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RESUMO

OLIVEIRA, Jaqueline M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. Maio de
2024. Influéncia de trés Oleos essenciais na micropropagacdo e pré
aclimatacédo de Catasetum sp. Orientadora: Profé. Dr2, Isane Vera Karsburg.

O género Catasetum (Orchidaceae) apresenta cerca de 170 espécies e
dezenas de hibridos naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
micropropagacdo e pré aclimatacdo de Catasetum sp. sobre a influéncia de trés
Oleos essenciais: Oleo essencial de Olibano (Boswellia carterii) e (Boswellia
serrata), 0leo essencial de Cedro (Junieperus virginiana L. e J. ashei Buchholz) e
6leo essencial de Arborvitae (Thuja plicata). O estudo da micropropagacao foi
conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade do Estado de Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado”
(UNEMAT), Campus de Alta Floresta — Mato Grosso. Foram preparados dois
meios de cultura diferentes (com carvdo e sem carvao), para estimar o melhor
meio, utilizando-se os Oleos essenciais. A conducdo do experimento foi em
delineamento inteiramente casualizado. Foram realizados 7 tratamentos com 5
repeticdes, sendo o controle (sem o6leo essencial), olibano 175 ul (5 gotas),
olibano 250 ul (10 gotas), cedro 175 ul, cedro 250 ul, arborvirit 175 ul e
arborvirit 250 pl, totalizando 35 frascos de vidros de 250 ml contendo 30 ml de
meio de cultura com carvédo e 35 frascos para 0 meio de cultura sem carvao.
Avaliando a micropropagacdo indicamos o uso do 6leo essencial arborvirit sem
uso de carvdo e na auséncia de carvdo ativado indicamos o Oleo essencial
olibano. O estudo foi conduzido no Laboratério de Citogenética o experimento
foi em um delineamento em blocos casualizados com 7 tratamentos com 4
repeticbes sendo o controle (sem oOleo essencial), olibano 175 ul (5 gotas),
olibano 250 ul (10 gotas), cedro 175 ul, cedro 250 ul, arborvitae ,175 ul e
arborvitae 250 pl, totalizando 28 galdes de plastico com capacidade de 6 litros.
Avaliando a pré aclimatacdo indicamos o uso do 0Oleo essencial de olibano sem
carvao ativado apresentou melhor desenvolvimento das folhas e comprimento
total e para uso sem carvao ativado indicamos o controle que apresentou maior
massa fresca total.

Palavras chaves: Orquideas, Oleos volateis, inibicdo microorganismos.



SUMMARY

OLIVEIRA, Jaqueline M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. June
2024. Influence of three essential oils on the micropropagation and pre-
acclimation of Catasetum sp. Advisor: Prof. Dr. Isane Vera Karsburg.

The genus Catasetum (Orchidaceae) has about 170 species and dozens of natural
hybrids. This study aimed to evaluate the micropropagation and pre-acclimation
of Catasetum sp. on the influence of three essential oils: Frankincense essential
oil (Boswellia carterii) and (Boswellia serrata), Cedar essential oil (Junieperus
virginiana L. and J. ashei Buchholz) and Arborvitae essential oil (Thuja plicata).
The micropropagation study was conducted at the Laboratory of Cytogenetics
and Plant Tissue Culture of the Carlos Alberto Reyes Maldonado University of
Mato Grosso (UNEMAT), Alta Floresta Campus, Mato Grosso. Two different
culture media (with and without charcoal) were prepared to estimate the best
medium using essential oils. The experiment was conducted in a completely
randomized design. Seven treatments with five replicates were performed, being
the control (without essential oil), frankincense 175 uL (5 drops), frankincense
250 pL (10 drops), cedar 175 uL, cedar 250 uL, arborvirit 175 pL and arborvirit
250 L, totaling 35 glass bottles of 250 ml containing 30 ml of culture medium
with charcoal and 35 bottles for the culture medium without charcoal. When
evaluating micropropagation, we recommend the use of arborvitae essential oil
without charcoal, and in the absence of activated charcoal, we recommend
frankincense essential oil. The study was conducted in the Cytogenetics
Laboratory. The experiment was in a randomized block design with 7 treatments
and 4 replicates, being the control (without essential oil), frankincense 175 ul (5
drops), frankincense 250 ul (10 drops), cedar 175 ul, cedar 250 pl, arborvitae 175
ul and arborvitae 250 pl, totaling 28 plastic gallons with a capacity of 6 liters.
When evaluating pre-acclimation, we recommend the use of frankincense
essential oil without activated charcoal, which presented better leaf development
and total length, and for use without activated charcoal, we recommend the
control, which presented greater total fresh mass.

Keywords: Orchids, Volatile oils, Microorganism inhibition.
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1. INTRODUCAO

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae Juss que
compreende uma entre as maiores e mais diversa familia de plantas
com flores contendo cerca de 880 géneros e aproximadamente a
35.000 espécies (GOVAERTS et al., 2017).

As orquideas sdo o0s exemplares de fanerbgamas mais
diversificadas do reino vegetal, sdo plantas avancadas entre as
monocotiledéneas, apresentam flores com beleza incomparavel com
alta conservagdo e morfologia diversificada. S&o plantas que
agregaram grande valor comercial com flores de corte e decoracao
(KUMAR et al.,2018).

Do grupo das Angiospermas pertencem ao clado
monocotileddnea, estdo inseridas na ordem Asparagales e subdividida
entre  cinco  subfamilias:  Apostasioideae,  Cypripedioideae,
Vandeilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae (CHASE et al. 2015).

Dentre as subfamilias a que apresenta maior diversidade é a
Epidendroideae que corresponde aproximadamente a 76% de todas as
espécies da familia é subdividida em 16 tribos e 28 subtribos (CHASE
etal., 2015).

Entre os géneros pertencentes a subtribo Catasetinae
(Epidendroideae) encontramos o Catasetum a qual destaca-se por ser
maior em numero de espécies e amplamente distribuido na éarea
neotropical, do México ao sul do Brasil e Argentina (ROMERO &
CARNEVALLI, 2009). O género compreende cerca de 170 espécies e
dezenas de hibridos naturais (PRIDGEON et al., 2009).

Os Catasetum podem ser facilmente propagados por meio de
cultura in vitro usando diferentes partes da planta como explantes,

sementes, pontas de brotos, segmento de botdo floral, botdo lateral,
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inflorescéncia jovem, inflorescéncia, nd, raiz, folha, plantulas e
pseudobulbo (MARTIN KP, 2006).

Através da técnica de micropropagacdo podemos produzir
grande numero de mudas livres de doencas a um custo ndo muito
elevado. A técnica de micropropagacdo € apropriada para
multiplicacdo em vez de in vivo (ARDITTI, 1979).

Durante muitos séculos, diferentes plantas foram utilizadas para
atender as necessidades humanas desde um remédio medicinal contra
diversas patologias, pois as plantas sdo conhecidas por apresentarem
propriedades quimicas antibidticas, isso desde os tempos antigos
(NEWALL et al., 2002).

Os o6leos essenciais sdo substancias naturais que sao adquiridos
através das plantas, o uso da nomenclatura “dleos essenciais” ¢
aplicado a utilizagdo da versdo concentrada, que outrora fora extraida
de plantas frescas (GROSSMAN, 2005).

Varios 0leos essenciais ou 0leos aromaticos ou perfumados vém
sendo tradicionalmente usado em muitas culturas de diferentes paises
em todo o mundo. O uso generalizado de itens essenciais geralmente
varia entre fins curativos, preventivos e religiosos. Foi introduzido
pelos Egipcios que pela primeira vez usou ervas aromaticas e 0leos
essenciais em 4.500 a. C. (IWU, 2014).

Eles elaboraram um medicamento fitoterapico chamado “Kyphi”
que contendo dezesseis ingredientes ativos que eram também
utilizados em perfumes. Os Egipcios usavam balsamos, cascas
perfumadas, especiarias, Oleos perfumados, resinas e vinagre
aromaticos no dia a dia, e varios outros extratos de plantas também
foram utilizados no preparo de bolos medicinais, supositorios,
pomadas, pilulas (EDWARDS, 2015).

O 6leo essencial é um liquido de baixa densidade com alto poder
de volatilidade, apresenta caracteristicas especificas cheiro e natureza

hidrofébica. A palavra “essencial” ¢ usada para constituintes quimicos
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com aroma especifico e esséncia unica. O 06leo essencial também é
conhecido como “6leo volatil” ou “6leo etéreo” diferenciando-0 do
6leo de cozinha. Quando extraido de varias fontes distintas contem
diferentes constituintes quimicos e propriedades fisico-quimicas
variaveis.

Os principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais séo
compostos fenolicos, aldeidos, fenois, cetonas, ésteres, alcoois,
terpenos, aminas, sulfetos, acidos carboxilicos e hidrocarbonetos
(ZHU; ZHAN, LO, 2004) cada qual com sua caracteristica aromatica
e acdo bioquimica. Sendo os 6leos essenciais usados em tratamentos
de diversas doencas desde infeccBes de pele a cancer grave e revela-se

promissor & inimeras patologias (SIMOES, 2003).

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Prestigio da Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae Juss representa uma das maiores e mais
diversas entre as angiospermas. De acordo com a ultima estimativa,
Orchidaceae é a segunda maior familia de plantas com flores
(CHASE et al., 2015), Sao plantas herbaceas, perenes ou anuais, de
habito terrestre, trepadeiras ou epifitas. No caso das terrestres, 0s
caules sdo rizomas, enquanto nas epifitas as folhas engrossam na base,
formando pseudobulbos (PRIDGEON et al., 2009). Estima-se que em
namero de géneros da familia ultrapasse 880 e as especies esteja entre
25.000 a 35.000 (GIVNISH et al.,, 2015; CHASE et al., 2015;
GOVAERTS et al., 2017).

Segundo Schuster et al., (2010) Orchidaceae sdo excelentes
bioindicadores ambientais pois sdo plantas sensiveis a interferéncias
antropicas. As orquideas sdo geralmente caracterizadas por longa

duracdo, com flores requintadas com grande beleza, leveza e
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fragrancia, aquece o mercado mundial de flores, sendo as plantas
ornamentais mais apreciadas e com maior valor comercial.
Apresentando também valores medicinais e alimenticios (ZHANG et
al., 2018; FARIAS e KARSBURG 2021).

1.1.2 Género Catasetum

Dentre os géneros pertencentes a subtribo Catasetinae, destaca-se
pela alta diversidade de espécies, com 192 espécies aceitas e 35
hibridos naturais conhecidos (GOVAERTS et al, 2023;
CANTUARIA et al., 2021; BONILLA MORALES, 2023). O género
chama a atencdo pela significativa riqueza de espécies em comparagéao
com outros géneros da subtribo Catasetinae (ROMERO &
CARNEVALL, 2009).

