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RESUMO

A micropropagacdo de orquideas € uma técnica utilizada com varios objetivos,
podendo-se destacar a multiplicacdo rapida de plantas, propagacdo de novos
hibridos, producdo em larga escala e obtencdo de matrizes livres de patdgenos. A
utilizacao de extratos naturais com ac¢ao antimicrobiana na micropropagacao mostra-
se como uma forma alternativa, ecolégica e econbmica de obtencdo de plantas
isentas de micro-organismos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de
extratos de Allium sativum (alho), de Syzygium aromaticum (cravo) e de propolis
para evitar a contaminacdo com micro-organismos durante o processo de subcultivo
in vitro de Epidendrum ibaguense Kunth e as possiveis interferéncias desses
extratos no desenvolvimento vegetativo das plantulas. Foram isolados e
identificados os micro-organismos Aspergillus sp., Candida sp., bactéria Gram-
negativa, bactéria Gram-positiva e Penicillium sp. presentes em frascos com meio de
cultura contaminados, oriundos do cultivo in vitro e do ambiente. Avaliou-se a acéo
antimicrobiana dos extratos sobre 0s micro-organismos isolados e observou-se que,
0 extrato de cravo inibiu o crescimento dos mesmos. Foram utilizados sete
tratamentos compostos pelo meio Murashige; Skoog (1962) com metade da
concentragdo de macronutrientes, acrescido de carvdo vegetal e dos extratos de
alho a 1,0 mgL™(T1), alho a 0,5 mgL™ (T2), cravo a 1,0 mgL™ (T3), cravo a 0,5 mgL™
(T4), propolis a 1,0 mgL™ (T5), prépolis a 0,5 mgL™ (T6) e o controle (T7) em um
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes e trés plantulas por
repeticdo. ApoOs sessenta dias do subcultivo nos meios com os extratos avaliou-se a
altura da parte aérea, o comprimento da maior raiz, 0 numero de raizes, 0 nimero
folhas, o comprimento da maior folha, o peso da massa fresca, 0 peso da massa
seca e a taxa de multiplicacao das plantulas. Houve influéncia dos extratos de alho,
cravo e prépolis no desenvolvimento in vitro de plantulas de E. ibaguense. O extrato
de cravo apresentou acdo antimicrobiana frente aos micro-organismos Aspergillus
sp., Candida sp., Escherichia coli, Penicillium sp. e Streptococcus pneumoniae. Ja
os extratos de alho e prépolis ndo demonstraram atividade antimicrobiana sobre
nenhuma das cepas testadas. Através deste trabalho foi possivel estabelecer um
protocolo para o cultivo in vitro de E. ibaguense visando o controle da contaminacao.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Extratos naturais. Micropropagacao. Orquideas.
Contaminacédo. Oxidacéo



ABSTRACT

The micropropagation of orchids is a technique used for various purposes, may be
noted the rapid multiplication of plants, propagation of new hybrid, large-scale
production and obtaining free arrays of pathogens. The use of natural extracts with
antimicrobial activity in micropropagation shows up as an alternative, environmentally
friendly and economical way to obtain plants free of microorganisms. This study
aimed to evaluate the use of extracts of Allium sativum (garlic), Syzygium
aromaticum (clove) and propolis to prevent contamination with micro-organisms
during the process of in vitro subculture of Epidendrum ibaguense Kunth and the
possible interference of these extracts on vegetative growth of seedlings. The
microorganisms Aspergillus sp. Candida sp. Gram-negative bacteria, Gram-positive
and Penicillium sp. present in the contaminated bottles with culture, derived from in
vitro culture and the environment, were isolated and identified. We evaluated the
antimicrobial activity of the extracts on the isolated microorganisms and it was
observed that the extract of clove inhibited their growth. Seven compound treatments
were used by Murashige; Skoog (1962) with half the concentration of macronutrients,
plus charcoal and garlic extracts to 1.0 mgL-1 (T1), garlic 0.5 mgL-1 (T2), cloves 1.0
mgL- 1 (T3), cloves 0.5 mgL-1 (T4), propolis to 1.0 mgL-1 (T5), propolis 0.5 mgL-1
(T6) and control (T7) on a randomized complete randomized with five replications
and three seedlings per replication. Sixty days of subculture in the media with the
extracts evaluated the shoot height, the length of roots, number of roots, leaves
number, the length of the longest leaf, the weight of the fresh weight, the weight of
the mass drought and the multiplication rate of the seedlings. There were significant
effects of the extracts of garlic, clove and propolis in the development of in vitro
plantlets of E. ibaguense. Clove extract showed antimicrobial activity against
microorganisms Aspergillus sp., Candida sp., Escherichia coli, Penicillium sp. and
Streptococcus pneumoniae and the extracts of garlic and propolis showed no
antimicrobial activity against any of the tested strains. Through this work, it was
possible to establish a protocol for the in vitro cultivation of E. ibaguense for the
contamination control.

Key words: Tissue culture. Natural extracts. Micropropagation. Orchids.
Contamination. Oxidation
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1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica e a regido Amazonica sao consideradas os principais habitats
brasileiros das orquideas, onde estdo presentes espécies endémicas de relevante
valor ornamental e comercial, segundo Almeida et al. (2012). E em decorréncia da
beleza e exuberancia de suas flores, as orquideas apresentam elevado valor
econdbmico como planta ornamental, com destaque, ainda, para sua importancia na
industria medicinal, alimenticia e de cosméticos (VENTURA, 2007).

As orquideas vém sofrendo acdo antrOpica em razdo de seu potencial
econdbmico e ornamental. Haja vista que sua multiplicacdo por vias naturais €
demorada, algumas espécies de orquideas estdo ameacadas de extincdo. Na
natureza, a propagacéo das orquideas ocorre pela proliferacdo de mudas laterais ou
disseminagdo natural das sementes, produzidas em frutos ou capsulas (COSTA et
al., 2013).

No Brasil ja4 foram catalogadas mais de 3.500 espécies de orquideas, no
entanto grande parte delas estdo correndo risco de extincdo devido a destruicao de
seus habitats e as coletas predatérias (UNEMOTO et al., 2007; COLOMBO et al.,
2004). Constantemente espécies animais e vegetais entram na lista de ameacadas
de extincdo ou sdo extintas devido ao impacto da destruicdo dos habitats pelo
homem, portanto devemos estudar estratégias que possam contribuir para a
perpetuacdo das mesmas. Outro fator relevante € que as orquideas sinalizam
quando o meio ambiente esta em processo de degradacéo, podendo ser utilizadas
como bio-indicadores ambientais.

Para ambientes em recuperacdo € interessante desenvolver técnicas de
propagacao in vitro de orquideas para reintroduzi-las na natureza ou para producao
em larga escala, o que podera diminuir o impacto da sua retirada das areas de
ocorréncia. A micropropagacao de orquideas tem sido utilizada no Brasil ha pouco
mais de 25 anos, com o0 objetivo principal de aumentar a producdo de mudas,
reduzindo seu custo e contribuindo para salvar muitas espécies da extingdo
(STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).

A técnica de cultura de tecidos oferece uma excelente ferramenta de
multiplicacdo vegetativa, pois permite a reproducdo rapida de plantas com
caracteristicas superiores e condi¢cdes genéticas e sanitarias garantidas. Diversas

técnicas de cultura de tecidos sdo aplicadas industrialmente como alternativas
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economicamente viaveis e vém sendo utilizadas com sucesso na propagacao de
plantas ornamentais (COSTA et al., 2013).

O aumento da procura por orquideas leva os produtores a comprarem mudas
de laboratérios especializados. E os investimentos empregados em materiais, infra-
estrutura e mao-de-obra especializada levam tais organizagbes produtivas a
minimizar as perdas e a maximizar a utilizacao dos fatores envolvidos na producao.
Cumpre salientar que ndo h& um protocolo Unico para a propagacdo in vitro de
orquideas, devendo ser ajustado de acordo com o género, espécie e/ou variedade,
dado que cada gendtipo possui exigéncias Unicas (COSTA et al., 2013; STANCATO;
BEMELMANS; VEGRO, 2001).

Considerando o aquecimento do mercado de flores, principalmente de
orquideas, varias tecnologias avancadas e investimentos vultuosos sao aplicados
em decorréncia deste fato. Entretanto, ocorrem algumas limitacées no processo de
cultivo in vitro referente a contaminacéo dos meios de cultura por fungos e bactérias,
sendo necessario o desenvolvimento de técnicas de assepsia e cultivo que
garantam a limpeza sem comprometer a integridade dos explantes.

O uso de antibidticos € uma estratégia utilizada na cultura de tecidos de plantas
e no ambito agronémico, apesar de existir a desconfiangca em torno de seu uso,
devido a inducédo de resisténcia plasmidial. Além disso, uma dosagem ndo exata de
antibioticos pode provocar a morte do explante.

Atualmente a utilizacdo de antibioticos é de uso restrito da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo comercializado somente sob prescricdo
médica, o que dificulta o acesso a essa classe de medicamentos. Portanto, ha
necessidade de se desenvolver protocolos de cultura de tecido por espécie de
orquidea sem o uso de antibibticos, substituindo-os por extratos vegetais com
atividade antimicrobiana.

Este trabalho estudou a utilizacdo de extratos de plantas com acao
antimicrobiana, no controle de micro-organismos presentes no subcultivo de
Epidendrum ibaguense com o objetivo de acelerar o processo de multiplicacdo
dessa orquidea em larga escala, tornando possivel o desenvolvimento desta
atividade econdmica entre os produtores de orquideas do estado de Roraima e da

regido amazonica.
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1.1 As orquideas

A familia Orchidacea constitui uma das maiores da classe Angiospermae,
com aproximadamente 850 géneros e 20.000 espécies (LORENZI; SOUZA, 2008),
além de mais de 30.000 hibridos. E em todos os continentes e nos mais variados
climas sdo encontradas orquideas nativas, exceto nas regides polares e nos
desertos extremamente secos (FARIA et al. 2004).

