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RESUMO

Meloidogyne paranaensis foi caracterizado e descrito por Carneiro et al. como uma nova
espéecie em 1996. Os primeiros relatos demonstram a alta viruléncia que provocam em
plantas de café no Estado do Parand e S&o Paulo, destacando-se das demais espécies de
nematoides pela sua agressividade e forte dano ao sistema radicular de cafeeiros.
Recentemente, a espécie comegou a ser pesquisada em plantas medicinais no Brasil. A
primeira etapa, que teve por objetivo testar a reacdo de sete importantes espécies de
plantas medicinais quanto ao M. paranaensis, foi realizada em casa de vegetacdo, na
Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, no Distrito Federal.
Utilizou-se delinemaneto inteiramente casualizado com seis repeti¢des. As plantas foram
multiplicadas por estaquia e transplantadas para vasos de 2,5 L preenchidos com mistura
latossolo vermelho de cerrado mais areia, vermiculita e composto orgéanico, na proporc¢ao
3:1:1:1 respectivamente, mais a formulacéo 4-14-8, na dose de 100g para cada 40 L da
mistura. No momento de transplante as plantas foram inoculadas com 5.000 ovos de duas
populacdes do nematoides M. paranaensis (fenotipos de esterase P1 e P2). Apos 90 dias
de cultivo, foram colhidas as raizes das plantas para determinagdo do indice de galhas e
do fator de reproducdo. Houve diferenca de suscetibilidade a duas populacdes de M.
paranaensis entre os acessos testados, ndo havendo estatisticamente diferenga importante
na reacdo dos acessos em relacdo as populacoes testadas. Os acessos Pfaffia glomerata,
Hypericum perforatum e Melissa officinalis apresentaram-se como hospedeiros altamente
suscetiveis as duas populacbes de M. paranaensis. Pogostemon cablin apresentou-se em
situacdo intermediaria podendo ser classificado apenas como suscetivel. Artemisia annua
e Catharanthus roseus apresentaram-se como altamente resistentes e Cordia verbenacea
como resistente. Catharanthus roseus distinguiu-se por apresentar elevado indice de
galhas, porém sem permitir a multiplicacdo do nematoide. Ensaios de suscetibilidade de
espécies vegetais ao nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), a fim de garantirem
resultados confiaveis, devem ser feitos com plantas novas que possuam raizes recém
desenvolvidas e apresentem raizes secundarias e pelos radiculares. A segunda etapa, que
teve por objetivo avaliar a velocidade de enraizamento de estacas de sete acessos de
plantas medicinais, em leito de areia visando obter informacbes Uteis para um
estabelecimento de um cronograma de producdo de mudas para ensaios com nematoides
do género Meloidogyne. O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, em casa de vegetacdo de novembro a fevereiro de
2016. As estacas foram avaliadas aos 20, 30, 40 e 50 dias ap6s a implantacdo e foram
atribuidas notas de enraizamento conforme escala propria visando ensaios com
nematoides do género Meloidogyne. Estacas das espécies medicinais Artemisia annua;
Catharanthus roseus, Cordia verbenacea; Hypericum perforatum; Melissa officinalis;
Pfaffia glomerata; Pogostemon cablin produziram mudas viaveis para ensaios com
Meloidogyne spp. As espécies diferiram guanto a sobrevivéncia, eficiéncia e velocidade
de enraizamento das estacas em areia. Elegeu-se um prazo médio de 30 dias para que 0
volume de raizes das estacas das espécies testadas estivesse em condicdes de ser
inoculado com ovos e juvenis de Meloidogyne spp. Estacas de todas as espécies testadas
mostraram-se resistentes ao transplante apds iniciado o enraizamento.

Palavras chave: nematoide das galhas; plantas medicinais; suscetibilidade; propagacao.



ABSTRACT

Meloidogyne paranaensis was characterized and described by Carneiro et al. as a new
species in 1996. The first reports demonstrate the high virulence causing coffee plants in
the State of Parand and S&o Paulo, especially the other species of nematodes for their
aggression and strong damage to the root system of coffee. Recently, the species began
to search for medicinal plants in Brazil. The first stage, which aimed to test the important
reaction of seven species of medicinal plants as the M. paranaensis was held in a
greenhouse at the Experimental Station of Biology of the University of Brasilia, the
Federal District. Was used delinemaneto completely randomized with six replications.
The plants were multiplied by cuttings and transplanted into pots filled with 2.5 L of
cerrado oxisol mix more sand, vermiculite and compost in the ratio 3: 1: 1: 1 respectively,
plus the formulation 4-14-8, at a dose of 100g to each 40 | of the mixture. At the time of
transplanting the plants were inoculated with 5000 eggs to two populations of the
nematode M. paranaensis (esterase phenotypes P1 and P2). After 90 days of culture, the
roots of plants to determine the gall index and reproduction factor were harvested. There
was susceptibility difference to two populations of M. paranaensis between the tested
access, with no statistically significant difference in the reaction of access in relation to
the populations tested. The Pfaffia glomerata access, Hypericum perforatum and Melissa
officinalis presented themselves as highly susceptible hosts to two populations of M.
paranaensis. Pogostemon cablin performed in intermediate situation can be classified
only as susceptible. Artemisia annua and Catharanthus roseus presented themselves as
highly resistant and Cordia verbenacea as tough. Catharanthus roseus is distinguished
by a high index of galls, but without allowing the multiplication of the nematode.
Susceptibility testing of plant species to root-knot nematode (Meloidogyne spp.) in order
to ensure reliable results must be written with new plants that have newly developed roots
and provide secondary roots and root hairs. The second stage, which was to evaluate the
speed of rooting cuttings seven accessions of medicinal plants in sand to obtain useful
information for establishing a seedling production schedule for trials with nematodes of
the Meloidogyne genre. The experiment was conducted at Experimental Biology of the
University of Brasilia Station in November greenhouse to February 2016. The cuttings
were evaluated at 20, 30, 40 and 50 days after implantation and rooting notes were
assigned as own scale aiming trials with nematodes of the genus Meloidogyne. Cuttings
of medicinal species Artemisia annua; Catharanthus roseus, Cordia verbenacea;
Hypericum perforatum; Melissa officinalis; Pfaffia glomerata; Pogostemon cablin
produced viable seedlings for testing with Meloidogyne spp. The species differed in
survival, efficiency and rooting rate of cuttings in sand. He was elected an average period
of 30 days for the root volume of the cuttings of the species tested were able to be
inoculated with eggs and juveniles of Meloidogyne spp. Cuttings of all species tested
showed resistance to transplantation after initiation of rooting.

