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Fig. 3. Evolução da produção (1999 a 2002), quantidade de mudas produzidas por cultivar 
(1999 a maio de 2003) e número de mudas distribuídas de bananeira para diferentes 
estados da Federação (1999 a maio de 2003) pela Biofábrica da Campo Biotecnologia, 
Cruz das Almas, BA, 2003. 
Fonte: Adaptada de Silva et al., 2003.
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Abacaxizeirob) 	

Em virtude dos métodos tradicionais de propagação do abacaxizeiro 
ocasionarem a disseminação de patógenos, como a fusariose (Fusarium 
moniliforme Shilld. var. Subglutinans Wr. e Reinking), principal doença fúngica 
que pode provocar perdas de 80% da produção, a cultura de tecidos representa 
uma alternativa viável na propagação de genótipos livres da doença (VESCO et 
al., 2000). Além de reduzir os custos com a mão-de-obra, o cultivo in vitro de 
gemas axilares e/ou meristemas melhora sensivelmente o problema de baixo 
rendimento de mudas observado na propagação convencional. Dessa forma, a 
cultura de tecidos pode ser utilizada não apenas para a produção em escala de 
mudas, mas também para multiplicação rápida de genótipos selecionados em 
programas de melhoramento, especialmente híbridos resistentes à 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 têm reportado casos de sucesso do uso da micropropagação 
em abacaxizeiro. De acordo com Almeida et al. (2002), é possível 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 ausência de luz. A grande vantagem da utilização deste método é 
o maior alongamento entre os internódios, proporcionando aumento no número 
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 obtenção de plantas de alto vigor 
e uniformidade, ausência de pragas e doenças, mudas enraizadas e prontas 
para serem cultivadas no campo e disponibilidade de material durante todo o 
ano. Apesar das diversas vantagens, a principal limitação 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 são 
empregadas elevadas densidades de plantas por hectare (em torno de 40 mil 
plantas). Assim, pesquisas têm sido feitas com o intuito de reduzir os custos de 
produção, entre elas, a utilização de fontes alternativas de luz e o emprego de 
biorreatores (SILVA, 2006), além do uso de substituintes do agente solidificante 
ágar do meio de cultura (PEREIRA et al., 2004).

Além disso, a técnica de micropropagação é particularmente importante 
quando o objetivo refere-se à introdução da cultura em novas regiões de plantio, 
onde ainda não existem problemas fitossanitários; introdução/substituição 
de novas cultivares, quando não se dispõe de mudas convencionais dessas 
cultivares para iniciar grandes plantios; multiplicação rápida de genótipos 
selecionados pelos programas de melhoramento genético, antes do lançamento 
de novas cultivares; produção de material básico para atender a programas de 
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produção de mudas certificadas; e intercâmbio de germoplasma para evitar a 
introdução de pragas e doenças exógenas. 

Batatac) 	
Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagação vem 

sendo amplamente utilizada para produzir genótipos elites de batata (Solanum 
tuberosum L.), proporcionando benefícios diretos e indiretos aos produtores, 
pelo conseqüente aumento nos níveis de produtividade da cultura (ASSIS, 
1999). Pereira e Fortes (2003), estudando o efeito do cultivo in vitro de batata 
em meio de consistência líquida, verificaram ser promissor o uso da metodologia 
para a micropropagação desta espécie, devido ao incremento nas taxas de 
multiplicação nestas condições.

Atualmente, as empresas de micropropagação comercial têm sido as 
grandes responsáveis pela disponibilidade aos produtores de mudas de batata 
de elevado padrão genético e fitossanitário, utilizando a cultura de meristemas, 
micropropagação e aclimatização em estufas. Além disso, todos os genótipos 
introduzidos in vitro são submetidos ao processo de indexação oficial de viroses, 
feito por amostragens de todos os lotes produzidos.

Cana-de-açúcard) 	
A propagação in vitro é bastante vantajosa para a cana-de-açúcar, 

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 micropropagação, além do excessivo tempo de seleção de genótipos 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 alcançar altas taxas de multiplicação de cana-de-
açúcar por esse método, com inúmeras vantagens em relação à multiplicação 
em campo, como a produção de grande quantidade de mudas de qualidade 
superior, em tempo e espaço físico reduzidos (MALHOTRA, 1995).

Palmeirase) 	
O interesse pelo uso das técnicas de cultura de tecidos em palmeiras 

visando à produção massal de clones elites teve início na década de 60, pois 
muitas palmeiras, de modo geral, apresentavam limitações à aplicação de 
técnicas de multiplicação vegetativa. Acrescenta-se a isso o fato dos métodos 
tradicionais de melhoramento genético de palmáceas serem demorados e 
complexos, assim como também o longo ciclo de vida, hábito de crescimento 
das plantas e ausência quase que completa de métodos eficientes de propagação 
vegetativa. Contudo, foi na década de 80 que os estudos acerca de técnicas de 
micropropagação e morfogênese se intensificaram, principalmente em espécies 
como Phoenix dactylifera (tamareira), Elaeis guineensis (dendezeiro), Cocos 
nucifera L. (coqueiro), Euterpe edulis Mart. (juçara) e palmeiras ornamentais. 
Assim, torna-se evidente a importância dos sistemas de culturas in vitro para 
aumentar a rapidez dos programas de melhoramentos de palmeiras e introduzir 
novos híbridos 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 palmáceas, poucas são as 
conclusões consistentes sobre os protocolos a serem usados para a produção 
massal de genótipos elites comercialmente. Apesar de países como a França já 
terem utilizado esta técnica para a cultura do dendezeiro há pelo menos duas 
décadas (RIVAL et al., 1998), com a produção de milhares de plantas (DURAND-
GASSELIN et al., 1990), praticamente não existem estudos mais consistentes 
no Brasil. Na Embrapa Acre, pesquisas a respeito do desenvolvimento de 
tecnologia para a micropropagação de espécies de palmeiras como o dendezeiro, 
pupunheira e açaizeiro têm revelado resultados promissores acerca do emprego 
desta tecnologia para a multiplicação clonal dessas espécies, muito embora os 
processos ocorram de modo lento e ainda não estejam totalmente otimizados 
(LEDO et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; 2005, 2006a, b).

Plantas Ornamentaisf) 	
O cultivo de plantas ornamentais é uma atividade competitiva, altamente 

rentável e que exige a utilização de tecnologias e conhecimento técnico 
(BALDONEDO, 2005). Estima-se que mais de 500 milhões de plantas são 
propagadas anualmente, na sua maioria ornamentais, utilizando-se a aplicação 
de técnicas de cultura de tecidos (DEBERGH, 1994). Acrescenta-se ainda 
que as espécies ornamentais são por excelência o grupo de plantas em que 
a micropropagação teve maior aplicação, 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 micropropagação 
em plantas ornamentais apresenta grandes vantagens, principalmente para 
espécies de difícil propagação por meio de métodos convencionais. Atualmente, 
o cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado na multiplicação de orquídeas, 
antúrios, violeta-africana, bromélias e samambaias e, em menor escala, para 
propagação de alstroeméria, amarílis, begônias, ciclame, copo-de-leite, gloxínia 
e espatifilo. Além disso, a clonagem in vitro de matrizes selecionadas de híbridos 
ornamentais tem permitido a compatibilização de demandas específicas dos 
mercados interno e externo (KERBAUY, 1997).

Espécies Florestaisg) 	
O emprego da micropropagação em espécies florestais vem sendo estudado 

há várias décadas e tem como objetivo básico estabelecer uma metodologia de 
multiplicação clonal de indivíduos superiores. Entretanto, de modo geral as 
espécies florestais apresentam problemas para o estabelecimento e cultivo in 
vitro, principalmente por serem rotineiramente infectadas por microorganismos 
endógenos, dificultando o controle e desinfestação dos explantes (BONGA, 
1982; ANDRADE et al., 2000). Uma outra limitação ao cultivo de espécies 
florestais in vitro é a ocorrência de compostos fenólicos, que podem modificar 
a composição do meio de cultivo e a absorção de metabólitos (THOMAS; 
RAVINDRA, 1997).

No entanto, atualmente a micropropagação 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 produção de mudas pelo método da microestaquia 
(XAVIER; COMÉRIO, 1996). Segundo Mullins et al. (1997), os procedimentos 
convencionais de micropropagação em eucalipto ocorrem pela ativação de 
gemas axilares sob cultivo em meios de cultura. Porém, a propagação in vitro por 
organogênese de explantes foliares também possui a capacidade de regenerar 
grande número de plantas, com a vantagem de que pode ser automatizada.
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1. Introdução

O cultivo da bananeira é uma importante atividade econômica e social no 
mundo, sendo uma das culturas de maior produção entre as fruteiras tropicais 
e uma fonte contínua de alimento e renda aos produtores. No Brasil, seu cultivo 
estende-se da região Norte ao Sul do País (SILVA et al., 2003; DONATO et al., 
2006).

De modo semelhante a muitas espécies cultivadas, a bananeira é afetada 
por diversos problemas fitossanitários, sendo um dos mais graves a  sigatoka-
negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, (SILVA et al., 
2003). Nas regiões de ocorrência, essa doença tem reduzido significativamente 
a produção das cultivares Prata, Prata-Anã, Nanicão e Grande Naine, 
atualmente as mais difundidas e plantadas. Como conseqüência, programas 
de melhoramento genético têm 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 são obter e 
introduzir genótipos de bananeira mais produtivos, com frutos de boa qualidade 
e resistentes às principais pragas da cultura.

Contudo, a maioria das cultivares de bananeira utilizada comercialmente 
é triplóide e, em menor proporção tetraplóide, caracterizada por ser parcial 
ou totalmente estéril (CROUCH et al., 1998). Por esse motivo, a forma de 
propagação é assexuada, utilizando-se tradicionalmente as brotações laterais 
(perfilhos) desenvolvidas no rizoma da planta-mãe. Todavia, a utilização de 
mudas provenientes da propagação convencional constitui um dos aspectos que 
limitam a expansão desta cultura, especialmente pela disseminação de pragas 
às novas áreas de cultivo (ROES et al., 2005), dificultando o desenvolvimento 
e posterior produção das plantas. Além disso, a obtenção de mudas a partir 
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da separação dos brotos existentes na planta-mãe possibilita baixo número 
de plantas, com taxa de multiplicação entre 3 e 10 perfilhos por matriz/ciclo 
(VUYLSTEKE; DE LANGHE, 1985; SOUZA et al., 1997), dependendo da cultivar 
e das condições de manejo da cultura.

Estas limitações conduziram ao desenvolvimento de técnicas mais 
eficientes de mutiplicação como a micropropagação de ápices caulinares e 
meristemas que, atualmente, constitui-se no principal método de produção 
de mudas certificadas, validação e distribuição de novos genótipos lançados 
pelos programas de melhoramento genético. Isso porque o uso da técnica de 
propagação in vitro permite a produção massal de propágulos com elevado 
padrão genético e fitossanitário, em espaço físico e tempo reduzido, de forma 
contínua, além de facilitar o transporte das mudas a longas distâncias e os 
tratos culturais no campo.

Diante disso e devido à pouca disponibilidade de literatura atualizada 
sobre a micropropagação de bananeiras, este capítulo objetiva abordar aspectos 
e procedimentos básicos aplicados à produção de material propagativo com 
elevado padrão genético e sanitário.

2. Micropropagação de Bananeira

As primeiras aplicações da micropropagação em espécies do gênero Musa 
datam da década de 1960. Por conseguinte, desde 1985 mudas de bananeira 
têm sido produzidas e comercializadas utilizando esta tecnologia, constituindo 
nos dias de hoje o principal método de obtenção de propágulos com alta pureza 
genética e fitossanitária, com aplicação comercial em vários países (GÜBBÜK; 
PEKMEZCI, 2004; ROCHA, 2005).

No Brasil, o uso deste tipo de material propagativo para implantação 
de novas áreas de cultivo tem apresentado crescimento significativo nos 
últimos 10 anos, principalmente por produtores mais tecnificados. Tal fato 
deve-se principalmente ao aumento da ocorrência de pragas importantes na 
cultura da bananeira e pela possibilidade de disseminação destas por métodos 
convencionais de propagação. Aliadas a estes aspectos, têm-se as exigências 
de órgãos de fiscalização quanto ao sistema de produção de mudas certificadas 
(lei de sementes e mudas).

Em geral, a propagação in vitro ou micropropagação de bananeiras 
consiste basicamente em isolar, estabelecer e multiplicar ápices caulinares1, 
oriundos de brotações laterais de plantas matrizes vigorosas e produtivas, 
sob condições de total assepsia, em meio de cultura artificial e sob condições 
controladas de luminosidade e temperatura. Para isso, o processo é constituído 
essencialmente por cinco fases distintas, porém dependentes: a) seleção de 
plantas matrizes e coleta de material vegetal; b) estabelecimento in vitro de 
culturas assépticas; c) multiplicação/proliferação de brotos; d) alongamento/
enraizamento; e) aclimatização (Fig. 1). 

O princípio de regenerar novas plantas a partir de um único propágulo se 
baseia na ativação do crescimento das gemas axilares presentes na inserção 
1Em bananeira, ápice caulinar refere-se a meristema envolto por alguns primórdios foliares e 
contendo pequeno segmento de rizoma.
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das folhas na base do rizoma, a partir de um balanço 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 condição de cultivo.

Fig. 1. Diagrama esquemático do processo de micropropagação para produção massal de 
mudas de bananeiras de qualidade genética e sanitária.

O êxito no processo de micropropagação depende basicamente de alguns 
fatores, dentre os quais podem ser citados: a condição genética e sanitária 
do material vegetal fonte de explantes (matrizes), a constituição dos meios de 
cultura e as condições do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro (Fig. 2).

Indexação de viroses

Aclimatização ex vitro
Observação e descarte 
de plantas atípicas ou 
variantes (off types)

Observação e descarte 
de plantas atípicas ou 
variantes (off types)

Observação e descarte 
de plantas atípicas ou 
variantes (off types)

Alongamento/enraizamento in vitro

Multiplicação in vitro de 
brotações axilares 

(subcultivos)

Estabelecimento in vitro dos ápices 
caulinares e/ou gemas axilares
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Fig. 2. Fatores envolvidos no controle da morfogênese in vitro no processo de 
micropropagação.

2.1. Seleção de Plantas Matrizes e Coleta de Material Vegetal

2.1.1. Seleção de Plantas Matrizes

Constitui-se na primeira e uma das mais importantes etapas da produção 
massal de mudas micropropagadas, uma vez que esta tecnologia preserva as 
características das plantas matrizes. Além da escolha correta do genótipo a ser 
multiplicado, é nessa etapa que se deve considerar o fato das plantas matrizes 
estarem expostas a condições ambientais naturais e, portanto, sujeitas aos mais 
diversos tipos de estresse, bióticos e/ou abióticos. Assim, preferencialmente o 
matrizeiro deve apresentar plantas em excelente estado fisiológico, nutricional 
e sanitário. 

Uma planta sob estresse pode apresentar quantidades elevadas de 
inibidores de crescimento, como o ácido abscísico (ABA), influenciando 
sobremaneira as etapas posteriores de multiplicação in vitro. Por isso, o material 
que servirá 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 (biofábricas, por exemplo) 
(Fig. 3c e Fig. 3d).

Planta
Genótipo; estado �siológico, sanitário e

agronômico, condições de crescimento e
tipo de explante 

Assepsia
Tipo, concentração dos agentes

desinfestantes e tempo de 
exposição

Meios de cultura
Consistência (sólido ou líquido);

nutrientes, vitaminas e aminoácidos;
carboidrato(s); tipo e concentração de

reguladores de crescimento e PH

Cuidados gerais durante as etapas
Controle do número de subcultivos; controle total
do processo para evitar a ocorrência de misturas

varietais; emprego de mão-de-obra treinada; 
habilidade de cada técnico durante a manipulação
dos explantes; planejamento do ciclo produtivo e

escolha por genótipos cujas demandas são maiores

Processo de aclimatização
Condições ambientais (luminosidade, 

temperatura, umidade relativa e irrigação);
substrato e tipo de recipiente; tempo

necessário para atingir tamanho adequado ao
plantio no campo

Ambiente de cultivo in vitro
Composição da atmosfera do frasco 

(CO2, O2, etileno, umidade, troca gasosa) e
intensidade luminosa 

Processo de 

micropropagação
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2.1.2. Coleta de Material Vegetal/Mudas para Obtenção dos 
Explantes

Entende-se por explante qualquer fragmento de tecido ou órgão 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 princípio, qualquer tipo de explante pode ser empregado para iniciar 
a propagação in vitro de determinada espécie. Porém, na prática utilizam-se 
explantes contendo maior proporção de tecido meristemático, o que ocorre 
principalmente em tecidos e plantas mais novas. Assim, o estabelecimento 
in vitro destes explantes possibilitará a formação de uma planta completa, 
requerendo para isso apenas alongamento e diferenciação radicular (JUNGHANS; 
SANTOS-SEREJO, 2006).

Várias fontes de explantes têm sido empregadas para a micropropagação 
de bananeira, tais como: ápices caulinares obtidos de brotações laterais 
(axilares) da planta matriz adulta (mudas tipo chifre, chifrinho, etc.), gemas 
laterais e ápices florais oriundos do “coração” da bananeira (inflorescência 
masculina) retirado do cacho (Fig. 4). No entanto, os primeiros tipos são os 

Fig. 3. Banco ativo de germoplasma (BAG) (a, b) e estufa (c, d) com plantas matrizes de 
bananeira.
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mais utilizados e sua coleta deve ser realizada de preferência no mesmo dia 
do estabelecimento in vitro para evitar a excessiva exposição aos fatores do 
ambiente, como contaminação e desidratação (SOUZA et al., 1997). Nesta 
fase, deve-se considerar também a estação do ano, a qual pode interferir 
não apenas nas taxas de contaminação do material, mas também nos níveis 
hormonais e concentração de polifenóis das plantas. Para isso, um correto 
estudo sobre a época do ano mais favorável pode possibilitar o planejamento 
da coleta do material em campo, facilitando sobremaneira a organização das 
etapas do cultivo e da mão-de-obra no laboratório.

Fig. 4. Matriz de bananeira evidenciando as brotações laterais (mudas) em diferentes 
estágios de desenvolvimento (a); inflorescência masculina (coração) 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 micropropagação (c, d) (seta).
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2.2. Estabelecimento in Vitro: Assepsia do Material Vegetal, 
Extração dos Ápices Caulinares e Transferência para Meio de 
Cultura

Diversas metodologias de desinfestação têm 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 à morte. Para isso, várias substâncias com ação 
germicida são utilizadas, variando quanto à concentração e tempo de exposição 
do material vegetal, destacando-se o álcool comercial (92,8oGL), hipoclorito 
de sódio (NaOCl) (água sanitária comercial) ou de cálcio (P.A. ou utilizado 
para limpeza de piscinas). Normalmente, gotas de algum espalhante adesivo 
(detergente neutro ou Tween-20) são adicionadas ao hipoclorito para quebrar 
a tensão superficial da solução e facilitar o contato desta com o explante. Por 
fim, visando retirar o excesso de produto, são feitas geralmente de três a cinco 
lavagens dos explantes em água destilada e autoclavada. Em casos extremos 
como, por exemplo, material vegetal que apresente grande quantidade de terra 
aderida e raízes, podem-se  retirar as raízes com auxílio de facas e realizar uma 
pré-limpeza com lavagem em água corrente e detergente comercial. 

Vale ressaltar que para cada condição (época de coleta, estado sanitário 
das plantas matrizes, tamanho dos explantes, etc.) adaptações no processo 
de desinfestação podem ser necessárias, seja pela exclusão ou inclusão de 
alguma(s) outra(s) substância(s) ou adequações quanto à sua concentração e 
tempo de exposição (imersão). Nesse sentido, o protocolo descrito a seguir tem 
sido utilizado comercialmente com sucesso.

Em escala comercial, a assepsia do material vegetal de bananeira tem início 
a partir de uma limpeza mecânica 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 dimensões de aproximadamente 10 cm3. 
Estes são então lavados com detergente e enxaguados em água, sendo 
submetidos a uma primeira desinfestação em hipoclorito de sódio 2,5% 
(v/v) (água sanitária comercial) durante 30 minutos e reduzidos novamente 
até dimensões aproximadas de 5 cm3. Posteriormente, ainda em ambiente 
externo, uma segunda desinfestação é realizada utilizando-se hipoclorito de 
cálcio 10% (p/v) ou hipoclorito de sódio 1,25%, durante 20 minutos. Em 
seguida, os explantes são novamente reduzidos até 2,5 cm3, quando então 
são levados para câmara de fluxo laminar e desinfestados com hipoclorito de 
cálcio 5% (p/v) ou hipoclorito de sódio 1,25% (v/v), durante 15 minutos (Fig. 
5a e Fig. 5b), e lavados por três vezes em água destilada e autoclavada. Uma 
vez desinfestados, os explantes são dispostos individualmente sobre papel de 
filtro (em placas de Petri) ou sob placas de alumínio (estéreis) e com auxílio de 
pinças e bisturis (Fig. 5c e Fig. 5d) sofrem nova redução (1 cm3), resultando 
em um ápice caulinar constituído de alguns primórdios foliares envolvendo o 
meristema e um pequeno segmento de rizoma (Fig. 5e). Os ápices caulinares 
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extraídos são transferidos preferencialmente para tubos de ensaio contendo 
meio de cultura semi-sólido (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 (oxidação) causado pela 
liberação e acúmulo de fenóis, os explantes devem permanecer no escuro 
durante as duas primeiras semanas ou ser submetidos a um subcultivo para 
novo meio de cultura. Esta transferência inicial para meio de cultivo, visando 
à obtenção de culturas assépticas, é conhecida como estabelecimento in vitro 
ou subcultivo zero.

Fig. 5. Última etapa da desinfestação do material vegetal de bananeira e obtenção 
de ápices caulinares em câmara de fluxo laminar: (a, b) desinfestação dos explantes 
(segmentos de pseudocaule e rizoma); (c, d) explantes sendo reduzidos (retirada das 
bainhas foliares e parte do rizoma); (e) ápice caulinar estabelecido em meio MS contendo 
carvão ativado.

2.3. Indexação de Vírus

Geralmente, durante o estabelecimento e multiplicação de bananeira 
in vitro, a presença 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 contaminação. No entanto, 
embora a técnica permita garantir a sanidade do material quanto a fungos e 
bactérias, isso não acontece com os vírus, uma vez que estes organismos só 
se expressam no interior de células do hospedeiro sob determinadas condições 
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climáticas. Assim, plantas positivas para um determinado vírus podem ser 
assintomáticas em um época específica do ano.

Assim como para as outras culturas, doenças causadas por vírus em 
bananeira podem ser transmitidas por insetos vetores e através da propagação 
assexuada, ameaçando a produção em áreas endêmicas e também naquelas livres 
de vírus, 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 infecções 
mistas ou simples, dificultando a detecção 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, lesões 
foliares cloróticas, mosaico, má formação dos frutos e diminuição no tamanho 
do cacho. Já o CMV possui distribuição cosmopolita, com diferentes graus de 
virulência, podendo as plantas de bananeiras enfermas apresentarem necrose 
vascular, espessamento intermitente da nervura, separação da bainha foliar 
externa do pseudocaule, clorose, mosaico, nanismo, má formação dos frutos e, 
às vezes, morte do vegetal (FIGUEIREDO et al., 2007).

Em razão destes problemas, o comércio de plantas de bananeira 
micropropagadas tem se estabelecido visando à limpeza clonal das cultivares de 
maior interesse econômico (SILVA NETO, 2003). Entretanto, para comercializar 
este tipo de muda é necessário que os laboratórios realizem o processo de 
indexação de vírus, que consiste na realização de testes sorológicos, biológicos 
ou moleculares com o objetivo de certificar o material vegetal em uso quanto 
à infecção por vírus. 

Em bananeira, esta indexação tem sido imprescindível, sendo feita em 
todos os ápices caulinares estabelecidos in vitro, em laboratório de indexação 
credenciado pelo Ministério da Agricultura. A indexação quando realizada 
durante etapas tardias do cultivo, como na fase de multiplicação ou mesmo 
de aclimatização, por amostragem dos lotes produzidos, apresenta risco em 
potencial. Isso significa que se os explantes forem positivos para o vírus, todo o 
material deve ser eliminado, por não se saber a origem dos explantes dos quais 
surgiram aquelas novas plantas. 

De modo geral, a detecção de vírus em bananeiras vem sendo realizada 
por meio da sintomatologia (inspeção visual), indexação biológica (uso de 
plantas indicadoras), por meio de testes sorológicos (DAS-ELISA – Double 
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e moleculares 
(PCR – Polymerase Chain Reaction) ou ainda por microscopia eletrônica de 
transmissão, para observação das partículas virais em extratos. Destes, o mais 
utilizado em escala comercial em bananeira é o DAS-ELISA, para testes de 
indexação do vírus CMV. Entretanto, de acordo com Lockhart e Olszewski (1993) 
e Figueiredo et al. (2007), determinadas estirpes do CMV não são detectadas 
por testes sorológicos. Ademais, o alto grau de heterogeneidade genômica e 
sorológica apresentado pelo BSV impõe uma séria restrição quanto ao uso de 
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técnicas sorológicas e moleculares para a sua detecção 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 Graúda (AAAB), e como controle positivo a 
‘Prata Anã’ (AAB). Com a metodologia empregada foi possível diagnosticar a 
presença de ambos os vírus, de modo que em todas as amostras de ‘Pacovan’ 
(AAB) e do controle positivo houve infecção mista do BSV com o CMV.

Assim, as biofábricas que utilizarem a tecnologia in vitro para produzir 
e comercializar mudas de bananeira devem possuir registro em órgão de 
fiscalização agropecuária para um acompanhamento sistemático da produção 
e o controle oficial (indexação) para o vírus. Como exemplos, citam-se a 
Multiplanta – Tecnologia Vegetal (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL, 
2007) e o Instituto Biofábrica de Cacau em Ilhéus – BA, os quais realizam a 
indexação das mudas de bananeira no Centro de Indexação de Vírus de Minas 
Gerais2, situado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de 
Lavras, MG.

2.4. Multiplicação/Proliferação de Brotos

Nesta fase, o objetivo principal é obter o máximo de novas brotações 
de bananeiras a partir dos explantes estabelecidos inicialmente. Portanto, 
decorrido o período de estabelecimento in vitro (30 a 45 dias), os ápices 
caulinares, que não possuem contaminação visível e cujo resultado do teste 
para vírus tenha sido negativo, são utilizados para a indução de novas brotações 
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 ápices, com o 
objetivo de quebrar a dominância da gema apical e forçar o desenvolvimento 
de novas brotações laterais. As partes resultantes são então 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.

Após algumas semanas, os explantes desenvolvidos (Fig. 6b e Fig.6c) 
são submetidos a uma limpeza dos tecidos oxidados e cortes da parte aérea, 
sendo transferidos para novo meio de cultura até a emissão de novas brotações. 
Subseqüentemente, as múltiplas brotações axilares formadas sofrem novamente 
a retirada do excesso de tecidos oxidados, corte da parte aérea, individualização 
e subdivisão longitudinal dos brotos maiores e transferência para novo meio, 
até que os mesmos procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 7).

Essas sucessivas transferências, conhecidas como subcultivos ou 
repicagens, são espassadas entre si, em média de quatro a cinco semanas, 
e devem ser realizadas até no máximo seis vezes para evitar o aparecimento 
de variantes somaclonais. Os subcultivos são também necessários devido ao 
2Credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem), com inscrição e 
credenciamento de número 01311/2006.



Micropropagação de Bananeira Visando à Produção Massal de Mudas de Elevado Padrão 
Genético e Fitossanitário 257

esgotamento dos constituintes do meio de cultura (carboidrato, sais minerais e 
vitaminas), além do acúmulo de compostos como o etileno e alguns polifenóis 
que podem ser deletérios à cultura.

Fig. 7. Aspecto geral da fase de multiplicação (repicagens): (a, b) explantes em 
multiplicação; (c, d) limpeza dos tecidos oxidados, corte da parte aérea, incisões e 
subdivisão dos explantes; (e, f) transferência dos explantes para restabelecer novos 
ciclos de multiplicação.

De modo geral, a indução de brotações ocorre após a primeira 
repicagem. No entanto, efetivamente, as maiores taxas de multiplicação são 
observadas entre o terceiro e o sexto subcultivo obtendo-se, normalmente, 
uma multiplicação em crescimento por progressão geométrica, de modo que a 
partir de um único ápice caulinar estabelecido in vitro é possível obter centenas 
de novas brotações, ao final de alguns meses, o que dependerá do protocolo, 

Fig. 6. Aspecto geral de ápice caulinar estabelecido in vitro (a), após 30 a 40 dias de 
desenvolvimento (b) e após corte longitudinal (ver detalhes das multibrotações formadas) 
(c). 

a b c

Fo
to

s:
 a

 (E
m

pr
es

a 
de

 B
io

te
cn

ol
og

ia
 V

eg
et

al
); 

b 
(H

er
m

ín
io

S.
 R

oc
ha

); 
c 

(J
on

ny
 E

. S
ch

er
w

in
sk

i-P
er

eir
a)

 

a b c

d e f

Fo
to

s:
 E

m
pr

es
a 

de
 B

io
te

cn
ol

og
ia

 V
eg

et
al

 



Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira258

habilidade dos operadores e do genótipo empregado. Em contraste, na fase de 
estabelecimento e subcultivo 1, verifica-se baixa ou nula indução de brotações, 
o que pode estar relacionado à adaptação do explante às condições de cultivo 
ou ainda aos maiores índices iniciais de oxidação do material estabelecido in 
vitro.

Um fator imprescindível nessa fase diz respeito à habilidade de cada 
técnico para extrair as bainhas foliares dos explantes e expor as gemas laterais 
(axilares), bem como realizar as incisões. Associada a estes procedimentos 
está a suplementação exógena do meio de cultura com citocininas, geralmente 
o N6-benzilaminopurina (BAP). O BAP é um regulador de crescimento do grupo 
das citocininas que promove a indução de múltiplas brotações pela quebra da 
dominância da gema apical. Atualmente é a citocinina mais utilizada para a 
multiplicação da bananeira in vitro, porém a concentração “ideal” é genótipo-
dependente, sendo as maiores taxas de multiplicação obtidas com concentrações 
entre 2,5 e 5 mg · L-1. Todavia, outras citocininas têm sido empregadas com 
certo êxito para micropropagar diversos genótipos de Musa spp., incluindo 
o isopenteniladenina (2ip), zeatina (ZN), cinetina (KIN) e mais recentemente 
o tidiazuron (TDZ), este último em concentrações bem inferiores àquelas do 
BAP (ARINAITWE et al., 2000; GÜBBÜK; PEKMEZCI, 2004; OLIVEIRA et al., 
2006). 

Vários têm sido os trabalhos reportados na literatura (HIRIMBUREGAMA; 
GAMAGE, 1997; OLIVEIRA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001), demonstrando 
que diferenças entre genótipos em relação à capacidade proliferativa (taxa 
de multiplicação) 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 dominância apical in vivo com a 
capacidade proliferativa in vitro da bananeira, nas cultivares Nanicão (AAA) 
e Grande Naine (AAA), evidenciou uma influência significativa deste fator 
com o comportamento in vitro dos explantes. De acordo com estes autores, a 
utilização de mudas oriundas de plantas matrizes com baixo grau de dominância 
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 
dominância apical in vivo resultaram na maior taxa média proliferativa (10,96) 
para a cv. Nanicão.

2.5. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

Esta fase é importante, pois de modo semelhante ao que se verifica em 
condições de campo as raízes podem estimular o crescimento das culturas in 
vitro e ex vitro (processo de aclimatização). Dessa forma, a obtenção de um 
sistema radicular bem formado e funcional irá promover a sobrevivência e o 
crescimento ex vitro das plantas. Entretanto, na literatura, encontram-se ainda 
muitas discordâncias sobre a existência ou não de conexão vascular entre as 
raízes formadas in vitro e a parte aérea (funcionalidade das raízes) (APTER et 
al., 1993a, b; DÍAZ-PEREZ et al., 1995; ROMANO; MARTINS-LOUÇÃO, 2003). 
Apesar do pouco entendimento no que diz respeito à qualidade das raízes 
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oriundas do cultivo in vitro, elas farão a fixação das plantas no substrato e 
serão responsáveis pela nutrição inicial das plantas sob condições ex vitro, até 
que novas raízes mais funcionais sejam formadas posteriormente.

Durante a fase de multiplicação, o uso freqüente de citocininas no meio 
de cultura, com o objetivo de incrementar as taxas de multiplicação, resulta 
muitas vezes em brotações de tamanho reduzido, com poucas raízes ou mesmo 
desprovidas dessas, devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento 
– habituação. Como conseqüência, uma fase intermediária de alongamento e/
ou enraizamento é necessária e tem sido amplamente reportada na literatura. 
Neste caso, o meio geralmente é de consistência semi-sólida, podendo ser 
suplementado com auxinas exógenas como ácido naftalenoacético (ANA) e 
ácido indolbutírico (AIB) (MOLLA et al., 2004), embora pouco recomendados 
em razão de poderem causar variação somaclonal do material. Adicionalmente, 
outras substâncias que favoreçam a formação de raízes como o carvão ativado 
(GÜBBUK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 2006) e sulfato de adenina (MIYATA 
et al., 2006) podem ser utilizadas para o enraizamento/alongamento in vitro de 
bananeiras. Outros fatores como a redução das concentrações de sais do meio, 
o genótipo e a concentração de sacarose também devem ser considerados para 
melhorar o enraizamento. 

Tem sido relatada a importância da adição de sacarose no meio de 
cultura, principalmente visando ao acúmulo de reservas nas plantas para 
suportar as condições de estresse na fase de aclimatização. Isso porque, 
quando transplantadas para condições de casa de vegetação ou viveiro, as 
plantas possuem apenas água e sais minerais para sustentarem seu crescimento 
imediato, necessitando assim de reservas, como o amido, na emissão de novas 
folhas e raízes (ARAGON et al., 2006), especialmente nas primeiras semanas 
após o transplantio para o substrato. Contudo, deve-se considerar que diferentes 
genótipos, sob várias condições de cultivo, poderão desenvolver-se de maneira 
distinta. 

Nesse contexto, Costa et al. (2008), avaliando como a permanência de 
brotações de bananeira em meio de enraizamento influencia o crescimento in 
vitro e ex vitro das plantas, observaram que a fase de indução de raízes in 
vitro ocorreu até os 14 dias e, após esse período, houve apenas o crescimento 
em tamanho das raízes. Além disso, foi constatado que a sobrevivência das 
plantas em casa de vegetação atingiu 100% após 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 iniciação de primórdios radiculares, sugerindo baixa quantidade de 
reservas.

Dessa forma, pode-se afirmar que a fase de enraizamento in vitro em 
bananeira é necessária, principalmente se as brotações oriundas da etapa de 
multiplicação 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 conseqüência, há a possibilidade de reduzir os gastos com energia e 
mão-de-obra, pois as culturas permaneceriam em laboratório por menor período 
de tempo.

Quanto ao uso de carvão ativado, estudos têm mostrado efeitos positivos 
desta substância sobre o enraizamento e vigor de brotações de bananeira 
(GÜBBÜK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 2006). No caso do enraizamento, 
esse efeito é atribuído ao fato de que o carvão simula a condição de escuro 
na qual as raízes normalmente se desenvolvem melhor, além de possuir efeito 
diluidor, retendo parte dos elementos que compõem o meio e adsorvendo 
compostos fenólicos inibidores do enraizamento.

Em contraste à realização de uma fase de enraizamento in vitro, existe 
a possibilidade ainda de que brotações bem desenvolvidas, já diferenciadas 
em plantas, possam ser diretamente removidas dos frascos durante os 
subcultivos, separadas das demais e submetidas à aclimatização. 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 Nanicão (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 vegetação, sem passar 
pela fase de enraizamento. Ainda segundo esses autores, plantas que in vitro 
possuíam parte aérea alongada e rizoma definido tiveram 98% de pegamento 
na aclimatização, mesmo desprovidas de raízes, o que sugere a possibilidade de 
se induzir o enraizamento de bananeiras micropropagadas em substrato, desde 
que observadas as condições e os cuidados na aclimatização.

Fig. 8. Plantas sendo retiradas diretamente da fase de multiplicação para aclimatização: 
a) separação das plantas maiores das demais brotações; b) plantas sendo colocadas em 
recipientes (seta) para posterior aclimatização. 

Em relação à funcionalidade das raízes in vitro, observações anatômicas 
conduzidas por Costa (2007) mostraram existir conexão vascular em plantas de 
bananeira cultivadas em meio contendo ANA (1 mg · L-1), sendo esta conexão 
mais acentuada em plantas aclimatizadas. Este resultado está de acordo 
com outros trabalhos citados na literatura, para os quais nenhuma limitação 
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do sistema radicular formado em meio de cultura foi verificada em relação à 
sobrevivência e performance ex vitro das mudas obtidas. De fato, se as raízes 
presentes nas plantas de bananeira micropropagadas não tivessem função 
alguma, haveria certamente elevadas perdas durante a fase de aclimatização.

2.6. Meio de Cultura e Condições de Cultivo

A escolha de um meio de cultura apropriado para cada espécie vegetal a 
ser micropropagada e sua adequação às diferentes fases de cultivo é condição 
básica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Em geral, o meio 
de cultura é constituído basicamente por substâncias essenciais ao crescimento 
e desenvolvimento dos explantes, a saber: água, macro e micronutrientes, 
aminoácidos, vitaminas, carboidrato(s), reguladores de crescimento3, agentes 
geleficantes (ágar ou Phytagel), entre outras. Contudo, para uma melhor resposta 
morfogênica dos explantes (ápices caulinares, meristemas, brotações, etc.), o 
mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado nas exigências de 
cada espécie ou cultivar, tomando por base análises nutricionais do genótipo 
em questão.

Para a bananeira, vários são os meios de cultura, suas concentrações e as 
variações de seus componentes (SOUZA; GONÇALVES, 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 freqüentemente é a adequação a 
cada fase do cultivo in vitro (estabelecimento, multiplicação ou enraizamento) 
da concentração de sais (principalmente macronutrientes), sacarose e utilização 
ou não de reguladores de crescimento (citocininas e/ou auxinas). No caso dos 
reguladores de crescimento, estes podem estar associados, variando na relação 
citocinina:auxina, dependendo da resposta morfogenética demandada. Quanto 
à consistência, a maioria dos protocolos tem utilizado meios semi-sólidos, sendo 
o uso de meio líquido condicionado à utilização de agitadores ou biorreatores. O 
pH do meio é normalmente ajustado para 5,8 ± 0,1, antes da adição do agente 
geleificante, sendo a autoclavagem realizada por 15-20 minutos a 121ºC e 1,3 
atm de pressão.

Quanto às condições de cultivo ou incubação, o padrão adotado tem 
sido o de salas de crescimento climatizadas, dotadas de iluminação artificial 
(fornecida por lâmpadas fluorescentes tubulares), com fotoperíodo de 16 horas 
e temperatura média de 25°C±2°C (Fig. 9a e Fig. 9b). Entretanto, podem ocorrer 
modificações no ambiente de cultivo, principalmente na fase de estabelecimento, 
na qual comumente se mantém os ápices caulinares no escuro por alguns 
dias, visando sobretudo reduzir os níveis de oxidação. Adicionalmente, alguns 

3São análogos sintéticos dos hormônios vegetais. Têm a mesma função dos hormônios, porém 
são sintetizados em laboratório e não pela planta, além de ser requeridos em maiores quantidades 
para obter resposta semelhante (Termignoni, 2005). São exemplos, o N6-benzilaminopurina (BAP) 
e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); ácido indolbutírico (AIB) e ácido naftalenoacético 
(ANA) (grupo das auxinas).
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trabalhos têm reportado à utilização da luz solar em salas de crescimento (Fig. 
9c–e), seja na fase de multiplicação (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001; 
SENDIN, 2001) ou enraizamento in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007), além 
do cultivo fotoautotrófico (NGUYEN; KOZAI, 2001).  

Fig. 9. Vista geral da sala de crescimento utilizada para a micropropagação 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 Promoção Agrícola, biofábrica 
localizada junto à Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA.

2.7. Contaminantes e Oxidação Fenólica in Vitro: Ocorrência e 
Estratégias de Controle

2.7.1. Contaminação

É principalmente na fase de estabelecimento que se devem detectar 
e descartar as culturas contaminadas. Todavia, dependendo do tipo de 
contaminante (exógenos ou endógenos) este procedimento também pode ser 
necessário em fases posteriores como a multiplicação decorrente de erros de 
manipulação. As contaminações por bactérias têm sido mais drásticas que 
por fungos por causar perdas danosas, como tempo e recursos financeiros ou 
genéticos pela eliminação de frascos contaminados e o risco de disseminação 
durante os subcultivos subseqüentes, inviabilizando assim o processo de 
micropropação. Nesse contexto, o uso de agentes geleificantes de boa qualidade 
como o Phytagel pode promover a rápida identificação e eliminação do material 
contaminado e com isso evitar a sua disseminação (OLIVEIRA; SILVA, 1997; 
PEREIRA et al., 2003).
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De modo geral, as taxas e o tipo de contaminação na fase de 
estabelecimento são bastante variáveis e estão sob a influência de diversos 
fatores, tais como, a época de coleta dos explantes no campo, o estado 
sanitário das plantas matrizes, a correta execução do processo de assepsia e 
os agentes desinfestantes utilizados. No entanto, diversos trabalhos científicos 
têm reportado taxas de contaminação entre 0% e 60% durante a fase de 
estabelecimento, as quais tendem a se reduzir durante as fases subseqüentes. 
Geralmente, a predominância tem sido de bactérias que podem ser de diferentes 
espécies (OLIVEIRA et al., 2006).

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

Avaliando protocolos de desinfestação 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 contaminação ocorreram na ‘Prata Anã’ e ‘SH3640’, 
com 62,5% e 57,1%, respectivamente por bactérias do tipo Gram negativa, 
enquanto para a ‘FHIA-18’ grande parte das bactérias detectadas foi do tipo 
Gram positiva. De acordo com os autores, as bactérias Gram positivas são 
do tipo não-fitopatogênicas freqüentemente encontradas no sistema digestivo 
do próprio manipulador. Quanto aos protocolos utilizados, o tratamento dos 
explantes com solução de fungicida (Carbendazin 3,3%), álcool 92,8o GL e 
hipoclorito de sódio (2%) foi o mais eficaz para a desinfestação de todas as 
cultivares.