Diversos géneros de Orchidaceae sdo cultivados com fins de ornamentacao
tendo como destaque: Cattleya, Laelia, Oncidium, Epidendrum, Sophronitis e
Dendrobium. Do fruto de espécies de Vanilla € extraida a baunilha, largamente
utilizada na industria alimenticia e ja produzida artificialmente (LORENZI; SOUZA,
2008).

As orquideas, a exemplo de outras espécies vegetais, reproduzem-se por
duas vias: por meio da multiplicacdo vegetativa ou assexuada, ou da reproducao
sexuada, como consequUéncia da polinizacdo de uma flor e recombinagdo de seu
material genético. Na natureza as sementes das orquideas germinam e se
desenvolvem em simbiose com fungos micorrizicos, que oferecem nutrientes
necessarios ao seu crescimento. Na cultura assimbidtica a semente é acondicionada
em um recipiente contendo um meio de cultura estéril, proporcionando a germinacao
e o crescimento das mudas. Tal método é muito eficiente na germinacéo e cultivo de
orquideas epifitas tropicais e subtropicais, em suas fases iniciais de crescimento
(STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).

De acordo com seu habito de crescimento as orquideas podem ser
classificadas como terrestres, rupicolas e epifitas, sendo em sua grande maioria
representadas pelas epifitas (CORREIA et al., 2011). A producdo de novas
orquideas e melhores hibridos tem se concentrado principalmente em novas cores,
tamanho da flor e numero de flores. E aproximadamente 100.000 hibridos
comerciais foram registrados em todo o mundo, tendo a vertiginosa expansao do
mercado fomentado o interesse de produtores e clientes em novas orquideas
melhoradas em laboratorio, com a produgédo comercial de orquideas representando
8% do comércio global de floricultura (VENDRAME; MAGUIRE; CARVALHO, 2007).

Como varias espécies de orquideas estdo desaparecendo de seus habitats

naturais devido ao extrativismo e a destruicdo do ecossistema, tem acarretado a
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evasdo de seus polinizadores especificos, o que dificulta sua propagacdo e
reproducdo (MULLER et al., 2007). Técnicas como a cultura de tecidos tém
amparado a preservacdo destas espécies e apresentado como uma de suas
precipuas vantagens, o manuseio de grande numero de individuos em espaco

reduzido e sob condicdes assépticas (UNEMOTO et al., 2007).

1.2 Importancia econdmica das orquideas

Muito apreciadas, as orquideas estdo entre as plantas maior valor comercial.
Além de espécies de rara beleza ornamental sdo plantas que surgem naturalmente,
embrenhadas no alto das arvores. Em meio a complexidade das relacdes da
natureza, essas plantas obedecem a uma rigida organizacdo. Sendo assim um
excelente simbolo do cuidado e da conservacdo da natureza (MENEGUCE;
OLIVEIRA; FARIA, 2004).

Em se tratando de plantas ornamentais, onde predominam plantas hibridas,
como a gérbera, o cravo e a tulipa, entre outras, a clonagem in vitro de matrizes
selecionadas de orquideas tem permitido a compatibilizacdo de demandas
especificas dos mercados interno e externo, com atributos importantes, como época
de floracdo, coloracdo, tamanho e forma das flores, nimero de flores/plantas,
comprimento e resisténcia das hastes florais, tamanho e vigor das plantas
(KERBAUY, 1997). E dentre as tecnologias e técnicas que influenciaram a
horticultura nos dltimos 25 anos, a micropropagacdo se sobressai no
desenvolvimento comercial. Sendo atualmente produzidas em torno de 180 a 200
milhdes de plantulas/ano através da cultura de células e tecidos (LAMEIRA et al.,
2000).

As orquideas sdo comercializadas no atacado variando de R$ 5,00 a R$ 15,00
por muda. E a Cattleya, por exemplo, que se mantém florida por aproximadamente
30 dias é vendida por produtores em Sao Paulo por R$ 15,00 a R$ 20,00 o vaso,
sendo a Phalaenopsis comercializada por R$ 20,00 o vaso. A média de preco de
vaso florido gira em entorno de R$ 40,00 para o consumidor. E nos demais centros
consumidores e de pequena producdo, tais pre¢os, ja considerados altos, se elevam
cerca de 30% devido a margem de comercializacdo. E os buqués de noivas com
orquideas variam entre R$ 100,00 a R$ 1.000,00 (REIS, 2011).
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1.3 Epidendrum ibaguense

O Epidendrum é um género botanico pertencente a familia Orchidaceae
sendo composto por mais de 1.100 espécies. A espécie amazbnica E. ibaguense é
uma orquidea terrestre que cresce em grandes touceiras prostradas e enroscadas,
desenvolvendo-se no Brasil em afloramentos rochosos, em altitudes de 200 a 1.000
metros nos estados do Amazonas, Pard e Roraima (MENEGUCE; OLIVEIRA,
FARIA, 2004). O seu nome deriva do grego epi = sobre + dendrum = arvore, fazendo
referéncia ao seu habitat epifitico. A espécie E. ibaguense foi descrita em 1816 a
partir de uma planta coletada em Ibague, cidade da Colémbia (SANTOS;
FERREIRA; MARQUES, 2009).

Os caules do Epidendrum séo folhosos e com muitas raizes aéreas, sendo
gue a longa inflorescéncia sai do apice do caule. Possui grande potencial para
comercializagao, visto que produz flores o ano inteiro, com coloragéo vermelha ou
amarela (SANTOS; FERREIRA; MARQUES, 2010).

De acordo com as figuras 1 e 2 a espécie E. ibaguense tem sua distribuicdo
geografica nos estados do Amazonas, Bahia, Para, Rio de Janeiro, Sergipe e
Roraima. No estado de Roraima existem 21 espécies e ocorre nos municipios de
Amajari, Iracema, Pacaraima e Rorainopolis (LUZ; FRANCO, 2012). E segundo
Jardim... (2014) sua distribuicdo geografica ocorre na regido norte (Acre, Amazonas,

Amapa, Para e Roraima) e na regido Centro-oeste (Mato Grosso).
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Figura 1 - Ocorréncia de Epidendrum ibaguense no Brasil.
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Figura 2 - Ocorréncia de Epidendrum ibaguense no Estado de Roraima.
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1.4 Cultivo in vitro ou cultura de tecidos vegetais

Cultura de tecidos vegetais € o conjunto de técnicas de cultivo in vitro de
células e tecidos vegetais em meio nutritivo sintético, de composicao definida, sob
condicbes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores ambientais como luz,
temperatura, O2 e CO2 (QUISEN; ANGELO, 2008). Essa é uma técnica que
proporciona aumento de germinacgdo, para a maioria das espécies vegetais, além de
acelerar o processo de crescimento e desenvolvimento, formando plantulas
vigorosas e adaptaveis para a aclimatizacdo (MARTINI et al., 2001).

Embora tenham sido propostos no século XIX, os principios tedéricos da cultura
de tecidos de plantas, teorias de totipoténcia de células vegetais, foi apenas no
século XX que surgiram os trabalhos de Gottlieb Haberlandt, em 1902 com o cultivo
de tecidos somaticos de diversas espécies vegetais (KERBAUY, 1997).

A totipotencialidade é a propriedade que células animais e vegetais tem de dar
origem a novas células e individuos idénticos a célula mée. A cultura de tecidos
baseia-se nesta capacidade, cultivando assepticamente qualquer parte viva da
planta, em condicbes controladas de temperatura, umidade e luminosidade
(LAMEIRA et al., 2000). Knudson (1922) cultivou embrides de orquideas na
auséncia de micorrizas e observou que a sacarose era importante para o
crescimento e desenvolvimento destes embrides in vitro.

O cultivo in vitro tem sido utilizado para formacéo e intercambio de banco de
germoplasma, producdo de sementes sintéticas, microenxertia, estudo de biologia
vegetal, além de outras aplicacbes (CANCADO et al., 2009). Também apresenta
importancia pratica para as areas agricola, florestal e cientifica, como biologia de
plantas, onde aparece como uma das técnicas mais polivalentes, sendo um dos
objetivos da cultura de tecidos promover uma alternativa para manipular plantas em
nivel molecular (QUISEN; ANGELO, 2008).

A micropropagacao € uma ferramenta biotecnologica importante na obtengao
de plantas livres de doencgas e pragas, além de propiciar a produ¢cdo de um numero
significativo de mudas uniformes. Esta técnica também é usada como artificio para
germinar sementes de dificil propagacédo pelos métodos convencionais, como € o
caso de algumas orquideas (SILVA; VILLA; PASQUAL, 2009). Propiciando o

aproveitamento de praticamente todas as sementes produzidas nos frutos (capsulas)
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e a regeneracdo de plantas adultas a partir desta. Na natureza uma capsula que
possui cerca de 3.000 sementes d& origem a poucas plantas (SANTOS; FERREIRA;
MARQUES, 2009).

O cultivo in vitro de orquideas constitui técnica relevante do ponto de vista
comercial e também ecoldgico. E as plantas produzidas desta forma também podem
ser utilizadas em programas de reintroducdo de espécies nativas em areas de
preservacdo ambiental. A cultura assimbiotica resulta em maiores percentuais de
germinacdo, em comparacdo com a germinacdo em condi¢cdes naturais, que é
dependente da infecgcéo por fungos micorrizicos simbiontes (MARTINI et al., 2001).