Key words: root-knot nematode; medicinal plants; susceptibility; propagation.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma das mais antigas praticas da
humanidade, seja no tratamento, cura ou prevencdo de doencas (VEIGA JUNIOR,;
PINTO, 2005). Mesmo com o0s avangos da medicina moderna, estima-se que cerca de
80% da populagdo mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais. A
Organizacdo Mundial de Saude vem ressaltando a necessidade do estabelecimento de
normas para a qualidade dos medicamentos de origem vegetal, uma vez que seu consumo
vem aumentando consideravelmente nas Ultimas décadas, assim como o numero de
espécies utilizadas, sem que haja controle efetivo sobre seus efeitos colaterais
(GONGALVES, 2009; PETENATTI et al., 2011).

O Brasil é um dos paises que possui maior biodiversidade do mundo, ja que dos
1,4 milhdes de organismos catalogados, 10% encontram-se no pais. Pode-se afirmar que
até os dias atuais o conhecimento sobre a utilizacdo das plantas medicinais pertence a
populacdo, que possui como tradicdo o uso dessas plantas para atendimento de suas
necessidades basicas em saiude (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013). Para a
populacdo, de modo geral, o uso de plantas medicinais € visto como uma prética
integrativa a utilizacdo de medicamentos de fabricacdo sintética, ja que os Ultimos sdo
considerados agressivos ao organismo e financeiramente menos acessiveis. A utilizacédo
e automedicacdo com plantas medicinais e derivados se deve, principalmente, ao seu
baixo custo e ao seu facil acesso a populagdo (LIMA et al., 2015).

Até o final do século 20, a descoberta e comprovacdo cientifica dos principios
ativos de origem vegetal e os avancos tecnoldgicos para o isolamento da estrutura das
plantas permitiram que, em média, 38% das novas drogas produzidas por meio de quimica
farmacéutica, sintese organica e processos biotecnolégicos fossem baseadas em plantas
medicinais (FOGANHOLI, 2012). Assim, o aumento regular do mercado de produtos
naturais foi estimado em aproximadamente 22% ao ano, em decorréncia da grande
demanda por aditivos quimicos e aromatizantes para a industria de alimentos; por
materia-prima para producdo de medicamentos e por substancias volateis e Oleos
essenciais para a fabricacdo de cosmeticos (STROZE, 2013).

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas, o0 mercado mundial de produtos
naturais (derivados de plantas, 6leos essenciais, temperos, chas, etc.) envolve cerca de 60

bilhGes de ddlares por ano e apresenta uma demanda crescente de 7% ao ano. Envolve 3
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mil espécies, das quais 900 sdo cultivadas ou estdo em processo de domesticacdo e
movimenta cerca de 400 mil toneladas de plantas por ano (EMBRATER, 2015). Do total
de medicamentos consumidos, cerca de 40% sdo de origem natural, gerando em torno de
100 mil empregos diretos ou indiretos (MONACO et al., 2011). Estima-se que 82% da
populacdo brasileira utilize produtos a base de ervas (NASCIMENTO et al., 2007).
Apesar disso, até 2006, apenas de 10 a 15% de todas as espécies de plantas medicinais
haviam sido investigadas (ALVES et al., 2014).

Acredita-se que o conhecimento popular subsidiou ao desenvolvimento de mais
de 70% dos medicamentos derivados de plantas. Nos anos 80, o desenvolvimento da
pesquisa cientifica resultou na identificagdo de 121 compostos de origem vegetal,
provenientes de 95 espécies de plantas. A maioria deles se inclui na atual terapéutica dos
paises ocidentais. Atualmente, metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo
tém sua origem em metabolitos secundarios de origem vegetal (MARTINAZZO et al,
2013).

Assim, ndo € de admirar que industrias farmacéuticas multinacionais
continuem no século 21 a investir fortemente em pesquisa e patenteamento de novas
substancias naturais e extratos padronizados a partir do estudo da estrutura e propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas de plantas, ja que estas "sdo uma fonte importante de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para
a sintese de um grande namero de farmacos". Na defesa de sua competitividade, essas
organizagbes vém administrando plantacfes préprias nos paises em desenvolvimento
para posterior comercializagdo das mesmas no mercado externo (FOGANHOLI, 2012, p.
25).

Diante desse quadro, verifica-se que os paises em desenvolvimento, pouco
preparados tecnologicamente para concorrer no mercado internacional, participam do
mesmo como principais cultivadores de plantas medicinais e como produtores de 6leos
brutos ou essenciais, permanecendo em situacdo de dependéncia dos farmacos
importados ou dos produzidos pelas multinacionais instaladas nestes, 0s quais sao
comercializados a pregos muito superiores aos praticados em seus paises de origem
(FOGANHOLLI, 2012).

H& um risco no fornecimento de matéria-prima derivada de plantas
medicinais, aromaticas e condimentares visto que as areas onde estas plantas se
desenvolvem naturalmente vém sendo reduzidas pelas pressdes exercidas pelo

desmatamento, agricultura e urbanizagdo, entre outros. Entretanto, ndo existe area
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cultivada suficiente para atender toda a demanda. Certas espécies mais populares para
consumo e de baixa ocorréncia em ambientes naturais estdo cada vez mais escassas.
Cientistas, industrias e organiza¢fes ambientalistas estdo em consenso que uma das
iniciativas para reduzir a pressdo sobre o ambiente e preservar 0s recursos genéticos € o
desenvolvimento de sistemas que permitam o uso sustentavel das espécies exploradas,
por meio de cultivo com base em pesquisas agrondmicas, visando produzir matéria-prima
com qualidade e em quantidade (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013).

Vale observar que, até o final da década de 90, somente 35% da producdo dos
Oleos essenciais foi proveniente de espécies cultivadas. Essa situacdo justifica a
preocupacao de pesquisadores e ambientalistas com a exploracao direta, predatoria e por
extrativismo das espécies de plantas medicinais e o surgimento de politicas publicas de
incentivo ao cultivo e diversificacdo da producao de 6leos essenciais para diminuicao das
importacdes de farmacos (BAIDA, 2010).

Por isso é importante o esforco na diversificacdo do cultivo das plantas
medicinais, levando em consideracdo seus aspectos genéticos, ecoldgicos e fisioldgicos.
Busca-se matéria prima de qualidade para a producéo de farmacos: com maior quantidade
de substancias ativas, isenta de residuos e com boas condi¢des sanitarias. Quando o
cultivo se d& mediante assisténcia técnica, em locais, épocas e zoneamento adequados,
utilizando-se variedades ou hibridos que tenham caracteres desejados, fazendo um bom
manejo das condicBes do solo, das préaticas agricolas, com um controle de pragas e
doencas e utilizando as técnicas de colheita, secagem e armazenagem corretas,
fundamentais para manter o principio ativo das plantas, entdo pode-se esperar menor
custo, maior produtividade e melhor qualidade. Dessa forma, o impacto da matéria prima
sobre o custo do processo de producdo de farmacos podera ser menor e atender a
expectativa do mercado de obter medicamentos baratos para a populacdo de baixa renda
e programas sociais de salde, ainda que o prego final tenda a ser proximo ao dos
medicamentos sintéticos (FOGANHOLI, 2012; STROZE, 2013).