2.7.2. Oxidação por Compostos Fenólicos

Embora o processo de micropropagação seja bem estabelecido e 
proporcione êxito para a maioria dos genótipos comerciais de bananeira, ainda 
há fatores que limitam em parte esta técnica para alguns deles, sobretudo nas 
fases iniciais do cultivo in vitro. O principal deles é a ocorrência excessiva de 
oxidação por compostos fenólicos nas partes excisadas dos explantes, a qual 
interfere no desenvolvimento inicial destes, na taxa de multiplicação e, em 
casos extremos, pode levá-los à morte.

Tal oxidação é caracterizada pelo escurecimento dos tecidos excisados 
e do meio de cultivo (Fig. 10), ambos resultantes da liberação, acúmulo de 
polifenóis e produtos da oxidação, precursores da síntese de lignina, como 
melanina e suberina (ANDRADE et al., 2000; VAN WINKLE et al., 2003) e que 
obstruem o tecido oxidado. Além disso, a oxidação dos compostos fenólicos 
por polifenases pode produzir substâncias tóxicas que normalmente inibem o 
crescimento dos explantes (SATO et al., 2001). Sua ocorrência e intensidade 
estão associadas principalmente ao genótipo, especialmente constituídos por 
genomas ‘B’ (Musa balbisiana) (HIRIMBUREGAMA; GAMAGE, 1997), bem 
como às condições de cultivo (constituição do meio de cultura, presença de 
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luz na fase de estabelecimento, etc.). Em geral, os níveis mais acentuados 
de oxidação ocorrem na fase de estabelecimento, nos primeiros subcultivos 
e durante os dias iniciais de cada subcultivo, de modo que quanto maior a 
proporção de rizoma nos explantes mais acentuado pode ser o escurecimento 
causado por fenóis.

Fig. 10. Aspecto geral dos ápices caulinares estabelecidos e culturas em fase de 
multiplicação, evidenciando a oxidação por fenóis: a) ápice caulinar em meio contendo 
carvão ativado; b) ápice caulinar em meio desprovido de carvão ativado; c) material em 
multiplicação.

Nesse sentido, estudo realizado por Hirimburegama e Gamage (1997), 
visando avaliar diferentes constituições genômicas sobre os níveis de oxidação 
fenólica in vitro de ápices caulinares de bananeira, reporta que embora todas as 
cultivares tenham apresentado escurecimento dos tecidos excisados, grandes 
variações foram observadas quanto à sua intensidade. De acordo com os autores, 
as cultivares contendo o genoma ‘B’ mostraram maior oxidação, superior a 75% 
da superfície dos explantes do grupo genômico BB e entre 50% e 65% para o 
grupo ABB, a qual ocorreu 2 dias após o estabelecimento in vitro e necessitou 
de limpeza dos tecidos escurecidos e rápida transferência dos explantes para 
novo meio. Por outro lado, genótipos apresentando pouco ou nenhum genoma 
‘B’ (AAB, AAA, AAAA) tiveram menor índice de oxidação, inferior a 25% (AAA 
e AAAA) e entre 25% e 50% (AAB), a qual foi superada após duas limpezas 
sucessivas. Os autores observaram também que a ocorrência de elevada 
oxidação afetou diretamente o início das brotações axilares e também a taxa de 
multiplicação durante os subcultivos.

Algumas estratégias podem ser utilizadas com o propósito de reduzir 
os níveis de oxidação, entre elas: a suplementação do meio com substâncias 
antioxidantes (carvão ativado – Fig. 10, ácido ascórbico, entre outras), ou 
o pré-tratamento dos explantes com alguns destes antioxidantes antes do 
estabelecimento in vitro, manutenção das culturas no escuro por alguns dias 
após o estabelecimento dos ápices caulinares, transferências periódicas dos 
explantes para meio de cultura novo e/ou limpeza das partes (tecidos) fenolizadas 
(Fig. 11). Todavia, a adição ao meio de substâncias antioxidantes nem sempre 
tem mostrado melhor resultado (CAMOLESI et al., 2007). Para estes autores, o 
pré-tratamento dos ápices caulinares da cultivar de bananeira Maçã (AAB) em 

a b c Fo
to

s:
 a

, c
 (E

m
pr

es
a 

de
 B

io
te

cn
ol

og
ia

 V
eg

et
al

); 
b 

(a
ut

or
es

)



Micropropagação de Bananeira Visando à Produção Massal de Mudas de Elevado Padrão 
Genético e Fitossanitário 265

solução de 0,25 g · L-1 de ácido cítrico e 0,75 g · L-1 de citrato de potássio por 
90 minutos teve efeito antioxidante em pré-tratamento, ao passo que a adição 
dos antioxidantes ao meio de cultivo aumentou a oxidação e diminuiu o número 
de brotos emitidos nos primeiros subcultivos.

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. Aclimatização

O sucesso final da micropropagação nas diversas espécies vegetais 
depende não apenas da correta condução das fases in vitro, mas sobretudo da 
capacidade das plantas produzidas em superar, sem grandes estresses, a sua 
transferência para condições in vivo (PEREIRA; FORTES, 2000; HAZARIKA, 
2006). Isso porque o ambiente in vitro, no qual os explantes são cultivados, 
tem como principais características os baixos níveis de radiação, presença 
de carboidrato e nutrientes prontamente assimiláveis, condições assépticas e 
atmosfera no interior dos recipientes com alta umidade relativa e pouca ou 
nenhuma troca gasosa (ZACCHANI et al., 1997). Como conseqüência deste 
microambiente in vitro, as plantas desenvolvem características estruturais 
e fisiológicas pouco aptas às condições ex vitro (YOKOTA et al., 2007), a 
saber: baixa regulação da perda de água, ocasionada principalmente por pouca 
funcionalidade dos estômatos e camada de cera epicuticular pouco espessa e 
irregularmente distribuída (LAMHAMEDI et al., 2003), reduzido desenvolvimento 
e organização do mesófilo foliar, fraca conexão entre as raízes e a parte aérea 
(ROSS-KARSTEN et al., 1998; POSPÍSILOVÁ et al., 1999), entre outras.

Dessa forma, uma fase de aclimatização4 (adaptação artificial) é 
geralmente requerida e considerada imprescindível com o objetivo de se evitar 
4Alguns pesquisadores apresentam conceitos distintos com relação aos termos aclimatação e 
aclimatização. Segundo Preece e Sutter (1991), o termo aclimatação refere-se ao processo pelo 
qual as plantas ou outros organismos vivos ajustam-se ou acostumam-se a uma nova condição 
de clima ou situação, como resultado de um processo natural. Por outro lado, para George (1993) 
aclimatação é um processo regulado pela natureza, enquanto aclimatização é aquele controlado 
pelo homem. Portanto, para fins de micropropagação será adotado o termo aclimatização, como 
sendo o processo pelo qual as plantas cultivadas in vitro são adaptadas ao novo ambiente ex vitro 
(estufa, telado, etc.) de modo artificial, ou seja, com a interferência humana.
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morte de plantas e favorecer o melhor desempenho das mudas ex vitro. É 
durante este período de adaptação que as modificações formadas em cultivo in 
vitro são corrigidas (MARIN, 2003), de modo que a planta passa do metabolismo 
heterotrófico para o autotrófico (ROCHA, 2005). Isto é possível porque o novo 
ambiente ex vitro possibilita a formação 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 
formação de uma densa camada de cera epicuticular. Para isso, as plantas 
devem ser submetidas às novas condições ambientais (estufa, casa de 
vegetação ou telado) de forma gradual e cercadas de cuidados, mantendo-se 
alta umidade e baixa luminosidade nos dias iniciais após o transplantio (Fig. 
12), pois estes fatores irão favorecer o metabolismo autotrófico nas plantas 
produzidas. Portanto, caso não sejam tomados os devidos cuidados durante 
esta etapa, os resultados serão a baixa sobrevivência e inviabilidade do processo 
de micropropagação.

Fig. 12. Esquema geral de algumas condições fundamentais à aclimatização das plantas, 
evidenciando a redução gradual da umidade e aumento da irradiância em função do 
tempo de transplantio.

Outro aspecto a ser considerado na fase de aclimatização refere-se ao 
padrão de crescimento das plantas. Isso porque ao sofrer mudança abrupta 
de ambiente (da condição in vitro para o ex vitro), normalmente as plantas 
cessam ou reduzem o crescimento até que se adaptem às novas condições, 
o que pode levar dias ou semanas (PEREIRA; FORTES, 2000). Desse modo, a 
redução de perdas por morte, associada ao rápido crescimento na aclimatização, 
pode contribuir significativamente para que mudas micropropagadas sejam 
disponibilizadas aos interessados de forma mais rápida e barata. Para tanto, 
otimizações nas condições ambientais in vitro e ex vitro, cuidados no momento 
do transplantio, o correto manejo das irrigações e a escolha adequada de 
substratos e recipientes são fundamentais (SCHMITZ et al., 2002). No caso 
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dos substratos, suas propriedades físicas, químicas e biológicas podem facilitar 
ou limitar a sobrevivência, formação de novas raízes e crescimento das plantas. 
Com relação à escolha dos materiais que irão compor a mistura do substrato 
deve-se observar também o custo e sua disponibilidade.

Em bananeira, o processo de aclimatização consiste basicamente na 
remoção das plantas dos frascos de cultivo, lavagem das raízes em água corrente 
para remover o resíduo de meio de cultivo aderido, individualização das plantas, 
poda das raízes, transplantio para recipientes (tubetes ou bandejas coletivas) 
contendo substrato adequado e transferência para casa de vegetação ou telado 
(Fig. 13 e 14). Em alguns casos, pode ser feita uma pré-aclimatização 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 à 
utilização da luz solar ou natural na fase de alongamento/enraizamento in vitro, 
a qual tem proporcionado bons resultados na adaptação das plantas ainda in 
vitro (in vitro hardening) (ROCHA, 2005; COSTA, 2007).

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

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

Em bandeja de polietileno preto com 24 mudas, com altura da parte a)	
aérea de 20 a 30 cm e um torrão de 6 cm3, prontas para o plantio direto 
a campo.

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

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

Além desses tipos, a muda aclimatizada em tubetes (115 e 180 cm3 de 
capacidade) é bastante utilizada, tendo como vantagens a formação de um 
sistema radicular sem enovelamento das raízes e crescimento mais acelerado 
após 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 que o transporte a longas distâncias 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 limitação, 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, após fechado, o pacote 
mantém as mudas em posição vertical (Fig. 16).

3. Características Anatômicas das Plantas 
Micropropagadas

Até o presente momento, poucos são os trabalhos científicos 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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Fig. 16. Sistema de acondicionamento de mudas micropropagadas de bananeira utilizado 
pela Companhia de Promoção Agrícola, localizada junto à Embrapa Mandioca e Fruticultura 
Tropical, Cruz das Almas, BA.

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.
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em casa de vegetação e a campo, apresentam estruturas básicas semelhantes, 
diferindo apenas quantitativamente e em relação ao grau de diferenciação dos 
tecidos (Tabela 1). Tais diferenças indicam a plasticidade fenotípica da espécie 
às condições as quais as plantas estão submetidas.
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Tabela 1. Principais características da anatomia foliar de plantas de bananeira 
(Musa cv. Grande Naine, AAA) em diferentes ambientes de cultivo.

Características In vitro1 Aclimatização2 Campo3

Cutícula Extremamente fina Fina nas primeiras folhas 
formadas e espessa com 
cada nova folha

Camada espessa

Cera epicuticular Extrusões espalhadas 
de pequenas partículas 
sobre a face abaxial da 
epiderme

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

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

Epidermes Células relativamente 
grandes, sinuosas 
e algumas vezes 
irregulares em tamanho; 
parede externa fina

Lisa, parede externa 
espessa

Fina, parede externa 
muita espessa, células 
relativamente pequenas

Estômatos

Presentes em ambas as faces da epiderme, porém mais abundantes na face 
abaxial (espécie anfi-hipoestomática), com quatro células subsidiárias (estômato 
tetracítico)
Arranjo irregular, não 
totalmente funcional

Arranjo mais regular em 
fileiras

Número de células 
subsidiárias algumas vezes 
irregular; estritamente 
arranjadas em fileiras

Muitos com os 
ostíolos parcialmente 
ou completamente 
fechados (indicando 
reduzida ou ausente 
funcionalidade)

Não reportado Não reportado

Tamanho médio de 38 
µm em comprimento 
(diâmetro equatorial) 
e 15 µm em largura 
(diâmetro polar)

Não reportado Em média, diâmetro 
equatorial de 27 µm e 
diâmetro polar de 17 µm

Cavidade 
subestomática

Não desenvolvida Desenvolvimento gradual Bem desenvolvida, 
alcançando através das 
hipodermes

Hipodermes Células grandes, 
paredes finas, uma 
contínua camada lisa

No início da aclimatização 
uma camada, muito depois 
duas, relativamente lisas, 
células grandes na face 
adaxial da epiderme

Duas ou mais camadas 
de células, especialmente 
sobre os feixes vasculares

Mesofilo Não diferenciado Em início de diferenciação Bem diferenciado
Parênquima 
paliçádico

Uma camada, células 
isodiamétricas, 
próximas ao 
parênquima esponjoso

Formação de duas 
camadas com tempo de 
aclimatização, células 
alongadas, ainda em 
contato com o parênquima 
esponjoso

Três a quatro camadas de 
células, sendo as primeiras 
camadas de células 
alongadas, separadas do 
parênquima esponjoso

Continua...
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Parênquima 
esponjoso

Até duas camadas 
irregulares

Duas camadas, mais 
tarde três, dispostas 
irregularmente

Várias camadas de células 
cobrindo as paredes dos 
alvéolos, separadas do 
parênquima paliçádico

Alvéolos (cavidade) Nenhum, apenas 
pequenos espaços 
intercelulares

Pequenos no início 
da aclimatização, 
principalmente próximo à 
nervura, e então grandes

Grandes, bem definidos, 
separando o parênquima 
esponjoso do paliçádico

Feixes vasculares Bastante rudimentares, 
com apenas uns poucos 
elementos de floema 
e de xilema, indicando 
reduzida necessidade 
para transporte sob 
condições in vitro

Gradualmente mais 
desenvolvidos com a 
aclimatização; presença de 
mais elementos de floema 
e de xilema

Bem desenvolvidos

Esclerênquima Nenhum ou com fibras 
muito ocasionais 
associadas aos 
feixes, principalmente 
presentes em folhas 
maiores e bem 
formadas 

Número de fibras 
gradualmente 
incrementadas associadas 
com feixes vasculares, 
e presentes também na 
região da nervura

Fios grandes de fibras 
compactas, especialmente 
sobre a parte superior dos 
feixes; ou não associadas 
com os feixes

Espessura média 200 – 250 µm (folhas 
grandes)

250 – 30 µm 400 – 500 µm

1Plantas 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-1, 27 ± 2ºC.
2Plantas aclimatizadas em ambiente com sombreamento de 15%, temperatura diurna de 32ºC a 
35ºC e noturna de 22ºC a 25ºC, e 80% de umidade relativa média (variações 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 adaptação 
das plantas micropropagadas às condições ex vitro demonstrou que as 
maiores alterações na anatomia foliar ocorrem apenas em folhas oriundas de 
primórdios diferenciados ex vitro. Além disso, foi observado que a passagem 
das plantas para uma condição de maior radiação, após duas ou três semanas 
de aclimatização, é essencial para melhorar a adaptação ex vitro das plantas 
de bananeira.

Em outro estudo, foi avaliada a contribuição dos estômatos e da cera 
epicuticular no controle da perda de água em bananeiras micropropagadas. 
Os resultados mostraram que folhas oriundas do final do enraizamento in vitro 
sob metabolismo heterotrófico apresentaram excessiva transpiração, fato 
atribuído à elevada densidade estomática associada à reduzida capacidade dos 
estômatos em restringir a perda de água e ausência de cera epicuticular. Por 
outro lado, a fase de aclimatização ex vitro foi primordial para a melhoria da 
funcionalidade dos estômatos e formação de uma camada de cera mais densa 
e melhor distribuída. 

Tabela 1. Continuação.
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Apesar dos poucos estudos, a realização de pesquisas acerca das 
modificações que ocorrem nas diferentes fases da micropropagação é 
fundamental para otimizar os protocolos e as condições do ambiente in vitro, 
além de fornecer informações importantes sobre quais cuidados proceder 
visando reduzir as perdas e melhorar o crescimento das plantas após a sua 
exposição ao ambiente ex vitro.

4. Desempenho em Campo das Mudas Micropropagadas

Para alguns pesquisadores, as mudas micropropagadas apresentam as 
seguintes características quando comparadas àquelas propagadas por métodos 
convencionais: sobrevivem mais no campo e apresentam maior crescimento nos 
primeiros estádios de desenvolvimento; possuem uniformidade e facilitam os 
tratos culturais; são mais produtivas, mostram maior precocidade e uniformidade 
de produção. No entanto, embora existam inúmeros estudos sobre a propagação 
in vitro da bananeira, poucos são os dados sobre o comportamento das mudas 
micropropagadas no campo (ÁLVARES; CALDAS, 2002).

Nesse sentido, Álvares e Caldas (2002), trabalhando com as cultivares 
Nanicão (AAA) e Prata-Anã (AAB), verificaram que mudas micropropagadas (10 
a 15 cm) tiveram maior crescimento nos estádios iniciais de desenvolvimento 
em detrimento das mudas do tipo chifre (50 a 60 cm), o que foi atribuído ao fato 
das plantas micropropagadas já possuírem um sistema radicular ativo e área 
foliar fisiologicamente ativa no momento do plantio em campo. Em relação às 
cultivares, na ‘Prata-Anã’, as mudas micropropagadas apresentaram resultados 
significativamente superiores em todas as variáveis estudadas durante o 
período de desenvolvimento vegetativo, enquanto na cultivar Nanicão esta 
superioridade foi observada somente até o oitavo mês. Quanto à produção, 
não houve diferenças significativas na ‘Nanicão’, ao passo que a ‘Prata-Anã’ 
micropropagada foi significativamente superior à convencional.

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

5. Estabilidade Genética das Mudas Micropropagadas

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

Em geral, a ocorrência de variações está comumente relacionada a 
situações de estresse sofridas pelas plantas, seja pelo uso inadequado de tipos 
e concentrações de reguladores de crescimento, ocorrência de calogênese 
em alguma fase de cultivo, excessivo número de subcultivos do material sob 
multiplicação ou devido ao longo período 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 atípicas/variantes tem sido 
freqüentemente reportado por alguns autores (VENKATACHALAM et al., 
2007), o que pode estar associado aos inúmeros protocolos empregados, uso 
incorreto e/ou falta de domínio da técnica para algumas cultivares regionais. 
Apesar das discordâncias, é importante destacar que atualmente existem 
laboratórios (biofábricas), tanto no Brasil quanto em outros países, que utilizam 
a micropropagação com taxas de variações somaclonais nas mudas inferiores 
a 2%. Dessa forma, recomenda-se obter mudas de biofábricas idôneas e de 
conhecido respaldo.

Quando verificadas, as variações têm afetado principalmente a estatura 
da planta (porte baixo – nanismo – ou excessivamente alto – gigantismo), 
cor da folha (variegada semelhante a um mosaico virótico), forma (ondulações 
laterais), cerosidade (ausência) 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 genótipos. Em relação à taxa de 
variação somaclonal, existem trabalhos relatando diferenças entre genótipos de 
bananeira para um mesmo protocolo de cultivo in vitro, de maneira que aqueles 
com maior nível de ploidia podem apresentar maior instabilidade genética. 
Assim, num processo de multiplicação in vitro os tetraplóides exigem atenção 
diferenciada (SOUZA et al., 1997).

No que diz respeito aos fatores apontados como responsáveis pelas 
variações, estudo conduzido por Rodrigues et al. (1998), no Vale do Ribeira 
(SP), mostrou que a cultivar Nanicão (AAA) apresentou crescimento da taxa de 
variação somaclonal com aumento do número de subcultivos in vitro, ocorrendo 
as primeiras variações a partir do nono subcultivo. Já 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 máximo de 5,8% em nove subcultivos.

Nesse sentido, alguns procedimentos estratégicos podem ser adotados 
visando controlar e reduzir as variações genéticas nas plantas micropropagadas 
de bananeira, a saber: descarte de tecidos com calos, eliminação de possíveis 
plantas atípicas (fora do padrão), adequação dos níveis exógenos de citocinina 
e do tempo de permanência das culturas em mesmo meio de cultivo, etc.

Quanto à forma de detecção, pode-se realizá-la por meio de observações 
morfológicas visuais das plantas (fenótipo), testes citológicos e moleculares 
(genótipo) ou a associação de ambos, tanto durante a fase in vitro quanto ex 
vitro (aclimatização 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 níveis aceitáveis (SOUZA et al., 1997). Isso é importante uma vez 
que alguns tipos de variações podem se manifestar meses após o plantio ou 
floração (SANTOS; RODRIGUES, 2004) e, com isso, provocar prejuízos aos 
produtores. 

O monitoramento da estabilidade genética por métodos moleculares tem 
sido realizado por diferentes técnicas, entre as quais, a caracterização 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 análise utilizando  
iniciadores RAPD apresenta como principal limitação a baixa repetibilidade, o 
que não ocorre com o SSR (JESUS et al., 2006).

6. Progressos na Micropropagação de Bananeira

Em geral, a micropropagação de bananeira é realizada sob condições 
heterotróficas, nas quais os explantes se desenvolvem em meio contendo 
sacarose e nutrientes prontamente disponíveis, sob baixas intensidades 
luminosas, além de uma atmosfera apresentando baixa ou nenhuma troca 
gasosa, reduzidos níveis de dióxido de carbono (CO2) e elevada umidade relativa 
(próxima de 100%).

No entanto, algumas estratégias têm sido pesquisadas e adotadas nos 
últimos anos com o objetivo de modificar o ambiente de cultivo in vitro e, 
conseqüentemente, melhorar a qualidade das plantas produzidas e/ou reduzir 
os custos de produção. Entre as mais importantes, destacam-se a redução, 
ou mesmo, eliminação da fonte de carbono (sacarose), aumento das trocas 
gasosas, enriquecimento artificial com CO2 e aumento da intensidade luminosa 
(artificialmente ou utilizando a luz solar), empregados em associação ou 
isoladamente (cultivo fotoautotrófico ou fotomixotrófico) (NAVARRO et al., 
1994; KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001; SENDIN, 2001; 
COSTA, 2007).

6.1. Uso da Luz Solar

A substituição das lâmpadas fluorescentes comumente utilizadas nas 
salas de crescimento pela luz natural, associada ou não à redução nos níveis 
exógenos de sacarose, é um dos mais importantes avanços e tem mostrado 
resultados promissores e aplicáveis (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001; 
SENDIN, 2001; ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Tal relevância é justificada 
pelo alto custo da iluminação artificial nas salas de crescimento, o qual pode 
representar 65% do total de energia elétrica utilizada nos laboratórios de cultura 
de tecidos de plantas (STANDAERT DE METSENAERE, 1991). Em geral, as 
principais vantagens advindas do emprego da luz solar incluem a eliminação 
dos custos com iluminação artificial, uso de instalações mais simplificadas e 
redução 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 níveis de radiação, 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 adaptação das plantas produzidas e, 
conseqüentemente, reduzir os estresses ocasionados após a exposição às 
condições ex vitro. 

Entretanto, segundo Erig e Schuch (2005) a disponibilidade de luz 
depende das condições climáticas de cada região e varia com a estação do ano 
e hora do dia, o que poderia limitar a utilização desta fonte de luz em algumas 
regiões, como as de clima temperado. Além do mais, o emprego da luz natural 
em regiões 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 micropropagação de bananeira, 
associados a alterações na composição nutricional e física dos meios de cultura, 
são reportados para as cultivares Grande Naine (AAA) e Maçã (AAB), com 
redução de até 90% nos custos de produção das mudas (KODYM; ZAPATA-
ARIAS, 1999, 2001; SENDIN, 2001).

De modo semelhante, estudos conduzidos por Rocha (2005) com a cultivar 
Prata-Anã e por Costa (2007) com a ‘Caipira’ e ‘Pacovan’ também reportam 
resultados promissores da luz natural. Segundo Costa (2007) brotações de 
bananeira ‘Caipira’(AAA) enraizadas in vitro sob luz natural e meio contendo 
sacarose (15 g · L-1) proporcionaram melhor adaptação das plantas produzidas, 
além de melhorias nas características anatômicas (espessamento significativo 
dos parênquimas clorofilianos, paliçádico e esponjoso) e fisiológicas (menor 
perda de água após a remoção dos frascos de cultivo). Resultados similares 
foram obtidos em experimentos com a cultivar Pacovan, com exceção da perda 
de água, que não foi avaliada. Quanto ao comportamento ex vitro das plantas 
produzidas em ambiente de luz natural, ambas as cultivares (Caipira e Pacovan) 
tiveram 100% de sobrevivência e satisfatório crescimento ex vitro.

Em conseqüência dos resultados promissores advindos da utilização da 
luz solar na micropropagação de bananeira, alguns países têm utilizado esta 
fonte luminosa nas salas de crescimento, destacando-se alguns laboratórios de 
Cuba e do Brasil. 

6.2. Micropropagação Fotoautotrófica

Este sistema de cultivo está relacionado ao fornecimento de condições 
in vitro mais adequadas ao crescimento e desenvolvimento autotrófico5 
dos explantes. Para atingir esse objetivo, torna-se necessário aumentar a 
disponibilidade de CO2 (pelo enriquecimento artificial ou uso de membranas 
permeáveis nas tampas dos frascos de cultivo), incrementar os níveis 
de intensidade luminosa (especialmente a densidade de fluxo de fótons 
fotossinteticamente ativos – DFFFA), reduzir a umidade relativa no interior 
dos recipientes de cultivo, aumentar as trocas gasosas com o ambiente ex 
5Um indivíduo autótrofo é aquele capaz de sintetizar as substâncias essenciais por ele requeridas 
a partir de substâncias inorgânicas obtidas do seu ambiente de cultivo (RAVEN et al., 2001).
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vitro, eliminar as substâncias orgânicas (como a sacarose) do meio de cultura, 
além de utilizar substratos fibrosos ou porosos (vermiculita), ao invés de ágar, 
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 micropropagação fotoautotrófica, comparada ao 
método convencional (heterotrófico), destacam-se: melhoria nas características 
fisiológicas e estruturais e por conseqüência na qualidade e performance (in 
vitro e ex vitro) das plantas produzidas; redução dos riscos de contaminação 
microbiana pela remoção da sacarose do meio; diminuição do estresse após 
a remoção das plantas dos frascos de cultivo e aclimatização; eliminação dos 
custos com iluminação e com reparos e manutenção, no caso de se usar luz 
solar ou natural; e redução das perdas de material por contaminação (NGUYEN; 
KOZAI, 2001; ZOBAYED et al., 2001; AFEEN et al., 2002).

Apesar das vantagens, observam-se, relativamente, poucos trabalhos 
enfocando o sistema fotoautotrófico no cultivo in vitro de bananeiras 
(NAVARRO et al., 1994; NGUYEN et al., 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001) ou 
algumas condições que permitam reduzir a dependência heterotrófica dos 
explantes cultivados in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Nesse sentido, 
Navarro et al. (1994) demonstraram que condições como o incremento na 
intensidade luminosa e na ventilação dos recipientes de cultivo facilitaram o 
transplantio ex vitro, ao passo que o aumento na concentração de CO2 in vitro e 
intensidade luminosa possibilitou significativamente maior matéria seca e área 
foliar. Em contraste, não foi observada diferença significativa entre o cultivo 
fotoautotrófico e fotomixotrófico quanto ao ganho de matéria seca ou para 
a razão matéria seca de brotos e raízes, ao final da fase de enraizamento de 
bananeira.

Já Nguyen e Kozai (2001) verificaram que brotações de bananeira 
cultivadas em sistema fotoautotrófico apresentaram maiores taxas de 
multiplicação, incremento na atividade fotossintética e taxa fotossintética 
líquida, principalmente quando a concentração de CO2 (1.340 ± 100 µmol · 
mol-1), intensidade luminosa (200 µmol · m-2 · s-1) e trocas gasosas (3,9 · h-1) 
foram aumentadas.

7. Considerações Gerais e Perspectivas Futuras

Hoje, os estudos de micropropagação da bananeira são bem 
estabelecidos, com resultados práticos comprovados, o que proporcionou um 
aumento significativo no uso desta tecnologia para a produção 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 mudanças no sistema de produção de material 
propagativo e adoção de programas de produção integrada de frutas. Nesse 
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sentido, embora a micropropagação seja considerada um método bem estudado 
em bananeira, é imprescindível realizar pesquisas que reduzam os custos de 
produção sem, no entanto, afetar a qualidade genética e fitossanitária das 
mudas. Isso é importante, uma vez que pode possibilitar uma maior difusão 
deste tipo de tecnologia por pequenos produtores, que têm na cultura da banana 
uma fonte de renda e sustento.

Com esse intuito, estudos envolvendo o emprego de sistemas 
automatizados, como os biorreatores de imersão temporária (BIT), o cultivo 
fotoautotrófico, além do uso da luz solar, destacam-se como alternativas 
promissoras à melhoria da qualidade das mudas obtidas, com redução do custo 
final de produção. Além disso, percebe-se um crescente interesse em pesquisas 
que visem entender melhor os processos fisiológicos e estruturais decorrentes 
do cultivo in vitro, o que irá favorecer e otimizar os protocolos.

Outra perspectiva diz respeito à necessidade de adequar protocolos de 
micropropagação para novos genótipos resistentes a doenças e pragas, os 
quais têm sido lançados pelos centros de pesquisa e apresentam potencial de 
adoção, principalmente em regiões que têm sido severamente afetadas pela 
sigatoka-negra, sigatoka-amarela e mal-do-panamá.
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1. Introdução

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma frutífera de clima 
tropical pertencente à família Bromeliaceae de destacada expressão econômica 
e social em todo o mundo. Seu cultivo é considerado uma atividade absorvedora 
de mão-de-obra no meio rural e geradora de emprego e renda. O fruto, utilizado 
tanto para o consumo in natura quanto na industrialização, representa uma fonte 
das vitaminas A, B e C, de cálcio, fósforo e ferro (SRIPAORAYA et al., 2003). 
No panorama nacional, o abacaxizeiro é cultivado em praticamente todos os 
estados brasileiros, sendo Minas Gerais, Pará e Paraíba os maiores produtores, 
respondendo em conjunto por mais de 50% da produção (ABACAXI, 2007).

Naturalmente, a propagação do abacaxizeiro pode ser realizada por 
meio de sementes, obtidas do cruzamento de plantas férteis, ou ainda, por 
meio de brotações (tipo coroa, filhote, filhote-rebentão) formadas a partir do 
desenvolvimento de gemas axilares pré-existentes na axila da folha de diferentes 
partes da planta-mãe. Entretanto, as cultivares comerciais normalmente não 
produzem sementes, e estas quando ocorrem apresentam germinação baixa 
e irregular (MANICA, 1999) e promovem variabilidade genética do estande 
estabelecido, o que certamente influencia negativamente nos tratos culturais 
e produção de frutos. Já o sistema de propagação convencional, a partir de 
brotações retiradas da planta-mãe, além de não garantir a sanidade ao material 
multiplicado, causa a disseminação de doenças importantes como a fusariose 
(Fusarium subglutinans f. sp. ananas) e apresenta baixo rendimento de mudas, 
sendo necessário um tempo relativamente longo para conseguir obtê-las em 
grande quantidade (cerca de 15 a 20 meses) (MANICA, 1999). 

Como conseqüência destes fatos, tem-se observado nos últimos anos o 
desenvolvimento e adoção de técnicas de propagação mais eficientes, as quais 
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têm possibilitado produzir mudas de qualidade e em quantidade bem superior 
ao método convencional (GOTTARDI et al., 2002).

Entre as tecnologias aprimoradas, a técnica de micropropagação ou 
propagação in vitro é certamente a mais adequada. As principais vantagens 
desse método, comparado aos meios tradicionais de propagação, são a 
multiplicação massal de genótipos selecionados de abacaxizeiro com elevada 
pureza genética e fitossanitária, em períodos de tempo e espaço físico 
reduzidos, sem interrupção sazonal, além de rápida disponibilização e validação 
de novos genótipos obtidos por programas de melhoramento genético. Soma-se 
a isso, a facilidade no transporte das mudas a longas distâncias, além da maior 
uniformidade nos tratos culturais e na produção (MANICA, 1999; GOTTARDI 
et al., 2002).

Apesar de suas vantagens e por ser uma tecnologia que exige a utilização 
de mão-de-obra especializada e uma estrutura laboratorial mais elaborada, seus 
custos ainda são bem superiores aos métodos de propagação convencionais, 
principalmente quando se considera a grande quantidade de mudas necessárias 
para plantio (60 mil ou mais por hectare), resultante das elevadas densidades 
de plantas por área empregadas para a cultura (FIROOZABADY; GUTTERSON, 
2003). Dessa forma, o uso deste tipo de propágulo como fonte direta de mudas 
para renovação ou formação de novas lavouras ainda é considerado restrito e 
de baixa expressividade entre os produtores, sendo estas plantas produzidas 
em laboratório, normalmente usadas como plantas matrizes para a produção de 
mudas em plantios comerciais. Em decorrência dessas limitações, pesquisas 
têm sido realizadas com o intuito de reduzir os custos de produção, 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; SÁ, 2001; TEIXEIRA et al., 2001; COSTA et al., 2007).

O objetivo deste capítulo é abordar aspectos e procedimentos básicos 
aplicados à obtenção de material propagativo de abacaxizeiro com elevado 
padrão genético e sanitário. No entanto, não se tentará esgotar o assunto, pois 
conforme as facilidades disponíveis para se aplicar a técnica, juntamente com 
a criatividade individual e experiência adquirida, adaptações e/ou inovações 
podem ser possíveis.

2. Micropropagação de Abacaxizeiro

Os primeiros trabalhos com a micropropagação do abacaxizeiro foram 
realizados por Aghion e Beauchesne (1960). Desde então, vários estudos e 
protocolos foram publicados sobre o assunto, o que tem possibilitado a 
intensificação de uso desta técnica em diversas regiões do mundo, inclusive 
no Brasil.

De maneira geral, a obtenção massal de mudas de abacaxizeiro por 
meio da técnica de micropropagação envolve basicamente a produção de 
múltiplas brotações axilares, originadas de gemas pré-existentes na axila 
de cada folha, em meio de cultura e sob condições ambientais apropriadas. 
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Para isso, o processo de micropropagação é constituído basicamente por 
cinco fases distintas: a) seleção de matrizes; b) coleta de material vegetal e 
estabelecimento in vitro; c) multiplicação/proliferação de brotações axilares; d) 
alongamento e enraizamento in vitro; e) aclimatização. Porém, o sucesso para a 
obtenção de grande quantidade de mudas micropropagadas depende de fatores 
como a cultivar, a condição genética e sanitária do material vegetal fonte de 
explantes (matrizes), a constituição dos meios de cultura nas diferentes etapas 
do cultivo in vitro e as condições do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro 
(aclimatização).

2.1. Seleção das Matrizes

A escolha das plantas matrizes, das quais é obtido o material vegetal 
fonte de explantes primários, constitui a primeira etapa da micropropagação do 
abacaxizeiro. É nesta etapa que o genótipo, planta modelo ou planta-mãe que se 
quer clonar é escolhido. Ainda nesta etapa, os estados fisiológico, nutricional e 
sanitário das matrizes, bem como as características de produção (precocidade, 
tamanho, forma, qualidade dos frutos, etc.), devem ser considerados, pois 
poderão exercer influência negativa nas etapas posteriores da micropropagação, 
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, coleções de trabalho, em que normalmente 
já se conhecem os dados de produção dos genótipos e/ou cultivares. Plantios 
comerciais, em que se observam plantas em boas condições sanitárias, também 
podem servir como fonte de propágulos, muito embora as plantas mantidas 
neste ambiente estejam expostas a condições ambientais naturais o que pode 
ocasionar maiores níveis de contaminação no momento do estabelecimento 
in vitro. Nesse contexto, Teixeira (2006) afirma que no caso do abacaxi a 
manutenção das matrizes em ambiente protegido é indesejável, uma vez que 
a melhor fonte de explante são as brotações 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 brotações (mudas) formadas de gemas pré-existentes na axila das 
folhas de várias partes das plantas matrizes selecionadas. Tais mudas recebem 
diferentes denominações dependendo da parte da planta onde ocorrem, 
podendo ser do tipo: coroa (brotação do ápice do fruto), filhote (brotação do 
pedúnculo, a haste que sustenta o fruto), filhote-rebentão (brotação da região 
de inserção do pedúnculo no caule ou talo), rebento-lateral e rebento-enraizado 
ou rebentão (brotação do caule) (Fig. 1) (MANICA, 1999; REINHARDT et al., 
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2000). Entretanto, apesar da diversidade de tipos de mudas, a sua utilização é 
limitada ao baixo rendimento de propágulos produzidos por planta, dependendo 
do genótipo e condições de manejo da cultura. Aliado a estes fatores, tem-
se o fato da muda do tipo coroa permanecer aderida aos frutos no momento 
da comercialização, com exceção daqueles destinados à indústria, ao passo 
que os rebentos apresentam variações no tamanho, o que pode ocasionar 
florescimento irregular (SRIPAORAYA et al., 2003).

Fig. 1. Planta matriz de abacaxizeiro evidenciando os tipos de mudas utilizadas para 
propagação e micropropagação.

Entre os tipos de mudas existentes, alguns autores têm recomendado 
as do tipo filhote por possibilitarem maior percentagem de sobrevivência e 
desenvolvimento in vitro das gemas axilares que as advindas da coroa (DREW, 
1980 citado por MANICA, 1999). Nesse mesmo sentido, Damião Filho et al. 
(1993) afirmam que gemas axilares provenientes de mudas tipo coroa apresentam 
desenvolvimento mais lento comparado àquelas oriundas de mudas aderidas à 
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-rebentão como as mais apropriadas para obter 
explantes, devendo essas apresentarem um comprimento mínimo de 20 cm. 
Segundo esses autores, em virtude dessas mudas estarem mais distantes 
do solo, a infestação por contaminantes é menor, o que permite um maior 
sucesso no estabelecimento in vitro de gemas axilares livre de contaminantes. 
Nesse sentido, Sá (2001), avaliando gemas axilares provenientes de mudas tipo 
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rebentão (15 a 20 cm e 50 cm), constatou maior sobrevivência (50%) para as 
mudas maiores (50 cm), as quais proveram gemas de 3,5 mm.

A coleta do material vegetal deve ser realizada de preferência no mesmo 
dia do estabelecimento in vitro, para evitar a excessiva exposição aos fatores 
do ambiente e reduzir a possibilidade de contaminação e desidratação. Todavia, 
Teixeira et al. (2001) afirmam ser possível utilizar mudas do tipo filhote num 
prazo máximo de 15 dias, desde que armazenadas em local sombreado com 
60% e 80% de umidade relativa e 20oC e 30oC. Nessa fase, deve-se considerar 
também a estação do ano, a qual pode interferir principalmente nas taxas de 
contaminação do material. Para isso, um correto estudo sobre a época mais 
favorável pode possibilitar o planejamento da coleta do material em campo, 
facilitando sobremaneira a organização das etapas do cultivo e de mão-de-obra 
em laboratório. 

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 ápices caulinares1, sendo essas gemas preferíveis 
pela facilidade de obtenção e por existir em maior quantidade nas mudas. O 
estabelecimento desses explantes, desde que não apresentem contaminação e 
o meio de cultura utilizado seja apropriado, resultará diretamente na formação 
de uma planta completa. 

2.2.2. Preparo do Material Vegetal e Extração das Gemas Axilares

As mudas obtidas são levadas para o laboratório e, em ambiente externo 
da sala de recepção de material vegetal, devem ter todas as folhas externas 
retiradas no sentido da base para o ápice, de modo a obter somente a haste 
ou talo caulinar, contendo as gemas e/ou o ápice caulinar (Fig. 2). Em seguida, 
a haste é submetida a uma lavagem com detergente líquido comercial e água 
corrente e, com auxílio de pinças e bisturis, as gemas axilares contendo 
segmentos da haste (2 a 5 mm3) são excisadas e posteriormente submetidas 
a um processo de desinfestação em câmara de fluxo laminar (Fig. 2). Nesta 
etapa, o tempo da exposição das gemas ao fluxo de ar da câmara deve ser o 
menor possível, uma vez que a desidratação pode prejudicar o desenvolvimento 
posterior das gemas in vitro.

Caso seja de interesse, pode-se também realizar, sob condições de total 
assepsia (fluxo laminar), a excisão do ápice caulinar, utlizando-se microscópio 
estereoscópico. Todavia, este tipo de explante tem sido pouco empregado, pois 
cada muda possui apenas um ápice, 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 está relacionada 
à limpeza clonal de plantas infectadas por Fusarium subglutinans, conforme 
reportado por Albuquerque et al. (2000). Segundo estes autores, o cultivo 
in vitro de ápices caulinares de abacaxizeiro medindo aproximadamente 1,0 
mm, em meio contendo ácido giberélico (AG3), possibilitou 100% das plantas 
1Meristema envolto por algumas camadas de primórdios foliares.
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regeneradas livres de patógenos, o que foi confirmado pelo teste de indexação. 
Contudo, o tempo de regeneração das plantas, após o estabelecimento in vitro 
do ápice, foi de aproximadamente 120 dias.

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

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

Uma vez que o cultivo in vitro é realizado sob condições de total assepsia, 
todos os explantes devem passar por um processo de desinfestação, antes 
de serem introduzidos em meio de cultura. Com esse intuito, realiza-se sob 
condições de câmara 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 já excisados (gemas axilares 
contendo pequeno segmento da haste) são submetidos a um processo de 
desinfestação2, que consiste da imersão em álcool 70% por alguns segundos, 
seguido de solução de hipoclorito de sódio a 1,00%-1,25% de cloro ativo, 
contendo algumas gotas do detergente Tween 20, por 10-15 minutos, e por 
fim lavagem por três vezes em água destilada e autoclavada em câmara de 
fluxo laminar (Fig. 2). Teixeira et al. (2001) recomendam que seja evitada água 
sanitária comercial por conter alto teor de hidróxido de sódio, que tem ação 
cáustica e pode danificar os tecidos da gema.

Terminada a desinfestação, os explantes são transferidos para tubos de 
ensaio contendo meio de cultura e, em seguida, mantidos em sala de cultivo até 
seu crescimento e diferenciação, podendo demorar de quatro a seis semanas 
(a depender do genótipo, assepsia, tamanho do explante, meio de cultura e 
condições de cultivo) (Fig. 3). De acordo com Ventura (1994) e Sá (2001), a 
quebra de dormência das gemas, ou seja, o início do seu desenvolvimento (que 
se caracteriza pela mudança da cor branca para verde) ocorre entre 10 e 15 
dias após o estabelecimento in vitro, enquanto o processo de organogênese 
acontece geralmente aos 30 dias. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001), 
avaliando oito genótipos de abacaxizeiro, verificaram que a porcentagem de 
gemas desenvolvidas in vitro variou de 13,3% a 80%, ao passo que Ventura 
(1994) e Sá (2001) relatam de 36% a 75%.