Diversas formulagBes de meios basicos com diferentes concentragbes e/ou
combinac¢des de fitorreguladores, fungicidas e antibidticos, tém sido utilizadas nos
meios de cultura, visando adequa-las as necessidades de cada espécie vegetal no
cultivo in vitro. E a suplementacédo com fitorreguladores tem como obijetivo principal
suprir as possiveis deficiéncias dos teores enddégenos de horménios nos explantes,
gue se encontram isolados das regides produtoras na planta-matriz, estimulando
respostas como crescimento e alongamento, enraizamento ou multiplicacdo da parte
aérea (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

1.5 Meios de cultura utilizados no cultivo in vitro

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgéos
vegetais possuem substancias essenciais para o seu crescimento e controlam, em
grande parte, o padréo de desenvolvimento in vitro. As mesmas vias bioquimicas e
metabdlicas basicas que funcionam nas plantas ex vitro, sdo conservadas no
material vegetal in vitro. Portanto, para suprir 0s nutrientes necessarios 0s meios
nutritivos devem oferecer varios minerais com algumas modificagbes, para atender
as necessidades especificas in vitro. Complementando as substancias
biossintetizadas pelas células, varios compostos organicos séo adicionados ao meio
para suprirem as necessidades metabdlicas, energéticas e estruturais das ceélulas
(CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA,1998).

Murashige; Skoog (1962) ao adicionar extrato de folhas de fumo ao meio de
cultura visando promover o desenvolvimento de calos, observou que o crescimento

deste tecido foi 4 a 5 vezes maior, quando comparado com o calo mantido em meio
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de White. Neste experimento demonstrou-se que, a fragcdo ativa do extrato era
inorganica. Apos este trabalho deu-se inicio a elaboracdo do meio MS, que é
atualmente o meio nutritivo mais utilizado em trabalhos de cultura de tecidos
(TORRES; CALDAS; FERREIRA, 1998).

Sabe-se que o meio de cultura é essencial para o cultivo in vitro e pode ser
formulado com diferentes combinagfes, de acordo com o0s requerimentos de cada
espécie. Em geral sua composicdo € complexa, contendo diversos macro e
micronutrientes, vitaminas e reguladores de crescimento, 0 que eleva 0s custos da
propagacao in vitro das espécies (HERRMANN; FREITAS; PERICO, 2011). Dentre
os produtos que podem ser adicionados aos meios de cultura estd o carvao ativado,
gue promove efeitos benéficos no desenvolvimento dos embribes e maior
crescimento de raizes, por adsorver substancias inibitérias presentes no meio de
cultura, além de produtos toxicos liberados pelos explantes (SCHNEIDERS et al.,
2012).

Em 1922 Knudson promoveu a germinacdo de sementes de orquideas em um
meio nutritivo relativamente simples, composto por alguns sais minerais e agucar em
uma semeadura in vitro de Cattleya massiae. A partir de entdo a propagacao de
orquideas evoluiu e esta metodologia tornou-se uma das principais ferramentas na
propagacio comercial dessas plantas (GALDIANO JUNIOR; MANTOVANI; LEMOS,
2012). Os principais 6bices na propagacdo in vitro de orquideas estédo relacionados
ao tempo necessario para a producao de plantulas a partir de hibridos selecionados
e a identificacdo do meio de cultura adequado para cada espécie (TAVARES et al.,
2012).

1.6 Contaminac¢do microbiana no cultivo in vitro

Dentre os maiores problemas da producdo em escala comercial do cultivo in
vitro esta a contaminacéo do meio nutritivo por fungos e bactérias durante as etapas
de propagacdao in vitro. Essa contaminacdo pode ocorrer no meio de cultura ou no
material vegetal, competindo pelos nutrientes, produzindo substancias téxicas e
inibindo o desenvolvimento do explante, acarretando sua perda (CAMPOS et al.,

2007). E de acordo com Giladi et al. (1979) os fungicidas e bactericidas incorporados
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ao meio de cultura para diminuir os problemas de contaminacdo, tém induzido
efeitos positivos na multiplicacéo de plantas cultivadas in vitro e in vivo.

Um elevado grau de assepsia é condi¢do limitante no cultivo in vitro, j& que
fungos e bactérias encontram no meio nutritivo utilizado, ambiente apropriado para
se desenvolverem rapidamente, culminando com a morte das plantulas. Portanto, as
culturas sdo mantidas em frascos de vidro ou outro material substitutivo, fechados e
previamente esterilizados. Algumas espécies em cultura in vitro necessitam que haja
trocas gasosas do interior dos frascos com o exterior, 0 que Se consegue,
normalmente, por meio de um pequeno espaco livre deixado entre a tampa e o
frasco, por onde podem penetrar também o0s micro-organismos do ar. A
contaminacdo pode acontecer também durante a introducdo dos explantes nos
frascos, quando sao feitas as transferéncias de material de um frasco para outro.
Dai a importancia de instalacdes adequadas, bem como equipamentos e protocolos
que possibilitem a criacdo de um ambiente com elevado nivel de assepsia. Esse
controle torna-se mais rigoroso a medida que aumenta o tamanho do laboratdrio,
pois, com as atividades cresce também o risco de contaminacdo (TEIXEIRA,;
TORRES, 1998).

1.7 Extratos com atividade antimicrobiana

A formacdo de uma consciéncia ecolégica e a busca pela preservacdo do
ambiente natural tem gerado a necessidade de testar produtos de origem vegetal,
almejando um controle de fitopatégenos (VENTUROSO et al.,, 2011). Trabalhos
desenvolvidos com extrato bruto ou Oleo essencial de plantas medicinais e
aromaticas obtidos a partir da flora nativa tém apresentado potencial no controle de
fitopatdgenos, tanto pela acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacao de esporos, quanto pela inducao de fito-alexinas (ROZWALKA et al.,
2008).

As tinturas sdo definidas pela United States Pharmacopeia (USP) como
solugdes alcodlicas ou hidroalcodlicas preparadas a partir de materiais vegetais ou a
partir de substancias quimicas. Tradicionalmente, as tinturas de drogas potentes de
origem vegetal representam a atividade de 10g da droga em cada 100 mL da tintura,
e a poténcia € ajustada conforme a analise (GENNARO, 2004).
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A escolha dos extratos de alho, cravo e propolis ocorreu devido ao
conhecimento corrente dentre os orquiddfilos, que utilizam esses extratos de forma
empirica para evitar ou exterminar pragas como cochonilhas, pulgbes etc. Os
orquiddfilos fazem uso desses extratos na forma de chas, extratos e caldas entre

outros.

1.7.1 Allium sativum

O Allium sativum (alho) € uma erva bulbosa, pequena, de cheiro forte e
caracteristico, perene, com bulbo formado de 8-12 bulbilhos (dentes). Possui folhas
lineares e longas. Suas flores séo brancas ou avermelhadas, dispostas em umbela
longo-penduculada. E o fruto é uma capsula loculicida, com 1 a 2 sementes. E
originaria provavelmente da Europa, e largamente cultivada em todo o mundo sendo
utiizada como condimento de alimentos desde a mais remota antiguidade
(LORENZI; MATOS, 2002).

Apesar de ser utilizado principalmente como planta aromatica e condimentar,
seus constituintes ativos conferem ao alho propriedades medicinais favoraveis a
saude humana, apresentando atividade contra patdogenos e pragas de espécies
vegetais de interesse agrondmico, sendo empregado em muitos paises como
defensivo natural (SOUZA; ARAUJO; NASCIMENTO, 2007). Na composi¢io
fitoquimica ativa do alho ha mais de 100 compostos biologicamente ativos, onde se
destacam compostos como a alicina, o0 ajoeno, o0s tiosulfinados e o0s
organosulfurados (LEDEZMA; APITZ-CASTRO, 2006).

A maior concentracdo de compostos fitoquimicos terapéuticos do alho
encontra-se nos bulbos, popularmente conhecidos como dentes de alho. E o 6leo
essencial adquirido a partir do bulbo contém aproximadamente 53 constituintes,
principalmente ajoeno, alicina e aliina que sédo derivados organicos do enxofre, 0s
quais Ihe conferem propriedades farmacolédgicas, dentre as quais se encontra a
atividade antibacteriana (LORENZI; MATOS, 2002).

A partir da analise farmacognéstica realizada em amostras de alho por
Santiago; Felicio; Soares, (2011) foi registrada a presenca de flavonoides, taninos,

alcaloides e cumarinas encontradas no extrato hidroalcodlico de A. sativum. Eles
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relatam que estas substancias encontradas podem ter contribuido com a atividade
antimicrobiana apresentada pelo alho.

1.7.2 Syzygium aromaticum

O Syzygium aromaticum (cravo) € uma arvore sempre verde, de copa alongada
caracteristica, de até 10 m de altura. Possui folhas inteiras, oblongas, longo-
pecioladas, aromaticas, de 7-11 cm de comprimento e flores longo-pedunculadas,
pequenas, aromaticas, réseas ou avermelhadas, dispostas em corimbos terminais. E
originaria da india e cultivada em varios paises tropicais, inclusive no Brasil
(LORENZI ; MATOS, 2002).

Como muitos outros O6leos volateis, o 6leo de cravo-da-india inibe o
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Sua acao fungistatica,
sugere seu uso como uma droga antidermatofitica, além de apresentar propriedade
vermifuga e larvicida. Tem como principios ativos o eugenol (4-alil-2-metoxifenol),
acetileugenol, acido galico, compostos sesquiterpenos, furfural, vanilina e metil n-
amil cetonas (INDICE..., 2008). Possui diversas sinonimias como: Eugenia
caryophyllus Thumb., Eugenia aromaticus L., Eugenia aromatica Baill., Caryophyllus
aromaticus L., Myrtus caryophyllus Spreng. e Jambosa caryophyllus Ndz. (LORENZI;
MATOS, 2002).