Dentre os problemas fitossanitarios que acomentem as plantas medicinais
destacam-se a presenca de fitonematoides, que podem comprometer tanto qualitativa
quanto quantitativamente as propriedades farmacoldgicas e produgdo destas plantas
(MONACO et al., 2011). Para que se atinja um cultivo de qualidade, conhecer as espécies
de nematoides presentes na area de cultivo é fundamental, para que as medidas de controle
sejam efetivas. Nematoides vém causando, de maneira geral, os seguintes distarbios

diretos as plantas: formacdo de galhas; redugdo do nimero de raizes; exposicdo a
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enfermidades fungicas e bacterianas; hospedagem e aumento das populacdes desses
parasitas no solo; comprometimento de suas propriedades farmacoldgicas e até a morte
das plantas. Dentre os fitonematoides constatados parasitando plantas medicinais,
destacam-se os do género Meloidogyne (STROZE, 2013).

Espécies do género Meloidogyne vém causando limitagcdes substanciais na
producdo de vérias culturas como o café, algoddo, cana-de-agucar, soja, hortalicas,
frutiferas e olericolas. Entre as principais espécies estdo: Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood, M. incognita (Kofoid; White) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M.
hapla (Chitwood), M. exigua (Goeldi) e M. coffeicola (Lordello). Entretanto, outras
espécies de nematoides das galhas vém apresentando importancia crescente como € o
caso do Meloidogyne paranaensis que tem causado prejuizos nas culturas de café dos
Estados de Sdo Paulo e Parand (FOGANHOLLI, 2012).

A qualidade das plantas medicinais e aromaticas é obtida durante todo o0 processo
produtivo e vai desde a identificacdo botanica, escolha do material vegetal, época e local
de plantio, tratos culturais até a determinacdo da época de colheita e cuidados na colheita,
de modo a se obter o maximo da qualidade para o produto (MARCHESE, 2005).

A propagacdo vegetativa tem se tornado comum para muitas espécies
comercialmente importantes, e a tecnologia de enraizamento de estacas € o procedimento
mais econémico na propagacdo em larga escala (SANTOS et al., 2007). Essa técnica é
uma importante ferramenta para o melhoramento de espécies lenhosas e herbaceas, e pode
ser utilizada em espécies com importancia econdmica e medicinal. A estaquia é um
método de propagacdo vegetativo amplamente utilizado. Entretanto, sua viabilidade é
dependente da capacidade de formacdo de raizes, da qualidade do sistema radicial e da
capacidade da planta de se desenvolver na aclimatizacdo (BETTONI et al, 2010).

Além dos aspectos fitossanitarios, € importante se ter maior uniformidade e
manter as caracteristicas genéticas da planta doadora, por isso, mesmo que a planta possa
ser propagada sexualmente, a propaga¢ado vegetativa tem inimeras vantagens por ser uma
técnica simples, rapida, barata e produzir muitas mudas em espaco reduzido. Trabalhos
de domesticacdo de plantas medicinais sdo escassos ou inexistentes para a maioria das
espécies, sendo necessario o desenvolvimento de estudos relacionados & adaptagdo dessas
plantas as condic¢des de cultivo, principalmente em virtude do aumento da demanda por
parte das industrias farmacéutica e cosmética (COSTA et al., 2007).

O interesse em pesquisas cientificas relacionadas a métodos de propagacéo,

identificacdo de compostos quimicos e aplicacGes terapéuticas das plantas medicinais tém
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se intensificado, possibilitando a realizacdo de estudos em plantas utilizadas na medicina
popular e a selecdo de espécies que detenham propriedades medicinais (SANTOS et al.,
2007). Dentre esses estudos, os ensaios de suscetibilidade de espécies vegetais ao
nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) sdo importantes e devem ser feitos com plantas
novas, que apresentem raizes secundarias e pelos radiculares recém desenvolvidos para
se obter resultados confiaveis. Para que o ensaio seja bem suscedido, a uniformidade das
mudas deve ser a condigdo primordial, porém, a capacidade de regeneracdo do sistema
radicular em estacas de plantas varia conforme a espécie pesquisada. Desta forma, a
propagacdo vegetativa de todos 0s acessos envolvidos no ensaio devem ser feitas,
periodicamente, no sentido de se selecionar mudas, que muito embora ndo sejam da
mesma idade, estejam no mesmo estagio de enraizamento.

Partindo desse contexto e da problematica que envolve a defesa das areas
cultivadas com plantas medicinais, a presente dissertacdo tem por objetivo contribuir para
aumentar o conhecimento sobre a reacdo de sete espécies de plantas medicinais em
relacdo ao Meloidogyne paranaensis e avaliar a velocidade de enraizamento dessas
plantas (Artemisia annua L., Catharanthus roseus (L.) G. Don, Cordia verbenaceae DC.,
Hypericum perforatum L., Melissa officinalis Lam., Pfaffia glomerara (Spreng.)
Pederson e Pogostemon cablin (Blanco) Benth).

Diante do valor terapéutico e comercial que as plantas medicinais tém para a
melhoria da qualidade de vida da sociedade, justifica-se o objetivo, o qual se fortalece na
medida em que contribui para a pesquisa ainda escassa sobre a reacdo de plantas
medicinais aos nematoides de galhas, tanto quanto para a mobilizacdo de setores da
ciéncia, da economia e da sociedade. Um esforco em conjunto deve ser desenvolvido
entorno de pesquisas multidisciplinares nas areas de quimica, medicinal, farmacéutica,
bioldgica, botanica e agrondmica, de forma que se consiga garantir aos usuarios eficacia

e qualidade dos farmacos ofertados no mercado brasileiro (STROZE, 2013).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo descritas como todo e qualquer vegetal que possui, em
um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semisintéticos (MONTANARI JR., 2002). Por sua vez um
fitoterapico é descrito pela ANVISA, resolucdo RDC n° 48, de mar¢o de 2004, como:

medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficaicia e dos riscos de seu wuso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e
seguranga &  validada através de  levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacdes
tecnocientificas em publicaces ou ensaios clinicos fase 3. Ndo
se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua
composicdo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer
origem, nem as associacfes destas com extratos vegetais.
(ANVISA, 2004, p. 10)

O conhecimento do valor terapéutico das espécies vegetais vem sendo
transmitido, ao longo dos tempos, de geracao a geracdo, juntamente com suas aplicacoes,
formando um sistema medico, conhecido como tradicional. As plantas medicinais sdo
utilizadas pela fitoterapia de varias maneiras: por meio de chas, lambedores, garrafadas,
etc. O uso de remédios feitos com flores, frutas, folhas, raizes e tubérculos de
determinadas plantas € tdo antigo quanto os primordios da histéria da humanidade
(LEITE et al, 2015).