Em 1.780 governo francés enviou embarcacdes a fim de explorar
especiarias, espéecies exoticas e outras espécies que pudessem ser
uteis, o rei Luis XVI escolheu e passou instrucfes pessoais a Louis —
Claude Marie Richard (1.754-1.821) ao qual permaneceu nas
Américas por 8 anos , retornando a Franca em 1.789 com uma ampla
colecdo botanica, o género foi descrito pela primeira vez em 1822 por
C. S. Kunth com o suporte de informacOes coletadas por Richards,
publicando em Synopsis Plantarum 1: 330-331, sendo o Catasetum
macrocarpum Rich. Ex Kunth a espécie tipo (OSSENBACH &
JENNY 2020).

Catasetum (Orchidaceae) sdo endémicos de regido Neotropical,
ocorrendo do Meéxico ao Sul do Brasil e norte da Argentina
(ROMERO e CARNEVALI 2009).

Os Catasetum apresentam cerca de 8 géneros sendo integrante de
170 especies, tornando-se uma das subtribos mais importantes e
maiores, (MIRANDA, 1992; ROMERO, 2009). Na Amazobnia

brasileira muitas espécies foram registradas. O Brasil é detentor de
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maioria dos registros do género com cerca de 121 espécies, onde 14
delas sdo naturais do estado do Maranhdo e 43 encontradas no estado
de Mato Grosso (FLORA DO BRASIL, 2023; PETINI-BENELLLI,
2023).

Catasetum apresenta seu centro de origem e diversidade na bacia
Amazonia seu habitat se estende do México até a Argentina, sendo no
estado de Mato Grosso local onde se encontram alguns dos individuos
com grande beleza e raras da espécie (GOVAERTS et al., 2017).

1.1.3 Fitoterapia

O termo Fitoterapia ¢ derivada do termo em latim “Phyton”
=vegetal e therapeia= terapia onde seus principios ativos sdo: folhas,
caules, flores, raizes ou frutos, com efeitos medicinais, alimenticios ou
cosmeéticos (ABRANCHES, 2015).

Plantas se apresentam como um recurso natural basal
importantissimo utilizado para atender as necessidades humanas seja
alimentacdo ou até mesmo ligado a saude, isso desde 0s tempos mais
remotos. Essas plantas eram utilizadas em forma de extratos ou
cataplasmas para uso clinico, também eram queimadas a qual exalava
um aroma especifico, que através dessa préatica aplicou-se o termo
latino perfume per, (atraves) e fumum (fumaca), ou seja, atraves da
fumaca (SANTOS, 2011).

Os seres vivos em geral sempre sofreram de infeccOes por
bactérias, virus e parasitas, comumente também de inflamacdes, e
varios outros problemas relacionados a saiude e bem estar. Os
medicamentos modernos, baseados em drogas sintéticas e antibidticos,
sO foram disponibilizados nos dltimos 150 anos (SCHMELLER,
WINK, 2008). Anteriormente a humanidade dependia exclusivamente
da natureza (plantas, fungos e animais) para obter medicamentos

(WINK, 2015). O principio da medicina e todo e qualquer tipo de
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tratamento em todo o mundo, esta entrelacado e depende fortemente
da fitoterapia. Os registros das plantas conhecidas por suas
propriedades medicinais estdo disponiveis para medicina tradicional
Chinesa, medicina Kampo, medicina Ayurvédica, medicina europeia,
medicamentos tradicionais da Africa, Australia e Américas (WINK,
2015; ROCHA, 2018). Todo tratamento fitoterapico envolve produtos
naturais ativos, principalmente de baixo peso molecular e grande
diversidade estrutural, os chamados metabdlitos secundarios, que sdo
presentes em todas as plantas, algumas em maior quantidade do que
em outras (WINK, 2015; ROCHA, 2018).

O potencial terapéutico ou potencial principio ativo e seus
correspondentes dependem da acdo principalmente de metabdlitos
secundarios e seus constituintes quimicos (CROTEAU, 1987).
Potencial terapéutico e seus correspondentes dependem das acdes
principalmente dos metabdlitos secundarios e seus constituintes
primarios (CROTEAU, 1987).

Oleo essencial de plantas é um produto natural que constitui
diversas substancias quimicas compostas, apresenta recursos
caracteristicos Unicos que o torna Util para uma gama de aplicacdes
incluindo industrial, alimenticia, produtos cosméticos, aromaterapia e
medicamentos farmacéuticos (JOHNSON, CROTEAU, 1987).

Os oOleos essenciais sdo conhecidos desde os tempos antigos
ainda quando as civilizagbes utilizavam partes das plantas com
finalidades religiosas, medicinais e cosméticas (SERAFINI et al.,
2002).

A origem do termo 6leos essenciais € antiga sendo designada no
século XVI por Paracelso Von Hohennheim, médico e alquimista
suico reconhecedor terapéutico. Os Oleos essenciais podem ser
extraidos de diversas plantas aromaticas, de diferentes espécies
boténicas e sendo altamente instavel devido & alta taxa de volatilidade
(KEMP, BURDEN, 1986). Os oleos essenciais séo liquidos volateis
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dotados de aromas agradaveis e marcantes sdo extraidos de partes de
plantas: folhas, flores, cascas, raizes, frutos e sementes ou ainda pode-
se utilizar a planta inteira como é 0 caso das especiarias e ervas
medicinal (COUTINHO et al., 2006).

1.2 Oleos Essenciais

Oleos essenciais s&0 misturas complexas e apresentam baixo
peso molecular, alguns séo altamente volateis, sendo capazes de gerar
sabores e/ou aromas, todos 0s extratos terapéuticos existentes nas
plantas medicinais sdo beneficios caracteristicos dos 6leos essenciais
(TAIS; ZEIGER, 2004). Esses 0leos podem ser extraidos através de
varios processos tais como: destilacio a vapor, hidrodestilacéo,
extracdo de fluido supercritico, prensagem a frio, também com
solventes organicos e gorduras. ApOs extracdo apresentam-se
incolores ou levemente amarelados em temperatura ambiente € oleoso,
sendo sua principal caracteristica a volatilidade, sabor &cido picante,
apresenta pouca solubilidade em 4gua (SAITO & SCRAMIN, 2000).

Oleos essenciais obtidos de diferentes extracdes técnicas ou
processos de isolamento de diferentes espécies botanicas séo
metabolitos, onde apresenta destaque na utilizacdo em atividades
antimicrobianas (KURODA, SHIMAJI, 1983), industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, obtendo propriedades anti-inflamatorias,
antibacterianas, analgésicas, sedativas, antioxidantes, aromatizantes
entre outras (DHIFI et al., 2016).

Os meétodos de extracdo de 6leos essenciais podem ser divididos
em duas categorias: método convencional e método moderno. O
método convencional inclui hidrodestilagdo, destilacdo a vapor e
extracdo com solventes. O método moderno inclui extragdo com
fluido supercritico, hidrodestilacdo assistida por micro-ondas e

extracdo assistida por ultrassom.
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Destilacdo por arraste a vapor d’agua: A extracdo do oOleo
essencial por arraste a vapor consiste na aplicacdo da corrente a vapor
diretamente sobre ao material a ser destilado, utilizando pressao
adequada, a temperatura proxima a 100°C. A amostra da planta,
geralmente fresca, é depositada em uma camara inerte. Sendo
submetido a uma corrente de vapor d’agua superaquecido (SANTOS
et al., 2004).

Em seguida, o vapor arrasta as fracdes volateis para condensa-las
e separa-las em um recipiente conhecido como “vidro florentino”,
visto que os componentes organicos (6leos essenciais) sdo insoluveis
em 4&gua, formando duas fases distintas (soluvel e insoltvel)
facilitando a separacdo (TRANCOSO et al., 2013; SANTOS et al.,
2004).

kitassato == tubo de seguranca

baldao de destilacao

L / condensador

.ti,

[vegetal para extra;ﬁo]
becher

—

dleo
essencial

m_

bico de Bunsen do oleo essencial

Figura 1: Esquema da Destila¢&o de arraste a vapor
Fonte: TRANCOSO, et al. 2013

Hidrodestilagdo: Este € um método simples e tradicionalmente
usado para extracdo de Oleo essencial. E um método utilizado
principalmente em produtos volateis. Neste processo a matéria prima
vegetal € levada a um superaquecimento sendo evaporado, entdo o

vapor d’ agua ¢ liquefeito e passa a um recipiente agua e 0leo
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essencial sendo substancias imisciveis formando fases distintas. Este
processo pode ser usado em pequena ou grande escala, ndo apresenta
desperdicios (SERAFINI et al., 2002).

Vaporized essential oils

and steam Condenser Warm water
%%%S -
Essential oils
Plant materials I—I“ :Ll
and water
8
Still -
Mixture of
essential oils
__Ll and hydrosols
:|_ )
— O
Cooling
water inlet
L Hydrosols :Ll
Essential oils
Steam generator Ry Oil separator O

Figura 2: Esquema da Hidrodestilacio

Fonte: Tongnuanchan e Benjakul 2014

Destilacdo a vapor: Este método é um processo padrdo usado
para matérias primas vegetais sensiveis a altas temperaturas, tais
como: Gleo, resina, hidrocarbonetos e outros, insollveis em agua e
pode decompor-se no ponto de ebulicdo da agua a 100°C na pressédo
atmosférica. O mecanismo desse método é composto da separacao dos
6leos volateis a partir do ponto de ebulicdo abaixo do ponto de
ebulicdo da &gua a 100°C, para componentes volateis cujo ponto de
ebulicdo de 150 a 300°C possam ser evaporados na temperatura da
agua. O vapor d’ dgua ¢ passado para o material que serd destilado
sem imersdo na agua. Neste processo sdo utilizadas folhas frescas, €
um eficiente método para nivel industrial ou laboratorial (SERAFINI
et al., 2001).
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Figura 3: Aparelho extrator de Soxhlet usado na extragdo por solventes organicos
Fonte: Fogaca, 2020

Extracdo por solvente: Este método é conhecido por colocar
plantas em solubilidade com solventes organicos tais como: hexano,
metanol, etanol, propanol, cetona ou solventes clorados. Como
separacdo entre liquidos, € um processo de separacdo baseado na
solubilidade. A extracdo por solvente é utilizada no processo de
perfumes, 6leos vegetais ou biodiesel. Essa extracdo ocorre a partir do
aquecimento do baldo o O6leo essencial é arrastado pelo vapor do
solvente a mistura ira resfriar pelo condensador. Na ultima fase ocorre
a evaporacao do solvente (WILWOOD, 1996).

Extracdo por fluido super critico: Este meétodo consiste na
separacdo de componentes usando fluido supercritico como solvente
de extragdo. Em geral o fluido utilizava CO2 (dioxido de carbono)
como principal elemento, hoje se usa outros solventes como etanol ou
metano. Este método de extracdo obteve maior rendimento, maior
coeficiente de difusdo, menor viscosidade e melhor qualidade do

extrato em atividades funcionais e biologicas do que os métodos
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convencionais. Sua desvantagem é o alto custo com preco de
equipamentos e falta de méo de obra especializada (RASSEM et al.,
2016).

extractor é m é
oo = SCF

Solid
G

co,

triple point !
extracts i

00
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Gas

T (°O)

SCF @ CO, pump

Figura 4: Diagrama de curva fase fluido supercritico
Fonte: Zhou et al., 2021.