1.7.3 Propolis

A propolis € uma resina coletada das arvores pelas abelhas Apis mellifera L.,
constituida por inUmeras substancias, dentre elas os flavonoides. Em funcdo da
variedade de sua composicdo quimica, apresenta varias acdes farmacologicas,
destacando-se as ag¢fes antiinflamatoria, cicatrizante, antitumoral, antimicrobiana e
principalmente a antifangica (LONGHNI et al., 2007). E uma substancia muito
utilizada na medicina popular devido as citadas propriedades farmacoldgicas.

A composicao quimica da propolis varia com a flora da regido e com a época
da colheita, assim como a espécie da abelha. Buriol et al. (2009) quando realizou um
trabalho sobre a composicdo quimica e atividade biologica de extrato oleoso de

propolis encontrou a presenca dos flavondis canferida, diidrocanferida e betuletol, e
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dos acidos 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico, p-cumarico, cafeico, 3-prenil-
4-hidroxicinamico, 3,4-diidroxi-5-prenilcinamico, 4-hidroxi-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-

butenil)-5-prenilcin@mico, 3-prenil-4-diidrocinamoloxi-cinamico e dicafeoilquinico.
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2 OBJETIVOS

A presente pesquisa foi desenvolvida e norteada com o0s objetivos abaixo

relacionados e serviram de orientacédo para o aprimoramento deste trabalho.

2.1 Objetivo Geral

Conhecer as condi¢cbes de desenvolvimento do Epidendrum ibaguense em
meio de cultura com extratos de Allium sativum (alho), Syzygium aromaticum (cravo)

e prépolis visando estabelecer um protocolo para controle da contaminacdao in vitro.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a influéncia dos extratos de alho, cravo e prépolis no desenvolvimento
in vitro de plantulas de E. ibaguense;

v' Testar a atividade antimicrobiana dos extratos de alho, cravo e propolis frente
a micro-organismos isolados e os provenientes de meio de cultura do cultivo

in vitro contaminados e do ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Escolha da espécie

A espécie Epidendrum ibaguense foi selecionada por ser uma orquidea nativa
com potencial econdmico como flor de corte, ocorrendo no estado de Roraima de
acordo com Luz; Franco (2012) nos municipios de Amajari, Iracema, Pacaraima e
Roraindpolis. A identificacdo desta espécie foi realizada pelo especialista em
orquideas Edlley Max Pessoa da Silva da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) e depositada no Herbario do Centro de estudos de biodiversidade (CBio) da

UFRR, com o numero de acesso 6357 (figura 3).

Figura 3 - Orquidea Epidendrum ibaguense identificada e depositada no Herbério do
CBio da UFRR.

3.2 Origem do fruto

O fruto de E. ibaguense foi coletado de matrizes dessa espécie cultivadas na
casa de vegetacdo do Nucleo de Recursos Naturais (NUREN), da Universidade
Federal de Roraima. A coleta foi realizada no dia 03 de dezembro de 2013 as 9
horas da manha a temperatura de 30°C. E a pesquisa foi realizada no laboratério de
substancias bioativas do PRONAT da Universidade Federal de Roraima, no periodo
de dezembro de 2013 a julho de 2014.
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3.3 Desinfestacdo do fruto e semeadura in vitro

O fruto maduro de E. ibaguense foi coletado ainda fechado e transportado até o
Laboratorio de Substancias Bioativas do PRONAT. Como as sementes
encontravam-se no fruto integro, sem orificios ou ranhuras, portanto em ambiente
asséptico, ndo houve necessidade de promover a desinfestagcdo das sementes,
apenas da superficie do fruto, que foi lavado externamente com detergente e agua
corrente (figura 4) e, com o auxilio de um estilete foi feita a remocao da haste que o
prendia a planta-méae e do resto das partes florais. Apds esse procedimento o fruto
foi imerso em solugdo de alcool 70% durante 5 minutos e em seguida foi transferido
para uma solucdo de hipoclorito de sdédio 2% por 15 minutos, seguido de trés
lavagens consecutivas com 200 mL de agua destilada e autoclavada, para a retirada
do excesso de hipoclorito. Neste momento iniciou-se a primeira fase da pesquisa,
onde o fruto foi aberto com auxilio de bisturi e com uma espatula retirou-se uma
pequena quantidade de sementes, que foi semeada em frascos de vidro, de 250 mL,
contendo 30 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Figura 4 - Desinfestacdo do fruto de Epidendrum ibaguense com detergente liquido

e alcool a 70%.

Apbs a semeadura os frascos semeados permaneceram na sala de cultivo
durante 15 dias, no escuro. Depois deste periodo, os frascos foram expostos a um
fotoperiodo de 16 horas de luz com lampadas fluorescentes com luminosidade de 30
umol m™ (aferida pelo Luximetro Digital Modelo: LDR-225 Marca: Instrutherm com

valor médio de 2300lux) e 8 horas de escuro a uma temperatura de 25+2°C.
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3.4 Meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962)

O meio de cultura utilizado na primeira fase do experimento foi o de MS, cuja
composicao esta descrita no anexo 1, acrescido de 2gL™ de carvéo ativado, 30g L™
sacarose, 8,59 L™ de agar e 4gua destilada para completar o volume de um litro. O
pH foi ajustado para 5,7 antes da adicdo de &agar (Agar Agar tipo |) e da
autoclavagem. Aliquotas de 30 mL deste meio foram distribuidas em frascos com
capacidade de 250 mL, que foram fechados e, logo apos, esterilizados em autoclave

por 20 minutos a temperatura de 120 °C e pressdo de 1,05 kg cm™.

3.5 Obtencéo dos extratos

As tinturas de alho e prépolis utilizadas neste trabalho foram adquiridas
comercialmente com concentracdo de 10%. E utilizou-se o 6leo essencial de cravo,
também comercial (Anexo 2). Foram realizadas analises fitoquimicas qualitativa dos
extratos de alho, cravo e prépolis no laboratério do Ndcleo de Pesquisa e Pos-
graduacéo em Ciéncias e Tecnologia - NPPGCT da UFRR e utilizou-se um extrator
de Soxhlet para rotoevaporar todo conteldo de agua existente nos extratos de alho
e proépolis.

Para a identificacdo da composicao quimica do extrato de alho e prépolis e do
0leo essencial do cravo-da-india foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria em equipamento Shimadzu, Modelo GCMS-QP 2010. As
amostras utilizadas na cromatografia foram preparadas de acordo com a tabela 1.
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Tabela 1 - Condi¢bes para separagao por cromatografia gasosa (CG).

Condicdes do CG-MS Unidades

Temperatura da coluna 60 °C

Modo de inje¢éo Splitles

Gas de arraste Hélio

Rampa de aguecimento 60 °C /1min

Duracéao da corrida da amostra 60 min

Vazao de arraste 01 mL/min

Coluna Rtx-5MS (30 m comprimento; 0,25 mm

de diametro; 0,25 um de filme

Temperatura da interface 250°C

Para realizar as diluicbes dos extratos de alho, cravo e prépolis foram
utilizados &lcool a 66% para o alho e prépolis e Tween® 80 para o 6leo essencial de
cravo. O monoleato de sorbitano polioxietileno € um emulsificante conhecido como
Tween® 80, muito empregado como agente dispersante nas preparacdes de
solucdes (NASCIMENTO et al., 2008). Objetivou-se com essas diluicdes atingir a
concentracdo inibitéria minima (MIC) dos extratos sobre as cepas analisadas e a
menor concentracdo que nao interferisse no desenvolvimento das plantulas de E.
ibaguense. E para avaliar se estes reagentes poderiam contribuir com o processo de
oxidacéo fendlica foi realizado um teste in vitro com plantulas de E. ibaguense.

3.6 Preparacéao dos tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Substancias Bioativas do
Nucleo de Biotecnologia do Programa de Pdés-graduacdo em Recursos Naturais
(PRONAT), da Universidade Federal de Roraima (UFRR). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 7 tratamentos e 5
repeticbes. Foram inoculadas 3 plantulas por repeticdo, totalizando 15 plantulas por

tratamento.
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Os explantes utilizados no subcultivo foram obtidos a partir da semeadura in
vitro na primeira fase da pesquisa, seguindo-se o método de semeadura de Faria et
al. (2012). Apos completados 150 dias da germinacdo in vitro foram selecionadas as
plantulas que apresentaram altura da parte aérea de aproximadamente 1,5 + 0,5 cm.
Na segunda fase do experimento, as plantulas foram subcultivadas em meio de
cultura MS adicionados dos extratos de alho, cravo e propolis.

Avaliou-se a acdo dos extratos em subcultivo realizado dentro e fora da
camara de fluxo laminar. Sessenta dias ap6s o subcultivo nos diferentes tratamentos
o desenvolvimento das plantulas foi avaliado quanto a altura da parte aérea, o
comprimento da maior raiz, o0 numero de raizes, o numero folhas, o comprimento da
maior folha, a massa fresca, a massa seca e a taxa de multiplicacdo. A partir desse
momento foram realizadas observacfes a cada 7 dias, quanto a contaminacao
bacteriana, fungica e oxidacdo fendlica. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias dos tratamentos ao teste de Tukey a 5%, utilizando-se o
programa estatistico GENES (CRUZ, 2006).

ApoOs a preparacdo do meio de cultura MS o mesmo foi colocado em
erlenmayers para serem autoclavados por 15 minutos a 120°C. ApOs esfriar os
erlenmayers foram levados para a camara de fluxo laminar, onde se distribuiu 30mL
em frascos de vidro de 250 mL para todos os tratamentos. Antes da solidificacdo do
meio foram acrescentados os extratos de alho, cravo e prépolis, de acordo com a
tabela 2.

Os extratos de alho e propolis acrescentados ao meio de cultura MS foram
esterilizados através da filtragem com membranas de éster de celulose Millipore®,
com poros de 0,22 um de didmetro. E o 06leo essencial de cravo foi adicionado

diretamente ao meio de cultura sem filtrar.
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Tabela 2 - Concentracédo dos extratos de alho, cravo e propolis utilizados nos testes
de desenvolvimento in vitro de Epidendrum ibaguense.