Plantas medicinais, preparacdes fitofarmacéuticas e produtos naturais isolados
representam um mercado que movimenta bilhGes de ddélares, tanto em paises
industrializados, como em paises em desenvolvimento (LIMA-SARAIVA et al., 2015).
Apesar de ndo existirem dados oficiais atualizados, Carvalho et al. (2008) afirmaram que
a FEBRAFARMA - Federacdo Brasileira da Industria Farmacéutica no Brasil, estimava
que esse mercado girava em torno de US$ 160 milhdes por ano. E o fator de atracdo foi
que o ritmo de crescimento das vendas internamente, foi mais de 15% anual, contra os

4% em que evoluiam as vendas dos medicamentos sintéticos e que em toda a cadeia



produtiva, o setor fitoterapico movimentava anualmente cerca de R$ 1 bilhdo. Em 2015,
a Associagdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterdpico, Suplemento Alimentar e de
Promocdo de Saude - ABIFISA (2016), publicou uma noticia em comemoragdo aos 30
anos da Herbarium, que € a primeira empresa a produzir fitoterapicos totalmente
brasileira, onde o gerente de marketing da marca, Bruno Gallerani, disse que o mercado
de fitoterapicos teve nesse ano, um crescimento de 7%, tendo um faturamento mundial
de US$ 44 bilhdes e que no Brasil esse crescimento foi na casa dos 10%, apenas no ultimo
semestre de 2015.

No Brasil, o contexto das plantas medicinais se aproxima ao dos paises em
desenvolvimento. Sabe-se que, até o inicio do século 21, apenas 8% das espécies vegetais
encontradas no pais foi estudada e que foram avaliadas as propriedades medicinais de
1.100 espécies (menos de 0,2% das especies), dentre as quais aproximadamente 54%
encontram-se registradas no Ministério da Saude e podem ser comercializadas. Por sua
vez, 0 segmento de produtos derivados de plantas medicinais ocupava aproximadamente
7% do mercado farmacéutico, o que significava um faturamento de cerca de 400 milhdes
de ddlares. Em relacdo a producdo de 6leos brutos ou essenciais, esta girava em torno de
13% da producdo mundial em toneladas ou 45 milhdes de dolares anuais, estando ainda
incapacitada para atender os padrdes de qualidade exigidos pelo mercado internacional,
principalmente por conta da falta de pesquisa e desenvolvimento nas areas de pré-
processamento e armazenamento das plantas medicinais. Em consequéncia, 84% de todos
os farmacos foram importados e 78% dos medicamentos produzidos no pais foram de
empresas multinacionais. O tema foi obrigatoriamente incorporado introduzido nos
cursos superiores somente nos anos 80 e formou pesquisadores insuficientes para a
dimensao da biodiversidade brasileira (FOGANHOLLI, 2012).

Alguns fatores poderiam explicar o aumento do uso de fitoterdpicos pela
populacdo, como o0s avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes, e também uma
forte tendéncia de busca pela populagdo, por terapias menos agressivas destinadas ao
atendimento primario a satde (MARTINAZZO et al, 2013). Embora a procura por esse
tipo de medicamento tenha crescido, na maioria das vezes 0s consumidores ndo sabem
sobre a possivel toxidade de produtos derivados de plantas medicinais. Essa toxidade
depende do nivel de contaminagédo do produto, da via de administracdo, da quantidade,
frequéncia e duracdo da ingestdo. Os remédios a base de plantas tem se tornado mais

populares nos tratamentos para estresse, ansiedade, deméncia e esquecimento, por
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demonstrarem seguranca e eficacia e apresentarem a mesma acao terapéutica com muitas
vezes menos efeitos colaterais, dependéncia ou tolerancia. A forma mais utilizada é a
infuséo de ervas (PETENATTI et al., 2011).

De 1981 até 2010, aproximadamente 75% dos agentes anti-infecciosos eram
produtos naturais ou derivados e 0s metabdlitos secundarios corresponderam a quase 50%
de todas drogas introduzidas no mercado farmacéutico (ALVES et al., 2014). Os
metabdlitos secundarios sdo responsaveis, na maioria dos casos, pelas atividades
bioldgicas das plantas medicinais. Os Gleos essenciais provenientes do metabolismo
secundario das plantas destacam-se pelas suas propriedades antibacterianas, analgésicas,
sedativas, expectorantes e estimulantes (STROZE, 2013). Os extratos vegetais sdo de
grande relevancia para a farmacéutica, visto que suas substancias ativas sao utilizadas na
obtencdo de farmacos (que sdo as substancias ativas isoladas), na obtencéo de adjuvantes,
ou seja, como produtos utilizados na formulacdo de medicamentos e na producdo de
fitoterapicos (SIMOES; SCHENKEL, 2001).

Devido as pressdes exercidas pelo desmatamento, agricultura e urbanizacéo, as
areas onde as plantas medicinais se desenvolvem naturalmente estdo reduzidas,
colocando em risco o fornecimento de matéria-prima derivada dessas plantas, visto que a
area cultivada ndo é suficiente para atender a demanda e que boa parte dessas plantas vem
do extrativismo. Por isso a importancia de estudos para desenvolvimento de sistemas que
explorem de forma sustentavel essas espécies, garantindo a producdo de matéria-prima
de qualidade e em quantidade (MONACO et al., 2011). O cultivo de plantas medicinais
ndo visa exclusivamente a producdo, mas também a um controle de qualidade
(concentracdo de principios ativos/peso).

Outros fatores essenciais para a manuten¢ao desses principios ativos e substancias
sdo as técnicas de colheita, secagem, armazenagem e fatores de sanidade dessas plantas
(FOGANHOLI, 2012). Problemas fitossanitarios, como os fitonematoides, podem
comprometer tanto quantitativamente como qualitativamente as propriedades
farmacoldgicas e a sua producdo, visto que causam danos diretos como a formacéo de
galhas e reducdo de raizes além de predisporem as plantas a doencgas fungicas e
bacterianas, o que reduz o rendimento das culturas e pode matar as plantas (STROZE,
2013).



2.1.1 Artemisia annua L.

A Artemisia annua é uma Asteraceae nativa de regides temperadas da Asia.
Mais de 30 espeécies do género foram estudadas por pesquisadores chineses, porém foi
confirmada a atividade antimalarica somente das espécies Artemisia annua L. e Artemisia
apiaceae Hance, combatendo o Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum, que séo
0s agentes etimoldgicos da malaria (CELEGHINI et al., 2009).

