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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 I 

 

Potencial bioherbicida do óleo essencial de Origanum 
vulgare 

 

 10.46420/9786585756549cap1 Augusto Vinhas Tozani   

Isabelly da Silva Izidio   

Thammyres de Assis Alves   

Thayllon de Assis Alves   

Milene Miranda Praça Fontes  

 

       

INTRODUÇÃO 

Após a segunda guerra mundial, devido à grande necessidade populacional por alimentos, os 

herbicidas foram criados com o objetivo de aumentar a produtividade agrícola, controlando pragas e 

outras espécies vegetais que pudessem competir com o cultivo. Com a utilização incorreta e excessiva 

destes herbicidas, criaram-se duas grandes problemáticas: a contaminação à saúde humana e ao ambiente; 

e a resistência que as pragas desenvolvem devido à seleção natural, levando à necessidade de introdução 

e desenvolvimento de novos herbicidas no mercado (Alves, 2017). 

A família Lamiaceae, compreende diversas plantas aromáticas que se destacam, dentre elas o 

Origanum vulgare L. (orégano), cujas potenciais aplicações biológicas de seu óleo essencial têm sido 

reconhecidas (Blank et al., 2016). Os óleos essenciais são misturas de metabólitos secundários, derivados 

das plantas, que têm sido utilizados há milhares de anos (Zhou et al., 2021). Esses óleos são compostos 

por uma mistura variável de terpenóides e hidrocarbonetos de baixo peso molecular, como:  álcoois, 

aldeídos, ácidos, cumarinas, entre outros. Conhecer e identificar a composição química assim como a 

determinação da cito e fitotoxicidade de extratos vegetais, são etapas importantes para utilização segura 

nas avaliações da potencialidade biológica dos mesmos (Blank et al., 2016). 

Estudos realizados anteriormente, para a caracterização do óleo essencial de O. vulgare, descrevem 

como metabólitos secundários majoritários, α-terpineno, γ-terpineno, linalol, 4-terpineol, timol, 

carvacrol, o-cimeno e α-terpineol, sendo descritos também por outros autores os compostos: p-cimeno, 

1,8 cineol e limoneno. Cada constituinte químico pode variar em proporção, sendo estas frequentemente 

afetadas por condições ambientais, devido à interface química entre o ambiente circundante e as plantas 

que ali vivem, podendo assim, resultar em funções citotóxicas e biológicas diferentes (Blank et al., 2016; 

Borges et al., 2012). 

As variações na constituição do óleo essencial de O. vulgare têm levado a uma tentativa de 

classificar a planta em diferentes quimiotipos, de acordo com o seu constituinte principal. Esta variação 

https://doi.org/10.46420/9786585756549cap1
https://orcid.org/0009-0007-3288-1008
https://orcid.org/0009-0001-6085-314X
https://orcid.org/0000-0003-1148-4832
https://orcid.org/0000-0003-2478-851X
https://orcid.org/0000-0001-7738-9518
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é dependente da espécie de orégano utilizada, da altitude em que foi cultivada, da sazonalidade local e de 

outras características agronômicas (Borges et al., 2012). 

Pesquisas e ensaios realizados têm atribuído uma potencial atividade antimicrobiana aos terpenos 

e seus derivados, muitas vezes devido à capacidade destes compostos de interagirem com diferentes 

moléculas alvo e funções celulares, como inibição da síntese de ácidos nucleicos, das funções da 

membrana citoplasmática e do metabolismo energético. Além disso, relatos na literatura demonstraram 

que o carvacrol, tem sido um importante constituinte associado à citotoxicidade (Blank, et al., 2016; 

Dunkic et al., 2013). Outra atividade já descrita previamente para o óleo essencial de O. vulgare é a 

antifúngica, que tem sido descrita frente a diversos fungos, especialmente leveduras do gênero Candida, 

além disso, alguns autores vêm utilizando extratos vegetais, incluindo o óleo de O. vulgare, em isolados de 

M. pachydermatis e obtendo resultados positivos (Santin et al., 2014). 

Portanto, frente à bioatividade previamente descrita, o conhecimento aprofundado sobre o efeito 

fitotóxico do óleo essencial de O. vulgare pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias 

para controle de pragas agrícolas, de forma mais sustentável, tornando-se relevante avaliar os efeitos desse 

óleo essencial, em ensaios fitotóxicos a fim de determinar seu potencial de toxicidade e aplicabilidade 

como herbicida nos cultivos agrícolas, de pequena e larga escala. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Análises fitotóxicas 

O estudo foi conduzido no laboratório de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da 

Universidade Federal do Espírito Santo, Campus Alegre. As soluções utilizadas no experimento, 

continham o óleo comercial de Orégano da marca DoTerra®, adquirido por revendedora autorizada em 

Cachoeiro de Itapemirim, ES, garantindo que o mesmo estivesse adequadamente armazenado e selado 

para preservar suas características originais. 

O experimento conduziu a metodologia estabelecida por Alves et al. (2021) e seguiu as seguintes 

etapas para desenvolvimento das análises fitotóxicas: 5 tratamentos, mais 3 grupos controle. Os 

tratamentos foram compostos por diferentes concentrações do óleo essencial emulsionado, diluídas com 

água destilada, respectivamente: T1 – 3000 µg mL-¹, T2 – 1500 µg mL-¹, T3 – 750 µg mL-¹, T4 – 375 µg 

mL-¹ e T5 – 187,5 µg mL-¹. Os tratamentos de controle foram respectivamente: controles negativos= 

água; e água + tween 80% e para o controle negativo foi utilizado o herbicida glifosato 0,1%, sendo este 

o mais comercializado mundialmente, no lugar de pós-emergente. Para a emulsão do óleo essencial, foram 

adotados os seguintes componentes e concentrações: 0,5g do óleo essencial de orégano, 0,5g de tween e 

100mL de água destilada, o que resultou em uma concentração de 10000 µg L-1 do óleo emulsionado, 

utilizando-se um aparelho de agitação por meio de ultrassom, para homogeneização. 
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Como plantas modelos, foram utilizadas sementes comerciais da eudicotiledônea L. sativa L. var. 

Mônica da marca Feltrin (alface) e sementes da monocotiledônea S. bicolor L. Moench da marca BRseeds 

(sorgo), ambas adquiridas em casa rural. 

O teste de germinação foi realizado em placas de Petri de 9 cm de diâmetro, esterilizadas com 

álcool 70%, forradas com papel filtro fino e regadas com 2 mL dos respectivos tratamentos. As placas 

foram acondicionadas em uma câmara de germinação (BOD) à 25°C±2°C, onde ficaram armazenadas 

durante o experimento (Alves et al., 2021). 

O experimento seguiu a metodologia de Delineamento Inteiramente Casualizado, com cada 

tratamento sendo constituído por cinco repetições com 25 sementes, em cada placa, sendo feita a mesma 

metodologia para ambas as espécies modelo, que garantiu condições similares para a germinação em 

todos os grupos. A germinação das sementes foi avaliada de 8 em 8 horas até completar 48 horas, para 

análise do índice de velocidade de germinação (IVG) e a porcentagem de germinação foi feita no tempo 

48h (G%). Após 48h o comprimento da raiz de cada semente foi aferido para determinar o crescimento 

radicular (CR) e após 120h as partes aéreas das plântulas foram medidas para determinar o crescimento 

aéreo (CA) (Alves et al., 2021). Estas observações forneceram dados essenciais para a análise dos 

resultados obtidos no experimento. 

 

Análises estatísticas 

Foram avaliadas e comparadas as taxas de germinação (G%), índice de velocidade de germinação 

(IVG), crescimento radicular (CR) e aéreo (CA) das amostras obtidas, a fim de observar se há efeitos 

citotóxicos em comparação aos controles. Os dados obtidos de cada variável foram submetidos à análise 

de componentes principais (PCA) com uma matriz de correlação e a análise de variância (ANOVA) para 

verificar a significância das interações entre os fatores, para os fatores qualitativos foi aplicado teste de 

média pelo teste de Dunnett, o qual é indicado para comparar tratamento com controles, adotando-se o 

nível de significância de 5% (Alves et al., 2021). 

 Para se obter a porcentagem de inibição, foi utilizado o controle com água, como 100% para a 

base do cálculo, fazendo a conversão dos valores obtidos em cada uma das variáveis avaliadas e 

posteriormente foi calculada a diferença entre este valor e os 100% totais do controle negativo. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Efeitos fitotóxicos sobre Lactuca sativa 

O tratamento 1 com a concentração 3000 µg mL-¹, apresentou uma taxa de inibição pré-

emergente de 100%, para os parâmetros avaliados que se enquadram neste estágio (G%). Os demais 

tratamentos apresentaram as seguintes taxas de inibição: T2= 77,76%; T3= 29,92%; os tratamentos 4 e 

5 não promoveram inibição significativa comparados ao controle negativo. Nos dois primeiros 
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tratamentos foi observada uma diminuição da germinação, superior e que difere de todos os controles 

propostos; o tratamento 3 igualou-se ao controle positivo (Tabela 1). 

