanhada de um marcante aumento da
influéncia da deposicéao fluvial dos rios de origem andina, fenédmeno interpretado
como um incremento da subsidéncia em face do climax do soerguimento da
cordilheira, ocorrido no Mioceno durante a Orogenia Quéchua.

_/ Arc&

de Purus

A Lineamento Madeira B

Fig. 5. A) Provavel paleogeografia do final do Mesozdico’: bacia cretacica Solimdes (1) e
bacia cretdcica Amazonas (2); B) provavel paleogeografia do Terciario inferior/médio até
o final do Mioceno®.

Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.

’Na fase de subsidéncia termal do evento extensional Sul-Atlantiano, o Arco de Purus funcionou
como zona compartimental entre dois depocentros cretdceos. Com a predominancia de clima
seco, arido a semi-arido, desenvolveram-se formas tabulares (mesas, platés e chapadas).

8Em azul, a provéavel configuracdo do lago Pebas/Solimées. O Arco de Purus permaneceu como
divisor de drenagens. Figura distorcida para fins de visualizagdo em 3D.
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Fig. 6. Modelo neotectdnico atual para a Amazoénia.
Fonte: Saadi et al., 2005.

Ainda segundo Bezerra (2003), a continua subsidéncia ao longo dos
depocentros das bacias de antearco, o seu preenchimento sedimentar e,
principalmente, a continua sobrecarga relacionada ao espessamento crustal dos
Andes Orientais provocaram o soerguimento periférico, responsavel pelainversao
do sistema de drenagem para leste e exposicao dos sedimentos terciarios da
Formacao Solimdes a dissecacao fluvial. Tal fenémeno teria ocorrido por volta
de 8 Ma BP (RASANEN et al., 1998), correspondente ao Mioceno Superior—
Plioceno Inferior. As &guas invertidas de oeste ficaram por algum tempo
confinadas em um grande sistema fluvial arreico, limitado a sul e sudeste por
uma area soerguida formada na regido de influéncia do Lineamento Madeira; a
leste pela borda leste do Arco de Purus e a nordeste pelos relevos formados ao
longo da estrutura em cunha do Rio Branco-Rio Negro, depositando-se nessa
fase os sedimentos plio-pleistocénicos da Formacao I¢é (Fig. 7A).

A partir de entao se registrou o primeiro pulso cinematico neotectonico
no Mioceno Superior-Plioceno com o rebaixamento do eixo do Arco de Purus
(Fig. 7B). Nessa etapa os litotipos da Formacao Solimdes foram soerguidos em
funcao de movimentacao do Arco de Jutai. Paralelamente, diversas estruturas
geradas ou reativadas durante este evento cinematico foram movimentadas
segundo as direcoes principais E-W e NE-SW, estabelecendo-se ao longo delas
as principais drenagens.

Apds esse primeiro pulso cinematico, toda a regido experimentou um
periodo de estabilidade tectbnica com incidéncia por volta do Pleistoceno
Médio, quando da ocorréncia de glaciacao em que houve implantacdo na regiao
equatorial de climas aridos a semi-aridos e rebaixamento do nivel dos mares (a
ser tratado posteriormente). Na regido intraplaca este fenbmeno foi responsavel
pela elaboracdo da extensa superficie de aplainamento neo-pleistocénica,
denominada por Costa et al. (1978) de Pediplano Neo-Pleistocénico, atualmente
preservada sob a forma de interflGvios tabulares.

415



416

Cavalcante
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Fig. 7. A) Configuracao paleogeogréafica esquematica da Bacia Ica (1), com a configuracao
da inversao positiva da Bacia do Solimdes e do Acre (2); B) provavel paleogeografia do
Tercidrio superior/Pleistoceno®.

Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.

No final do Pleistoceno, apés o desenvolvimento desta superficie de
aplainamento, toda a regido experimentou um segundo pulso cinemético do
regime transcorrente neotecténico, o qual responde pela configuracao do relevo
e pelo desenho da rede de drenagem tal como se mostra atualmente (Fig. 8). A
regido ao longo do Lineamento Madeira sofreu transtensao e decorrente desse
movimento, parte da drenagem que se dirigia para norte-nordeste foi capturada
por falhas de direcdo NE-SW, em seguida deslocada por outras de direcido
E-W, desenvolvendo o curso atual do rio Purus e do Jurua que desdguam no
Solimoées. Os antigos cursos das paleodrenagens, com direcionamento geral
N-S, encontram-se registrados sob a forma de terracos caracterizados como
terracos pleistocénicos.

Fig. 8. Configuracédo da paisagem
B da Amazonia Ocidental, do final
do Pleistoceno até os dias atuais.

SNotar um sistema de drenagem dirigido para sudeste com cabeceiras ao longo do Lineamento
Madeira. Na Bacia do Acre, predominava transpressao com geracao de dobras com eixos NE-
SW.
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O trecho do Rio Jurud, no Acre, manteve seu curso geral SW-NE controlado
pelas estruturas transpressivas do primeiro pulso cineméatico, adentrando o
Estado do Amazonas ele é infletido para E-W segundo o lineamento homénimo.
Atualmente, a rede de drenagem mostra os efeitos de todas essas etapas
evolutivas, encontrando-se em estdgio avancado de desenvolvimento entre
os rios Jurua e Purus, cuja configuracao do relevo e da rede de drenagem
praticamente nao sofreu modificacGes durante o segundo pulso cineméatico. Ja
entre os rios Purus e Madeira, as modificac6es foram mais acentuadas, com a
rede de drenagem em processo de organizacao.

As transformacdes impostas ao relevo e ao sistema de drenagem, durante o
regime neotectdnico, desempenharam um importante papel no desenvolvimento
dos solos e da cobertura vegetal. Os processos de soerguimento e rebaixamento
da superficie, e o bloqueio e desvios de rios sdao marcados, inicialmente, pela
formacao de grandes areas inundaveis e pantanos. O alagamento ou inundacéo,
nessas areas, promove a degradacdo, ou mesmo degeneracdo da vegetacao
original, passando a ocorrerum ciclo de regeneracao que se iniciacom aocupacao
por campinarana com predominancia de gramineas. A colmatacao, ou dissecacao
desses lagos e areas alagadas, é acompanhada de uma intensa destruicdo das
argilas e preservacao de areias, onde os processos pedogenéticos desenvolvem
os solos Neossolos quartzarénicos (a norte de Cruzeiro do Sul). Estes aspectos
sdo muito importantes, pois mostram que a evolucao da paisagem nessas areas
arenosas esté ligada a colonizacao vegetal e ndo diretamente a instalacao da
drenagem, embora uma coisa esteja diretamente ligada a outra.

5. Glaciacdes no Cenozdico e Evolucdao da Paisagem

Muito se tem tentado explicar a evolucdo da paisagem em seus aspectos
fisicos e bidticos a partir de alteragcdes climaticas ocorridas, sobretudo no
Cenozéico. Varios autores (RASANEN et al., 1997; RASANEN et al., 1995,
etc.) destacam a evolucao geolégica como um fator tdo condicionante quanto
o clima. Durante os periodos glaciais, quando o nivel marinho atingia 120 m
abaixo do atual, o lencol fredtico evidentemente era rebaixado. Aliada a essa
situacao, contava-se ainda com um clima regionalmente mais frio e seco do que
o atual. A conseqiiéncia disso sobre os solos e a vegetacao foi provavelmente
muito marcante, uma vez que houve uma drastica reducdo na disponibilidade
de agua. Diversos autores atribuem a isso uma retracao da floresta tropical
até uma possivel fragmentacdo. Segundo Haffer e Prance (2002), essa
fragmentacao criou areas de refugio, onde porcoes de floresta iUmida eram
cincundadas por vérios tipos de savana, floresta seca, floresta de lianas e
outros tipos intermediéarios de vegetacao de climas sazonalmente secos. Com a
volta da umidade apés o derretimento do gelo, a floresta Umida recolonizaria as
antigas areas dominadas por savanas, etc. Outros autores contrariam a teoria
de Haffer e Prance, afirmando que jamais houve tal fenémeno (ex. COLINVAUX
et al., 2002). Contudo, dados que corroboram aquela teoria sdo apresentados
por Kronberg et al. (1991): na Bacia do Acre, ocorrem precipitados de gesso e
aragonita associados com sedimentos finos, o que é atribuido a uma dissecacao
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promovida por um extenso sistema fluvial-lacustre atuante em clima seco hé
cerca de 53.000 anos; e por Latrubesse e Rancy (1998), Rancy (1993): a
presenca de mamiferos fésseis com habitos de pastejo indica uma ocorréncia
de campinas e de savanas antes de 40.000 anos BP.