Hidrodestilagdo assistida por microondas: Este método consiste
na técnica de hidrodestilacdo através de um forno de micro-ondas, este
método reduziu com sucesso 0 tempo necessario para 0 Processo o
volume de solvente da extracdo, minimizou o impacto ambiental
liberando menos CO2 na atmosfera, exigindo consequentemente
menor energia (BOUSBIA et al., 2009). E bem conhecida por
apresentar um aquecimento seletivo, utiliza menos ou nenhum
solvente, conseguindo ser extraido em menor tempo e em maior
quantidade do produto. Nesse processo a combinacdo de microondas
com a destilagdo facilita o material vegetal sendo submetido a
extracdo as glandulas e receptaculos oleiferos se rompem devido ao
aquecimento da agua liberando 06leo essencial junto com vapor d’agua,
sendo posteriormente separados devidamente (BOUSBIA et al., 2009;
ARAFAT et al., 2020).
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Figura 5: Diagrama esquematico e imagem real instalacdo de extracdo por microondas
Fonte: ARAFAT et al., 2020

Extracdo assistida por ultrassom: Este € um bom processo para
obter compostos de alto valor e pode estar envolvido no aumento da
estimativa de alguns subprodutos alimentares quando utilizados como
fontes de compostos naturais ou material vegetal. Neste método varios
fatores podem afetar sendo eles o préprio material de extracdo, tempo,
temperatura e pressdo. Sendo avaliado como um método benéfico para
a extracdo de Oleos essenciais principalmente de flores, folhas ou
sementes. Embora exija um preco alto esse método aumenta o
rendimento em menos tempo (SERESHTI et al., 2012).

1.2.1 Oleo essencial Olibano

Burseraceae compreende aproximadamente 700 espécies em 19
géneros nos tropicos e subtrépicos é representada por poucos tdxons
em algumas areas temperadas quentes (VOLLESEN, 1989; HUSSAIN
et al., 2013; PILKINGTON & PILKINGTON, 2022). O género
Boswellia apresenta aproximadamente 20 espécies que ocorrem em
regies secas oeste da Africa & Arabia do Sul ao nordeste da Tanzania
(BUFIELD, 2009; SHAKIR-ABED-ALMJALAWI. et al., 2022).
Apresentam individuos na india e Madagascar. O género é endémico
na regido da Africa apresentando cerca de 75% das espécies nessa

area. Aos integrantes deste género sdo arvores lenhosas pequenas a
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grandes ramificadas, mas poucas sdo arbustos, sua casca interna é
esverdeada, apresenta dutos de resina contendo compostos
triterpendides e Gleos essenciais (KAUR et al., 2022) que apresentam
resina aromatica aquosa e madeira com latex leitoso (VOLLESEN,
1989) e resinas de goma que sdo responsaveis por muitas de suas
propriedades medicinais (AL-YASILY. A. et al, 2016;
SCAPINELLO et al., 2024). Os 6leos essenciais sdo uma rica fonte de
compostos bioativos que nos ultimos anos tem havido um crescente
interesse em observar as propriedades bioldgicas das plantas
aromaticas.

O 6leo essencial de Olibano (Boswellia carterii) e (Boswellia
serrata) em geral o termo “Olibano” apresenta o seguinte significado
“Oleo do Libano” seu nome deriva do &arabe al-luban “o leite”
referéncia a seiva presente na planta. A Somalia é maior produtor
mundial de resina, e seu nome é “moho” que significa “arvore de
Deus” em inglés ¢ frankincense que significa “incenso real”. Entre os
componentes quimicos presentes na constituicdo do 6leo essencial de
Olibano ou Frankincense os principais s2o: o-tujeno, a-pineno,
limoneno, 1,8-cineol e linalol,

O uso do o6leo essencial de Olibano Boswellia carterii e
Boswellia serrata sdo reconhecidas por suas propriedades medicinais
e terapéuticas como acdo anti-inflamatoria, ajuda a prevenir a
deterioracdo da cartilagem e tecidos das articulacdes, ajuda nas
condicBes inflamatdrias do reumatismo, acdo adstringente, bronquite,
sinusite, a inalacdo reduz riscos de asma, coagulante (ferimentos), e
vasodilatador (PAGANINI, SILVA, 2014) apresenta efeito
antitumoral, analgésico, tranquilizante e antibacteriano (AL-YASILY.
A., et al 2016) e anticancerigenos (KAUR et al., 2022).
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Figura 6 Boswellia carterii (Olibano)

Fonte: Google imagens

1.2.2 Oleo essencial de Cedro

Juniperus € o maior dos 32 géneros da familia das coniferas
Cupressaceae, com aproximadamente 75 espécies reconhecidas de
arvores e arbustos (ADAMS e SCHWARZBACH 2013). Apresenta
alta diversidade de espécies, o género habita uma ampla distribuicao
geogréfica e topografica. Com uma excec¢do as espécies de Juniperus
sdo encontradas exclusivamente no Hemisfério norte em altitudes que
variam do nivel do mar até acima da linha das arvores (ADAM, 2014).
Elas incrivelmente se adaptam e colonizaram ambientes que véo desde
desertos a péantanos, ilhas oceanos uma infinidade de tipos de
substratos e solos.

Com cerca de 75 espécies e 100 taxons incluindo niveis
intraespecificos (ADAMS e SCHWARZBACH 2013), o género
Juniperus L. € o maior de sua familia Cupressaceae e 0 segundo nas
gimnospermas depois de Pinus L. composto por aproximadamente 70
espécies.

Com dois padrées morfoldgicos visivelmente distintos, folhas

aciculares e escamiformes, o género € monofilético e esta dividido em
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trés secbes monofiléticas: Caryocedrus Endl., compreendendo apenas
uma espécie do Mediterraneo oriental (Juniperus drupacea Labill.);
Juniperus, com cerca de 14 tdxons maioritariamente mediterranicos
(incluindo Juniperus communis L., também presente no Mediterraneo,
mas subcosmopolita), e Sabina Spach, incluindo os restantes taxons,
distribuidos em todos os continentes do Hemisfério Norte mais a
Africa Austral (ADAMS e SCHWARZBACH, 2013).

Juniperus virginiana conhecida por cedro vermelho oriental,
amplamente distribuida na América do norte apresenta cerne duravel,
resistente a cupins e a insetos (sequoia). Até mesmo o0 cerne é
utilizado na producdo de Oleo essencial as folhas contem
podofilotoxina, uma lignina precursora de compostos anticancerigenos
(HARTWELL et al., 1953).

Oleo essencial de Cedro (Juniperus virginiana L. e J. ashei
Buchholz) a parte usada para extracdo de 6leos essenciais sdo as
folhas, os extratos obtidos da planta sdo limoneno, tujopseno, o-
cedreno e cedrol (SANTOS, 1998). E reconhecido por suas
propriedades terapéuticas e medicinais como acao sedativa, relaxante,
antisseptica, adstringente, diurético, expectorante, repelente, ansiedade
e estresse (PAGANINI, SILVA, 2013).

Figura 7 Juniperus virginiana L. (Cedro)

Fonte: Google imagens
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1.2.3 Oleo essencial de Arborvitae

As arvores Thuja pertencem a ordem Pineales, da familia
Cupressaceae (BRIJESH et al., 2012). Atualmente o género Thuja
contém cinco espécies: Thuja Koraiensis, Thuja Sutchuenensis, Thuja
Standishii, Thuja Occidentalis L., Thuja Plicata Donn ex D.Don. Sao
arvores perenes de 3 a 60 metros de altura seus ramos sdo achatados,
sua distribuicdo predominantemente as trés primeiras séo endémicas
no continente Asiatico principalmente nos paises Japdo, China e
Coréia (LI; XIANG, 2005). Na América do Norte ocorrem as duas
ultimas onde a Thuja plicata é conhecida como Redcedar ou (cedro
vermelho ocidental) é uma arvore com grande importancia ecolégica e
econdmica (KLINKA e BRISCO, 2009) e significativa para culturas
aborigenes (HEBDA e MATHEWES, 1984)

O o6leo essencial de Arborvitae (Thuja plicata) apresenta grande
quantidade de 6leos em suas estruturas seus monorterpenos ciclicos e
acidos resinicos diterpénicos (CULMANN et al., 1996). Os 0leos
essenciais sdo extraidos principalmente das folhas e galhos da planta,
entre os extratos obtidos da planta o principal é o thujato de metila
juntamente com: Myrtenol, Camphene, Borneol, Terpinen-4-ol, p-
Cymen-8- ol, a-Terpineol e Carvone.

O oleo essencial da espécie Thuja plicata possui propriedades
antimicrobianas, sendo considerado um o6leo muito seguro, sendo

utilizado em feridas do trato respiratério (TSIRI, et al, 2009).
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Figura 8 Thuja plicata (Arborvitae)

Fonte: Google imagens

1.2.4 Carvao ativado

O carvéo ativado é um composto de carbono disposto de forma quase
grafitica em particulas pequenas. Por ser um material poroso e insipido apresenta
uma rede fina de poros em sua area superficial e uma capacidade Unica de
absorcdo (BAKER, 1992).

O carvao ativado (CA) também é empregado com a funcdo de reduzir a
oxidacdo dos explantes (MADHSUSHANAN & RAHIMAN, 2000). Varios
estudos indicam que o carvdo ativado tem um efeito favoravel na producdo de
sementes, em todos 0S seus estagios, germinacdo, crescimento de brotos,
desenvolvimento de raizes, € amplamente empregado na cultura de tecidos
vegetais visando minimizar possiveis efeitos quimicos (CHAPLA et al., 2009).

O carvéo ativado pode adsorver alguns produtos minimizar efeitos de
toxicidade e realizar sintese de metabolitos resultando em absorcéo de nitrogénio
e crescimento e desenvolvimento de plantas. Portanto, otimizar métodos de
cultura com carvao ativado é crucial na micropropagacéo de plantas sustentaveis
(MURDAD et al., 2006; CHAPLA et al., 2009; EBRAHIMI et al., 2023).

Em sua pesquisa Pedroso de Moraes et al., (2017) utilizaram da adicéo

de carvéo ativado para impedir acidificagdo dos meios de cultura, estabilizando o
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pH, e sendo uma fonte de carbono para a micropropagacdo de Arundina
graminifolia.

Seu efeito positivo foi observado na adi¢do de carvao ativado ao meio de
cultura que resultou em aumento na taxa de enraizamento de 20% em
comparacdo aos outros meios, observado em observacdo de crescimento de
Paphiopedilum in vitro (PONIEWOZIK et al., 2022).