No parâmetro índice de velocidade de germinação (IVG) os quatro primeiros tratamentos 

apresentaram uma diminuição, diferindo estatisticamente dos resultados dos controles negativos e 

positivo. Enquanto o tratamento 5, teve igualdade estatística com o controle positivo (Tabela 1). 

Para o crescimento radicular (CR) os dois primeiros tratamentos apresentaram uma taxa de 

inibição de 100%, indicando também um potencial de ação inibitória pós-emergente em maiores 

concentrações. Os subsequentes tratamentos apresentaram as seguintes respostas, com relação à 

porcentagem de inibição do CR: T3= 93,57%; T4= 66,12%; o tratamento 5 não apresentou inibição 

significativa. Nas observações estatísticas, os três primeiros tratamentos apresentaram inibição superior 

aos controles negativos e positivo, o tratamento 4 propiciou inibição estatisticamente igual ao controle 

positivo e o tratamento 5 igualou-se aos controles negativos (Tabela 1 e Figura 1). 

Quanto ao efeito das concentrações do óleo essencial de O. vulgare no crescimento aéreo (CA), os 

tratamentos 1 e 2, também apresentaram 100% de inibição neste parâmetro. A partir dos próximos 

tratamentos, T3 apresentou aproximadamente 90% e os tratamentos 4 e 5 não apresentaram inibição 

significativa. Quanto às igualdades estatísticas para o crescimento aéreo, as três maiores concentrações 

apresentaram ação mais efetiva do que o controle positivo, o tratamento 4 igualou-se aos positivos e 

negativos e o tratamento 5 apresentou igualdade ao controle negativo (Tabela 1). 

 

Tabela 1. A tabela 1 apresenta os dados obtidos através do teste de Dunnett 5% de significância aplicado 
para as sementes da eudicotiledônea L. sativa onde: a = água; b = água + tween 80%; c = glifosato 0,1%, 
no caso de medidas que seguirem a mesma letra, estas possuem igualdade estatística e na ausência, houve 
diferença dos controles. Fonte: os autores. 

Tratamento Germinação (%) IVG C. Radicular C. Aéreo 

1 0,00 0,00 0,00 0,00 c 

2 22,24 0,28 0,00 0,00 c 

3 70,08 c 3,95 0,73 0,51 c 

4 93,92 ab 7,89 3,89 c 2,81 bc 

5 96,16 ab 9,56 c 11,26 ab 3,11b 

Água 100,00 a 11,65 a 11,48 a 5,27 a 

Água + tween 100,00 b 11,70 b 11,99 b 2,71 b 

Glifosato 60,00 c 10,67 c 3,75 c 1,48 c 
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Figura 1. Plântulas de L. sativa após 48h de exposição, dispostas da maior(esquerda) para a menor 
concentração (direita): 3000 µg/mL-¹, 1500 µg/mL-¹, 750 µg/mL-¹, 375 µg/mL-¹ e 187,5 µg/mL-¹, o 
controle apenas com água destilada, água + tween 80% e glifosato 0,1%. Fonte: os autores. 

 

 

Efeitos fitotóxicos sobre Sorghum bicolor 

O tratamento 1 apresentou uma eficácia inibitória de 100% da germinação, para as sementes de 

S. bicolor. Os tratamentos subsequentes apresentaram as seguintes taxas inibitórias, no parâmetro 

germinação (G%): T2= 68,88%; T3= 23,56%; as taxas de inibição dos tratamentos 4 e 5 não foram 

significativas (Tabela 2).  

Avaliando o índice de velocidade de germinação (IVG) no tratamento 3 a diminuição foi superior 

à do controle positivo; o tratamento 4 apresentou redução estatisticamente igual ao controle positivo e 

no tratamento 5 observou-se igualdade com ambos os controles apresentados (Tabela 2). 

O primeiro tratamento apresentou também uma taxa inibitória de 100% do CR, o que indica um 

potencial de ação inibitória também no contexto pós-emergente, nas concentrações mais altas do óleo 

testadas. Os tratamentos 2, 3, 4 e 5 apresentaram as seguintes taxas de inibição do CR: T2= 99,98%; T3= 

87%; T4= 67% e T5= 53%. Nas análises estatísticas, os tratamentos 1, 2 e 3 apresentaram inibição 

estatisticamente semelhante com o controle positivo (Tabela 2 e Figura 2).  

O efeito dos tratamentos no CA das sementes de S. bicolor, em sua mais alta concentração avaliada 

desempenhou uma taxa de 100% de inibição. Enquanto a inibição de T2 foi 98%; T3 50% e T4 24%. O 

tratamento 5 não apresentou inibição significativa. As avaliações estáticas deste parâmetro, indicaram que 

os tratamentos 1 e 2 apresentaram igualdade com o controle positivo (Tabela 2). 

As ações exercidas pelo óleo essencial de Origanum vulgare, nos parâmetros germinativos pré-

emergentes (G%), demonstraram um potencial bioativo de inibição maior que o controle positivo para 

as sementes de L. sativa e S. bicolor. Estes resultados, podem ser explicados pelos efeitos fitotóxicos e de 

inibição, associados aos compostos majoritários presentes no óleo: α-terpineno, γ-terpineno, linalol, 4-

terpineol, timol, carvacrol, o-cimeno, α-terpineol, p-cimeno, 1,8 cineol e limoneno (Blank et al., 2016; 

Alves et al., 2018). 
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Tabela 2. Dados obtidos através do teste de variância aplicado para as sementes da monocotiledônea S. 
bicolor onde: a = água; b = água + tween 80%; c = glifosato 0,1%, no caso de medidas que seguirem a 
mesma letra, estas possuem igualdade estatística e na ausência, houve diferença dos controles. Fonte: os 
autores 

Tratamento Germinação (%) IVG        C. Radicular         C. Aéreo 

1 0,00 0,00 0,00c 0,00c 

2 27,68 0,07 0,01c 0,18c 

3 68,00 4,08 1,19c 3,86 

4 84,64abc 6,21bc 2,94 5,86 

5 87,84abc 6,83abc 4,22 7,17ab 

Água 88,96a 7,83a 8,96a 7,67a 

Água + tween 82,88b 7,43b 5,70b 7,48b 

Glifosato 83,54c 6,16c 0,93c 0,28c 

 

 

Figura 2. Plântulas de S. bicolor após 48h de exposição, dispostas da maior(esquerda) para a menor 
concentração (direita): 3000 µg/mL-1, 1500 µg/mL-1, 750 µg/mL-1, 375 µg/mL-1 e 187,5 µg/mL-1, o 
controle apenas com água destilada, água + tween 80% e glifosato 0,1%. Fonte: os autores. 

 

Em um estudo publicado, avaliando os efeitos de monoterpenos naturais no crescimento de 

micélios e germinação de conídios em Corynespora cassiicola, os autores puderam observar uma maior 

efetividade na inibição da germinação, para os compostos timol e carvacrol (Romero et al., 2013). 

Ensaios de toxicidade realizados anteriormente, demonstraram uma redução dose-dependente, 

das taxas de germinação de sementes de L. sativa e S. bicolor, tratadas com diferentes concentrações de 

carvacrol, um dos componentes de maior presença no óleo de O. vulgare. Este composto possivelmente 

causou a inibição da enzima adenosina trifosfatase (ATPase), como já observado e descrito por (Gill; 

Holley, 2006), sendo esta, a enzima responsável por catalisar a quebra das moléculas de adenosina 

trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) + fosfato inorgânico, gerando assim uma queda dos 
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parâmetros relacionados à germinação em L. sativa e S. bicolor, visto que a produção de ATP nos processos 

é essencial para o funcionamento de todos os processos anabólicos nos seres vivos. A enzima ATPase é 

expressa em todos os tecidos de germinação dos embriões de plantas, pois esta é necessária para permitir 

o afrouxamento da parede celular e também para o alongamento celular, resultando na extrusão de 

prótons da célula (Alves et al., 2018).  

No estudo citado, também foi verificado um crescimento no número total de alterações 

cromossômicas, nas células expostas aos tratamentos com carvacrol, o que confirma os resultados 

observados e descritos por Pinheiro et al. (2015), que demonstraram um potencial de aplicação como 

bioherbicidas para os compostos estudados.  