A questao da fragmentacao ou permanéncia da floresta Umida depende

de aprofundamento em analises geoldgico-palinolégicas. Por meio de analises
palinolégicas com datacao radiocarbdnica alguns trabalhos afirmam que:

Durante o Plio-Pleistoceno, muitas areas que experimentavam sedimentacao
marinha passaram a sofrer acado fluvial. Isso poderia explicar os muitos
padrées biogeograficos subandinos, especialmente da biota aquatica
(RASANEN et al., 1995).

No Pleistoceno Tardio houve um esfriamento ambiental na regido com
rearranjo da composicao floristica da vegetacao de floresta. Nesse periodo
mais frio (>40.000 a ~10.000 anos BP) alguns taxons arbéreos da floresta
das terras baixas foram substituidos por tdxons arbdreos tipicos de locais
mais frios (Podocarpus, llex, Myrsine, Humiria). A presenca desses raros
individuos hoje seria reminiscéncia daquelas florestas (PESSENDA et al.,
2005).

No dltimo méaximo glacial (o extremo climatico mais forte dos ultimos
20.000 anos), a gueda de 5°C na temperatura modifica o funcionamento da
zona de convergéncia intertropical, diminuindo a precipitacao na parte leste
da Bacia Amazobnica; ja na oeste, em funcao da cadeia andina, as nuvens
que ocorriam no sopé das montanhas aumentavam a umidade dessa area
(LEDRU et al., 1998).

Entre 17.000 e 9.000 anos BP, o carbono da matéria organica do solo indica
que em alguns locais da Amazoénia havia vegetacao de floresta em clima
mais Umido e frio que o atual.

A partir de 10.000 anos BP (inicio do Holoceno) ocorre mudanca na
temperatura média anual e declinio do Podocarpus e de outros taxons
subtropicais. E no Holoceno que as comunidades floristicas e os elementos
montanos tornam-se alopétricos, persistindo nas regides elevadas até os
dias atuais.

Entre 9.000 e 5.000 anos BP ocorre enriquecimento isotrépico refletindo
trocas de vegetacao de florestas por savanas (gramineas), indicativo de um
provavel clima mais seco (FREITAS et al., 2001).

A partir de 3.000 anos BP ocorre empobrecimento isotépico refletindo
expansao da vegetacao da floresta sobre a savana, provavelmente devido
a clima mais Umido. Segundo Mayle et al. (2000), essa expansao ja ocorre
a partir de 7.000 anos A.P., com o fim da precessao dos equinécios (Ciclos
de Milankovitch).

Na regiao de Humaitd (AM), foram avaliadas a dindmica e a origem da

matéria organica acumulada (PESSENDA et al., 2005). Os resultados apontam
para acumulacao oriunda de savana ha pelo menos 7.000 anos, indicando a
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predominancia de plantas C3 no inicio do Holoceno; ja entre 7.000 e 4.000
anos BP, os dados indicam influéncia de plantas C4, sugerindo uma regressao
da floresta por causa do clima mais seco. De 4.000 anos para cd, ha entrada
de matéria organica de origem C3, indicando expansado da floresta e retorno
a um clima mais parecido com o atual. O mesmo ocorre em outro estudo
realizado entre Pimenta Bueno e Vilhena (RO). A norte do Estado de Rondénia,
em Ariqguemes, os dados isotopicos da matéria organica do solo indicaram que
a floresta se manteve ao longo do Holoceno.

Faz-se mister destacar a escassez de dados, principalmente de analises
multidisciplinares para entender as trocas vegetacionais e climaticas, sobretudo
no Quaternério. Nesse sentido, afirmar que determinado fato ocorreu de forma
homogénea na regidao é desconsiderar a grande extensdao da Amazdbnia e
suas andlises pontuais. Em todo caso, ressalta-se a importancia da evolucao
geoldgica para o entendimento da evolucdo do ambiente amazdnico com suas
inumeras especificidades.

6. Conclusoes

Por meio dos dados expostos é possivel concluir que para a Bacia do Acre,
podendo-se ampliar para toda a Amazdbnia, nao se explica a grande diversidade
ambiental, de feicoes and6malas em sistemas de relevo e na rede de drenagem,
sem levar em conta os processos geoldgicos operantes recentemente, tanto os
relacionados a sua evolucao litoestratigrafica quanto a sua evolucao tectbnica
interagindo com fatores climaticos ou paleoclimaticos. Tais consideracdes
sdo imprescindiveis para a definicdo e distingdo dos graus de vulnerabilidade
ecolégica e ambiental em face dos fenbmenos naturais e da intervencao
antrépica.

A neotectbnica tem um papel importante na configuracao da atual Bacia
do Acre e na distribuicdo dos solos e dos ambientes neles desenvolvidos (a
presenca de campinarana associada a Neossolos quartzarénicos é um indicador).
As unidades morfoestratigraficas (que analisam as formas de relevo associadas
a determinada litologia e sua génese) representam em si mesmas efeitos de
soerguimentos e rebaixamentos da superficie, desvios e bloqueios de drenagem
pelas estruturas neotectdénicas (ex.: inflexdes no Rio Jurua na direcao E-W e
N-S). A presenca de uma zona sismogénica na bacia implica na provavel atuacao
dessas estruturas atualmente, o que torna a caracterizacdo das mesmas ainda
mais necessarias.

Os movimentos impostos a essas estruturas resultaram em soerguimentos
e rebaixamento por meio da atuacao de falhas transcorrentes com componentes
essencialmente transpressivos e localmente transtensivos. Tais movimentos
ocorrem em funcédo de dois pulsos cinematicos. O primeiro, essencialmente
transpressivo, do final do Terciario, foi responsavel pela orientacdao NE-SW dos
principais corredores de drenagem e pela formacao de dobras na regidao com
eixos também NE-SW; o segundo, do final do Pleistoceno até o Holoceno,
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responde pelas modificacdes no quadro estrutural e geomorfolégico resultando
na configuracao da paisagem tal como se encontra nos dias de hoje.
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1. Introducéao

A modificacao dos sistemas naturais pela atividade humana origina as
“areas alteradas”, as quais podem ter sua capacidade de producdo melhorada,
conservada ou diminuida em relacdao ao sistema natural (WADT et al., 2003).
Contudo, se essa alteracdao ocorrer com processos que levam a perda da
capacidade produtiva do sistema significa que as areas estao sendo degradadas.
Normalmente, o processo de degradacao das terras esta relacionado a prépria
degradacao dos solos, embora, outros processos, como as praticas de manejo
inadequadas, também conduzam a degradacdo, constituindo um prejuizo
socioecondmico para as geracoes atuais e representando um enorme risco para
as futuras geracdes (DIAS-FILHO, 2003).

A degradacdo dos solos agricolas resulta de diferentes processos que
podem estar relacionados a erosao hidrica ou edlica, a perda de matéria organica
do solo, a exportacao de nutrientes pelas colheitas e a compactacao do solo, em
decorréncia de uso intensivo de maquinas agricolas ou do superpastoreio (DIAS-
FILHO, 2003; PRUSKI, 2006). A degradacdo ocorrerd, entdo, quando houver
perda de propriedades fisicas, quimicas ou biolégicas favoraveis a manutencao
da produtividade agricola, a medida que os fatores de producdao nao forem
suficientes para manter a produtividade em niveis adequados. Geralmente, a
degradacao conduz ao abandono da area por varios anos até que as condi¢des
naturais do solo sejam recuperadas naturalmente (MOROKAWA, 1991).