Procedimento dentro e fora da Quantidade  Numero de Plantulas
camara de fluxo laminar de extrato por frascos por

Frasco (mL) (Repeticdo) Tratamento

T1alho 1,0 mg.L™ 0,3 5 15
T2 alho 0,5 mg.L™ 0,15 5 15
T3 cravo 1,0 mg.L™ 0,03 5 15
T4 cravo 0,5 mg.L™ 0,15 5 15
T5 prépolis 1,0 mg.L™ 0,3 5 15
T6 prépolis 0,5 mg.L™ 0,15 5 15
T7 MS+carvao - controle - 5 15

Uma semana ap0s a preparagdo do meio MS com os extratos foram
subcultivadas as plantulas, inoculando-se 3 por repeticao, ap6s a mensuracao das
variaveis: altura da parte aérea, comprimento da maior raiz, nUmero de raizes,
namero folhas, comprimento da maior folha e o peso da massa fresca. Em seguida,
os frascos com as plantulas foram mantidos em sala de cultivo e desenvolvimento.

A semeadura (primeira fase do experimento) do E. ibaguense foi realizada
dentro da camara de fluxo laminar e o subcultivo (segunda fase do experimento) foi
realizado dentro e fora da camara de fluxo laminar, com os diferentes extratos, com
0 objetivo de avaliar o processo de contaminacdo que pode ocorrer durante a
micropropagacao.

Para a realizacdo do experimento fora da camara de fluxo laminar foram
adotadas medidas de assepsia do ambiente e dos utensilios. Foi utilizada agua
sanitaria comercial para higienizar o piso e alcool a 70% para a limpeza das paredes
da bancada onde foi desenvolvido o subcultivo. Como o procedimento ocorreu fora
da camara de fluxo laminar foi utilizado lamparina com alcool para a flambagem dos
instrumentos utilizados no procedimento. Ap6s o0 subcultivo os frascos com as
plantulas foram mantidos em sala de cultivo durante 60 dias e foram avaliados a

cada 7 dias, quanto a contaminacao por bactérias, fungos e oxidacao fendlica.
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3.7 Avaliag&o do crescimento

A avaliacao final foi realizada 60 dias ap6s o subcultivo, quando as plantulas
foram retiradas dos frascos para a analise das variaveis biométricas: altura da parte
aérea (APA), comprimento da maior raiz (CMR), nimero de raizes (NR), numero
folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), peso da massa fresca, massa seca
e taxa de multiplicacdo. Neste procedimento foram utilizados paquimetro digital,
balanca analitica de precisao (0,0001) e mufla.

Para obtencdo da matéria seca, as plantulas foram pesadas e depois levadas
para uma estufa com circulacéo forcada de ar a 135°C por duas horas, quando
apresentaram peso constante. Apos a secagem e pesagem do material, obteve-se a
matéria seca em gramas (MIZUBUTI, 2009). O calculo da matéria seca foi obtido

seguindo a férmula abaixo:

Matéria seca (%) = % 100

onde: P' = Peso em gramas da amostra apos a dessecacédo; e P = Peso em gramas
da amostra antes da dessecacao.

3.8 Testes de atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de alho, cravo e prépolis

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados no laboratério de
Microbiologia do PRONAT segundo o método de Kirby e Bauer, que foi descrito em
1966 (KONEMAN et al., 1999). Esta técnica tem como principio a inibicdo do
crescimento de micro-organismos inoculados na superficie de um meio de cultura,
através da utilizacdo de discos do tipo blank de papel de filtro estéreis, impregnados

com substancias antimicrobianas.
3.8.1 Isolamento dos micro-organismos

A forma direta para isolamento de micro-organismos € a mais comum, quando

se tem por objetivo a identificacdo e o controle dos contaminantes de plantas in vitro
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(SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010). Como um dos problemas enfrentados na fase no
inicio do estabelecimento do explante in vitro é a contaminacdo por micro-
organismos, principalmente na superficie do meio, além da contaminacdo endogena
(LONDE et al.,, 2007) para identificar estes contaminantes foram isolados e
identificados 0s micro-organismos. Apés a realizagdo deste procedimento foram
utilizados nos testes de atividade antimicrobiana com os extratos de alho, cravo e
prépolis.

Para o isolamento dos micro-organismos foram utilizados frascos com meio de
cultura contaminados e placas expostas nos ambientes: sala de cultivo, camara de
fluxo laminar e bancadas do laboratoério de substancias bioativas do PRONAT. Com
auxilio de uma alca de platina foi colhida uma amostra do frasco contaminado e
inoculou-se em meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) e agar Sabouraud.
Utilizaram-se placas de Petri contendo meio de cultura agar Mueller Hinton para
bactérias e com o agar Sabouraud para fungos filamentosos e leveduras, que foram
abertas nos ambientes citados para detec¢do dos micro-organismos presentes por

30 minutos.

3.8.2 ldentificacdo dos micro-organismos isolados

A identificacdo dos contaminantes presentes nas placas e nos frascos foi
realizada de duas formas: visualizacdo das col6nias pelo exame macroscopico das
placas e dos tecidos vegetais infectados e pelo exame microscopico dos fungos
filamentosos, através da preparacdo de laminas. Foi realizado microcultivo em
lamina para identificacdo dos fungos até o género, seguindo as normas
internacionais descritas por Lacaz et al. (2002). As leveduras foram previamente

identificadas utilizando o kit de identificagdo de leveduras Biomérieux®.

3.8.3 Micro-organismos utilizados no bioensaio

Foram selecionados cinco micro-organismos para este bioensaio, sendo eles
bactéria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae, bactéria Gram-negativa

Escherichia coli, fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e levedura Candida sp.
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(figura 5). Utilizou-se cepas padrdo ATCC para os testes de atividade antimicrobiana
com os extratos de alho, cravo e propolis. As bactérias encontradas nos frascos

contaminados foram separadas somente até Gram-negativa e Gram-positiva.

Figura 5 - Cepas utilizadas na determinagao da atividade antimicrobiana dos
extratos de alho, cravo e propolis.

CEPAS ORIGEM

Aspergillus sp. Isolado dos frascos e demais
ambientes do laboratorio

Candida sp. Isolado dos frascos contaminados

Escherichia coli - Gram negativa ATCC 25922

Penicillium sp. Isolado dos frascos contaminados e
demais ambientes do laboratorio

Streptococcus pneumoniae - Gram positiva | INCQS 00440

As bactérias Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae foram semeadas em
placas de Petri contendo agar Muller-Hinton, e as cepas fungicas Aspergillus sp. e
Penicillium sp. e da levedura Candida sp. em placas contendo agar Sabouraud e
acondicionadas em estufa por 48 horas. As bactérias ficaram incubadas a
temperatura de 37°C e os fungos de 27°C. Apds este periodo 5 colbnias foram
transferidas das placas de Petri para tubos de ensaio contendo 5 mL de solucéo
salina estéril, para a concentracdo de 107 UFC/mL, perfazendo a turbidez 0,5 da
escala de Mac Farland.

Discos de papel estéreis com 6 mm de diametro foram embebidos previamente
com 10 pL dos extratos de alho, cravo e propolis, além de um controle positivo com
gentamicina (200mg/L) para as bactérias e itraconazol (200mg/L) para os fungos
filamentosos e leveduras. Realizou-se a semeadura das suspensodes utilizando a

metodologia da placa cheia, através da inoculagdo com alga de Drigalski.

3.8.4 Concentracgéo inibitéria minima (MIC)

A MIC foi determinada pela menor concentracdo observada nos testes de
atividade antimicrobiana para os extratos de alho, cravo e propolis frente aos micro-

organismos Aspergillus sp., Candida sp., S. pneumoniae, E. coli e Penicillium sp. O
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extrato que apresentou resultado inibitério passou por sucessivos processos de
diluicdo. Apés essas diluicdes, repetiu-se todo o procedimento citado no item 3.8.3 e
novamente realizou-se a leitura do diametro dos halos inibitorios. As diluicbes
sucessivas cessaram ao atingirmos a ultima concentracdo de extrato em disco capaz

de produzir agcao antimicrobiana.

3.8.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de alho, cravo e
prépolis frente aos micro-organismos Aspergillus sp., Candida sp., E. coli, Penicillium
sp., € S. pneumoniae foram analisadas visualmente as medias do diametro dos
halos de inibicdo do crescimento, além da determinacdo da concentracdo minima
inibitoria. O resultado positivo foi evidenciado pela presenca de halos de inibicdo em

torno dos discos, que foram medidos com régua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Provenientes do subcultivo in vitro de Epidendrum ibaguense foram
selecionadas 105 plantulas para o subcultivo dentro da camara de fluxo laminar e
105 plantulas para o subcultivo fora da camara de fluxo laminar, com o intuito de
avaliar o desenvolvimento vegetativo destas plantulas em meio MS, com adicéo de
extratos vegetais de alho, cravo e prépolis e para avaliagdo de possiveis
contaminagdes in vitro. Serdo discutidos a seguir os efeitos desses extratos vegetais
sobre as variaveis biométricas das plantulas e micro-organismos existentes nos

meios de cultura.