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

A indexação é o processo de detecção de patógenos em plantas ou 
culturas, visando identificar plantas sadias. Constitui um procedimento 
importante do processo de micropropagação e deve ser realizado anteriormente 
à fase de multiplicação, visto que a ocorrência de contaminantes durante os 
subcultivos pode limitar ou mesmo inviabilizar a produção de mudas.

2Este procedimento tem sido utilizado nos trabalhos e pode apresentar variações ou adaptações 
de acordo com a literatura consultada, seja quanto ao tipo e/ou concentração das substâncias 
desinfetantes ou tempo de exposição 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) excisão de gema axilar ex vitro; e) detalhe da gema obtida; f, 
g) processo de desinfestação em câmara de fluxo laminar, utilizando álcool, hipoclorito 
de sódio e água estéril.

Fig. 3. Brotos em diferentes estádios de desenvolvimento, oriundos do estabelecimento 
in vitro de gemas axilares de abacaxizeiros: a) início de desenvolvimento, após 4 a 6 
semanas do estabelecimento das gemas; b) brotações isoladas em tubos de ensaio, 
oriundas das etapas tardias do estabelecimento.
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Para a micropropagação do abacaxizeiro, a indexação é feita por 
observação visual, durante e após a fase de estabelecimento in vitro. No 
último caso, as brotações obtidas são transferidas para meio de consistência 
líquida em camada fina, verificando-se a partir de então a turbidez do meio, 
pelo crescimento de bactérias, fungos e leveduras. Já no caso de indexação 
para vírus, deve-se realizá-la na planta matriz, pois os sintomas são evidentes 
(TEIXEIRA, 2006).

2.3. Multiplicação/Proliferação de Brotos

Terminado o período de estabelecimento in vitro (quatro a seis semanas), 
os explantes livres de contaminação e com desenvolvimento satisfatório (Fig. 
3b) são submetidos à indução de múltiplas brotações axilares. Para isso, os 
brotos são subdivididos e, em seguida, transferidos para meio de cultura 
suplementado com regulador de crescimento, geralmente uma combinação 
entre citocinina e auxina, e mantidos em sala de crescimento.

Após algumas semanas, os explantes primários e as brotações produzidas 
(agregados de brotos ou multibrotações) são individualizados (sempre que 
possível) ou divididos em agregados menores, submetidos a uma poda das 
folhas e raízes e transferidos para meio de cultura fresco, até que os mesmos 
procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 4). Essas sucessivas 
transferências dos explantes para meio de mesma constituição são conhecidas 
como subcultivos, repicagens ou ciclos de multiplicação. Cada subcultivo tem 
uma duração média de quatro a cinco semanas e deve ser efetuado no máximo  
cinco vezes, para evitar ou reduzir o aparecimento de plantas atípicas e também 
a depleção dos constituintes (carboidrato, sais minerais e vitaminas) e do próprio 
meio de cultura pelos explantes.

Fig. 4. Aspectos da fase de repicagem em fluxo laminar: a, b) brotos em meio 
de multiplicação de consistência semi-sólida; c, d, e, f) manipulação dos brotos 
(individualização, subdivisão e corte da parte aérea das multibrotações).
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Para o sistema de produção de mudas comercial, a fase de multiplicação 
é uma das mais importantes, na qual se procura obter o máximo de brotações, 
no menor espaço de tempo sem, no entanto, prejudicar as etapas subseqüentes 
(alongamento/enraizamento e aclimatização), seja pela presença de plantas 
atípicas (variantes) ou devido à baixa qualidade e homogeneidade das partes 
aéreas produzidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Dessa forma, tem-se uma multiplicação em crescimento por progressão 
geométrica, de modo que a partir de uma única gema axilar estabelecida in 
vitro é possível obter milhares de novas brotações ao final de alguns meses, 
o que dependerá do protocolo, habilidade dos manipuladores e genótipo 
empregados.

Um fator imprescindível na etapa de multiplicação diz respeito à 
suplementação exógena do meio de cultura com citocininas3 e auxinas, sendo 
as mais utilizadas a N6-benzilaminopurina (BAP) e o ácido naftaleno acético 
(ANA) respectivamente. Segundo Teixeira et al. (2001) a presença da auxina no 
meio de multiplicação favorece o enraizamento das brotações na fase seguinte 
(alongamento e/ou enraizamento), além de permitir a produção de brotos mais 
alongados. O BAP é uma citocinina que promove a indução de múltiplas brotações 
pela quebra da dominância apical4 (TEIXEIRA et al., 2001). Atualmente é a 
citocinina mais utilizada para a indução in vitro de brotos axilares em genótipos 
de abacaxizeiro, porém a concentração “ideal” é genótipo-dependente. 

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

Outro fator a ser considerado nesta fase é o estado físico do meio de 
cultura, pois existem vários trabalhos que reportam o uso de meio líquido, 
com resultados superiores ao meio geleificado (FIROOZABADY; GUTTERSON, 
2003). Porém, no caso de se optar por meios semi-sólidos, o ágar tem sido o 
agente solidificante mais empregado, embora Costa et al. (2007) relatem o uso 
de amido de mandioca (60 g L-1) com resultados similares à adição de ágar (5 g 
· L-1) (12,6 brotações/explante).

Alternativamente ao estabelecimento in vitro de gemas axilares, a 
multiplicação pode ainda ter como fonte de explantes de plantas mantidas in 
vitro por vários meses ou mesmo anos. Isso pode acontecer em laboratórios que 
mantêm acessos ou genótipos sob conservação in vitro. Neste caso, as plantas 
também têm as raízes e o ápice das folhas cortados (podados). A utilização de 
plantas mantidas assepticamente em laboratório tem como vantagem possibilitar 
que todo processo de produção seja programado a intervalos de tempo reduzidos 
(semanas ou dias). Em contraste, quando se considera o estabelecimento in 
vitro, o período de produção é maior, além do que problemas relacionados à 
3As citocininas são uma classe de reguladores de crescimento com capacidade marcante de 
induzir a divisão celular em tecidos vegetais, sendo por isso importantes para formação de órgãos, 
principalmente, aéreos.
4Dominância exercida pela gema apical de um broto ortotrópico (broto com crescimento vertical) 
ou galho sobre as gemas laterais, impedindo o desenvolvimento dessas (TEIXEIRA, 2006).
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disponibilidade de mudas, aos níveis de contaminação e ao estabelecimento 
em si podem ocorrer, comprometendo o cronograma de produção (TEIXEIRA, 
2006).

2.4. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

O uso freqüente de citocininas no meio de cultura durante subcultivos 
seqüenciais, com o intuito de maximizar as taxas de multiplicação, tem 
resultado em brotações com reduzido alongamento da parte aérea, de difícil 
individualização e que apresentam pouca ou nenhuma raiz (provavelmente 
devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento – habituação). Devido 
a isso, uma fase de alongamento e/ou concomitantemente de enraizamento é 
necessária, sobretudo para os brotos menores.

Para tanto, as múltiplas brotações e/ou os agregados de gemas obtidos ao 
final da fase de multiplicação são 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, são obtidas plantas completas, 
apresentando parte aérea alongada e raízes, as quais são submetidas à fase de 
aclimatização.

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

2.5. Meio de Cultura e Condições de Cultivo

2.5.1. Meio de Cultura

Em geral, os meios de cultura utilizados para o cultivo in vitro de células, 
tecidos e órgãos são constituídos por substâncias essenciais ao crescimento 
e desenvolvimento das culturas, tais como a água, macro e micronutrientes, 
aminoácidos, vitaminas e carboidrato(s). Além destes, outros compostos podem 
ser adicionados, como os reguladores de crescimento5, agentes geleificantes 
(ágar, Phytagel®, amido de mandioca), compostos orgânicos complexos (água 
de coco), carvão ativado, caseína hidrolisada, antibióticos e/ou fungicidas.

Uma outra condição imprescindível do meio de cultura refere-se ao pH, o 
qual deve ser adequado à integridade celular, podendo também influenciar na 
disponibilidade de nutrientes e reguladores de crescimento e na geleificação/
5Reguladores de crescimento são análogos sintéticos dos hormônios vegetais. Têm a mesma 
função dos hormônios, porém são sintetizados em laboratório e não pela planta, além de ser 
requeridos em maiores quantidades para obter resposta semelhante (TERMIGNONI, 2005). São 
exemplos, o N6-benzilaminopurina (BAP) e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); e ácido 
indolbutírico (AIB) e ácido naftalenoacético (ANA) (grupo das auxinas).
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solidificação do meio (caso o meio seja de consistência semi-sólida ou sólida). 
Assim, normalmente utiliza-se pH ajustado para 5,8. Em relação à autoclavagem, 
esta é realizada por 15 a 20 minutos a 121ºC e 1,3 atm de pressão.

A escolha por determinado meio de cultura é função da espécie vegetal 
a ser micropropagada, tipo de explante e as diferentes fases do processo 
(estabelecimento, multiplicação, etc.), sendo por esses motivos uma condição 
básica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Portanto, para uma 
melhor resposta morfogenética dos explantes (ápices caulinares, meristemas, 
brotações, etc.), o mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado 
nas exigências da espécie, ou mesmo cultivar em questão, tomando por base 
análises nutricionais.

Para o abacaxizeiro, o meio de cultura freqüentemente utilizado em 
todas as etapas da propagação 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 modificações têm sido feitas, especialmente nas concentrações de 
macronutrientes, havendo também alguns relatos do uso de outras formulações, 
como o meio N6 e MT (ALBUQUERQUE et al., 2000; SRIPAORAYA et al., 
2003). Quanto ao estado físico do meio de cultura, a maioria dos trabalhos 
baseia-se no uso de meios de consistência semi-sólida, utilizando o ágar ou 
Phytagel como agentes geleificantes (MACEDO et al., 2003; PEDROSO et al., 
2001). Porém, estudos mais recentes têm relatado o emprego de meio líquido, 
principalmente em sistema de biorreatores de imersão temporária (ESCALONA 
et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003; TEIXEIRA et al., 2001; 
TEIXEIRA, 2006), cuja eficiência tem sido superior comparado ao meio semi-
sólido e líquido (estacionário ou em agitadores).

Outra estratégia para a micropropagação de abacaxizeiro é o sistema de 
cultivo em meio dupla-fase (bifásico), que consiste em acrescentar, ao longo da 
cultura in vitro, alíquotas de meio líquido sobre o meio semi-sólido contendo os 
explantes, ao invés de transferir as brotações para meio fresco. Dessa forma, 
é possível reduzir a constante necessidade por subcultivos, como também 
diminuir a manipulação (subdivisão e individualização) dos agregados de gemas 
e multibrotações, o número de frascos envolvidos no processo de multiplicção 
e o espaço laboratorial. Acrescenta-se ainda que o uso do sistema dupla-fase 
possibilita o aumento da superfície de área do explante em contato com o meio 
de cultura e o incremento da difusão, absorção e renovação dos constituintes 
do meio de cultivo. 

Tabela 1. Composição do meio MS.

Componente
Concentração

mg · L-1 mM
Macronutrientes

NH4NO3 1.650 20,6
KNO3 1.900 18,8
CaCl2.2H2O 440 3,0

Continua...
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MgSO4.7H2O 370 1,5
KH2PO4 170 1,25

Micronutrientes
MnSO4.4H2O 22,3 0,100
ZnSO4.7H2O 8,6 0,030
H3BO3 6,2 0,100
KI 0,83 0,005
Na2MoO4.2H2O 0,25 0,001
CuSO4.5H2O 0,025 0,0001
CoCl2.6H2O 0,025 0,0001

FeEDTA
Na2EDTA.2H2O 37,3 0,10
FeSO4.7H2O 27,8 0,10

Vitaminas e aminoácidos
Tiamina – HCl 0,1 0,0003
Piridoxina – HCl 0,5 0,0024
Ácido nicotínico 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-sólido, 
geralmente solidificado com ágar e acrescido de combinações 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 substituição parcial 
ou total do ágar pelo amido de mandioca (fécula). Em adição, há relatos do uso 
de meio líquido, tanto em frascos6 quanto em tubos de ensaio, empregando-
se neste caso suportes do tipo ponte de papel-filtro (ESCALONA et al., 1999; 
GUERRA et al., 1999; SÁ, 2001).

A importância 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 ápices caulinares de 
aproximadamente 1 mm, provenientes de mudas do tipo coroa da cv. Pérola, foi 
de 0% em meio N6 adicionado de AG3, ao passo que no meio MS suplementado 
com BAP 20% dos ápices necrosaram. Também verificaram que na ausência 
de reguladores de crescimento a freqüência de necrose foi em média 90%, 
6É importante destacar que o uso de frascos contendo várias 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 contaminações é maior.

Tabela 1. Continuação.
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alcançando a totalidade na maioria deles. Nesse contexto, Grattapaglia e 
Machado (1998) afirmam ser benéfica a adição de reguladores de crescimento, 
uma vez que supre as possíveis deficiências dos níveis endógenos de hormônios 
nos explantes isolados.

Já Firoozabady e Gutterson (2003) utilizaram para o estabelecimento de 
gemas meristemáticas (1 cm3), oriundas de mudas tipo coroa da cv. Smooth 
Cayenne, meio basal constituído pelos sais de MS reduzido a 50%, vitaminas 
de B5, 30 g · L-1 de sacarose e 0,2% Gel-rite, acrescido de BAP (3 mg · L-1). 
Utilizando este meio, os meristemas apresentavam-se alongados e com as 
folhas primárias totalmente abertas, após uma semana do estabelecimento.

Tratando-se do estabelecimento de gemas axilares, tem sido indicado 
o meio MS básico, acrescido de BAP (0,5 a 2,0 mg ·  L-1) e ANA (0,12 a 2 mg 
·  L-1) (ALMEIDA et al., 1994, 2002; ESCALONA et al., 1999; GUERRA et al., 
1999; BARBOZA et al., 2004), CIN (2,0 mg ·  L-1) (SRIPAORAYA et al., 2003) 
ou mesmo desprovido de reguladores de crescimento (SOUZA JUNIOR et al., 
2001).

2.5.1.2. Fase de Multiplicação

Apesar de vários trabalhos utilizarem meio semi-sólido nesta etapa, 
estudos mais recentes têm demonstrado ser um sistema pouco eficiente e 
laborioso para uso em escala comercial em comparação ao emprego de meio 
líquido, principalmente quando este é associado a biorreatores de imersão 
temporária (ESCALONA et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003, 
SILVA et al., 2007). O interesse em se utilizar meio líquido pode ser justificado, 
entre outros aspectos, pela facilidade de preparação e manipulação do meio, 
redução dos custos, possibilidade de automação 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 não se disponha de equipamentos 
do tipo biorreatores, deve-se ter o cuidado de não utilizar grandes quantidades 
de meio líquido em sistema estacionário (sem agitação), de modo a evitar que 
os explantes sejam encobertos e ocasionar a falta de aeração do material em 
cultivo. Assim, recomenda-se utilizar camadas finas de meio líquido (TEIXEIRA, 
2006) ou empregar agitadores orbitais.

Quanto às concentrações de reguladores de crescimento, existe grande 
amplitude de variação entre os protocolos, com concentrações de BAP e ANA 
variando entre 0,25 e 3 mg ·  L-1 e 0,12 e 2 mg ·  L-1, respectivamente. Porém, as 
maiores taxas de multiplicação são obtidas com 1,5 a 2 mg  · L-1 de BAP associado 
a quantidades menores de ANA. Almeida (1994) afirma que concentrações 
maiores de BAP (4,0 ou 5,0 mg  · L-1) são prejudiciais aos explantes, com altas 
taxas de mortalidade, ao passo que 2,0 mg ·  L-1 promovem a melhor resposta 
de diferenciação. Nesse mesmo sentido, Medeiros et al. (2001) relatam que o 
acréscimo de BAP (2 e 4 mg ·  L-1) e ANA (1 e 2 mg ·  L-1), no meio de cultura, 
favorece a multiplicação, entretanto os brotos apresentam um alongamento 
da parte aérea muito reduzido e são de difícil individualização. Por outro lado, 
concentrações intermediárias (BAP 0,5 mg  · L-1 + 0,25 mg  · L-1 de ANA) ou 
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mesmo menores (BAP 0,25 mg ·  L-1 + 0,12 mg ·  L-1 de ANA) são as mais 
indicadas para obter brotos com taxa de crescimento e de multiplicação in vitro 
equilibradas.

As diferenças nas concentrações exógenas de reguladores de crescimento 
reportadas na literatura podem ser atribuídas, principalmente, ao genótipo 
utilizado e a consistência do meio de cultura (sólido ou líquido). Assim, para 
propósitos de micropropagação devem-se desenvolver protocolos regenerativos 
específicos 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 indução de brotações e aumento nas 
taxas de multiplicação em abacaxizeiro é a quebra da dominância apical por 
processos mecânicos (ALMEIDA et al., 2002). De acordo com estes autores, 
o emprego de meio líquido estacionário suplementado com 1,5 mg ·  L-1 de 
BAP e o seccionamento longitudinal dos brotos aumentaram o número médio 
de brotos/explante (2013,5) após cinco subcultivos na cv. Pérola, o que foi 
atribuído à maior absorção do meio de cultura e ao estímulo à divisão celular, 
ocasionado pelo corte ao meio dos explantes. Utilizando essa metodologia, 
os autores concluíram ser possível obter 161.080 plantas após oito meses, 
partindo apenas de oito mudas tipo filhote, cada uma contendo dez gemas 
axilares. Por outro lado, usando o método convencional de multiplicação de 
abacaxizeiro, seriam necessários 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 micropropagação do abacaxizeiro, tanto em relação à mão-de-obra quanto 
ao espaço requerido, propuseram que nos estágios anteriores ao processo de 
multiplicação in vitro, os explantes resultantes do estabelecimento in vitro 
devem ser seccionados longitudinalmente em várias partes para permitir que os 
brotos axilares normalmente quiescentes produzam novas brotações, resultando 
em aumento global da multiplicação.

2.5.1.3. Fase de Alongamento e Enraizamento

Nesta fase, a maioria dos trabalhos tem utilizado a formulação básica 
do meio MS reduzindo a sua concentração salina (BARBOZA et al., 2004), 
suplementado ou não com auxinas. No entanto, a eficiência desta etapa tem 
sido relacionada principalmente à consistência do meio e ao sistema de cultivo 
utilizado (TEIXEIRA et al., 2001, TEIXEIRA, 2006).

Isso porque de acordo com Teixeira et al. (2001), a transferência dos 
agregados de gemas, provenientes da multiplicação em meio geleificado, para 
meio líquido em biorreator de imersão temporária proporciona uma eficiência 
na produção de mudas ao final do processo de micropropagação da ordem 
de 3,5 vezes em comparação ao meio geleificado. Assim, utilizando este 
sistema, o número de mudas regeneradas por agregado variou de 11,1 a 37,4, 
ao passo que utilizando meio solidificado este número variou de 5,4 a 11,3 
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entre 9 genótipos estudados. Em estudo mais recente, Teixeira (2006) afirma 
que devido ao elevado número de frascos requerido para o alongamento e 
enraizamento (entre 100 e 150 unidades para produzir mil mudas), o emprego 
do sistema de imersão temporária, utilizando meio MS desprovido de regulador 
de crescimento e 4% de sacarose, reduz sobremaneira os custos de produção 
(maiores informações no tópico relacionado ao uso de biorreator).

Quanto ao meio de cultivo, estudo realizado por Tamaki et al. (2007), 
com diferentes diluições dos macronutrientes do meio MS, sobre o cultivo in 
vitro de clones da cv. Smooth Cayenne, a partir de nós estiolados, demonstrou 
que o meio MS/5 (reduzido em 1/5 dos macronutrientes) promove os mesmos 
efeitos para a parte aérea e sistema radicular, quando 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 diferença significativa foi obtida para clorofila a+b e carotenóides.  
Dessa forma, os autores concluíram ser possível a redução de custos, uma 
vez que a quantidade de nitrogênio no meio MS original poderia estar além das 
necessidades nutricionais do clone de Ananas comosus analisado, promovendo 
um acúmulo de nitrato nos tecidos das plantas mantidas nessa condição.

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. Condições de Cultivo ou Incubação

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

Estudo recente reporta diferenças visíveis no padrão de crescimento, 
estrutura foliar interna e no processo de carboxilação (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 28oC durante o regime de luz e 15oC no período de escuro (termoperíodo 
alternado) foram mais curtas, tiveram maior peso seco da parte aérea e de raízes 
superiores e folhas mais espessas. Adicionalmente, estas plantas apresentaram 
mesofilo com grande número de camadas de células, hipoderme mecânica 
(evidente apenas neste regime de temperatura), sistema vascular mais notável, 
grande índice de suculência (relação entre a quantidade de água e clorofila), alta 
atividade da enzima PEPCase (no período de escuro) e gradual incremento nos 
níveis de ABA durante o período de luz e maior acúmulo no final do dia. Dessa 
forma, os autores concluíram que plantas crescendo em regime de temperatura 
alternada (28oC luz/15oC escuro) mostram características de fotossíntese 
CAM, enquanto sob temperatura constante (28oC, dia e noite) apresentam 
características de fotossíntese C3. Todavia, os aspectos regulatórios de fixação 
de carbono em abacaxizeiro são pouco conhecidos, sendo o trabalho de Nievola 
et al. (2005) o primeiro relato em plantas in vitro.

2.6. Contaminação in Vitro

Consiste no aparecimento de microrganismos (fungos, bactérias ou 
leveduras), após o estabelecimento do material vegetal in vitro, seja por causa de 
um ineficiente processo de assepsia, erros de manipulação ou microrganismos 
endofíticos. A ocorrência de contaminantes constitui uma das mais importantes 
causas de perda de material vegetal em trabalhos de cultura de tecidos, 
especialmente quando os explantes são provenientes de matrizes mantidas 
no campo. Caso as condições de cultivo (meio de cultura, etc.) favoreçam o 
crescimento destes microrganismos, estes passam a competir por nutrientes e 
carboidratos, além de produzir metabólitos tóxicos aos explantes, no caso de 
bactérias, comprometendo o processo de micropropagação (PEREIRA et al., 
2003).

Em cultura in vitro, a contaminação tem sido mais evidente na fase de 
estabelecimento, embora as taxas e o tipo sejam bastante variáveis em função 
de diversos fatores, como a época de coleta dos explantes no campo, o estado 
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sanitário das plantas matrizes, a correta execução do processo de assepsia e 
manipulação durante as repicagens e os agentes desinfestantes utilizados.

Para a detecção e controle, devem ser realizadas observações 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 irá facilitar a detecção 
do material contaminado e com isso evitar a sua disseminação. No caso de 
fungos e leveduras, podem-se facilmente identificá-los, pois se desenvolvem 
bem em meio de cultura, ao contrário das bactérias, especialmente aquelas que 
permanecem latentes7 in vitro, as quais podem ser detectadas somente após 
algum tempo de cultivo e desta forma ser disseminadas durante os subcultivos 
(PEREIRA et al., 2003). Contudo, no caso da micropropagação de abacaxizeiro, 
a ocorrência de contaminações não tem sido considerada um problema limitante 
entre os trabalhos publicados, salvo aqueles que utilizam meios de consistência 
líquida, especialmente os desenvolvidos em biorreatores.

2.7. Aclimatização

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

Em casa de vegetação ou telado, as plantas devem ser submetidas de 
maneira gradual ao aumento da luminosidade e redução 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 irrigação, geralmente 
por meio de microaspersão. Em adição, pode-se fazer a adubação 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 raízes 
mais longas sejam cortadas, de modo a deixar um comprimento máximo de 3 
cm, visando sobretudo homogeneizar o sistema radicular, facilitar o transplantio 
das plantas e estimular o crescimento de novas raízes. Em relação ao tipo de 
recipiente, a maioria dos trabalhos tem reportado o uso de tubetes e, em menor 
freqüência, o de bandejas coletivas, sendo o primeiro vantajoso por não causar 
o enovelamento das raízes. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001), avaliando 
tubetes de diferentes dimensões, observaram que o melhor desenvolvimento 
das plantas ocorreu quando se utilizaram tubetes de maior volume (300 mL), 
resultado em discordância ao observado por Souza Junior et al. (2001). No 
que se refere ao tipo de substrato, grande parte dos trabalhos tem usado a 
7Bactérias que não apresentam crescimento visível no meio de cultivo e nem sintomas nos tecidos 
cultivados (PEREIRA et al., 2003).
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formulação comercial Plantmax® (SOUZA JUNIOR et al., 2001; TEIXEIRA et al., 
2001), havendo também a utilização 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 húmus (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Fig. 6. Plantas alongadas e enraizadas in vitro em meio líquido (a); lavagem em água de 
torneira (b); plantas aclimatizadas em tubetes (c, d, e).

Apesar de haver discordâncias para os diferentes protocolos publicados, 
nenhuma dificuldade tem sido reportada quanto à sobrevivência 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 formação de folhas novas 
ocorre somente após 120 dias, sendo necessário que as mudas permaneçam 
menos de 5 a 7 meses em casa de vegetação a fim de atingirem o tamanho 
mínimo 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 fenótipo atípico do genótipo em 
questão, com espinhos pouco desenvolvidos e reduzida cerosidade, aspectos 
não observados nas folhas formadas durante a aclimatização.

Entretanto, dependendo das condições ambientais da região onde o 
processo de aclimatização for realizado, pode-se ter um crescimento mais 
rápido das mudas micropropagadas e redução no período necessário para 
que estas sejam levadas ao campo, acarretando divergências nos trabalhos 
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relatados. De acordo com Hermínio Souza Rocha (informação verbal)10, plantas 
de abacaxizeiro micropropagadas aclimatizadas em tubetes contendo substrato 
adequado e adubação complementar, no Município de Cruz das Almas (BA), 
atingem cerca de 20 cm de altura e boa formação de sistema radicular após 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 
adaptação quando transferidas para o campo.

Recentemente, outra alternativa que vem sendo utilizada para reduzir o 
estresse das plantas após a sua exposição às condições ex vitro e favorecer 
um melhor restabelecimento é o emprego da luz solar como fonte de iluminação 
na fase de alongamento/enraizamento in vitro. Tal alternativa foi inicialmente 
estudada por Silva (2006) e mostrou bons resultados em relação 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 condições de campo e das plantas 
micropropagadas. No caso das plantas em campo, as estruturas anatômicas 
descritas são aquelas características das bromeliáceas, tais como: presença de 
ceras, tricomas, epiderme uniestratificada revestida por cutícula com diâmetro 
maior perpendicular ao eixo da folha e presença de hipoderme. As folhas são 
hipoestomáticas, com os estômatos dispostos longitudinalmente em sulcos 
pequenos e paralelos, e o mesofilo apresenta tecido aqüífero logo abaixo 
da face adaxial da epiderme, parênquima clorofilado ou não, onde estão os 
feixes vasculares, cordões de fibras isolados e canais de aeração (PY, 1969; 
PY et al., 1984 citados por BARBOZA et al., 2006). Em relação às plantas 
micropropagadas, poucos são 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 vegetação apresentam estruturas básicas semelhantes, tais como 
presença de fibras, hipoderme, parênquima aqüífero, parênquima clorofilado e 
cavidades aeríferas. Porém, variações estruturais como freqüência estomática, 
espessamento da cutícula e parede da epiderme, formato e sinuosidade das 
paredes das células do parênquima aqüífero e presença de células papilosas são 
observadas, o que demonstra plasticidade fenotípica da espécie ao ambiente. 
Contudo, as principais características anatômicas são listadas na Tabela 2.

Em relação às características relacionadas, Barboza et al. (2006) discutem 
que a presença da hipoderme e do parênquima aqüífero nas folhas in vitro 
pode ser correlacionada com o alto índice de sobrevivência ex vitro das plantas 
micropropagadas, muito embora o crescimento nos primeiros dois meses em 
aclimatização seja reduzido. Nesse contexto, estes autores enfatizam que 
a realização de pesquisas sobre as funções fisiológicas da hipoderme e do 



Costa e Scherwinski-Pereira304

parênquima aqüífero, principalmente na fase de transição da planta in vitro para 
ex vitro, pode contribuir para melhorar o crescimento da muda e reduzir o tempo 
em casa de vegetação. Além disso, o estudo e entendimento das alterações 
decorrentes do processo de micropropagação podem ter papel importante no 
desenvolvimento de novos protocolos ou na otimização dos já existentes.

Tabela 2. Principais características da anatomia foliar de plantas de abacaxizeiro 
micropropagadas – cultivar Pérola.

Características In vitro1 Aos 6 meses     
ex vitro2

Aos 10 meses 
ex vitro3

Cutícula Pouco desenvolvida nas 
faces adaxial e abaxial da 
epiderme

Epiderme recoberta por cutícula 
em toda sua extensão, porém 
com espessamento variável

Células 
epidérmicas

Células epidérmicas 
adaxiais de paredes finas

Superfície adaxial com 
espessamento da parede entre 
8 e 10 µm na região do eixo 
central, e 10 e 12 µm na região 
do bordo foliar. Na face abaxial, 
o espessamento foi menor

Paredes 
periclinais 
das células 
epidérmicas

Paredes periclinais externas 
curvas ou convexas nas 
faces adaxial e abaxial, e 
células papilosas*

Paredes periclinais externas 
retas ou quase retas

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

Estômatos As folhas de abacaxizeiro são hipoestomáticas, 
independentemente do ambiente de cultivo. Estão distribuídos 
em faixas paralelas por toda extensão da face abaxial, 
apresentando câmara subestomática

Densidade 
estomática

Em média, 54 estômatos · 
mm-2, com maior densidade 
no terço médio das folhas

Em média 62 estômatos · mm-2, 
com maior densidade no terço 
médio das folhas

Hipoderme Presente em ambas as faces da epiderme, com 42 e 41 µm para 
o ambiente in vitro e casa de vegetação

Mesofilo Mesofilo dorsiventral na região do eixo central da folha e 
homogêneo na região do bordo foliar

Continua...
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Parênquima 
aqüífero

Constituído por células 
grandes de formato 
arredondado, paredes 
delgadas, planas ou com 
leves ondulações. Espessura 
média de 204 µm

Células grandes, com paredes 
delgadas e planas. Espessura 
média de 661 µm. Na região do 
eixo central, presença de três 
ou quatro estratos de células; 
da região do eixo central da 
folha em direção ao bordo foliar, 
ocorre diminuição do tamanho e 
número de camadas de células

Parênquima 
clorofilado

Células arredondadas, 
observando-se os 
cloroplastos distribuídos 
centrifugamente por toda a 
parede da célula. Espessura 
média de 195 µm

Homogêneo na região do bordo 
foliar. Espessura média de 636 
µm

Diferenciação 
do mesofilo

Diferenciação bem marcante entre os parênquimas aqüífero e 
clorofilado in vitro e em aclimatização, embora o formato das 
células em paliçada tenha sido observado apenas no parênquima 
aqüífero de plantas em casa de vegetação

Parênquima 
aqüífero e 
clorofilado, na 
região do eixo 
central da folha

Nenhuma diferença entre si, assim como a razão entre tecido 
aclorofilado (hipoderme + parênquima aqüífero) e parênquima 
clorofilado. Nesta região da folha, o parênquima aqüífero ocupa, 
em ambos os ambientes, em torno de 50% do mesofilo

Feixes 
vasculares

Tamanho variado com grande quantidade de fibras junto ao 
floema e xilema, estando em maior intensidade na região do 
bordo foliar. Os feixes vasculares estão regularmente distribuídos 
no parênquima clorofiliano na região do eixo central da folha e 
bordo foliar

Cerosidade Não avaliada

Cavidades 
aeríferas

Intercaladas aos feixes vasculares

1Plantas alongadas, por dois meses, em meio de cultivo MS geleificado, sem adição de 
fitorreguladores e mantidas a 16 horas de intensidade luminosa de 30 μmol · m-2 · s-1, 25±2ºC.
2 e 3 Plantas aclimatizadas por 6 e 10 meses, em ambiente com sombreamento de 60%, 27,2ºC e 
65,5% de umidade relativa média. 
Obs.: análise anatômica efetuada na quarta e quinta folha, do ápice para a base, no material in 
vitro e em aclimatização, respectivamente.
*A baixa irradiância e a alta umidade relativa do ambiente in vitro podem estar relacionadas com 
a presença de células papilosas.
Fonte: Adaptada de Barboza et al., 2006.

Tabela 2. Continuação.
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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) não 
verificaram diferenças entre os acessos propagados. Quanto à sanidade das 
mudas, em 680 plantas micropropagadas a taxa de incidência de fusariose 
foi de 0,7%. De acordo com os autores, além desse valor ser considerado 
baixo, no caso de plantio com cultivares suscetíveis à fusariose e considerando 
apenas um ciclo de produção, o sistema proposto permite a multiplicação de 
mudas tipo filhote sadias, as quais podem ser utilizadas para plantio em novas 
áreas livres da doença.

Já Teixeira et al. (2001) comparando oito genótipos de abacaxizeiro 
aos 11 meses após o plantio no campo, todos obtidos por micropropagação, 
observaram diferenças apenas em relação à altura e vigor das plantas, os quais 
variaram de acordo com a cultivar. Em contraste, as plantas apresentaram 
grande uniformidade e níveis insignificantes de variações somaclonais.

5. Estabilidade Genética dos Clones Micropropagados

Em cultura de tecidos vegetais, quando protocolos de micropropagação 
são utilizados para a multiplicação massal de determinada espécie, é esperado 
que todas as plantas obtidas possuam genótipo idêntico à planta de origem 
(planta matriz). Todavia, variações genéticas podem ocorrer durante e/ou após o 
cultivo in vitro, algumas sendo epigenéticas (reversíveis) outras herdáveis, neste 
último caso denominadas de variações somaclonais8 (FEUSER et al., 2003) e, 
com isso, comprometer a identidade genotípica e fenotípica. Tais variações 
têm sido associadas a alterações cromossômicas, resultantes da deleção ou 
duplicação das seqüências de determinados genes (VENTURA et al., 1994), 
e são indesejáveis do ponto de vista de produção de mudas (VENTURA et al., 
1994; KISS et al., 1995).

Para o abacaxizeiro, a variação somaclonal mais freqüentemente observada 
é a presença de espinhos nas extremidades das folhas de variedades inermes 
(desprovidas de espinho), muito embora possam ocorrer ainda variações na 
forma, coloração e arquitetura das folhas, bem como na altura da planta e no 
fruto (REINHARDT; SOUZA, 2000). A freqüência com que ocorrem não pode 
ser prevista e depende de vários fatores, tais como a espécie, o tipo de explante 
e o genótipo do doador, as condições físicas de cultivo, o tipo e concentração 
de reguladores de crescimento e o tempo entre os subcultivos.

Apesar dos vários trabalhos existentes, o abacaxizeiro é uma planta 
pouco conhecida geneticamente, principalmente quanto à variação somaclonal, 
entretanto sua ocorrência não tem sido reportada como um problema. Contudo, 

8Termo empregado para expressar a variação espontânea de plantas regeneradas de cultura de 
células ou tecidos in vitro (TEIXEIRA, 2006).
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devido à crescente utilização deste tipo de material propagativo tem sido 
importante avaliar a magnitude da variação somaclonal e seu efeito fenotípico 
(FEUSER et al., 2003). Além disso, de acordo com Kiss et al.(1995), as 
bromélias são particularmente propensas a variações genotípicas e fenotípicas 
em cultivo de tecidos. Assim, com o intuito de verificar e compreender melhor 
essas variações, técnicas como determinação de padrões isoenzimáticos ou 
amplificação casualizada de DNA polimórfico (RAPD) (GOTTARDI et al., 2002), 
ou ainda observações fenotípicas (plantas atípicas ou variantes), durante ou 
após o cultivo in vitro (VESCO et al., 2000), têm sido empregadas.

Nesse sentido, Vesco et al. (2000) avaliaram 17 acessos de abacaxizeiro 
pertencentes às cultivares Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo e Amarelinho por 
meio de padrões fenotípico e genotípico. De acordo com os resultados, de 
1.408 plantas mantidas in vitro (entre a 11ª e 13ª repicagem), 57 apresentaram 
alguma variação morfológica (folhas variegadas e vitrificação), porém a maioria 
era epigenética e somente três plantas tiveram variação somaclonal estável 
(5,3%). Já a análise isoenzimática detectou quatro plantas com diferenças no 
padrão varietal (7,02%) entre as 57 plantas. Em relação às diferentes repicagens 
(subcultivos), foram observadas quatro plantas apresentando variação 
somaclonal detectada por isoenzimas (4%), sendo uma no 3º e 4º subcultivos 
e duas na 10a repicagem, além de uma modificação morfológica, num total 
de 5% (de 100 plantas). Por outro lado, mudas na fase de aclimatização não 
apresentaram alterações morfológicas, ao contrário do padrão isoenzimático 
que detectou duas (0,86%). Por fim, o padrão fenotípico avaliado em campo 
(características morfoagronômicas) foi normal. Dessa forma, os autores 
consideraram o protocolo utilizado como adequado para a manutenção da 
estabilidade genética.

Posteriormente, Gottardi et al. (2002), utilizando marcadores moleculares 
do tipo RAPD, observaram em algumas amostras plantas com padrões de bandas 
diferentes para alguns dos “primers” utilizados, as quais foram associadas a 
uma possível variação somaclonal. De modo semelhante, Feuser et al. (2003) 
avaliaram a fidelidade genética de abacaxizeiro micropropagado em biorreator 
de imersão temporária e permanente, por meio de análises isoenzimáticas e 
marcadores RAPD. De acordo com seus resultados, duas variantes (0,67%) 
foram identificadas pelas análises isoenzimáticas no sistema estacionário, ao 
passo que quatro das 600 plantas (0,67%) oriundas do sistema de imersão 
temporária apresentaram variações. Quanto aos padrões de RAPD, a taxa de 
variantes somaclonais para o cultivo em imersão temporária variou de 2,3% 
a 11%, na presença de 0 e 6 µM de PBZ (Paclobutrazol), ambos associados 
a 2,0 µM de AG3 (ácido giberélico). Já avaliando os sistemas (estacionário 
ou imersão temporária), a técnica de RAPD detectou 7,5% e 5,0%, 
respectivamente, porém sem diferenças significativas. Diante dos resultados, 
os autores consideraram baixa a taxa de variações.
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6. Progressos na Micropropagação de Abacaxizeiro

6.1. Produção de Mudas a partir da Técnica de Estiolamento

Como alternativa aos métodos convencionais utilizados para a produção 
in vitro de mudas de abacaxizeiro, Kiss et al. (1995) propuseram um novo 
método de propagação rápida, baseado no alongamento de brotos induzidos in 
vitro, por meio do estiolamento9. O método desenvolvido consiste inicialmente 
no corte da parte aérea de brotos assépticos (5 a 8 mm acima da base), os quais 
são cultivados em meio basal de MS acrescido de ANA (10 µM) e mantidos em 
condições de escuro a 28oC. Em seguida, os brotos estiolados são divididos em 
segmentos e transferidos para placas de petri, no sentido horizontal, contendo 
meio de cultura suplementado com reguladores de crescimento e mantidos 
a 26oC e 16 horas de fotoperíodo. Posteriormente, os brotos desenvolvidos 
dos segmentos estiolados são enraizados em meio de cultura desprovido de 
reguladores de crescimento e, ao atingir cerca de 8 a 10 cm de altura, são 
transferidos para casa de vegetação visando à aclimatização. Utilizando este 
método com a cv. Smooth Cayenne estes autores afirmam ser possível obter 
aproximadamente 80 mil plantas no período de um ano, partindo de uma planta 
primária, com a vantagem de evitar lesões na zona de regeneração, impedir a 
formação de calo e, conseqüentemente, reduzir a possibilidade de variabilidade 
fenotípica.

Outra conseqüência do uso da técnica de estiolamento in vitro é o fato 
de que no escuro os entrenós da haste dos brotos do abacaxizeiro se alongam, 
separando os nós que, normalmente, em presença de luz, permanecem próximos 
uns aos outros. Assim, para fins de micropropagação, essa separação facilita 
o desenvolvimento de gemas axilares e a manipulação de plantas regeneradas 
(BARBOZA; CALDAS, 2001). Em adição, Maynard e Bassuk (1996), utilizando 
outra espécie, afirmam que o estiolamento promove o aumento da suculência, 
decréscimo na barreira mecânica dos tecidos do caule em conseqüência da menor 
lignificação (o que poderia favorecer o enraizamento in vitro), suberificação 
e espessura das paredes celulares, além de alterações na sensibilidade dos 
tecidos à auxina e modificações no conteúdo de compostos fenólicos.

Atualmente, em decorrência dos experimentos de Kiss et al. (1995), 
diversos estudos são 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 aprimorá-la a cada genótipo e, em alguns 
casos, estudar a possibilidade de estiolamento sem suplementação exógena 
de reguladores de crescimento. Porém, nenhum trabalho sobre os efeitos do 
estiolamento na estrutura, fisiologia ou desempenho agronômico ex vitro das 

9Consiste no desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses em ausência de luz, o que causa 
o crescimento, geralmente pelo alongamento dos internódios, com coloração amarela ou branca 
devido à ausência 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. Utilização de Biorreatores de Imersão Temporária

Nos últimos anos, várias pesquisas utilizando sistemas de automação 
como os biorreatores10 têm sido relatadas para a micropropagação de 
abacaxizeiro em meio líquido (ESCALONA et al., 1999; 2003; GONZÁLEZ-
OLMEDO et al., 2005; TEIXEIRA, 2006; SILVA et al., 2007), com resultados 
mais promissores para o sistema de imersão temporária (TIB)11, atualmente 
considerado o método de maior eficiência. Este sistema, além de possibilitar 
a automação do processo de cultivo in vitro, pode também reduzir os custos 
relativos à mão-de-obra e superar alguns problemas comumente encontrados 
na micropropagação convencional, como distúrbios fisiológicos dos explantes 
cultivados e hiperidricidade (ESCALONA et al., 2003). Adicionalmente, promove 
incremento significativo nas taxas de multiplicação 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 (sólido, líquido e imersão 
temporária) verificaram que o sistema de imersão temporária, com imersão das 
plantas por 2 minutos a cada 3 horas, possibilitou a maior taxa de multiplicação, 
com incremento de 300% e 400% comparado aos sistemas líquido e sólido 
convencional. Tal eficiência foi atribuída à habilidade deste sistema em promover 
a aeração e um maior contato dos explantes com o meio. Com este sistema, 
os autores afirmam ser possível obter aproximadamente 120 brotos de oito 
coroas em cerca de 10 semanas, de modo que após 8 semanas adicionais são 
produzidos 6 mil brotos aptos ao enraizamento e aclimatização ex vitro. Além 
disso, o uso deste sistema reduziu em cerca de 20% os custos de produção por 
planta de abacaxizeiro em relação ao método convencional. Todavia, os autores 
utilizaram 200 mL de meio por explante, bem superior às quantidades adotadas 
nos sistemas convencionais.