O grau de susceptibilidade dos solos ao processo de degradacdo depende,
portanto, das caracteristicas de cada tipo de solo e dos processos relacionados a
manutencao da produtividade. Por exemplo, Latossolos sdo menos susceptiveis
a degradacao por compactacao que os Argissolos ou Luvissolos. Por outro
lado, os Latossolos podem rapidamente perder sua fertilidade natural (ARAUJO
et al., 2005). Assim, o manejo para a recuperacao das areas degradadas deve

'Parte do relatério de conclusdo de curso de Engenharia Agrondmica apresentado a Universidade
Federal do Acre pela segunda autora.
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considerar ndo somente as causas da degradacdo, como forma de minimizar
seus efeitos, mas também as propriedades do solo, de modo a corrigir os
problemas responsdaveis pela perda da produtividade da area.

Na regidao do entorno da cidade de Rio Branco concentra-se a maior
densidade de areas degradadas do Estado do Acre. Normalmente, estas
areas estdo ocupadas por pastagens com idade superior a 15 anos e que nao
receberam adicdo de corretivos ou fertilizantes para a manutencao da sua
fertilidade. Nestas areas, a degradacao nao comprometeu ainda a capacidade de
producao biolégica do sistema (DIAS-FILHO, 2003), de forma que as medidas
corretivas estao associadas principalmente a melhoria da fertilidade do solo.
Assim, conclui-se que os processos de reabilitacdo possiveis estao relacionados
a utilizacao de corretivos e fertilizantes minerais ou organicos, introducao de
leguminosas forrageiras e ao uso de residuos locais como condicionadores do
solo ou fontes de nutrientes, entre outros.

As estratégias de recuperacao devem ser definidas de acordo com o grau
de degradacao no qual se encontra o solo e com os objetivos pretendidos. Além
disto, a estratégia definida deve se basear na adocéao de tecnologias simples, de
baixo custo e apropriadas as condicdes tecnoldgicas da regiao.

Alguns residuos tém sido aplicados em solos agricolas, visando
principalmente ao aproveitamento de nutrientes as plantas e melhoria das
propriedades fisicas do solo.

A utilizacdo de residuos locais na reabilitacdo de areas degradadas €
amplamente vantajosa, visto que, quando aplicado no solo, o residuo é
simultaneamente tratado (a medida que sofre atenuacao de seus constituintes
perigosos) e disposto (quando o solo torna-se seu receptor final).

O lodo de curtume, produzido durante o curtimento do couro
(STOMBERG et al., 1984; CASTILHOS et al., 2002), é constituido por macro
e micronutrientes essenciais as plantas. Suas principais caracteristicas sao
(BRAILE; CAVALCANTI, 1979):

e C(Cal e sulfeto livres.
e pH elevado.
e Crdomio potencialmente téxico (no caso de curtimento ao crémio).

e Matéria orgénica (sangue, soro, produtos da decomposicdao de
proteinas), o que resulta em demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
elevada.

e Teor elevado de sélidos em suspensao (principalmente pélos, graxas,
fibras, proteinas, sujeira).

e Coloracao leitosa devido a cal, verde-castanho ou azul por causa do
curtimento e das cores variadas do tingimento.

e Dureza das dguas de lavagem.
e FElevada salinidade (s6lidos dissolvidos totais).

e Elevada demanda quimica de oxigénio (DQO).
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No entanto, a disposicao de residuos provenientes da curticdo do couro
nao deve ser feita de modo indiscriminado. Dependendo do processo utilizado,
estes residuos podem apresentar cromio em sua composicao. Esse elemento
acarreta uma série de problemas a salde publica, principalmente por ser um
agente cancerigeno, devendo-se evitar a sua presenca nos alimentos e liquidos
consumidos pela populacdo humana e pelos animais.

Além disto, normalmente estes residuos apresentam elevado teor de sais
inorganicos, com forte potencial de salinizacao do solo. Considerando que no
Estado do Acre o lodo de curtume vem sendo aplicado em areas de pastagens,
o objetivo deste capitulo sera discutir o potencial do uso deste residuo como

insumo para a reabilitacdo de areas degradadas.

2. Geracao e Disposicao de Lodo de Curtume

2.1. A Indastria de Couro

O setor de curtumes tem crescido significativamente nos paises em
desenvolvimento, deslocando-se a producao de couros da Europa e EUA para
o extremo Oriente e América do Sul, destacando-se China, Brasil, india, Coréia
e Argentina. Nos paises do Leste Europeu também verifica-se o crescimento
da producao de couros, especialmente o wet blue. Entre as razées, apontam-
se a busca de mao-de-obra de menor custo e as restricbes mais severas das
politicas ambientais dos paises produtores tradicionais. Na América do Sul,
o Brasil destaca-se como produtor, pois a Argentina, apesar de ter couro
reconhecidamente de melhor qualidade, ndao registrou mudancas relevantes
no periodo em foco. O Brasil possui atualmente o segundo maior rebanho do
mundo, embora a utilizacdo seja ainda relativamente baixa quando comparada
aquela dos paises tradicionais e de menor rebanho (SANTOS et al., 2007).

A capacidade instalada da industria curtidora, em 2000, foi de 35 a 40
milhdes de couros bovinos. A producao brasileira cresceu nos anos 90, passando
de 23,5 milhdes de couros em 1991 para 33 milhdes em 2001, representando
cerca de 10% do mercado mundial. Os frigorificos foram responséaveis por cerca
de 60% dessa producao e, os salgadores, por outros 25%. As regides Sul e
Sudeste sao responsaveis por 72% da producao brasileira de couro e registram
o maior nimero de curtumes. Os principais estados produtores sdao Rio Grande
do Sul (23,5%) e Sao Paulo (23%), além do Parana (12%) e Minas Gerais, com
10% do volume produzido (GUTERRES, 2007).

Estes curtumes sdo caracterizados de acordo com sua etapa de
processamento do couro:

e Curtume de wet blue: desenvolve o primeiro processamento de couro,
logo apds o abate. O couro salgado ou em sangue é despelado, graxas
e gorduras sao removidas e ha o primeiro banho de crémio, entdo o
couro passa a exibir um tom azulado e molhado.

e Curtume de semi-acabado: utiliza como matéria-prima o couro wet
blue e o transforma em couro crust (semi-acabado).
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e Curtume de acabamento: transforma o couro crust em couro
acabado.

e Curtumeintegrado: realizatodas as operacdes, desde o processamento
do couro cru até o couro acabado.

2.2. Geracao de Residuos

Os curtumes sao responsaveis por grande parte dos residuos que afetam o
meio ambiente, os quais, gerados no processo de curtimento, sao classificados
em: gases e emissoes, aparas, serragem, lodos da estacdo de tratamento de
efluentes liquidos e aqueles provenientes dos banhos.

No Estado do Acre a Unica industria que adota o processamento até
a etapa de wet blue e é responsavel pelo curtimento do couro de animais
bovinos localiza-se em Rio Branco e recebe couro proveniente dos municipios
pertencentes a bacia dos vales dos rios Jurua e Purus. Nesta regidao encontram-
se:

a) Todos os municipios do Estado do Acre.

b) Alguns municipios do sul do Estado do Amazonas que fazem ligacao
rodo-fluvial com a BR 364.

c) Os distritos de Vila Extrema e Vila Califérnia, pertencentes ao Municipio
de Porto Velho-RO.

