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Apresentagio

A busca por alternativas sustentaveis e ecologicamente corretas para o manejo de plantas
invasoras e a substitui¢io de agrotoxicos tem ganhado cada vez mais relevancia na ciéncia. Neste
contexto, os metabolitos secundarios de plantas despontam como uma solugdo promissora, com
potencial para atuar como bioherbicidas eficazes e menos prejudiciais a0 meio ambiente ¢ a saude
humana.

Este livro apresenta estudos que exploram diferentes aspectos da utilizagdo de compostos vegetais
no controle biolégico e na biotecnologia. Inicialmente, sio analisadas as propriedades do 6leo essencial
de Origanum vulgare e sua atividade fitotoxica. Em seguida, o 6leo essencial de Psidium myrtoides é avaliado
quanto ao impacto sobre a atividade antimutagénica em células vegetais, trazendo uma reflexdo sobre a
seguranca do uso de compostos naturais.

O livro também explora o potencial fitocitogenotoxico da nanoemulsio do dleo essencial de
Syzyginm aromaticum, um estudo inovador que destaca como a nanotecnologia pode aprimorar a eficiéncia
dos compostos bioativos. Além disso, discute-se a cultura de tecidos como ferramenta para a propagacao
de espécies do género Peperomia, um grupo de plantas com grande potencial para a induastria de
bioprodutos.

Ao reunir essas pesquisas, esta obra proporciona uma visio ampla e interdisciplinar sobre a
aplicagdo de metabolitos vegetais e biotecnologia no desenvolvimento de solugdes inovadoras e
sustentaveis. Esperamos que este trabalho contribua para avangos cientificos e inspire novas pesquisas

no campo da bioprospeccio vegetal e do controle biologico.

Boa leitural



Sumario

Apresentagio 4
Capitulo I 6
Potencial bioherbicida do 6leo essencial de Origanum vulgare 6
Capitulo II 17
Avaliagao da atividade citoprotetora do 6leo essencial de Psidinm myrtoides O. Berg 17
Capitulo III 27
Prospeccao fitoquimica, fitotoxicidade e citogenotoxicidade de nanoemulsdes do 6leo essencial de
Syzyginm aromaticum em planta modelo e daninha 27
Capitulo IV 39
Propagacao 7 vitro de espécies de Peperomia visando a extracao de 6leos essenciais 39
Indice Remissivo 50

Sobre as organizadoras 51



Topicos especiais em investigagdo sobre a atividade fitocitogenotdxica de compostos naturais

Capitulo IV

Propagacao in vitro de espécies de Peperomia visando a
extracao de Oleos essenciais

4 10.46420/9786585756549cap4 Ana Luiza Assis Semonato
Thalya Campelo Vitor

Aline dos Santos Bergamin

Milene Miranda Praca Fontes

INTRODUCAO

A familia Piperaceae ¢ uma das oito familias de angiospermas basais mais abundantes em termos
de numero de espécies, e foi originalmente descrita por Paul Dietrich Giseke em 1972. Abriga
aproximadamente 36% de todas as espécies basais (Wanke et al., 2007; Stevens, 2022), e é notavel por
sua relevancia econdmica (Barroso et al., 2002), possuindo uma distribui¢ao pantropical, com uma grande
variedade de espécies que habitam florestas tropicais e subtropicais nas Américas, Asia e no Pacifico-Sul
(Jaramillo et al., 2008; Frenzke et al., 2015). Dentre os géneros descritos para a familia, o género Peperomia
¢ de especial interesse devido ao seu uso ornamental e a sua utilidade como fonte de compostos bioativos
obtidos a partir de extratos etanolicos e 6leos essenciais (Lorenzi & Souza, 2008; De Souza et al., 2018).

O Brasil é especialmente rico em diversidade de Peperomia, com espécies presentes em todo o
territério nacional. Das 169 espécies descritas, 105 sdo endémicas, e a maioria delas ¢ encontrada na Mata
Atlantica (Flora do Brasil, 2021). No estado do Espirito Santo, existem 55 espécies de Peperomia (Flora
do Brasil, 2021), distribuidas em regides que abrangem fragmentos da Mata Atlantica e unidades de
conservagao, como o Parque Estadual do Forno Grande.

