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Apresentação 

A busca por alternativas sustentáveis e ecologicamente corretas para o manejo de plantas 

invasoras e a substituição de agrotóxicos tem ganhado cada vez mais relevância na ciência. Neste 

contexto, os metabólitos secundários de plantas despontam como uma solução promissora, com 

potencial para atuar como bioherbicidas eficazes e menos prejudiciais ao meio ambiente e à saúde 

humana. 

Este livro apresenta estudos que exploram diferentes aspectos da utilização de compostos vegetais 

no controle biológico e na biotecnologia. Inicialmente, são analisadas as propriedades do óleo essencial 

de Origanum vulgare e sua atividade fitotóxica. Em seguida, o óleo essencial de Psidium myrtoides é avaliado 

quanto ao impacto sobre a atividade antimutagênica em células vegetais, trazendo uma reflexão sobre a 

segurança do uso de compostos naturais.  

O livro também explora o potencial fitocitogenotóxico da nanoemulsão do óleo essencial de 

Syzygium aromaticum, um estudo inovador que destaca como a nanotecnologia pode aprimorar a eficiência 

dos compostos bioativos. Além disso, discute-se a cultura de tecidos como ferramenta para a propagação 

de espécies do gênero Peperomia, um grupo de plantas com grande potencial para a indústria de 

bioprodutos. 

Ao reunir essas pesquisas, esta obra proporciona uma visão ampla e interdisciplinar sobre a 

aplicação de metabólitos vegetais e biotecnologia no desenvolvimento de soluções inovadoras e 

sustentáveis. Esperamos que este trabalho contribua para avanços científicos e inspire novas pesquisas 

no campo da bioprospecção vegetal e do controle biológico. 

 

Boa leitura! 
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Capítulo IV 

 

Propagação in vitro de espécies de Peperomia visando a 
extração de óleos essenciais 
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INTRODUÇÃO 

A família Piperaceae é uma das oito famílias de angiospermas basais mais abundantes em termos 

de número 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 notável por 

sua relevância econômica (Barroso et al., 2002), possuindo uma distribuição pantropical, com uma grande 

variedade de espécies que habitam florestas tropicais e subtropicais nas Américas, Ásia e no Pacífico-Sul 

(Jaramillo et al., 2008; Frenzke et al., 2015). Dentre os gêneros descritos para a família, o gênero Peperomia 

é de especial interesse devido ao seu uso ornamental e à sua utilidade como fonte de compostos bioativos 

obtidos a partir de extratos etanólicos e óleos essenciais (Lorenzi & Souza, 2008; De Souza et al., 2018). 

O Brasil é especialmente rico em diversidade de Peperomia, com espécies presentes em todo o 

território nacional. Das 169 espécies descritas, 105 são endêmicas, e a maioria delas é encontrada na Mata 

Atlântica (Flora do Brasil, 2021). No estado do Espírito Santo, existem 55 espécies de Peperomia (Flora 

do Brasil, 2021), distribuídas em regiões que abrangem fragmentos da Mata Atlântica e unidades de 

conservação, como o Parque Estadual do Forno Grande. 

O nome Peperomia deriva do grego, peperi (pimenta) homoios (similar), que significa similar a 

pimenta (Spencer, 1995). São plantas que podem ser encontradas como ervas terrestres, epífitas ou 

rupícolas, com algumas tendo tecidos carnudos. Seus ramos podem crescer de forma prostrada, 

ascendente ou ereta, frequentemente com raízes nos entrenós (nas epífitas) ou na base (nas terrestres). 

As folhas são diversas em forma e tamanho, podendo ser membranáceas, cartáceas ou papiráceas, suas 

inflorescências são em espigas, com ou sem brácteas, e as flores são pequenas, com simetria bilateral, 

protegidas por brácteas florais e seus frutos são drupas, com diferentes formas e pericarpos (Carvalho-

Silva & Guimarães, 2009). Essas características refletem a diversidade deste grupo de plantas, que possui 

distribuição geográfica confirmada em todas as regiões do Brasil (Flora Brasil, 2021). 

https://doi.org/10.46420/9786585756549cap4
https://orcid.org/0009-0005-6691-5072
https://orcid.org/0009-0006-8292-2771
https://orcid.org/0000-0002-7960-942X
https://orcid.org/0000-0001-7738-9518
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O gênero é considerado a segunda maior fonte de compostos bioativos dentro da família 

Piperaceae, representando 15% do total destas substâncias (Lopez et al., 2010). Apesar do potencial 

significativo de Peperomia como fonte de compostos bioativos para pesquisa científica, a obtenção de 

espécimes do gênero ao longo de períodos prolongados é desafiadora devido à sua redução durante 

períodos de seca. Portanto, a conservação desse gênero é de extrema importância para evitar a extinção 

das espécies nas áreas em que são encontradas. 