No Estado do Acre, sao gerados diferentes tipos de residuos (efluentes
liguidos) provenientes das seguintes etapas do processamento industrial
(Fig. 1):

a) Remolho: como as peles chegam ao curtume geralmente desidratadas,
devido aos processos de conservacao a que foram submetidas, o remolho tem
por finalidade repor o teor de agua apresentado pelas peles, quando estas
recobriam o animal; limpa-las, eliminando impurezas aderidas aos pélos; e
extrair proteinas e materiais interfibrilares.

b) Depilacao e caleiro: tem como principal funcdo remover os pélos
(queratina) e o sistema epidérmico, utilizando normalmente a cal hidratada e o
sulfeto de sédio.

c) Desencalagem ou descalcinacdo: visa remover as substancias
alcalinas, tanto aquelas que se encontram depositadas como as quimicamente
combinadas.

d) Purga: processo de limpeza da estrutura fibrosa por acdo enzimatica,
que por acao proteolitica destroi materiais queratinosos degradados, gorduras,
bulbos pilosos e outros, sendo normalmente realizado no mesmo banho da
desencalagem.

e) Piquel: processo salino acido que visa basicamente a preparacao das
fibras colagenas para uma facil penetracdao do agente curtente, sendo o sal
empregado no processo com a finalidade de controlar o grau de intumescimento.
O piquel pode apresentar de 6% a 10% de cloreto de sddio, 1% a 1,5% de acido
sulfurico e de 60% a 100% de agua.
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f) Curtimento: ultima etapa do processamento da pele, consiste na
transformacédo das peles em material estavel e imputrescivel, passando a
chamar-se de “couro”. O produto mais usado neste processamento é o sal de
crdomio, normalmente em quantidade de 2,0% a 3,0%, relativo a massa da pele
a ser curtida, dissolvido em 50% de agua ou adicionado ao banho de piquel.

No curtimento com crémio, as peles incorporam entre 2,5% e 3,0%
de Cr,0,. Os couros obtidos caracterizam-se pela elevada estabilidade
hidrotérmica.

Etapas da Producéao

Pele verde Pele salgada Residuos brutos

J =

Pré-remolho

Pré-descarne :> Aparas nio caleadas

g

Pesagem

4

Remolho
depilacao
caleiro

4

Descarne
Divisao

4

I Pesagem I

4

Desencalagem

s;::g:l :> Lodos de curtume

curtimento

Aparas caleadas
lodo de caleiro

Camaca

Raspas caleadas

I

Fig. 1. Etapas da fabricacdo de couros e geracao de residuos

Fonte: Guterres, 1996.
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A producao de couro até o estagio wet blue é responsavel por 85% do
residuo ambiental da cadeia produtiva, em que sédio e cromio sao os principais
constituintes capazes de proporcionar impactos ambientais negativos. O crémio,
considerado um dos principais problemas dos curtumes, é o insumo utilizado
pela maioria das empresas no processo de curtimento.

A serragem cromada e o lodo de caleiro sdao os dois principais residuos
gerados no processo de curtimento em wet blue. Principal fonte de crémio,
a serragem cromada é um residuo volumoso, altamente téxico e, por ser um
produto lentamente biodegradavel, permanece por muito tempo no ambiente
(SANTOS et al., 2007).

Por sua vez, o lodo de caleiro constitui-se no efluente liquido derivado
dos processos de remolho, depilacao e caleiro; desencalagem e purga sao
processos cujos produtos possuem elevado poder neutralizante, além de conter
nitrogénio, calcio e sédio em sua composicao. Junto ao lodo de caleiro, produz-
se o0 lodo do refluxo, que normalmente é formado pela separacdo da fracao
menos densa do lodo de caleiro.

Além destes, hd o processo de sedimentacdao do lodo de curtume e de
limpezas gerais gerado no processo de reaproveitamento da dgua na inddstria,
que resulta, respectivamente, nos lodos de decantador primario e de aguas
gerais.

Todos os lodos gerados, como o caleiro, refluxo, decantador primario
e aguas gerais, sdao mantidos em tanques separados e depois misturados,
quando da sua destinacao final, em proporcoes variadas, sendo denominados
indistintamente de “lodo de curtume”.

Este lodo possui elevada carga orgénica e inorganica, podendo apresentar
concentracoes variaveis de cromio segundo o tipo de lodo e contaminacdes do
processamento industrial (STOMBERG et al., 1984). Em média, sdao gerados 15
kg de residuos sélidos por pele processada (CASTILHOS et al., 2002).

Devido a presenca de sais constituintes organicos (pélos, gorduras, restos
de epiderme) e inorganicos (carbonatos, nitrogénio, célcio, enxofre), estes
residuos sdo potencialmente Uteis para a recuperacao de areas degradadas e
para o crescimento das plantas. Sua aplicacdo pode ser feita facilmente em
areas de pastagens ou areas agricolas mecanizadas por meio de caminhdes-
tanque (Fig. 2).

Por outro lado, esses residuos apresentam alto potencial poluidor devido
a algumas de suas caracteristicas quimicas, como a presenca de crémio,
cujas quantidades encontradas no lodo de serragem cromada sdo de 17 a 36
-mg kg, base seca, e no lodo de caleiro 0,025 a 0,080 mg - kg, base seca,
conforme resultados obtidos por alguns autores (AQUINO NETO; CAMARGO,
2000; CASTILHOS et al., 2002; FERREIRA et al., 2003). Além disto, ha
possibilidade de contaminacao das dguas superficiais e subsuperficiais por
nitrato (devido a carga organica elevada) e o risco de salinizacao do solo se
disposto em grandes quantidades por unidade de area, sendo, este dltimo o
maior risco ambiental devido a utilizacdo indiscriminada destes residuos em
areas agricolas.
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Fig. 2. Aplicacdo do lodo de curtume na forma de efluente liquido em &rea agricola
mecanizada.

2.3. Disposicdo do Lodo de Curtume em Areas Agricolas

A correta disposicao dos residuos gerados pelas industrias curtidoras tem
sido uma questao de discordancia entre as industrias e os érgaos ambientais. A
legislacdo ambiental vigente exige que as indUstrias destinem os seus residuos
segundo as normas estaduais e/ou federais, dentro dos padrdes de qualidade
ambiental pré-estabelecidos.

Inicialmente, as industrias de curtume descartavam os residuos
acumulados em aterros industriais, cuja construcao e manutencao envolvem
um custo muito alto. Além disso, esses aterros representam um elevado
risco ambiental, podendo causar graves acidentes capazes de comprometer o
ecossistema do entorno (KONRAD; CASTILHOS, 2002).

Uma alternativa para a destinacao final de residuos orgéanicos ou
inorganicos é aplicd-los na agricultura, uma vez que possuem valor como
corretivo e/ou fertilizante.

A disposicao de residuos em éareas agricolas é regulada por instrucoes
normativas e portarias estaduais e federais (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999; BRASIL, 2004) que limitam as quantidades
maximas admitidas em funcdo dos agentes fitotdxicos, tais como: organismos
patogénicos ao homem, animais e plantas, presenca de metais pesados
toxicos, além da existéncia de pragas e ervas daninhas. Estes limites maximos
admitidos sdo varidveis em funcado do tipo de aplicacdo dada ao residuo, ou
seja, fertilizante, condicionador ou substrato vegetal.

429
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O lodo de curtume é classificado como residuo da Classe II-B (BRASIL,
2004), ou seja, fertilizante organico que, em sua producao, utiliza matéria-prima
oriunda de processamento da atividade industrial ou da agroinddstria em que o
sddio (Na*), metais pesados e compostos organicos sintéticos potencialmente
téxicos sao utilizados no processo industrial.

Para esta classe de residuo, a concentracdo maxima de crémio permitida
no lodo é de 200 mg - kg” (Tabela 1). Portanto, um limite bem inferior ao
méaximo admitido pela legislacao federal.

Além da concentracao dos metais pesados nos residuos, outros pontos
devem ser atendidos antes da aplicacdo do produto em &reas agricolas: priorizar
areas que tenham facilidade de acesso durante o periodo de aplicacdo; manter
o local de aplicacdo a uma distancia segura de areas residenciais, inclusive em
relacdo aos ventos predominantes; e obter aprovacao dos proprietarios para a
disposicdo do residuo em suas areas.