De modo semelhante, utilizando um biorreator de imersão temporária12, 
desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), 
apenas na fase de alongamento/enraizamento, Teixeira (2006) obteve uma 
redução de 53% no custo de uma muda produzida numa biofábrica convencional. 
Entre as principais razões desse decréscimo substancial nos custos está a redução 
no número de frascos envolvidos no processo de micropropagação, assim como 
a eliminação da necessidade de manipulação (subdivisão e individualização) 
dos agregados de gemas e multibrotos resultantes da fase de multiplicação, 
antes de serem transferidos para a fase de alongamento/enraizamento, como 
ocorre com o processo convencional, resultando em economia de mão-de-obra, 

10Equipamentos utilizados para o cultivo de células, tecidos, órgãos (como as gemas axilares) 
ou embriões vegetais, em meio de cultura líquido, sendo basicamente de dois tipos: sistema de 
imersão contínua e temporária (ETIENE; BERTHOULY, 2002).
11Cultivo in vitro, no qual o meio de cultura líquido entra em contato com o explante de tempos em 
tempos, por exemplo, cinco minutos a cada duas horas (TEIXEIRA, 2006).
12Pedido de patenteamento (PI OOO4185-8).



Costa e Scherwinski-Pereira310

a qual participa em aproximadamente 60% a 70% do custo final da muda no 
sistema de micropropagação convencional.

Mais recentemente, Silva et al. (2007) trabalhando com a cultivar Imperial 
obtiveram resultados significativamente superiores utilizando o sistema de 
frascos irmãos com imersão temporária a cada 2 e 4 horas. Neste sistema, o 
cultivo de brotações axilares em frascos de 1 L contendo 300 mL de meio MS 
acrescido de BAP (1 mg · L-1) e ANA (0,25 mg · L-1) apresentou, após 45 dias, 
as maiores médias para número 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 multiplicação 136% até 
316% superiores.

As perdas que podem ocorrer pelo emprego desta tecnologia estão 
relacionadas ao baixo controle ambiental, pois a quase totalidade dos estudos 
sobre o ecossistema do sistema de micropropagação envolve meios semi-
sólidos. Além disso, há necessidade de definir os requerimentos fisiológicos 
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 adoção de biorreatores requer um 
investimento inicial alto, o que pode limitar a rápida expansão desse sistema de 
cultivo, principalmente em biofábricas.

6.3. Uso da Luz Solar

De acordo com Fuentes et al. (2007) é possível melhorar as características 
fisiológicas das plantas in vitro e o subseqüente desempenho ex vitro das mudas 
micropropagadas, particularmente as espécies tropicais. Para isso, devem-se 
manipular alguns fatores abióticos in vitro, como a intensidade e qualidade 
luminosa, por meio do cultivo das plantas em sala de crescimento com luz solar 
nos últimos estágios do processo de micropropagação. Outra conseqüência do 
uso da luz solar ou natural é a redução dos gastos com iluminação artificial e, 
conseqüentemente, nos custos de produção (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999). 
Isso porque os gastos com iluminação nas salas de crescimento, utilizando 
lâmpadas fluorescentes, correspondem a aproximadamente 65% dos custos em 
energia elétrica (STANDAERT DE METSENAEAE, 1991). Todavia, a utilização 
ou não desta fonte de luz dependerá da região, visto que a disponibilidade e 
homogeneidade de luz varia com as condições climáticas, como estações 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 são reportados por Silva (2006) para a cv. Imperial, principalmente na 
fase de enraizamento. Entre os efeitos positivos observados por esse autor 
está a obtenção de plantas maiores e anatomicamente mais adaptadas, 
com espessamento significativo do parênquima clorofiliano, além de 
melhor performance agronômica e anatômica das plantas durante a fase de 
aclimatização.
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6.4. Esterilização Química do Meio de Cultivo

Entre as alternativas para reduzir os custos de produção em laboratórios 
comerciais de plantas ou biofábricas, a substituição do processo de esterilização 
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 produção, a 
autoclavagem pode influenciar negativamente compostos termolábeis como 
os antibióticos e giberelinas (CID; ZIMMERMANN, 2006), tiamina, ácido 
indolacético (AIA) e indolbutírico (AIB), piridoxina, entre outros (TEIXEIRA et 
al., 2006).

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

7. Considerações Gerais e Perspectivas Futuras

O desenvolvimento de processos e produtos mais produtivos e menos 
onerosos tem sido a retórica dos trabalhos de propagação clonal de abacaxizeiros 
in vitro. Neste contexto, têm merecido maior atenção trabalhos que abordam 
o uso de novas metodologias mais eficientes de produção de mudas, a partir 
da utilização de meios de consistência líquida e biorreatores, com resultados 
bastante promissores. No entanto, apesar dos importantes avanços e, de 
certa forma, do domínio atual das diferentes etapas do processo, é necessário 
maior aprofundamento em questões fisiológicas básicas da espécie que ainda 
não estão devidamente respondidas, como por exemplo, o comportamento 
do aparato fotossintético e desenvolvimento in vitro da espécie. Biorreatores 
de imersão temporária também devem ser melhor estudados e adaptados à 
cultura para que a eficiência propagativa torne-se evidente, uma vez que, 
apesar dos esforços, ainda são poucos os relatos sobre o uso direto de mudas 
micropropagadas em campos produtivos brasileiros. Outra questão a ser 
estudada com maior profundidade refere-se ao excessivo tempo necessário ao 
crescimento das plantas micropropagadas em casa de vegetação/viveiro para o 
transplantio definitivo em campo. 
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Apesar das atuais dificuldades e desafios futuros de se trabalhar 
a propagação clonal in vitro do abacaxizeiro, há um consenso entre os 
pesquisadores da área de que a cultura de tecidos é a alternativa mais promissora 
para a multiplicação clonal em larga escala de materiais selecionados e livres 
de doenças. Isso evidencia que os trabalhos in vitro com a espécie devem ser 
mais bem estudados, seja para a produção de mudas em larga escala ou para 
acelerar programas de melhoramento genético desta espécie, especialmente 
para o Brasil que deseja ser referência mundial na área de fruticultura.
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Capítulo 16

Biologia Molecular Aplicada à          
Diagnose de Doenças de Plantas

Rivadalve Coelho Gonçalves

1. Introdução

As doenças das plantas influenciam negativamente e de modo significativo 
as atividades agropecuárias e florestais em todo o mundo. Muitas epidemias 
tiveram como conseqüência grandes perdas econômicas, alterações sociais e 
ambientais. As doenças de origem biótica que incidem antes da colheita causam 
perda média de 12% na produção agrícola mundiaI (STRANGE; SCOTT, 2005). 
Mesmo em países desenvolvidos, a exemplo dos EUA, as doenças de plantas 
podem causar prejuízos da ordem de 1,5 bilhão de dólares ao ano (CAMPBELL et 
al., 1992).

Um dos fatos históricos mais relevantes sobre epidemias de doenças 
de plantas foi a devastação dos plantios de batata (Solanum tuberosum L.) 
por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary entre 1845 e 1850 na Europa, 
principalmente na Irlanda. Neste país, onde a maioria da população dependia 
da batata para se alimentar, as perdas na produção provocadas pela doença 
resultaram na morte de 2 milhões de pessoas e na emigração de 1 milhão 
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, a lém do prejuízo econômico, significativa alteração da estrutura 
social das cidades da região sul daquele estado e resultou em perda de parte 
da Mata Atlântica remanescente. Na área florestal a doença “chestnut bligth” 
causada pelo fungo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr, em árvores de 
castanheira americana (Castanea dentata [Marshall] Borkhausen), vem 
desde 1904 reduzindo o número de indivíduos 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 responsável 
pelos insucessos nos plantios de Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Müll. 
Arg. no Estado do Pará com surtos severos a partir de 1965 (FERREIRA,  1989). 
Cita-se ainda a podridão-do-coleto de Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf 
cv. Marandu, uma doença que a partir da metade da década de 90 incide 
de modo fulminante nos estados do PA, RO, AC, TO e MA. Esta doença, cujo 
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agente patogênico primário é o cromista Pythium periilum (DUARTE et al., 
2007), tem inviabilizado o cultivo desta importante forrageira na região.

A partir do início do século 19, diferentes estudos contribuíram para a 
criação e definição da Fitopatologia como ciência. A Fitopatologia dedica-se 
ao estudo de etiologia, diagnose, epidemiologia, interações entre plantas e 
patógenos e ao controle das doenças das plantas. Os estudos etiológicos do Dr. 
Henrich Anton De Bary, sobre a requeima da batata (DE BARY, 1876), e do 
Dr. Julius Kühn no final da primeira metade do século 19 constituem em marcos 
iniciais para a Fitopatologia. Em 1874, os estudos sobre o apodrecimento de 
árvores causado por fungos realizados pelo cientista Robert Hartig fundamenta 
a criação da especialidade Patologia Florestal (BOYCE, 1961). Paralelamente, 
ocorreu o desenvolvimento das especialidades da Fitopatologia como a 
Virologia, Bacteriologia, Micologia, Nematologia e E p i d e m i o logia, bem 
como, das ciências Microbiologia, Genética, Biologia Molecular, Bioquímica, 
Taxonomia, Matemática e Ciências da Computação, todas contribuindo de 
alguma  forma na construção do corpo de conhecimento necessário aos 
trabalhos desenvolvidos na área e ao melhor entendimento da organização 
dos sistemas b io lógicos envolvidos nas doenças das plantas. De todas 
as especialidades e ciências que se desenvolveram no período, a Biologia Molecular 
foi a responsável por um passo revolucionário no conhecimento dos sistemas 
biológicos terrestres. Desde então, a biologia molecular consiste na ciência que 
produz os conhecimentos sobre as moléculas encontradas em fósseis e nos 
sistemas vivos. Com a ajuda da ciência da Matemática e da Computação, 
estas informações moleculares têm s ido úteis para explicar os fenômenos 
biológicos. Adicionalmente, esta ciência tem permitido uma classificação 
dos seres vivos que representam melhor os agrupamentos naturais entre 
microrganismos, bem como suas relações com as plantas.

No estudo de grupos naturais de microrganismos, espécie foi inicialmente 
definida como um conjunto de indivíduos que realizam cruzamentos entre 
si com gametas férteis contendo a metade do número de cromossomos 
resultando em prole fértil. A partir do conhecimento dos grupos procariotos, 
vírus e viróides, esta definição é adaptada de modo que uma espécie passa 
a ser nestes casos um grupo de microrganismos com alto índice de simi laridade 
genética e/ou fenotípica entre si e suficientemente diferente de outro grupo para 
as mesmas características. 

Deste modo, a classificação de espécies e de grupos subespecíficos 
com base em dados moleculares constitui atualmente uma ferramenta 
de grande utilidade para a diagnose de doenças de plantas (LOPES et 
al., 2003) visando suportar as tomadas de decisões sobre qual é o agente 
causal e as medidas de manejo mais adequadas para o controle da doença. A 
diagnose visual realizada por profissional experiente constitui a abordagem 
mais amplamente utilizada e em maior freqüência para os casos de doenças 
causadas por fungos, nematóides e até bactérias já conhecidas (VALLE; 
ZAMBOLIM, 1997; FERREIRA; MILANI, 2002; ALFENAS et al., 2004; KIMATI 
et al., 2005). No entanto, para outras doenças causadas principalmente 
por vírus, micoplasmas e bactérias, a abordagem molecular é muitas vezes 
imprescindível para um diagnóstico correto. Nesses casos, prescindir destas 
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ferramentas pode implicar no diagnóstico incorreto do agente causal e, 
conseqüentemente, na aplicação de medidas de controle inadequadas, as 
quais podem trazer não só prejuízos econômicos, mas também problemas 
sociais e ecológicos.

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

Na condição mais elementar, a vida existe em uma molécula formada 
por um arranjo de ligações químicas entre átomos, desde que as moléculas 
estejam inseridas num sistema energético ativo de um ser que possua um ciclo 
de vida com nascimento, reprodução e morte, podendo então dizer que 
há 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 cé lu la estão os ác idos nuclé icos 
(ác ido r ibonucle ico -RNA e ác ido desoxirribonucleico-DNA), os quais 
são moléculas constituídas a partir de quatro bases nitrogenadas ligadas entre 
si por uma ligação fosfo-diéster e uma ligação ponte de hidrogênio 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 diferença 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, estão presentes tanto no 
DNA quanto no RNA (DARNELL et al., 1999).  A s e q ü ência de DNA 
de determinados genes e regiões intergênicas tem sido importante 
característica taxonômica, bem como a seqüência de RNA, uma vez que 
essas moléculas carregam informações genéticas comuns ao grupo e 
à espécie que pertencem e transferem esta informação às gerações 
seguintes com pouca alteração em alguns genes.

Há uma correspondência entre a proteína produzida e o gene que 
a codifica a partir do princípio de que para cada proteína há um único 
gene. As proteínas são formadas por seqüências de aminoácidos, possuem 
funções estruturais dentro e entre células e funções fisiológicas dentro e fora 
das células. Muitas proteínas são constituintes da membrana plasmática 
e de tubos interconectores de células, e outras são transportadoras de 
sinais e resposta ao ataque de pragas, doenças e agentes abióticos. As 
proteínas são encontradas em todos os seres vivos, exceto nos viróides, na 
membrana plasmática das células, nos ribossomos, no DNA, no citoplasma 
e nos capsídeos virais. Outro fato importante envolvendo as proteínas é a 
e m e rgência de doenças em animais, a exemplo da vaca louca causada por 
proteínas infecciosas chamadas de “prions” (PRUSINER, 1998). 

As proteínas podem s e r  utilizadas como moléculas informativas para 
a diagnose de doenças de plantas, a exemplo do perfil de isoenzimas como 
ferramenta para diferenciação de espécies ou raças de microrganismos (BONDE 
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et al., 1993). O princípio da técnica de eletroforese de isoenzimas está no fato 
de que ao revelar o gel submetido ao campo elétrico em condições controladas 
e visualizar as marcas, as diferentes distâncias de mobilidade de cada isoenzima 
dos diferentes organismos em estudo representam diferenças genéticas entre 
eles, portanto, diferenças nas seqüências de DNA correspondentes às mesmas 
(MURPHY et al., 1990). No entanto, devido às variações nesta característica 
decorrentes de fatores ambientais, o uso seguro desta técnica deve ser precedido 
de experiência e conhecimento do sistema com o tempo de utilização. Esta 
ferramenta ainda hoje é considerada viável em eficiência e custo na diagnose 
de doenças causadas por nematóides, principalmente quando se complementa 
esta informação com dados morfológicos e morfométricos. 

Outra técnica que faz uso de proteínas para inferências taxonômicas é o 
perfil de proteínas totais, obtido por eletroforese unidirecional ou bidirecional 
com pulsos elétricos. Embora seja utilizada na taxonomia e caracterização 
de populações de microrganismos, esta técnica não tem sido utilizada como 
ferramenta de diagnose devido à dificuldade de operação, variações decorrentes 
de fatores ambientais e custo elevado. 

Por outro lado, as proteínas carregam informações precisas e estáveis 
na seqüência de aminoácidos e esta abordagem é utilizada como critério de 
distinção de vírus. Após o seqüenciamento dos aminoácidos da proteína que se 
deseja estudar, faz-se a análise de similaridade das seqüências obtidas dos 
diferentes isolados e por meio de análise de agrupamento obtém-se o 
nome da espécie dos organismos em teste.

Outra importante abordagem sobre o uso de informações de proteínas 
é o perfil indireto de enzimas obtido a partir de testes bioquímicos com 
espéc imes de bactérias e leveduras utilizando-se fontes isoladas de carbono 
e nitrogênio (JONES et al., 1993). Nestes testes realizados em microplacas 
ou tubos de ensaio, uma única fonte de carbono e/ou nitrogênio é oferecida 
ao organismo teste para avaliar a produção ou não da enzima relacionada ao 
substrato. Deste modo, um espécime capaz de utilizar a L-asparagina como 
única fonte de carbono e nitrogênio certamente produz a enzima asparaginase 
a qual converte aquele substrato em aspartato. Uma série de substâncias, a 
exemplo de ácido acético, maltose, sacarose, glicogênio, etc., irá revelar um 
extenso perfil de enzimas do espécime estudado, fornecendo desta maneira 
informações com grande importância para a taxonomia.

Os ácidos graxos, que podem ser estudados para fins taxonômicos, 
são m o l é c u l a s  presentes em células dos seres vivos e possuem 
função estrutural na m e m b rana plasmática e no envelope viral, a lém 
de servir como reserva de energia no citoplasma. Em bactérias, fungos 
filamentosos e leveduras, o perfil quali-quantitativo de ácidos graxos é 
importante como característica taxonômica para definir agrupamentos 
naturais na e spéc i e .

3. Diagnose Molecular Baseada em DNA e RNA

A partir da descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em 
1953, uma verdadeira revolução no avanço do conhecimento científico 
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sobre a vida na terra tomou curso e, desde então, a humanidade tem 
se empenhado em conhecer a estrutura física e funcional do genoma 
de um número cada vez maior de espécies. 

Com o conhecimento da estrutura física do genoma de  microrganismos, 
pôde-se elaborar um s i s t e ma  de classificação m a i s  estável baseado na 
seqüência de genes marcadores em nível de espécie ou mesmo de táxons 
subespecíficos (TAYLOR et al., 1999). Esta abordagem apresenta a vantagem 
de contar com reduzidas taxas de mudanças em relação aos caracteres 
fenotípicos. Dados fenotípicos são muito sensíveis às alterações 
ambientais e eram as únicas ferramentas que embasavam a classificação 
de microrganismos até a consolidação das tecnologias para clonagem e 
seqüenciamento de genes ou regiões marcadoras dos patógenos alvos. Com 
o conhecimento da estrutura física do genoma de fitopatógenos é possível 
também detectá-los em plantas por meio de diversas técnicas a exemplo 
da reação em cadeia da polimerase (PCR) usando primers específicos que 
amplificam regiões genômicas marcadoras do grupo de isolados, notadamente 
patógenos de difícil isolamento e/ou cultivo in vitro como Xylella fastidiosa, 
agente causal da clorose variegada dos citros (POOLER; HARTUNG, 1995).

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

A correta identificação de um microrganismo para efeito de 
diagnose mo lecu la r  de doença de plantas pode ser realizada por m e i o  de 
diferentes técnicas baseadas na seqüência do DNA. Uma técnica muito 
utilizada para a detecção e diagnóstico de fungos, vírus e bactérias é 
denominada hibridização (por exemplo, o “dot-blot”). Nesta, uma coleção 
de isolados do fitopatógeno que se deseja detectar deve s e r  amostrada e 
seu material genético extraído para estudos de marcas reveladas em géis 
que possam separar este fitopatógenos de outras espécies. Após ter uma 
marca molecular específica do patógeno que causa a doença-alvo, a 
s e q ü ência de DNA correspondente ao marcador é feita, radioativamente, 
com isótopos de fósforo - (P32) - ou etiquetada com um substrato sensível 
a uma enzima que o converte em produto colorido visível a olho nu. 
Na marcação radioativa com P32, a resolução da técnica é maior em relação 
à marcação colorimétrica ou quimioluminescente com digoxigenina ou 
biotina, no entanto, atualmente a quimioluminescência com marcadores 
modernos torna a resolução desta técnica semelhante àquela obtida pela 
marcação com radioisótopos. A sonda pode ser de DNA ou RNA. Em geral, 
as sondas são feitas de DNA a partir de clones contendo seqüência 
parcial do genoma do patógeno. No preparo de sondas para detecção de 
vírus de RNA e viróides, o RNA específico extraído da planta infectada é 
convertido em DNA complementar (cDNA) por meio de reação química com 
a enzima transcriptase reversa. O cDNA obtido é inserido em plasmídeos e 
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transferido para Escherichia coli (DUSI; MARINHO, 2001). Para a produção 
das sondas, uma PCR pode ser realizada contendo nucleotídeos marcados 
utilizando o inserto como molde.

Para a execução da técnica “dot-blot”, o pesquisador deve analisar 
o material vegetal e hipotetisar sobre a espécie, subespécie ou raça 
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 náilon ou nitrocelulose 
na forma de pontos e fixado em aparatos específicos para este fim, como por 
exemplo Bio-Dot SF (Bio-Rad Laboratories). Em seguida, uma solução de 
DNA, em geral de esperma de salmão, é aplicada sobre a membrana para pré-
hibridização com o objetivo de bloquear sítios livres da mesma e evitar que a 
sonda se ligue nestes sítios. Para hibridizar com a sonda específica do patógeno-
alvo, a membrana pré-hibridizada é retirada da primeira solução e colocada 
para hibridizar na solução da sonda de detecção em um forno de hibridização 
com temperatura e tempo pré-determinado. Depois de decorrido o tempo 
de hibridização, a membrana é retirada, lavada para remover o excesso de 
sonda e revelada (Fig. 1).

Outra técnica importante na diagnose de doenças de plantas é a RFLP 
que consiste na análise do polimorfismo no comprimento do fragmento DNA 
após digestão com enzima de restrição. Este polimorfismo origina-se das 
diferenças nas seqüências do DNA dos organismos em estudo e do fragmento 
gerado pelo corte da fita dupla com enzima de restrição. A técnica consiste 
em obter o DNA do microrganismo que se deseja identificar e digerir este 
DNA com enzimas de restrição. 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 etídeo ou prata e as marcas são visualizadas 
e comparadas com o padrão que se tem para o microrganismo que se deseja 
detectar.

A técnica RFLP também pode s e r  empregada para estudos de 
diversidade genética e detecção de fitoplasmas e bactérias fitopatogênicas, 
notadamente de fitobactérias fastidiosas numa combinação de técnicas 
denominadas PCR-RFLP. No caso de fitobactérias, genes hrp ou mesmo 
de regiões intergênicas dos genes 16S ou 23S do DNA ribossomal (rDNA) 
podem ser utilizados para este propósito (POUSSIER et aI., 1999).

A técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) consiste em 
extrair o DNA do microrganismo, fragmentá-lo com enzimas específicas 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 à eletroforese em um gel de poliacrilamida 
e a revelação das marcas (JANSSEN et al., 1996) ou a leitura pode ser feita 
em um equipamento apropriado com sensor para fluorescência. Em todos 
os casos, a análise dos dados consiste em tabular os resultados em uma 
planilha com respostas positivas e negativas para cada marca em um programa 
de computador.  A análise de agrupamento irá 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 doenças específicas, a presença de uma 
a poucas marcas exclusivas no gel é o suficiente para detectar o patógeno 
inclusive na subespécie (AVROVA et al., 2002).

Fig. 1. Etapas da técnica “dot-blot” para detecção de patógenos e diagnose molecular 
de doenças de plantas com sondas: montagem das membranas e aplicação da amostra 
no aparato Bio-dot (a, b, c, d), forno de hibridização (e), cassete de revelação 
(f) e tanque de revelação da membrana (g). 

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

A técnica de PCR (Polimerase Reaction Chain) (MULL IS; FALONA, 
1987) baseia-se no aumento do número de cópias de seqüências de DNA 
de interesse por meio de reação enzimática in vitro. Para processar a 
reação, combinam-se em um tubo ou placa de reação o DNA molde, dois 
ologonucleotídeos iniciadores ou “primers”, os dNTPs (deoxynucleotídeos 
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fosfatos: dATP, dTTP, dCTP e dGTP), a enzima polimerase de DNA 
termoestável e a solução tampão da reação. Estes tubos são colocados 
dentro de um equipamento denominado termociclador programado para 
condicionar binômios de tempo e temperatura adequados a cada etapa 
da reação. Deste modo, a primeira etapa consiste na desnaturação do 
DNA obtida pela elevação da temperatura. Após a desnaturação do 
DNA, o equipamento abaixa a temperatura para que os oligonucleotídeos 
iniciadores se liguem às fitas simples e assim ocorra a etapa de anelamento. 
A temperatura de anelamento varia de 25°C a 65ºC e serve como estratégia 
de amplificação específica devido ao aumento de estringência com a 
elevação da temperatura de anelamento. Na etapa de extensão da fita, o 
termociclador é programado para manter a temperatura em 72ºC quando 
a enzima realiza a polimerização das duas novas fitas. Depois de decorrido 
o tempo programado para a polimerização, as fitas se separam em nova 
etapa de desnaturação pela elevação de temperatura e, subseqüentemente, 
os iniciadores novamente se ligam nas fitas moldes antigas e nas fitas 
moldes que foram produzidas na primeira reação. Após esta segunda 
polimerização estarão formadas as duas primeiras seqüências de DNA no 
tamanho definido pelo par de oligonucleotídeos iniciadores colocados no 
tubo de reação. Há a amplificação de fragmentos maiores que os definidos 
pelo par de primers, uma vez que o DNA molde original continua presente 
no tubo de reação, mas, a quantidade deste DNA amplificado no produto 
final não é significativa. A seqüência molde alvo de tamanho definido pelos 
primers é chamada de “amplicon” e a multiplicação destas seqüências 
se dá em progressão geométrica de ordem 2. O produto da reação é 
resultado da amplificação específica da região anelada pelos primers e 
bastam algumas cópias de DNA para que seja possível 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 execução. 
Alguns fatores como a temperatura de anelamento, a concentração de 
magnésio, a presença de inibidores químicos, a quantidade e atividade da 
enzima polimerase e a quantidade e especificidade dos primers influenciam 
na eficiência da reação, sendo, às vezes, necessário ajustes iniciais nestes 
fatores em cada estudo.

O uso de PCR, associado à digestão com enzimas de restrição, 
é viável pela eficácia em discriminar grupos de microrganismos, 
principalmente quando são realizados em seqüências conservadas entre 
espécies. Deste modo, a digestão enzimática pode ser combinada com 
a PCR para produzir um perfil de marcas do DNA amplificado. Para tanto, 
depois de realizada a PCR, as s e q ü ências obtidas são digeridas com 
e n z i m a s  de restrição e o produto digerido é separado por eletroforese.

A técnica ARDRA (Amplif ied Ribosomal DNA Restriction 
Analysis) consiste em proceder a uma análise do padrão de bandas 
resultantes da digestão de s e q ü ências de rDNA com enzimas de restrição. 
Espécies do nematóide Bursaphelenchus Fuchs podem ser identificadas 
por esta técnica utilizando-se ITS-RFLP com primers específicos para 
amplificar as regiões ITS1 e ITS2 (BRAASCH et al., 19 9 9 ). Em seguida 
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as s e q ü ências são digeridas com as enzimas RsaI, HaeIII, MspI, HinfI 
e AlI e o produto visualizado em gel de agarose. Esta técnica também 
tem s ido empregada com sucesso para distinção de fungos (OLIVEIRA; 
COSTA, 2002). Para fitoplasmas, a identificação pode ser feita a partir 
da aplicação do produto da digestão com enzimas de restrição nas 
seqüências de rDNA16S destes microrganismos (LEE et al., 2001), 
bem como para a identificação da bactéria Ralstonia solanacearum 
em eucalipto (Fig. 2).

Fig. 2. Padrão de restrição do rDNA16S obtido com a enzima RsaI para diferentes 
isolados de Ralstonia solanacearum de eucalipto. 

Kb = 1 Kb DNA Ladder à esquerda; produto de PCR não digerido à direita. 

A técnica denominada RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA) 
consiste em extrair o DNA do microrganismo de interesse e proceder a 
uma reação de PCR com pequenos p r ime r s  de seqüência arbitrária e ricos em 
GC. Em seguida, o produto da PCR é aplicado no gel de agarose e submetido 
à eletroforese para separação dos fragmentos. Depois de decorrido um tempo 
pré-definido, o gel é visualizado e os dados são analisados como presença ou 
ausência das marcas genéticas. Esta técnica tornou-se amplamente utilizada 
a partir de 19 9 0  (WILLIAMS et al., 1999) e pode ser usada para detecção de 
raças de fungos (KURAMAE; SOUZA, 2002) e estirpes de bactérias.

A PCR quantitativa ou PCR em tempo real consiste na multiplicação 
enzimática de seqüências de DNA e detecção do produto amplificado por 
fluorescência durante a amplificação. A técnica consiste em aplicar princípios 
básicos da PCR tradicional somado ao uso de sondas fluorescentes e detecção 
dos produtos em tempo real. A detecção do produto amplificado ou “amplicons” 
pode ser realizada por diferentes sistemas fluorescentes (MACKAY et al., 
2002). O sistema TaqMan consiste em adicionar um oligonucleotídeo de 
aproximadamente 25 nucleotídeos denominado sonda TaqMan 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. Após cada ciclo da reação, 
subseqüentemente à polimerização, 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 fluorescência que é 
detectada pelo sensor do equipamento, sendo proporcional à quantidade de 
produto amplificado (Fig. 3). 

a

b

c

primer
primer c1-sonda-c2

Fita dupla de DNA

Fita dupla de DNA

Fita molde de DNA

Fita molde de DNA

d

Enzima Taq polimerase
Enzima Taq polimerase

e

primer
primer c1-sonda-c2

Fita dupla de DNA

Fita dupla de DNA

Fita molde de DNA

Fita molde de DNA

Enzima Taq polimerase
Enzima Taq polimerase

Enzima Taq polimerase
Enzima Taq polimerase

Fluorescência

A proximidade entre os cromóforos na sonda original antes do anelamento 
evita as emissões de fluorescência após excitação a partir da fonte de luz do 
termociclador. A detecção da seqüência alvo é obtida quando o equipamento, 
por meio de um programa de computador, indica que foi atingido o primeiro valor 
detectável acima do limite de referência, o qual é definido como a fluorescência 
de base sem ocorrer reação 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 fluoróforos e quenchers nas extremidades, mas apresentam 
uma conformação secundária de DNA tipo haste e alça com os cromóforos 
próximos entre si e parte da fita anelada no início da reação enzimática. Na 
alça, há uma seqüência complementar à fita molde de DNA, de modo que, 
quando a reação se processa, a sonda hibridiza-se com a fita molde e adota uma 

Fig. 3. Estágios da técnica PCR 
em tempo real com o sistema 
TaqMan de sondas ligadas a 
uma molécula de cromóforo e 
uma molécula “quencher”: a) fita 
dupla de DNA molde intacta; b) 
desnaturação do DNA molde e 
separação das fitas; c) anelamento 
dos primers e da sonda TaqMan 
marcada; d) polimerização das 
novas fitas e desligamento dos 
cromóforos e “quenchers”; e) 
desligamento da polimerase e 
emissão de fluorescência forte.
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conformação linear mantendo distantes os cromóforos. Nesta situação, uma 
pequena quantidade de fluorescência é produzida e corrigida pelo programa de 
modo a não interferir na detecção. A possibilidade de utilização de fluoróforos 
de diferentes cores na mesma reação permite detectar diferentes seqüências 
alvo. 

Fig. 4. Curva hipotética de amplificação de seqüência de DNA de um fitopatógeno via 
PCR em tempo real. 
Onde: cd – ciclo de detecção do fitopatógeno. 

O sistema SYBR Green para PCR em tempo real também é fluorescente e 
tem como características o baixo custo relativo aos demais, maior factibilidade e 
inespecificidade quanto ao substrato de fita dupla. O uso deste sistema baseia-
se na adição de um cromóforo denominado SYBR Green ao mix da reação de 
PCR no início da reação (VITZTHUM et al., 1999). A molécula de SYBR Green 
apresenta um pequeno nível de fluorescência basal sem estar ligada à fita dupla 
de DNA, o que não interfere na quantificação dos amplicons e na detecção 
da seqüência alvo, uma vez que esta quantidade basal é considerada pelo 
programa. Os picos de fluorescência aumentam de acordo com o aumento do 
número de fitas duplas no mix da reação, uma vez que o composto intercala-se 
e liga-se à fita dupla e desliga-se da mesma durante a desnaturação (Fig. 5).

Atualmente, uma série de equipamentos está disponível no mercado para 
a prática de PCR em tempo real como o Gene Amp 5700 da Applied Biosystems 
(Foster City, Califórnia), o iCycler iQ da empresa Bio-Rad (Hércules, Califórnia) 
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 reações independentes. Para viabilizar a aplicação prática da PCR em 
tempo real na área de Fitopatologia, alguns protocolos foram desenvolvidos para 
detectar fungos em sementes (ZHANG et al., 1999), bactérias em sementes 
(BERG et al., 2006) e vírus em tecidos de plantas (ROBERTS et al., 2000).
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aFita dupla de DNA molde

bFita dupla de DNA com moléculas de SYBR Green

cFita dupla de DNA em desnaturação com moléculas de SYBR Green

dFitas simples de DNA molde, moléculas de SYBR Green, primers e polimerase

Primer

SYBR Green
Enzima Taq polimerase

e

Enzima Taq polimerase
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Fig. 5. Estágios da técnica PCR em tempo real com o sistema SYBR Green: a) fita dupla 
de DNA molde intacta; b) integração e ligação do corante à fita dupla; c) desnaturação 
do DNA molde, separação das fitas e desligamento do corante; d) solução contendo 
DNA molde, primers, polimerase e corante; e) anelamento dos primers e acoplamento da 
polimerase; f) polimerização das novas fitas, desligamento da polimerase e ligamento do 
corante nas fitas duplas de DNA.
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6. Reação em Cadeia da Polimerase e Análise 
Filogenética de Seqüências do DNA Genômico

A escolha da PCR associada à análise filogenética de seqüências 
como técnica padrão para diagnose de doenças de plantas depende de boa 
infra-estrutura no laboratório para extração de DNA, seqüenciamento e 
análise de dados. Após a aná l ise do material vegetal, o pesquisador 
pode optar por isolar primeiramente o microrganismo em me i o  de 
cultura e multiplicá-lo para extração de DNA. Não sendo possível cultivar 
o patógeno em me io  de cultura, a PCR poderá s e r  realizada com 
extrato vegetal ou DNA extraído dos tecidos infectados. Os fragmentos 
de DNA amplificados poderão ser clonados em vetores ou enviados 
diretamente para seqüenciamento. Quando se trata de doença sem 
sinais visíveis do patógeno, uma s é r i e  de inferências é feita no material 
coletado em diferentes idades e sintomas, antes de se proceder à análise 
molecular. Quando não é possível a verificação de sinais do patógeno 
no tecido atacado com microscópio de luz e acredita-se que a doença 
é causada por um agente biótico, primers específicos para micoplasmas, 
vírus e viróides são avaliados. No caso de ocorrência de um fungo 
desconhecido cultivável em me io  de cultura, ou conhecido mas não ao 
nível taxonômico desejado, pode-se realizar a identificação molecular 
por meio de seqüências correspondentes a rDNA 18S, 5.8S e ITS de rDNA 
(“Internal Transcribed Spacer” de DNA Ribosomal Nuclear) com o uso de 
primers universais. Outras regiões genômicas também são importantes 
para diferenciar espécies, a exemplo do gene correspondente ao rDNA 
28S, TEFa (fator de tradução e elongação 1-alfa), RPB1 (subunidade I da 
RNA polimerase II). O mesmo procedimento com primers universais pode 
s e r  adotado para diagnose molecular de nematóides e bactérias, sendo 
neste último caso utilizados primers para amplificação do rDNA16s ou 
regiões específ icas do genoma. Em todos estes casos, depois de 
obtida a s e q ü ência do gene, uma análise filogenética para fins taxonômicos 
é realizada em programas de computador (Fig. 6) (GONÇALVES, 2003). 
Primers exclusivos para espécies até grupos infra-subespecíficos 
(KURAMAE; SOUZA, 2002; MAHUKU et al., 2006) também podem ser 
utilizados na diagnose mo l e cu l a r  de doenças de plantas causadas por 
fungos e bactérias bem como para espécies de micoplasmas, vírus e 
viróides (LEE et al., 2001; ZERBINI et al., 2001; DUSI; MARINHO, 
2001). Nesses casos, a presença 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 seqüências repetitivas, 
a exemplo das seqüências ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic 
Consensus Sequence), REP (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence) e 
BOX, podem s e r  utilizados para caracterizar populações específicas e, 
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nestes casos, tornam-se ferramentas valiosas na diagnose molecular de 
isolados de interesse (WILLIAMS; FITT, 1999).

Fig. 6. Etapas da identificação molecular de fitobactérias por análise filogenética 
de seqüências de rDNA16S a partir de DNA de diferentes isolados de bactérias 
patogênicas ao eucalipto (i1a i7); e à direita marcador 1Kb: a) gel de agarose com 
fragmentos amplificados via PCR; b) gel visualizado em luz ultravioleta; c) gel com 
marcas fortes dos plasmídeos contendo os genes; d) seqüenciador automático ABI Prism 
377; e) eletroferograma parcial de seqüência de DNA. 

7. Perfil de Ácidos Graxos (Fame)

Os lipídeos ou ácidos graxos são extensas moléculas com e s q u e leto 
de carbono que têm a função de estruturar a membrana plasmática e 
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servir de reserva de energia. Em fungos e bactérias, o perfil quali-
quantitativo de ácidos graxos por m e i o  de cromatografia gasosa pode 
ser utilizado na diagnose molecular de doenças de plantas (LANOISELET 
et al., 2005). Atualmente, um sistema automatizado denominado MD 
(Microbial Identification System) é capaz de identificar com grande 
precisão fungos filamentosos, leveduras e bactérias por meio da análise 
qualitativa e quantitativa dos ácidos graxos presentes na parede celular 
destes microrganismos. Este s i s t e m a  constitui de um cromatógrafo 
gasoso acop lado a um computador,  o qua l  armazena a base 
de dados dos perfis de ácidos graxos de uma grande coleção de 
espécimes, além do programa que analisa os dados obtidos na le i tura do 
cromatógrafo. A metodologia de ident if icação consiste em cultivar 
o microrganismo alvo, extrair os ácidos graxos, aplicar a amostra e 
aguardar os resultados que saem em forma de gráficos e tabelas com 
a indicação da espécie e índice de similaridade. Para os casos em que não 
há na base de dados informações suficientes para reconhecer o organismo 
que se deseja identificar, o sistema indica os taxa mais prováveis e 
seus respectivos valores de s im i laridade, a l ém do perfil encontrado na 
amostra. A identificação de bactérias com este sistema pode constituir 
rotina na diagnose molecular de doenças de plantas, a l ém de s e r  mais 
uma ferramenta de trabalho para a pesquisa que envolve a taxonomia de 
fitopatógenos. A desvantagem é que esse s istema é caro e existe 
em poucos laboratór ios no Bras i l . Contudo, apresenta vantagens 
para trabalhos taxonômicos pois já possui uma extensa biblioteca e 
um programa de análise de dados, m e s m o  havendo limitações devido à 
baixa repetibilidade de resultados para usuários iniciantes e para isolados 
desconhecidos de sua base de dados. Este sistema tem sido usado com 
sucesso para a identificação de Xanthomonas spp. e Pseudomonas spp. 
(YANG et al., 1993, JANSEN et al., 1996).

8. Perfil Isoenzimático por Eletroforese, Perfil Indireto 
de Enzimas e Análise Sorológica

Toda proteína é codificada por um gene correspondente. Ao 
considerar as pequenas variações no genoma de e s p é c i e s  de um 
mesmo gênero, a ausência de uma determinada proteína em uma espécie 
dada por uma pequena alteração no alelo do gene responsável por 
sua codificação pode ser considerada uma característica taxonômica 
fenotípica, a exemplo dos padrões de ranhuras na parte posterior de 
fêmeas de fitonematóides. Ao reunir informações da presença ou 
ausência de proteínas denominadas isoenzimas em n ú m e r o  suficiente 
para separar as várias espécies dentro de um gênero e espécimes de 
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uma espécie, ou ainda, raças dentro da espécie, o pesquisador poderá 
auxiliar-se deste recurso para a diagnose de uma determinada doença. 
O perfil de isoenzimas é uma técnica que após sua implementação e 
padronização apresenta utilização s imp les, eficaz e de baixo custo, sendo 
seu emprego direcionado aos patógenos cuja informação de perfis de 
isoenzimas está bem caracterizada. 

No caso de análise do perfil indireto de enzimas, inicialmente 
os e s p é c i m e s  em cultura pura são cultivados em m e i o s  que contêm 
fontes distintas de carbono, nitrogênio, lipídeos, aminoácidos e outras 
substâncias. Estes testes são realizados em tubos de ensaio fornecendo 
separadamente c a da  s ub s t â n c i a  q u e  s e  d e s e j a  ava l i a r  q uan to 
à  u t i l i z a ç ão  ou  n ão  p e l o  microrganismo alvo. Frequentemente, estes 
testes são empregados na diagnose de doenças causadas por bactérias. 
Atualmente, sistemas automatizados têm s i do  muito utilizados para 
facilitar parte deste trabalho, não dispensando, no entanto, a inclusão 
de provas bioquímicas em alguns dos testes necessários em cada 
gênero. No caso de não dispor de sistema automatizado, o pesquisador 
deve realizar uma análise numérica de uma grande quantidade de dados 
utilizando-se para tanto um programa de computador apropriado. O 
s i s t e ma  de análise de perfil de uso de fontes de carbono BIOLOG® 
(JONES et al., 1993) tem este objetivo e consiste em avaliar a existência 
e produção 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 análise de agrupamento perfazer uma 
taxonomia numérica (Fig. 7) e indicar a espécie presente. Devido ao aumento 
da complexidade do trabalho taxonômico a partir de provas bioquímicas 
necessárias, outro sistema possível de uso automatizado ou manual 
denominado API® System (BioMérieux, França) (Analytical Profile Index) tem 
s ido utilizado em taxonomia de fitobactérias, a exemplo de Serratia spp. 
(RASCOE, et al., 2003) e Erwinia spp. (SHUERGER; BATZER, 1993).

Já a análise sorológica para a detecção de patógenos conhecidos é uma 
técnica muito útil na diagnose de doença de plantas devido ao baixo custo e 
facilidade de execução. A técnica consiste na extração de proteínas do 
agente causal da doença, a partir da planta com sintomas de doença 
causada por vírus, fungos ou bactérias ou m e s m o  a partir de cultura pura de 
bactérias ou fungos, e análise deste material mediante a técnica conhecida 
como Elisa (Enzyme linked immunosorbent assay) (CLARK; ADAMS, 1977). 
Em seguida, anticorpos específicos conjugados com a enzima catalizadora 
do teste devem s e r  adicionados à amostra alvo, conjuntamente com um 
substrato para reação colorimétrica, por exemplo, p-nitrofenilfosfato. O 
resultado é lido com um sensor colorimétrico denominado espectrofotômetro 
em comprimentos de onda específicos para cada enzima.
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Fig. 7. Análise do perfil de utilização de fontes de carbono por bactérias fitopatogênicas: 
a) colônias de bactéria em meio Biolog; b) suspensão de bactérias em tubos; c) microplacas 
em fase de semeio da suspensão de bactérias; d) câmara BOD para cultivo de bactéria; 
e) equipamento leitor de placas de Elisa; f) microplacas com resultados positivos (poços 
roxos) e negativos (poços claros); g) tabela com resultados da porcentagem de isolados 
da espécie com resultado positivo para a fonte de carbono. 