Utilizada ha mais de 2.000 anos na medicina popular, a moderna Farmacopeia
chinesa descreve as folhas secas da Artemisia annua como remédio para febre, incluindo
a malaria e indica como forma farmacéutica a infusdo. Normalmente, para o tratamento,
a dose varia de 4-9g de folhas secas para cada litro de agua fervente durante cinco a sete
dias. Segundo estudos clinicos, a eficacia do tratamento é de até 70% (SILVA et al.,
2012). Suas propriedades farmacéuticas incluem antitumoral, antiviral, anti-inflamatoria,
antibidtico, antitlcerogénica e antimalaria. E uma rica fonte de sesquiterpenos,
isoprendides, 6leos volateis, mono e diterpenos (MARQUES et al., 2006).

Seu metabdlito secundario mais caracteristico € uma lactona sesquiterpénica, a
artemisina, que possui grande importancia no tratamento de formas de maléria que séo
resistentes a terapias convencionais com drogas, como a cloroquina e mefloquina. O
residuo gerado na extracdo de artemisina apresenta atividade antiulcerogénica, devido ao
aumento da concentracdo de prostaglandinas na mucosa gastrica (CELEGHINI et al.,
2009). A artemisina, por possuir uma acdo rapida contra o Plasmodium vivax e o
Plasmodium falciparum, é eficiente no tratamento de casos de malaria cerebral.
(RODRIGUES et al., 2006).

Os niveis de artemisina variam principalmente devido a fatores genéticos,
porém podem variar dependendo da parte da planta, das condi¢fes de cultivo e das
variacOes sazonais e geogréaficas (SILVA et al., 2012).

A Artemisia annua foi introduzida no Brasil na década de 80 e vem sendo
objeto de estudos de melhoramento genético que resultaram na selecdo de genotipos com
alto rendimento de artemisina e que se adaptam bem em cultivos em regibes
intertropicais. O governo brasileiro vem financiando o Projeto Artemisia através de uma
bolsa da Rede Nacional de Malaria, 0 que proporcionou o cultivado em ecossistemas
amazonicos (SILVA et al., 2012).



A espécie reveste-se, portanto, de indiscutivel importancia em paises tropicais
onde a presenca da maléria ainda preocupa as autoridades da area da satde, o que é o caso
da Regido Centro-Oeste do Brasil.

2.1.2 Catharanthus roseus (L.) G. DON

A Catharantus roseus (Sin. = Vinca rosea Linn.) pertencente a familia
Apocynaceae (CANEL, 1998) é nativa da llha de Madagascar (MISHRA et al., 2006).
Encontra-se amplamente distribuida em todo o mundo por ter alta capacidade de
sobrevivéncia em uma variedade de habitats e por seu uso como planta ornamental (AL-
SHAGHA et al., 2015).

A decocgdo ou o sumo de suas folhas é utilizado na medicina popular para o
tratamento de diabetes. Suas folhas frescas tém sido aplicadas por médicos da Medicina
Ayurveda na india com bons resultados. Nammi et al. (2003) investigou o uso do suco de
folhas de Catharanthus roseus como hipoglicemiante em coelhos normais e diabéticos,
concluindo que o sumo de suas folhas provoca uma redugdo na glicose do sangue
comparavel com a glibenclamida, droga utilizada como referéncia. Esse resultado deveu-
se provavelmente ao aumento da secre¢do de insulina ou pode ter ocorrido por meio de
mecanismo extra- pancreético, provocado pela acdo do composto ativo da planta.

Suas raizes e folhas contém mais de 100 alcaloides, varios deles como grande
importancia econdmica (AL-SHAGHA et al., 2015). Dois desses alcaloides terpendides
isolados de Catharanthus roseus tém suma importancia na medicina - a vincristina e a
vimblastina-, e vém sendo utilizadas como agentes anticancerigenos devido a inibicdo da
metéfase da mitose celular (MISHRA et al., 2006; MELO; ALVARENGA, 2009). Porém,
esses alcaloides sdo produzidos em niveis extremamente baixos, levando a altos pregos
de mercado e baixa disponibilidade (MIETTINEN et al., 2014).

No Brasil a Catharantus roseus também é utilizada para controle de
hemorragias, escorbuto, para dores de dente e para cura e limpeza de feridas cronicas
(JOHNSON et al, 1963). Suas raizes sdo conhecidas por acumular ajmalicine e serpentina
que ajudam a controlar a pressao arterial e doengas cardiovasculares (VERMA et al.,
2014).

10



2.1.3 Cordia verbenaceae DC.

A Cordia verbenaceae D.C. (Sin.= Varronia curassavica Jacg.) € uma
Boraginaceae, conhecida popularmente como erva-baleeira, catinga-de-bardo, maria-
milagrosa e maria-preta (FEIJO et al., 2014).

Ocorre naturalmente ao longo de todo o litoral brasileiro. E um arbusto ereto,
perene, muito ramificado, que mede entre 1 e 3m. Por ter um crescimento vigoroso e
espontaneo, muitas vezes € considerada planta daninha. A parte utilizada séo as folhas na
forma de tintura, cha, macerado em &lcool, pomadas, cataplasmas, possuindo baixa
toxicidade (BLANCO, 2013). O seu cha ¢ bastante administrado na medicina popular por
seu efeito anti-inflamatdrio, analgésico, antiulcerogénico, antiartritico e ténico, sendo
também empregado como cicatrizante de feridas e Ulceras (SANTI et al., 2014).

A presenga de flavonoides, fendis e dleos essenciais, encontrados em estudos
fitoquimicos, confirmaram sua atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana e alergénica.
Os principais componentes do 6leo essencial da Cordia Verbenaceae sdo a-pineno
(29,69%) e trans-cariofileno (25,27%); outros componentes em concentracao
significativa sdo allo-aromadendreno (9,99%) e o-humuleno (4,64%) (FEIO et al.,
2014). A Artemina é seu principal flavondide, utilizado como anti-inflamatério e anti-
infeccioso de uso externo em ferimentos e contusdes (AMEIRA et al, 2009).

Em 2004, foi aprovado no Brasil o primeiro registro de anti-inflamatério topico,
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Ele é feito a partir do dleo essencial da
Cordia verbenaceae e tem como principio ativo o a-humuleno (FENO et al., 2014).

2.1.4 Hypericum perforatum L.

Dentro da familia Hypericaceae, o género Hypericum Linn. compreende mais
de 450 espécies, sendo o Hypericum perforatum a espécie mais representativa delas.
Conhecido popularmente como erva-de-Sdo-Jodo, hipérico, orelha-de-gato, alecrim-
bravo, arruda-de-S&o-Paulo, arrudado-campo, milfurada e St. John's Wort (ALVES et al.,
2014), é uma planta herbacea, perene, originaria da Europa, Asia e do Norte da Africa,

bem adaptada a regides temperadas (SOUZA et al., 2006).
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Na maioria dos preparos farmacéuticos utiliza-se a parte aérea dessa planta
(BUFALO, 2007). Possui efeitos cicatrizante, antidepressivo, antiviral, antimicrobiano,
antioxidante, antitumoral, anti-inflamtério, antifingico e nefroprotetor (SOUZA et al.,
2006; FIGUEIRO et al., 2010).