Tabela 1. Limites maximos de contaminantes admitidos em fertilizantes
organicos da classe B.

Contaminante Valor maximo admitido
Cadmio (mg - kg") 3
Chumbo (mg - kg) 150
Merctrio (mg - kg') 1
Niquel (mg - kg™) 70
Crémio (mg - kg') 200
Coliformes fecais - nimero mais provavel por grama de sélidos totais 1.000
(NMP/g ST)

Ovos viaveis de helmintos - nimero por quatro gramas de sdlidos totais 1
(n° em 4q ST)

Salmonella sp. nimero mais provavel por grama de sélidos totais 3
(NMP[g ST)

Fonte: Brasil, 2005.

Recomenda-se também que (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999):

a) A declividade da area destinada a aplicacao do lodo nao ultrapasse 10%
para aplicacao superficial sem incorporacao, 15% para aplicacao superficial
com incorporacado e 18% para aplicacao subsuperficial.

b) Sejam mantidas zonas de protecdo de modo a ndo causar incobmodos a
vizinhanca pela emissao de odores.

c) Mantenham-se distancias de 15 metros de vias de dominio publico e 10
metros de drenos interceptadores e divisores de aguas superficiais de
jusante e de trincheiras drenantes de aguas subterrédneas e superficiais.

d) A profundidade entre a superficie do terreno e o nivel do lencol freatico
seja superior a 1,2 m na época da aplicacao.

Outro aspecto importante a ser observado consiste na taxa de aplicacao,

que deverda respeitar o menor valor calculado com base nos cinco critérios
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seguintes (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL,
1999): 1) quantidade de nitrogénio disponivel; 2) quantidade de outros nutrientes
disponiveis; 3) capacidade de elevacao de pH do solo; 4) quantidade de metais
pesados aplicados anualmente; e 5) limites de acumulacdo de metais no solo.

A taxa de aplicacdo (T,), em funcdo do nitrogénio disponivel, deve ser
calculada de forma que a aplicacédo de lodo em Mg ha™ (toneladas por hectare)
nado exceda o quociente entre a quantidade de nitrogénio recomendada para a
cultura (Q, em kg -ha”) e o teor de nitrogénio disponivel no lodo (Nd, nitrogénio
total disponivel, em kg - Mg™).

O nitrogénio total disponivel deve ser calculado em funcédo do teor de
nitrogénio determinado pelo método de Kjeldahl multiplicado pelo fator 0,4
(COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999).

Assim:
T, = Q/Nd
T, = Q/(N x 0,4)

N Kjeldahl

Para verificar a quantidade de nitrogénio recomendada para as culturas
no Estado do Acre deve-se consultar Wadt (2005). O fator 0,4 usado para
transformar o teor de nitrogénio determinado pelo método de Kjeldahl em
nitrogénio disponivel é um valor recomendado para o Estado de Sao Paulo e
devera ainda ser verificado para as condicoes do Acre, sendo, entretanto, a
melhor aproximacao disponivel no momento.

A taxa de aplicacdo em funcédo de outros nutrientes, quando devidamente
justificada pelos teores de fésforo, potassio ou de macronutrientes secundarios
(Ca, Mg, S), deve ser definida com base na mesma equacdo sugerida para
nitrogénio, porém nao necessitando de nenhum fator para corrigir o teor de
elemento determinado no residuo. As quantidades requeridas por cultura podem
ser obtidas em Wadt (2005) e a equacao para determinar a taxa de aplicagao
é dada por:

T. = Q/E
Onde:

T, = taxa de aplicacdo em Mg -ha™.

Q = quantidade do nutriente recomendada para a cultura em kg - ha.
E = teor do elemento nutriente disponivel no lodo em kg - Mg.

O outro critério a ser observado é a taxa de aplicacdao em funcao da
capacidade de elevacao de pH do solo. Esta taxa baseia-se na capacidade do
lodo de neutralizar a acidez do solo e deve considerar os resultados de curva de
neutralizacao, baseados em medidas dos ensaios de elevacao de pH provocada
pelo uso crescente de lodo, de modo a garantir que o pH final da mistura solo-
lodo nao ultrapasse o limite de 6,5 (pH determinado em agua para uma mistura
solo: agua de 1:2,5).

O quarto fator a ser considerado é a taxa de aplicagcdo em fungao do teor
de metais pesados. Neste caso, as taxas deverao ser calculadas para respeitar
os limites anuais maximos permitidos (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxa de aplicacao anual maxima de metais em solos agricolas tratados

com lodo.
Metal Taxa de aplicacdo anual maxima
(kg - ha'' periodo de 365 dias*)
Arsénio 2,0
Cadmio 19
Cobre 75
Chumbo 15
Crémio* 65
Mercirio 0,85
Niquel 21
Selénio 5,0
Zinco 140

*Baseado no limite de 500 mg " kg™ solo e em um periodo de 20 anos de aplicacdo continua.

Fonte: Adaptada de Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, 1999.

Uma dificuldade da aplicacdo deste critério é determinar os limites de
confianca para os teores dos metais no lodo de curtume produzido de forma
a adotarem-se os valores maximos esperados no lodo como indicador para o
célculo das taxas de aplicacdo. Neste sentido, deve-se fazer o monitoramento
do residuo gerado, durante o periodo minimo de um ano, para obter estes
valores iniciais de referéncia.

O limite maximo de acumulacdo de metais no solo é o Ultimo critério a
ser observado, sendo importante para definir as taxas de reaplicacdo do lodo
nas areas agricolas. Deve-se calcular a carga acumulada com base na soma
das cargas, considerando o teor de metal no lodo e as taxas de cada aplicacao
(Tabela 3).

Tabela 3. Cargas cumulativas maximas permissiveis de metais pela aplicacao
de lodo em solos agricolas.

Metal Carga maxima acumulada de metais pela aplicacao do lodo
(kg - ha')
Arsénio 41
Cadmio 39
Cobre 1.500
Chumbo 300
Cromio* 1.300
Mercrio 17
Niquel 420
Selénio 100
Zinco 2.800

*Baseado no limite de 500 mg - kg™ solo.
Fonte: Adaptada de Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, 1999.
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Além dos critérios acima, ha preocupacao quanto ao potencial do lodo de
curtume para causar salinizacdo do solo, o que poderia ocorrer em funcao de
acidentes na descarga dos produtos, concentrando altas doses em determinados
locais, ou mesmo devido a reaplicacbes excessivas em uma mesma area.
Também nao se deve descartar a avaliagao pedoldgica (zoneamento especifico),
visto que solos hidromérficos, com diferenca textural abrupta ou rasos, séo
mais susceptiveis a salinizacao.

3. Potencial Agricola para o Uso do Lodo de Curtume

Do ponto de vista econdmico, o uso dos residuos como fertilizante
organico representa o reaproveitamento integral de seus nutrientes e a
substituicdo de parte das doses de adubacdo quimica sobre as culturas, com
rendimentos equivalentes ou superiores aos conseguidos com fertilizantes
comerciais (UNITED STATE DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 1979).

Em funcado da origem e do processo de obtencao utilizado, o lodo de
curtume apresenta composicdao muito varidvel, sendo um material ainda rico
em matéria orgénica, nitrogénio, calcio e micronutrientes e com uma excelente
relacdo C/N (Tabela 4).

As caracteristicas de altos teores de nitrogénio e uma relacao C/N baixa
sugerem sua utilizacdo como fonte de nitrogénio, enquanto o elevado teor de
matéria organica o torna indicado como condicionador de algumas propriedades
fisicas dos solos.

Tabela 4. Caracteristica fisico-quimica do lodo de curtume coletado em curtume
do Municipio de Turucgu, RS.