Os autores Alves et al. (2018) também observaram que o composto timol, presente no óleo de 

O. vulgare apresenta fitotoxicidade em diferentes concentrações, refletida pela inibição na germinação e 

crescimento das sementes de eudicotiledôneas e monocotiledôneas, o que possui coerência com os 

resultados observados por Zunino e Zygadlo (2004), que descreveu a inibição causada por timol em 

monocotiledônea, onde esta, foi resultante da produção de espécies reativas de oxigênio, estimulados 

pelo composto utilizado, levando também à modificações dos lipídios presentes na membrana, gerando 

um vazamento de eletrólitos. 

Segundo o estudo de Anazetti e Melo (2007), a troca indiscriminada de íons e o vazamento de 

eletrólitos, induzem uma alteração no balanço do pH celular e na concentração destes íons. Este 

desequilíbrio pode ser um dos responsáveis pela inibição da síntese de ATP e aumentar a produção de 

espécies reativas de oxigênio, o que pode causar a ruptura das membranas plasmáticas, resultando em 

necrose celular (Alves et al., 2018). Os efeitos associados aos compostos majoritários descritos em O. 

vulgare (timol e carvacrol principalmente) nas membranas celulares, pode ser uma das chaves para explicar 

os mecanismos de ação que caracterizam a bioatividade exercida pelo óleo essencial, nas sementes e 

plântulas de L. sativa e S. bicolor. Vapores de compostos monoterpênicos podem causar alterações 

anatômicas e fisiológicas em plântulas, como observado em estudo proposto por Poser et al. (1996). 

As moléculas pertencentes ao grupo dos monoterpenos como o timol, podem apresentar uma 

atividade alelopática, o que afetaria diretamente os processos de germinação e desenvolvimento da planta. 

Além destas substâncias serem capazes de afetar os processos fisiológicos, como a síntese de clorofila, 

fotossíntese, acumulação de lipídios no citoplasma e também a redução no número de organelas, causadas 

pela ruptura das membranas (Pinheiro et al., 2015). 

Estudos utilizando extratos aquosos de diferentes espécies (Casearia sylvestris e Eucalyptus spp.) que 

possuem a presença de monoterpenos em sua composição, afirmam que estas, podem ser consideradas 

alelopáticas devido à inibição da germinação e diminuição do IVG observada para diversas espécies de 

vegetais (Yamagushi et al., 2011). 
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A diminuição das taxas de IVG observadas no presente estudo, pode possivelmente ser explicada 

por este efeito alelopático. Visto que este efeito, em plantas, geralmente se expressa com um retardamento 

no desenvolvimento das mesmas, e não apenas a quantidade de sementes germinadas (Pinheiro et al., 

2015). 

A inibição do crescimento radicular de ervas-daninhas é um importante aspecto ecológico, visto 

que isto pode reduzir a competição da planta a ser cultivada, possibilitando assim o estabelecimento de 

características de dominância para as espécies vizinhas (Barcelos et al., 2023). 

A atividade observada para os CR e CA e também para os parâmetros germinativos (G%, IVG) 

causada pelo aumento nas concentrações do óleo de O. vulgare pode estar relacionada com os efeitos 

alelopáticos descritos em literatura, associados aos seus componentes majoritários e a sua interferência 

nos processos de divisão celular, permeabilidade de membrana, ativação e inibição enzimática (Pinheiro 

et al., 2015).  

Apesar dos efeitos de inibição dos crescimentos (CR e CA) terem sido observados para ambas as 

espécies, fica claro que sua ação se deu mais efetiva nas plântulas da eudicotiledônea L. sativa em 

comparação com as da monocotiledônea S. bicolor, respectivamente apresentando taxas de inibição 

superiores ou equivalentes ao controle positivo nos tratamentos de maior concentração.  

Estes resultados entram em concordância com os obtidos para os trabalhos de Amri et al. (2013) 

e Alves et al. (2018), que descrevem uma maior sensibilidade geral aos monoterpenos, para as 

eudicotiledôneas e uma resistência para as monocotiledôneas. 

Estudos avaliando a ação isolada do composto timol, na germinação e crescimento de diferentes 

espécies de ervas-daninha, também foram desenvolvidos e os resultados observados foram tão intensos 

quanto à supressão resultante a partir do herbicida sintético 2,4-D (Kordali et al., 2008). 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados demonstram que o óleo essencial de O. vulgare possui um significativo potencial 

inibitório sobre a germinação e o crescimento radicular e aéreo de L. sativa e S. bicolor. Os tratamentos 

com as maiores concentrações do óleo essencial apresentaram os maiores índices de inibição em ambos 

os parâmetros analisados, indicando uma ação fitotóxica significativa. 

A presença de compostos majoritários como timol e carvacrol no óleo essencial de O. vulgare 

parece estar diretamente relacionada com seus efeitos inibitórios. Estudos anteriores apontam que essas 

substâncias podem atuar interferindo na permeabilidade da membrana celular, na síntese de ATP e na 

ativação ou inibição de enzimas essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal. Além disso, 

efeitos alelopáticos associados a monoterpenos presentes no óleo podem explicar a redução da 

germinação e do índice de velocidade de germinação observada nos testes. 
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No que se refere às espécies analisadas, observou-se que L. sativa foi mais sensível aos efeitos do 

óleo essencial, apresentando taxas de inibição superiores ou equivalentes ao controle positivo nos 

tratamentos de maior concentração. Por outro lado, S. bicolor, embora também tenha demonstrado 

inibição significativa nos tratamentos iniciais, apresentou menor sensibilidade em comparação com a 

eudicotiledônea L. sativa, corroborando estudos prévios que indicam uma maior resistência de 

monocotiledôneas aos efeitos fitotóxicos de monoterpenos. 

Os resultados obtidos reforçam a possibilidade de aplicação do óleo essencial de O. vulgare como 

um potencial bioherbicida natural, uma vez que sua ação inibitória se mostrou comparável a herbicidas 

sintéticos. No entanto, estudos adicionais são necessários para avaliar a viabilidade da aplicação prática, 

considerando fatores como seletividade, persistência no ambiente e possíveis impactos ecológicos. A 

continuidade dessas investigações pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais 

sustentáveis de manejo de plantas daninhas, reduzindo a dependência de herbicidas sintéticos e seus 

impactos ambientais. 
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Capítulo II 

 

Avaliação da atividade citoprotetora do óleo essencial de 
Psidium myrtoides O. Berg 
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INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 60% a 80% da população mundial 

necessitam especialmente de plantas medicinais para cuidar de sua saúde, devido à escassez de condições 

financeiras ou falta de acesso à medicina tradicional. Com toda essa demanda, há um aumento 

significativo de estudos toxicogenéticos em plantas para avaliar suas qualidades e potenciais fitoterápicos, 

a fim de inferir sobre prevenção, tratamento e cura de doenças (Soares et al.; 2013; Bagatini et al., 2007; 

Corrêa et al., 2018; Silva et al., 2014). 

Com a criação da PNPMF (Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos) pelo Decreto 

da Presidência da República nº. 5.813, de 22 de junho de 2006, o uso seguro das plantas medicinais foi 

incentivado e, como consequência, iniciou-se a discussão sobre a importância, dificuldade, facilidade e 

efetuação de seu uso. Já com a efetivação e reconhecimento do uso dos fitoterápicos no SUS (Sistema 

Único de Saúde) houve o aumento do acesso da população à medicação e, consequentemente, o aumento 

das possibilidades de tratamento, o resgate da prática milenar e o incentivo da combinação do 

conhecimento popular com a ciência (Brasil, 2006; Brasil, 2010).  

As plantas são grandes reservatórios de compostos com diferentes funções e aplicações, tais como 

fungicidas, bactericidas, inseticidas e funções medicinais. As plantas medicinais possuem um espaço 

consideravelmente importante na medicina (Akinboo; Bakare, 2007). Estudos recentes mostram que 

muitas substâncias encontradas nas plantas são agentes antioxidantes, hipoglicêmicos e anticancerígenos 

que podem combater a atividade mutagênica no organismo (Abdel-Hameed et al., 2014; Gonçalves et al., 

2017). 