9. Conclusões

Para a tomada de decisão quanto às ações a serem realizadas visando ao 
controle ou manejo integrado de doenças numa planta ou numa população 
de plantas, sejam cultivadas ou daninhas, é fundamental ter a diagnose 
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correta da doença com a identificação precisa do agente causal. Tecnologias 
modernas que associam uma abordagem múltipla como as técnicas de avaliação 
do perfil genotípico e fenotípico de agentes bióticos causadores de doenças em 
plantas são ferramentas fundamentais para uma diagnose eficaz. A partir 
do desenvolvimento da biologia molecular, concomitantemente com 
a ciência da Computação, da Microbiologia e da Fitopatologia, tornou-
se possível avaliar um maior número de características dos fitopatógenos, 
tanto do genoma ou mesmo de plasmídeos no caso de bactérias, utilizando-
se hibridização 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 não para avaliar o perfil 
de ácidos graxos da parede celular (FAME), o perfil de utilização de fontes 
de carbono (p. ex. BIOLOG) e o perfil de proteínas reúnem em suas 
b ib liotecas respostas dos isolados tipos e de uma ampla gama de espécimes 
de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Para os nematóides, o 
perfil de isoenzimas e a morfologia são as técnicas predominantes para 
a diagnose, com uma crescente tendência ao uso de marcadores moleculares, 
fundamentadas em s e q ü ências de DNA. Este aumento do conhecimento 
das características genotípicas e fenotípicas de fitopatógenos associadas às 
especificidades dos mesmos quanto aos hospedeiros e ao clima permitiu 
classificá-los em taxa que representam com grande fidelidade as divisões 
naturais, resultando num sistema nomenclatural estável. Atualmente, no Brasil 
a diagnose de rotina em laboratórios de fitopatologia e patologia florestal 
emprega técnicas tradicionais de isolamento direto, cultivo quando necessário 
e análise microscópica e morfometria em microscópios de luz comum. Tais 
abordagens apresentam resolução em nível de espécie e têm tido êxito em 
orientar medidas de controle de doenças, pois estas medidas apresentam 
amplo espectro de ação. Mesmo que este diagnóstico resulte na identificação 
correta do patógeno até ao nível de gênero, poderá haver êxito no controle da 
doença causada por este, na propriedade. No entanto, para efeito de adoção 
de sistemas de manejo integrado dentro do conceito de desenvolvimento 
sustentável e para a perpetuação de um necessário e rigoroso sistema de 
segurança biológica no Brasil, a taxonomia molecular deve se consolidar como 
ferramenta útil para suportar decisões precisas e seguras.
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Capítulo 17

A Comunicação Química entre os Insetos: 
Obtenção e Utilização de Feromônios no 

Manejo de Pragas

Marcílio José Thomazini

1. Introdução

A expansão e a evolução da agricultura brasileira trouxeram avanços 
econômicos e tecnológicos à 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 calendários, sem 
saber se a praga se encontrava em um nível populacional que pudesse causar 
danos à cultura.  

O uso indiscriminado de pesticidas resultou em problemas como 
resistência de pragas aos produtos químicos, aparecimento de pragas 
secundárias, ressurgência de pragas pela destruição de seus inimigos naturais, 
efeitos adversos em insetos benéficos, efeitos tóxicos 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 então 
o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que visa, por meio de amostragens 
sistemáticas, enfatizar o controle biológico natural e os níveis de ação, manter 
as pragas abaixo do nível de dano econômico, de forma harmoniosa com o 
homem e meio ambiente.

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

Os odores são muito importantes na localização de presas, na defesa e  
agressividade, na seleção de plantas, na escolha de locais de oviposição, na corte 
e acasalamento, na organização das atividades sociais e em diversos outros tipos 
de comportamento (VILELA; DELLA LUCIA, 2001a).  
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2. Conceitos sobre Comunicação Química

A descoberta das substâncias químicas que intermedeiam as relações 
entre organismos da mesma espécie, denominadas feromônios, e entre 
espécies, denominadas aleloquímicos, pode permitir o desenvolvimento de 
novos produtos para uso no manejo integrado de pragas. 

Os feromônios agem na comunicação intra-específica e são divididos 
segundo sua função como feromônio de alarme, sexual, de atração e agregação 
entre outros; os aleloquímicos agem na comunicação interespecífica e podem 
ser divididos em três classes: 1) cairomônios, um composto ou uma mistura 
de compostos que beneficia o receptor do sinal. Como exemplos existem 
os voláteis induzidos de plantas, devido ao dano causado por herbivoria, 
que agem na atração de parasitóides de ovos (MORAES et al., 2005a); 2) 
alomônios, substâncias que beneficiam o emissor do sinal. Como exemplo 
tem-se as substâncias de defesa de artrópodes, como veneno de vespas, 
substâncias repelentes em formigas, substâncias para atrair e subjugar presas 
e diversos compostos secundários de plantas como substâncias de defesa 
contra herbívoro; 3) sinomônios, sinais que beneficiam tanto o emissor como o 
receptor e são identificados na interação planta-herbívoro, herbívoro-predador 
e no terceiro nível trófico. Como exemplos de sinomônios podem ser citadas as 
interações formiga-pulgão, odores florais e polinizadores e planta e parasitóide. 
Os aleloquímicos podem se originar tanto de plantas, como insetos, alimentos 
ou outras fontes. 

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

Durante as últimas quatro décadas houve um grande avanço na importância 
de feromônios em programas de manejo de pragas (BIRCH, 1982; VILELA; DELLA 
LUCIA, 2001b). Estes compostos têm várias vantagens quando comparados 
aos pesticidas químicos: a) são específicos; b) não afetam populações de 
pragas secundárias ou inimigos naturais; e c) têm baixa toxicidade a mamíferos 
(SILVERSTEIN, 1981). A utilização de feromônios como um método direto de 
controle de pragas ou para o monitoramento de populações pode contribuir 
para prevenir o uso indiscriminado de inseticidas.

Os feromônios, tanto os sexuais como os compostos defensivos, em sua 
maioria, possuem característica multicomponente. Os compostos de defesa 
produzidos por percevejos são de baixo peso molecular e compartilhados por 
várias espécies, mas há uma tendência da mistura de componentes de defesa 
ser específica, isto é, as espécies apresentam vários componentes em comum, 
mas ao menos um é diferente ou as proporções entre eles são bem distintas 
entre as espécies. A mistura do feromônio sexual é constituída, no geral, por 
dois ou três compostos e é espécie-específica. Esta especificidade é garantida 



A Comunicação Química entre os Insetos: Obtenção e Utilização de Feromônios no 
Manejo de Pragas 341

pela presença de multicomponentes, além de insaturações, ramificações, 
grupos metílicos, e grupos funcionais nas cadeias lineares. 

Um bom exemplo da importância da presença de multicomponentes é 
o feromônio sexual dos lepidópteros, grupo no qual quem libera o feromônio 
sexual é a fêmea. Os insetos da ordem Lepidoptera apresentam uma diversidade 
de feromônios baseada em poucas estruturas básicas e podem ser divididos em 
dois grandes grupos, chamados tipo I e II. Os compostos do grupo I apresentam 
estrutura carbônica linear, variando de 10 a 18 carbonos, com grupos funcionais 
terminais, álcool, acetato ou aldeído, e duplas ligações, sendo a sua maioria dos 
compostos de 0 a 3 instaurações. Os do tipo II são hidrocarbonetos de cadeias 
longas de C17 a C23 e seus epóxidos (ANDO et al., 2005). 

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

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

Na ordem Heteroptera a diversidade dos compostos pertencentes ao 
feromônio sexual é muito maior do que nas mariposas e não há padrões de 
estrutura química tão bem estabelecidos para famílias ou subfamílias. No 
entanto, é possível observar um padrão dentro do mesmo gênero, embora 
isso nem sempre ocorra (MILLAR et al., 2005). Na família Pentatomidae 
quem libera o feromônio sexual são os machos. Os gêneros Acrosternum e 
Nezara compartilham os mesmos componentes na mistura do feromônio 
sexual, o trans –(Z)-epóxi-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 isômero cis 
(cis-Z-BAE) (BAKER et al., 1987; ALDRICH et al., 1987; McBRIEN et al., 2001). 
A especificidade do feromônio sexual ocorre devido a diferentes proporções 
destes dois compostos na mistura feromonal.

Fig. 2. Cis e trans –(Z)-epóxi-bisaboleno ((Z)-(1′ S,3′ R,4′ S) (-)-2-(3′,4′-epoxi-4′-
metilciclohexil)-6-metilhepta-2,5-dieno), o feromônio sexual produzido por diferentes 
gêneros de Acrosternum e Nezara. 

OH

O O

trans-Epóxi-bisaboleno cis-Epóxi-bisaboleno                
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O percevejo Tibraca limbativentris, praga da cultura do arroz, libera o 
sesquiterpeno alcoólico zingibenol (BORGES et al., 2006). Este composto é 
altamente atrativo às fêmeas em bioensaios usando olfatômetros em Y. Um 
outro pentatomídeo que tem como feromônio sexual um sesquiterpeno, o (7R)-
sesquifelandreno, é Piezodorus guildinii, praga da cultura da soja. Já E. heros e 
Thyanta perditor têm como feromônio sexual ésteres acetatos. Em E. heros foram 
identificados três acetatos específicos do macho, 2,6,10 trimetiltridecanoato 
de metila, (E,Z)-2,4-decadienoato de metila e 2,6,10 trimetildodecanoato de 
metila (Fig. 3). T. perditor tem um único composto específico no macho que é 
o éster (E2,Z4,Z6) decatrienoato de metila (BORGES et al., 1997; MORAES et 
al., 2005b).

Fig. 3. Estrutura química dos componentes do feromônio sexual do macho do percevejo 
Euschistus heros.

Nos curculionídeos os machos produzem o feromônio sexual e os 
compostos identificados no geral são de origem terpenóide. O bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis, tem quatro componentes na sua mistura 
feromonal, todos derivados do isopreno. Os dois principais componentes 
consistem de álcoois terpenóides, o álcool grandisol (1R,2S)-cis-2-
isopropenil-1-metilcyclobutanoetanol e o álcool (Z)--3,3 dimetil delta-1-beta-
ciclohexanoetanol e, em menores quantidades, dois aldeídos terpênicos, os 
(Z)-3,3-dimetil-delta-1-alfa-ciclohexanoacetaldeído e (E)-3,3-dimetil-delta-1-
alfa-ciclohexanoacetaldeído (TUMLINSON et al., 1969).

Atualmente na literatura é possível encontrar milhares de compostos 
identificados como feromônio de insetos (THE PHEROBASE, 2007), mas sabe-
se muito pouco sobre a função destes compostos na comunicação química 
entre inseto-inseto ou inseto-planta para torná-los uma nova ferramenta no 
manejo de inimigos naturais e outros insetos. 

3. Metodologias para Obtenção de Feromônios

Feromônios, principalmente os sexuais, são geralmente obtidos em 
quantidades diminutas, de µg a mg, sendo moléculas orgânicas com centros 
quirais e/ou instaurações e ramificações, 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 feromônios é que esses compostos são produzidos e liberados 
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pelos insetos em quantidades muito pequenas. No caso do feromônio sexual 
é mais complicado devido à presença de uma série de compostos defensivos 
produzidos em grandes quantidades que podem mascarar sua identificação.

A identificação de um feromônio sexual requer uma série de etapas 
interligadas: criação e manutenção de uma colônia de insetos; bioensaios com 
insetos vivos, para entender o comportamento e avaliar quem é o sexo produtor 
do feromônio sexual; aeração ou extração do feromônio por solvente; análise 
química, para identificação estrutural do composto; síntese do feromônio e 
mais bioensaios para avaliar se o feromônio isolado e o sintético estimulam 
alguma mudança no comportamento do inseto. Após estas etapas, a eficiência 
dos compostos voláteis será testada em campo, com uso de diferentes 
armadilhas. 

Zarbin (2001) relata, detalhadamente, os principais procedimentos para 
extração, isolamento e identificação de substâncias voláteis de insetos e enfatiza 
que as pesquisas com feromônios caracterizam-se pela interdisciplinaridade, 
envolvendo várias áreas do conhecimento, e técnicas que permitam obter 
materiais naturais puros, com bom rendimento, em escala de nanogramas.

Para o primeiro feromônio sexual identificado, o da mariposa B. mori no 
final da década de 1950, foram utilizados mais de 500 mil insetos. Nos dias 
atuais é possível a identificação de um feromônio sexual com poucos insetos e, 
algumas vezes, com até um único inseto, devido ao grande avanço tecnológico 
ocorrido nas últimas décadas. 

3.1. Coleta do Material

A obtenção de um feromônio pode ser feita usando diferentes metodologias.  
É importante conhecer a fisiologia do inseto para poder decidir qual a melhor 
metodologia de extração.

Para os percevejos pentatomídeos, quando se está interessado na coleta 
dos compostos defensivos dos adultos o mais indicado é coletar o material 
diretamente da glândula, usando um microcapilar de vidro. Os percevejos 
apresentam uma glândula grande de cor alaranjada chamada de glândula 
metatorácica (GM), podem ser dissecados e a GM pode ser facilmente encontrada 
e exposta (BORGES; ALDRICH, 2001). Com o auxílio de um microcapilar de 
vidro, afinalado em uma das extremidades, pode-se cuidadosamente inserir a 
extremidade afinalada na glândula e a secreção que está no seu interior sobe 
por capilaridade. A secreção pode ser dissolvida em um solvente orgânico como 
diclorometano, éter, hexano. No caso de ninfas de percevejos as glândulas 
estão localizadas na parte abdominal dorsal. Assim sendo, é mais fácil obter os 
compostos das glândulas mergulhando as exúvias, nas quais as glândulas estão 
presentes, direto em uma pequena quantidade de solvente.

Para coletar o feromônio sexual de mariposas é possível extrair a glândula 
das fêmeas, que fica no ovipositor. A lagarta-elasmo, Elasmopalpus lignosselus, 
tem hábito noturno e expõe a glândula durante a noite, liberando o feromônio 
para atrair os machos. Neste caso, pode-se tanto cortar a glândula quando está 
exposta e mergulhá-la em um solvente para a extração, ou realizar aerações. 
No primeiro caso há a vantagem da facilidade e rapidez, mas a desvantagem 
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de contaminação da amostra com outros compostos que estão no interior da 
glândula e tecidos que a envolvem. 

Na extração por aeração a garantia de que somente os compostos voláteis 
liberados estão sendo extraídos é maior. A aeração é conduzida com machos e 
fêmeas colocados, separadamente, em câmaras de vidro de 1 litro (ZHANG et 
al., 1994) (Fig. 4).  O ar é introduzido na câmara de vidro através de uma bomba 
de vácuo. Antes de alcançar o olfatômetro o fluxo de ar deve ser filtrado usando, 
por exemplo, um filtro de carvão ativado a uma taxa de 1.000 ml/h. A bomba 
de vácuo é conectada a dois tubos de vidro (15 cm de comprimento x 1,5 cm de 
diâmetro) contendo alguns miligramas de adsorvente químico, como Super Q 
(Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL), Tenax, Porapak ou carvão ativado, nos 
quais os voláteis serão retidos (MILLAR, 1998). O formato e volume da câmara 
podem variar conforme os requerimentos do inseto (tamanho, características 
biológicas e quantidade necessária de insetos a fim de obter voláteis em número 
suficiente para as análises químicas e bioensaios).

Fig. 4. Exemplo de um sistema de aeração para coleta de voláteis de insetos. 

Durante as aerações os insetos podem ou não ser alimentados. Para 
alguns percevejos pentatomídeos a vagem fresca de feijão pode ser usada como 
alimento. Neste caso é importante fazer a aeração do alimento como controle.

Os insetos são aerados continuamente durante vários dias e a extração 
dos voláteis do adsorvente que está nos tubos é feita diariamente usando-se 
hexano, éter ou outros solventes orgânicos. 

Os extratos obtidos nesse processo são concentrados sob um leve fluxo 
de nitrogênio a, aproximadamente, 0,1 inseto/equivalente (I.E.)/µl para serem 
usados em bioensaios. Nas análises quantitativas o volume do extrato é reduzido 
para, aproximadamente, 200 µl.
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3.2. Análise e Fracionamento dos Extratos

Os extratos e as frações podem ser analisados por cromatografia gasosa, 
com cromatógrafo equipado com um detector de ionização por chama para 
análise quantitativa. Na identificação dos compostos os extratos são submetidos 
à cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. A coluna e 
o programa de temperatura devem ser escolhidos dependendo da classe de 
compostos presentes nos extratos. 

Os extratos poderão ser fracionados usando diferentes estratégias 
dependendo da classe dos compostos separados. Em geral, os fracionamentos 
são conduzidos utilizando-se colunas de sílica gel e solventes de diferentes 
polaridades. As proporções entre os solventes podem variar conforme a 
característica química dos compostos presentes nos extratos (MILLAR, 1998).

3.3. Identificação Estrutural dos Componentes

Os componentes presentes nos extratos de insetos machos e fêmeas 
e de plantas são identificados por comparação do padrão de fragmentação 
usando-se uma biblioteca de dados de espectro de massas. As identificações 
são confirmadas por comparação do tempo de retenção e comparação do 
espectro de massas com padrões autênticos e cálculo dos índices de Kovats 
em colunas cromatográficas capilares polares e apolares. 

Microderivatizações podem ser conduzidas para auxiliar na identificação 
estrutural dos compostos. Há uma vasta gama de possíveis estratégias para 
identificar a presença de grupos funcionais na molécula e localizar a posição 
de insaturações e ramificações na cadeia (ATTYGALLE, 2000). Um exemplo 
de uso de microderivatizações na identificação de feromônio foi o estudo 
conduzido com T. limbativentris, cujo feromônio sexual foi identificado como o 
zingeberenol. O espectro de massas obtido para este composto por impacto por 
elétrons não apresentou o íon molecular m/z 222, mas o padrão de fragmentação 
sugeria um sesquiterpeno e a perda de água e, portanto, a provável presença 
de um grupo alcoólico. Para confirmar a presença do grupo OH foi conduzida 
uma microderivatização usando o reagente de sililação N-metil-N-(trimetilsilil) 
trifluoroacetamida (MSFTA). O novo espectro de massas obtido do extrato 
derivatizado mostrou um íon molecular em m/z = 294, confirmando a presença 
do grupo OH (BORGES et al., 2006). O aumento do peso molecular ocorreu 
devido ao grupo Si(CH3)3 que substituiu o próton lábil do grupo OH (Fig. 5).

Fig. 5. Reação de sililação do zingibernol, feromônio sexual do percevejo Tibraca 
limbativentris, com MSFTA.
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3.4. Eletroantenografia

A eletroantenografia é uma técnica que usa como detector a antena do 
inseto. Tanto a eletroantenografia usando compostos puros de forma discreta 
como a eletroantenografia acoplada à cromatografia gasosa, que analisa extratos 
puros com multicomponentes, permitem aos pesquisadores a identificação de 
compostos que geram respostas eletrofisiológicas e que provavelmente terão 
algum papel no comportamento de uma determinada espécie. No entanto, por 
meio da eletroantenografia não é possível discernir qual o papel deste composto 
(para isto são conduzidos bioensaios em laboratório e/ou no campo), mas essa 
técnica auxilia na identificação de possíveis 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. Síntese Química

A última etapa necessária para ter certeza da estrutura química de um 
determinado composto é a síntese química e a posterior comparação dos 
dados espectrais e cromatográficos do produto sintético com o natural, além 
dos bioensaios com esses produtos. Muitos feromônios apresentam sítios 
assimétricos, sendo o inseto capaz de distinguir enantiômeros. No caso de 
E. heros, foram identificados três acetatos específicos do macho, sendo o 
2,6,10 trimetiltridecanoato de metila o mais abundante, seguido pelo 2E,4Z 
decadienoato de metila e 2,6,10 trimetildodecanoato de metila. Bioensaios 
em laboratório e testes de campo mostraram que fêmeas de E. heros são 
atraídas principalmente pelo componente mais abundante, sendo a presença 
dos outros dois componentes desnecessária (BORGES et al., 1999, 1998a, 
1998b). O 2,6,10 trimetiltridecanoato tem três centros quirais que geram oito 
estereoisômeros possíveis. Para identificar qual a configuração absoluta do 
composto produzido pelo inseto os oito estereoisômeros foram sintetizados 
(MORI; MURATA, 1994) e testados em laboratório (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 relação ao semioquímico 
testado. A metodologia para os bioensaios consiste de testes em olfatômetros 
em ambientes com controle das condições físicas (temperatura, umidade, 
luminosidade) necessárias aos insetos. As respostas dos insetos em relação à 
fonte natural de feromônio serão comparadas com as respostas à fonte artificial 
(compostos sintéticos ou formulações).

Baseando-se nos resultados obtidos por meio dos experimentos em 
laboratório, os feromônios serão testados em condições de campo, com 
a finalidade de verificar se poderão ser usados como uma ferramenta para o 
controle biológico de insetos-praga. Os testes devem ser feitos com diferentes 
tipos/formatos de armadilhas e de fontes de feromônio.
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4. Feromônios de Insetos no Manejo de Pragas

Basicamente, os feromônios podem ser utilizados para monitoramento 
do nível populacional da praga, captura massal visando ao controle da praga e 
confundimento, por meio da saturação da atmosfera com feromônios, de forma 
a evitar a localização do sexo oposto, impedindo assim o acasalamento.

O monitoramento de insetos no campo com feromônios pode ser 
empregado para detecção de incidência prematura de pragas, por meio 
de um sistema sensível de armadilhas; levantamento de áreas infestadas, 
principalmente em grandes áreas como florestas, cana-de-açúcar, armazéns; 
inspeção quarentenária, monitorando a entrada de pragas exóticas em portos, 
aeroportos, divisas de países; determinação de limiares de ação, utilizando a 
sensibilidade dos feromônios aliada à correlação com parâmetros climáticos 
e fenológicos para predizer níveis populacionais que justifiquem um controle; 
obtenção de estimativas populacionais, correlacionando o número 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 número de 
armadilhas para coletar a maior quantidade possível de insetos. As características 
das armadilhas, como modelo, tamanho, custo, facilidade de construção, 
cor, retenção de insetos, número de armadilhas/área, localização, atraentes 
e liberadores de feromônios, influenciam a eficiência 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 
feromônios no campo, em formulações apropriadas para desorientar e impedir 
o acasalamento (BENTO, 2001).  A formulação deve ter uma taxa de liberação 
de longo período e o feromônio precisa ser estável. Quanto às pragas polífagas 
deve-se considerar que provavelmente não estarão na cultura na maior parte do 
tratamento, e que muitas vezes chegam à cultura já acasaladas. Com relação 
às pragas monófagas o confundimento pode ser bastante eficiente, como 
para o percevejo Campylomma verbasci, praga das macieiras, em que os dois 
componentes do feromônio 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 feromônio liberado no campo na forma 
de capilares, com ação de 3 semanas.

O mercado mundial de semioquímicos representa cerca de 1% do mercado 
dos inseticidas químicos e aproximadamente 30% do mercado dos produtos 
biológicos, incluídos nestes últimos os entomopatógenos, inseticidas botânicos 
e os insetos benéficos.

Os semioquímicos, especialmente feromônios sexuais, têm sido 
investigados intensivamente por vários pesquisadores da área de controle de 
pragas por mais de uma década. Como resultado, foram descobertos excelentes 
caminhos para o seu emprego e vários programas que os utilizam têm sido 
implementados (CARDÉ et al., 1977; DEJONG, 1980; BENTO et al., 1995).  
Além disso, muitos inimigos naturais usam os feromônios como um “caminho” 
para encontrar o hospedeiro (cairomônios) (BORGES; ALDRICH, 2001).
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Pesquisadores investigaram também o emprego de feromônio de alarme 
(GRIFFITHS; PICKETT, 1980) e ainda o uso de cairomônios para insetos 
benéficos (predadores e/ou parasitóides) (ALDRICH et al., 1984), como uma 
nova estratégia em programas integrados de controle de pragas. 

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

Complementando a revisão de Bento et al. (2001a) é possível citar 
outras pesquisas mais recentes com feromônios no Brasil e suas implicações 
a campo, como no caso das respostas de percevejos-praga da cultura da soja 
ao feromônio de E. heros (BORGES et al., 1998b), das pesquisas com a broca-
das-palmáceas, 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 liberação do feromônio de 
agregação (DUARTE; LIMA, 2001). 

Também devem ser citados os trabalhos em tomateiro como o 
monitoramento da traça-do-tomateiro, T. absoluta, com armadilhas contendo 
feromônio (MICHEREFF FILHO et al., 2000; GOMIDE et al., 2001; BAVARESCO 
et al., 2005b) e a avaliação do feromônio sexual da broca-pequena-do-tomateiro, 
Neoleucinodes elegantalis (BADJI et al., 2003). Em algodão, destacam-se o 
controle da lagarta-rosada-do-algodoeiro, P. gossypiella, com o feromônio de 
interrupção do acasalamento (PAPA et al., 2000) e a utilização do feromônio 
de agregação do bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, para atração dos adultos na 
entressafra (FERNANDES et al., 2001). Michereff et al. (2000) relataram o uso 
de diferentes formulações de feromônio e de armadilhas para captura da traça-
das-crucíferas, Plutella xylostella, em repolho.

Em citros, ressalta-se o monitoramento do bicho-furão-dos-citros, 
Ecdytolopha aurantiana, com feromônio sexual (BENTO et al., 2001b; PARRA 
et al., 2004; REIS JUNIOR et al., 2005) e o trabalho de identificação, síntese 
e avaliação de campo do feromônio sexual do minador-dos-citros, Phyllocnistis 
citrella (LEAL et al., 2006). 

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

No café, Bacca et al. (2006) verificaram o espaçamento ótimo de armadilhas 
contendo feromônio 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 feromônio sexual da lagarta-do-cartucho-do-
milho, Spodoptera frugiperda.

Existem empresas no Brasil que comercializam feromônios para 
algumas pragas importantes da nossa agricultura (BIO CONTROLE, 2007; 
ISCA TECNOLOGIAS, 2007). Entre os produtos estão os feromônios sexuais 
sintéticos para monitoramento das seguintes pragas: bicudo-do-algodoeiro, A. 
grandis; mosca-das-frutas, Ceratitis capitata; broca-pequena-do-tomateiro, N. 
elegantalis; traça-do-tomateiro, T. absoluta; traça-da-batatinha, Phthorimaea 
operculella; traça-das-crucíferas, 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-maçã, Cydia pomonella; mariposa-oriental, G. molesta, em maçã 
e pêssego; lagarta-enroladeira-da-maçã, B. cranaodes; bicho-do-fumo, 
Lasioderma serricorne, em fumo armazenado; traças de grãos armazenados; 
besouro-castanho, Tribolium castaneum, em grãos de cereais armazenados. Há 
um feromônio sexual sintético para monitoramento e também coleta massal, 
como no caso do besouro-da-cana-de-açúcar, M. fryanus, e um feromônio 
sintético de agregação, para monitoramento e coleta massal da broca-do-olho-
do-coqueiro, R. palmarum.
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1. Introdução

Diante das perdas de produção provocadas pelo ataque dos insetos, o 
produtor agrícola se depara com a necessidade de recorrer a diversos métodos 
de controle, como o biológico, genético, cultural e químico. Este último, que 
se realiza pela utilização dos inseticidas convencionais e específicos, tem 
estabelecido maiores vantagens devido a sua eficiência, baixo custo e facilidade 
de uso em relação aos demais (SODERLUND, 1995). Todavia, a contínua 
utilização do controle químico com produtos não seletivos, sem a rotação de 
ingredientes ativos, pode causar desequilíbrios como a eliminação de insetos 
benéficos, explosões populacionais da praga e, principalmente, a perda de 
eficácia de inseticidas mediante a seleção de populações resistentes a estes 
compostos químicos (KAY; COLLINS, 1987; GUEDES; FRAGOSO, 1999). 

Os inseticidas podem ser produzidos a partir de um protótipo natural, 
como os piretróides sintéticos, introduzidos no mercado a partir da década de 
70, que são análogos das piretrinas encontradas no piretro, pó obtido de flores 
de algumas espécies do gênero Chrysanthemum (HIRATA, 1995). 

Mais recentemente têm se buscado novos compostos com ação 
inseticida que possuam características desejáveis. Os inseticidas botânicos são 
uma fonte promissora desses compostos e muitos autores têm 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 princípio ativo dos inseticidas botânicos são compostos 
resultantes do metabolismo secundário das plantas, sendo acumulados em 
pequenas proporções nos tecidos vegetais. Atualmente, consideram-se tais 
substâncias de plantas como um modelo para síntese de agrotóxicos mais 
eficientes, menos tóxicos e menos persistentes no meio ambiente e como 
auxiliar para a compreensão da complexa interação entre os seres vivos no 
ecossistema (SAITO; LUCHINI, 1998).

A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a 
produção de compostos secundários, que têm sido demandados continuamente 
pela indústria nesta última década, devido ao incremento da utilização de 
produtos naturais na agropecuária (PLETSCH; SANT ÁNA, 1995). Segundo 
estes autores, 16% das 500 mil espécies de plantas, que se estima existirem 
no mundo, encontram-se na Floresta Amazônica. A pesquisa de substâncias 
ativas derivadas de plantas no Brasil ainda é muito incipiente. Até o início da 
década de 80 foi estimado que menos de 1% das espécies da flora brasileira era 
conhecida quanto aos seus constituintes químicos (GOTTLIEB; MORS, 1980). 
Mesmo considerando ter havido incrementos significativos a partir desse 
percentual, nas últimas duas décadas, há, 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 Amazônia possua uma biodiversidade invejável, no Brasil, 
segundo Martinez (2000), os estudos para avaliação do uso inseticida de 
plantas foram poucos e restritos a condições de laboratório, o que limita a 
utilização prática destes produtos.

Nas condições de Rio Branco, Fazolin e Estrela (2000) e Fazolin et al. 
(2000) obtiveram resultados preliminares satisfatórios 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 
produção 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 orientação apropriada. Nesse trabalho é apontado também 
que 10,2% dos produtores utilizam produtos organoclorados no controle de 
pragas, aumentando consideravelmente os riscos de intoxicação e demais 
efeitos nocivos aos seres humanos, uma vez que estes agrotóxicos são de uso 
proibido.

Dentro deste contexto, foi desenvolvido um projeto de pesquisa com 
o objetivo de realizar a prospecção e avaliação de plantas da Amazônia com 
atividade inseticida, visando à conservação ambiental dos agroecossistemas 
onde as frações ativas dessas plantas poderão ser utilizadas como bioinseticidas 
naturais no manejo de pragas.
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2. Metodologia

2.1. Origem dos Vegetais com Potencial de Utilização como 
Inseticidas

Por meio de uma autorização do Ibama Acre, foram realizados levantamentos 
das espécies vegetais na Reserva Extrativista Chico Mendes, Seringal Porvir, 
os quais apontaram as seguintes espécies para avaliação: andiroba (Carapa 
guianensis Aubl. – Meliaceae), quina-quina (Guettarda sp. – Rubiaceae), Quassia 
amara L. (Simaroubaceae), capança-cidreira (Siparuna spp. – Monimiaceae), 
lacre-de-folha-larga (Vismia sandwithii Evan, 1962 – Hypericaceae), cana-
de-macaco-roxa (Costus guianensis Rusby – Zingiberaceae), joão-brandinho 
(Piper ottonoides Yancker – Piperaceae), aninga (Dieffenbachia picta Schott 
– Araceae), ninho-de-porca (Borreria spp. – Rubiaceae), jutaí (Hymenaea spp. – 
Caesalpiniaceae), Palicourea rigida  Kunth (Rubiaceae), café-branco (Esenbeckia 
spp. – Rutaceae) e breu (Tetragastris spp. – Burseraceae).

Em meados de 2004, com autorização do Ibama do Estado de Roraima, 
foram coletadas e avaliadas sete espécies vegetais do Cerrado: Antonia ovata 
Pohl (Loganiaceae), mirixi (Byrsonima crassifólia (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 
coleção de plantas da Unidade: Piper hispidinervum C. DC. e Piper aduncum L. 
A única espécie coletada na reserva florestal da Embrapa Acre para avaliação 
do potencial inseticida foi o cipó-vick, Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur 
& K. Shum, por se tratar de uma planta abundante no Estado do Acre.

2.2. Obtenção e Composição dos Óleos Utilizados nos Bioensaios

2.2.1. Óleos Essenciais

2.2.1.1. Piperáceas

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 secundários. 
A massa vegetal foi submetida à secagem por 6 dias em secador solar, até 
atingir 30% de umidade, sendo revolvida duas vezes ao dia para facilitar a 
aeração (PIMENTEL et al., 1998). Posteriormente, o material foi submetido 
à extração por arraste forçado de vapor de água, utilizando-se o sistema de 
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caldeira aquecida por gás, acoplada a um extrator (SIMÕES; SPITZER, 1999). 
Após a condensação, a mistura de cada óleo essencial foi recebida em coletores 
comunicantes e separada por decantação. 

O rendimento dos óleos foi em média de 1,8%. A análise por cromatografia 
dos óleos essenciais foi realizada em cromatógrafo gasoso HP5890, coluna 
capilar de sílica fundida (DB-5,30 m x 20 mm), tendo hélio como gás de arraste 
e programação de temperatura de 80ºC a 140°C (4°C/min) e de 140ºC a 240°C 
(20°C/min). O óleo de P. aduncum apresentou 74% de dilapiol, 3,9% de safrol 
e 2,8% de sarisan como componentes majoritários, já para P. hispidinervum 
a análise cromatográfica apontou o safrol como componente majoritário com 
94,7% (Fig. 1).   

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

2.2.1.2. Bignoniácea

Para extração do óleo de T. nocturnum coletaram-se plantas que 
apresentavam secções de caule de até 1 cm de diâmetro. As folhas foram 
separadas dos ramos sendo as amostras imediatamente submetidas à extração 
por arraste de vapor de água, utilizando-se um destilador do tipo Clevenger. O 
rendimento de óleo das folhas foi de 0,8% e das cascas e talos novos de 0,7%. 
A análise do óleo essencial em cromatógrafo gasoso acoplado ao espectômetro 
de massa mostrou ser a mandelonitrila o principal constituinte deste óleo, que 
por hidrólise libera ácido cianídrico em quantidades consideráveis (Fig. 2). 

Fig. 2. Composição do óleo de Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur & K. Shum após 
hidrodestilação das folhas.
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2.2.2. Óleo Não-essencial

2.2.2.1. Meliáceas

O óleo de andiroba, Carapa guianensis Aubl., foi adquirido no comércio 
local, sendo sua origem de fabricação artesanal, por isso não há garantias da 
qualidade e pureza. Desta forma o óleo foi emulsificado na proporção de 1 
ml/100 ml de água, adicionando-se 2 ml de espalhante adesivo (Agral), e em 
seguida foram feitas diluições menores até obter a proporção de 10% do óleo.

2.3. Preparo e Extração do Material Vegetal 

O preparo dos vegetais que não produzem óleos essenciais seguiu uma 
metodologia padronizada e adotada para todos eles. Um dia após a coleta, as 
estruturas vegetais foram secas à sombra até apresentarem aproximadamente 
40% de umidade, com intervalo de secagem variando de 3 a 5 dias. Após este 
processo foram trituradas em moinho até obtenção do pó que foi submetido à 
extração alcoólica. Os tipos de extração utilizados foram:

2.3.1. Extração por Percolação em Álcool 

Tomou-se uma alíquota de 200 g de vegetal em pó, adicionando-se 1 litro 
de álcool anidro p.a. A mistura foi depositada em um vidro âmbar deixando-
se em repouso por um período de 72 horas. Finalmente filtou-se o extrato a 
vácuo.

2.3.2. Extração por Percolação/Concentração do Extrato

Houve casos em que os extratos obtidos foram concentrados, para 
eliminar o solvente, utilizando-se um rotavapor a 55ºC-60ºC. Após a obtenção 
do concentrado, para utilizá-lo nos bioensaios, foi necessário uma ressuspensão 
em solução aquosa com auxílio do tensoativo Tween 20%.

2.3.3. Extração por Refluxo do Solvente

Tomou-se uma alíquota de 200 g de vegetal em pó, adicionando-se 1 litro 
de álcool anidro p.a. Neste caso, o extrato foi obtido por meio de aquecimento 
em álcool etílico p.a. à temperatura de refluxo do solvente (78ºC) por 2 horas, 
filtrando-se a solução final a vácuo.

Independentemente do método utilizado para extrair compostos de 
interesse para avaliação, formaram-se soluções-estoque de cada um deles 
obtendo-se um volume médio de 100 ml, que posteriormente foram submetidas 
às diluições seqüenciais de 10 vezes, para comporem as concentrações avaliadas 
tanto nos bioensaios preliminares como nos definitivos com a finalidade de 
obter curvas e doses de concentração-mortalidade (DL50 e CL50).
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2.4. Experimentação em Condições de Laboratório 

2.4.1. Bioensaios Preliminares 

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

Realizaram-se testes preliminares para avaliar a intoxicação dos insetos 
por exposição de papel-filtro (contato em superfície contaminada), contato 
(tópico), fumigação, ingestão e alteração na viabilidade dos ovos visando obter 
intervalos de concentrações dos óleos que ocasionarem mortalidade do inseto 
desde próximos de zero até próximos de 100%. Cada faixa de resposta foi 
determinada a partir de uma solução-estoque de 100 ml de princípio ativo 
dos compostos que posteriormente foi submetida a diluições seqüenciais até 
obter as concentrações a serem avaliadas. Assim, dentro desta ampla faixa 
de concentrações 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 
função dos compostos utilizados e das espécies e estádios de desenvolvimentos 
dos insetos-alvo. Dentro destes intervalos foram utilizadas entre 5 e 11 
concentrações para os bioensaios definitivos, além de um controle com apenas 
solvente. Essas concentrações foram usadas para determinar as respectivas 
curvas de concentração-mortalidade e cálculo da concentração/dose com 
probabilidade de causar 50% de mortalidade (CL50 e DL50) dos insetos submetidos 
à experimentação, seguindo metodologia descrita por Finney (1971). 

2.4.2. Bioensaios Definitivos

Em todos os bioensaios definitivos as placas de Petri/potes plásticos 
foram mantidas em câmara climatizada à temperatura de 25ºC ± 1ºC, umidade 
relativa de 70% ± 5% e fotofase de 12h, até o momento da avaliação da 
mortalidade dos insetos. O tempo de exposição aos compostos foi de 48h, 
considerando-se a mortalidade cumulativa no período. 

Utilizaram-se as seguintes espécies de insetos: a) larvas de 5º instar 
de Tenebrio molitor L., 1758; b) larvas de 3º 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. Exposição por Contato em Superfície Contaminada (Papel-
filtro) 

Bioensaios de concentração-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. Após a aplicação 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. Exposição por Aplicação Tópica

Os ensaios consistiram na aplicação tópica de 0,5 µl das concentrações 
dos compostos obtidas nas faixas de resposta. A aplicação foi realizada com 
auxílio de uma microsseringa na região dorsal do protórax, no caso de larvas e 
lagartas, e na região protorácica ventral no caso de insetos adultos, que foram 
previamente anestesiados por meio de congelamento em freezer a -8ºC, por 
5 minutos. Posteriormente, foram formados grupos de 10 ou 20 indivíduos, 
dependendo da espécie de inseto-alvo à semelhança da metodologia utilizada 
nos bioensaios para avaliar a exposição por contato (papel-filtro).

2.4.2.3. Exposição por Fumigação 

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

Os bioensaios foram instalados, utilizando-se 30 g de grãos (ou milho 
ou feijão dependendo do inseto-alvo), que após a pesagem e determinação da 
umidade foram colocados em potes plásticos descartáveis com tampa hermética 
com capacidade para 100 ml. Na massa de grãos foram aplicados 2 ml de cada 
concentração dos óleos essenciais. Após o revolvimento para homogeneização, 
deixou-se a mistura secar até a completa volatilização do solvente, para em 
seguida confinar em cada frasco 20 indivíduos adultos da espécie-alvo a ser 
avaliada. 

2.4.2.4. Efeito da Ingestão 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 grão de milho, respectivamente.

2.4.2.4.1. Efeito da Ingestão de Grãos de Milho Contaminados com 
Óleos Essenciais sobre S. zeamais 

Após os resultados de fumigação e utilizando as concentrações dos óleos 
essenciais que não causaram mortalidade a estas espécies, a fim de verificar se 
havia reduzido a alimentação das mesmas, foram montados bioensaios usando-
se potes de plástico com tampa perfurada e recoberta com tela, contendo 20 
g de milho por tratamento. Os grãos foram tratados com 2 ml dos óleos nas 
diferentes concentrações e deixados secar ao ar livre para serem inoculados 
com 20 adultos de S. zeamais em cada pote. O período experimental foi de 30 
dias, avaliando-se a mortalidade diariamente. A umidade dos grãos de milho foi 
mensurada antes e ao final do período experimental, com a finalidade de corrigir 
o peso final dos grãos.
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2.4.2.4.2. Efeito de Ingestão de Folhas Contaminadas com Extratos 
Vegetais

Para lagartas de A. monuste, discos de couve de 7 cm de diâmetro foram 
imersos nas concentrações dos extratos a serem avaliados e colocados para 
secar à temperatura ambiente, sendo em seguida transferidas para placas 
de Petri de igual diâmetro. 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 
ocorrência de deformidades das sobreviventes.

Para adultos de C. tingomarianus folhas de feijão com área conhecida 
foram imersas nas diferentes concentrações 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 crisomelídeo 
durante 5 dias.

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

2.4.2.5. Avaliação da Viabilidade dos Ovos 

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

2.4.3. Delineamento Experimental e Análise dos Dados

Para todos os bioensaios definitivos adotou-se o delineamento experimental 
inteiramente casualizado com quatro repetições, sendo cada bioensaio repetido 
três vezes, realizando-se uma análise conjunta dos resultados.