Vérios estudos, apontam que os Oleos essenciais apresentam varias
formas diferenciadas de utilizagdo visando novos protocolos esse trabalho vem
trazer por objetivo avaliar se as diferentes concentracdes dos 0leos essenciais
propiciam crescimento in vitro de Catasetum. Buscar por meios de cultura
simplificados que promovam o desenvolvimento de plantas sadias em larga
escala. Pesquisas estdo se desenvolvendo com o uso de 6leos essenciais em
tratamento de sementes, na inibicdo no desenvolvimento de patdgenos, controle
bioldgico, atividade antimicrobiana e antioxidante. (DO NASCIMENTO, 2021;
JOHNSON & CROTEAU, 1987; LOPES, 2021; MILLEZI et al., 2014;
NASEEM et al., 2011).
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Capitulo I

Oleos essenciais no cultivo in vitro de Catasetinae

2. INTRODUCAO

As sementes de orquideas sdo Unicas, as mesmas se diferem das sementes
de outras angiospermas, pois seu embrido é primitivo, sdo desprovidas de
endospermas com cotilédones incipientes ndo atendendo as necessidades
nutricionais exigidas para ocorrer a germinacdo (ARDITTI, 1992; FARIA et al.,
2012; SOARES et al., 2017). Entre as caracteristicas mais conhecidas e citadas
das orquideas estdo 0 seu pequeno porte, sementes extremamente leves, que em
sua maioria sdo produzidas em grande numero (FILETI, 2020). A maioria das
sementes varia em comprimento de 0,05 a 6,0 mm (ARDITTI, 1992; CHASE,
2015).

O género neotropical Catasetum foi estabelecido em 1822 por Karl
Sigismund Kunth com base nas informacgdes de Louis Claude Marie Richards,
que coletou dados na Guiana Francesa entre 1781 a 1789 (OSSENBACH &
JENNY 2020). O género compreende a 192 espécies das quais 92 sdo endémicas
do Brasil (GOVAERTS et al., 2023; PETINI-BENELLI, 2024).

Muitas espécies vegetais da flora nativa vem sofrendo perturbacéo e coleta
indiscriminada colocando varias espécies em risco (HIRANO et al., 2005). A
maioria das espécies de Catasetum ndo possui informaces sobre sua condi¢édo de
ameaca, impossibilitando uma avaliacdo real de sua situagdo (PETINI-
BENELLI, 2022).

O género Catasetum vem sofrendo continuo extrativismo por seu elevado
valor comercial (PEDROSO-DE-MORAES, 2017; PEDROSO-DE-MORAES et
al., 2007). Para evitar coleta excessiva de populagdo de plantas naturais, uma vez
que a taxa de germinacdo “in Viv0” na natureza ¢ muito baixa (2 a 3%)
dependentes de associacdo simbidtica com fungos micorrizicos e sua propagacao
vegetativa muito lenta (CORRIE E TANDON, 1993; CALLAWAY et al., 2002).
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Uma solucdo palpavel é produzir uma vasta quantidade de plantas atraves da
micropropagacdo (LEMOS et al., 2020). Por meio desta metodologia se torna
possivel sanar problemas “in Vvivo” sendo que as espécies vegetais sdo
micropropagadas via seminifera, apresentando grandes variacdes, devido
segregacdo e recombinacdo génica, apresentando grande valor & espécie, pois
garante maior variabilidade genética indispensavel ao ambiente natural (ZHANG
etal., 2013).

Alguns fatores influenciam na micropropagagdo e podem interferir no
desenvolvimento in vitro, o proprio material de origem vegetal fatores de cada
genotipo, caracteristicas da planta, origem, ambiente de cultivo, fatores externos,
fatores fisico/quimicos, meios de cultura, géis nutritivos, dentre outros
(VENTURA et al., 2002; MENEZES-SA et al., 2022). A micropropagaGao vem
sendo uma alternativa interessante, pois oferece a possibilidade de multiplicacao
rapida de plantas em curto periodo de tempo e espaco (LEMOS et al., 2020).

A composicdo de solugbes nutritivas que sdo empregadas na
micropropagacao tém como base os meios de cultura originalmente utilizados em
pesquisas da nutricio mineral de plantas (MENEZES-SA et al., 2022). Esses
meios de cultura, possuem elementos que sdo essenciais para o desenvolvimento
de culturas in vitro (CALDAS et al, 1998, TORRES, et al., 2001).
Tradicionalmente esses meios sdo0 compostos por quantidades macro e
micronutrientes que variam entre carboidratos, vitaminas, substancias
gelificantes, reguladores do crescimento e a pesquisa veio propor o emprego dos
6leos essenciais (VENTURA et al., 2002).

Os compostos quimicos das plantas sdo classificados em metabolitos
primarios e metabolitos secundarios.Os metabdlitos primarios fazem parte das
funcOes vitais da planta: respiracdo celular, fotossintese e funcdo nutricional da
planta (SOUZA et al., 2010). Os metabdlitos secundarios durante muitos anos
foram considerados subprodutos dos metabdlitos primarios, entretanto, apresenta
a principal funcdo na planta, a defesa quando a mesma passa por situagéo de
stress fisioldgico (DJILANI e DICKO, 2012).
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Os 6leos essenciais (6leos volateis) sdo misturas complexas de principios
odoriferos armazenados em células e glandulas vegetais especiais em diferentes
partes das plantas, que sdo obtidos por organismos vivos e isolados por
aprensagem e hidro ou destilacdo a vapor em algumas familias de plantas
(WOLFFENBUTTEL, 2007). As estruturas secretoras especializadas podem
ocorrer em localizacdo estratégica conforme a caracteristica da familia botanica:
pélos glandulares — familia Lamiaceae, células parenquimaticas diferenciadas —
familias Lauraceae, Piperaceae, Poaceae, canais oleiferos — familia Apiaceae, ou
cavidades lisigenas ou esquizo-lisigenas — familias Pinaceae e Rutaceae.
Algumas estruturas secretoras podem estar armazenadas em 6rgdos tais como
flores -citros, folhas - capim-liméo, eucalipto, citros, cascas dos caules - canelas,
madeira - sandalo, pau-rosa, raizes -vetiver, rizomas - clrcuma, gengibre, frutos -
funcho, erva-doce, citros ou sementes - noz-moscada, (Simoes & Spitzer, 2001).

Thuja plicata Donn ex D. Don é uma espécie que pertence a familia
Cupressaceae comumente conhecida como cedro vermelho ocidental ou
arborvitae gigante e também como “arvore da vida”. A espécie ¢ nativa do Oeste
da Ameérica do Norte. Sua madeira é altamente valorizada por ser leve,
dimensionalmente estavel e resistir ao apodrecimento, sendo um material
adequado para a construcdo de canoas, casas € caixas e também para inimeras
ferramentas (TURNER, 2010). Sendo uma das madeiras mais valorizadas do
Canada (MINISTERIO DE FLORESTAS, MINAS E TERRAS, 2011). O 6leo
essencial produzido Thuja plicata tem sido tradicionalmente usado como
repelente natural de insetos e preservativo de madeira em funcdo de sua
propriedade inseticida e antimicrobiana. Recentemente, o uso do 6leo essencial
de Arborvitae (OAE) para cuidado com a pele ganhou notariedade como também
no tratamento de enfermidades do sangue, rins, trato gastrointestinal e cérebro
(BRIJESH et al., 2012).

O 6leo essencial de Thuja plicata € produzido em glandulas secretoras que
ocorrem principalmente nas folhagens que se assemelham a escamas, onde cada
escama apresenta uma glandula de resina central proeminente. Até mesmo

pequenas glandulas podem ser encontradas na base das escamas (SUZIKI, 1979).
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O 6leo essencial de Thuja plicata Donn ex D. Don apresenta atividade
antimicrobiana, antibacteriano, antifingico, antioxidante, antiplasmodica, acao
sedativa, acdo anticAncer o principio ativo Thujona apresenta notavel atividade
de inibicdo no crescimento de células cancerigenas (BASER et al., 2002).

O principio ativo Thujona apresentou notavel atividade de inibicdo no
crescimento de células cancerigenas (BASER et al., 2002). Producdo de
anticorpos o seu uso apresentou melhora na resposta imune, aumentado 0s
linfécitos (BASER, et al., 2002).

O oleo essencial de Juniperus virginiana pertence a familia Cupressaceae
usualmente conhecida como cedro vermelho oriental. A espécie é nativa do leste
dos Estados Unidos, Michigan, ao Sul da Florida e oeste para Oklahoma e
Kansas (ADAMS e SCHWARZBACH 2013).

Apresenta suas estruturas secretoras armazenadas em sua area foliar,
caracteristica em que essas glandulas ndo sdo rompidas e muitas vezes afundadas
abaixo da cuticula cerosa, sua folhagem estreita, densa com coroa piramidal. Os
0leos essenciais sdo obtidos por hidrodestilacdo nas folhas e madeira, sdo as
partes utilizadas (ADAMS, 2010).

Juniperus virginiana tem um valor comercial significativo em uma ampla
gama de aplicacdes, desde pomadas para resfriados até sprays de ambientes e
inseticidas (JHA V. et al., 2024). Indicado na aromaterapia usado em afeccoes
cutdneas (acne, eczema e psoriase), reumatismos, contusdes e problemas
osteoarticulares (CUNHA et al., 2012) Com uma vasta utilizagdo e ampla gama
de produtos é atribuida as suas propriedades Unicas como: odor, repeléncia,
toxicidade a muitas pragas, acdo anticancerigena, antimalarica, e anti-
inflamatoria, sedativo, atividade antibacteriana, antifungica e antitérmica
(TUMEN et al., 2013; JHA V. et al., 2024)

A resina de Boswellia Carterii e Boswellia Serrata sé&o obtidas como um
exsudato natural, a arvore Boswellia é cuidadosamente raspada a casca até
alcangar os ductos secretores nos quais a resina liquida branca leitosa &
armazenada. Isso ocorre lentamente formando um corddo macio ap0s seco ao sol
se torna amarelado (SIDDIQUI, 2011).
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O exsudato de Boswellia conhecido popularmente como “lagrimas”
consiste em 60-70% de resina, 27-35% goma e 5-7% Oleo essencial. Sendo
conhecido comercialmente como substancias separadas (SIDDIQUI, 2011).

O Olibano Boswellia carterii e Boswellia serrata é um género
compreende a 19 espécies diferentes da familia (ESLAMIEH, 2011). A
ocorréncia deste género se estende da Africa Central até a Peninsula Arébica,
atualmente a Boswellia Serrata contem aprovagéo do conselho europeu e FDA
(Administracdo de alimentos e medicamentos da Alemanh&) para uso como
alimento (PAGANINI, SILVA, 2014).

A micropropagacdo € uma valiosa ferramenta para obtencdo de plantas
com alta qualidade genética e livres de fitopatdgenos, neste contexto, esse
trabalho teve por objetivo estudar os efeitos de diferentes concentracdes de 6leos
essenciais de Boswellia Carterii e Boswellia Serrata, Juniperus Virginiana,
Thuja Plicata em meio de cultura alternativo na presenca e auséncia de carvao

ativado.

2.1. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade do Estado de Mato Grosso “Carlos Alberto
Reyes Maldonado” (UNEMAT), Campus de Alta Floresta — Mato Grosso.

Foram utilizados trés 6leos essenciais distintos o 0leo essencial de Olibano
(Boswellia Carterri e Boswellia Serrata), 6leo essencial de Cedro (Juniperus
virginiana) e 6leo essencial de Arborvitae (Thuja plicata).

Foi adotado delineamento experimental inteiramente casualizado, onde as
plantulas de Catasetum foram submetidas a micropropagacdo em funcéo dos trés
6leos essenciais em dois potenciais com carvao e sem carvao.