A hipericina é o principal componente do Hipérico, um metabolito secundario,
que atua na inibicdo da enzima monoamino oxidase (MAO), que é responsavel pela
degradacdo de neurotransmissores, possuindo, portanto, efeito antidepressivo. Seu
extrato vem sendo utilizado principalmente contra depressbes com graus leves e
moderados, que hoje acometem de 2 a 5% da populagdo mundial (SOUZA et al., 2006).

Apos diversos testes clinicos, foi confirmada a efetividade dos extratos aquosos
do hipérico contra a depressdao, sendo tdo efetivos quanto os antidepressivos
convencionais, tendo ainda a vantagem de produzir menos efeitos colaterais. Devido a
grande quantidade de metabdlitos secundarios, a composicao quimica do Hipérico vem
sendo bastante estudada. Ela possui ao menos dez classes de compostos biologicamente
ativos, dentre eles antraquinonas/naftodiantronas, derivados de floroglucinol,
flavonoides, biflavonas, xantonas, 6leos volateis, aminoacidos, vitamina C, cumarinas,
taninos e carotenoides. O periodo da colheita, as condi¢cBes ambientais, 0 processo de
secagem e 0 armazenamento influenciam diretamente na concentragao e proporgao desses
constituintes na planta (ALVES et al., 2014).

2.1.5 Melissa officinalis LAM.

Melissa officinalis é uma Lamiaceae, originaria da Asia e sul da Europa.
Cultivada em paises de clima subtropical e temperado, é conhecida popularmente como
melissa, erva cidreira verdadeira, citronela, cha da Franca e melissa romana (SODRE et
al., 2013). E uma erva perene que apresenta um sabor de limao (SILVA et al., 2005).

Utilizada pelos homens desde a Grécia antiga, suas folhas, preparadas como
chd, sdo indicadas como calmante, no combate as dores de cabeca, gases, colicas
intestinais e em infec¢des virais tais como gripe, herpes, caxumba e varicela, além de ser
utilizada como repelente de insetos (SODRE et al., 2013). Alguns estudos tém

demonstrado seus efeitos anti-tumorais e neuroprotetores (PEREIRA et al., 2009).

12



Analises feitas no seu 6leo essencial demonstraram que seus principais
compostos sdo o citronelal e o citral, seguidos por B-cariofileno, germacreno D, ocimeno
e citronellol (SILVA et al., 2005). Possui também mucilagem, taninos, saponinas e
resinas, sendo que alguns destes compostos sdo principios ativos para producdo de
medicamentos e cosméticos (SODRE, et al. 2013). Especialmente o citral é responsavel
pela agdo relaxante da planta enquanto os monoterpenos pelo odor caracteristico do 6leo
(BRANDAO et al., 2014).

2.1.6 Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN

A Pfaffia glomerata, Amaranthaceae, € muito utilizada pelos indios brasileiros
para a prevencdo e cura de doencas. E conhecida popularmente como corango, suma,
paratudo, fafia, ginseng do pantanal e ginseng brasileiro, este tltimo devido a suas raizes
serem tuberosas e geralmente ramificadas como as do ginseng do Oriente (GOSMANN
et al, 2003; NASCIMENTO et al., 2007).

Essa espécie é quimicamente rica em saponinas triterpénicas, das quais se
destacam B-ecdisona, fitoecdisterdides e demais esterdides e triterpenos, sendo esses seus
principais compostos isolados (VIGO et al., 2004; KAMADA, 2009).

A planta teve, no Japdo, suas propriedades medicinais comprovadas
cientificamente como antidiarreico, bioenergético, tonico e afrodisiaco (GOMES, 2006).
Seu potencial medicinal é proveniente de componentes presentes nas suas raizes que
atuam na regeneracdo celular, na purificacdo do sangue, na inibicdo do crescimento de
células cancerigenas, na regulacdo das fun¢bes hormonais e sexuais e como antidiabético
(NASCIMENTO et al., 2007). Atua também como antirreumatico, antioxidante, anti-
inflamtorio e gastroprotetor (SERRA et al., 2012).

Com ocorréncia em todo o Brasil e paises limitrofes, a fafia € uma espécie
perene de clima tropical, embora possa adaptar-se ao subtropical, subarbustiva ou
arbustiva, medindo entre 0,5 e 2,5 m. Tipica de mata ciliar e de campos de inundacéo,
ocorre em orlas de matas, beiras de rios, capoeiras Uumidas e campos rupestres
(NASCIMENTO et al., 2007). A espécie desenvolve-se melhor em uma temperatura

média anual em torno de 22°C, com média das maximas de 32°C e média das minimas
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de 16,0°C; abaixo dessa temperatura, a planta paralisa seu desenvolvimento (ALVES,
2008).

E frequente no Cerrado e outros biomas do Mato Grosso do Sul, incluindo o
Pantanal, nas margens e ilhas do Rio Parand, Paranapanema e Ivai, entre Sdo Paulo, Mato
Grosso do Sul e Parana (BARBOZA et al., 2010).

Vale enfatizar que o Brasil exporta para o Japao cerca de 30 toneladas de raizes
de Pfaffia spp. oriundas de extrativismo, sendo o maior fornecedor mundial dessas raizes.
Porém, esse extrativismo desmedido vem causando uma diminui¢éo na variabilidade das
populacdes da planta além de danos ao meio ambiente. Estima-se que nos Gltimos sete
anos o0 consumo dessas raizes tenha aumentado entre 15 e 17% ao ano (GOMES, 2006).

Correa Jr. (2003) estudou as caracteristicas agrondmicas e fitoquimicas da Pfaffia
glomerata e sua interrelacdo socio-ambiental na planicie de inundacéo do rio Parana, onde
cresce espontaneamente. Os acessos foram coletados nos estados do Parana, Séo Paulo e
Mato Grosso do Sul. A maior produtividade de raizes, tanto em peso fresco, quanto seco,
foram alcancadas aos 12 e aos 14 meses. A maior produtividade, em peso seco, foi
alcancada na terceira colheita (12 meses), porém ndo houve diferencas significativas com
a 42 colheita, sendo recomendavel, nesse caso, que a colheita fosse realizada doze meses
apos o transplante. Quanto ao contetido de B-ecdisona verificou-se diferengas entre 0s
acessos e entre as épocas de colheita. A média geral obtida foi de 0,29%. O maior
contetdo de B-ecdisona foi obtido aos 12 meses. Aos 14 meses houve uma redugdo
dréastica no conteudo de B-ecdisona. Associando os dados de conteudo de -ecdisona aos
de producdo de biomassa, verificou-se que aos 12 meses o contedldo médio de -ecdisona

por planta (g) foi 171% superior do que aos 14 meses.