A Peperomia alata é uma espécie que está distribuída geograficamente por todas as regiões do 

Brasil (Flora do Brasil, 2020), e é facilmente identificada devido aos ramos recumbente, alados, folhas 

ovado-lanceolado e fruto globoso (Queiroz & Guimarães, 2020). Existem alguns estudos demonstrando 

a importância e uso dessa espécie para obtenção de óleos essenciais, e compostos a partir de substâncias 

naturais desses óleos (Ooka et al., 2022). Já P. stroemfeltii está localizada principalmente na região sul e 

sudeste do Brasil (Flora do Brasil, 2021), considerada endêmica, e pertencente ao bioma Mata Atlântica. 

Ainda é pouco estudada, entretanto, apresenta potencial para estudos in vitro, seja visando a extração de 

óleos como a conservação da mesma. 

A técnica de cultura de tecidos vegetais tem se revelado uma ferramenta promissora, a qual 

envolve a propagação in vitro de plantas a partir de pequenos explantes, que são geralmente cultivados em 

frascos. Nesse ambiente controlado, os meios de cultura e fatores abióticos são ajustados para promover 

o crescimento e desenvolvimento de tecidos, órgãos e plantas (Cardoso, 2014). Essa técnica oferece 

diversas vantagens, incluindo a capacidade de multiplicar as plantas em larga escala em curto espaço e 

tempo, e a obtenção de indivíduos livres de patógenos. Permite ainda, que seja possível manipular a 

morfogênese vegetal, ou seja, que células, tecidos ou órgãos com diferentes graus de determinação 

possam adquirir novas habilidades em resposta a sinais químicos específicos (Cardoso, 2014). A técnica 

permite que seja realizado o balanço hormonal, principalmente de citocininas e auxinas, que são os 

principais reguladores de crescimento vegetal para a desdiferenciação celular, utilizando-se uma rota 

alternativa (Almeida et al., 2015). 

Diante do exposto, pesquisas biotecnológicas utilizando as técnicas de cultura de tecidos vegetais 

vêm sendo adotadas para auxiliar na obtenção rápida e de grande quantidade de plântulas, e assim 

minimizar problemas relacionados à disponibilidade de material vegetal para estudo e auxiliar na 

padronização dos constituintes químicos dos óleos essenciais, extraídos destas plantas (Massot et al., 

2000). 

O objetivo desta pesquisa foi a elaboração de um protocolo de propagação in vitro para Peperomia 

alata Ruiz & Pav. e Peperomia stroemfelti Dahlst. visando a multiplicação de plântulas em grande 

quantidade a fim de prover material para extração de óleos essenciais. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi realizado no Laboratório de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais do 

Centro de Ciências Agrárias e Engenharias (CCAE) da Universidade Federal do Espírito Santo. 

Exemplares de P. stroemfeltii e P. alata (Figura 1) foram obtidos a partir de coletas realizadas no Parque 

Estadual Forno Grande, localizado no município de Castelo-ES. Inicialmente foi realizado o processo de 

desinfestação utilizando-se o protocolo que foi mais eficiente, dentre os previamente testados. Utilizou-

se segmentos nodais para indução de brotos, que foram submersos em álcool 70% (v/v) por 1 min e 

hipoclorito de sódio comercial 50% (v/v) por 20 min. Após os explantes foram lavados três vezes com 

água destilada autoclavada, em câmara de fluxo laminar. O meio de cultura utilizado foi o MS acrescido 

do regulador de crescimento Benzilaminopurina (BAP) nas concentrações de 0 mg L-1, 2,5 mg L-1e 5 

mg L-1. O teste de indução de brotos foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) 

com 25 repetições por tratamento, sendo a repetição constituída 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 ágar (7 g L⁻¹), pH ajustado para 5,8±1 e autoclavados a 121°C 

por 20 minutos. As condições de cultivo na sala de crescimento foi de 25±2 ºC e fotoperíodo de 16 horas 

de luz branca do tipo luz com 25,2 µmoL.m-2. s-1 de fluxos de fótons fotossintéticos. As avaliações da 

indução de brotos foram realizadas computando-se o número de brotos por repetição ao final de 40 dias. 