As plantulas de Catasetum sp. foram obtidas a partir do cultivo e
semeadura in vitro em meio de cultura alternativo constituido de 30g L-1 de
sacarose, 4g L-1 de carvao ativado, 2g L-1 de fertilizante B&G®, 100 mL L-1 de
agua de coco (RODRIGUES et al., 2012), com pH ajustado 5,7. Os vidros foram
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autoclavados juntamente com os meios de cultura a 121°C por 20 minutos, e
posteriormente acrescido 0s 0leos essenciais.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado foram
realizados 7 tratamentos com 5 repeti¢Ges, sendo o controle (sem 6leo essencial),
olibano 175 ul (5 gotas) (sendo considerado mais ou menos 5 gotas a
quantidadede 175 micro litros), olibano 250 ul (10 gotas), cedro 175 ul, cedro
250, arborvitae , 175 pl e arborvitae 250 pl, totalizando 35 frascos de vidros de
250 ml contendo 30 ml de meio de cultura com carvdo e 35 frascos para 0 meio
de cultura sem carvdo. Os tratamentos foram mantidos a luz 1.500 lux (Iltmem
m2) por 16 horas didrias a uma temperatura de + 25°C. O experimento foi
acompanhado semanalmente durante 88 dias em média 14 semanas, até a
primeira avaliacdo onde 140 plantulas foram analisadas destas 20 plantulas de
cada tratamento.

Sendo selecionada uma repeticdo de cada tratamento para avaliar 20
plantulas, em relacdo as varidveis: CT (comprimento total da planta), CMR
(comprimento médio da raiz), PB (presenca de bulbo), NF (nimero de folhas),
NR (numero de raizes) e PT (peso total da planta). As variaveis foram
mensuradas com auxilio de paquimetro e balanca semi-analitica. Todos 0s
resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as medidas
comparadas pelo teste F ao nivel de 1% de significancia e o teste de Tukey ao

nivel 5% de significancia, utilizando o programa R(RStudio Team, 2023).
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Figura 09: (A) Tratamento Juniperus virginiana (Cedro) 250 pL com carvdo ativado, (B) Tratamento
Thuja plicata (Arborvitae) 175 ul com carvéo ativado, (C) Tratamento Thuja plicata (Arborvitae) 175 pl

sem carvao ativado, (D) Tratamento Juniperus virginiana (Cedro) 250 uL.

2.2. RESULTADOS




Figura 10: Desenvolvimento de plantulas de Catasetum sp com carvao ativado ap6s 88 dias de
inoculacdo em meio de cultura alternativo sendo: (A) Controle com carvdo ativado, (B) Boswellia
carterii e Boswellia serrata (Olibano) 175 uL, (C) Boswellia carterii € Boswellia serrata (Olibano)
250 pL, (D) Juniperus virginiana (Cedro) 175 pL, (E) Juniperus virginiana (Cedro) 250 pL, (F)
Thuja plicata (Arborvitae) 175 pL, (G) Thuja plicata (Arborvitae) 250 pL.
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Figura 11: Desenvolvimento de plantulas de Catasetum sp sem carvdo ativado ap6s 88 dias de
inoculacdo em meio de cultura alternativo sendo: (A) Controle sem carvdo ativado, (B) Boswellia
carterii e Boswellia serrata (Olibano) 175 pL, (C) Boswellia carterii € Boswellia serrata (Olibano)
250 pL, (D) Juniperus virginiana (Cedro) 175 pL, (E) Juniperus virginiana (Cedro) 250 uL, (F)
Thuja plicata (Arborvitae) 175 pL, (G) Thuja plicata (Arborvitae) 250 pL e . (B) Boswellia carterii e
Boswellia serrata (Olibano) 175 pL plantula ampliada.

Apds 88 dias de experimento foi observado que as plantulas de Catasetum
sp submetidas a 250 pL de oOleo essencial Thuja plicata (Arborvitae) 250uL na
presenca de carvdo apresentou maior comprimento de raiz (Figura 11-G). Em

contraposicdo, as plantulas submetidas ao 6leo Boswellia carterii e Boswellia
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serrata (Olibano) 175uL na auséncia de carvdo apresentou maior média na
caracteristica niamero de folhas (Figura 12-B).

Foram analisados 140 plantulas de 7 tratamentos distintos de dleos essenciais
mais o controle, os 6leos sdo respectivamente: Boswellia carterii e Boswellia
serrata (olibano), Juniperus virginiana (cedro) e Thuja plicata (Arborvitae) com
quantidades entre (175ul) e (250pul) para cada oleo, interagindo com presenca e
auséncia de carvéo.

Nas analises de CT (comprimento total) com presenca de carvdo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, sendo a melhor dosagem o Juniperus
virginiana Cedro (175ul) e Thuja plicata (Arborvitae) 250 pL onde as plantas

alcancaram uma média de tamanho total de 92,44 (mm) e 85,24 (Tabela 1).

Tabela 01: Média do CT comprimento total (mm) da espécie Catasetum sp em cada
substrato na presenca e auséncia de carvao.

Substrato Carvéo ——
Presenca Auséncia
Controle 65,37 BCa 75,38 Aa
Boswellia carterii e
Boswellia serrata 56,48 Cb 90,78 Aa

(Olibano) (175ul)

Boswellia carterii e
Boswellia serrata 60,44 Ca 50,55 Bh
(Olibano) (250ul)

Juniperus virginiana

(Cedro) (175p) 92,44 Aa 53,35 Bb
Juniperus virginiana
(Cedro) (2500l) 64,12 BCa 45,34 BCb
Thuja plicata (Arbovitae) 78.60 Aba 55 62 Bb
(175ul) ’ ’
Thuja plicata (Arbovitae)
(250ul) 85,24 Aa 33,11 Cb

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Para as analises e medias de CT comprimento total (mm) em Catasetum sp. na
auséncia de carvdo houve diferenca significativa entre os tratamentos, sendo a
melhor quantidade em Boswellia carterii e Boswellia serrata (Olibano) (175pul)

que apresentou uma média de comprimento total de 90,78 respectivamente.
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Em relacdo as médias de CMR comprimento médio de raiz (mm) em
Catasetum sp. na presenca de carvao ativado, apresentou resultados significativos
ao teste Tukey a 5% de significancia, os melhores meios observados foram Thuja
plicata Arborvitae (250pl) e controle com melhor desenvolvimento médio de raiz
37,88 (mm) e 37,67(mm) respectivamente (Tabela 2). Referente aos meios de
cultura estudados e a interacdo entre presenca e auséncia de carvdo, sao

apresentados na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Média do CMR comprimento médio da raiz (mm) da espécie Catasetum sp.
em cada substrato na presenca e auséncia de carvao.

Substrato Carvéo ——
Presenca Auséncia
Controle 37,67 Aa 38,74 Aa
Boswellia carterii e
Boswellia serrata 21,87 Cb 44,38 Aa

(Olibano) (175ul)

Boswellia carterii e
Boswellia serrata 30,30 Aba 24,14 Bb
(Olibano) (250ul)

Juniperus virginiana

(Cedro) (175ul) 37,13 Aa 22,67 Bb
Juniperus virginiana
(Cedro) (250pl) 23,80 BCa 17,38 BCb
Thuja plicata (Arbovitae) 20 66 ABCa 1914 Bb
(175ul) ’ )
Thuja plicata (Arbovitae)
(250pl) 37,88 Aa 11,58 Cb

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Para as analises de CMR comprimento médio de raiz (mm) em Catasetum
sp. na auséncia de carvdo ativado, houve diferenca significativa entre os
tratamentos observados, sendo as melhores quantidades e meios observados em
Boswellia carterii e Boswellia serrata (Olibano) (175ul) e controle que
apresentou comprimento meédio de raiz de 44,38 (mm) e 38,74 (mm)
respectivamente.

Em relacdo ao numero de folhas da espécie Catasetum sp na presenca de

carvao, é possivel observar que, ndo houve diferenca significativa entre os
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tratamentos, ficando o nimero de folhas por planta em um intervalo de 4,75 a
5,35 folhas (Tabela 3).

Tabela 3: Média do NF (numero de folhas) da espécie Catasetum sp. em cada substrato
na presenca e auséncia de carvéo.

Substrato Carvéo ——
Presenca Auséncia
Controle 4,75 Aa 4,90 Aba
Boswellia carterii e
Boswellia serrata 4,75 Aa 5,35 Aa

(Olibano) (175ul)

Boswellia carterii e
Boswellia serrata 5,35 Aa 5,00 Aba
(Olibano) (250ul)

Juniperus virginiana

(Cedro) (175pl) 5,30 Aa 4,30 Bcb

" Codro) G500 485 A2 455 ABCa
Thuja pIi((:f;a5 L(l,lﬁsrbovitae) 530 Aa 1,85 Aba
Thuja pIi((:gEt;% L(l,lﬁsrbovitae) 4.95 Aa 3,80 Cb

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e miniscula na linha ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Para a variavel caracteristica média do numero de folhas da espécie
Catasetum sp. na auséncia de carvéo ativado, houve diferenca significativa entre
os tratamentos, sendo a melhor quantidade observada em Boswellia carterii e
Boswellia serrata (Olibano) (175ul), que apresentou maior resultado sendo de
5,35 respectivamente.

Em relacdo as médias de peso (mg) total das plantulas com carvédo é
possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,

ficando as médias de peso total em um intervalo de 269,65 a 383,00 (Tabela 4).

Tabela 4: Média do PT (peso total) (mg) da espécie Catasetum sp. em cada substrato na
presenca e auséncia de carvéo.

Substrato Carvao —
Presenca Auséncia
Controle 269,65 Aa 301,45 Aa
Boswellia carterii e 279,90 Aa 292,30 Aa
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Boswellia serrata
(Olibano) (175ul)

Boswellia carterii e
Boswellia serrata 383,00 Aa 294,55 Aa
(Olibano) (250ul)

Juniperus virginiana

(Cedro) (1750l) 368,75 Aa 265,70 Ab
Juniperus virginiana
(c% iro) (23()“') 352,45 Aa 204,60 ABb
Thuja plicata (Arbovitae) 342 75 Aa 913.40 ABb
(175ul) ' ’
Thuja plicata (Arbovitae) 337 95 Aa 128.04 Bb
(250ul) ' ’

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minudscula na linha ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Para as andlises de médias do peso total das plantulas (mg) da espécie
Catasetum sp. na auséncia de carvdo ativado houve diferenca significativa entre
os tratamentos, sendo o melhor tratamento observado o controle que apresentou
uma média do peso total de 301,45 gramas respectivamente.

Para as analises de variancia os quadros medios com significancia a 1% do
teste F para os coeficientes: CT- comprimento total (mm), CMR- comprimento
médio raiz (mm), NR- nimero de raizes, NF- nimero de folhas e PT- peso total
da plantula. Para nimero de raiz a analise de varidncia ndo foram significativos
apresentando um coeficiente de 17,40% (quadro 1).

Em relacdo o coeficiente de variancia deu significativo para PT- peso
total com coeficiente de 29,07% e para CMR- comprimento médio de raiz com
coeficiente de 16,85%, apresentando valores de coeficientes maiores em relacao
ao comprimento total, nimero de raiz e nimero de folhas, sendo variaveis

relevantes para a micropropagacéo indicando sobrevivéncia para proxima fase.