2.1.7 Pogostemon cablin (BLANCO) BENTH.

Pogostemon cablin (Blanco) Benth, € uma Lamiaceae, originaria do sudeste da
Asia, sendo extensivamente cultivada na Indonésia, Filipinas, Malasia, China e Brasil
(XU et al., 2015). E uma erva de habito perene com altura variavel entre 0,6 a 1,0 m e
filotaxia oposta com folhas ovaladas, adaptando-se em ambientes semi-sombreados. Seu
nome popular é patchouli (STORCK, 2013).
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O patchoulol, um sesquiterpeno oxigenado, além de regular a durabilidade do
odor, quando em conjunto com a-patchouleno regula também o aroma do 6leo essencial
de patchouli. Esse 6leo possui um forte odor balsamico amadeirado, com nuances
herbaceas e florais (SANT’ANA, et al., 2010).

O 6leo essencial produzido pelo patchouli € um dos materiais naturais mais
importantes utilizados na inddstria de perfumes, o que vem aumentando sua demanda
(CHEN, 2014). E extraido de suas folhas e empregado em perfumaria, como base e
fixador de suas fragrancias, e na cosmética, como matéria-prima na fabricacdo de
sabonetes, incensos, produtos de higiene oral e pds-barba (COSTA et al., 2013).

Também sdo conhecidas suas atividades aromaterapicas, antioxidantes,
inseticidas, repelentes contra insetos e antibacterianas contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococus pyogenes, Bacterium coli, Bacterium typhosum e
Mycobacterium tuberculosis (SANT’ANA et al., 2010). A parte aérea vem sendo
utilizada na China e nas regides circundantes para o tratamento do resfriado comum, dor
de cabeca, febre, vomitos, indigestdo e diarreia, bem como um agente antifungico (XU et
al., 2015).

Atualmente esta entre o0s 18 6leos essenciais com maior importancia comercial no
mundo. No Brasil, a indUstria Raros produz, beneficia e exporta 12 toneladas por ano
deste 6leo essencial (COSTA et al., 2013). Na Indonésia, um 6leo essencial de patchouli
com 35% de patchoulol é frequentemente misturado com um dleo mais barato, com
menor teor de patchoulol, importado da China, para reduzir o preco (SANT’ANA et al.,
2010).

2.2 NEMATOIDES

Os nematoides pertencem ao reino Animal (Animalia), filo Nemata ou
Nematoda. S&o invertebrados tipicamente vermiformes, pseudocelomados, néo
segmentados, de simetria bilateral, oviparos, didicos, com sistema digestivo e reprodutivo
completo. Em média medem de 0,1 a 4,0 mm de comprimento (FIORENTIN, 2010). As
vantagens evolutivas dos nematoides permitiram que esses organismos explorem varias
fontes de alimentacdo, sendo classificados nos seguintes grupos troficos: fitoparasitas

(plantas), fitéfagos (algas), micéfagos (fungos), bacteriéfagos (bactérias), predadores
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(nematoides e outros micro-invertebrados), onivoros (habito alimentar variado) e
zooparasitas (animais) (CARES et al., 2006). Os grupos mais abundantes s&o os fitéfagos
e 0s bacteriéfagos. Os fitonematoides tém interacbes complexas com suas plantas
hospedeiras, resultando, via de regra, em mudancas morfologicas e de desenvolvimento
em ambos os organismos (FIORENTIN, 2010).

Seu deslocamento no solo é bem limitado, ndo passando de centimentros,
motivo pelo qual, inicialmente, ocorre em reboleiras. Sua principal forma de
disseminacdo é pelo escorrimento da agua da chuva ou de irrigacdo e consequente
transporte da agua. A acdo do homem também é importante para sua disseminacéo através
de mudas e implementeos agricolas contaminados (FOGANHOLLI, 2012).

Os nematoides fitopatogénicos sdo de grande importancia para agricultura
mundial devido as perdas significativas que causam em culturas de elevada importancia
econbmica. Seu controle é muito dispendioso e eleva significativamente os custos
acarretando em reducdo dos lucros dos produtores (SANTQOS, 2011).

O manejo de fitonematoides pode ser feito através do uso isolado ou conjunto dos
seguintes métodos: a) alqueive que é a auséncia de hospedeiras ou qualquer outra planta
por um periodo de tempo; b) rotacdo de culturas utilizando plantas ndo hospedeiras ou
plantas armadilhas; ¢) barreiras sanitarias com fiscalizacdo de fronteiras; d) inundacéo do
solo por pelo menos dois meses; e) solarizagdo do solo por dois a trés meses; f) controle
bioldgico através do uso de antagonistas bacterianos e fungicos; g) controle quimico
utilizando-se nematicidas, h) biocidas; e i) uso de cultivares resistentes (CARES et al.
2006; FOGANHOLLI, 2012).

As medidas mais recomendadas vém sendo o uso de cultivares resistentes, a
rotacdo de culturas e o controle quimico. Porém, para qualquer desses métodos existem
inconvenientes. O método ideal € o emprego de plantas resistentes, 0 que nem sempre é
possivel, pois é dependente de variedades que combinem resisténcia com caracteristicas
agrondmicas desejaveis. A rotacdo de culturas nem sempre é desejada pela inviabilidade
econbmica das culturas recomendadas, embora algumas sejam empregadas como adubo
verde. O controle quimico apresenta baixa eficiéncia e os efeitos do seu uso podem gerar
a intoxicacdo de pessoas e animais, o desequilibrio na biologia do solo e a degrada¢éo do

meio ambiente, além de deixar residuos nos produtos agricolas (FOGANHOLI, 2012).
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2.2.1 GENERO MELOIDOGYNE

O Filo Nemata compreende espécies de vida livre no solo, em agua doce e no
mar e 0s parasitas do homem, dos animais e das plantas (GOMES, 2006). Uma pequena
parte desse filo corresponde as espécies conhecidas como nematoides formadores de
galhas do género Meloidogyne Goeldi, 1887 (FOGANHOLLI, 2012).

As espécies do género Meloidogyne séo conhecidas como nematoides de raiz e
estdo entre os parasitas economicamente mais importantes, pois possuem ampla
distribuicdo geogréfica, muitas vezes interagem com outros patogenos de plantas
formando complexos de doencas, sdo de dificil controle e causam queda na producéo e
na qualidade de varias culturas economicamente importantes (MONACO et al., 2009;
STROZE, 2013).

No Brasil, diversas espécies de Meloidogyne vém causando prejuizos a
produtividade de varias culturas, entre elas as de café, cana-de-agUcar, algoddo, soja,
frutiferas, hortalicas e olericolas. Sdo elas: M. incognita (Kofoid; White) Chitwood, M.
javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M. exigua (Goeldi), M. hapla
(Chitwood), M. coffeicola (Lordello) e, mais recentemente, M. paranaensis, M.
enterolobii (=M. mayaguensis) e M. ethiopica (FOGANHOLLI, 2012).