Caracteristica Lodo de serragem cromada Lodo de caleiro
Umidade (g - kg') 856 833
pH 7.1 11,8
C-org (g - kg") 595 298
PN % 4,2 40,9
N (g - kg’) 34,1 25,9
P(g-kg" 25 3,1
K(g-kg 1,0 1,8
Calg-kg") 31 180
Mg (g kg') 1,5 2,2
Na (g - kg') 59 42,3
Cr*(g - kg’) 36 0,023
Cr%(g - kg") 0 0
CIN 174 11,5

Fonte: Konrad; Castilhos, 2002.
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Do ponto de vista quimico, sua utilizacao seria limitada pelas quantidades
excessivas de sédio e de cromio. O sddio é decorrente do tratamento das peles
com produtos a base desse elemento, entre eles hidréxido de sédio e bissulfito
de sédio. Corroboram com estes resultados Alcantara, (1999), Selbach et al.
(1991) e Gutterres (1996).

Comrelacdo a presenca de metais pesados com potencial de contaminacao
do solo, embora suas quantidades geralmente mostrem valores abaixo dos
limites considerados criticos pela Agéncia de Protecao Ambiental dos EUA
(UNITED STATES, 1980), as aplicacdes continuas devem ser monitoradas com
base nos pardmetros estabelecidos no item Disposicao do lodo de curtume em
areas agricolas.

3.1. Efeito no Solo

3.1.1. Fertilidade do Solo

As quantidades de N contidas no lodo podem variar de 1 a 64 g - kg,
em base seca (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; CASTILHOS et al., 2002;
FERREIRA et al., 2003), e o nitrogénio contido na fracdo organica do lodo
de curtume nao é prontamente disponivel, dependendo da mineralizagcao para
ser disponibilizado as plantas. Isto implica na necessidade de estabelecer
sua equivaléncia agrondémica a fim de assegurar que a quantidade de residuo
aplicada ira disponibilizar nitrogénio suficiente para as plantas.

Souza et al. (2007b) observaram que a aplicacao de 300 kg de N orgénico,
tendo como fonte dois lodos de curtume (caleiro e decantador primario), resultou
em uma acumulacao de N em plantas de milho, cultivadas em vaso, equivalente
a aplicacao de 100 kg de N na forma de sulfato de amoénio. A aplicacao de
maiores doses de N organico na forma de lodo apresentou menores acumulacoes
totais de N nas plantas, provavelmente devido a problemas relacionados a
salinizacao (SILVA et al., 2007). Doses de N orgénico equivalentes a 600 kg N
- ha' causaram problemas no desenvolvimento das plantas, devendo-se evitar
aplicacOes desta magnitude tanto para o lodo de caleiro como para o lodo de
decantador primario (SOUZA et al., 2007a).

Deve-se ainda considerar o efeito do lodo sobre a mineralizacdo do
nitrogénio do solo. Camargo et al. (1998) verificaram que o potencial de
mineralizacao do nitrogénio é afetado pela aplicacdo de lodo de curtume, sendo
até quatro vezes maior nos solos onde o lodo foi aplicado.

Do ponto de vista da nutricdo mineral das plantas, deve-se considerar nao
s6 o potencial de mineralizacdo do N contido no lodo de curtume, mas também
seus efeitos secundarios para o desenvolvimento da planta, como por exemplo,
a toxicidade de elementos afetando o metabolismo normal das plantas.

Além do efeito relacionado a fertilizacdo nitrogenada, com um poder de
neutralizacdo de 4% a 40%, o lodo de curtume representa um material com
excelente poder corretivo da acidez e fonte de célcio.
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Ferreira et al. (2003) verificaram elevacao do pH do solo de 4,9 para 6,0
e neutralizagédo do Al trocéavel de 6,0 para 2,3 mmol_-dm= com a adicéo de 21
Mg - ha' de lodo de curtume, resultando ainda na mesma produtividade para a
soja e o milho, em relacédo ao tratamento que recebeu 3,4 Mg- ha' de calcério
(PRNT de 100%).

Ao avaliar o efeito de doses de lodo suficientes para fornecer de 50 a
600 kg de N orgéanico - ha', aplicadas a uma profundidade de O a 5 cm em
amostras de um ARGISSOLO VERMELHO-AMARELO, em vasos, Bertotti et al.
(2007) verificaram que as maiores doses de lodo aplicadas aumentaram o pH
do solo na camada de 0-10 cm e de 10-20 cm, havendo também aumento do
teor de Ca trocavel na camada superior e de magnésio na camada inferior, além
de reducdo da acidez potencial nas duas camadas, neste caso somente para o
tratamento com a maior dose de N orgéanico.

Dada a caracteristica alcalina do lodo de curtume, seu efeito em aumentar
o pH e diminuir a acidez potencial do solo ja era esperado. Mesmo o aumento
do teor de Ca trocavel na camada superior pode ser explicado pela conjuncao
do efeito alcalino com os altos teores de Ca encontrados no lodo, ficando este
efeito restrito a camada de aplicacdo pela baixa mobilidade do célcio. Por outro
lado, o aumento do teor de Mg trocavel em profundidade indica o potencial
deste residuo para intensificar as perdas deste nutriente por lixiviagcdo, o que a
longo prazo poderia resultar em desequilibrios da relacao Ca/Mg no complexo
de troca do solo na zona radicular.

3.2. Efeito sobre a Microbiota do Solo

O lodo de curtume pode ser altamente poluidor a medida que concentra
elevada carga organica e inorganica, como fendis, sulfetos, sédio e cromo.
Martines et al. (2006) avaliaram a mineralizacdo do carbono organico do lodo
de curtume, aplicado em solos com diferentes classes texturais. Foi observado
que a maior liberagcdo de CO, em solos tratados com lodo de curtume néo foi
devido a incorporacao de matéria organica e nutrientes, mas principalmente ao
efeito corretivo e a acao inoculante. O processo de mineralizacao do carbono,
adicionado por meio do lodo de curtume, é dividido em duas fases distintas,
uma de aproximadamente seis dias, com mineralizacdo intensa, e outra mais
lenta, na seqliéncia, observando-se a tendéncia de reducao e estabilizacdo do
fluxo de carbono na forma de CO,.

Castilhos et al. (2000) relataram que a aplicacao de lodo de curtume
em doses que incorporem até 500 mg - kg' de Cr*® aumenta a atividade e as
populacdes de bactérias, actinomicetos e fungos. Konrad e Castilhos (2002)
verificaram que a producao vegetal é beneficiada pela aplicacdao de lodo de
curtume, e este efeito associa-se principalmente a liberacdo do nitrogénio
orgéanico presente no lodo aplicado. O lodo ainda apresentou efeitos benéficos
sobre a atividade microbiana, sem que a populacao microbiana fosse reduzida
pela adicdo em doses de até 5.000 mg de Cr3* - kg™ de solo.

O maior estimulo do crescimento das populacdes microbianas na
presenca de matéria organica, em relacao ao efeito inibitério de metais, pode
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ser freqlientemente observado em solos que receberam residuos orgéanicos. No
entanto, a andlise isolada pouco reflete as alteracdes na qualidade do solo.

Além disto, os efeitos negativos da aplicacdo de Cr*® sobre as populacdes
e a atividade da microbiota do solo diminuem com o tempo e com a aplicacao
de fontes orgénicas que auxiliam na sua reducdo a forma Cr*3, de menor
toxicidade.

A auséncia de efeitos negativos da aplicacdo sobre os microorganismos
do solo ndo é uma situacao que normalmente deveria ser esperada, visto que a
biomassa microbiana e suas atividades sao afetadas pela presenca de agentes
potencialmente poluentes (LAMBAIS; SOUZA, 2001). Provavelmente, devam
ser utilizados dados biolégicos compostos por mais de uma varidvel, como
por exemplo, a atividade enzimética e o C da biomassa microbiana, para que o
efeito destes residuos nos microorganismos do solo seja mais bem elucidado.

3.2.1. Efeito na Planta

A utilizacao do lodo de curtume tem-se mostrado uma excelente tecnologia
para a recuperacao de areas degradadas pelo uso agricola intensivo.