A atividade de mutagênicos no organismo pode ativar proto-oncogenes ou genes supressores de 

tumor, os quais causam alterações celulares que levam ao câncer (Nantes et al., 2014). Sendo assim, há 

uma grande necessidade de identificação de substâncias classificadas como agentes antimutagênicos, 

através de estudos com plantas medicinais, capazes de amparar e proteger os organismos dos danos 
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causados pela exposição de agentes mutagênicos. Dentre as diversas espécies vegetais em potencial para 

estudo, as do gênero Psidium são usadas por apresentarem propriedades farmacológicas, como 

antiinflamatórios, antimicrobianos, analgésicos e antialérgicos. O gênero Psidium apresenta 

aproximadamente 100 espécies (Govaerts et al., 2016) e sua distribuição é neotropical, ocorrendo do sul 

do México até a Argentina, incluindo as Ilhas do Caribe e dois arquipélagos no Pacífico (Frazon et al., 

2009). O Brasil é o centro de diversidade mais importante do gênero, apresentando aproximadamente 60 

espécies de Psidium (Sobral et al., 2016), com espécies distribuídas desde o Amazonas até Rio Grande do 

Sul (Landrum, 2003). 

Dentre as espécies que se destacam no gênero está a goiabeira Psidium guajava L. e os araçás Psidium 

cattleianum Sabine, Psidium guineense Swartz, Psidium myrtoides O. Berg e Psidium acutangulum DC. Desde 1986, 

a P. guajava está incluída na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Único de 

Saúde (RENISUS), o que confirma a potencialidade da espécie como planta medicinal devido a sua 

comprovação fitoterápica (Muniz et al., 2013). Dessa forma, considerando a importância dessas espécies, 

constata-se a necessidade de se buscar maior desenvolvimento de pesquisas científicas com a goiabeira e 

os araçás. 

O efeito medicinal das espécies de Psidium se deve aos compostos biologicamente ativos presentes 

na planta. A folha possui flavonoides, óleos essenciais, álcoois sesquiterpenoides, ácidos triterpenoides e 

taninos. Destaque especial é dado ao óleo essencial presente na folha, por despertar interesse na busca 

de explicações científicas que justifiquem os efeitos medicinais e alelopáticos que ele possui (Teixeira et 

al., 2003; Bardweel et al., 2015). 

Os óleos essenciais são misturas complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, geralmente 

odoríferas e líquidas, constituídos na maioria das vezes por moléculas de natureza terpênica. Além disso, 

constituem um tipo de metabólito secundário de plantas e possuem grande importância econômica, com 

inúmeras aplicações principalmente nos setores alimentícios, farmacêuticos e de perfumaria (Salgado, 

2001). 

A variabilidade quimiotípica dos óleos essenciais de Psidium vem sendo demonstrada pelo nosso 

grupo de pesquisa, sendo alta a quantidade de sesquiterpenos, que é uma característica comum aos 

genótipos estudados. É importante conhecer as variações na composição química dos mesmos, com o 

objetivo de direcionar seu uso. Segundo Morais (2009), a composição química dos óleos essenciais é 

determinada por fatores genéticos, porém, outros fatores podem acarretar alterações significativas na 

produção dos metabólitos secundários. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar a idade e estágio de 

desenvolvimento das plantas, fatores abióticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutrição, 

época e horário de coleta, bem como técnicas de colheita e pós-colheita. 

Para monitorar a bioatividade de extratos e compostos isolados de plantas e a identificação de 

substâncias tóxicas, bioensaios utilizando espécies vegetais como organismos alvos são aplicados (Noldin 
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et al., 2003). Dentre os organismos teste vegetal, a alface (Lactuca sativa L.), uma eudicotiledônea, é 

recomendada para testes de toxicologia ambiental (Silveira et al., 2017) e apresentam-se como uma ótima 

opção, visto que esta espécie evidencia taxas de germinação rápidas e custo benefício que condiz com a 

realidade. Ademais, tem demonstrado ser confiável para os testes antimutagênicos (Silveira et al., 2017). 

Sendo assim, este trabalho tem por objetivo a verificação do efeito antimutagênico do óleo essencial de 

P. myrtoides em bioensaios com L. sativa. Dessa forma, os resultados encontrados podem contribuir para 

ampliação dos dados acerca do uso do óleo essencial de P. myrtoides. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material Vegetal 

Folhas de P. myrtoides foram coletadas na área experimental da Universidade Federal do Espírito 

Santo (UFES) no dia 17/10/2022, no município de Alegre. As folhas foram secas em estufa de circulação 

de ar a 60°C por 12 horas. Logo depois, foram trituradas, armazenas em sacos de papel e congeladas em 

freezer até a extração. Os testes antimutagênicos foram realizados com sementes de L. sativa obtidas no 

comércio local da cidade de Alegre – ES, Brasil. A alface possui dois conjuntos cromossômicos 

(2n=2x=18) (Matoba, Souza & Silva, 2007). 

 

Extração do óleo essencial e análise da composição química 

O óleo essencial de P. myrtoides foi extraído por hidrodestilação, em aparelho Clevenger, durante 

quatro horas de acordo com a metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para óleos voláteis 

(BRASIL, 2010). Foram realizadas ao todo 3 extrações. Nas extrações foi utilizada cerca de 150g de folhas 

em aproximadamente 1000 mL de água de osmose reversa, em balão de fundo redondo de 2000 mL. 

Após a extração o óleo foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 ºC. O rendimento 

do óleo essencial foi obtido pela razão entre à massa de óleo extraído e a massa seca das folhas (% m/m), 

dado pela fórmula: Rendimento (%) = massa do óleo/ massa da planta seca * 100. 

As amostras dos OE extraídos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com 

detector de Ionização de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada 

à Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010 SE). 

 

Avaliação do potencial antimutagênico 

Para avaliar o potencial antimutagêncio a concentração de 187,5 mg/mL do óleo essencial foi 

utilizada, visto que trabalhos anteriores mostraram que ela não apresentou efeitos fitotóxicos sobre a 

germinação e o crescimento radicular e aéreo de L. sativa (Vasconcelos et al., 2019).  A emulsão do óleo 

essencial foi preparada em cuba de ultrassom utilizando tween 80 como solvente. Água destilada e o 

solvente tween 80 foram utilizados como controles negativos.  Metanossulfonato de metila (MMS – 
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Sigma Aldritch) 4 x 10-4 foi utilizado como agente mutagênico indutor de dano ao DNA (Nantes et al., 

2014), sendo considerado o controle positivo. 

Vinte e cinco sementes de L. sativa foram colocadas em placas de Petri umedecidas com água 

destilada para estimular a emissão de raízes e mantida em BOD a 24 °C. Após 24 h,  as sementes exibindo 

raízes de 1–2 mm foram transferidas para novas placas de Petri e submetidas a uns dos experimentos a 

seguir: (E1) tratamento com óleo essencial de P. myrtoides por 48h; (E2) pré-tratamento com óleo essencial 

de P. myrtoides por 24 horas e tratamento subsequente com MMS por 24 h; (E3) tratamento simultâneo 

com óleo essencial preparadas a partir de P. myrtoides com adição de MMS (1: 1); (E4) pré-tratamento com 

MMS por 24 horas e pós-tratamento com óleo essencial de P. myrtoides cultivadas por mais 24 h. Após a 

exposição as raízes foram coletadas e fixadas em solução (etanol: ácido acético 3: 1) e armazenados a -

20° C até o uso.  

Para o preparo das lâminas, as raízes fixadas foram submetidas a uma hidrólise ácida em HCl 5N 

a temperatura ambiente por 18 minutos. Os meristemas das raízes foram seccionados, corados com 

orceína acética a 2%, coberta por lamínula e esmagadas. As lâminas foram analisadas em microscópio de 

luz. Cinco lâminas de cada tratamento foram preparadas, sendo analisadas 1000 células/lâmina 

totalizando 5000 células, para cada tratamento. O índice mitótico (IM) foi obtido através da razão entre 

o número de células em divisão (prófase, metáfase, anáfase e telófase) pelo número total de células 

avaliadas em cada tratamento. As frequências de alterações cromossômicas (AC) e alterações nucleares 

(AN) foi calculada dividindo o número de alterações pelo número total de células analisadas. Foram 

contabilizadas as alterações cromossômicas dos tipos: cromossomo perdido, cromossomo aderente, 

poliploidia, C-metáfase, ponte cromossômica e atraso. As frequências de micronúcleos (MNC), brotos 

celulares e núcleos condensados observados foram categorizadas como as alterações nucleares (Aragão 

et al., 2015).  

 

Análise estatística 

Os dados antimutagênicos foram submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas 

pelo teste de Tukey, com significância de p <0,05. A análise foi realizada no software aberto “Genes” 

(Cruz, 2016). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O rendimento do óleo essencial de P. myrtoides foi de 0,1401 % m/m. O óleo essencial de P. 

myrtoides apresentou sete compostos químicos em sua constituição com área acima de 5%, dentre eles é 

possível observar a presença majoritária de sesquiterpeno oxigenado (SO) e sesquiterpeno hidrogenado 

(SH), em minoria o monoterpeno hidrocarboneto (MH) e a ausência de monoterpeno oxigenado (MO). 