Para a indução de embriogênese somática, utilizou-se segmentos foliares de 1 cm2 (Figura 2), 

obtidos de plântulas da organogênese in vitro de P. alata e P. stroemfeltii. Os explantes foram inoculados 

em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com diferentes combinações e quantidades de 

reguladores de crescimento, sendo o 6-benzilaminopurina (BAP), ácido-1-naftalenoacético (ANA) e o 

ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) (Tabela 1). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com 

temperatura aproximada de 25 °C, sob ausência de luz. Utilizou-se um delineamento inteiramente 

casualizado com cinco repetições cada tratamento, contendo cinco explantes em cada repetição. As 

variáveis avaliadas foram porcentagem de calos, brotos e raízes, e os resultados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA), e os valores médios ao Teste de Tukey (p ≤ 0.05) utilizando o programa 

R, versão 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 segmentação e inoculação de P. stroemfelti e P. alata para a indução de 
embriogênese somática. Fonte: os autores. 
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Tabela 1. Composição dos meios de cultura utilizados para a indução de embriogênese somática em P. 
alata e P. stroemfeltii. Fonte: os autores. 
 

Componentes M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 

MSa 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 

Sacaroseb 30 30 30 30 30 30 30 30 30 

Ác. ascórbicoc 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

Ágard 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 

BAPe 2,5 2,5 2,5 - - - - - - 

ANAf 1 - 5 - - - - - - 

2,4-Dg - - - 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 
aMurashige e Skoog medium (1962) em g L-1, bSacarose em g L-1, cÁcido ascórbico em g L-1, dágar em g L-1, 
e6-benzilaminopurina (BAP) em mg L-1, fácido-1-naftalenoacético (ANA) mg L-1, gácido diclorofenoxiacético (2,4-D) em mg 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Com relação ao teste de indução de brotos utilizando segmentos nodais, notou-se maior 

desenvolvimento de brotos no tratamento contendo 2,5 mg L-1 de BAP após 40 dias da inoculação 

(Tabela 2). No tratamento sem regulador de crescimento não 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 

indução de brotos, bem como a capacidade de regeneração de meristemas nodais foi relatado por 

pesquisadores em diferentes espécies (Patel et al., 2014; Shekhawat et al., 2015). As citocininas aumentam 

a taxa de divisões celulares que, resultam assim o surgimento de brotos no segmento nodal. As 

concentrações de auxinas e citocininas são associadas à fase de desenvolvimento dos explantes, indicando 

que as respostas morfogenéticas de um tecido in vitro depende da interação destas classes de reguladores 

(Vongnhay et al., 2024). O sucesso na indução e multiplicação de culturas depende principalmente do 

tipo de seleção de explantes, na qual deve-se considerar aspectos como o nível de diferenciação do tecido 

utilizado e a finalidade da micropropagação. Em teoria, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, 

em vista da totipotência das células vegetais. Na prática, entretanto, procuram-se utilizar explantes que 

contenham maior proporção de tecido meristemático ou que tenham maior capacidade de expressar a 

totipotência (Grattapaglia; Machado, 1998). Uma das vantagens no uso de segmentos nodais está na 

presença de tecidos meristemáticos, propiciando maior estabilidade genética das plantas 

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

Concentrações (mg L-1) Número de brotos 

0.0 *0.00 ± 0.00 b 

2.5 1.64 ± 1.28 a 

5 0.44 ± 0.58 b 

*As letras pequenas após as médias indicam a diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). ± 
desvio padrão da média. 

 

Para a espécie P. alata, as repetições dos tratamentos M7, M8 e M9 foram perdidas por 

contaminação, e, portanto, não foram analisadas. A partir dos resultados apresentados, pode-se notar que 

não houve a formação de embriões, e a via morfogênica adotada pelos explantes in vitro, de ambas as 

espécies, foi a organogênese direta. 

Pôde-se observar que os explantes de P. alata expostos ao meio M1 (2,5 mg L-1 de BAP + 1,0 

mg L-1 de ANA) apresentou a maior porcentagem de calogênese diferindo-se estatisticamente dos demais 

meios, com uma média de 80% de calos (Gráfico 1-1). Já o meio M6 (0,3 mg L-1 de 2,4-D) que não 

apresenta BAP e ANA em sua composição, apresentou a menor porcentagem média de calos, com apenas 

8%. Para P. stroemfeltii, não se pôde observar diferença significativa entre os tratamentos testados, quanto 

a formação de calos (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Porcentagem média de calos observados em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos 
tratamentos: M1 (2,5 mg L-1 de BAP + 1,0 mg L-1 de ANA), M2 (2,5 mg L-1 de BAP), M3 (2,5 mg L-1 de 
BAP + 5,0 mg L-1 de ANA), M4 (0,1 mg L-1 de 2,4-D), M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D), M6 (0,3 mg L-1 de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L-1 de 2,4-D), M8 (0,5 mg L-1 de 2,4-D), M9 (0,6 mg L-1 de 2,4-D). As letras pequenas 
após as médias indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p< 0,05). Fonte: 
os autores. 
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Em relação a formação de brotos para P. alata, o M1 (2,5 mg L-1 de BAP e 1,0 mg L-1 de ANA) 

e o M2 (2,5 mg L-1 de BAP) foram estatisticamente iguais (Gráfico 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 (Gráfico 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 não foi possível observar a 

formação de brotos (Figura 4). 