4.1 Efeito dos extratos sobre o desenvolvimento das plantulas

Ap0s 60 dias do cultivo in vitro foi realizada a analise de crescimento vegetativo
das plantulas de E. ibaguense subcultivadas dentro da camara de fluxo laminar e foi
possivel observar que, a maior altura da parte aérea (APA) das plantulas ocorreu no
tratamento controle (MS) e no meio com prépolis na concentragédo de 0,5 mgL™
apresentando resultado de 1,978 cm e 1,782 cm, respectivamente (tabela 3). Fora
da camara de fluxo laminar, a maior altura da parte aérea foi observada no
tratamento controle (MS), embora ndo tenha diferido estatisticamente do tratamento
com prépolis a 0,5 mgL™, alho a 0,5 mgL™ e alho a 1,0 mgL™, com médias de 1,766
cm, 1,688 cm, 1,484 cm e 1,136 cm, respectivamente (tabela 4). Um resultado
idéntico foi observado quando o extrato de alho promoveu o maior crescimento da
parte aérea da amoreira-preta, no experimento realizado por Dias et al. (2011),
guando avaliaram a aplicacdo de extrato de alho na quebra do repouso vegetativo
de amoreira-preta. A menor altura da parte aérea foi verificada no tratamento com
cravo a 1,0 mgL™, tanto no subcultivo realizado dentro, como fora da camara de
fluxo laminar.

O maior comprimento da maior raiz (CMR) foi observado no tratamento
controle (MS), onde as plantulas apresentaram em meédia 1,19 cm de comprimento,
no subcultivo realizado dentro da camara de fluxo laminar. Observa-se, no entanto
que ndo houve diferenca estatistica significante em relagdo aos tratamentos com

alho a 1,0 mgL™ e com prépolis a 0,5 mgL™. J4 para o subcultivo realizado fora da
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camara, o maior comprimento da maior raiz ocorreu no tratamento com alho a 1,0
mgL™, com média de 0,708 cm mas ndo houve diferenca estatistica significante em
relacdo aos outros tratamentos, com excecdo do tratamento com cravo a 1,0 mgL™

gue acarretou uma diminuicdo no tamanho da raiz de 0,198 cm (tabela 4).

Tabela 3 - Efeitos dos extratos de alho, cravo e prépolis no desenvolvimento de E.
ibaguense subcultivado dentro da cdmara de fluxo laminar, apos 60 dias de cultivo in
Vitro.

Variaveis Avaliadas

Tratamentos APA CMR NR CMF NF MS

(cm) (cm) - (cm) - (%0)
T1 alho 1mgL™ 0,344bc 0,484abc 0,796cd 0,232c 2,262ab 11,258a
T2 alho O,5mgL'l 0,346bc  0,196bc 0,93cd 0,286bc 2,064ab 7,502a
T3 cravo 1mgL'1 -0,473c -0,28c -0,266d -0,2c 0,398b  6,596a
T4 cravo 0,5mgL™ 0,632b  0,266bc  3,394b 0,436bc 2,798ab 7,446a
T5 prépolis ImgL™ 0,684b  0,202bc  1,864bc 0,434bc  3,33a 7,114a
T6 prépolis 0,5mgL™ 1,782a 0,906ab 3,528b 0,994ab 3,064ab 11,158a

T7 testemunha 1,978a 1,19a 6,128a 1,388a 3,33a 6,23a

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
Altura da parte aérea (APA); comprimento da maior raiz (CMR); nimero de folhas (NF); comprimento
da maior folha (CMF); nimero de folhas (NF); matéria seca (MS).

Tabela 4 - Efeitos dos extratos de alho, cravo e propolis no desenvolvimento de E.
ibaguense subcultivado fora da camara de fluxo laminar, apés 60 dias de cultivo in
vitro.

Variaveis Avaliadas

Tratamentos APA CMR NR CMF NF MS
(cm) (cm) (cm) (%)
T1 alho 1mgL™ 1,136a 0,708a  2,93ab 1,03a  2,662ab 6,218c
T2 alho 0,5mgL™ 1,484a  0,498a 3,33ab  0,702ab 4,53a 7,71b
T3 cravo 1mgL™ -0,154b -0,198b 0,0c -0,106b  1,064b 6,156¢
T4 cravo 0,5mgL™ 0,72ab 0,17ab 2,194abc  0,5ab 3,466ab  6,688bc
T5 propolis ImgL™ 0,808ab 0,288ab  1,33bc  0,236ab 4,464a 8,95a
T6 prépolis 0,5mgL™ 1,688a 0,496a 2,396abc 0,762ab 3,398ab  6,764bc
T7 testemunha 1,766a 0,48a 4,53a 0,966a 3,33ab 6,238c

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

Altura da parte aérea (APA); comprimento da maior raiz (CMR); namero de folhas (NF); comprimento

da maior folha (CMF); numero de folhas (NF); matéria seca (MS).
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O maior numero de raizes (NR) foi observado no tratamento controle (MS) nos
subcultivos realizados dentro e fora da caAmara de fluxo laminar, com médias de
6,128 e 4,53 raizes por plantulas, respectivamente (tabela 3 e 4) embora néo tenha
havido diferenca significante para os tratamentos com alho a 1,0 mgL™, alho a 0,5
mgL™, cravo a 0,5 mgL™ e prépolis a 0,5 mgL™ no subcultivo realizado dentro da
camara. E no tratamento com cravo a 1,0 mgL™ foi observado o menor niimero de
raizes em relacdo aos outros tratamentos, mostrando que sua utilizacdo € nociva ao
desenvolvimento das raizes das plantulas. O nimero de raizes ¢ uma variavel
importante, pois a maior producdo de raizes promovera maior superficie de contato
e absorgcédo de nutrientes entre outros fatores, o que facilita a adaptacéo quando se
deseja desenvolver o cultivo ex vitro (GALDIANO JUNIOR; MANTOVANI; LEMOS,
2012).

O maior comprimento da maior folha (CMF) ocorreu no tratamento controle
(MS) e no meio com prépolis a 0,5 mgL™, com médias de 1.388 e 0,994 cm,
respectivamente no subcultivo realizado dentro da camara (tabela 3). E no subcultivo
fora da camara o meio com alho a 1,0 mgL™ e o controle (MS) apresentaram 0s
melhores resultados, com médias de 1,03 cm e 0,966 cm, respectivamente, embora
ndo tenham apresentado diferenca estatistica significante em relacdo aos outros
tratamentos, com excecdo do tratamento com cravo 1,0 mgL™ que provocou uma
diminuicdo do numero de folhas, mostrando-se prejudicial para as plantulas (tabela
4).

Quanto ao nimero de folhas (NF), o meio com prépolis 1,0 mgL™ e o controle
(MS) apresentaram os melhores resultados, com médias iguais de 3,33 folhas no
subcultivo realizado dentro da camara (tabela 3), mas ndo houve diferenca
estatistica significante entre os outros tratamentos, com excec¢éo do tratamento com
cravo a 1,0 mgL™ que promoveu o menor nimero de folhas nas plantulas (tabela 3).
E no subcultivo fora da camara observou-se que, os meios com alho a 1,0 mgL™ e
com prépolis a 1,0 mgL™? provocaram os maiores niimeros de folhas, com médias de
4.53 e 4.464, respectivamente, embora ndo tenha havido diferenca estatistica
significante em relagdo aos outros meios, com exce¢cdo novamente do tratamento
com cravo a 1,0 mgL™ (tabela 4). Em um experimento realizado por Braga et al.
2010 onde utilizaram o extrato vegetal de curaua (Ananas erectifolius L. B. Smith) no
desenvolvimento de plantas dessa mesma espécie, observaram também que houve

aumento quanto ao namero de folhas. Na nossa pesquisa também foi observado
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que os extratos vegetais de alho e prépolis proporcionaram um aumento no nimero
de folhas das plantulas da orquidacea E. ibaguense.

A adicdo de qualquer substancia ao meio de cultura pode influenciar no
desenvolvimento das plantulas, portanto, é possivel que os constituintes quimicos do
extrato de cravo a 1,0 mgL™ tenham oxidado ou inibido o desenvolvimento
vegetativo em todas as varidveis biométricas observadas neste experimento.
Rodrigues et al. (2013) quando avaliaram o uso de hipoclorito do so6dio como
descontaminante no processo de inoculacdo de explantes de orquideas adultas de
Arundina bambusifolia e Epidendrum ibaguense observaram que, o aumento da
concentracdo de hipoclorito de sédio reduziu a massa fresca, numero de brotos e
altura da parte aérea para as duas espécies analisadas.

Em relacdo a matéria seca das plantulas de E. ibaguense se observa que, a
maior porcentagem ocorreu no subcultivo realizado dentro da camara de fluxo
laminar no meio com alho a 1,0 mgL™, que apresentou 11,258% de matéria seca,
mas ndo houve diferenca estatistica significante em relacdo aos outros tratamentos
(tabela 3), com a menor porcentagem de matéria seca sendo obtida no tratamento
controle (MS). No subcultivo fora da camara a maior porcentagem de matéria seca
foi obtida no meio com prépolis a 1,0 mgL™. E a menor porcentagem de matéria
seca foi observada no meio com cravo a 1,0 mgL™, com média de 6,156% (tabela 4).
Portanto, pode-se inferir gue o meio de cultura MS adicionado dos extratos vegetais
estudados favoreceu o acumulo de matéria seca em plantulas de E. ibaguense.

Como a adicdo dos extratos vegetais de alho, cravo e prépolis no meio de
cultura MS promoveu aumento da matéria seca, superando inclusive o tratamento
controle (meio MS), isso indica a existéncia de substancias nesses extratos que
favorecem o crescimento vegetativo. Alves et al. (2007) também verificaram a
influéncia positiva de extratos vegetais no crescimento in vitro de Rosa x hybrida e
relataram que, a presenca destas substancias influenciaram no crescimento in vitro
de plantulas dessa mini-rosa.