Além disso, também foi observado a presença majoritária de dois compostos principais, sendo eles o 
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hidrocarboneto sesquirtepeno beta-cariofileno presente na composição com 29% e o alfa-humuleno 

contando com 21% em sua composição (Tabela 1). A presença em maiores quantidades de beta-

cariofileno, que é um hidrocarboneto sesquiterpeno (SH), na amostra indica um quimiotipo padrão em 

espécies do gênero Psidium (Vasconcelos et al., 2019). 

 

Tabela 1. Identificação dos compostos presentes no óleo essencial da espécie Psidium myrtoides. Fonte: os 
autores. 

aCompostos majoritários listados na ordem de eluição utilizando coluna Rtx®-5MS. bTempo de retenção. cCompostos com 
área relativa > 5% foram identificados. dClassificação terpênica: monoterpeno hidrogenado (MH), monoterpeno oxigenado 
(MO), sesquiterpeno hidrogenado (SH) e sesquiterpeno oxigenado (SO). 

 

Os resultados do ensaio de antimutagênese estão apresentados na Tabela 2.  Considerando o IM, 

AN e MCN todos os tratamentos foram estatisticamente iguais a todos os controles. Para a variável AC, 

o tratamento E3 causou um aumento em relação ao MMS, indicando que o óleo essencial ao invés de 

proteger o DNA, quando aplicado juntamente com o MMS potencializa seu efeito danoso (Tabela 2). 

Sabe-se que o MMS causa danos generalizados ao DNA, como quebras de fita dupla, como consequência 

de sua ação alquilante (Yao et al., 2016).  

Embora não tenha ocorrido diferença estatística entre os tratamentos e os controles para a 

variável IM e MNC, observa-se que o tratamento E2 levou a menor média de IM, além de ser o único 

tratamento que causou micronúcleos, mostrando que o óleo essencial não reduz o efeito do MMS quando 

aplicado previamente a ele (Tabela 2). A redução do IM e a presença de micronúcleo são indicativos de 

morte celular. Os micronúcleos são considerados os marcadores citológicos mais eficientes para detecção 

de mutagenicidade (Palmieri, Carbone & Di Virgilio, 2016), pois estão relacionados a cromossomos 

perdidos ou fragmentos de cromossomos que não se incorporam ao núcleo principal até o final do ciclo 

célular (Andrade-Vieira et al., 2017). Isso ocorre quando os mecanismos de reparo da célula não são 

n Compostoa 
tretenção 

(min.)b 

Arelativa 

(%)c 
IRcalculado IRtabelado 

Classificação 

terpênicad 

1 α-pinene 9,231 13,3 929 932 MH 

2 α-copaene 29,535 5,9 1371 1374 SH 

3 β-caryophyllene 31,386 29,0 1415 1417 SH 

4 α-humulene 32,794 21,0 1449 1452 SH 

5 caryophyllene oxide 37,939 10,3 1579 1582 SO 

6 humulene epoxide 38,943 5,2 1605 1602 SO 

7 α-bisabolol 41,777 10,3 1681 1685 SO 

 Total identificado  95,0    

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917307214#t0005
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capazes de reparar o dano sofrido, levando à eliminação do material genético da célula por meio da 

formação de micronúcleos. O crescimento e o desenvolvimento das raízes estão associados a proliferação 

celular, logo, se uma substância é mitodepressora, reduzindo a frequência de divisão das células, é 

considerada fitotóxica, pois afeta o desenvolvimento das raízes (Harashima & Sch-Nittger, 2010).  

Quanto as fases da mitose, o tratamento E2 aumentou a quantidade de células em prófase e 

diminuiu a quantidade de telófases diferindo do controle negativo solvente. O tratamento E4 também 

levou a redução do número de telófases em relação ao solvente, ou seja, o óleo essencial potencializou o 

efeito do MMS quando aplicado posteriormente (Tabela 3).  Em relação as alterações cromossômicas 

individuais foram observadas ponte cromossômica, cromossomos perdidos, cromossomos aderentes e 

c-metáfases, no entanto não houve diferenças entre os tratamentos e os controles utilizados (Tabela 4). 

Esses resultados demonstram a toxicidade do óleo essencial de P. myrtoides sobre o ciclo celular de L. 

sativa e sua incapacidade de proteger ou reverter danos ao DNA causados por um agente mutagênico.  

As pontes cromossômicas são uma consequência de quebras no DNA, especificamente da perda 

da região telomérica dos cromossomos. Essas regiões terminais dos cromossomos contêm sequências 

teloméricas cuja função é promover proteção e estabilidade ao cromossomo, evitando fusões (Leme; 

Marin-Morales, 2009 ). Assim, essas quebras ocasionam instabilidade e facilitam a fusão das extremidades 

dos mesmos, dando origem aos cromossomos dicêntricos. 

O cromossomo aderente é descrito por El-Ghamery, El-Kholy & El-Metwally (2003) como uma 

metáfase com alto nível de compactação do DNA, devido à ação de compostos tóxicos na estrutura 

físico-química do DNA ou de proteínas a ele ligadas e é considerada uma alteração altamente tóxica que 

pode levar à ativação da morte celular (Palmieri et al., 2014 ).  

 

Tabela 2. Efeito antimutagênico do óleo essencial de Psidium myrtoides sobre o ciclo celular de Lactuca 
sativa. Fonte: os autores. 

As médias seguidas pela mesma letra são iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significância). IM= índice mitótico, 
AC= alterações cromossômicas por total de células, NA= alterações nucleares por total de células, MCN= micronúcleo. E1: 
tratamento com óleo essencial por 48h na concentração; E2: pré-tratamento com óleo essencial por 24 horas e tratamento 
subsequente com MMS por 24 h; E3: tratamento simultâneo com óleo essencial com adição de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento 
com MMS por 24 horas e pós-tratamento com óleo essencial cultivadas por mais 24 h.  

 

Tratamentos IM AC AN MCN 

Água 9.52b 0.92ab 0.62a 0a 
Solvente 12ab 1.1ab 0.16a 0a 

MMS 10.26ab 0.64b 0.32a 0a 
E1 11.36ab 0.94ab 2.3a 0a 
E2 8.88b 0.58b 1.38a 0.04a 
E3 13.68a 1.30a 0.14a 0a 
E4 11.48ab 1.06ab 0.9a 0a 
E4 11.48ab 1.06ab 0.9a 0a 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917307214#bb0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917307214#bb0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917307214#bb0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629917307214#bb0170
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Tabela 3. Efeito antimutagênico do óleo essencial de Psidium myrtoides sobre as fases do ciclo celular de 
Lactuca sativa. Fonte: os autores. 

As médias seguidas pela mesma letra são iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significância). INTER= interfase, 
PROF= prófase, META= metáfase, ANA= anafase, TELO= telofase. E1: tratamento com óleo essencial por 48h na 
concentração; E2: pré-tratamento com óleo essencial por 24 horas e tratamento subsequente com MMS por 24 h; E3: 
tratamento simultâneo com óleo essencial com adição de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento com MMS por 24 horas e pós-
tratamento com óleo essencial cultivadas por mais 24 h.  

 

Tabela 4. Efeito antimutagênico do óleo essencial de Psidium myrtoides sobre as alterações cromossômicas 
do ciclo celular de Lactuca sativa. Fonte: os autores. 

As médias seguidas pela mesma letra são iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significância). CMET= c-metáfase, 
PONTE= ponte, PERDIDO= cromossomo perdido, ADERENTE= cromossomo aderente. E1: tratamento com óleo 
essencial por 48h na concentração; E2: pré-tratamento com óleo essencial por 24 horas e tratamento subsequente com MMS 
por 24 h; E3: tratamento simultâneo com óleo essencial com adição de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento com MMS por 24 
horas e pós-tratamento com óleo essencial cultivadas por mais 24 h.  

 

No presente trabalho o MMS apresentou efeitos semelhantes aos controles negativos para grande 

parte das variáveis. Diante disso, novos experimentos precisam ser realizados testando concentrações 

maiores desse mutagênico. 

O óleo essencial de P. myrtoides mostrou-se citogenotóxico para Lactuca sativa mesmo em baixa 

concentração. Esses resultados podem estar relacionados à presença do composto majoritário beta 

cariofileno, composto relatado por afetar negativamente a germinação, crescimento e ciclo celular de 

Lactuca sativa (Vasconcelos et al., 2019). Embora o estudo de Vasconcelos et al. (2019) não tenha relatado 

atividade citogenotóxica para a concentração 187.5 ppm do óleo essencial de P. myrtoides, fatores como o 

estágio de desenvolvimento da planta, temperatura, pluviosidade, técnicas de colheita e pós-colheita 

podem ter causado diferenças na composição química do óleo essencial utilizado no presente estudo, 

influenciando em sua atividade biológica. 