Quadro 1: Resumo da andlise de variancia de orquidea do género Catasetum sp. em
relacdo a diferentes substratos na auséncia e presenca de carvao.

Fonte de CT(mm) [CMR N R N F PTI(g)
Variagao (m.m)

Substrato 10,90** 13,39%* 0,32"° 0,15** 66,77**
Carvio 60,49** 27,55** 0,17™° 0,43** 546,40%*
Subs*Carvao | 32,35** 20,09** 0,21™° 0,17** 81,73**
Residuo 1,28 0,77 0,13 0,05 22,19
CV (%) 13,15% 16,85% 17,40% 9,44% 29,07%

47




** Teste F significativo a 1% e NS Teste F ndo significativo. Todas as varidveis sofreram a transformacéo

Vx + 0.5. CT (comprimento total), CMR (comprimento médio da raiz), NR (n(mero de raizes), NF
(namero de folhas), PT (peso total), g (gramas), mm (milimetros).

2.3 DISCUSSAO

Os Oleos essenciais sao misturas complexas de compostos biologicos
ativos, que podem interagir sinergicamente, aditivamente e ou/ antagonicamente
entre si (PARADIKOVIC et al., 2019). Atualmente os estudos sobre extratos de
plantas e 0leos essenciais podem apresentar varios efeitos conforme seu nivel de
concentracdo. Os Oleos essenciais atuam como estimulantes bioldgicos que
exercem efeito benéfico sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas e
resisténcia ao estresse. Seu efeito depende de cada principio ativo presente em
seus compostos organicos e inorganicos as plantas podem utiliza-los como
metabdlitos e reguladores de crescimento (PARADIKOVIC et al., 2019). O
processo de crescimento da planta é diretamente influenciado pelo aumento e
divisdo celular, sendo um processo que depende fortemente de reguladores
internos da planta incluindo auxina e citocinina (TAIZ et al., 2015). Os 6leos
essenciais apresentam varios compostos como fendis, fenolicos, acidos, terpenos
e auxinas (TAIZ et al., 2015). Os 6leos essenciais e seus efeitos bioldgicos de
substancias fitoquimicas variam da concentracdo e também do limite de resposta
que a espécie receptora apresenta, sua resposta de defesa ou afinidade esta ligada
aos compostos presentes na espécie doadora (SOUZA FILHO et al., 2009).

Sohrabi et al., (2024) trabalhando com fitoterapia utilizou extratos de
Juniperus sabina nas concentragdes 50 e 100 mg/mL e observou que acelerou a
germinacdo de sementes de tomateiro em 100% in vitro e estimulou o
crescimento e desenvolvimento vegetal apresentando maior comprimento de
caule. Em sua pesquisa Han et al., (2021) verificou que o 6leo essencial de
Ambrosia artemisiifolia inibiu a germinacédo de sementes e o desenvolvimento de

mudas de Allium cepa mesmo em baixas concentracées (0,25 mg/mL).
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O crescimento e desenvolvimento da plantula sdo importantes, pois a
partir da fotossintese com a obtencdo da sacarose a mesma sera translocada
através do floema, onde sera usada como fonte de energia para o crescimento,
desenvolvimento ou armazenamento (GRIFFTHS et al., 2016).

No género Catasetum sp. grande parte de seus exemplares sdo epifitas
onde apresentam diversas especificacdes morfolégicas que lhes permitem
colonizar seu habitat, com o velame, uma epiderme morta estruturada em
multicamadas que cobre as raizes e esta relacionada a retencdo e absorcéo de
agua (JOCA et al., 2017). Contribuindo para o seu desenvolvimento a maioria
das raizes aéreas de orquideas epifitas também podem fotossintetizar quando
expostas a luz (FARIAS e KASBURG, 2021). Benzing, (1986) observou que
Catasetum sp. pode formar uma estrutura semelhante a um ninho que consiste em
raizes laterais minusculas e curtas, mas que principalmente conseguem reter
umidade e detritos organicos.

Estudos de Dosoty et al., (2023) concluiram que a utilizacdo do 6leo de
olibano ou gengibre em pé em dietas de codornas japonesas poedeiras melhorou
as propriedades do sanguineas e melhorou o desempenho reprodutivo e
produtivo. Na pesquisa de Dias et al., (2021) Comparando efeito dos 6leos
essenciais na qualidade sanitaria e fisioldégica de sementes de milho crioulo,
observou que o Oleo de olibano promove a reducdo significativa do fungo
Trichoderma sp

Em pesquisa de Olinto et al., (2023) comparando a eficacia de Oleos
essenciais no tratamento de sementes florestais nativas do semiarido brasileiro,
obteve reducdo do percentual de incidéncia de Aspergillus sp e Rhizopus sp
utilizando-se do tratamento com 6dleo essencial de olibano nas sementes nativas
de craibeira, ipé-rosa e jurema branca. Di Stefano et al., (2020) utilizou amostras
de resina de diferentes locais, obteve 6leos essenciais e avaliou a atividade
antimicrobiana in vitro dos mesmos, observou diferencas significativas na
composicdo dos Oleos essenciais das trés cultivares estudadas. Todas

apresentaram valor mais alto para o-pineno. No teste de atividade
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antimicrobiana, ambas as cepas testadas de S. aureus e P. aeruginosa foram
susceptiveis a maioria dos 0leos essenciais testados.

Um fator importante culminou-se neste trabalho, em que os distintos
substratos foram analisados utilizando de todos os itens de desenvolvimento:
crescimento total, quantidade de folhas, quantidade de raizes, presenca de bulbo,
peso total. O uso de 6leos essenciais ndo trouxe prejuizo ou dano aos exemplares
de Catasetum sp sendo um fator positivo a pesquisa. As plantulas apresentaram
um desenvolvimento adequado ao tempo de andamento da pesquisa.

Para variavel comprimento médio raiz os resultados foram significativos
tanto para substrato presenca ou auséncia de carvdo, na presenca de carvao os
tratamentos com melhores resultados foram Arborvitae a 250 pL e controle
sendo as médias com 37,88 e 37,67, respectivamente (Tabela 2). E na auséncia
de carvdo ativado os tratamentos com melhores resultados foram olibano a 175
uL e controle com médias de 44,38 (mm) e 38,74 (mm), respectivamente.

A presenca de raizes é indispensavel a pléntula o sucesso no seu
desenvolvimento depende delas, na fase de plantula é mais indicado obter varias
raizes curtas que poucas raizes longas, essas raizes correm o risco de fissuras ou
quebra durante manuseio e periodo de pré-aclimatacdo e aclimatacdo sendo uma
possivel porta de entrada de fungos e patdgenos (DIAS, 2010). Uma das fases
dificeis e que apresenta elevada porcentagem de perdas ocorre apos a
transferéncia ex vitro; portanto é importante obter mudas sadias e com raizes
devidamente desenvolvidas (DEWIR et al., 2015).

Em sua pesquisa Thomas, (2008) constatou que o carvdo ativado
considerado antioxidante pode interagir na adsorcdo de vitaminas, ions metalicos,
reguladores de crescimento, podendo apresentar resultados positivos ou
negativos no crescimento, desenvolvimento, de acordo com a planta.

Em sua pesquisa Galdino, (2007) estudando a influéncia de carvao ativado
no crescimento e aclimatagdo da orchidaceae Caularthron bicornutum obteve
resposta menos eficiente para aclimatagdo em tratamentos mais concentrados,
obtendo melhor resultados na aclimatagdo com meio MS com metade das

concentracfes de macronutrientes e acrescido de carvao ativado 1%.
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Em seu trabalho Schneiders et al., (2012), analisando germinacdo e
crescimento in vitro de Cattleya forbesii e Cattleya harrisonina desenvolveram-
se rapidamente em meio bésico Murashige & Skoog (MS) com grande
disponibilidade macro e micronutrientes e 2,5g/L de carvao ativado.

O carvdo ativado tem propriedades caracteristicas tendo alto poder de
absorcao para sélidos coloidais, gases e vapores. Solutos em contato com carvao
ativado e meio solucgéo serdo adsorvidos até obter um equilibrio entre moléculas
adsorvidas e dessorvidas havendo assim uma interacdo. Neste ponto observamos
que a interacdo entre 0 meio da solucdo e o 6leo essencial de Boswellia carterii e
Boswellia serrata (olibano) apresentou sinergia de interacdo onde os principios
ativos presentes no Oleo essencial foram neutralizados pela acdo do carvao
ativado, observamos que a mesma quantidade adicionada ao meio na presenca e
auséncia de carvéo ativado o desenvolvimento das plantulas (ou parte especifica)
foi totalmente distinto como podemos observar na (Tabela 01).

Em seu trabalho Thomas(2008) verificou que o uso de carvéo ativado em
meio de solucdo, além de adsorver substancias indesejadas, ele pode adsorver
hormonios e substancias necessarias. O que diferiu na pesquisa de Shin et al
(2011) que evidenciou que o carvao ativado foi comprovadamente eficaz para
aumentar a taxa de germinacdo de sementes em comparagdo com 0S outros
tratamentos, em pesquisa de germinacdo e formacdo de protocormos de hibridos
de Calanthe.
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Capitulo 11

Influéncia de 6leos essenciais na pré-aclimatacao de Catasetum sp

3. INTRODUCAO

As plantas ornamentais desempenham um papel fundamental em todos 0s
ambitos que compreendem aos seus variados usos, a producao de flores de corte,
flores de vasos incluindo paisagismo e decoracdo tornaram-se elementos
essenciais para embelezar multiplos ambientes (DARRAS, 2020).

Portanto, transformando as plantas ornamentais em protagonistas do setor
da economia com a floricultura, uma categoria que esta florescendo globalmente
e enfrentando uma demanda crescente (MENEGAES et al., 2022). O campo vem
apresentando um impacto significativo no comércio horticula, onde hoje, o
cultivo de orquideas é mais que um hobby, é um empreendimento internacional
que cobre cerca de 8% do comércio mundial de floricultura e apresenta potencial
para alterar o cenario econémico de um pais (GRIESBACH, 2002).

Em nivel global, o mercado de plantas ornamentais e flores de corte esta
estimado em US$ 70 bilhGes anualmente, isso entre os percalcos de esferas
comerciais, sua expansdo € constante, o pais referéncia no setor floricolo ¢é a
assidua Holanda que lidera a comercializacdo apresentando 55% em vendas
(SCHOENMAKER, 2017).

Nos ultimos anos, estratégias para aprimorar e ampliar a producdo veem
sendo implementados no setor floricolo, iniciando desde a producdo de material
vegetal, estudo do genoma e melhoramento genético das espécies, manejo de
cultura, técnicas de cultivo, irrigacdo e fertilizacdo, controle a integracdo de
fitopatogenos (GABELLINI e SCARAMUZZI, 2022). Todas essas estratégias
foram impulsionadas por exigéncias de mercado e demandas internacionais
(LOYOLA etal., 2019).

A micropropagacdo in vitro se mostra como um método valioso na
propagacdo de varias plantas econdmicas (MEZZALIRA; KUHN, 2020). Sua
tecnologia envolve padrdes técnicos que permite propagacdo em larga escala
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num curto periodo de tempo, e com plantas livres de patdgenos (ERIG &
SCHUCH, 2005).