O nome Peperomia deriva do grego, peperi (pimenta) homoios (similar), que significa similar a
pimenta (Spencer, 1995). Sio plantas que podem ser encontradas como ervas terrestres, epifitas ou
rupicolas, com algumas tendo tecidos carnudos. Seus ramos podem crescer de forma prostrada,
ascendente ou ereta, frequentemente com raizes nos entrends (nas epifitas) ou na base (nas terrestres).
As folhas sao diversas em forma e tamanho, podendo ser membranaceas, carticeas ou papiraceas, suas
inflorescéncias sio em espigas, com ou sem bracteas, e as flores sio pequenas, com simetria bilateral,
protegidas por bracteas florais e seus frutos sio drupas, com diferentes formas e pericarpos (Carvalho-
Silva & Guimaraes, 2009). Essas caracteristicas refletem a diversidade deste grupo de plantas, que possui

distribuigao geografica confirmada em todas as regioes do Brasil (Flora Brasil, 2021).
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O geénero ¢é considerado a segunda maior fonte de compostos bioativos dentro da familia
Piperaceae, representando 15% do total destas substancias (Lopez et al.,, 2010). Apesar do potencial
significativo de Peperomia como fonte de compostos bioativos para pesquisa cientifica, a obtencdo de
espécimes do género ao longo de periodos prolongados é desafiadora devido a sua redugiao durante
periodos de seca. Portanto, a conservagao desse género ¢ de extrema importancia para evitar a extingao
das espécies nas areas em que sao encontradas.

A Peperomia alata ¢ uma espécie que esta distribuida geograficamente por todas as regides do
Brasil (Flora do Brasil, 2020), e é facilmente identificada devido aos ramos recumbente, alados, folhas
ovado-lanceolado e fruto globoso (Queiroz & Guimaraes, 2020). Existem alguns estudos demonstrando
a importancia e uso dessa espécie para obtencdo de 6leos essenciais, e compostos a partir de substancias
naturais desses 6leos (Ooka et al., 2022). Ja P. stroemfeltii esta localizada principalmente na regiao sul e
sudeste do Brasil (Flora do Brasil, 2021), considerada endémica, e pertencente ao bioma Mata Atlantica.
Ainda é pouco estudada, entretanto, apresenta potencial para estudos in vitro, seja visando a extra¢do de
6leos como a conservagiao da mesma.

A técnica de cultura de tecidos vegetais tem se revelado uma ferramenta promissora, a qual
envolve a propagacao 2 vitro de plantas a partir de pequenos explantes, que sao geralmente cultivados em
frascos. Nesse ambiente controlado, os meios de cultura e fatores abidticos sdo ajustados para promover
o crescimento e desenvolvimento de tecidos, 6rgios e plantas (Cardoso, 2014). Essa técnica oferece
diversas vantagens, incluindo a capacidade de multiplicar as plantas em larga escala em curto espago e
tempo, e a obten¢ao de individuos livres de patdégenos. Permite ainda, que seja possivel manipular a
morfogénese vegetal, ou seja, que células, tecidos ou 6rgaos com diferentes graus de determinagdo
possam adquirir novas habilidades em resposta a sinais quimicos especificos (Cardoso, 2014). A técnica
permite que seja realizado o balango hormonal, principalmente de citocininas e auxinas, que sio 0s
principais reguladores de crescimento vegetal para a desdiferenciacio celular, utilizando-se uma rota
alternativa (Almeida et al., 2015).

Diante do exposto, pesquisas biotecnoldgicas utilizando as técnicas de cultura de tecidos vegetais
vém sendo adotadas para auxiliar na obtencdo rapida e de grande quantidade de plantulas, e assim
minimizar problemas relacionados a disponibilidade de material vegetal para estudo e auxiliar na
padronizacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, extraidos destas plantas (Massot et al.,
2000).