 

Tratamentos INTER PROF META ANA TELO 

Água 89.86a 53.406bc 22.056a 11.902ab 12.636ab 
Solvente 87.84a 48.956c 23.438a 13.882ab 13.724a 

MMS 89.42a 55.918abc 21.842a 9.744ab 12.496ab 
E1 86.34a 53.824abc 21.206a 15.486ab 9.484ab 

E2 89.78a 67.87a 17.646a 9.14b 5.342b 

E3 86.18a 50.436bc 25.06a 18.068a 6.434ab 

E4 88.28a 64.474ab 16.868a 12.884ab 5.772b 

Tratamentos CMET PONTE PERDIDO ADERENTE 

Água 2.814a 3.414a 0.584a 2.96a 

Solvente 2.52a 3.03a 0.89a 2.62a 
MMS 1.316a 2.774a 0.204a 1.706a 
E1 3.094a 1.896a 0.336a 3.068a 
E2 2.72a 3.48a 0a 0.446a 
E3 3.306a 3.536a 0a 2.65a 
E4 3.712a 3.652a 0.71a 1.492a 
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CONCLUSÃO 

Foi demonstrado que o óleo essencial de Psidium myrtoides potencializou os efeitos do MMS 

quando aplicado previa e posteriormente a sua aplicação. Em baixas concentrações o óleo essencial não 

diminuiu os danos ao DNA de L. sativa nos tratamentos realizados.  
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Capítulo III 

 

Prospecção fitoquímica, fitotoxicidade e 
citogenotoxicidade de nanoemulsões do óleo essencial 
de Syzygium aromaticum em planta modelo e daninha 
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INTRODUÇÃO 

Com o uso excessivo de insumos sintéticos, os agricultores enfrentam uma preocupante crise 

devido ao desenvolvimento de resistência em várias espécies de plantas daninhas. No Brasil, essa 

preocupação é especialmente relevante, uma vez que o país lidera o consumo de agrotóxicos 

mundialmente (Amaro et al., 2021). Tal prática desenfreada pode ocasionar sérios problemas ambientas 

e prejudicar, de maneira nociva, a saúde humana, uma vez que os agrotóxicos têm em sua composição 

química compostos tóxicos muito comprometedores ocasionando enfermidades dermatológicas, 

problemas renais e diversos tipos de cânceres (Matias et al., 2021). Sendo assim, há uma grande procura 

em substâncias capazes de ter o mesmo efeito eficiente dos agroquímicos, porém de maneira sustentável, 

seletiva e segura para o ser humano. 

Substâncias de origem naturais, provenientes das plantas, estão sendo estudadas devido á 

capacidade dos seus metabólitos secundários de interferirem nos processos germinativos de plântulas 

(Dousseau et al., 2008). Metabolitos secundário são compostos químicos orgânicos produzidos pelas 

plantas e liberado no meio ambiente, capazes de retardar o crescimento e desenvolvimento de outras 

plantas, constituindo um método sustentável e menos agressivo ao ambiente e à saúde humana (Silva et 

al., 2021). Produtos naturais, óleos essenciais (OEs), nanoemulsão (NE), estão sendo utilizadas como 

uma ferramenta importante para o manejo das plantas daninhas em programas de manejo sustentável 

(Oliveira et al., 2009). Os OEs podem ser sintetizados por qualquer órgão da planta, como folha, fruto, 

caule. Seus componentes são voláteis com baixo peso molecular e são normalmente aromáticos. Em sua 

maioria, os OEs são constituídos por terpenos, que representa o grupo químico predominante. Eles não 

se caracterizam por serem produtos simples, pois podem conter mais de 300 componentes químicos 
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diferentes, o que torna aplicáveis em diversas áreas e cada vez mais valorizados (Knaak & Fiuza, 2010). 

Uma técnica de intensificar a atividade dos OEs, é pelo desenvolvimento de nanoemulsões (NEs), capaz 

de diminuir o tamanho das partículas fazendo com que os grupos hidrofílicos fiquem mais expostos 

facilitando a interação com a membrana celular dos organismos, permitindo que as moléculas químicas 

alelopáticas tenham acesso facilitado com a maquinaria celular, podendo interromper a divisão celular 

(Donsì & Ferrari, 2016).  

É sabido sobre a riqueza de defensivos naturais, e a família das Myrtacea se destaca nas pesquisas 

devido à grande quantidade de espécies ricas em compostos químicos com efeitos fitotoxicos e 

citotóxicos. Entre as espécies, temos o Syzygium aromaticum, conhecido popularmente como cravo-da-

índia, a literatura mostra que seu principal componente químico ativo é o eugenol que possui diversas 

atividades biológicas, como inseticida, afrodisíaco, antidiabética, antitumoral, antioxidante, antidiabética, 

anti-inflamatória, antiparasitária (Affonso et al., 2012). Ainda, Li et al. (2023) em sua pesquisa afirma 

sobre o efeito fitotoxico sobre a Echinochloas crus-galli, daninha pertencente à família Poaceae, 

popularmente conhecida como capim-de-arroz, teve seu crescimento e desenvolvimento corrompido, 

entretanto é escasso informações sobre seu efeito citotóxico, no qual é importante, pois permite avaliar 

os efeitos de substâncias químicas que afetam diretamente o crescimento e a divisão celular. 

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo analisar a composição química da NE do OE de 

S. aromaticum e realizar uma análise fitocitogenotóxica em sementes de Allium cepa L. (cebola), utilizada 

como planta modelo por possuir grande quantidade de sementes, custo baixo e meristema sensível 

facilitando as análises fito e citogenotóxica e Bidens pilosa L. (picão), por ser uma planta daninha, facilidade 

de cultivo e amplamente distribuído. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 O OE de S. aromaticum foi adquirido em um ponto de venda local em Alegre, ES. Para as análises 

qualitativas e quantitativas dos constituintes do OE, utilizamos 30 µL do óleo misturado com 970 µL de 

acetonitrila como reagente, visando à identificação dos grupos de compostos secundários, assim a 

amostra contida foi avaliada por Cromatografia Gasosa com detector de Ionização de Chama (GC-FID) 

(Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massa (GC-MS) 

(Shimadzu GCMS-QP2010 SE) conforme Adams (2007) e Souza et al. (2017). Para preparar a 

nanoemulsão do OE de S. aromaticum com uma concentração de 10.000 ppm , diluiu-se o OE em uma 

solução de água destilada contendo 14% (v/v) do surfactante Tween 80. A nanoemulsão foi elaborada 

utilizando o método de alta energia, por meio de um homogeneizador ultrassônico de alta potência (IKA 

T Ultra-Turrax) (Azevedo et al., 2021). As NEs foram caracterizadas de acordo com os protocolos 

descritos no trabalho de Vasconcelos (2024). 
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Para avaliação do potencial alopático da nanoemulsão, sementes de picão foram escolhidas em 

virtude à sua elevada competitividade como planta daninha nos campos agrícolas (Silveira et al., 2003), e 

cebola por ser considerado um organismo modelo devido à sua ampla utilização para investigar os 

impactos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos de diversos contaminantes ambientais (Sheikh, 

Patowary; Laskar, 2020). Assim, as sementes foram expostas a cinco concentrações (3000, 1500, 750, 375 

e 187,5 μgL -1) que foram preparadas com a dissolução da nanoemulsão em água destilada. Como controle 

negativo foi utilizado água destilada e solvente Tween 80 (4,2%, v/v). O herbicida glifosato (1 mL/L) foi 

utilizado como controle positivo. Para os testes de germinação foram utilizadas placas de Petri com 9cm 

de diâmetro contendo papel filme. Para cada tratamento foram utilizadas 25 sementes de picão ou cebola, 

ambos com cinco repetições. As placas foram vedadas com plástico filme e colocadas em câmara de 

germinação (BOD) a aproximadamente 25 °C, onde permaneceram armazenadas durante o experimento, 

que durou 4 dias para cebola e 7 para picão.  

Ao final de cada experimento, foram determinados a taxa de germinação, o índice de velocidade 

de germinação (IVG), e com auxílio de um paquímetro digital o comprimento da raiz (CR) e da parte 

aérea (CA), conforme descrito por Singh et al. (2020). Especificamente para cebola a observação ocorreu 

a cada 12h até alcançar um total de 96 horas. Após esse período, foram selecionadas 10 raízes de cebola 

de cada placa de Petri para serem fixadas em uma solução de etanol e ácido acético na proporção de 3:1, 

sendo posteriormente armazenadas em refrigeração para análises do ciclo celular, de acordo com o 

protocolo de Aragão et al. (2015). Já para picão, os intervalos de observação foram definidos em 24 horas, 

estendendo-se até 168 h.  Por fim, os dados coletados e tabelados, foram utilizados para a comparação 

das ações dos tratamentos entre si, pelo teste de Dunnet (p > 0,05) através do software R (R Core Team, 

2020).  