De todas as etapas da micropropagacdo a aclimatacdo/pré-aclimatagéo €
uma das mais importantes, pois € uma fase em que as plantulas precisam ser
gradualmente adaptadas ao ambiente ex vitro (HAZARIKA, 2006). A
aclimatacdo é definida como uma adaptacdo climatica ou ambiental de um
organismo, especialmente uma planta, a um novo ambiente (CONEVER e
POOLE, 1984).

A aclimatacdo de plantas micropropagadas a um ambiente de estufa ou
casa de vegetacdo € essencial porque hd uma diferenca significativa entre o
ambiente de laboratério e o ambiente de campo ou estufa (DORNELES &
TREVELIN, 2011). As plantulas ou brotos cultivados in vitro tem continuamente
um microambiente Unico, selecionado para fornecer estresse minimo e condicdes
ideais para sobrevivéncia e multiplicacdo (HAZARIKA, 2006).

A aclimatacdo é a Ultima etapa dentro do protocolo de micropropagacéo,
sendo um periodo de adaptacdo de plantulas antes de serem destinadas para o
ambiente natural ou comercial (VENTURIERI & ARBIETO 2011; DORNELES
& TREVELIN, 2011), as folhas que se desenvolvem in vitro geralmente néo
possuem ceras epicuticulares bem desenvolvidas, possuem estdmatos elevados
que podem ndo fechar normalmente, tem anatomia interna mal estruturada e
podem ndo ser fotossinteticamente eficientes, podem apresentar baixa eficiéncia
em seu sistema radicular, sistema vascular comprometido minima quantidade de
estdbmatos funcionais e deformacédo de cuticula (FARIA et al., 2012) fatores que
diminuem a chance de sobrevivéncia quando expostas a ambientes com alta
demanda evaporativa (DA COSTA NASCIMENTO et al.,, 2008; TAVEIRA,
2011; FARIA et al., 2012; SORGATO et al., 2015).

Os eventos climéaticos no ano de 2023 excederam aos limites de tolerancia
de diversos organismos, o superaquecimento climatico global impacta em todos
0s ecossistemas terrestres (IPCC, 2021). Eventos climéaticos veem sendo uma
preocupacao a nivel global, de acordo com estimativas em longo prazo esses

eventos futuramente pode ocorrer de forma mais extrema com enchentes, secas
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prolongadas, fortes ondas de calor, e em varias regides do planeta (SMITH,
2011; SILVA et al., 2020).

As diferencas na distribuicdo da precipitacdo ocorrem em todo o pais, as
anomalias de precipitacdo negativas no norte e centro-oeste do Brasil e positivas
ao sul do Brasil (SILVA et al., 2020), todas essas anomalias climaticas estdo
associadas ao El nifio (KAYANO et al.,2016). Afetando diretamente o setor
agricola (plantio, desenvolvimento de cultivar, e colheita) (RAY et al., 2015).

Pesquisas sugerem que algumas orquideas apresentem influéncia em seu
desenvolvimento a partir do clima, micro clima e tipos de substrato (RUIZ —
CORDOVA et al., 2014). Ha espécies vulneraveis a altos indices de calor,
necessidade de dgua e nutrientes (ZOTZ, 2016).

No meio cientifico os 6leos essenciais permanecem relevantes devido sua
flexibilidade e crescente demanda por recursos naturais (TSIRI, et al, 2009). S&o
fontes ricas de bioativos fitoconstituintes cujas atividades sdo responsaveis por
inimeras aplicacbes (JUGREET et al., 2020).

A bioatividade exibida pelos 6leos essenciais ndo se deve apenas por um
unico elemento constituinte, mas ao impacto sinérgico presente em todos 0s
componentes dos 6leos essenciais (ISMAN et al., 2008). Esses fatores impactam
em sua absorc¢éo, bioatividade e taxa de reacdo (PANDEY et al., 2014).

Thuja plicata Donn ex D. Don é uma importante planta aromatica,
apresenta cerne perfumado e resistente pertencendo a familia Cupressaceae que é
altamente valorizada (EARLE, 2013). Em muitos paises s usa diferentes partes
da planta incluindo folhas e frutos (cones) tem sido utilizada como remédio
tradicional, a planta apresenta grande quantidade de dleos essenciais e resinas
(AMON, 2006). A existéncia de compostos bioativos em suas folhas e cerne a
torna impermeavel a proliferacdo de fungos (TUMEN et al., 2012). O dleo
essencial apresenta atividade antifungica, antioxidante, antiviral, atividade
anticonvulsivante, anticancerigenas e espasmoliticas e expectorantes (ASGARY
etal., 2013).

Juniperus virginiana é conhecida como cedro vermelho (oriental) é uma

conifera didica e aromatica da familia Cupressaceae seu 0leo essencial pode ser
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extraido das folhas, cascas e frutos do cedro, seu 6leo essencial tem aspecto
pegajoso e cor amarelada (SEMEN et al., 2005), tem historico medicinal para
resfriados, sarampo, doengas de pele e dores reuméticas (STEWART et al.,
2014). O oleo essencial apresenta propriedades antibacterianas, antifungicas,
anti-inflamatérias, antiespasmaodicas, diurética, inseticida atribuido aos
compostos bioativos (JEONG et al., 2014).

Boswellia carterii e serrata, a primeira mencao de uso da resina Boswellia
como medicamento estd no papiro Ebers, em que data aproximadamente 1.500
a.C. (MARSHALL, 2003). Mais de 200 compostos foram identificados em
resinas de Boswellia spp (AMON, 2006), a goma-resina e os 6leos de algumas
espécies de Boswellia serrata e Boswellia carterii, foram usadas como
componentes na medicina Ayurvédica e Unani (UPAGANLAWAR e GHULE,
2009). O extrato de Boswellia € um medicamento fitoterapico eficaz e €
popularmente conhecido como sallaki, olibano indigena incenso e luban
(ANSARI et al., 2012). O exsudato seco da planta Boswellia é uma resina rica
em ingredientes ativos tanto extrato quanto Oleo essencial apresenta atividade
antisséptica, é utilizada para tratamento de asma e sintomas gripais (ALI et al.,
2008).

Existe uma procura crescente em todo o mercado global por produtos
naturais, onde os 0leos essenciais puros sdo misturas de mais de 200 compostos
organicos, incluindo compostos volateis, como hidrocarbonetos, monoterpénicos
e sesquiterpénicos, e seus derivados oxigenados (JUIZ et al., 2010). Os 6leos
essenciais sdo constituidos por residuos ndo volateis como hidrocarbonetos,
acidos graxos, esterdis, carotenoides, ceras e flavonoides (SOUZA et al., 2019).
A guantidade de Oleos essenciais encontrada nas plantas pode variar de 0,01 a
10% da massa total. A producéo e consumo de 0Oleos essenciais em todo 0 mundo
estd crescendo aceleradamente devido ao interesse dos consumidores por
produtos naturais e seus efeitos biologicos (RAO & PANDEY, 2007).

A pré aclimatacdo € uma parte importante da micropropagacao que € uma
valiosa ferramenta que visa aprimorar o processo de producdo de mudas por

espécie. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o
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desenvolvimento morfoldgico de plantulas de Catasetum sp. no periodo de pré
aclimatacdo com diferentes concentracdes de Oleos essenciais, sendo estes:
Boswellia carterii e Boswellia serrata (olibano), Juniperus virginiana (cedro) e
Thuja plicata (arborvitae) em meio de cultura alternativo com musgo e na

presenca ou auséncia de carvéo ativado.

3.1 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais e Orquidario Altaflorestense da Universidade do Estado de
Mato Grosso “Carlos Alberto Reyes Maldonado” (UNEMAT) Campus de Alta
Floresta — Mato Grosso.

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas plantulas de orquideas

Catasetum sp. ja estabelecidas da pesquisa anterior apds as analises biométricas
teve conducdo a este trabalho, sendo retiradas dos vidros, lavadas em agua
corrente para eliminar vestigios do meio de cultura das raizes e recondicionadas
para galdes com capacidade de 6 litros transparentes.

Utilizamos 28 galdes transparentes com capacidade de 6 litros sendo estes
lavados e desinfetados com detergente e hipoclorito de sodio devidamente e seco
ao natural. Foram colocados musgos (100g) umedecidos com 150 ml de solugéo
de &gua + Oleos essenciais sendo estes Gleos: essencial de arborvitae, cedro e
olibano.

A conducdo do experimento foi em um delineamento em blocos
casualizados com 7 tratamentos com 4 repeticdes sendo o controle (sem 6leo
essencial), olibano 175 ul (5 gotas), olibano 250 ul (10 gotas), cedro 175 pl,
cedro 250 pl, arborvitae ,175 ul e arborvitae 250 pl, totalizando 28 galdes de
plastico de 6 litros, com tratamento alternado para meios de cultura com presenca
de carvao e auséncia de carvao.

Os tratamentos foram mantidos no Orquidario Altaflorestence em
condigdes de casa de vegetacdo, o experimento foi acompanhado semanalmente
durante 13 semanas aproximadamente 91 dias, no trabalho foram analisadas 140

plantulas ao total sendo avaliadas 20 pléntulas por tratamento.
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Para avaliagdo dos efeitos dos 0leos essenciais adicionados aos meios de
cultura para desenvolvimento plantulas de Catasetum sp. foram observadas e
analisadas as seguintes caracteristicas aos 91 dias:

Comprimento total da plantula: o comprimento foi mensurado com
auxilio de paquimetro, em escala de milimetros.

Comprimento meédio da raiz: o comprimento médio da maior raiz.

Numero de folhas: a quantidade de folhas foi obtida analisando cada
plantula previamente.

NUumero de raizes: a quantidade de raizes foi obtida analisando cada
plantula previamente.

Massa fresca total: as plantulas selecionadas foram retiradas dos galdes

previamente limpas e secas para serem pesadas em balanca semi-analitica.

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
medidas comparadas pelo teste de Scott-Knott (SK) ao nivel 5% de significancia,

utilizando o programa R (RStudio Team, 2023).

Figura 12: Desenvolvimento de plantulas de Catasetum sp. em pré aclimatacdo com 13 semanas de
observacdo e inoculagdo em meio de cultura com agua, musgo umedecido e carvao ativado (A — D) e sem
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carvéo ativado (E — H) com diferentes tratamentos Olibano 250 L (A-B), Olibano 175 pL (F), Arborvirit
175uL (B), Cedro 175uL (C —G), Cedro 250 pL (D — H).

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise do experimento evidenciou significancia na variavel de (CT)
comprimento total, apresentando melhor desenvolvimento o Oleo essencial
Boswellia carterii e Boswellia serrata (olibano) na quantidade de 250 ul sem a
interacdo com carvéo (Tabela 05).

Em referéncia a variavel (CMR) comprimento médio de raiz (mm) foi
possivel observar que entre os tratamentos propostos apresentou significancia, e
obteve maiores médias nos tratamentos Boswellia carterii e Boswellia serrata
(olibano) na quantidade de 250l sem interacdo de carvédo sendo 57,06 (mm) e o
controle com carvéo ativado, sendo 50,49 (mm) (Tabela 05).