Quanto a formação de raízes, observou-se que os tratamentos M1 (2,5 mg L-1 de BAP + 1,0 mg 

L-1 de ANA) e M4 (0,4 mg L-1 de 2,4-D) foram estatisticamente iguais, apresentando maior porcentagem 

média de raízes, 76 % e 64 %, respectivamente. No tratamento M2 (2,5 mg L-1 de BAP) não se observou 

a formação de raízes, diferindo-se M1 e M4. Já para P. stroemfeltii não houve diferença significativa entre 

os tratamentos utilizados, e observou-se a formação de raízes em todos os meios utilizados. 

 

 

Figura 4. Porcentagem média de brotos observados em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos 
tratamentos: M1 (2,5 mg L-1 de BAP + 1,0 mg L-1 de ANA), M2 (2,5 mg L-1 de BAP), M3 (2,5 mg L-1 de 
BAP + 5,0 mg L-1 de ANA), M4 (0,1 mg L-1 de 2,4-D), M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D), M6 (0,3 mg L-1 de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L-1 de 2,4-D), M8 (0,5 mg L-1 de 2,4-D), M9 (0,6 mg L-1 de 2,4-D). As letras pequenas 
após as médias indicam a diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
Fonte: os autores. 
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Figura 5. Porcentagem média de raízes observadas em P. alata (1) e P. stroemfeltii (2), submetidas aos 
tratamentos: M1 (2,5 mg L-1 de BAP + 1,0 mg L-1 de ANA), M2 (2,5 mg L-1 de BAP), M3 (2,5 mg L-1 de 
BAP + 5,0 mg L-1 de ANA), M4 (0,1 mg L-1 de 2,4-D), M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D), M6 (0,3 mg L-1 de 2,4-
D), M7 (0,4 mg L-1 de 2,4-D), M8 (0,5 mg L-1 de 2,4-D), M9 (0,6 mg L-1 de 2,4-D). As letras pequenas 
após as médias indicam a diferença 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 L-1 BAP e 1 mg L-1 ANA tiveram 

bons resultados em relação aos calos, brotos e raízes, o que é coerente já que a citocinina é um hormônio 

que promove a divisão celular, estimulando a formação de calos e brotos e a auxina é um hormônio que 

promove o alongamento de células contribuindo na formação de raízes (Cardoso, 2014). De acordo com 

o estudo realizado por Asghar e colaboradores (2023) através da alteração do balanço entre auxinas e 

citocininas, é possível induzir calos, que são estruturas que resultam da proliferação celular e 

desorganização 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. galioides foi encontrada em meio MS suplementado com uma 

combinação de ANA e BAP. 

No que se refere a P. stroemfeltii tanto para calos como para raízes os efeitos dos meios foram 

excelentes, mas apenas o meio M5 (0,2 mg L-1 de 2,4-D) foi estatisticamente diferente na indução 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 calogênese in vitro de Senna spcabilis (DC) Irwin et Barn 

(Leguminosae) e seus compostos de reserva. Apesar disso, outros estudos, cuja o objetivo era a 

propagação in vitro de Aconitum chasmanthum, a maior indução e multiplicação de brotos ocorreu em um 
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meio com baixa concentração de 2,4-D (Rafiq et al., 2021). O que permite pressupor que devido a diversas 

características fisiológicas, morfológicas, bioquímicas e de totipotência celular, cada espécie, mesmo que 

pertencente a um mesmo gênero, pode se comportar de diferentes formas in vitro, assumindo diferentes 

rotas morfogênicas, associadas ou não, com o regulador e estímulos utilizados. 

 
CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos são fundamentais para a otimização dos meios de cultura, especialmente 

em relação à extração de óleo essencial das espécies estudadas. Esses resultados evidenciam a 

complexidade do cultivo in vitro de P. alata e P. stroemfeltii, ressaltando a necessidade contínua de pesquisas 

e ajustes nas condições de cultivo para atender às exigências específicas de cada espécie em diferentes 

fases de desenvolvimento. Os dados indicam que, mesmo submetidas às mesmas condições e estímulos, 

as espécies seguem diferentes vias morfogênicas. 
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