O objetivo desta pesquisa foi a elabora¢ao de um protocolo de propagagao 7 vitro para Peperomia
alata Ruiz & Pav. e Peperomia stroemfelti Dahlst. visando a multiplicagdo de plantulas em grande

quantidade a fim de prover material para extragao de 6leos essenciais.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE) da Universidade Federal do Espirito Santo.
Exemplares de P. stroemfeltii e P. alata (Figura 1) foram obtidos a partir de coletas realizadas no Parque
Estadual Forno Grande, localizado no municipio de Castelo-ES. Inicialmente foi realizado o processo de
desinfesta¢ao utilizando-se o protocolo que foi mais eficiente, dentre os previamente testados. Utilizou-
se segmentos nodais para indu¢do de brotos, que foram submersos em dlcool 70% (v/v) por 1 min e
hipoclorito de sédio comercial 50% (v/v) por 20 min. Apds os explantes foram lavados trés vezes com
agua destilada autoclavada, em camara de fluxo laminar. O meio de cultura utilizado foi o MS acrescido
do regulador de crescimento Benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes de 0 mg L-1, 2,5 mg I-1e 5
mg L-1. O teste de indugao de brotos foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com 25 repeti¢des por tratamento, sendo a repeticio constituida por um tubo de ensaio com um
segmento nodal em cada, contendo 10 mL de meio de cultivo. Todos os meios utilizados em ambos os
experimentos foram suplementados com agar (7 g L™), pH ajustado para 5,8*1 e autoclavados a 121°C
por 20 minutos. As condi¢oes de cultivo na sala de crescimento foi de 25+2 °C e fotoperiodo de 16 horas
de luz branca do tipo luz com 25,2 pmoL.m-2. s-1 de fluxos de fétons fotossintéticos. As avaliagoes da
inducao de brotos foram realizadas computando-se o numero de brotos por repeti¢ao ao final de 40 dias.

Para a inducdo de embriogénese somatica, utilizou-se segmentos foliares de 1 ecm2 (Figura 2),
obtidos de plantulas da organogénese iz vitro de P. alata e P. stroemfeltii. Os explantes foram inoculados
em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com diferentes combinagdes e quantidades de
reguladores de crescimento, sendo o 6-benzilaminopurina (BAP), acido-1-naftalenoacético (ANA) e o
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) (Tabela 1). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura aproximada de 25 °C, sob auséncia de luz. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeti¢oes cada tratamento, contendo cinco explantes em cada repeticio. As
variaveis avaliadas foram porcentagem de calos, brotos e raizes, e os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e os valores médios ao Teste de Tukey (p = 0.05) utilizando o programa

R, versao 4.0.0 (R Core Team 2021).
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Figura 1. Exemplares coletados em campo, no Parque Estadual do Forno Grande — ES, Peperomia alata
(A) e Peperomia Stroemfeltii (B). Fonte: os autores.

Figura 2. Processo de segmentagdo e inoculacio de P. stremfelti e P. alata para a indugdo de
embriogénese somatica. Fonte: os autores.
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Tabela 1. Composicao dos meios de cultura utilizados para a indu¢ao de embriogénese somatica em P.
alata e P. stroemfeltii. Fonte: os autores.

Componentes M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
MS* 44 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4
Sacarose” 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Ac. ascérbico® 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Agar 75 75 75 75 75 75 7,5 7,5 7,5
BAP* 25 2,5 2,5 - - - - - -
ANA' 1 - 5 - - - - - -
2,4-Ds - - - 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6

“Murashige ¢ Skoog medium (1962) em g L, bPSacarose em g L7, Acido ascérbico em g 1!, dagar em g I,
¢6-benzilaminopurina (BAP) em mg L1, facido-1-naftalenoacético (ANA) mg I, gacido diclorofenoxiacético (2,4-D) em mg