No Estado do Acre, em area tratada com lodo de curtume, a produtividade
média do milho sem adubacao de cobertura foide 3.370 kg -ha' (SOUZA et al.,
2007b), superior a média regional que é de 1.495 kg -ha™'. Neste experimento,
onde foram testados seis diferentes hibridos de milho (cinco hibridos Pioneer
e um Bandeirantes), os Bandeirantes e Pioneer 30F33 apresentaram as
menores produtividades (2.325 e 2.855 kg - ha”, respectivamente), enquanto
os hibridos Pioneer P3041 e Pioneer 30K75 apresentaram, na auséncia de
adubacao de N em cobertura, as maiores produtividades (4.382 e 3.986 kg -
ha™, respectivamente).

Estes resultados sdo bastante significativos, indicando que apenas a
utilizacao de materiais genéticos mais produtivos em areas recuperadas com a
adicao de lodo de curtume pode representar um ganho de produtividade de até
2.887 kg- ha', em relacdo a média regional, ou de 2.057 kg - ha' em relacéo ao
material genético de menor potencial produtivo (SOUZA et al., 2007b).

Nesse mesmo estudo, a aplicacao de apenas 40 kg N - ha” resultou em
melhoria da produtividade da cultura. Com excecao do hibrido Pioneer P3041,
cujo ganho de produtividade foi de apenas 10%, os demais materiais testados
apresentam um aumento de produtividade que variou de 37% para o Pioneer
30K75 até 57% para o Pioneer 30F33 (SOUZA et al., 2007b). Nesse mesmo
trabalho, com relagao a aplicacdo de 80 kg de N - ha', em geral o ganho de
produtividade foi inferior a 20% (em comparacdo com a aplicacdo de 40 kg N
- ha”'), independente da fonte de N utilizada (Pioneer 30F33, Pioneer 30F80,
Pioneer 30K75 e Pioneer P3041). Entretanto, foi superior a 35% para os hibridos
Bandeirantes e Pioneer 30F90 quando foi utilizado como fonte de nitrogénio o
sulfato de amo6nio, em comparagao com a uréia.

Segundo Souza et al. (2007b), a combinacao das tecnologias simples,
como a utilizacdo de lodo de curtume nas doses de 40 m®-ha’ (teor de umidade
em torno de 95%), aliada a adubacao nitrogenada com uréia na dose de 80 kg
N -ha”, e a utilizacdo de sementes de hibridos com maior potencial produtivo,
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mesmo mantendo-se todas as demais condicdes do sistema de producao atual,
resultam em produtividades de milho entre 5.300 e 5.700 kg ‘- ha', ou seja,
mais de trés vezes superiores a média regional.

A maior produtividade em area tratada com lodo de curtume nos solos da
regiao ja foi observada em outro ensaio experimental por Wadt et al. (2007b),
mesmo sem alteragcdes significativas na fertilidade do solo (WADT et al.,
2007a). Segundo Wadt et al. (2007b), apenas a utilizagdo do lodo proporciona
aumento de 50% da produtividade das culturas, o que é muito significativo
do ponto de vista econémico, se for considerado que este produto é gratuito.
Entretanto, N6ébrega e Wadt (2007) nao observaram efeito do lodo de curtume
sobre caracteristicas fitotécnicas de plantas de milho.

O potencial do lodo de curtume observado no Estado do Acre ja havia
sido também constatado em outras situacdes no Brasil. Costa et al. (2000)
verificaram maiores rendimentos de matéria seca da parte aérea em plantas de
soja em tratamentos que receberam NPK + calcario e lodo com cromo (250 kg
ha'). Ainda, Ferreira et al. (2003) observaram que o tratamento com lodo de
curtume proporcionou incrementos de 22% no rendimento de grdos de milho
quando comparado com o tratamento NPK + calcério.

Estes resultados indicam o potencial do uso do lodo de curtume para a
recuperacao de areas degradadas e para a fertilizacdo de culturas agricolas.
Entretanto, ainda sdo necesséarios estudos para determinar as quantidades
adequadas a serem aplicadas em funcao do tipo de solo e de suas propriedades
quimicas.

4. Riscos Ambientais Associados ao Uso de Lodo de
Curtume em Solos

4.1. Contaminacao por Metais Pesados

Os metais pesados, particularmente o Cr presente no lodo de curtume,
sdo preocupantes devido ao aumento de sua concentracdo em plantas e no
solo, podendo, portanto, acumular na cadeia alimentar.

O crémio é o décimo metal de maior ocorréncia na crosta terrestre.
A maioria do crémio esta presente no mineral cromita, no qual dois 4tomos
de Cr (lll) substituem atomos de Fe (lll}) na estrutura da magnetita (FeCr,O,)
(BARLETT, 1997).

O Cr ocorre em estados de oxidacdo muito varidveis (de 2+ a 6+)
(Tabela 5) e é capaz de formar complexos anidnicos e catiénicos (Cr(OH)?",
Cr0,*, CrO,*). Normalmente, os compostos de Cr tém valéncia Ill e VI. A
forma trivalente é pouco modvel, solivel somente a pH menores que 5,0 ou
quando complexada com moléculas orgénicas de baixo peso molecular, que
possuem pouca mobilidade através da membrana celular (ZAYED; TERRY,
2003; AQUINO NETO; CAMARGO, 2000).
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Embora o Cr (lll) seja essencial a nutricdo humana (ZAYED; TERRY,
2003), ainda nao teve sua essencialidade comprovada para o0s vegetais
superiores (FERREIRA et al., 2003), podendo, entretanto, influenciar os niveis
de citocinina e hormdnios de crescimento e interagir com &cidos nucléicos,
induzindo o aumento de espermina (ZAYED; TERRY, 2003).

O Cr (lll) em guantidades adequadas é essencial a nutricdo humana e
desempenha importante papel no metabolismo do nitrogénio (MERTZ, 1969),
sendo carcinogénico apenas em altas concentragdes (DL, de 1.900 a 3.300
mg - kg') (ZAYED; TERRY, 2003).

Por outro lado, na forma hexavalente, o crémio apresenta-se como
cromato, possuindo efeito carcindgeno e letal em animais e humanos em doses
mais baixas (DL, de 50 a 100 mg kg”) (ZAYED; TERRY, 2003).

Konrad e Castilhos (2002) encontraram a forma trivalente de Cr no residuo
de curtume originado da estacdo primaria de tratamento de lodo. Nesta forma,
quando encontrada no solo em pH menor do que 3,6, o cromio é fortemente
adsorvido por caulinitas e montmorillonitas e, em pH acima de 5,5, forma éxidos
e hidréxidos estaveis e de baixissima solubilidade.

Tabela 5. Formas de cromio no ambiente.

Espécie Estado de Exemplo  Comentarios
oxidacdo

Elemento cromio Cr(0) Nao ocorre naturalmente

Cr divalente Cr (1) CrCl, Instavel e rapidamente oxidado a Cr (1)

Cr trivalente Cr (Il CrCl, Estavel na natureza em minérios

Cr tetravalente Cr (V) Cr0, Nao ocorre na natureza, intermediario da
reducao de Cr (V)

Cr pentavalente Cr (V) Cr0* Nao ocorre na natureza, intermediario da
reducéo de Cr (VI)

Cr hexavalente Cr (V1) K,Cr,0, Segunda forma mais estavel. Raro na natureza.

Produzido por fontes antropogénicas

Fonte: Zayed; Terry, 2003.

Os compostos organicos podem complexar o Cr3* em pH acima de 5,5,
fazendo com que o metal continue sollvel, até que encontre condicdes de
precipitacdo. Por outro lado o Cré* é muito instadvel em solos e facilmente
mobilizado em meio acido ou alcalino. Portanto, o comportamento do Cr no
solo é governado pelo pH, pelos teores de matéria orgénica e de fosfatos de Fe,
Mn e Al (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992).

Enquanto a adsorcao do Cr (VI) diminui com o aumento do pH, a adsorgcao
do Cr (lll) aumenta. Estas reacoes podem ser modificadas pela formacao de
complexos organicos com o metal.