Para as analises citogenotóxicas, foram utilizadas as raízes de cebola que foram fixadas 

previamente. As radículas fixadas foram lavadas 2x por 10min com água destilada, depois foram 

submetidas a uma hidrólise ácida em HCl 5N a temperatura ambiente por 18 minutos para a confecção 

das lâminas. Para esse procedimento, as pontas de 2 raízes foram seccionadas em lâminas para a extração 

das regiões meristemáticas. Em seguida, essas regiões foram coradas com orceína acética a 2%, que agiu 

por aproximadamente 15 minutos. Logo, o material foi recoberto por lamínulas e o meristema macerado 

suavemente com o auxílio de uma caneta de ponta redonda. As lâminas foram analisadas em microscópio 

de luz da marca NIKON modelo eclipse Ci-S com aumento de 400x e 1000x.  Cinco lâminas de cada 

tratamento foram preparadas para as análises citológicas, com a análise de 1000 células por lâmina, 

totalizando 5000 células para cada concentração investigada, sendo o mesmo para os controles. 

O índice mitótico (IM) foi avaliado dividindo o número de células em divisão (prófase, metáfase, 

anáfase e telófase) pelo número total de células avaliadas em cada tratamento. A taxa de alterações 

cromossômicas (AC) e alterações nucleares (AN) foram calculadas dividindo o número de alterações pelo 
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número total de células analisadas. Foram contabilizadas as alterações cromossômicas dos tipos: 

cromossomo perdido, cromossomo aderente, poliploidia, C-metáfase, ponte cromossômica e atraso. As 

frequências de micronúcleos (MNC), brotos celulares e núcleos condensados observados foram 

categorizadas como as alterações nucleares (Aragão et al., 2015). A genotoxicidade dos compostos foi 

avaliada a partir da contagem de AC e AN, enquanto o IM foi utilizado para a avaliação do potencial 

citotóxico (Leme; Marin-Morales, 2009).  

Os efeitos aneugênicos foram analisados mediante identificação de células em divisão com 

metáfase irregular (C-metáfase), alterações na anáfase (multipolar, com atraso, etc.), mudanças na telófase 

(atrasos) e/ou células binucleadas, multinucleadas, perdas cromossômicas e modificações nas proteínas 

expressas, gerando cromossomos pegajosos ou aderência cromossômica. Os efeitos clastogênicos foram 

identificados baseando-se na frequência de células com pontes e quebras cromossômicas (Costalonga & 

Pimentel Batitucci, 2014). Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância, e as médias ao 

teste de Dunnett (p > 0,05). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o aplicativo computacional 

em estatística aplicada à genética "Genes" (Cruz, 2013). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pela técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) obtivemos a caracterização da NE quanto 

ao tamanho hidrodinâmico (nm), potencial zeta (m/V) e polidispersidade (PDI) variáveis que trazem 

informações sobre a estabilidade da emulsão. O tamanho das partículas observado foi de 11,33 nm, o 

que indica uma boa homogeneidade, uma vez que está dentro do intervalo adequado para nanoemulsões 

óleo-em-água (10–100 nm). Já o potencial zeta foi de - 2,21 (em modulo) valor considerado baixo, tal 

parâmetro reflete o potencial superficial das gotículas e, geralmemte, valores acima de 30 (m/V) indica 

estabilidade da NE, enquanto valores abaixo tende a provocar um aumento na taxa de floculação e 

coalescência das formulações, devido à separação de grupos funcionais na superfície da partícula ou à 

adesão de espécies iônicas presentes no meio aquoso de dispersão (Schaffazick et al., 2003). O PDI, que 

avalia a homogeneidade na distribuição dos diâmetros, foi de 0,328, indicando uma suspensão coloidal 

estável. Valores de PDI próximos a 1 indicam um sistema com ampla variação no tamanho das partículas, 

enquanto valores próximos a 0 indicam um sistema com partículas de tamanho uniforme, mais 

homogêneo e estável durante longos períodos de armazenamento (Sato, Medeiros; Prochnau, 2018). 

 

Tabela 1. Caracterização de nanoemulsão do óleo essencial de S. aromaticum. Fonte: Próprio autor. 

Técnica espalhamento de luz (DLS), caracteriza a NE quanto ao tamanho hidrodinâmico (nm), potencial zeta (m/V) e 
polidispersidade (PDI) variáveis que trazem informações sobre a estabilidade da emulsão. 

 

Composto Tamanho hidrodinâmico (nm) Zeta (mV) PDI 

S. aromaticum 11,33 - 2,21 0,328 
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Para caracterização química do OE, foram identificados três compostos principais, totalizando 

100% da amostra. O acetato de eugenila foi o composto majoritário com 36,912%, seguido pelo β-

cariofileno com 30,357% e eugenol com 28,174% (Tabela 2). Rabêlo, Mouchrek Filho e Nascimento 

(2010) destacaram o eugenol como principal componente com atividades inseticida, antiviral, bactericida 

e fungicida. Ascenção & Mouchrek Filho (2013) também identificaram compostos semelhantes, 

contribuindo para o entendimento da composição do OE. As variações podem ser causadas por fatores 

climáticos, sazonais, desenvolvimento, nutrição, água, genética e método de extração (De Morais, 2009). 

 

Tabela 2. Identificação dos compostos presentes no óleo essencial de S. aromaticum. Fonte: Produção do 
próprio autor. 

n Compostoa 
tretenção 

(min.)b 
Arelativa (%)c IRcalculado

d IRtabelado
e 

1 eugenol 28,174 95,6 1363 1356 

2 β-cariofileno 30,357 2,0 1414 1417 

3 acetato de eugenila 36,912 2,4 1552 1524 

 Total identificado  100,0   

aCompostos majoritários listados na ordem de eluição utilizando coluna Rtx®-5MS. bTempo de retenção. cCompostos com 
área relativa≥1% foram identificados. dÍndice de retenção calculado. eÍndice de retenção tabelado. 

 

A nanoemulsão de S. aromaticum demonstrou eficácia na inibição da germinação do picão, com 

uma redução de 100% nas concentrações de 3000 e 1500ppm. Na germinação da cebola, houve inibição 

significativa de 92,8% e 90,4% nas doses mais elevadas, e nas concentrações de 375 e 187,5ppm, a 

germinação foi de 20% e 28,8%, indicando a ação fitotóxica da nanoemulsão no desenvolvimento inicial 

das plântulas (Figura 1A).  

Adicionalmente, ao calcular o índice de velocidade de germinação (IVG), observamos que, no 

caso do picão, as taxas de germinação em todas as concentrações testadas diferiram significativamente 

dos valores observados nos controles, até nas concentrações mais baixas de 375 e 187,5 ppm o IVG foi 

de 96,63% e 96,52% indicando um valor significativo comparando os parâmetros de controle. Quanto à 

cebola, nas concentrações de 750 e 375 ppm seu IVG foi de 0,65% e 0,94% sendo similar ao controle 

positivo de 1,11% (Figura B). Estudos realizados por Li et al. (2023) sobre OE de S. aromaticum revelaram 

seu efeito fitotóxico no crescimento inicial e desenvolvimento de várias espécies de plantas daninhas. 
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Figura 1. Efeito fitotóxico da nanoemulsão do óleo essencial de S. aromaticum na % de germinação, índice 
de velocidade de germinação, crescimento radicular e crescimento aéreo de cebola e picão. Os resultados 
obtidos foram calculados, segundo o teste de Dunnet. Barras seguidas de mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Dunnet (p > 0,05). 

 

Em relação ao crescimento radicular (CR), o picão foi afetado pela nanoemulsão, nas 

concentrações de 3000 e 1500 ppm, visto que não teve nenhum desenvolvimento, isso porque a taxa de 

germinação foi igual a zero. Já o CR da cebola, nas duas maiores concentrações teve inibição de 96,61% 

e 96,45% igualando ao controle positivo, ou seja, os resultados encontrados foram similares aos do 

herbicida glifosato (Figura 1C). 