A maior taxa de multiplicagdo ocorreu no meio de cultura MS com prépolis a
0,5 mgL™? (T6), obtendo-se uma taxa de multiplicacdo de 0,6:1 com um desvio
padrao de 1,183%, seguido do controle (MS) com 0,26:1 e desvio padréo de 1,032%
para o subcultivo dentro da camara de fluxo laminar. A figura 6 mostra o desvio
padrao da taxa de multiplicacdo das plantulas de E. ibaguense. Fora da camara de

fluxo laminar as plantulas mostraram uma taxa de multiplicacdo de 0,06:1 com um
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desvio padréo de 0,258% (figura 7) para os tratamentos com alho, cravo e prépolis a
0,5 mgL™. Para os demais tratamentos ndo houve crescimento de brotos. Observou-
se que guanto maior a concentracdo dos extratos no meio de cultura MS, menor a

taxa de multiplicacao.

Figura 6 - Efeito dos extratos de alho, cravo e prépolis adicionados ao meio de
cultura MS na taxa de multiplicacdo de plantulas de Epidendrum ibaguense
subcultivadas dentro da camara de fluxo laminar (DCFL).
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Figura 7 - Efeito dos extratos de alho, cravo e propolis adicionados ao meio de
cultura MS na taxa de multiplicagdo de plantulas de Epidendrum ibaguense
subcultivadas fora da camara de fluxo laminar (FCFL).
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Existem poucas referéncias sobre o uso do alho, do cravo e da prépolis em
cultura de tecidos vegetal, o que dificulta a discusséo deste trabalho. De forma
semelhante Andrade et al. (2008) quando estudaram o uso de antibioticos
alternativos na cultura de tecidos relatam que, ndo foram encontrados trabalhos
sobre o uso da propolis em cultura de tecidos. E afirmaram que a prépolis foi
eficiente no controle do crescimento de uma bactéria enddégena, sendo necessario
estudos para determinar a melhor concentracao de utilizacdo, assim como os efeitos
no desenvolvimento de explantes de mangueira (Mangifera indica) no cultivo in vitro.
Até o momento ndo se conhece os possiveis efeitos da utilizacdo do extrato
etandlico de prépolis no equilibrio biolégico das plantas e sua agcdo sobre seus
inimigos naturais como fungos ou insetos (PEREIRA; MAIA; PAULA, 2014).

4.2 Perfil fitoquimico dos extratos de alho, cravo e propolis

O perfil fitoquimico dos extratos de alho, cravo e prépolis estdo relacionados
nos anexos 3, 4, e 5, onde estes constituintes quimicos foram detectados pelo
método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
demonstrando os tempos de retencéo inicial e final. Na tabela 5 podemos observar o
resultado integrado da andlise desses constituintes quimicos e diante desses
resultados observa-se que, 0os compostos vegetais utilizados possuem sustancias
com atividade antimicrobiana como o eugenol, fenol e acido benzbico, entre outras.

O eugenol (tabela 5) estd presente nos extratos de alho, cravo e prépolis
utiizados nesta pesquisa e varios estudos comprovaram sua atividade
antimicrobiana, como o de Scherer et al. (2009) que demonstrou a presenca do
eugenol no 6leo essencial de cravo-da-india e sua agcdo antimicrobiana nos micro-
organismos S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Em nosso experimento obtivemos
comprovacdo desta acéo, pela formacdo de um halo de inibicdo produzido pelo
extrato de cravo frente as cepas de Aspergillus sp., S. pneumoniae, E. coli, Candida
sp. e Penicillium sp.

Ao analisar o perfil da composi¢cdo quimica e atividade antibacteriana do oleo
essencial do cravo-da-india Silvestri et al. (2010) encontraram o eugenol como

composto majoritario, o que demonstra sua atividade antibacteriana. Portanto, a
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presenca do eugenol nestes extratos pode ter influenciado no desenvolvimento in
vitro das plantulas de E. ibaguense e na atividade antimicrobiana dos extratos contra

as cepas utilizadas neste experimento.

Tabela 5 - Resultado da analise dos extratos de alho, cravo e propolis através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Identificacédo provavel Extratos
Alho Cravo Prépolis
Undecano + + +
Etil benzeno + - -
Eugenol + + +
Orto-xileno + - -
Acido benzéico + + -
Hexano + - -
Decano + + -
Heptano, 1-cloro + - -
1-Dodecanol + + +
2-Furancarboxaldeido + - +
Desilane + - +
1-Pentadecano + - -
Fenol + + +
Nonadecano + - -
Acido hexadecanoico + - +
Acido benzenopropandico + - -
Acido metil ester octadecendico + - +

Nonane

Metil salicilato

Ciclopropano

Benzeno

1,1-Ciclopropanedicarbonitrila -

Metil fenil benzimidazole -

]
F+ [+ [+
]

Di-n-decil-sulfona -

Acido metil ester octadecadiendico - -

Oxima, metoxi-fenil - -

2 Metoxi -2-trimetilsililfenil - -

4H-piran-4-ona,2,3-di-hidro-3,5-hidroxi-6-metil - -

Monoacetato de 1,2,3-propanotriol - -

+
+
+
n-Pentadecanol - - +
+
+
+

1-Heptadecano - -

+ = presenca de substancia e - auséncia de substancia.

A analise do extrato de alho mostrou a presenca de orto-xileno, hidrocarboneto

aromatico formado por uma mistura de trés isbmeros: orto-xileno, meta-xileno e
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para-xileno. Geralmente os xilenos séo liberados no ar por emissdo de gases nas
industrias, na exaustao de veiculos e na volatizacdo por seu uso como solvente. O
xileno é irritante dos olhos, pele e mucosas e sua via de exposicdo é a inalatoria
(CETESB, 2012). Venancio (2010) quando analisou a composicdo quimica e
atividade antimicrobiana de extratos a base de A. sativum e A. tuberosum também
demonstrou a presenca de xilenos em suas amostras.

Em sua pesquisa, utilizando cromatografia gasosa de alta resolucdo e alta
temperatura Pereira; Aquino Neto (2000) relataram que o extrato acetbnico bruto de
propolis € uma amostra complexa, que possui varios acidos e compostos fendlicos,
e que sobrecarregam as fases estacionarias apolares necessarias para o trabalho
em temperaturas elevadas (STUCKENBRUCK; AQUINO NETO 1990). Portanto,
guando se realiza a analise do extrato de propolis com CG-EM utiliza-se alta
temperatura, o que dificulta a identificagcdo de algumas substancias, que podem
estar presentes, mas sao volatizados antes da deteccao. E no experimento realizado
por Torres et al. (2008) quando analisaram o extrato de propolis por meio da técnica
de CG-EM, estes também encontraram varias substancias dentre elas o acido
hexadecandico, o &cido 9-octadecendico e o &cido octadecanoico, corroborando

assim com o nosso trabalho onde estas substancias também foram identificadas.

4.3 Atividade antimicrobiana dos extratos

Ao utilizar o extrato de cravo no meio MS em subcultivo fora da camara de
fluxo laminar a contaminacédo fungica e bacteriana foi de 0,95% até os 21 dias da
pesquisa. E até o final da pesquisa, aos 60 dias, ndo houve contaminacao. No meio
contaminado pode-se observar que, o extrato de cravo a 0,5 mgL™ incorporado ao
meio de cultura impediu que a contaminagcdo aumentasse e nao houve impedimento
ao crescimento vegetativo, pois a plantula ndo apresentou sinais de oxidacao,

apresentando crescimento da altura da parte aérea de 0,331 cm (Figura 8).
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Figura 8 - Contaminagdo microbiana de uma plantula de E. ibaguense subcultivada
em meio de cultura MS adicionado de extrato de cravo 0,5 mgL™

nyr

Na figura 9 estdo apresentados o0s resultados dos micro-organismos

encontrados em frascos com meio de cultura contaminados e nos ambientes do

Laboratorio de Substancias Bioativas do PRONAT. Na bancada, na camara de fluxo

laminar e na sala de cultivo ndo foram detectadas contaminacdo bacteriana, embora

tenha sido encontrado contaminagao por Aspergillus sp., Candida sp. e Penicillium

Sp., organismos comumente encontrados nos ambientes. Os frascos com meios

contaminados apresentaram contaminacdo por Aspergillus sp., bactéria Gram

negativa, bactéria Gram positiva e Penicillium sp. O que também foi detectado por

Londe et al. (2007) quando analisaram o efeito do benomyl e fitopatbgenos em meio

MS para controle da contaminag¢@o na micropropagac¢ao de Anacardium humile.

Figura 9 - Micro-organismos isolados e identificados dos frascos com meio de cultura
contaminado e de areas do Laboratoério de Substancias Bioativas do PRONAT.

Micro-organismos Bancada Céamara de Frascos de Sala de
Fluxo Laminar | cultivo in vitro cultivo
Aspergillus sp. + + + +
Bactéria Gram-negativa - - + -
Bactéria Gram-positiva - - + -
Candida sp. + + -
Penicillium sp. + + +

Presenca de micro-organismo (+); Auséncia de micro-organismo (-)
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As médias dos halos de inibicdo do crescimento provocado pelos extratos
testados frente as cepas de Aspergillus sp., Candida sp., S. pneumoniae, E. coli e
Penicillium sp. sdo visualizados na tabela 6 e demonstram a ac¢ao antimicrobiana do
extrato de cravo frente as cepas estudadas. Scherer et al. (2009) quando estudaram
a acdo do 6leo de cravo-da-india também demonstraram sua acgao antimicrobiana
frente aos micro-organismos Clostridium perfringens, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonela thyphimurium e Staphylococcus aureus.

Dos extratos testados contra 0os micro-organismos Aspergillus sp., Candida sp.,
S. pneumoniae, E. coli e Penicillium sp. o extrato de cravo apresentou um halo de
inibicdo ao crescimento bacteriano e fungico superior ao alho e prépolis. Os extratos
de alho e propolis nas concentracbes de 10 e 20% n&o apresentaram halo de
inibicdo em relagcdo aos micro-organismos testados neste trabalho. Resultado
semelhante foi encontrado por Cavalcante (2011) onde na concentracdo de 20% a
tintura de A. sativum ndo apresentou atividade antifUngica sobre as cepas de

Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.