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagao ao teste de inducao de brotos utilizando segmentos nodais, notou-se maior
desenvolvimento de brotos no tratamento contendo 2,5 mg L-1 de BAP apéds 40 dias da inoculagao
(Tabela 2). No tratamento sem regulador de crescimento nao houve o surgimento de brotos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Shekhawat et al. (2015) ao utilizar segmentos
nodais de Peperomia pelucida, no qual o meio MS acrescido com 2,0 mg L.-1 de BAP apresentou melhor
resultado no desenvolvimento de brotos do que os demais tratamentos. O resultado superior do BAP na
inducao de brotos, bem como a capacidade de regeneracio de meristemas nodais foi relatado por
pesquisadores em diferentes espécies (Patel et al., 2014; Shekhawat et al., 2015). As citocininas aumentam
a taxa de divisoes celulares que, resultam assim o surgimento de brotos no segmento nodal. As
concentragoes de auxinas e citocininas sao associadas a fase de desenvolvimento dos explantes, indicando
que as respostas morfogenéticas de um tecido 7 vitro depende da interacdo destas classes de reguladores
(Vongnhay et al.,, 2024). O sucesso na indugao e multiplicagdo de culturas depende principalmente do
tipo de selegdo de explantes, na qual deve-se considerar aspectos como o nivel de diferenciagao do tecido
utilizado e a finalidade da micropropagac¢ao. Em teoria, qualquer tecido pode ser utilizado como explante,
em vista da totipoténcia das células vegetais. Na pratica, entretanto, procuram-se utilizar explantes que
contenham maior propor¢ao de tecido meristematico ou que tenham maior capacidade de expressar a
totipoténcia (Grattapaglia; Machado, 1998). Uma das vantagens no uso de segmentos nodais esta na
presenca de tecidos meristematicos, propiciando maior estabilidade genética das plantas

micropropagadas.
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentracoes de BAP (mg/L) sobre o numero de brotos de P. stroemfeltii.

Concentragdes (mg L-1) Numero de brotos
0.0 *0.00 £ 0.00 b

2.5 1.64 £1.28a

5 0.44 £ 0.58 b

*As letras pequenas ap6s as médias indicam a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). £
desvio padrio da média.

Para a espécie P. alata, as repeti¢oes dos tratamentos M7, M8 e M9 foram perdidas por
contaminagao, e, portanto, nao foram analisadas. A partir dos resultados apresentados, pode-se notar que
nao houve a formacgao de embrides, e a via morfogénica adotada pelos explantes zz vitro, de ambas as
espécies, foi a organogénese direta.

Pode-se observar que os explantes de P. alata expostos ao meio M1 (2,5 mg I.-1 de BAP + 1,0
mg -1 de ANA) apresentou a maior porcentagem de calogénese diferindo-se estatisticamente dos demais
meios, com uma média de 80% de calos (Grafico 1-1). Ja o meio M6 (0,3 mg L-1 de 2,4-D) que nao
apresenta BAP e ANA em sua composigio, apresentou a menor porcentagem média de calos, com apenas
8%. Para P. stroemfeltii, ndo se pode observar diferenca significativa entre os tratamentos testados, quanto

a formacao de calos (Figura 3).

801 a ] dped

ab

601

abc  abc

Porcentagem de calos
Porcentagem de calos

Figura 3. Porcentagem média de calos observados em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos
tratamentos: M1 (2,5 mg L' de BAP + 1,0 mg I." de ANA), M2 (2,5 mg L. de BAP), M3 (2,5 mg L." de
BAP + 5,0 mg " de ANA), M4 (0,1 mg L." de 2,4-D), M5 (0,2 mg L." de 2,4-D), M6 (0,3 mg L' de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L' de 2,4-D), M8 (0,5 mg L. de 2,4-D), M9 (0,6 mg I." de 2,4-D). As letras pequenas
apos as médias indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p< 0,05). Fonte:
0s autores.
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Em relagao a formagao de brotos para P. alata, o M1 (2,5 mg -1 de BAP e 1,0 mg L-1 de ANA)
e o M2 (2,5 mg L-1 de BAP) foram estatisticamente iguais (Grafico 2-1), apresentando maior
porcentagem média de brotos sendo respectivamente 68 % e 100%. Quanto aos resultados para P.
stroemfeltii, o tratamento M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D) apresentou maior porcentagem média de brotos (100
%,), sendo estatisticamente diferente dos demais tratamentos (Grafico 2-2). Apesar do tratamento M3
(2,5 mg L-1 de BAP + 5,0 mg L-1 de ANA) ter sido estatisticamente igual ao tratamento M5, este
apresentou a porcentagem média de apenas 80 %. Nos demais tratamentos nao foi possivel observar a
formacao de brotos (Figura 4).