O efeito dominante da matéria organica é estimular a reducao do Cr (VI).
Assim, substancias organicas adicionadas ao solo, como o lodo de curtume,
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causam um aumento significativo de duas espécies de Cr: o Cr associado a
hidréxidos e Cr ligado a matéria organica.

A aplicacdo de lodo de curtume, associado a determinadas condigcdes,
como a presenca de manganés em formas oxidadas (Mn®* e Mn**), pode
promover a sua oxidacao para formas hexavalentes (MILACIC; STUPAR, 1995),
de alta solubilidade e mobilidade, caracteristicamente téxicas e mutagénicas
para os animais superiores, plantas e microrganismos. Entretanto, essa oxidagao
pode ser lenta e em pequenas quantidades quando o Cr (lll) é adicionado ao
solo via lodo de curtume ou juntamente com uma fonte de matéria orgéanica
(AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; JAHNEL et al., 1999).

Entretanto, em solos com altos teores de Mn redutivel e drenagem
deficiente, o Cr (lll) pode ser oxidado a Cr (VI), tornando perigosa sua disposicao,
se os solos forem mantidos Umidos (ZAYED; TERRY, 2003), uma vez que com
a sua secagem, o crédmio é reduzido a Cr (lll).

Portanto, a variabilidade no estado oxidativo do Cr em solos é de grande
importancia ambiental. Aplicado sucessivamente no solo, havera tendéncia de
acumulo nas camadas superficiais, uma vez que, de modo geral, os metais sao
pouco moéveis no perfil. Todavia, em funcado da constituicdo do solo, poderéd
ocorrer a movimentacao vertical no perfil, colocando em risco a poluicdo do
lencol freético.

Alcantara (1999) avaliou a eluviacdao de crémio em Latossolos muito
intemperizados com diferentes texturas e verificou que foi maior no LATOSSOLO
VERMELHO-AMARELO em relacdo ao LATOSSOLO DISTROFERRICO, sendo
favorecida pelos acidos fllvicos presentes na matéria organica do solo.

Nos microrganismos, o Cr (lll) é requerido por um limitado grupo, em alguns
processos metabdlicos. Embora a aplicacao de lodo de curtume possa aumentar
a atividade microbiana (CASTILHOS; KONRAD, 2002), concentracdes de Cr*3
a partir de 500 mg - kg' podem reduzi-la significativamente (GAUGLHOFER,
1985).

Uma fracdo dos metais acumulados no solo estard disponivel para as
plantas. Ao absorvé-los elas poderdao se transformar em porta de entrada
desses metais para a cadeia alimentar. Sabe-se, por outro lado, que as plantas
possuem certa capacidade de se proteger contra o acimulo de metais pesados
no solo e podem, em alguns casos, acumular altos teores em seus tecidos
sem apresentar sintomas de fitotoxicidade ou mesmo diminuicdo na producao.
Um dos mecanismos de protecdo é a compartimentalizacdo dos metais nos
diferentes tecidos (MALAVOLTA, 1994).

As plantas absorvem o crémio do solo na forma de Cr (VI). O Cr (lll),
além da baixa mobilidade no solo, apresenta movimento muito restrito através
da membrana bioldgica. A reacao do Cr (lll) com proteinas e outros coléides
forma compostos relativamente grandes, que possuem baixa permeabilidade
em membranas.

Borges (2003) avaliou o efeito do cromio adicionado ao solo via lodo
de curtume na cultura do braquiardo e do milho cultivados em LATOSSOLO
VERMELHO-AMARELO. A andlise dos resultados revelou baixos teores de
cromio nas folhas de rebrota do braquiardo apds o corte da parte aérea. Segundo
o autor, as plantas de braquiardo sao seletivas, absorvendo o cromio em baixas



440

Wadt, Nébrega e Teixeira

quantidades e, conseqientemente, acumulando-o também em baixos teores
em seus tecidos. Este comportamento da forrageira é vantajoso, viabilizando
a aplicacado do residuo em areas de formacao de pastagem. Na cultura do
milho, os teores de crémio nos graos maduros foram baixos e, provavelmente,
nado constituem um fator limitante para o uso agronémico do residuo nesta

cultura.

4.2. Salinizacao

A salinizacao consiste na acumulacao de sais solUveis de sédio, magnésio
e célcio nos solos. Essa acumulacao diminui o potencial osmético da solucao do
solo, gerando dificuldades na absorgcao da dgua e também toxicidade de ions
especificos pela interferéncia dos sais nos processos fisiolégicos da planta,
reduzindo o seu crescimento e desenvolvimento.

A presenca de grandes quantidades de sais nos solos deve-se: a) ao
material de origem do solo; b) a auséncia ou escassez de chuvas nas regides
de clima arido e semi-arido, onde nao ocorrem precipitacoes suficientes para
percolar os sais sollveis do solo que, conseqlientemente, acumulam; c¢) a
alta evapotranspiracao; d) a salinizacao pela d4gua do mar; e) a ascensao do
lencol freéatico; f) a d4gua de irrigacao; g) a utilizacao de residuos, entre outros
(BOHNEN et al., 2000).

As quantidades de s6dio no lodo de curtume podem variar de 5,9 a 66 g
- kg (base seca) e as de calcio podem variar de 30 a 180 g- kg™ de lodo (base
seca) (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; CASTILHOS et al., 2002; FERREIRA
et al., 2003).

A condutividade elétrica do extrato de saturagcdo ou da solucao do solo
é normalmente utilizada como um indicador da salinidade. Costa et al. (2000)
notaram efeitos residuais da adicdo de lodo de curtume em um PLANOSSOLO
HIDROMORFICO solédico, resultando em aumento da salinidade, devido ao
aumento nos teores de sddio, célcio e magnésio e da condutividade elétrica da
solucao do solo. O lodo de caleiro utilizado foi a fonte com maior efeito residual,
aumentando a condutividade elétrica em mais de trés vezes e o teor de sédio
em mais de quatro vezes, enquanto a utilizacdo de lodo de serragem cromada
produziu menores efeitos sobre a salinidade do solo.

A aplicacao de elevadas doses de residuo pode inibir o crescimento das
plantas. Provavelmente este efeito inibitério estd associado a elevada quantidade
de sais de sédio (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000) e nao a presenca de
metais pesados nestes residuos.

Souza et al. (2007c) verificaram que a aplicacdo de 1.200 kg - ha™' de N,
na forma de lodo de decantador primario, resultou em morte das plantas aos
sete dias apés a emergéncia e este efeito esteve associado a elevacao do pH e
da condutividade elétrica do extrato de saturacao do solo.

De acordo com Silva et al. (2007), quando a condutividade elétrica no
extrato de saturacdo esta acima de 0,6dS - m”', ha grandes possibilidades de
ocorrer efeitos negativos pela salinidade sobre o desenvolvimento vegetal.
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Entretanto, em dosagens normais, Castilhos et al. (2002) constataram,
em cultivo de milho, pequenos aumentos nos teores de Na, que nao afetaram a
condutividade elétrica, e aumentos nos teores de Ca em proporcoes equivalentes
ao tratamento com calcario.

5. Conclusoes

Os estudos sobre a utilizacdo de lodo de curtume em solos da regiao
sudoeste da AmazlOnia Brasileira ainda sdo poucos. Todas as informacdes
geradas no Brasil foram provenientes de experimentos conduzidos nas regioes
Sul e Sudeste, sob condi¢cdes de solo e clima totalmente distintas.

Até o momento, os estudos conduzidos corroboram os beneficios ja
observados pelos produtores quanto ao uso do lodo de curtume, que proporciona
melhoria da produtividade das culturas, podendo-se utilizar lodo para aplicar
até 300 kg N -ha™.

Assim, enquanto a utilizacao de lodo de curtume na agricultura representa
uma alternativa para a melhoria da produtividade e a reabilitacao de areas
degradadas, favorecendo o processo produtivo, atencao deve ser dada aos
seus potenciais efeitos negativos, evitando-se a contaminacado destas areas
com poluentes, em especial sais de sédio e calcio.
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