Tabela 6 - Acdo dos extratos de alho, cravo e préopolis em diferentes cargas contra o
crescimento de cepas de Aspergillus sp., Candida sp., E. coli, Penicillium sp. e S.
pneumoniae.

Extratos Micro-organismo Carga
(%/disco)/halo (mm)
20 10 1
Alho Aspergillus sp. - - -
Candida sp. - - -
E. coli - - -
Penicillium sp. - - -
S. pneumoniae 11 - -
Cravo Aspergillus sp. 14 15 13,6
Candida sp. 13,6 9 -
E. coli 13,6 11 -
Penicillium sp. 15 15,3 13,6
S. pneumoniae 14,6 14 -
Prépolis Aspergillus sp. - - -
Candida sp. - - -
E. coli - - -
Penicillium sp. - - -
S. pneumoniae 14 - -

Sinal (-) indica que nédo apresentou halo de inibicao.
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Com relagcdo aos halos de inibicdo dos extratos de alho, cravo e propolis
(tabela 7) sobre os micro-organismos Aspergillus sp., Candida sp., E. coli,
Penicillium sp. e S. pneumoniae observa-se que, 0s extratos de alho e propolis ndo
apresentaram inibicdo ao crescimento das cepas testadas e o extrato de cravo foi o
anico que apresentou inibicdo do desenvolvimento micelial dos micro-organismos
estudados, nas concentracdes analisadas. Portanto, foi realizada a concentracao
minima inibitéria somente do extrato de cravo (figura 10), pois este apresentou
inibicdo de todas as cepas testadas. Nao foi observada atividade antimicrobiana da
prépolis sobre Candida albicans e S. aureus no trabalho realizado por Silva et al.
(2006) e neste trabalho também ndo detectamos essa atividade no extrato de

prépolis.

Figura 10 - Acdo do extrato de cravo em diferentes cargas contra o crescimento da
cepa Penicillium sp.

Carga
Ol
Penicillium sp. (%/disco)/halo (mm)
1 0,5 0,25 0,1 0,05
Halo de inibicao 13,6 13 12 11,6 11

De acordo com a figura 11 pode-se observar que, o extrato de cravo controlou
o crescimento do fungo filamentoso Aspergillus sp. a partir da concentracao de 5%,
guando apresentou concentracdo minima inibitéria de 8mm. Resultado similar foi
obtido por Venturoso et al. (2011) onde demonstraram em sua pesquisa sobre a
atividade fungistatica no desenvolvimento de fitopatdgenos, que o cravo-da-india
apresentou agao antimicrobiana sobre Aspergillus niger e Penicillium. E que o cravo
na concentracdo de 5% apresentou-se eficaz, diminuindo o crescimento micelial de

Cercospora kikuchii.
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Figura 11 - Concentracdo minima inibitéria (MIC) do extrato de cravo contra a cepa
de Aspergillus sp. contaminante de meio de cultura.

16,0

14,0 13,5

12,0

10,0 ~

8,0 -

6,0 -

Halo de inibigdo (mm)

4,0 ~

2,0

0,0 -

8,0 . 6,0 5,0
Olea essencial de cravo (borcentagem)

Com relacdo ao fungo filamentoso Penicillium sp. pode-se observar que, o
Oleo essencial de cravo controlou o crescimento deste micro-organismo a partir da
concentracdo de 0,05%, onde apresentou concentragdo minima inibitéria de 11mm
(Figura 12 e 13).

Figura 12 - Concentragdo minima inibitéria (MIC) do 6leo essencial de cravo contra a
cepa de Penicillium sp. contaminante de meio de cultura.

18,0
16,0
14,0
12,0
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6,0
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2,0
0,0

Halo de inibi¢do {mm)

10 §0 60 40 2,0 1,0 05 025 0,1 0,05
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Figura 13 - Agdo dos discos impregnados com o 6leo de cravo sobre o crescimento
de Penicillium sp.

Diante destes resultados € possivel inferir que, a adicdo de extratos de alho,
cravo e propolis acrescidos de carvao ativo ao meio de cultura MS no subcultivo de
E. ibaguense contribuiu para a reducdo da contaminacéao.
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5 CONCLUSOES

Houve influéncia dos extratos de alho, cravo e propolis no desenvolvimento in
vitro de plantulas de Epidendrum ibaguense.

Os extratos de alho e propolis ndo demonstraram atividade antimicrobiana frente
aos micro-organismos Aspergillus sp., Candida sp., Escherichia coli, Penicillium sp. e
Streptococcus pneumoniae.

O extrato de cravo apresentou acao antimicrobiana para as cepas testadas.

Foi possivel estabelecer um protocolo para o cultivo in vitro de E. ibaguense para

o controle da contaminagéo.
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ANEXOS

Anexo 1 - Composi¢cao do meio de cultura MS (Murashige; Skoog 1962).

Componentes

Concentracéo (gL ™)

Macronutrientes

Nitrato de amoénio (NH4NO3) 165
Nitrato de potassio (KNO3) 190
Cloreto de célcio diidratado (CaCl,.2 H,0) 44
Fosfato monobasico de potassio (KH2PO,) 17
Sulfato de magnésio heptaidratado (MgS0O,.7H,0) 37
Micronutrientes
Ferro-EDTA
Sulfato de ferro hidratado (FeSO4H,0) 2,78
Etileno diaminotetracético dissddico (N.EDTA.2H0) 3,73
Sulfato de manganés (MnS0O4.4H0) 1,690
Sulfato de zinco heptaidratado (ZnS0O4.7H,0) 0,860
Sulfato de cobre heptaidratado (CuSO4.5H,0) 0,0025
Molibdato de sddio diidratado (Na,M00O,4.2H,0) 0,025
lodeto de Potassio (KI) 0,083
Acido bérico (HsBO3) 0,620
Cloreto de cobalto hexaidratado (CoCl,.6 H,0) 0,0025
Compostos organicos
Tiamina.HCI (vitamina B;) 0,02
Piridoxina.HCI (vitamina Bg) 0,1
Acido nicotinico (vitamina PP) 0,1
Glicina 0,4
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Anexo 2 - Especificacdo técnica dos extratos utilizados no presente experimento de

acordo com os laudos de analise

Produto natural Lote Concentracao Teor

Alho 5719 10% 55%
Cravo 25559/13 Oleo essencial -

Propolis ALL 053785 10% 66%

Anexo 3 - Constituintes quimicos identificados no extrato do alho detectado por
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa, com 0s tempos de
retencao (inicial, final).

Tempo Inicial  Tempo final Identificac&o provavel
4.070 4.080 Ethylbenzene
4.405 4.415 o- Xylene
4.525 4.535 Benzoic acid, 2-methoxy, methyl ester
4.730 4.740 Hexane, 2,2,3,3-tetramethyl
7.680 7.690 Undecane
11.325 11.335 Undecane
16.965 16.975 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)
20.415 20.425 Disilane, hexakis(4-methylphenyl)
22.670 22.680 Eugenol
24.025 24.035 1-Pentadecene
29.240 29.250 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)
44.595 44.605 Hexadecanoic acid, methyl ester
50.275 50.285 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)
50.480 50.490 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)
51.090 51.100 Octadecanoic acid, methyl ester
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Anexo 4 - Constituintes quimicos do extrato de cravo detectado por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa, com os tempos de retencéo (inicial e

final).

Tempo Inicial Tempo final Identificac&o provavel
4.095 4.105 Benzoic acid, 2-methoxy-, methyl ester
4.130 4.140 Nonane
6.835 6.845 Undecane
6.965 6.975 Undecane
10.455 10.465 Undecane
10.525 10.535 Undecane
14.365 14.375 1-Dodecanol
17.310 17.320 Phenol, 4-(2-propenyl)-

4.095 4.105 Benzoic acid, 2-methoxy-, methyl ester
4.130 4.140 Nonane

5.935 5.945 Benzene, (1,2,2-trimethylpropyl)-
6.585 6.595 1-Decene

6.835 6.845 Undecane

6.965 6.975 Undecane

8.765 8.775 1-Methyl-2-phenylbenzimidazole
9.055 9.065 Di-n-decylsulfone

10.245 10.255 Phenol, 2-methoxy-

10.455 10.465 Undecane

10.525 10.535 Undecane

14.365 14.375 1-Dodecanol

14.560 14.570 Methyl salicylate

14.735 14.745 Dodecane

17.310 17.320 Phenol, 4-(2-propenyl)-




Anexo 5

61

Constituintes quimicos do extrato da prépolis detectados por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, com 0s tempos de
retencao (inicial e final).

Tempo Inicial Tempo final Identificac&o provavel
5.050 5.060 Oxime-, methoxy-phenyl-
7.525 7.535 Undecane
10.550 10.560 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine
11.275 11.285 Undecane
15.205 15.215 1-Dodecanol
16.965 16.975 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)-
17.150 17.160 2,2'-Bis-trimethylsilylbenzhydryl methyl ether
24.040 24.050 1-Tetradecene
29.260 29.270 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
32.355 32.365 n-Pentadecanol
5.050 5.060 Oxime-, methoxy-phenyl-_
7.525 7.535 Undecane
10.550 10.560 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine
11.275 11.285 Undecane
13.250 13.260 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-
15.205 15.215 1-Dodecanol
16.965 16.975 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)-
17.510 17.520 1,2,3-Propanetriol, monoacetate
22.695 22.705 Eugenol
24.040 24.050 1-Tetradecene
29.260 29.270 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
32.355 32.365 1-Heptadecene
44.605 44.615 Hexadecanoic acid, methyl ester
45.770 45.780 n-Hexadecanoic acid
50.100 50.110 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester
50.280 50.290 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)-