Os dados de mortalidade foram corrigidos pela fórmula de Abbott (1925) 
e sua relação com a concentração-resposta foi submetida à análise de Próbit, 
utilizando-se o programa de análises estatísticas SAS (SAS INSTITUTE, 1989). 
Após a estimativa das CL50 e DL50, estas foram usadas como concentrações 
discriminatórias dos compostos na detecção da toxicidade em relação aos 
insetos em estudo.

Para os bioensaios de avaliação de ingestão de alimento contaminado 
e viabilidade de ovos realizou-se uma análise de regressão conjunta entre 
estas variáveis e as concentrações dos compostos submetidos aos bioensaios 
utilizando o procedimento SAS (SAS INSTITUTE, 1989).
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2.5. Experimentação em Condições de Semicampo

Os ensaios foram conduzidos em ambiente telado com cobertura de 
vidro, utilizando-se gaiolas metálicas teladas com náilon, 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 feijão da cv. Pérola que, 
após a emissão da segunda folha definitiva, sofreram desbaste permanecendo 
apenas uma planta, constituindo assim uma parcela experimental.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com o número 
de tratamentos variando de 8 a 10 (dependendo do composto a ser avaliado), 
comparados com uma testemunha (pulverização com água) com quatro 
repetições. Após as plantas emitirem a terceira folha definitiva, foram realizadas 
pulverizações a cada 3 dias com os extratos a serem testados.

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

Após este período foram retiradas as folhas das plantas, dispondo-as 
na forma de quadrados, para cálculo da área foliar consumida, utilizando-se 
integrador de área foliar modelo ADC AM-200.

2.6. Experimentação e Avaliações em Condições de Campo

2.6.1. Controle da Vaquinha-do-feijoeiro C. tingomarianus

2.6.1.1. Cultura do Feijão

Após a obtenção de resultados satisfatórios no controle de C. tingomarianus 
ao nível de semicampo, principalmente no que se refere aos extratos alcoólicos 
de P. aduncum e P. hispidinervum, instalou-se um experimento no campo para 
avaliar o efeito nestas condições experimentais.

A cultivar de feijão Pérola foi semeada no espaçamento 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 separação entre 
si de 3 m. Os tratamentos consistiram de pulverizações (300 L/ha) semanais 
de: 1) extrato de P. aduncum a 5% (v/v); 2) P. hispidinervum a 5% (v/v); 3) 
inseticida carbaryl (850 PM) a 1,5 g/litro de água; e 4) testemunha. Utilizou-se 
o delineamento de blocos casualizados com 5 repetições. A porcentagem de 
desfolhamento causada pelo inseto foi avaliada por meio de atribuição semanal 
de notas de zero a cem, comparando-se as médias dos tratamentos pelo teste 
de Scott & Knott (P<0,05) dentro dos estágios de desenvolvimento do feijoeiro, 
definidos por Santos e Gavinales (1998) como: V3 (primeira folha trifoliolada), 
V4 (terceira folha trifoliolada), V5 (desenvolvimento vegetativo), R6 (floração), 
R7 (formação 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 
espaçamento de 0,5 m, com estande de 15 plantas por metro linear e fizeram-
se duas capinas, o suficiente para manter a área 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 m² 
cada uma e os tratamentos utilizados consistiram em pulverizações de 300 L de 
água/ha contendo os produtos à base de: 1) carbaryl (2 ml/L de água); 2) Piper 
aduncum L. (extrato alcóolico a 5% v/v); 3) Piper hispidinervum C.DC. (extrato 
alcóolico a 5% v/v); e 4) testemunha (aplicação de água). Foram avaliadas as 
seguintes variáveis: a) porcentagem de danos às folhas; e b) produtividade 
(média da produção em kg do número 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 relação à C. tingomarianus, adotaram-se os níveis de ação das 
principais pragas desfolhadoras da soja segundo Gazzoni et al. (1998): nível de 
30% na fase vegetativa e 15% na fase reprodutiva. Atingindo esses níveis de 
desfolha as pulverizações foram processadas.  

Para determinar o nível de dano foliar, foram marcadas 10 plantas em cada 
parcela, avaliando-se semanalmente os danos às folhas por meio de atribuição 
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 já se apresentava mais 
amena.

2.6.1.3. Unidades de Observação em Áreas de Produtores 

2.6.1.3.1. Cultura do Feijão

Em uma área de produtor cultivada com a cv. Pérola, realizaram-se 
semanalmente avaliações dos danos causados pela C. tingomarianus às folhas 
do feijoeiro, atribuindo-se notas de zero a cem em função da porcentagem 
de área consumida pela praga. Dependendo da etapa de desenvolvimento da 
cultura, foi determinado o nível de ação, segundo Fazolin e Estrela (2004), 
para decidir quanto à pulverização do extrato, aplicando-se o de P. aduncum 
na concentração de 5% (v/v). Foram realizadas avaliações idênticas na área 
manejada pelo produtor, o qual utilizou inseticida à base de carbaryl, visando 
comparar os níveis de danos e a produção final. 

2.6.1.3.2. Unidade de Observação de Abacaxi 

A unidade foi instalada com o objetivo de controlar a broca-do-fruto-
do-abacaxi, Strymon megarus (Godt, 1824), por meio de pulverizações com 
óleo de P. aduncum a 0,5% (v/v). Esta área de cultivo de abacaxi havia sido 
explorada durante os últimos 8 anos, sem correção de solo e adubação. O 
produtor utilizou o inseticida à base de deltametrina (2 ml/litro de água) para o 
controle da broca adicionando Benzocreol à solução.
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A propriedade possuía 51 mil plantas de abacaxi da cv. Rio Branco, sendo 
o espaçamento das plantas em fila dupla de 1,50 m x 0,50 m. 

Inicialmente, avaliou-se a infestação da broca contando-se e retirando-
se da área os frutos atacados. Semanalmente foi contado o número de 
frutos atacados pela broca em 600 plantas previamente marcadas, e o óleo 
foi pulverizado na concentração de 0,5% (v/v). Foram realizadas as mesmas 
avaliações na área manejada pelo produtor, com o objetivo de comparar os níveis 
de danos e a produção final. As avaliações foram realizadas semanalmente e as 
pulverizações em função do nível de infestação da broca.

3. Resultados

3.1. Bioensaios em Condições de Laboratório

3.1.1. Óleos Essenciais 

Os óleos essenciais de P. aduncum, P. hispidinervum e T. nocturnum 
apresentaram toxicidade para a quase totalidade das espécies/estádios de 
insetos-alvo avaliados, por exposição por contato em superfície contaminada e 
contato tópico (Tabela 1). 

Com relação ao efeito de contato por superfície contaminada com os 
óleos essenciais a menor CL50 observada foi para A. monuste (0,90 · 10-2 µl 
de óleo de P. hispidinervum/cm2). No efeito de contato por aplicação tópica, 
manteve-se esta mesma tendência, com a menor DL50 (0,94 · 10-7 µl de óleo de 
P. hispidinervum/mg de inseto) para lagartas deste lepidóptero, observando-se 
neste caso o maior valor da DL50 (0,56 µl de óleo de P. aduncum/mg de inseto) 
para larvas de T. molitor. Este resultado demonstra que lagartas de A. monuste 
são susceptíveis à exposição dos óleos essenciais das piperáceas avaliadas. 
Avaliações complementares, procurando pulverizar diferentes concentrações 
desses óleos essenciais em folhas de couve e feijoeiro, mostraram efeito 
fitotóxico em concentrações acima de 1%, o que pode limitar o seu uso em 
condições de campo, estendendo-se esta limitação às plantas que possuam 
folhas menos coriáceas.

Embora nas condições experimentais utilizadas não tenha sido possível 
separar claramente os efeitos de fumigação, ingestão e contato com grãos 
contaminados pelos óleos essenciais, estes apresentaram um grande potencial 
para controle de insetos-praga de grãos armazenados. Destacou-se neste 
aspecto o óleo essencial de P. aduncum, o qual apresentou a menor CL50 (0,11 
µg/g de grãos) para Z. subfasciatus, que também foi susceptível ao óleo de 
T. nocturnum (CL50 0,25 µg/g de grãos), segundo menor valor dentre as CL50 
(Tabela 1). 

Avaliações complementares serão realizadas em experimentação 
futura para mensurar o resíduo deixado nos grãos, assim como alteração 
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na palatabilidade em função do tratamento com os óleos essenciais. Neste 
particular, a substituição do óleo de T. nocturnum por segmentos de caules da 
planta fresca parece ser uma alternativa viável para a utilização prática desta 
planta no expurgo de grãos armazenados em pequenas propriedades rurais no 
Acre, uma vez que o ácido cianídrico liberado no processo poderá garantir a 
eficácia deste uso.

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

3.1.2. Óleo Não-essencial 

O óleo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) não apresentou efeito 
significativo sobre a maioria das espécies/estádios de desenvolvimento dos 
insetos submetidos à avaliação toxicológica, exceto sobre a T. molitor, cuja CL50 
foi de 0,56 µl de óleo de andiroba/cm2 em contato em superfície contaminada. 

Este óleo quando aplicado em folhas de couve e feijão também causou 
fitotoxicidade às plantas, provocando queimas das folhas em concentrações 
acima de 1%.

3.2. Avaliação da Toxicidade dos Extratos em Condições de 
Laboratório 

Das 26 espécies de plantas submetidas à extração alcoólica, apenas 7 
causaram mortalidade a alguma das espécies de insetos-alvo.

Os extratos alcoólicos de P. aduncum e P. hispidinervum destacaram-
se pelo efeito tóxico e principalmente pela inibição alimentar. As larvas de T. 
molitor e adultos de C. tingomarianus submetidos à exposição por contato 
em superfície contaminada pelo extrato dessas duas piperáceas apresentaram 
os mesmos valores da CL50 (0,42 µl de extrato/cm2), sendo T. molitor mais 
sensível ao efeito do extrato de P. aduncum e C. tingomarianus ao efeito de P. 
hispidinervum. 

Para a exposição de larvas de T. molitor por via de contato tópico, 
os valores da DL50 foram semelhantes (0,015 µl do extrato de P. aduncum e 
0,016 µl do extrato de P. hispidinervum/mg de inseto, respectivamente), 
demonstrando que os dois extratos são eficazes no controle deste inseto por 
esta via de contaminação. Já os adultos de C. tingomarianus mostraram-se 
mais susceptíveis ao extrato de P. hispidinervum, apresentando valor da DL50 
de 0,0013 µl do extrato/mg de inseto, o que representa uma dose letal cem 
vezes menor comparada àquela para larvas de T. molitor. 

Deve-se destacar o efeito fumigante do extrato de P. aduncum para 
adultos de S. zeamais, embora obtido com um alto valor da CL50 (8,73245 µl de 
extrato/g de grão), o que pode inviabilizar a sua utilização prática (Tabela 2).
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O potencial de utilização prática dos extratos de P. aduncum e P. 
hispidinervum parece estar mais relacionado ao efeito de inibição alimentar 
do que à mortalidade dos insetos, uma vez que quando aplicados às folhas de 
feijoeiro na concentração de 4% para P. aduncum e 5% para P. hispidinervum 
proporcionaram uma redução significativa do consumo foliar de C. tingomarianus 
(Tabela 2). Além disso, ao contrário do que ocorreu com os óleos essenciais, 
os extratos não causaram fitotoxicidade nessas concentrações. Folhas de 
couve tratadas com o extrato de P. aduncum a 5% (v/v) também inibiram 
significativamente a alimentação de lagartas de A. monuste (Tabela 2).

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

Não foi observado efeito ovicida para nenhum extrato alcoólico 
avaliado. 

3.3. Avaliação da Toxicidade dos Extratos em Condições de 
Semicampo

3.3.1. Avaliação da Toxicidade do Extrato de P. aduncum 

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

Nessas condições experimentais houve um decréscimo significativo 
no consumo foliar por adultos de C. tingomarianus, à medida que maiores 
concentrações do extrato de P. aduncum foram pulverizadas nas folhas das 
plantas de feijoeiro (Fig. 4). Em concentrações acima de 5% (v/v) houve inibição 
de alimentação de aproximadamente 50% em relação à testemunha.

3.3.2. Avaliação da Toxicidade do Extrato de P. hispidinervum

Não houve mortalidade de adultos de C. tingomarianus em nenhuma 
das concentrações do extrato de P. hispidinervum avaliadas nas condições 
experimentais de semicampo.

À semelhança dos resultados obtidos com a pulverização das diferentes 
concentrações do extrato de P. aduncum, houve um decréscimo significativo 
no consumo foliar por adultos de C. tingomarianus, à medida que maiores 
concentrações do extrato de P. hispidinervum foram pulverizadas nas folhas 
das plantas de feijoeiro (Fig. 5). Em concentrações acima de 4% (v/v) houve 
inibição de alimentação na ordem de 69% em relação à testemunha.
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Fig. 5. Consumo foliar diário 
médio de adultos de C. 
tingomarianus em plantas 
de feijoeiro tratadas com 
diferentes concentrações do 
extrato de P. hispidinervum, 
em condições de telado 
(semicampo).

Fig. 3. Mortalidade de adultos 
de C. tingomarianus em plantas 
de feijoeiro pulverizadas com 
as diferentes concentrações 
do extrato de P. aduncum, 
em condições de telado 
(semicampo).

Fig. 4. Área foliar total 
consumida por adultos de 
C. tingomarianus em plantas 
de feijoeiro pulverizadas com 
diferentes concentrações 
do extrato de P. aduncum, 
em condições de telado 
(semicampo). 
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3.4. Avaliação da Toxicidade de Extratos e Óleos em Condições 
de Campo

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

3.4.1.1. Cultura do Feijão

Durante a fase de desenvolvimento das plantas de feijoeiro nos estágios 
fenológicos V4 (desenvolvimento vegetativo) até R6 (florescimento), a população 
de C. tingomarianus no campo e, conseqüentemente, seus danos às folhas do 
feijoeiro não foram significativos impedindo assim uma diferenciação entre os 
tratamentos avaliados (Fig. 6). A partir do estágio R7 (formação de vagens), 
quando a tolerância da cultivar Pérola à desfolha é menor (FAZOLIN; ESTRELA, 
2003), refletindo em consideráveis perdas na produção, houve um maior ataque 
da praga, ressaltando a diferença entre os menores níveis de danos às folhas 
das plantas observados nas parcelas submetidas à pulverização, tanto com 
extratos de piperáceas como com inseticidas, em relação à testemunha. Nessas 
condições não houve diferença significativa entre os extratos alcoólicos de P. 
aduncum, P. hispidinervum e o inseticida. Esses resultados não se alteraram até 
que as plantas de feijão atingissem os estágios de formação e de enchimento 
de vagens (R7 e R8, respectivamente).  Se fosse adotado o nível de ação como 
20% de desfolhamento nessas fases, baseado em Fazolin e Estrela (2004), 
a pulverização dos extratos de P. aduncum e P. hispidinervum impediria que 
este nível de dano fosse atingido nos estágios de desenvolvimento R7 e R8, 
considerados críticos quanto à influência negativa da desfolha na produção das 
plantas de feijoeiro.

3.4.1.2. Cultura da Soja

Com exceção do estágio de desenvolvimento V3 (emissão do primeiro 
nó), em todas as demais etapas houve diferença significativa entre os valores da 
porcentagem de danos foliares de C. tingomarianus Bechyné na testemunha em 
relação aos tratamentos de pulverização com extratos e o inseticida carbaryl (Fig. 
7). Em todos os estágios observou-se também que as parcelas pulverizadas com 
carbaryl apresentaram percentual de danos foliares significativamente inferiores 
às parcelas pulverizadas com os extratos de P. aduncum e P. hispidinervum (Fig. 
7). Quanto aos extratos, com exceção dos estágios V3 e V5, houve diferença 
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 proteção das plantas contra o ataque da praga (Fig. 7).

Pode-se observar também que na maioria dos estágios de desenvolvimento 
da soja cv. Gralha, a pulverização dos extratos das duas piperáceas não foi 
suficiente para promover o controle dos adultos de C. tingomarianus, a tal 
ponto que os valores percentuais dos danos foliares permanecessem abaixo 
daqueles adotados para o nível de ação (NA) da praga, nos diferentes estágios 
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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 estágios R3, R6, R7 e R8, caracterizando-se assim 
a alta agressividade desta praga em relação à cultura da soja. Pode-se supor 
neste caso que a mortalidade da população dos insetos em função do inseticida 
foi, em determinados momentos, inferior à migração dos insetos para as áreas 
de cultivo, refletindo desta maneira no aumento dos valores da porcentagem de 
danos causados às folhas das plantas (Fig. 7).

A significativa diferença entre a porcentagem de danos causados às folhas 
da soja entre os tratamentos com inseticida e com os extratos de piperáceas não 
refletiu na produtividade, uma vez que não houve diferença 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 pulverização de inseticidas químicos em larga 
escala, pode-se considerar altamente satisfatória a produtividade obtida nas 
condições experimentais de Rio Branco utilizando-se a cv. Gralha pulverizada 
com inseticidas à base de extrato de P. aduncum e P. hispidinervum.

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

Fig. 6. Comparação dos danos foliares de C. tingomarianus em plantas de feijoeiro cv. 
Pérola tratadas com extratos de óleo essencial e inseticida carbaryl, em condições de 
campo, em função dos estágios de desenvolvimento das plantas*.

*Médias dentro de cada estágio de desenvolvimento, seguidas de mesma letra, não diferem 
significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott (P= 0,05).
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Esse resultado sugere também que a cv. Gralha é tolerante ao 
desfolhamento, necessitando de uma adequação dos valores dos níveis de ação 
a serem adotados durante as etapas de desenvolvimento das plantas. 

Onde: V3 = emissão do primeiro nó; V5 = emissão do quinto nó; V8 = emissão do oitavo; V10 
= emissão do décimo nó; R1 = início do florescimento; R2 = florescimento; R3 = início de 
formação de legumes; R4 = formação de legumes; R5 = início de enchimento de grãos; R6 = 
máximo volume de grãos; R7 = maturação fisiológica; R8 = maturação. 

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

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

3.5. Manejo Integrado de Pragas em Unidades de Observação

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

Os valores do desfolhamento das plantas de feijão atingiram o nível 
de ação, durante todo o período experimental, indicando a necessidade da 
pulverização para o controle da vaquinha (Fig. 8). As pulverizações com os 
extratos alcoólicos e aquosos de P. aduncum foram semanais, mas aquelas 
com carbaryl realizadas pelo produtor não obedeceram a essa periodicidade, 
uma vez que com a estiagem prolongada a previsão de baixa produtividade 
desestimulou o investimento do produtor no controle da praga.

Pode-se observar que a partir da etapa de formação de vagens (R7), os 
menores danos às folhas foram obtidos nas parcelas pulverizadas com o extrato 
alcoólico. No entanto, todos os tratamentos testados não foram eficazes em 
manter esses danos abaixo do nível de ação. Tal fato não pode ser atribuído 
unicamente à ineficácia dos tratamentos, uma vez que devido à 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 
níveis de danos para valores mais altos (Fig. 8). Dentro desse contexto, mesmo 
causando a mortalidade dos insetos pelo consumo das folhas contaminadas os 
tratamentos não impediram a alimentação devido à alta população da praga. 

A estimativa de produtividade para as parcelas em função dos diferentes 
tratamentos foi a seguinte: parcela do produtor (888 kg/ha), parcela pulverizada 
com extrato alcoólico de P. aduncum (1.736 kg/ha) e parcela pulverizada com 
extrato aquoso de P. aduncum (390 kg/ha). Observou-se que mesmo com 
níveis de desfolha elevados, as parcelas pulverizadas com o extrato alcoólico 
de P. aduncum apresentaram uma produção de vagens satisfatória, diante das 
limitações apresentadas, refletindo em uma produtividade acima dos demais 
tratamentos (Fig. 8).

Devido à forte interferência dos fatores climáticos (seca severa) não se 
podem tirar conclusões seguras quanto à eficácia da pulverização do extrato 
alcoólico de P. aduncum no controle da vaquinha-do-feijoeiro, devendo 
ser instalada uma nova unidade de observação no local para uma avaliação 
definitiva.

Onde: V4 = terceira folha trifoliolada; R6 = floração; R7 = formação de vagens; e R8 = 
enchimento de vagens.

Fig. 8. Danos causados às folhas do feijoeiro por C. tingomarianus, em função dos 
estágios de desenvolvimento das plantas e da pulverização com carbaryl (produtor), 
extrato aquoso e alcoólico de P. aduncum. 
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3.5.2. Cultura do Abacaxi (Manejo Integrado da Broca-
dos-frutos)

Observa-se que o óleo de P. aduncum reduziu em 12,5% os frutos 
atacados em relação ao tratamento convencional realizado pelo produtor 
(deltametrina + Benzocreol) e em 28,5% em relação à testemunha (Fig. 9). Por 
se tratar de uma praga cujo dano inviabiliza a utilização do fruto para quaisquer 
finalidades, reduzir a população da praga e, conseqüentemente, os danos aos 
frutos aos níveis observados permite inferir que o óleo de P. aduncum foi eficaz 
no controle do referido inseto. 

Pelo método convencional de controle, o custo do produto para pulverização 
chega a R$ 34,20/hectare. Já o uso do bioinseticida reduz as despesas para 
R$ 25,61/hectare. O cálculo toma como base o preço de comercialização do 
litro de óleo de pimenta longa, que é produzido no Acre e comercializado a R$ 
16,10. 

O óleo de Piper aduncum pode ser utilizado como inseticida no controle 
da broca-do-abacaxi por meio de pulverizações semanais ou quinzenais, 
dependendo da infestação da praga.

Fig. 9. Frutos danificados pela broca-do-fruto-do-abacaxi nas parcelas tratadas com óleo 
de P. aduncum, deltametrina + creolina (tratamento do produtor), em comparação com 
a testemunha (sem tratamento), no período de 7 semanas.
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4. Conclusões e Recomendações

Os extratos de P. hispidinervum e de P. aduncum mostraram-se 
promissores no controle da vaquinha-do-feijoeiro. Torna-se necessário, portanto, 
o desenvolvimento de um processo prático de produção desses extratos na 
pequena propriedade rural. Como essas piperáceas são espontâneas, pioneiras 
e abundantes nos vales dos Rios Purus e Juruá, sendo constituintes importantes 
na composição de capoeiras, suas respectivas utilizações poderão refletir em 
um impacto social e econômico considerável na agricultura familiar do Estado. 

Os óleos essenciais dessas piperáceas apresentaram potencial de 
utilização para plantas que possuam folhas mais coriáceas como café, citros e 
abacaxi, necessitando que sejam finalizadas as observações de campo quanto a 
sua aplicação em maior escala. Para a produção de óleos de P. aduncum poderá 
ser utilizado o mesmo processo de destilação para o óleo de P. hispidinervum 
em funcionamento no Acre, aumentando desta forma a capacidade de uso e 
produção desta infra-estrutura já instalada. 

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

Comprovação científica da toxicidade do óleo ao grupo de pragas que •	
se pretende controlar, visando ao manejo integrado delas. 

Avaliação do potencial de domesticação da pimenta-de-macaco, visando •	
a sua produção em escala comercial.

Viabilização do aproveitamento da infra-estrutura industrial já existente •	
no Estado para a produção de safrol. 

Avaliação do rendimento industrial e do custo de produção do óleo de •	
dilapiol.

Avaliação do potencial de mercado consumidor interno e externo, visando •	
à utilização do óleo na agricultura orgânica, uma vez que é evidente a 
crescente expansão do setor tanto no Brasil como mundialmente.

Registro do óleo rico em dilapiol como inseticida, para utilização •	
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 óleo safrol, a produção em 
escala comercial será apenas uma questão de tempo. 

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

Evidenciou-se também o potencial de utilização de óleos, talos e folhas 
de cipó-vick (T. nocturnum) para expurgo de grãos armazenados com ênfase ao 
milho. Resultados preliminares apontam como promissor o uso dos talos dessa 
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planta in natura para esse fim. Estão sendo realizadas também observações 
quanto à multiplicação desta espécie de forma a domesticá-la, no intuito de 
preservar as populações nativas desta planta da exploração predatória que 
poderia ocorrer caso fosse intensificada a sua utilização.
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1. Introdução

A valoração dos alimentos regionais para o consumo local contribui de 
diversas formas para nutrir e manter a população. Primeiro, valoriza os hábitos 
alimentares, culturas e tradições dos povos amazônicos na medida em que 
reconhece a qualidade dos alimentos naturalmente selecionados pelos povos 
da floresta, contribuindo desta forma para elevar a auto-estima da população 
regional; e, segundo, incentiva a produção agrícola com o aumento da demanda 
dos alimentos regionais, motivando a geração de emprego e renda.  

Há algum tempo, pensava-se que as tecnologias agroindustriais deveriam 
orientar-se em duas direções. Uma no sentido da continuação ou do incremento 
da produção de alimentos sofisticados, nutritivos, convenientes e atrativos como 
já existiam em países desenvolvidos, para atender a demanda de classes de 
maior poder aquisitivo; a outra, no desenvolvimento de processos tecnológicos 
orientando-se para o aproveitamento de derivados ou subprodutos visando à 
produção de alimentos mais nutritivos, que pudessem ser oferecidos a preços 
acessíveis e utilizados por grande parcela da população mundial, hoje carente 
de alimentos. 

Considerando essa segunda tendência, a agroindustrialização de matérias-
primas regionais poderá contribuir sobremaneira para a melhoria da dieta e do 
estado nutricional da população dessas regiões. A tecnologia de alimentos une 
produção e consumo, ocupando-se de sua adequada manipulação, elaboração, 
preservação, armazenamento, transporte e comercialização, associando de um 
lado rendimentos relacionados a métodos e processos de produção agropecuária 
e, de outro, princípios e práticas de nutrição. 

Neste capítulo será oferecida ao leitor uma visão geral sobre os produtos 
regionais reconhecidos como fontes riquíssimas dos mais diversos nutrientes, 
além de uma rápida introdução sobre a importância destes, de forma a despertar 
nos povos amazônicos o interesse em consumi-los, contribuindo para suprir as 
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necessidades nutricionais da população. Os produtos e suas potencialidades 
serão tratados de modo geral e em particular, mostrando as possibilidades de 
uso e suas vantagens conforme a oferta disponível na região, 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 população de baixa renda. Sob a forma de 
farinha apresenta-se como um derivado de reconhecido valor nutritivo e de 
grande aceitação, principalmente para crianças em idade escolar e por idosos. 
Além disso, a fruta in natura apresenta baixo valor de mercado, uma vez que 
grande parte da produção é perdida devido à ausência de adequado manejo 
pós-colheita e também por não serem gerados produtos derivados suficientes 
com esta matéria-prima.

A farinha de castanha-do-brasil apresenta sabor agradável e, mesmo em 
pouca quantidade, mascara o sabor de outras fontes protéicas e energéticas. 
Sua inclusão em produtos industrializados para complementação alimentar 
vem sendo testada com freqüência por instituições de pesquisa com o objetivo 
de reduzir os problemas de disponibilidade e quantidade de alimentos para 
populações carentes. 

O conhecimento do que já está disponível, bem como do que o 
processamento e agregação de matéria-prima podem oferecer ao novo milênio, 
torna-se primordial para poder conviver e melhor usufruir dessas tecnologias.

2. Espécies Vegetais Nativas da Região Amazônica com 
Potencial de Processamento e Agregação de Valor

2.1. Banana (Musa spp. Linneu)

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

A cultura da banana ocupa o segundo lugar em volume de frutas produzidas 
e consumidas no Brasil e a terceira posição em área colhida. As diversas camadas 
da população brasileira consomem banana, não só como sobremesa, mas como 
uma fonte alimentar. Todavia, a parcela da renda gasta com a aquisição deste 
produto é de 0,87% do total das despesas com alimentação.

A produção brasileira de banana está distribuída em todo território nacional, 
sendo a Região Nordeste a maior produtora (34%), seguida das regiões Norte 
(26%), Sudeste (24%), Sul (10%) e Centro-Oeste (6%). Em 2003 esta produção 
foi estimada em 6,5 milhões de toneladas em uma área cultivada de 510 mil 
ha, sendo São Paulo (1.178,4 mil toneladas), Bahia (764,7 mil toneladas) e Pará 
(697,8 mil toneladas) os maiores produtores (SILVA et al., 2005).
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Todos os estados brasileiros cultivam banana, desde a faixa litorânea até 
os planaltos do interior, embora o seu cultivo sofra restrições, em virtude de 
fatores climáticos, como temperatura e precipitação, impondo limites à cultura 
e favorecendo sua concentração nos estados de São Paulo, Bahia, Pará, Santa 
Catarina e Minas Gerais (Tabela 1) (QUANTIDADE, 2008).  No Brasil, a banana 
é uma das frutas mais apreciadas pelos consumidores, sendo superada nessa 
preferência apenas pela laranja (ALVES, 1999). O volume total da produção, em 
torno de 6 milhões de toneladas/ano, é praticamente consumido dentro do País 
(FAO, 1990), sendo a maior forma de consumo in natura. 

Tabela 1. Quantidade de banana produzida por região e por estado, no período 
de 2001 a 2006.

Brasil, região 
geográfica e 
unidade da 
Federação

Ano

2001 2002 2003 2004 2005 2006

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 1.087.329 970.173 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 846.008 912.186 974.010 939.407 1.005.683 946.567
Centro-Oeste 306.837 244.296 254.983 248.403 232.148 222.120
Rondônia 56.037 46.443 56.058 56.117 57.570 46.119
Acre 43.625 52.087 57.918 62.503 55.479 75.589
Amazonas 106.019 377.379 378.800 354.433 244.767 262.166
Roraima 28.000 23.720 29.250 36.454 36.454 36.454
Pará 712.417 723.694 705.268 540.312 537.900 551.786
Amapá 2.808 2.460 2.275 2.072 2.635 3.250
Tocantins 31.301 30.991 36.300 35.438 35.368 32.418
Maranhão 118.173 126.755 128.839 128.752 127.927 124.969
Piauí 35.688 34.877 31.532 28.965 25.203 25.149
Ceará 296.440 334.273 341.715 367.667 363.025 408.026
Rio Grande do 
Norte

123.749 163.538 157.552 199.666 201.891 202.872

Paraíba 272.584 287.735 283.810 284.896 257.447 264.638
Pernambuco 330.227 367.481 418.004 355.604 359.432 388.875
Alagoas 100.463 64.520 50.638 51.799 49.127 43.852
Sergipe 52.915 59.655 63.823 64.936 64.547 64.885
Bahia 717.220 763.901 783.431 872.474 975.620 1.182.941
Minas Gerais 593.877 607.575 544.081 561.721 550.503 554.039
Espírito 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
São Paulo 1.105.827 1.151.600 1.182.585 1.060.520 1.178.140 1.175.768
Paraná 157.579 168.074 240.922 188.387 229.493 231.757

Continua...
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A banana é parte integrante da alimentação das populações de baixa renda, 
não apenas por seu alto valor nutritivo como também por seu custo relativamente 
baixo. Em termos nutricionais, uma única banana supre aproximadamente 25% 
da ingestão diária de vitamina C recomendada para crianças. Contém ainda 
vitaminas A e B, alto teor de potássio, pouco sódio, nenhum colesterol e mais 
açúcar que a maçã (MEDINA et al., 2000). Além dos benefícios nutricionais, 
tem ainda um importante papel na fixação da mão-de-obra rural.

Fruto com larga faixa de maturidade fisiológica, a banana pode ser colhida 
e induzida ao amadurecimento com excelente qualidade, permitindo que o 
processo de maturação comercial seja uma operação de rotina na obtenção do 
produto em estado de maturação específico, de acordo com as exigências 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 manhã 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 não menos apreciados na culinária nacional.

2.1.1. Farinha de Banana

A farinha é o produto obtido da desidratação da polpa da banana, cujo 
sabor deve ser suave, não podendo ser amargo ou adstringente. Apresenta 
cor branca ou ligeiramente amarelada, odor característico, é isenta de fibras, 
pedaços de pêlo (pericarpo) e de outras partículas e eventuais larvas. Deve 
conter de 70% a 85% de carboidratos e teor de umidade não 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. Descrição das Etapas

Recepção – as bananas são recepcionadas na plataforma da agroindústria e 
depositadas ainda em cachos ou pencas sobre paletes previamente higienizados. 
Nesta etapa, são observadas as seguintes características: coloração da casca 
verde-clara, polpa com 19% a 21% de amido e 1,5% de açúcar. 

Pré-lavagem/lavagem/despencamento – a lavagem preliminar é feita em 
água fria, seguida de outras duas com água nas temperaturas de 40°C a 45ºC e 

Santa Catarina 585.858 628.850 618.403 655.680 668.003 596.636
Rio Grande do 
Sul

102.571 115.262 114.685 95.340 108.187 118.174

Mato Grosso 
do Sul

32.094 29.799 26.820 19.799 16.449 8.475

Mato Grosso 119.623 53.360 70.328 66.978 60.527 55.470
Goiás 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

Tabela 1. Continuação.
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de 70°C a 75ºC, respectivamente, por um período de 5 a 6 minutos cada uma, 
com o objetivo de facilitar a próxima etapa (Fig. 2). O despencamento é feito 
manualmente, tomando-se o cuidado para evitar acidentes.

Descascamento – é feito manualmente, utilizando-se facas de aço 
inoxidável para evitar o escurecimento enzimático, uma reação química que 
ocorre naturalmente em contato com o oxigênio.

Fig. 1. Fluxograma para obtenção de farinha de banana.

 
Recepção 

Pré-lavagem/ 
lavagem/ 

despencamento 

Corte 

Tratamento 
antioxidante 

Secagem 

Trituração 

Embalagem/ 
armazenamento 

Descascamento 



Souza, Medeiros, Cruz e Reis390

Fig. 2. Tanque de imersão com água clorada para sanitização das frutas.

Corte – as frutas são cortadas em rodelas de aproximadamente 1 cm, 
utilizando-se um multiprocessador ou facas de aço inoxidável. 

Tratamento antioxidante – as fatias de banana são submetidas a um 
tratamento antioxidante, que pode ser por via úmida, adicionando-se ácido 
cítrico 1% e bissulfito de sódio 1%, ou somente ácido cítrico 1% por, 
aproximadamente, 2 minutos; e por via seca com SO2. Nesse caso ocorrerá a 
combustão do enxofre sublimado puro, podendo ser adicionado um pouco de 
nitrato de sódio ou de potássio para garantir a completa combustão. As doses 
de enxofre variam de 16 a 20 g/m² de atmosfera da câmara, com o tempo de 
exposição de 15 a 30 minutos.  Independentemente do método aplicado, o 
teor residual de SO2 no produto deverá ser de no máximo 200 ppm (ALVES, 
1999).

Secagem – realizada com exposição direta do produto ao ar quente. 
O tipo e a capacidade do secador dependerão do investimento na produção, 
bem como dos recursos locais de combustível, mercado, rentabilidade, dentre 
outros. A secagem natural também poderá ser utilizada após a sulfitação, sendo 
as rodelas ou fatias distribuídas sobre lonas e expostas ao sol por cerca de 6 
a 10 horas. Nesse caso, poderá haver contaminação por poeira e conseqüente 
comprometimento da qualidade do produto final (Fig. 3).

Trituração – o material desidratado é moído em moinho de martelos, com 
peneira de malha de 3 mm, podendo ser necessário peneirar a farinha para 
homogeneização do produto.

Embalagem/armazenamento – após a trituração a farinha obtida deve 
ser acondicionada em sacos plásticos com barreira à entrada de umidade e 
armazenada em local adequado, seco, colocando-se os sacos sobre estrados 
de material resistente à umidade e dispostos para facilitar a expedição, sempre 
seguindo o princípio de que o primeiro que entra é o primeiro que sai (pvps).
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 a b 

Fig. 3. Bananas fatiadas na bandeja para desidratação (a) e desidratação de bananas com 
o uso de estufa com circulação forçada de ar a 80ºC (b).

No preparo da farinha, deve-se evitar a presença de impurezas, efetuando-
se uma boa lavagem para eliminar terra e detritos vegetais, o que favorece a 
obtenção de um produto de boa qualidade.  A farinha obtida, independente do 
pré-tratamento efetuado, apresenta a seguinte composição química (em g/100 
g banana): umidade (13,9%), sais minerais (2,5%), proteína 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 utilizável, que após 
a secagem resultarão 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 poderá ser utilizada no preparo de vários alimentos (bolos, mingaus, 
biscoitos, pães, etc.), podendo ser consumida por crianças, idosos e enfermos, 
principalmente em países da América, Ásia e África (BARROS, 1989). 

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

É uma árvore de grande porte, podendo atingir 50 m de altura e 2 m de 
diâmetro na base. Também denominada castanheira-do-brasil, é uma das mais 
importantes árvores amazônicas conhecidas e sua exploração tem um papel 
fundamental na organização socioeconômica de grandes áreas extrativistas da 
floresta. Possui caule liso ramificando-se somente na sua porção superior, casca 
escura e fendida, copa reduzida, folhas de coloração verde-escura, onduladas 
e brilhantes. A floração ocorre nos meses de novembro a fevereiro e as flores 
são branco-amareladas e aromáticas. 

O fruto da castanheira, também conhecido localmente por “ouriço”, é 
uma cápsula globosa, de superfície espessa e coloração 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 maturação ocorre no 
período de dezembro a março. Possui de 14 a 24 sementes em seu interior, 
envoltas em polpa amarela, que apresentam de 4 a 7 cm de comprimento, têm 
uma casca bastante dura e rugosa e encerram as amêndoas tão procuradas.
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2.2.1. Importância da Castanha-do-brasil

A castanha-do-brasil é um alimento nobre de alto valor nutritivo, de grande 
demanda e consumo imediato em muitos países, tanto pelo óleo como por suas 
proteínas, vitaminas, principalmente tiamina e riboflavina, minerais como cálcio 
e fósforo (SANT’ANA, 1985), contribuindo também nutricionalmente com as 
vitaminas A, B, B2 e niacina (NERI, 1969; SOUZA, 2006). 

Rica em gorduras e proteínas, a castanha-do-brasil é considerada na 
literatura como “carne vegetal”, pois duas amêndoas contém proteína equivalente  
a de um ovo de galinha. Pode ser consumida fresca ou tostada, é apreciada 
mundialmente como  tira-gosto e utilizada na  composição de inúmeras receitas 
de doces e salgados. 

No Brasil, vários programas vêm promovendo campanhas educacionais 
para a utilização da castanha em populações com idade escolar e pré-escolar, 
com o objetivo de minimizar deficiências protéicas, calóricas, vitamínicas 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 proteína a globulina denominada ‘excelsina’ 
(ROTEMBERG; IACHAN, 1975).

Estudos também apontaram a presença de todos os aminoácidos essenciais 
na castanha-do-brasil, bem como rica composição em aminoácidos sulfurados, 
indicando a sua importância na suplementação de produtos alimentares (MOURA; 
ZUCAS, 1981).

2.2.2. Farinha de Castanha-do-brasil

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

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

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

Recepção – seleção da castanha-do-brasil desidratada, eliminando aquelas 
atacadas  por fungos ou com aspectos indesejáveis. Nesta etapa pode ser 
realizada a pesagem para fins de cálculo de rendimento.

Despeliculação – etapa opcional, porém com obtenção de um produto 
diferenciado, muito apropriado para servir sob a forma de salgadinho tipo snack 
ou para se obter farinha de coloração branco-creme. Para despeliculação, as 
amêndoas deverão ser imersas numa solução de hidróxido de sódio a 1%, 
temperatura de 100°C, durante 5 segundos, rapidamente transferidas para uma 
superfície de tela e lavadas sob água corrente até remoção total dos resíduos de 
hidróxido de sódio. Para neutralizar o efeito residual desse composto adicionar 
solução de ácido cítrico a 1% durante 5 minutos. 
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Após esse procedimento, faz-se o teste da fenolftaleína a 1%, o qual  
consiste em apanhar amêndoas aleatoriamente entre aquelas despeliculadas 
e pingar uma gota dessa substância. Caso apresente coloração rósea, toda a 
massa de castanhas despeliculadas deverá ser novamente lavada e imersa na 
solução de ácido cítrico, conforme tratamento anterior. Realizar novo teste de 
fenolftaleína até não apresentar nenhuma reação, ou seja, até que todos os 
resíduos de hidróxido de sódio sejam eliminados (Fig. 5).

Fig. 4. Fluxograma da farinha de castanha-do-brasil. Linha descontínua indica etapa 
opcional.

Fonte: Adaptada de Souza, 1984.
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Secagem 1 – deve ser realizada se as amêndoas passarem pela etapa de 
despeliculação. Caso contrário, as amêndoas devem ser transferidas para estufa 
com renovação e circulação forçada de ar. Após vários testes, foi estabelecido o 
tempo de 4 horas em temperatura de 80ºC suficiente para deixar as amêndoas 
crocantes. Após esta etapa, a trituração é opcional.

Desengorduramento – é realizado em uma prensa alimentada com as 
amêndoas. Para cada 10 kg de amêndoas, é necessário adicionar 1 litro de 
água 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 
renovação e circulação forçada de ar. Após testes preliminares, foi estabelecido 
o tempo de 12 horas em temperatura de 70ºC como suficiente para secar a 
farinha e deixá-la pronta para ser pesada e embalada.

Pesagem – a farinha seca obtida deve ser pesada após resfriamento, 
até obter a temperatura ambiente, em local suficientemente seguro para evitar 
contaminações. 

Embalagem e armazenamento – depois de resfriada a farinha deverá ser 
embalada a vácuo em sacos de polietileno aluminizado e armazenada em local 
fresco e seco.

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

3.1. Elaboração de Farinha Mista de Banana com Castanha-do-
brasil para a Fabricação de Pães

A formulação foi elaborada calculando-se um peso total de dez quilogramas 
para cada percentual. Assim, para obtenção 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 

Fig. 5. Castanhas-do-brasil despeliculadas.
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farinha de castanha e também a capacidade do sabor desta prevalecer sobre o 
sabor da farinha de banana.

Após preparada a farinha mista, é importante a realização de análises 
químicas para verificar as características nutricionais do produto final. Conforme 
legislação em vigor, todo alimento deverá ter suas características 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 composição da 
farinha mista.

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

A composição nutricional da farinha mista foi comparada à das matérias- 
primas individuais (Tabela 3). A inclusão de 15% de farinha de castanha 
incrementou ligeiramente os valores da composição química da farinha mista 
obtida, aspecto considerado positivo, uma vez que banana e castanha, como 
matérias-primas regionais, não têm sido consideradas pelos seus conteúdos 
nutricionais e possibilidades tecnológicas.