Ademais, foi feita a avaliação do crescimento aéreo (CA) do picão, em que nas concentrações de 

3000 e 1500 ppm não teve germinação, porem foi igual ao controle positivo, mostrando a eficiência da 

NE. Além disso, mesmo a concentração de 375 ppm ser considerada baixa, teve restrição de 89,388% do 

CA, ou seja, cresceu 10,612%, comparando esse valor com o controle negativo, teve quase o dobro do 

desenvolvimento da parte aérea (Figura 1D). Posto isso, estudo realizado por Cortés-Rojas, De Souza e 

Oliveira. (2014) destaca o eugenol como o principal composto químico volátil encontrado no cravo-da-

índia. Esse metabolito secundário possui efeito alelopático, capaz de inibir a germinação de diversas 

plantas ou retardar seu crescimento. Sendo assim, os compostos encontrados no OE de S. aromaticum 

podem ter influenciado os resultados sob a capacidade da NE em interromper ou desacelerar o 

desenvolvimento inicial de plantas invasoras, influenciando a germinação, IVG, CR e CA. 

Os resultados citogenotóxicos mostraram que na interfase na concentração de 3000 e 1500ppm 

foi similar com o controle positivo, os outros tratamentos tiveram resultados similares ao controle 
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negativo. Na prófase e metáfase todos os ensaios tiveram similaridade e igualdade, evidenciando que as 

células não conseguiram passar para etapa subsequente (Tabela 3). Na prófase o DNA se torna mais 

visível. Diferentemente da metáfase, onde os cromossomos atingem sua máxima condensação e se 

posicionam no centro do fuso, preparando-se para a fase seguinte de separação das cromátides irmãs 

(Moreira, 2014). Na anáfase, na concentração de 3000ppm foi unicamente idêntica ao controle positivo, 

nas concentrações de 1500, 750 e 375ppm teve similaridade ao controle positivo e negativo. Já na fase da 

telófase, na concentração de 3000 ppm, o resultado foi idêntico ao do controle positivo, registrando 0% 

de progresso. Isso indica que as etapas finais da divisão celular, envolvendo a separação das cromátides 

e a organização dos núcleos das células filhas, não foram completadas, também apenas as concentrações 

mais baixas apresentaram similaridade com o controle negativo. 

 

Tabela 3. Efeito da nanoemulsão do óleo essencial de S. aromaticum sobre a divisão mitótica de células 
meristemáticas de cebola. Fonte: Produção do próprio autor. 

Soluções Concentrações 
(ppm) 

Interfase Fases da mitose 

Prófase Metáfase Anáfase Telófase 

NE do OE de  
S. aromaticum. 

3000 99,92 a 40 a 20 a 0 b 0 b 
1500 96,94 abc 46,88 a 32,99 a 4,63 ab 15, 5 a 
750 95,46 cd 43, 11 a 29,83 a 8,8 ab 18,25 a 
375 96,24 bc 62,31 a 15,57 a 8,25 ab 13,87 ab 

 187,5 95,78 c 45,09 a 25,08 a 15,45 a  14,37 ab 

Controle (-) Solvente 95,28 cd 52,68 a 22,27 a 14,21 a 10,83 ab 

Água  92,4 d 58,04 a 20,94 a 15,28 a 8,14 ab 

Controle (+) Glifosato 99,38 ab 83,33 a 16,67 a 0 b 0 b 
As médias seguidas das letras minúsculas “a”, ‘b”, “c” e “d” são estatisticamente idênticas ou similares ao solvente, água ou 
glifosato pelo Teste de Dunnet (p > 0,05). 

 

Os tratamentos e controles positivos com números similares de células nas fases mitóticas sugere 

que os compostos químicos presentes no OE podem estar efetivamente bloqueando ou retardando o 

avanço das células para as fases seguintes do ciclo celular. No trabalho conduzido por Silva (2023), relatou 

que os compostos químicos presentes no OE S. aromaticum possui capacidade antioxidante, 

antibacteriana, capacidade neuroprotetora, eficiência hipolipidêmica, ação antiinflamatória, efeitos 

anticancerígenos, eficácia antidiabética, atividade antifúngica e anticancerígenas.  

Os resultados do índice mitótico (IM) indicaram que o efeito da NE nas duas maiores 

concentrações foi diferente dos controles, demonstrando uma influência significativa na divisão celular 

(Tabela 4). Além disso, estudos feitos por Arslan et al. (2001) afirmam que a baixa ou inibição mitótica 

pode estar relacionada a distúrbios fisiológicos causados pelo funcionamento anormal do núcleo celular, 

tornando-o incapaz de realizar o ciclo mitótico.  
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Tabela 4. Efeito da nanoemulsão do óleo essencial de S. aromaticum sobre o índice mitótico (IM), 
frequência de alterações cromossômicas (AC) e nucleares (AN) de células meristemáticas de cebola. 
Fonte: Produção do próprio autor. 

Soluções Concentrações 
(ppm) 

IM AC AN 

NE do OE de S. 
aromaticum 

3000 0,08 d 0 c 0,38 a 

1500 3,06 bcd 21,25 a 0,06 b 

750 4,52 ab 9,99 b 0,24 ab 

375 3,76 bc 6,77 bc 0,18 ab 

187,5 4,22 b 4,25 bc 0,04 b 

Controle (-) Solvente 4,72 ab 2,51 bc 0 b 

Água 7,6 a 0 c 0 b 

Controle (+) Glifosato 0,62 cd 0 c 0 b  
As médias seguidas das letras minúsculas “a”, ‘b”, “c” e ‘d” são estatisticamente idênticas ou similares ao solvente, água ou 
glifosato pelo Teste de Dunnet (p > 0,05). 

 

A frequência de alterações cromossômicas (AC) nas maiores concentrações também foi notável, 

1500 e 750 ppm, os resultados foram divergentes dos demais tratamentos. Já a frequência de alterações 

nucleares (AN) mostrou que a maior concentração foi distinta, enquanto os controles positivo e negativo 

tiveram os mesmos resultados. Sendo assim, a NE teve maior efeito nas maiores concentrações, por 

outro lado, as menores concentrações foram equivalentes ao controle negativo. 

Analisando os resultados das alterações cromossômicas, observamos que a anormalidade do tipo 

c-metáfase apresentou o maior índice de ocorrência, destacando-se nas concentrações de 1500 e 750ppm, 

pois nenhuma delas foi similar aos controles (Figura 2). Quando encontradas células na c-metáfase, isso 

pode significar modificações no fuso mitótico ou nas estruturas dos cromossomos. Nesse caso, os 

cromossomos estão dispersos, sem o alinhamento típico da metáfase, que seria ao longo da placa 

metafásica interrompendo o ciclo celular (Amâncio et al., 2016). Também foi encontrado anomalias do 

tipo cromossomo aderente e perdido tanto nos tratamentos quanto nos controles positivo e negativo.  
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Figura 2. Alterações cromossômicas encontradas nos meristemas radiculares de cebola sob o efeito da 
nanoemulsão do óleo essencial de S.aromaticum. Fonte: Produção do próprio autor. As médias seguidas 
das letras minúsculas “a”, e “c” são estatisticamente idênticas ou similares à água e solvente pelo Teste 
de Dunnet (p > 0,05). 

 

Nas análises nucleares, a presença de micronúcleos (MCNs) foi mais significativa na concentração 

de 3000 ppm, apresentando a maior incidência, com valores diferentes dos controles (Figura 3). Além 

disso, houve uma alteração do tipo núcleo condensado (NC), com baixa aparição nos tratamentos. 

 

Figura 3. Alterações cromossômicas nucleares nos meristemas radiculares de cebola sobe o efeito da 
nanoemulsão do óleo essencial de S.aromaticum. Fonte: Produção do próprio autor. 

 
As médias seguidas das letras minúsculas “a” e ‘b” são estatisticamente idênticas ou similares à água e solvente pelo Teste de 
Dunnet (p > 0,05). 
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CONCLUSÃO 

Os resultados fitotóxicos indicam que a NE do OE de S. aromaticum, nas concentrações mais 

elevadas testadas, apresentou resultados promissores ao inibir ou retardar a germinação das sementes 

modelo utilizadas. Além disso, as análises citotóxicas do meristema radicular da cebola mostraram que, 

nas concentrações mais altas, a atividade celular foi reduzida, com incidência de alterações cromossômicas 

e nucleares. Isso pode ser atribuído aos compostos químicos presentes no OE de S. aromaticum e à técnica 

de NE, que resultou em partículas de tamanho uniforme, mais homogêneas e estáveis. Portanto, a NE 

do OE de S. aromaticum possui um grande potencial para ser ainda mais estudada e testada, com o objetivo 

de ser utilizada como uma nova fonte de bioherbicida, mais sustentável e menos prejudicial à saúde 

humana, apresentando um efeito similar ao dos agroquímicos convencionais. 
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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). 
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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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