Quanto a formacio de raizes, observou-se que os tratamentos M1 (2,5 mg L' de BAP + 1,0 mg
L' de ANA) e M4 (0,4 mg L. de 2,4-D) foram estatisticamente iguais, apresentando maior porcentagem
média de raizes, 76 % e 64 %, respectivamente. No tratamento M2 (2,5 mg L' de BAP) nio se observou
a formacao de raizes, diferindo-se M1 e M4. Ja para P. stroemfeltii nao houve diferenca significativa entre

os tratamentos utilizados, e observou-se a formacio de raizes em todos os meios utilizados.
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Figura 4. Porcentagem média de brotos observados em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos
tratamentos: M1 (2,5 mg L. de BAP + 1,0 mg L' de ANA), M2 (2,5 mg L' de BAP), M3 (2,5 mg L." de
BAP + 5,0 mg L' de ANA), M4 (0,1 mg L' de 2,4-D), M5 (0,2 mg L. de 2,4-D), M6 (0,3 mg L' de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L' de 2,4-D), M8 (0,5 mg L. de 2,4-D), M9 (0,6 mg L." de 2,4-D). As letras pequenas
apo6s as médias indicam a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: os autores.
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Figura 5. Porcentagem média de raizes observadas em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos
tratamentos: M1 (2,5 mg L' de BAP + 1,0 mg L' de ANA), M2 (2,5 mg L' de BAP), M3 (2,5 mg L." de
BAP + 5,0 mg L' de ANA), M4 (0,1 mg " de 2,4-D), M5 (0,2 mg L. de 2,4-D), M6 (0,3 mg L. de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L" de 2,4-D), M8 (0,5 mg L." de 2,4-D), M9 (0,6 mg L' de 2,4-D). As letras pequenas
ap6s as médias indicam a diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: os autores.

Observa-se que para P. alata, o meio M1 composto por 2,5 mg -1 BAP e 1 mg I.-1 ANA tiveram
bons resultados em relagdo aos calos, brotos e raizes, o que é coerente ja que a citocinina ¢ um hormoénio
que promove a divisao celular, estimulando a formagio de calos e brotos e a auxina ¢ um hormonio que
promove o alongamento de células contribuindo na formacao de raizes (Cardoso, 2014). De acordo com
o estudo realizado por Asghar e colaboradores (2023) através da alteragdo do balango entre auxinas e
citocininas, é possivel induzir calos, que sdo estruturas que resultam da proliferacio celular e
desorganizacgao tecidual, em diversas espécies de plantas. Corroborando com resultados encontrados no
presente trabalho, Rojas-Idrogo et al. (2020) apresentaram que a maior porcentagem de brotos a partir
de explantes foliares e nodais de P. galivides foi encontrada em meio MS suplementado com uma
combinacio de ANA e BAP.

No que se refere a P. stroemfeltii tanto para calos como para raizes os efeitos dos meios foram
excelentes, mas apenas o meio M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D) foi estatisticamente diferente na indugao de
brotos, com maior porcentagem média de brotos. Este resultado foi inesperado, considerando que a
auxina 2,4-D é mais utilizada para iniciar culturas de calos como foi estudado por Monaly Sado em (2009)
quando realizou o estudo do efeito do 2,4-D na calogénese z vitro de Senna speabilis (DC) Irwin et Barn
(Leguminosae) e seus compostos de reserva. Apesar disso, outros estudos, cuja o objetivo era a

propagacao un vitro de Aconitum chasmanthum, a maior indu¢ao e multiplicagao de brotos ocorreu em um
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meio com baixa concentra¢ao de 2,4-D (Rafiq et al., 2021). O que permite pressupor que devido a diversas
caracteristicas fisiolégicas, morfoldgicas, bioquimicas e de totipoténcia celular, cada espécie, mesmo que
pertencente a um mesmo género, pode se comportar de diferentes formas 7 vitro, assumindo diferentes

rotas morfogénicas, associadas ou nao, com o regulador e estimulos utilizados.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sao fundamentais para a otimiza¢ao dos meios de cultura, especialmente
em relagdo a extragao de 6leo essencial das espécies estudadas. Esses resultados evidenciam a
complexidade do cultivo 7 vitro de P. alata e P. stroemfeltii, ressaltando a necessidade continua de pesquisas
e ajustes nas condi¢des de cultivo para atender as exigéncias especificas de cada espécie em diferentes
fases de desenvolvimento. Os dados indicam que, mesmo submetidas as mesmas condi¢oes e estimulos,

as espécies seguem diferentes vias morfogenicas.
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