Tabela 3. Composição química das farinhas de banana e castanha-do-brasil 
(em g/100 g).
Componentes Farinha de banana Farinha de castanha

Embrapa
Acre

IBGE
(1977)

Barros
(1986)

Embrapa Acre Glória 
(2000)

Proteína 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
Fósforo 0,10 0,104 0,130 0,31 -

Componentes Farinha mista de banana 
com 15% de farinha de 

castanha-do-brasil
Proteína bruta 5,45
Gordura 11,03
Umidade 7,68
Cinza 2,56
Carboidrato 70,51
Fibra bruta 1,27
Fósforo 0,13
Cálcio 0,90
Magnésio 0,06
Potássio 0,41

Continua...
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Cálcio 0,07 0,032 0,028 0,22 -
Magnésio 0,02 - 0,112 0,22 -
Potássio 0,45 - 0,107 0,29 -

3.1.1. Controle de Qualidade

A qualidade de um alimento é o somatório de características das 
diferentes unidades individuais de um produto, o qual determina o seu grau de 
aceitabilidade. Essa qualidade resulta tanto de atributos positivos e desejáveis, 
como sabor, odor e textura, quanto de negativos e indesejáveis como resíduos de 
agrotóxicos, de metais, microorganismos e toxinas. Esses atributos geralmente 
são objeto de legislação e regulamentação pelos órgãos oficiais.

Recomenda-se a realização de contagens de colônias de coliformes fecais, 
bolores e leveduras e mesófilos conforme metodologias de RDC n° 12/MS, 
2001. O estudo dos coliformes a 45ºC é importante por indicar a contaminação 
fecal nos alimentos processados, como descrito na Resolução nº 12 de 2 de 
janeiro de 2001 do Ministério da Saúde (RDC  n° 12/MS, 2001).

Embora na Resolução nº 12 de 2 de janeiro de 2001 do Ministério da Saúde 
não existam padrões para o estudo de bolores e leveduras, pode-se realizá-lo 
com o objetivo de verificar condições higiênicas deficientes de equipamentos, 
multiplicação no produto pronto por falhas no processamento/estocagem ou 
mesmo matérias-primas com contaminação inicial excessiva.

A pesquisa de mesófilos também não consta na resolução citada, 
podendo ser feita apenas para permitir a detecção do número de bactérias 
aeróbias ou facultativas e mesófilos presentes sob a forma de esporos e células 
vegetativas. Esse estudo tem sido usado como indicador da qualidade higiênica 
dos alimentos, podendo fornecer uma idéia do tempo útil de conservação, se 
o produto está excessivamente contaminado e se a limpeza e sanitização são 
deficientes.

Nas farinhas de castanha e de banana o NMP/g (número mais provável/g) 
de coliformes a 45ºC deve ser inferior a 3 coliformes/g (Tabela 4), em 
conveniência com a Resolução nº 12 de 2 de janeiro de 2001 do Ministério 
da Saúde. Dessa forma, garantem-se as boas condições de matéria-prima, 
ambiente, equipamentos e processos adotados neste estudo. 

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

Produtos Análises microbiológicas

Coliformes a 45ºC
NMP/g

Mofos e
leveduras UFC/g

Contagem de mesófilas 
UFC/g

FC < 3 0,2 x 103 0,2 x 103

FB < 3 0,5 x 103 0,4 x 103

Padrões 102 - -

Tabela 3. Continuação.
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3.2. Elaboração de Pães à Base de Farinha de Castanha-do-brasil 
Desengordurada e Estudo Químico da Composição

Para elaborar pães é necessária a presença de um líquido que permite a 
ação da proteína da farinha de trigo (glúten) para o crescimento. Pode-se usar 
água, leite ou suco de frutas, mas cada um oferece um resultado diferente:

Água – o pão tem uma casca mais dura e o miolo mais leve.
Leite – o pão tem uma casca mais dourada, miolo mais macio e sabor 

mais suave.
O aparecimento da crosta dourada não é por acaso, deve-se a uma reação 

química, denominada reação de Maillard. Para que aconteça é necessária a 
presença de um grupo de proteínas e outro de carboidratos. O pão preparado 
com leite tem os dois, ou seja, as proteínas do leite e os carboidratos das 
farinhas. Esses dois compostos, quando submetidos a uma temperatura acima 
de 130ºC, dão origem a um composto instável que por sua vez é responsável 
pela coloração dourado-marrom presente na crosta do pão.

Para tornar o pão mais nutritivo e macio, o ideal é preparar antes um 
mingau à base de leite, farinha de trigo, açúcar e manteiga, deixar esfriar, 
adicionar fermento e daí em diante seguir as mesmas técnicas do preparo. Além 
das vantagens de sabor, aroma e apresentação, o uso do leite no preparo de 
pães deixa-os com melhor valor nutricional, principalmente em relação ao teor 
de cálcio, nutriente importante para a formação e manutenção da estrutura 
óssea.

Ingredientes secundários ou melhoradores são utilizados para aperfeiçoar 
a qualidade, sabor, aparência, coloração e o valor nutritivo dos pães, sendo 
estes:

1. Açúcar – agiliza o crescimento da massa por meio da reprodução e 
multiplicação dos microorganismos existentes no fermento, que se alimentam 
do próprio açúcar, além de melhorar o sabor e dourar o pão.

2. Gorduras – conferem maciez, sabor e coloração aos pães, além de 
aumentar o valor nutritivo e o período de conservação, porém em demasia 
afetam a fermentação da massa alterando também a consistência do pão 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 pão, 
podendo também proporcionar um período maior de conservação.

4. Ovos – por ser um ingrediente amaciador, proporcionam ao pão 
uma textura mais fina, melhorando também o sabor, a cor e o valor nutritivo, 
principalmente por possuírem proteínas de excelente qualidade.

5. Outras farinhas – são usadas com a função de enriquecer ou conferir 
sabor, aroma e textura específicos, caracterizando diferentes tipos de pães, 
como foi o caso da farinha de castanha-do-brasil.

A metodologia usada na fabricação dos pães seguiu o fluxograma da 
Fig. 6, proposto por EL-DASH e GERMANI (1994). Para obter pães de fôrma 
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e de hambúrguer adaptou-se uma formulação citada por SILVA (1996). Na 
Tabela 5 e Fig. 6 constam, respectivamente, os ingredientes e o fluxograma de 
processamento utilizado para fabricação dos pães.

Tabela 5. Ingredientes utilizados para obtenção dos pães.

Ingredientes Unidade Pão de fôrma Pão de hambúrguer
Farinha de trigo g 900 900
Farinha de castanha-do-brasil g 100 100
Açúcar g 250 100
Manteiga g 200 200
Ovos Unidade    4    4
Água g 300 300
Fermento g 100 100
Sal g -   8

Fig. 6. Fluxograma para produção de pães de fôrma e de hambúrguer.

Fonte: El-Dashi e Germani, 1994.
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3.2.1. Pão de Fôrma

Utilizando-se batedeira, misturam-se todos os ingredientes úmidos e o 
açúcar, deixando o fermento por último. 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 aparência 
lisa e homogênea. Depois de homogeneizada a massa deverá ficar macia ao 
toque. Deve-se deixá-la descansando por cerca de 1 hora. Após esse tempo, 
são feitos cordões com a massa e cortam-se pedaços no tamanho desejado. 
Deixam-se os pães crescendo nas assadeiras por aproximadamente 2 horas e 
decorrido esse tempo colocam-se para assar em forno com temperatura mínima 
(150ºC) por cerca de 20 minutos, elevando para a temperatura média (190ºC) 
quando começam a dourar. Após o resfriamento, os pães são cortados em 
fatias e colocados em sacos plásticos próprios (Fig. 7).

Fig. 7. Pães produzidos com diversos percentuais de inclusão de farinha de banana e de 
castanha-do-brasil.

3.2.2. Pão de Hambúrguer

Misturam-se todos os ingredientes, acrescentando-se água aos poucos 
até dar o ponto. A seguir, a massa é sovada até ficar macia ao toque. Deve-se 
deixá-la descansando por cerca de 1 hora. Após esse tempo, fazem-se cordões 
com essa massa e cortam-se pedaços de tamanho pequeno e redondo. Deixam-
se os pães crescendo nas bandejas por aproximadamente 2 horas e decorrido 
esse tempo colocam-se para assar em forno de temperatura mínima por cerca 
de 20 minutos, elevando-a para média, a fim de dourar.

A composição química dos pães fabricados com farinha de banana e 
castanha pode ser observada na Tabela 6.
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Tabela 6. Composição química dos pães à base de farinha de castanha-do-
brasil  (em g/100 g).

Produtos componentes (%) Pão de fôrma Pão de hambúrguer
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
Proteína bruta 12,30 11,50
Cálcio 0,29 0,13
Magnésio 0,02 0,02
Fósforo 0,23  0,20
Potássio 0,20 0,04
Ferro 5,13 13,20
Zinco 24,60 16,20
Cobre 23,03 26,26
Magnésio 9,65 10,93

A quantidade máxima de farinha de trigo, que pode ser substituída por 
farinha de castanha-do-brasil, depende de fatores como a qualidade da farinha 
de trigo utilizada, ficando difícil fabricar pães de forma padronizada. 

Outra alteração que deve ser observada é a quantidade de água, devido 
ao grande teor de proteína que a farinha de castanha contém. Pode-se ainda 
elevar o teor de gordura, uma vez que formulações mais ricas produzem pão de 
farinha mista com melhores características. 

A etapa de fermentação foi a mais afetada pela inclusão de farinha de 
castanha-do-brasil, sendo necessário aumentar o tempo de mistura, pois o 
acréscimo de proteína e de água faz com que a rede de glúten demore mais 
tempo para se desenvolver completamente. 

4. Conclusões

Os estudos bromatológicos de farinhas de banana e castanha-do-brasil, 
bem como das farinhas enriquecidas, demonstraram quantidades suficientes de 
proteína, gordura, cinza, carboidrato e fibra bruta, podendo-se recomendá-las 
para complementação alimentar.

O processamento de farinhas de banana e castanha-do-brasil descrito, 
bem como a inclusão de até 15% de farinha de castanha-do-brasil, possibilita 
obter produtos finais com qualidades microbiológicas dentro dos padrões 
permitidos pela legislação. 

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

A farinha de castanha-do-brasil, com valor nutritivo elevado, poderá ser 
utilizada na alimentação humana, principalmente em produtos de panificação 
como pães de fôrma, hambúrguer, pão caseiro, bolos e biscoitos. 
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1. Introdução

O conhecimento da geologia da Amazônia, em especial a do Estado do 
Acre, a despeito dos grandes esforços empreendidos em investigações de seus 
recursos naturais nas três últimas décadas, ainda é deficiente. Desde o final 
do século 19 etnógrafos e naturalistas adentraram as áreas 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; já no início do século 20, com a criação do Serviço Geológico e 
Mineralógico do Brasil, os trabalhos que se destacam são os de P. Moura e A. 
Wanderley, V. Oppenheim e J. T. Singewald (PROJETO RADAMBRASIL, 1976; 
1977). 

Os trabalhos do Serviço Geológico prosseguiram posteriormente com a 
atuação de instituições como o Departamento Nacional de Pesquisas Minerais 
(DNPM) e a Petrobras (Petróleo Brasileiro S/A). O grande marco na evolução 
de conhecimentos geológicos ocorre na década de 70 com os trabalhos 
realizados pela Companhia de Pesquisas de Recursos Minerais (CPRM) por 
meio de mapeamentos geológicos e com o Projeto Radambrasil. A criação 
do curso de Geologia na Universidade Federal do Pará em 1963 promoveu o 
desenvolvimento de pesquisas na Amazônia Oriental, predominantemente no 
litoral. Com a regulamentação do curso de Geologia na Universidade Federal do 
Amazonas a pesquisa se desloca à Amazônia Ocidental, porém poucos são os 
trabalhos envolvendo o Estado do Acre.

Os dados apresentados neste capítulo são baseados, em grande parte, 
no banco de dados de recursos naturais do Sipam/IBGE (Sistema de Proteção 
da Amazônia/Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) e foram gerados em 
escala 1:100.000, mas publicados em escala 1:250.000, servindo como um 
dos temas primários para a elaboração do mapa de gestão territorial do ZEE/
AC. 
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Com base nos dados do Sipam, em compilações bibliográficas e em 
análises fotointerpretativas de imagens de radar e de satélite, foram elencados 
aspectos da geologia do Acre em termos de evolução da paisagem, considerando 
que os processos ocorridos foram decisivos na elaboração da paisagem atual. 

2. Geologia do Acre

No Acre, a unidade geotectônica mais importante é a Bacia do Acre (Fig. 
1) que compreende unidades essencialmente cenozóicas, entretanto, em sua 
porção mais a oeste ocorrem remanescentes mesozóicos e até pré-cambrianos 
(Fig. 2). Sua história geológica envolve primeiramente deposição pericratônica 
e marginal aberta no Paleozóico, resultando em sedimentos continentais 
intercalados a sedimentos marinhos. A análise de feições sismoestratigráficas, 
em seções sísmicas realizadas pela Petrobras (OLIVEIRA, 1994), e das 
principais estruturas da bacia permite concluir que a sedimentação inicial se 
deu por rifteamento intracontinental com possíveis incursões marinhas vindas 
de oeste. Após o soerguimento dos Andes, a deposição se deu em ambiente 
essencialmente intracontinental, com a presença de lagos e, posteriormente, 
de megaleques aluviais.

As estruturas mais importantes na configuração do quadro atual são: 1) 
o Arco de Purus, que desde o Paleozóico até a inversão da cadeia andina no 
Mesozóico 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 Cretáceo; 
3) o Arco de Iquitos, que separa a Bacia do Acre da Bacia do Solimões e o 
Lineamento Juruá. 

O embasamento da Bacia do Acre é representado pelo Complexo Jamari, 
a unidade litoestratigráfica mais antiga aflorante. Aflora nas cabeceiras do 
Rio São Francisco (extremo oeste do estado, na Serra do Jaquirana, uma 
das serras que compõem o Complexo Fisiográfico da Serra do Divisor) e 
compreende rochas gnáissicas, granulitos, anfibolitos, quartzo-dioritos e xistos. 
Corresponde ao Complexo Xingu citado na primeira fase do ZEE (PROGRAMA 
ESTADUAL DE ZONEAMENTO ECOLÓGICO-ECONÔMICO DO ACRE, 2000), 
mas atualmente diferenciado deste por ambiência tectônica, posto que a bacia 
teria se desenvolvido sobre a Faixa Móvel Rondoniana, cujo embasamento é o 
chamado Complexo Jamari.

Sobreposta em discordância a essa unidade ocorre a Formação Formosa, 
cujos litotipos são resultantes de uma emersão do escudo brasileiro, conforme 
Caputo (1973). Após essa deposição houve manifestação ígnea alcalina (subida 
de magma), causando metaformismo de contato na Formação Formosa. Esse 
evento originou corpos intrusivos de pequenas dimensões (Sienito República).  

No período Juro-Triássico houve inversões dos depocentros da bacia, 
culminando com forte evento compressivo (Tectônica Juruá) que inverteu 
toda a bacia. A partir desse episódio, durante o Cretáceo, houve momentos 
de incursões e regressões marinhas sucessivas, resultando na deposição 
do Grupo Acre em ambiente de bacia de antepaís. De uma forma geral, 
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há subsidência na área. O Arco de Iquitos (que separa a Bacia do Acre da 
Bacia do Solimões) funciona como área-fonte de sedimentos nos momentos 
de sedimentação clástica regressiva1. Com a Orogenia Andina e sua fase 
deformadora Quéchua (a única fase que afetou a bacia, originando a Serra 
do Divisor), houve compressão e inversão na área pelo avanço da cadeia 
andina para leste, o Arco de Iquitos é rebaixado e a Bacia do Acre torna-se 
intracontinental, com área-fonte vinda de oeste. Isso acarreta uma inversão 
no fluxo das drenagens principais, que se preserva até hoje (fluxo dos rios  
Solimões e Amazonas de oeste para leste, por exemplo). 

Antes da completa inversão são depositados os litotipos da Formação 
Solimões (argilitos, siltitos e arenitos com intercalações de finos níveis de 
calcário, linhito e turfa). Maia et al. (1977), em função de análises de sondagens 

1Momentos de recuo do mar.

Fig. 1. Localização da Bacia do Acre no contexto geotectônico amazônico: 1) Formação 
Solimões (A) e sedimentos terciários (B); 2) Formação Içá; 3) Formação Alter do Chão;  4) 
coberturas proterozóicas; 5) rochas paleozóicas; 6) coberturas do quaternário. 
Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.



Cavalcante408

e perfurações, separam o material da base da então Formação Solimões em 
outra formação, a Ramon (constituída por material arenoso de ambiente 
oxidante) que ocorre a oeste da Serra do Divisor. 

As litologias da Formação Solimões apresentam-se em camadas 
lenticulares de extensões variáveis, cujas transições verticais e laterais se fazem 
tanto de forma brusca quanto gradacional, o que evidenciaria uma constante 
oscilação na energia de transporte durante o período de deposição destes 
sedimentos. De acordo com Maia et al. (1977), os sedimentos da Formação 
Solimões, de ambiente eminentemente redutor, gradam tanto vertical como 
lateralmente para uma seção inferior de ambiente oxidante, pertencente à 
Formação Ramon cuja idade se estende do Cretáceo Superior ao Paleoceno. 
Tal formação teria se depositado em ambiente essencialmente continental com 
prováveis incursões marinhas.

Os sedimentos da fácies redutora da Formação Solimões seriam, em geral, 
abundantemente fossilíferos, micáceos, localmente calcíferos. Os níveis de linhito 
estão na maior parte das vezes piritizados e gradam inferior e superiormente 
para argilitos carbonosos. A seção de ambiente oxidante, Formação Ramon, 
compõe-se de argilitos, siltitos e arenitos e apresenta coloração avermelhada, 
arroxeada, amarelada e esbranquiçada, sendo comum a ocorrência de todas 
estas tonalidades em conjunto (BEZERRA, 2003). 

Maia et al. (1977) analisaram bioestratigraficamente a redefinida Formação 
Solimões, ou seja, abstraindo-se do conjunto sedimentar cenozóico a seção 
superior integrante da Formação Içá e a seção inferior integrante da Formação 
Ramon. A análise deste material paleontológico indicou o intervalo Mioceno a 
Plioceno para a sedimentação da unidade, alcançando o Oligoceno nas suas 
partes de maior espessura. 

Latrubesse et al. (1994) confirmam o intervalo Mioceno Superior–
Plioceno para a deposição das porções superiores da Formação Solimões, 
de onde descrevem uma abundante e variada fauna de vertebrados do Mio-
Plioceno (idades mamífero Huayqueriense e Montehermosense)2 coletada em 
toda a seqüência exposta, tanto nos barrancos dos rios como nos interflúvios 
no topo da formação. 

Em Räsänen et al. (1998), por analogia à Formação Pebas (na região 
de Iquitos), define-se o ambiente de sedimentação da Formação Solimões no 
Brasil como um sistema lacustre que cobria inteiramente a Amazônia Ocidental 
e que tinha uma estreita conexão 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 milhões de anos de sua existência a bacia lacustre esteve em constante 
subsidência, e o registro sedimentar mostra que a linha de costa progradou e 
retrogradou repetidamente. Por volta de 12 Ma BP3 (no Mioceno), dois processos 
teriam atuado de forma simultânea: as incursões marinhas que ingressaram a 
bacia lacustrina pelo norte (região da Venezuela) e um marcante incremento 
da deposição fluvial dos rios de origem andina. Estes depósitos fluviais, com 
influência estuarina e de maré, teriam alcançado a região do Acre. 
2Idade definida a partir da datação de fragmentos fósseis dos mamíferos supracitados que estavam 
contidos nas seções da Formação Solimões.
3Do inglês before present: antes do presente.
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Räsänen et al. (1998) concluem que a origem da Formação Solimões 
vinculava-se a um sistema fluvial que drenava a região de leste para oeste, 
em direção a uma área deprimida posicionada nas bordas da cadeia andina 
em soerguimento (Orogenia Quéchua), que também recebia sedimentação de 
alta energia sob a forma de leques aluviais provenientes desta região. Tais 
sedimentos foram acumulados em ambiente de águas rasas pouco movimentadas, 
provavelmente lagos rasos ou em áreas pantanosas, o que gerou as condições 
de ambiente redutor característico da Formação Solimões. Decorre disso, a 
abundância de níveis carbonosos e de fósseis e a predominância de sedimentos 
finos, ocasionalmente com precipitação química, que resultou na formação de 
gipsita dos dias atuais (Fig. 3).

No início do Quaternário, por deposição fluvial, tem-se a Formação 
Cruzeiro do Sul e os terraços pleistocênicos sendo depositados. Em seguida 
são alternados momentos de quietude (em que se dá o desenvolvimento dos 
perfis lateríticos – coberturas detrito-lateríticas) com outros de movimentação 
tectônica. Essa tectônica ressurgente (neotectônica) gera reativações de 
antigas falhas, soerguendo e rebaixando blocos, é a responsável pela deposição 
do material holocênico (terraços holocênicos, areias quartzosas inconsolidadas, 
aluviões holocênicos e coluviões holocênicos), além de controlar a distribuição 
do relevo e da drenagem atuais.

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

O Estado do Acre mostra-se dividido em nove unidades geomorfológicas:  
Planície Amazônica, Depressão do Endimari-Abunã, Depressão do Iaco-Acre, 
Depressão de Rio Branco, Depressão do Juruá-Iaco, Depressão do Tarauacá-
Itaquaí, Depressão Marginal à Serra do Divisor, Superfície Tabular de Cruzeiro 
do Sul e Planaltos Residuais da Serra do Divisor (Fig. 4). 

A Planície Amazônica forma-se por colmatagem de sedimentos em 
suspensão e construção de planícies e terraços orientada por ajustes tectônicos 
e acelerada por evolução de meandros. Os padrões de drenagem nela presentes 
são o meândrico e o anastomosado, indicando ajuste hidrodinâmico em áreas 
rebaixadas. É caracterizada por vários níveis de terraços e as várzeas recentes 
contêm diques e paleocanais, lagos de meandro e de barramento, bacias de 
decantação, furos, canais anastomosados e trechos de talvegues retilinizados 
por fatores estruturais. 	

As depressões variam em altitude da ordem de 130 m (na Depressão 
Endimari-Abunã) a 440 m (na Depressão Juruá-Iaco) de acordo com dados 
de imagem de radar SRTM4. A tectônica parece ter um papel importante na 
área, provavelmente uma movimentação tardia no Arco de Iquitos provocou 
o soerguimento dessas unidades que foram posteriormente niveladas por 
pediplanação pós-terciária e dissecadas em diferentes graus pela drenagem 
atual. Já a Depressão Marginal à Serra do Divisor pode ter sido rebaixada nessa 
fase por se constituir em um gráben5 associado à Falha Batã, com possíveis 
rearranjos pela pediplanação pós-terciária e posterior dissecação fluvial. 

A Superfície Tabular de Cruzeiro do Sul consiste em um horst6 associado à 
Falha Batã onde predominam relevos tabulares com declives suaves, à exceção 
de alguns trechos, como sua borda oeste, onde os declives são mais acentuados. 
Apresenta altitude média entre 150 e 270 m, e padrões de drenagem dendrítico 
a subparalelo (associado a estruturas tectônicas). 

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

4Produtos gerados a partir de dados de radar, obtidos de sensores a bordo do ônibus espacial 
Endeavour, no projeto SRTM (em inglês, Shuttle Radar Topography Mission), uma parceria das 
agências espaciais dos Estados Unidos (Nasa e Nima), Alemanha (DLR) e Itália (ASI).
5Bacia limitada por falhas.
6Área elevada ao lado de um gráben.
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4. Relação entre Neotectônica e Elaboração da Paisagem 

Na Bacia do Acre, bem como na Amazônia, tem-se uma área 
morfoestrutural, pois a gênese e evolução do relevo estão diretamente 
relacionadas à estruturação crustal antiga, que marca zonas de fraqueza 
potencialmente favoráveis à reativação no desenvolvimento de processos 
geológicos posteriores, como o próprio processo de desenvolvimento da bacia 
(COSTA et al., 1996; BEZERRA, 2003). Por outro lado, a presença da zona 
sismogênica de Cruzeiro do Sul (relacionada à subducção 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 área tectonicamente ativa, portanto, também 
morfotectônica (segundo dados apresentados em ASSUNÇÃO et al., 1983; 
1998; ASSUNÇÃO; SUAREZ, 1988; MIOTO, 1993).

Por meio de análise de imagens de satélite e de radar, algumas 
características morfotectônicas da área podem ser evidenciadas:

Assimetria de bacias, o que seria indicativo de basculamentos que •	
deslocaram os rios (ex.: bacia dos rios Acre, Xapuri, Purus, Juruá, do 
igarapé São Francisco e outras).
Bruscas mudanças nas direções de escoamento de rios, indicando seus •	
condicionamentos às estruturas tectônicas da área (mais expressivas 
nos rios Acre, Purus e Juruá). 
Desnivelamento de terraços, indicando basculamentos.•	
Trechos retilinizados em alguns rios alternados com trechos •	
meandrantes.
Compartimentação da bacia em áreas elevadas e em áreas subsidentes, •	
etc.

A seguir serão expostos esquemas de evolução tectônica para a Amazônia 
Ocidental (BEZERRA, 2003), em que se observam os prováveis cenários onde a 
paisagem atual foi se modelando.

No Mesozóico (Triássico-Jurássico), com o advento do regime extensional 
Sul-Atlantiano toda a Região Amazônica esteve sujeita à distensão segundo um 
eixo orientado NW-SE ou NNW-SSE, imposto pela separação e migração para 
noroeste da placa Norte-Americana, e o início 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 áreas soerguidas funcionavam nesta época como divisores de 
drenagem, com um sistema correndo para nordeste, na direção do golfo 
marinho, e outro, para sudoeste, em direção à Bacia do Solimões em franca 
subsidência termal, e daí para as bacias de antearco, ou antepaís, dos Andes 
orientais (RÄSÄNEN et al., 1998). Nesse momento depositou-se o Grupo Acre. 
Em seguida, no final do Mesozóico, inicia-se a deposição da Formação Ramon 
(Fig. 5A). Segundo Bezerra (2003), nessa fase predominava um clima árido a 
semi-árido no interior da placa Sul-Americana, onde os registros sedimentares 
e paleontológicos são essencialmente fluviais, secundariamente lacustres e 
localmente eólicos, sendo um período de longa fase erosiva/deposicional em 
clima seco, árido a semi-árido (COSTA et al., 1991a; 1991b). 
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A abertura do Atlântico culminou com a separação entre as placas Sul-
Americana e Africana a leste, as quais começam sua deriva para oeste; com 
a movimentação das placas de Nazca para leste, inicia-se a colisão entre elas 
que perdura até hoje. Nesse momento instala-se uma tectônica direcional 
transcorrente destral no interior da placa Sul-Americana (Fig. 6), e essa nova 
tectônica (neotectônica) será a grande responsável pela evolução da paisagem 
que ocorre a partir de então, pronunciada sobretudo na gênese do relevo e de 
alguns solos. 

Do fim do Cretáceo e por todo o Terciário inferior (Paleogeno) a área 
posicionada a oeste do Arco de Purus, em decorrência do contínuo levantamento 
da Cordilheira Andina, continuava em subsidência (do tipo flexural) principalmente 
nas proximidades da cordilheira. 

Nesta área subsidente acumularam-se até o Mioceno-Superior as águas 
de um imenso sistema de lagos que cobria grande parte da Amazônia Ocidental 
(lago Pebas) e recebia sedimentação vinda dos Andes pelo lado oeste e de uma 
paleodrenagem amazônica pelo lado leste. No Brasil, a unidade litoestratigráfica 
representativa deste evento é conhecida como Formação Solimões, enquanto no 
Peru é denominada Formação Pebas (Fig. 5B). O lago Pebas era de águas calmas 
e tinha uma conexão estreita com o mar através de uma zona costeira aluvial de 
antearco. No início do Mioceno Superior (entre 8 e 11 Ma BP) houve conexão 
com o mar pelo norte da Venezuela, acompanhada de um marcante aumento da 
influência da deposição fluvial dos rios de origem andina, fenômeno interpretado 
como um incremento da subsidência em face do clímax do soerguimento da 
cordilheira, ocorrido no Mioceno durante a Orogenia Quéchua. 

Fig. 5. A) Provável paleogeografia do final do Mesozóico7: bacia cretácica Solimões (1) e 
bacia cretácica Amazonas (2); B) provável paleogeografia do Terciário inferior/médio até 
o final do Mioceno8. 
Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.

7Na fase de subsidência termal do evento extensional Sul-Atlantiano, o Arco de Purus funcionou 
como zona compartimental entre dois depocentros cretáceos. Com a predominância de clima 
seco, árido a semi-árido, desenvolveram-se formas tabulares (mesas, platôs e chapadas).
8Em azul, a provável configuração do lago Pebas/Solimões. O Arco de Purus permaneceu como 
divisor de drenagens. Figura distorcida para fins de visualização em 3D.
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Fig. 6. Modelo neotectônico atual para a Amazônia. 
Fonte: Saadi et al., 2005.

Ainda segundo Bezerra (2003), a contínua subsidência ao longo dos 
depocentros das bacias de antearco, o seu preenchimento sedimentar e, 
principalmente, a contínua sobrecarga relacionada ao espessamento crustal dos 
Andes Orientais provocaram o soerguimento periférico, responsável pela inversão 
do sistema de drenagem para leste e exposição dos sedimentos terciários da 
Formação Solimões à dissecação fluvial. Tal fenômeno teria ocorrido por volta 
de 8 Ma BP (RÄSÄNEN et al., 1998), correspondente ao Mioceno Superior–
Plioceno Inferior. As águas invertidas de oeste ficaram por algum tempo 
confinadas em um grande sistema fluvial arreico, limitado a sul e sudeste por 
uma área soerguida formada na região de influência 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-pleistocênicos da Formação Içá (Fig. 7A). 

A partir de então se registrou o primeiro pulso cinemático neotectônico 
no Mioceno Superior–Plioceno com o rebaixamento do eixo do Arco de Purus 
(Fig. 7B). Nessa etapa os litotipos da Formação Solimões foram soerguidos em 
função de movimentação do Arco de Jutaí. Paralelamente, diversas estruturas 
geradas ou reativadas durante este evento cinemático foram movimentadas 
segundo as direções principais E-W e NE-SW, estabelecendo-se ao longo delas 
as principais drenagens.

Após esse primeiro pulso cinemático, toda a região experimentou um 
período de estabilidade tectônica com incidência por volta do Pleistoceno 
Médio, quando da ocorrência de glaciação em que houve implantação na região 
equatorial de climas áridos a semi-áridos e rebaixamento do nível dos mares (a 
ser tratado posteriormente). Na região intraplaca este fenômeno foi responsável 
pela elaboração da extensa superfície de aplainamento neo-pleistocênica, 
denominada por Costa et al. (1978) de Pediplano Neo-Pleistocênico, atualmente 
preservada sob a forma de interflúvios tabulares.
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Fig. 7. A) Configuração paleogeográfica esquemática da Bacia Içá (1), com a configuração 
da inversão positiva da Bacia do Solimões e do Acre (2); B) provável paleogeografia do 
Terciário superior/Pleistoceno9. 

Fonte: Adaptada de Bezerra, 2003.

No final do Pleistoceno, após o desenvolvimento desta superfície de 
aplainamento, toda a região experimentou um segundo pulso cinemático do 
regime transcorrente neotectônico, o qual responde pela configuração do relevo 
e pelo desenho da rede de drenagem tal como se mostra atualmente (Fig. 8). A 
região ao longo do Lineamento Madeira sofreu transtensão e decorrente desse 
movimento, parte da drenagem que se dirigia para norte-nordeste foi capturada 
por falhas de direção NE-SW, em seguida deslocada por outras de direção 
E-W, desenvolvendo o curso atual do rio Purus e do Juruá que deságuam no 
Solimões. Os antigos cursos das paleodrenagens, com direcionamento geral 
N-S, encontram-se registrados sob a forma de terraços caracterizados como 
terraços pleistocênicos.

9Notar um sistema de drenagem dirigido para sudeste com cabeceiras ao longo do Lineamento 
Madeira. Na Bacia do Acre, predominava transpressão com geração de dobras com eixos NE-
SW.

Fig. 8. Configuração da paisagem 
da Amazônia Ocidental, do final 
do Pleistoceno até os dias atuais.B
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O trecho do Rio Juruá, no Acre, manteve seu curso geral SW-NE controlado 
pelas estruturas transpressivas do primeiro pulso cinemático, adentrando o 
Estado do Amazonas ele é infletido para E-W segundo o lineamento homônimo. 
Atualmente, a rede de drenagem mostra os efeitos de todas essas etapas 
evolutivas, encontrando-se em estágio avançado de desenvolvimento entre 
os rios Juruá e Purus, cuja configuração do relevo e da rede de drenagem 
praticamente não sofreu modificações durante o segundo pulso cinemático. Já 
entre os rios Purus e Madeira, as modificações foram mais acentuadas, com a 
rede de drenagem em processo de organização. 

As transformações impostas ao relevo e ao sistema de drenagem, durante o 
regime neotectônico, desempenharam um importante papel no desenvolvimento 
dos solos e da cobertura vegetal. Os processos de soerguimento e rebaixamento 
da superfície, e o bloqueio e desvios de rios são marcados, inicialmente, pela 
formação de grandes áreas inundáveis e pântanos. O alagamento ou inundação, 
nessas áreas, promove a degradação, ou mesmo degeneração da vegetação 
original, passando a ocorrer um ciclo de regeneração que se inicia com a ocupação 
por campinarana com predominância de gramíneas. A colmatação, ou dissecação 
desses lagos e áreas alagadas, é acompanhada de uma intensa destruição das 
argilas e preservação de areias, onde os processos pedogenéticos desenvolvem 
os solos Neossolos quartzarênicos (a norte de Cruzeiro do Sul). Estes aspectos 
são muito importantes, pois mostram que a evolução da paisagem nessas áreas 
arenosas está ligada à colonização vegetal e não diretamente à instalação da 
drenagem, embora uma coisa esteja diretamente ligada a outra.

5. Glaciações no Cenozóico e Evolução da Paisagem

Muito se tem tentado explicar a evolução da paisagem em seus aspectos 
físicos e bióticos a partir de alterações climáticas ocorridas, sobretudo no 
Cenozóico. Vários autores (RÄSÄNEN et al., 1997; RÄSÄNEN et al., 1995, 
etc.) destacam a evolução geológica como um fator tão condicionante quanto 
o clima. Durante os períodos glaciais, quando o nível marinho atingia 120 m 
abaixo do atual, o lençol freático evidentemente era rebaixado. Aliada a essa 
situação, contava-se ainda com um clima regionalmente mais frio e seco do que 
o atual. A conseqüência disso sobre os solos e a vegetação foi provavelmente 
muito marcante, uma vez que houve uma drástica redução na disponibilidade 
de água. Diversos autores atribuem a isso uma retração da floresta tropical 
até uma possível fragmentação. Segundo Haffer e Prance (2002), essa 
fragmentação criou áreas de refúgio, onde porções de floresta úmida eram 
cincundadas por vários tipos de savana, floresta seca, floresta de lianas e 
outros tipos intermediários de vegetação de climas sazonalmente secos. Com a 
volta da umidade após o derretimento do gelo, a floresta úmida recolonizaria as 
antigas áreas dominadas por savanas, etc. Outros autores contrariam a teoria 
de Haffer e Prance, afirmando que jamais houve tal fenômeno (ex. COLINVAUX 
et al., 2002).  Contudo, dados que corroboram aquela teoria são apresentados 
por Kronberg et al. (1991): na Bacia do Acre, ocorrem precipitados de gesso e 
aragonita associados com sedimentos finos, o que é atribuído a uma dissecação 
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promovida por um extenso sistema fluvial-lacustre atuante em clima seco há 
cerca de 53.000 anos; e por Latrubesse e Rancy (1998), Rancy (1993): a 
presença de mamíferos fósseis com hábitos de pastejo indica uma ocorrência 
de campinas e de savanas antes de 40.000 anos BP.

A questão da fragmentação ou permanência da floresta úmida depende 
de aprofundamento em análises geológico-palinológicas. Por meio de análises 
palinológicas com datação radiocarbônica alguns trabalhos afirmam que:

Durante o Plio-Pleistoceno, muitas áreas que experimentavam sedimentação •	
marinha passaram a sofrer ação fluvial. Isso poderia explicar os muitos 
padrões biogeográficos subandinos, especialmente da biota aquática 
(RÄSÄNEN et al., 1995).

No Pleistoceno Tardio houve um esfriamento ambiental na região com •	
rearranjo da composição florística da vegetação de floresta. Nesse período 
mais frio (>40.000 a ~10.000 anos BP) alguns táxons arbóreos da floresta 
das terras baixas foram substituídos por táxons arbóreos típicos de locais 
mais frios (Podocarpus, Ilex, Myrsine, Humiria). A presença desses raros 
indivíduos hoje seria reminiscência daquelas florestas (PESSENDA et al., 
2005).

No último máximo glacial (o extremo climático mais forte dos últimos •	
20.000 anos), a queda de 5°C na temperatura modifica o funcionamento da 
zona de convergência intertropical, diminuindo a precipitação na parte leste 
da Bacia Amazônica; já na oeste, em função da cadeia andina, as nuvens 
que ocorriam no sopé das montanhas aumentavam a umidade dessa área 
(LEDRU et al., 1998).

Entre 17.000 e 9.000 anos BP, o carbono da matéria orgânica do solo indica •	
que em alguns locais da Amazônia havia vegetação de floresta em clima 
mais úmido e frio que o atual.

A partir de 10.000 anos BP (início do Holoceno) ocorre mudança na •	
temperatura média anual e declínio do Podocarpus e de outros táxons 
subtropicais. É no Holoceno que as comunidades florísticas e os elementos 
montanos tornam-se alopátricos, persistindo nas regiões elevadas até os 
dias atuais.

Entre 9.000 e 5.000 anos BP ocorre enriquecimento isotrópico refletindo •	
trocas de vegetação de florestas por savanas (gramíneas), indicativo de um 
provável clima mais seco (FREITAS et al., 2001).

A partir de 3.000 anos BP ocorre empobrecimento isotópico refletindo •	
expansão da vegetação da floresta sobre a savana, provavelmente devido 
a clima mais úmido. Segundo Mayle et al. (2000), essa expansão já ocorre 
a partir de 7.000 anos A.P., com o fim da precessão dos equinócios (Ciclos 
de Milankovitch).

Na região de Humaitá (AM), foram avaliadas a dinâmica e a origem da 
matéria orgânica acumulada (PESSENDA et al., 2005). Os resultados apontam 
para acumulação oriunda de savana há pelo menos 7.000 anos, indicando a 
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predominância de plantas C3 no início do Holoceno; já entre 7.000 e 4.000 
anos BP, os dados indicam influência de plantas C4, sugerindo uma regressão 
da floresta por causa do clima mais seco. De 4.000 anos para cá, há entrada 
de matéria orgânica de origem C3, indicando expansão 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 Rondônia, 
em Ariquemes, os dados isotópicos da matéria orgânica do solo indicaram que 
a floresta se manteve ao longo do Holoceno.

Faz-se mister destacar a escassez de dados, principalmente de análises 
multidisciplinares para entender as trocas vegetacionais e climáticas, sobretudo 
no Quaternário. Nesse sentido, afirmar que determinado fato ocorreu de forma 
homogênea na região é desconsiderar a grande extensão da Amazônia e 
suas análises pontuais. Em todo caso, ressalta-se a importância da evolução 
geológica para o entendimento da evolução do ambiente amazônico com suas 
inúmeras especificidades.

6. Conclusões

Por meio dos dados expostos é possível concluir que para a Bacia do Acre, 
podendo-se ampliar para toda a Amazônia, não se explica a grande diversidade 
ambiental, de feições anômalas em sistemas de relevo e na rede de drenagem, 
sem levar em conta os processos geológicos operantes recentemente, tanto os 
relacionados à sua evolução litoestratigráfica quanto à sua evolução tectônica 
interagindo com fatores climáticos ou paleoclimáticos. Tais considerações 
são imprescindíveis para a definição e distinção dos graus de vulnerabilidade 
ecológica e ambiental em face dos fenômenos naturais e da intervenção 
antrópica.

A neotectônica tem um papel importante na configuração da atual Bacia 
do Acre e na distribuição dos solos e dos ambientes neles desenvolvidos (a 
presença de campinarana associada a Neossolos quartzarênicos é um indicador). 
As unidades morfoestratigráficas (que analisam as formas de relevo associadas 
à determinada litologia e sua gênese) representam em si mesmas efeitos de 
soerguimentos e rebaixamentos da superfície, desvios e bloqueios de drenagem 
pelas estruturas neotectônicas (ex.: inflexões no Rio Juruá na direção E-W e 
N-S). A presença de uma zona sismogênica na bacia implica na provável atuação 
dessas estruturas atualmente, o que torna a caracterização das mesmas ainda 
mais necessárias.

Os movimentos impostos a essas estruturas resultaram em soerguimentos 
e rebaixamento por meio da atuação de falhas transcorrentes com componentes 
essencialmente transpressivos e localmente transtensivos. Tais movimentos 
ocorrem em função de dois pulsos cinemáticos. O primeiro, essencialmente 
transpressivo, do final do Terciário, foi responsável pela orientação NE-SW dos 
principais corredores de drenagem e pela formação de dobras na região com 
eixos também NE-SW; o segundo, do final do Pleistoceno até o Holoceno, 
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responde pelas modificações no quadro estrutural e geomorfológico resultando 
na configuração da paisagem tal como se encontra nos dias de hoje.
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1. Introdução

A modificação dos sistemas naturais pela atividade humana origina as 
“áreas alteradas”, as quais podem ter sua capacidade de produção melhorada, 
conservada ou diminuída em relação ao sistema natural (WADT et al., 2003). 
Contudo, se essa alteração ocorrer com processos que levam à perda da 
capacidade produtiva do sistema significa que as áreas estão sendo degradadas. 
Normalmente, o processo de degradação das terras está relacionado à própria 
degradação dos solos, embora, outros processos, como as práticas de manejo 
inadequadas, também conduzam à degradação, constituindo um prejuízo 
socioeconômico para as gerações atuais e representando um enorme risco para 
as futuras gerações (DIAS-FILHO, 2003).

A degradação dos solos agrícolas resulta de diferentes processos que 
podem estar relacionados à erosão hídrica ou eólica, à perda de matéria orgânica 
do solo, à exportação de nutrientes pelas colheitas e à compactação do solo, em 
decorrência de uso intensivo de máquinas agrícolas ou do superpastoreio (DIAS- 
FILHO, 2003; PRUSKI, 2006). A degradação ocorrerá, então, quando houver 
perda de propriedades físicas, químicas ou biológicas favoráveis à manutenção 
da produtividade agrícola, à medida que os fatores de produção não forem 
suficientes para manter a produtividade em níveis adequados. Geralmente, a 
degradação conduz ao abandono da área por vários anos até que as condições 
naturais do solo sejam recuperadas naturalmente (MOROKAWA, 1991).