Foi possivel observar que em relacdo a variavel (NF) numero de folhas
houve significancia sendo seu melhor desempenho observado no tratamento 6leo
essencial Boswellia carterii e Boswellia serrata (olibano) na quantidade de 250pl
sem interacédo de carvao.

Para o (NR) nimero de raizes a pesquisa obteve significAncia em suas
médias, apresentando maiores desenvolvimentos de raiz nos tratamentos controle
com carv@o ativado sendo 6,35 e o tratamento 6leo essencial Boswellia carterii e
Boswellia serrata (olibano) com quantidade 250ul sem interagdo com carvéo.

Em relacdo ao peso da (MFT) massa fresca total de Catasetum sp. apontou
significancia, sendo a melhor propor¢do no tratamento controle com carvao

ativado com 0,67 gramas.

Tabela 05: Teste de média observando o desenvolvimento de orquidea do género
Catasetum sp. submetido a diferentes tratamentos com diferentes quantidades de
6leos essenciais e a presenca e auséncia de carvao ativado.

Tratamentos CT(mm) CMR(mm) N F NR MF T (g)
Controle com g g1 50,49 a 6,35 b 635a  067a
carvao
Thuja plicata
(Arborvitae) 63,61 b 22,52 ¢C 485c 3,50 ¢ 0,35Db
175ul com
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carvao

Thuja plicata
(Arborvitae)
175ul sem
carvao

20,46

411e

2,35d

1,05d

0,05d

Thuja plicata
(Arborvitae)
250ul com
carvao

62,28 b

31,89Db

2,90d

290c

0,21c

Juniperus
virginiana
(Cedro) 175pl
com carvao

57,47b

22,80 c

490c

3,15¢

0,20c

Juniperus
virginiana
(Cedro) 175pl
sem carvao

31,22d

17,39 ¢

2,90d

1,85d

0,06 d

Juniperus
virginiana
(Cedro) 250pl
com carvao

44,78 ¢

18,19 ¢

6,25 b

2,75¢

0,17c

Juniperus
virginiana
(Cedro) 250pl
sem carvao

37,15¢

18,57 c

3,40 d

2,40 c

0,09d

Boswellia
carterii e
Boswellia serrata
(Olibano) 175ul
com carvao

32,89d

9,64 d

125¢e

1,30d

0,14 c

Boswellia
carterii e
Boswellia
serrata
(Olibano) 175ul
sem carvao

68,59 b

37,82 b

1,85e

425D

0,17c

Boswellia
carterii e
Boswellia
serrata
(Olibano) 250ul
com carvao

32,08d

12,99 d

2,50d

1,70d

0,16 c

Boswellia
carterii e
Boswellia
serrata
(Olibano) 250ul
sem carvao

105,23 a

57,06 a

7,70 a

5,90a

0,42 b

CVv

23,48%

34,71%

15,87%

21,81 %

6,78 %
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Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott(SK) ao nivel de 5% de

significancia. As variaveis sofreram a transformagido v x + 1 para estabilizar a variancia. CT
(comprimento total), CMR (Comprimento médio da raiz), NF (nimero de folhas), NR (nimero de
raizes), MFT (massa fresca total), g (gramas), mm (milimetros)

A aclimatacdo e desenvolvimento in vitro de Catasetum sp ocorreram
nos tratamentos Juniperus virginiana (Cedro), Boswellia carterii e Boswellia
serrata (Olibano) ocorreu perda de todos os individuos do tratamento Thuja
plicata (Arborvitae) 250 ul sem carvdo ativado, nos outros tratamentos com
doses distintas ocorreu um desenvolvimento baixo perante 0s outros tratamentos
analisados (Tabela 5). Esse efeito negativo obtido na fase final de
desenvolvimento das plantulas pode ser devido a ocorréncia de efeito fitotoxico
do oleo essencial. Ainda observamos que neste tratamento foi um individuo sem
a presenca de carvdo ativado, elemento que atua na reducdo da acdo de
metabdlitos téxicos ou inibitdrios como substancias fendlicas, monoterpenos,
etileno, acidos resinicos diterpenos (GALDINO JUNIOR et al., 2012). Conforme
Ribeiro, (2017) relatam em seu estudo que obteve um aumento de sobrevivéncia
dos explantes de Bambusa vulgaris em diferentes sistemas de cultivo.

Observamos que o numero de folhas foi uma variavel significativa onde
seu melhor desempenho apresenta-se no tratamento Boswellia carterii e
Boswellia serrata 250 pl (Olibano), sendo as folhas essenciais na absorcdo de
luz, no processo da fotossintese sendo este crucial para sobrevivéncia da planta,
as plantulas analisadas apresentam folhas primarias providas no processo de
micropropagacao (Tabela 05).

As raizes sdo oOrgdos primordiais no acomodamento, sustentacdo e
fixacdo ao substrato, sendo um 6rgdo de armazenamento, as raizes sdo essenciais
na absorcdo de agua e nutrientes e exercem a funcéo de producdo de horménios
reguladores de crescimento (FRESCHET et al., 2021). Os tratamentos com
melhor indice de desenvolvimento de raiz foram Controle e Boswellia carterii e
Boswellia serrata 250 pl (Olibano) respectivamente, médias superiores que

diferiram estatisticamente dos outros tratamentos.
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Em relacdo & média de massa fresca total nos diferentes tratamentos e
concentracfes apresentou-se como uma variavel significativa, onde o tratamento
controle obteve o resultado mais satisfatorio foi o controle em relacdo aos outros
tratamentos. O surgimento e crescimento de bulbo esta relacionado com a massa
fresca da planta, sendo um érgdo importante de reserva de nutrientes e sais
minerais, ap0s o0 amadurecimento do bulbo as folhas entram em senescéncia e o
Catasetum entra em estagio de dorméncia vegetativa, que ocorre hormalmente
em periodo de estiagem (PETINI-BENELLI, 2016a). Assis (2004) afirma em sua
pesquisa que 0 bulbo um o6rgdo de reserva de extrema relevancia para
sobrevivéncia da planta em periodos mais criticos.

Para a variavel comprimento médio da raiz os resultados mais
satisfatérios foram observados em Boswellia carterii e Boswellia serrata 250 pl
(Olibano), 57,06 e controle com 50,49 respectivamente (Tabela 5). Em plantulas
de Catasetum sp suas raizes sdo inumeras e finas, as raizes exercem influéncia na
ciclagem de nutrientes, as concentracdes de nutrientes, tais como: nitrogénio (N),
fosforo (P), , magnésio (Mg), comumente as raizes finas destacam-se em relacéo
as mais grossas. Todo sistema radicular é complexo e apresentam bastante area
radicular para absorcdo e suporte a plantula na produtividade priméria
(VALVERDE-BARRANTES et al., 2015). Em seu trabalho Costa (2009)
evidencia a importancia na quantidade de raizes sendo fator imprescindivel para
garantir maior taxa de sobrevivéncia das plantulas em sua fase de aclimatacao.

Para a variavel comprimento total (CT) foi uma varidvel significativa
onde o melhor desempenho ocorreu no tratamento Boswellia carterii e Boswellia
serrata 250 pl (Olibano), em sua pesquisa Simioni (2021) salienta que a variavel
comprimento € um fator muito importante, pois com aumento do comprimento
da planta (plantula) aumenta a porcentagem ter raiz com 59% de probabilidade
(Tabela 5).

Ressaltando que o ano de 2023 foi 0 mais quente segundo os dados ja
registrados no Brasil (INMET, 2023) dos 12 meses decorrentes do referido ano
nove apresentaram médias mensais de temperatura acima da média historica

(1991-2020) com destaque para 0s meses de agosto e setembro que obteram max.
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34° C e min. 20°C ja setembro méx. 33°C e min. 21°C. No decorrer do ano, todo
0 Brasil enfrentou episodios de fortes ondas de calor, reflexo dos impactos do
fendmeno EIl Nifio que configura no aquecimento acima da média das &guas do
oceano Pacifico, que ocasiona um aumento da temperatura em varios locais do
planeta. Algumas variaveis foram afetadas mesmo permanecendo em um
ambiente adequado como uma mini estufa no processo de aclimatacéo.

Fator importante a ser evidenciado, pois o clima local interfere na
aclimatacdo de plantas, tornando-se uma variavel inerente ao andamento do
trabalho.

Em sua pesquisa Amorim, (2017) associou que em altas temperaturas em
ambientes urbanos estdo relacionados a alta quantidade de area pavimentada,
pouca cobertura vegetal e solo descoberto piorando a ainda mais a situacéo
climatica da regido, influenciando esses ambientes com ilhas de calor.

Em sua pesquisa Prakash, (2014) trabalhando com dleo essencial de
Boswellia carterii como conservante natural evitando mofo contaminacao por
aflatoxinas, e aumentando a vida Util de agroalimentos, o 6leo apresentou fortes
atividades antifingicas, antiaflatoxigénica e antioxidante sendo economicamente
recomendado como conservante a base de plantas.

O uso dos Oleos essenciais e seus principios ativos estdo sendo
amplamente estudado, e estdo em todo ramo: medicina, auxiliando tratamentos
complexos, na cosmética sendo principio ativo para perfumes e cremes, na
industria como ferramenta inovadora, seu amplo uso € promissor.

Estudos de Pavela, (2020) utilizou os o6leos essenciais de Ylang Ylang
(Cananga odorata) e Olibano (Boswellia ssp) explorando seu potencial inseticida
sobre 3 insetos, apresentando atividade inseticida significativa contra larvas de
Culex quinquefasciatus e adultos de mosca domestica com 50% de mortalidade
na concentracdo de 25% respectivamente.

Em nosso estudo o 6leo essencial que se destacou perante as variaveis
analisadas foi o 6leo essencial Boswellia carterii e Boswellia serrata (Olibano),
sendo rico em seus componentes atuando como bactericida, larvicida, destacando

o a-pineno usado para prolongar o tempo de armazenamento de vinho (SHIH et
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al., 2020), o limoneno diminuiu fungos em pepinos (MALEKI et al.,2018). Em
sua pesquisa Borotova (2023) sugeri que a composicdo quimica do 6leo essencial
de Boswellia carterii aumenta o potencial de uso como conservante de a
alimentos visando melhorar atributos nutricionais, agente contra microrganismos
patogénicos e pode ser utilizado como um potencial conservante de alimentos e

culturas agricolas.
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4. CONCLUSAO GERAL

Podemos verificar que na micropropagacdo de plantulas de Catasetum sp. 0s
tratamentos com presenca e auséncia de carvdo ativado apresentaram interagédo
entre o carvao ativado e 0s 0leos essenciais, onde o carvao possivelmente anulou
o efeito dos Gleos essenciais, por ser um agente adstringente sua atuagcdo como
esponja porosa removendo seletivamente toxinas, desempenhando seu papel de
agente de purificacao.

Na pré-aclimatacdo de Catasetum sp. com diferentes 6leos essenciais, as analises
estatisticas foram em conjunto na presenca ou auséncia de carvéo ativado, sendo
observado com maior significancia o tratamento Boswellia carterii e Boswellia
serrata (olibano).
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