O grau de susceptibilidade dos solos ao processo de degradação depende, 
portanto, das características de cada tipo de solo e dos processos relacionados à 
manutenção da produtividade. Por exemplo, Latossolos são menos susceptíveis 
à degradação por compactação que os Argissolos ou Luvissolos. Por outro 
lado, os Latossolos podem rapidamente perder sua fertilidade natural (ARAÚJO 
et al., 2005). Assim, o manejo para a recuperação das áreas degradadas deve 
1Parte do relatório de conclusão de curso de Engenharia Agronômica apresentado à Universidade 
Federal do Acre pela segunda autora.
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considerar não somente as causas da degradação, como forma de minimizar 
seus efeitos, mas também as propriedades do solo, de modo a corrigir os 
problemas responsáveis pela perda da produtividade da área.

Na região do entorno da cidade de Rio Branco concentra-se a maior 
densidade de áreas degradadas do Estado do Acre. Normalmente, estas 
áreas estão ocupadas por pastagens com idade superior a 15 anos e que não 
receberam adição de corretivos ou fertilizantes para a manutenção da sua 
fertilidade. Nestas áreas, a degradação não comprometeu ainda a capacidade de 
produção biológica do sistema (DIAS-FILHO, 2003), de forma que as medidas 
corretivas estão associadas principalmente à melhoria da fertilidade do solo. 
Assim, conclui-se que os processos de reabilitação possíveis estão relacionados 
à utilização de corretivos e fertilizantes minerais ou orgânicos, introdução de 
leguminosas forrageiras e ao uso de resíduos locais como condicionadores do 
solo ou fontes de nutrientes, entre outros.

As estratégias de recuperação devem ser definidas de acordo com o grau 
de degradação no qual se encontra o solo e com os objetivos pretendidos. Além 
disto, a estratégia definida deve se basear na adoção de tecnologias simples, de 
baixo custo e apropriadas às condições tecnológicas da região.

Alguns resíduos têm sido aplicados em solos agrícolas, visando 
principalmente ao aproveitamento de nutrientes às plantas e melhoria das 
propriedades físicas do solo. 

A utilização de resíduos locais na reabilitação de áreas degradadas é 
amplamente vantajosa, visto que, quando aplicado no solo, o resíduo é 
simultaneamente tratado (à medida que sofre atenuação 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 constituído por macro 
e micronutrientes essenciais às plantas.  Suas principais características são 
(BRAILE; CAVALCANTI, 1979):

Cal e sulfeto livres.•	

pH elevado.•	

Crômio potencialmente tóxico (no caso de curtimento ao crômio).•	

Matéria orgânica (sangue, soro, produtos da decomposição de •	
proteínas), o que resulta em demanda bioquímica de oxigênio (DBO) 
elevada.

Teor elevado de sólidos em suspensão (principalmente pêlos, graxas, •	
fibras, proteínas, sujeira).

Coloração leitosa devido à cal, verde-castanho ou azul por causa do •	
curtimento e das cores variadas do tingimento.

Dureza das águas de lavagem.•	

Elevada salinidade (sólidos dissolvidos totais). •	

Elevada demanda química de oxigênio (DQO).•	
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No entanto, a disposição de resíduos provenientes da curtição do couro 
não deve ser feita de modo indiscriminado. Dependendo do processo utilizado, 
estes resíduos podem apresentar crômio em sua composição. Esse elemento 
acarreta uma série de problemas à saúde pública, principalmente por ser um 
agente cancerígeno, devendo-se evitar a sua presença nos alimentos e líquidos 
consumidos pela população humana e pelos animais.

Além disto, normalmente estes resíduos apresentam elevado teor de sais 
inorgânicos, com forte potencial de salinização do solo. Considerando que no 
Estado do Acre o lodo de curtume vem sendo aplicado em áreas de pastagens, 
o objetivo deste capítulo será discutir o potencial do uso deste resíduo como 
insumo para a reabilitação de áreas degradadas.

2. Geração e Disposição de Lodo de Curtume

2.1. A Indústria de Couro

O setor de curtumes tem crescido significativamente nos países em 
desenvolvimento, deslocando-se a produção de couros da Europa e EUA para 
o extremo Oriente e América do Sul, destacando-se China, Brasil, Índia, Coréia 
e Argentina. Nos países do Leste Europeu também verifica-se o crescimento 
da produção de couros, especialmente o wet blue. Entre as razões, apontam-
se a busca de mão-de-obra de menor custo e as restrições mais severas das 
políticas ambientais dos países produtores tradicionais. Na América do Sul, 
o Brasil destaca-se como produtor, pois a Argentina, apesar de ter couro 
reconhecidamente de melhor qualidade, não registrou mudanças relevantes 
no período em foco. O Brasil possui atualmente o segundo maior rebanho do 
mundo, embora a utilização seja ainda relativamente baixa quando comparada 
àquela dos países tradicionais e de menor rebanho (SANTOS et al., 2007). 

A capacidade instalada da indústria curtidora, em 2000, foi de 35 a 40 
milhões de couros bovinos. A produção brasileira cresceu nos anos 90, passando 
de 23,5 milhões de couros em 1991 para 33 milhões em 2001, representando 
cerca de 10% do mercado mundial. Os frigoríficos foram responsáveis por cerca 
de 60% dessa produção e, os salgadores, por outros 25%. As regiões Sul e 
Sudeste são responsáveis por 72% da produção brasileira de couro e registram 
o maior número de curtumes. Os principais estados produtores são Rio Grande 
do Sul (23,5%) e São Paulo (23%), além do Paraná (12%) e Minas Gerais, com 
10% do volume produzido (GUTERRES, 2007).

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

Curtume de wet blue: desenvolve o primeiro processamento de couro, •	
logo após o abate. O couro salgado ou em sangue é despelado, graxas 
e gorduras são removidas e há o primeiro banho de crômio, então o 
couro passa a exibir um tom azulado e molhado.

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

Curtume integrado: realiza todas as operações, desde o processamento •	
do couro cru até o couro acabado.

2.2. Geração de Resíduos

Os curtumes são responsáveis por grande parte dos resíduos que afetam o 
meio ambiente, os quais, gerados no processo de curtimento, são classificados 
em: gases e emissões, aparas, serragem, lodos da estação de tratamento de 
efluentes líquidos e aqueles provenientes dos banhos.

No Estado do Acre a única indústria que adota o processamento até 
a etapa de wet blue e é responsável pelo curtimento do couro de animais 
bovinos localiza-se em Rio Branco e recebe couro proveniente dos municípios 
pertencentes à bacia dos vales dos rios Juruá e Purus. Nesta região encontram-
se:

a) Todos os municípios do Estado do Acre.
b) Alguns municípios do sul do Estado do Amazonas que fazem ligação 

rodo-fluvial com a BR 364.
c) Os distritos de Vila Extrema e Vila Califórnia, pertencentes ao Município 

de Porto Velho-RO.

No Estado do Acre, são gerados diferentes tipos de resíduos (efluentes 
líquidos) provenientes das seguintes etapas do processamento industrial 
(Fig. 1):

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

b) Depilação e caleiro: tem como principal função remover os pêlos 
(queratina) e o sistema epidérmico, utilizando normalmente a cal hidratada e o 
sulfeto de sódio.

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

d) Purga: processo de limpeza da estrutura fibrosa por ação enzimática, 
que por ação proteolítica destrói materiais queratinosos degradados, gorduras, 
bulbos pilosos e outros, sendo normalmente realizado no mesmo banho da 
desencalagem.

e) Píquel: processo salino ácido que visa basicamente à preparação das 
fibras colágenas para uma fácil penetração do agente curtente, sendo o sal 
empregado no processo com a finalidade de controlar o grau de intumescimento. 
O píquel pode apresentar de 6% a 10% de cloreto de sódio, 1% a 1,5% de ácido 
sulfúrico e de 60% a 100% de água.
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f) Curtimento: última etapa do processamento da pele, consiste na 
transformação das peles em material estável e imputrescível, passando a 
chamar-se de “couro”. O produto mais usado neste processamento é o sal de 
crômio, normalmente em quantidade de 2,0% a 3,0%, relativo à massa da pele 
a ser curtida, dissolvido em 50% de água ou adicionado ao banho de píquel.

No curtimento com crômio, as peles incorporam entre 2,5% e 3,0% 
de Cr2O3. Os couros obtidos caracterizam-se pela elevada estabilidade 
hidrotérmica.

Fig. 1. Etapas da fabricação de couros e geração de resíduos 

Fonte: Guterres, 1996.
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A produção de couro até o estágio wet blue é responsável por 85% do 
resíduo ambiental da cadeia produtiva, em que sódio e crômio são os principais 
constituintes capazes de proporcionar impactos ambientais negativos. O crômio, 
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 são os dois principais resíduos 
gerados no processo de curtimento em wet blue. Principal fonte de crômio, 
a serragem cromada é um resíduo volumoso, altamente tóxico e, por ser um 
produto lentamente biodegradável, permanece por muito tempo no ambiente 
(SANTOS et al., 2007).

Por sua vez, o lodo de caleiro constitui-se no efluente líquido derivado 
dos processos de remolho, depilação e caleiro; desencalagem e purga são 
processos cujos produtos possuem elevado poder neutralizante, além de conter 
nitrogênio, cálcio e sódio em sua composição. Junto ao lodo de caleiro, produz-
se o lodo do refluxo, que normalmente é formado pela separação da fração 
menos densa do lodo de caleiro.

Além destes, há o processo de sedimentação do lodo de curtume e de 
limpezas gerais gerado no processo de reaproveitamento da água na indústria, 
que resulta, respectivamente, nos lodos de decantador primário e de águas 
gerais.

Todos os lodos gerados, como o caleiro, refluxo, decantador primário 
e águas gerais, são mantidos em tanques separados e depois misturados, 
quando da sua destinação final, em proporções variadas, sendo denominados 
indistintamente de “lodo de curtume”.

Este lodo possui elevada carga orgânica e inorgânica, podendo apresentar 
concentrações variáveis de crômio segundo o tipo de lodo e contaminações do 
processamento industrial (STOMBERG et al., 1984). Em média, são gerados 15 
kg de resíduos sólidos por pele processada (CASTILHOS et al., 2002).

Devido à presença de sais constituintes orgânicos (pêlos, gorduras, restos 
de epiderme) e inorgânicos (carbonatos, nitrogênio, cálcio, enxofre), estes 
resíduos são potencialmente úteis para a recuperação de áreas degradadas e 
para o crescimento das plantas. Sua aplicação pode ser feita facilmente em 
áreas de pastagens ou áreas agrícolas mecanizadas por meio de caminhões-
tanque (Fig. 2).

Por outro lado, esses resíduos apresentam alto potencial poluidor devido 
a algumas de suas características químicas, como a presença de crômio, 
cujas quantidades encontradas no lodo de serragem cromada são de 17 a 36 
· mg kg-1, base seca, e no lodo de caleiro 0,025 a 0,080 mg · kg-1, base seca, 
conforme resultados obtidos por alguns autores (AQUINO NETO; CAMARGO, 
2000; CASTILHOS et al., 2002; FERREIRA et al., 2003). Além disto, há 
possibilidade de contaminação das águas superficiais e subsuperficiais por 
nitrato (devido à carga orgânica elevada) e o risco de salinização do solo se 
disposto em grandes quantidades por unidade de área, sendo, este último o 
maior risco ambiental devido à utilização indiscriminada destes resíduos em 
áreas agrícolas.
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2.3. Disposição do Lodo de Curtume em Áreas Agrícolas

A correta disposição dos resíduos gerados pelas indústrias curtidoras tem 
sido uma questão de discordância entre as indústrias e os órgãos ambientais. A 
legislação ambiental vigente exige que as indústrias destinem os seus resíduos 
segundo as normas estaduais e/ou federais, dentro dos padrões de qualidade 
ambiental pré-estabelecidos.

Inicialmente, as indústrias de curtume descartavam os resíduos 
acumulados em aterros industriais, cuja construção e manutenção 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 destinação final de resíduos orgânicos ou 
inorgânicos é aplicá-los na agricultura, uma vez que possuem valor como 
corretivo e/ou fertilizante. 

A disposição de resíduos em áreas agrícolas é regulada por instruções 
normativas e portarias estaduais e federais (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE 
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999; BRASIL, 2004) que limitam as quantidades 
máximas admitidas em função dos agentes fitotóxicos, tais como: organismos 
patogênicos ao homem, animais e plantas, presença de metais pesados 
tóxicos, além da existência de pragas e ervas daninhas. Estes limites máximos 
admitidos são variáveis em função do tipo de aplicação dada ao resíduo, ou 
seja, fertilizante, condicionador ou substrato vegetal.

Fig. 2. Aplicação do lodo de curtume na forma de efluente líquido em área agrícola 
mecanizada.
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O lodo de curtume é classificado como resíduo da Classe II-B (BRASIL, 
2004), ou seja, fertilizante orgânico que, em sua produção, utiliza matéria-prima 
oriunda de processamento da atividade industrial ou da agroindústria em que o 
sódio (Na+), metais pesados e compostos orgânicos sintéticos potencialmente 
tóxicos são utilizados no processo industrial.

Para esta classe de resíduo, a concentração máxima de crômio permitida 
no lodo é de 200 mg · kg-1 (Tabela 1). Portanto, um limite bem inferior ao 
máximo admitido pela legislação federal.

Além da concentração dos metais pesados nos resíduos, outros pontos 
devem ser atendidos antes da aplicação do produto em áreas agrícolas: priorizar 
áreas que tenham facilidade de acesso durante o período de aplicação; manter 
o local de aplicação a uma distância segura de áreas residenciais, inclusive em 
relação aos ventos predominantes; e obter aprovação dos proprietários para a 
disposição do resíduo em suas áreas.

Tabela 1. Limites máximos de contaminantes admitidos em fertilizantes 
orgânicos da classe B. 

Contaminante Valor máximo admitido
Cádmio (mg · kg-1) 3
Chumbo (mg · kg-1) 150
Mercúrio (mg · kg-1) 1
Níquel (mg · kg-1) 70
Crômio (mg · kg-1) 200
Coliformes fecais - número mais provável por grama de sólidos totais 
(NMP/g ST)

1.000

Ovos viáveis de helmintos - número por quatro gramas de sólidos totais 
(nº em 4g ST)

1

Salmonella sp. número mais provável por grama de sólidos totais 
(NMP/g ST)

3

Fonte: Brasil, 2005.

Recomenda-se também que (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE 
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999):

A declividade da área destinada à aplicação do lodo não ultrapasse 10% a)	
para aplicação superficial sem incorporação, 15% para aplicação superficial 
com incorporação e 18% para aplicação subsuperficial.
Sejam mantidas zonas de proteção de modo a não causar incômodos à b)	
vizinhança pela emissão de odores.
Mantenham-se distâncias de 15 metros de vias de domínio público e 10 c)	
metros de drenos interceptadores e divisores de águas superficiais de 
jusante e de trincheiras drenantes de águas subterrâneas e superficiais.
A profundidade entre a superfície do terreno e o nível do lençol freático d)	
seja superior a 1,2 m na época da aplicação.

Outro aspecto importante a ser observado consiste na taxa de aplicação, 
que deverá 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 nitrogênio disponível; 2) quantidade de outros nutrientes 
disponíveis; 3) capacidade de elevação de pH do solo; 4) quantidade de metais 
pesados aplicados anualmente; e 5) limites de acumulação de metais no solo.

A taxa de aplicação (TN), em função do nitrogênio disponível, deve ser 
calculada de forma que a aplicação de lodo em Mg ha‑1 (toneladas por hectare) 
não exceda o quociente entre a quantidade de nitrogênio recomendada para a 
cultura (Q, em kg · ha-1) e o teor de nitrogênio disponível no lodo (Nd, nitrogênio 
total disponível, em kg · Mg-1).

O nitrogênio total disponível deve ser calculado em função do teor de 
nitrogênio determinado pelo método de Kjeldahl multiplicado pelo fator 0,4 
(COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1999).

Assim:

TN = Q/Nd 
TN = Q/(NKjeldahl x 0,4)

Para verificar a quantidade de nitrogênio recomendada para as culturas 
no Estado do Acre deve-se consultar Wadt (2005). O fator 0,4 usado para 
transformar o teor de nitrogênio determinado pelo método de Kjeldahl em 
nitrogênio disponível é um valor recomendado para o Estado de São Paulo e 
deverá ainda ser verificado para as condições do Acre, sendo, entretanto, a 
melhor aproximação disponível no momento.

A taxa de aplicação em função de outros nutrientes, quando devidamente 
justificada pelos teores de fósforo, potássio ou de macronutrientes secundários 
(Ca, Mg, S), deve ser definida com base na mesma equação sugerida para 
nitrogênio, porém não necessitando de nenhum fator para corrigir o teor de 
elemento determinado no resíduo. As quantidades requeridas por cultura podem 
ser obtidas em Wadt (2005) e a equação para determinar a taxa de aplicação 
é dada por:

TE = Q/E

Onde: 

TE = taxa de aplicação em Mg · ha‑1.
Q = quantidade do nutriente recomendada para a cultura em kg · ha-1.
E = teor do elemento nutriente disponível no lodo em kg · Mg-1.
O outro critério a ser observado é a taxa de aplicação em função da 

capacidade de elevação 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 
neutralização, baseados em medidas dos ensaios de elevação de pH provocada 
pelo uso crescente de lodo, de modo a garantir que o pH final da mistura solo-
lodo não ultrapasse o limite de 6,5 (pH determinado em água para uma mistura 
solo: água de 1:2,5).

O quarto fator a ser considerado é a taxa de aplicação em função do teor 
de metais pesados. Neste caso, as taxas deverão ser calculadas para respeitar 
os limites anuais máximos permitidos (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxa de aplicação anual máxima de metais em solos agrícolas tratados 
com lodo.

Metal Taxa de aplicação anual máxima
(kg · ha-1 período de 365 dias*)

Arsênio 2,0
Cádmio 1,9
Cobre 75

Chumbo 15
Crômio* 65
Mercúrio 0,85

Níquel 21
Selênio 5,0
Zinco 140

*Baseado no limite de 500 mg · kg-1 solo e em um período de 20 anos de aplicação contínua. 

Fonte: Adaptada de Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, 1999.

Uma dificuldade da aplicação deste critério é determinar os limites de 
confiança para os teores dos metais no lodo de curtume produzido de forma 
a adotarem-se os valores máximos esperados no lodo como indicador para o 
cálculo das taxas de aplicação. Neste sentido, deve-se fazer o monitoramento 
do resíduo gerado, durante o período mínimo de um ano, para obter estes 
valores iniciais de referência.

O limite máximo de acumulação de metais no solo é o último critério a 
ser observado, sendo importante para definir as taxas de reaplicação do lodo 
nas áreas agrícolas. Deve-se calcular a carga acumulada com base na soma 
das cargas, considerando o teor de metal no lodo e as taxas de cada aplicação 
(Tabela 3).

Tabela 3. Cargas cumulativas máximas permissíveis de metais pela aplicação 
de lodo em solos agrícolas.

Metal Carga máxima acumulada de metais pela aplicação do lodo 
(kg · ha-1)

Arsênio 41
Cádmio 39
Cobre 1.500
Chumbo 300
Crômio* 1.300
Mercúrio 17
Níquel 420
Selênio 100
Zinco 2.800

*Baseado no limite de 500 mg · kg-1 solo. 

Fonte: Adaptada de Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, 1999.
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Além dos critérios acima, há preocupação quanto ao potencial do lodo de 
curtume para causar salinização do solo, o que poderia ocorrer em função de 
acidentes na descarga dos produtos, concentrando altas doses em determinados 
locais, ou mesmo devido a reaplicações excessivas em uma mesma área. 
Também não se deve descartar a avaliação pedológica (zoneamento específico), 
visto que solos hidromórficos, com diferença textural abrupta ou rasos, são 
mais susceptíveis à salinização.

3. Potencial Agrícola para o Uso do Lodo de Curtume

Do ponto de vista econômico, o uso dos resíduos como fertilizante 
orgânico representa o reaproveitamento integral de seus nutrientes e a 
substituição de parte das doses de adubação química sobre as culturas, com 
rendimentos equivalentes ou superiores aos conseguidos com fertilizantes 
comerciais (UNITED STATE DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 1979).

Em função da origem e do processo de obtenção utilizado, o lodo de 
curtume apresenta composição muito variável, sendo um material ainda rico 
em matéria orgânica, nitrogênio, cálcio e micronutrientes e com uma excelente 
relação C/N (Tabela 4).

As características de altos teores de nitrogênio e uma relação C/N baixa 
sugerem sua utilização como fonte de nitrogênio, enquanto o elevado teor de 
matéria orgânica o torna indicado como condicionador de algumas propriedades 
físicas dos solos.

Tabela 4. Característica físico-química do lodo de curtume coletado em curtume 
do Município de Turuçu, RS.

Fonte: Konrad; Castilhos, 2002.

Característica Lodo de serragem cromada Lodo de caleiro

Umidade (g · kg-1) 856 833
pH 7,1 11,8
C-org (g · kg-1) 595 298
PN % 4,2 40,9
N (g · kg-1) 34,1 25,9
P (g · kg-1) 2,5 3,1
K (g · kg-1) 1,0 1,8
Ca (g · kg-1) 31 180
Mg (g · kg-1) 1,5 2,2
Na (g · kg-1) 5,9 42,3
Cr+3 (g · kg-1) 36 0,023
Cr+6 (g · kg-1) 0 0
C/N 17,4 11,5
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Do ponto de vista químico, sua utilização seria limitada pelas quantidades 
excessivas de sódio e de crômio. O sódio é decorrente do tratamento das peles 
com produtos à base desse elemento, entre eles hidróxido de sódio e bissulfito 
de sódio. Corroboram com estes resultados Alcantara, (1999), Selbach  et al. 
(1991) e Gutterres (1996).

Com relação à presença de metais pesados com potencial de contaminação 
do solo, embora suas quantidades geralmente mostrem valores abaixo dos 
limites considerados críticos pela Agência de Proteção Ambiental dos EUA 
(UNITED STATES, 1980), as aplicações contínuas devem ser monitoradas com 
base nos parâmetros estabelecidos no item Disposição do lodo de curtume em 
áreas agrícolas.

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-1, 
em base seca (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; CASTILHOS et al., 2002; 
FERREIRA et al., 2003), e o nitrogênio contido na fração orgânica do lodo 
de curtume não é prontamente disponível, dependendo da mineralização para 
ser disponibilizado às plantas. Isto implica na necessidade de estabelecer 
sua equivalência agronômica a fim de assegurar que a quantidade de resíduo 
aplicada irá disponibilizar nitrogênio suficiente para as plantas.

Souza et al. (2007b) observaram que a aplicação de 300 kg de N orgânico, 
tendo como fonte dois lodos de curtume (caleiro e  decantador primário), resultou 
em uma acumulação de N em plantas de milho, cultivadas em vaso, equivalente 
à aplicação de 100 kg de N na forma de sulfato de amônio. A aplicação de 
maiores doses de N orgânico na forma de lodo apresentou menores acumulações 
totais de N nas plantas, provavelmente devido a problemas relacionados à 
salinização (SILVA et al., 2007). Doses de N orgânico equivalentes a 600 kg N 
· ha-1 causaram problemas no desenvolvimento das plantas, devendo-se evitar 
aplicações desta magnitude tanto para o lodo de caleiro como para o lodo de 
decantador primário (SOUZA et al., 2007a).

Deve-se ainda considerar o efeito do lodo sobre a mineralização do 
nitrogênio do solo. Camargo et al. (1998) verificaram que o potencial de 
mineralização do nitrogênio é afetado pela aplicação de lodo de curtume, sendo 
até quatro vezes maior nos solos onde o lodo foi aplicado.

Do ponto de vista da nutrição mineral das plantas, deve-se considerar não 
só o potencial de mineralização do N contido no lodo de curtume, mas também 
seus efeitos secundários para o desenvolvimento da planta, como por exemplo, 
a toxicidade de elementos afetando o metabolismo normal das plantas.

Além do efeito relacionado à fertilização nitrogenada, com um poder de 
neutralização de 4% a 40%, o lodo de curtume representa um material com 
excelente poder corretivo da acidez e fonte de cálcio.
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Ferreira et al. (2003) verificaram elevação do pH do solo de 4,9 para 6,0 
e neutralização do Al trocável de 6,0 para 2,3 mmolc · dm-3 com a adição de 21 
Mg · ha-1 de lodo de curtume, resultando ainda na mesma produtividade para a 
soja e o milho, em relação ao tratamento que recebeu 3,4 Mg · ha-1 de calcário 
(PRNT de 100%).

Ao avaliar o efeito de doses de lodo suficientes para fornecer de 50 a 
600 kg de N orgânico · ha-1, aplicadas a uma profundidade de 0 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 trocável na camada superior e de magnésio na camada inferior, além 
de redução da acidez potencial nas duas camadas, neste caso somente para o 
tratamento com a maior dose de N orgânico.

Dada a característica alcalina do lodo de curtume, seu efeito em aumentar 
o pH e diminuir a acidez potencial do solo já era esperado. Mesmo o aumento 
do teor de Ca trocável na camada superior pode ser explicado pela conjunção 
do efeito alcalino com os altos teores de Ca encontrados no lodo, ficando este 
efeito restrito à camada de aplicação pela baixa mobilidade do cálcio. Por outro 
lado, o aumento do teor de Mg trocável em profundidade indica o potencial 
deste resíduo para intensificar as perdas deste nutriente por lixiviação, o que a 
longo prazo poderia resultar em desequilíbrios da relação 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 à medida que concentra 
elevada carga orgânica e inorgânica, como fenóis, sulfetos, sódio e cromo. 
Martines et al. (2006) avaliaram a mineralização do carbono orgânico do lodo 
de curtume, aplicado em solos com diferentes classes texturais. Foi observado 
que a maior liberação de CO2 em solos tratados com lodo de curtume não foi 
devido à incorporação de matéria orgânica e nutrientes, mas  principalmente ao 
efeito corretivo e à ação inoculante. O processo de mineralização do carbono, 
adicionado por meio do lodo de curtume, é dividido em duas fases distintas, 
uma de aproximadamente seis dias, com mineralização intensa, e outra mais 
lenta, na seqüência, observando-se a tendência de redução e estabilização do 
fluxo de carbono na forma de CO2.

Castilhos et al. (2000) relataram que a aplicação de lodo de curtume 
em doses que incorporem até 500 mg · kg-1 de Cr+3 aumenta a atividade e as 
populações de bactérias, actinomicetos e fungos. Konrad e Castilhos (2002) 
verificaram que a produção vegetal é beneficiada pela aplicação de lodo de 
curtume, e este efeito associa-se principalmente à liberação do nitrogênio 
orgânico presente no lodo aplicado. O lodo ainda apresentou efeitos benéficos 
sobre a atividade microbiana, sem que a população microbiana fosse reduzida 
pela adição em doses de até 5.000 mg de Cr3+ · kg‑1 de solo.

O maior estímulo do crescimento das populações microbianas na 
presença de matéria orgânica, em relação ao efeito inibitório de metais, pode 
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ser freqüentemente observado em solos que receberam resíduos orgânicos. No 
entanto, a análise isolada pouco reflete as alterações na qualidade do solo. 

Além disto, os efeitos negativos da aplicação de Cr+6 sobre as populações 
e a atividade da microbiota do solo diminuem com o tempo e com a aplicação 
de fontes orgânicas que auxiliam na sua redução à forma Cr+3, de menor 
toxicidade.

A ausência de efeitos negativos da aplicação sobre os microorganismos 
do solo não é uma situação que normalmente deveria ser esperada, visto que a 
biomassa microbiana e suas atividades são afetadas pela presença de agentes 
potencialmente poluentes (LAMBAIS; SOUZA, 2001). Provavelmente, devam 
ser utilizados dados biológicos compostos por mais de uma variável, como 
por exemplo, a atividade enzimática e o C da biomassa microbiana, para que o 
efeito destes resíduos nos microorganismos do solo seja mais bem elucidado.

3.2.1. Efeito na Planta

A utilização do lodo de curtume tem-se mostrado uma excelente tecnologia 
para a recuperação de áreas degradadas pelo uso agrícola intensivo.

No Estado do Acre, em área tratada com lodo de curtume, a produtividade 
média do milho sem adubação de cobertura foi de 3.370 kg · ha-1 (SOUZA et al., 
2007b),  superior à média regional que é de 1.495 kg · ha-1. Neste experimento, 
onde foram testados seis diferentes híbridos de milho (cinco híbridos Pioneer 
e um Bandeirantes), os Bandeirantes e Pioneer 30F33 apresentaram as 
menores produtividades (2.325 e 2.855 kg · ha-1, respectivamente), enquanto 
os híbridos Pioneer P3041 e Pioneer 30K75 apresentaram, na ausência de 
adubação de N em cobertura, as maiores produtividades (4.382 e 3.986 kg · 
ha-1, respectivamente). 

Estes resultados são bastante significativos, indicando que apenas a 
utilização de materiais genéticos mais produtivos em áreas recuperadas com a 
adição de lodo de curtume pode representar um ganho de produtividade de até 
2.887 kg · ha-1, em relação à média regional, ou de 2.057 kg · ha-1 em relação ao 
material genético de menor potencial produtivo (SOUZA et al., 2007b).

Nesse mesmo estudo, a aplicação de apenas 40 kg N · ha-1 resultou em 
melhoria da produtividade da cultura. Com exceção do híbrido 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 relação à aplicação de 80 kg de N · ha-1, em geral o ganho de 
produtividade foi inferior a 20% (em comparação com a aplicação de 40 kg N 
· ha-1), independente da fonte de N utilizada (Pioneer 30F33, Pioneer 30F80, 
Pioneer 30K75 e Pioneer P3041). Entretanto, foi superior a 35% para os híbridos 
Bandeirantes e Pioneer 30F90 quando foi utilizado como fonte de nitrogênio o 
sulfato de amônio, em comparação com a uréia.

Segundo Souza et al. (2007b), a combinação das tecnologias simples, 
como a utilização de lodo de curtume nas doses de 40 m3 · ha-1 (teor de umidade 
em torno de 95%), aliada à adubação nitrogenada com uréia na dose de 80 kg 
N · ha-1, e a utilização de sementes de híbridos com maior potencial produtivo, 
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mesmo mantendo-se todas as demais condições do sistema de produção atual, 
resultam em produtividades de milho entre 5.300 e 5.700 kg · ha-1, ou seja, 
mais de três vezes superiores à média regional.

A maior produtividade em área tratada com lodo de curtume nos solos da 
região já foi observada em outro ensaio experimental por Wadt et al. (2007b), 
mesmo sem alterações significativas na fertilidade do solo (WADT et al., 
2007a). Segundo Wadt et al. (2007b), apenas a utilização do lodo proporciona 
aumento de 50% da produtividade das culturas, o que é muito significativo 
do ponto de vista econômico, se for considerado que este produto é gratuito. 
Entretanto, Nóbrega e Wadt (2007) não observaram efeito do lodo de curtume 
sobre características fitotécnicas de plantas de milho.

O potencial do lodo de curtume observado no Estado do Acre já havia 
sido também constatado em outras situações no Brasil. Costa et al. (2000) 
verificaram maiores rendimentos de matéria seca da parte aérea em plantas de 
soja em tratamentos que receberam NPK + calcário e lodo com cromo (250 kg 
ha-1). Ainda, Ferreira et al. (2003) observaram que o tratamento com lodo de 
curtume proporcionou incrementos de 22% no rendimento de grãos de milho 
quando comparado com o tratamento NPK + calcário.

Estes resultados indicam o potencial do uso do lodo de curtume para a 
recuperação de áreas degradadas e para a fertilização de culturas agrícolas. 
Entretanto, ainda são necessários estudos para determinar as quantidades 
adequadas a serem aplicadas em função do tipo de solo e de suas propriedades 
químicas.

4. Riscos Ambientais Associados ao Uso de Lodo de 
Curtume em Solos

4.1. Contaminação por Metais Pesados

Os metais pesados, particularmente o Cr presente no lodo de curtume, 
são preocupantes devido ao aumento de sua concentração em plantas e no 
solo, podendo, portanto, acumular na cadeia alimentar.

O crômio é o décimo metal de maior ocorrência na crosta terrestre. 
A maioria do crômio está presente no mineral cromita, no qual dois átomos 
de Cr (III) substituem átomos de Fe (III) na estrutura da magnetita (FeCr2O4) 
(BARLETT, 1997).

O Cr ocorre em estados de oxidação muito variáveis (de 2+ a 6+)  
(Tabela 5) e é capaz de formar complexos aniônicos e catiônicos (Cr(OH)2+, 
CrO4

2-, CrO3
3-). Normalmente, os compostos de Cr têm valência III e VI. A 

forma trivalente é pouco móvel, solúvel somente a pH menores que 5,0 ou 
quando complexada com moléculas orgânicas 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 (III) seja essencial à nutrição humana (ZAYED; TERRY, 
2003), ainda não teve sua essencialidade comprovada para os vegetais 
superiores (FERREIRA et al., 2003), podendo, entretanto, influenciar os níveis 
de citocinina e hormônios de crescimento e interagir com ácidos nucléicos, 
induzindo o aumento de espermina (ZAYED; TERRY, 2003). 

O Cr (III) em quantidades adequadas é essencial à nutrição humana e 
desempenha importante papel no metabolismo do nitrogênio (MERTZ, 1969), 
sendo carcinogênico apenas em altas concentrações (DL50 de 1.900 a 3.300 
mg · kg-1) (ZAYED; TERRY, 2003). 

Por outro lado, na forma hexavalente, o crômio apresenta-se como 
cromato, possuindo efeito carcinógeno e letal em animais e humanos em doses 
mais baixas  (DL50 de 50 a 100 mg kg-1) (ZAYED; TERRY, 2003).

Konrad e Castilhos (2002) encontraram a forma trivalente de Cr no resíduo 
de curtume originado da estação primária de tratamento de lodo. Nesta forma, 
quando encontrada no solo em pH menor do que 3,6, o crômio é fortemente 
adsorvido por caulinitas e montmorillonitas e, em pH acima de 5,5, forma óxidos 
e hidróxidos estáveis e de baixíssima solubilidade. 

Tabela 5. Formas de crômio no ambiente.

Espécie Estado de 
oxidação

Exemplo Comentários

Elemento crômio Cr (0) Não ocorre naturalmente

Cr divalente Cr (II) CrCl2 Instável e rapidamente oxidado a Cr (III)

Cr trivalente Cr (III) CrCl3 Estável na natureza em minérios

Cr tetravalente Cr (IV) CrO2 Não ocorre na natureza, intermediário da 
redução de Cr (V)

Cr pentavalente Cr (V) CrO4
3- Não ocorre na natureza, intermediário da 

redução de Cr (VI)
Cr hexavalente Cr (VI) K2Cr2O7 Segunda forma mais estável. Raro na natureza. 

Produzido por fontes antropogênicas

Fonte: Zayed; Terry, 2003.

Os compostos orgânicos podem complexar o Cr3+ em pH acima de 5,5, 
fazendo com que o metal continue solúvel, até que encontre condições de 
precipitação. Por outro lado o Cr6+ é muito instável em solos e facilmente 
mobilizado em meio ácido ou alcalino. Portanto, o comportamento do Cr no 
solo é governado pelo pH, pelos teores de matéria orgânica e de fosfatos de Fe, 
Mn e Al (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992). 

Enquanto a adsorção do Cr (VI) diminui com o aumento do pH, a adsorção 
do Cr (III) aumenta. Estas reações podem ser modificadas pela formação de 
complexos orgânicos com o metal. 

O efeito dominante da matéria orgânica é estimular a redução do Cr (VI). 
Assim, substâncias orgânicas 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 
hidróxidos e Cr ligado à matéria orgânica. 

A aplicação de lodo de curtume, associado a determinadas condições, 
como a presença de manganês em formas oxidadas (Mn3+ e Mn4+), pode 
promover a sua oxidação para formas hexavalentes (MILACIC; STUPAR, 1995), 
de alta solubilidade e mobilidade, caracteristicamente tóxicas e mutagênicas 
para os animais superiores, plantas e microrganismos. Entretanto, essa oxidação 
pode ser lenta e em pequenas quantidades quando o Cr (III) é adicionado ao 
solo via lodo de curtume ou juntamente com uma fonte de matéria orgânica 
(AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; JAHNEL et al., 1999).

Entretanto, em solos com altos teores de Mn redutível e drenagem 
deficiente, o Cr (III) pode ser oxidado a Cr (VI), tornando perigosa sua disposição, 
se os solos forem mantidos úmidos (ZAYED; TERRY, 2003), uma vez que com 
a sua secagem, o crômio é reduzido a Cr (III).

Portanto, a variabilidade no estado oxidativo do Cr em solos é de grande 
importância ambiental. Aplicado sucessivamente no solo, haverá tendência de 
acúmulo nas camadas superficiais, uma vez que, de modo geral, os metais são 
pouco móveis no perfil. Todavia, em função da constituição do solo, poderá 
ocorrer a movimentação vertical no perfil, colocando em risco a poluição do 
lençol freático.

Alcântara (1999) avaliou a eluviação de crômio em Latossolos muito 
intemperizados com diferentes texturas e verificou que foi maior no LATOSSOLO 
VERMELHO-AMARELO em relação ao LATOSSOLO DISTROFÉRRICO, sendo 
favorecida pelos ácidos fúlvicos presentes na matéria orgânica do solo.

Nos microrganismos, o Cr (III) é requerido por um limitado grupo, em alguns 
processos metabólicos. Embora a aplicação de lodo de curtume possa aumentar 
a atividade microbiana (CASTILHOS; KONRAD, 2002), concentrações de Cr+3 
a partir de 500 mg · kg-1 podem reduzi-la significativamente (GAUGLHOFER, 
1985).

Uma fração dos metais acumulados no solo estará disponível para as 
plantas. Ao absorvê-los elas poderão 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 acúmulo de metais pesados 
no solo e podem, em alguns casos, acumular altos teores em seus tecidos 
sem apresentar sintomas de fitotoxicidade ou mesmo diminuição na produção. 
Um dos mecanismos de proteção é a compartimentalização dos metais nos 
diferentes tecidos (MALAVOLTA, 1994).

As plantas absorvem o crômio do solo na forma de Cr (VI). O Cr (III), 
além da baixa mobilidade no solo, apresenta movimento muito restrito através 
da membrana biológica. A reação do Cr (III) com proteínas e outros colóides 
forma compostos relativamente grandes, que possuem baixa permeabilidade 
em membranas. 

Borges (2003) avaliou o efeito do crômio adicionado ao solo via lodo 
de curtume na cultura do braquiarão e do milho cultivados em LATOSSOLO 
VERMELHO-AMARELO. A análise dos resultados revelou baixos teores de  
crômio nas folhas de rebrota do braquiarão  após o corte da parte aérea. Segundo 
o autor, as plantas de braquiarão são seletivas, absorvendo o crômio em baixas 
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quantidades e, conseqüentemente, acumulando-o também em baixos teores 
em seus tecidos. Este comportamento da forrageira é vantajoso, viabilizando 
a aplicação do resíduo em áreas de formação de pastagem. Na cultura do 
milho, os teores de crômio nos grãos maduros foram baixos e, provavelmente, 
não constituem um fator limitante para o uso agronômico do resíduo nesta 
cultura.

4.2. Salinização

A salinização consiste na acumulação de sais solúveis de sódio, magnésio 
e cálcio nos solos. Essa acumulação diminui o potencial osmótico da solução do 
solo, gerando dificuldades na absorção da água e também toxicidade de íons 
específicos pela interferência dos sais nos processos fisiológicos da planta, 
reduzindo o seu crescimento e desenvolvimento. 

A presença de grandes quantidades de sais nos solos deve-se: a) ao 
material de origem do solo; b) à ausência ou escassez de chuvas nas regiões 
de clima árido e semi-árido, onde não ocorrem precipitações suficientes para 
percolar os sais solúveis do solo que, conseqüentemente, acumulam; c) à 
alta evapotranspiração; d) à salinização pela água do mar; e) à ascensão do 
lençol freático; f) à água de irrigação; g) à utilização de resíduos, entre outros 
(BOHNEN et al., 2000).

As quantidades de sódio no lodo de curtume podem variar de 5,9 a 66 g 
· kg-1 (base seca) e as de cálcio podem variar de 30 a 180 g · kg-1 de lodo (base 
seca) (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000; CASTILHOS et al., 2002; FERREIRA 
et al., 2003).

A condutividade elétrica do extrato de saturação ou da solução do solo 
é normalmente utilizada como um indicador da salinidade. Costa et al. (2000) 
notaram efeitos residuais da adição de lodo de curtume em um PLANOSSOLO 
HIDROMÓRFICO solódico, resultando em aumento da salinidade, devido ao 
aumento nos teores de sódio, cálcio e magnésio e da condutividade elétrica da 
solução do solo. O lodo de caleiro utilizado foi a fonte com maior efeito residual, 
aumentando a condutividade elétrica em mais de três vezes e o teor de sódio 
em mais de quatro vezes, enquanto a utilização de lodo de serragem cromada 
produziu menores  efeitos sobre a salinidade do solo. 

A aplicação de elevadas doses de resíduo pode inibir o crescimento das 
plantas. Provavelmente este efeito inibitório está associado à elevada quantidade 
de sais de sódio (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000) e não à presença de 
metais pesados nestes resíduos. 

Souza et al. (2007c) verificaram que a aplicação de 1.200 kg · ha-1 de N, 
na forma de lodo de decantador primário, resultou em morte das plantas  aos 
sete dias após a emergência e este efeito esteve associado à elevação do pH e 
da condutividade elétrica do extrato de saturação do solo. 

De acordo com Silva et al. (2007), quando a condutividade elétrica no 
extrato de saturação está acima de 0,6dS · m-1, há 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 não afetaram a 
condutividade elétrica, e aumentos nos teores de Ca em proporções equivalentes 
ao tratamento com calcário.

5. Conclusões

Os estudos sobre a utilização de lodo de curtume em solos da região 
sudoeste da Amazônia Brasileira ainda são poucos. Todas as informações 
geradas no Brasil foram provenientes de experimentos conduzidos nas regiões 
Sul e Sudeste, sob condições de solo e clima totalmente distintas. 

Até o momento, os estudos conduzidos corroboram os benefícios já 
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-1. 

Assim, enquanto a utilização de lodo de curtume na agricultura  representa 
uma alternativa para a melhoria da produtividade e  a reabilitação de áreas 
degradadas,  favorecendo o processo produtivo, atenção deve ser dada aos 
seus potenciais efeitos negativos, evitando-se a contaminação destas áreas 
com poluentes, em especial sais de sódio e cálcio.
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