Os nematoides formadores de galha sdo endoparasitas obrigatorios, sedentarios
e que possuem como caracteristica o dimorfismo sexual. As diferencas na forma do corpo
das fémeas e machos séo estabelecidas durante o desenvolvimento pos-embrionério. As
espécies de Meloidogyne apresentam o mesmo ciclo de vida, porém a diferenciacdo
sexual, a reproducéo e a fecundidade dos mesmos sdo afetadas por fatores ambientais e
pela espécie vegetal a qual estdo associados (MOURA, 1996; GOMES, 2006; STROZE,
2013). O ciclo de vida consiste em seis estadios de desenvolvimento: ovos, juvenis (J1,
J2, J3, Ja) e adulto. O ovo unicelular é depositado pela fémea e seu desenvolvimento ocorre
poucas horas apds a oviposicdo até a formacdo do juvenil de primeiro estadio (J1), que ao
trocar de cuticula, ainda no interior do ovo, torna-se juvenil de segundo estadio (J.).
Ocorre entdo a eclosdo dos Jos que migram no solo a procura de raizes de plantas
suscetiveis para hospeda-los (STROZE, 2013). Nesse momento o0 J. € mével, vermiforme,
infectivo e migra atraido por substancias que emanam das plantas (GOMES, 2006).

A penetracdo nas raizes ocorre na regido adjacente a coifa ou nos primordios

de raizes laterais através da perfuracdo pelo estilete. Achando um sitio de alimentac&o no
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parénquima vascular, os juvenis de segundo estadio (J2) injetam substancias que
modificam algumas células préximas a regido dos vasos condutores, originando as células
gigantes. Essas células vdo aumentando de tamanho e passam a fornecer alimento aos Jo,
como células nutrises. O parasita permanece paralelo ao eixo principal da raiz, com o
corpo imerso entre as células do cortex e, com a regido cefalica em contato com a periferia
de elementos vasculares, tornando-se sedentarios. Entdo, sofre mudangas morfoldgicas,
passando por trés ecdises: a primeira para se tornar juvenil de terceiro estadio (J3), a
segunda para juvenil de quarto estadio (J4) e a Gltima para se tornar adulto (GOMES,
2006; MORITZ et al., 2008; STROZE, 2013).

J25 iniciam o processo de Memeatoides se desenvolvem
alimentagio apds injetarem as “ em J3, J4 e adulios, As galhas
secreqies das glandulas __1.-"{'1-! s8o formadas em repostas ag
esogageanas células, formada - ﬁ"n " paragitismoe do nemaltoide

as "células-gigantes” ] :_. :?‘/'

'}sﬁ

i s

migram para a drea de
alongamento celular

AL

e Owas sdo depositados
“ Juvenis infectives (J2) T Y

£30 atrafdos para as fora de corpo de fémea
ralzes em cresimento

Primeio estédio juvenil

'j‘;-@ {J1) passa por ecdise ety A R
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Fd Vo i 't:;iﬂ/ Fémeas adultas produzem
- " L o mais de 1000 ovos. Macho
Ovo - il J,.-' néo s8o necessirios na
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> vezes 580 encontrados

Ciclo de vida do nematoide das galhas

Figura 1 - Ciclo de vida do nematoide formador de galhas Meloidogyne
Fonte: Brewster, V. (apud MITKOWSKI, N.A.; ABAWI, G.S., 2003)

E durante o desenvolvimento pos-embrionario que o sistema reprodutivo é
desenvolvido e as gonadas funcionais crescem. A mudanca de forma nos machos ocorre
durante o quarto estadio juvenil (Js), quando sofre uma metamorfose e seu corpo se alonga
ficando vermiforme. ApoOs a Ultima ecdise, 0s machos emergem inteiramente
desenvolvidos, ndo se alimentam, saem da raiz e movem-se livremente pelo solo. O

macho pode procurar por uma fémea e acasalar-se ou permanecer no solo até a morte, o
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que varia conforme o tipo de reproducéo da espécie - se € anfimixia ou partenogénese. A
maior parte das espécies € partenogenética. A fémea, apos a ultima ecdise, volta a se
alimentar e permanece sedentaria durante o restante de sua vida. As fémeas adquirem
forma piriforme e comegam a postura de ovos em um anico local da raiz entre trés e seis
semanas apos a infeccao, dependendo da espeécie, da planta e das condi¢cdes ambientais,
formando uma massa de ovos envolta por uma matriz gelatinosa. Cada massa contém em
média de 400 a 500 ovos. Essas massas podem ser internas, quando formadas em meio
ao parénquima cortical, ou externas, quando formadas na superficie da raiz. As fémeas
produzem ovos por trés meses e, depois de cessada a producdo, podem viver um pouco
mais, enquanto os machos vivem apenas semanas (GOMES, 2006; SANTOS, 2011).

A duracdo do ciclo de vida das espécies do género Meloidogyne é afetada pela
temperatura, umidade, tipo de solo, préaticas culturais e planta hospedeira. Geralmente
esses nematoides completam seu ciclo de vida sob temperatura de 27°C, entre 22 a 30
dias. Suas espécies cessam por completo suas atividades vitais em temperaturas
superiores a 40°C ou inferiores a 5°C. A temperatura pode influenciar tanto a
embriogénese, o desenvolvimento, a eclosdo, a mobilidade e a distribuicdo geografica do
nematoide, como também o crescimento do hospedeiro, causando modificacGes
morfolégicas e fisiologicas (FOGANHOLI, 2012; STROZE, 2013).

O estilete e as glandulas esofageanas secretoras sao estruturas
especializadas essenciais ao parasitismo. O estilete é utilizado para perfurar a parede
celular das células vegetais e para injetar proteinas e carboidratos produzidos pelas
glandulas esofageanas no interior da célula. Essas secre¢Oes provavelmente sdo
responsaveis pela formacdo das células gigantes que se tornam hipertrofiadas e
multinucleadas (GOMES, 2006).

As células gigantes e as galhas sdo respostas distintas ao processo de infeccéo
ou infestacdo pelo parasita. A maioria das espécies de Meloidogyne induz a formacao de
galhas que sdo similares em sua morfologia. Galhas sé&o o tecido da raiz que sofre
hiperplasia e hipertrofia para envolver o nematoide e as células gigantes, o que acaba por
distorcer as caracteristicas estruturais da raiz. Essas aparecem normalmente de 1 a 2 dias
apos a penetracdo dos juvenis de segundo estadio. As galhas podem ser formadas antes
das células gigantes ou mesmo na auséncia delas e a sua formacao nédo é essencial ao
desenvolvimento dos fitonematoides (GOMES, 2006; STROZE, 2013).

As células gigantes se desenvolvem nos tecidos do floema priméario e

parénquima adjacente. Acredita-se que sua formacdo se dé por repetidas divisdes
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celulares sincronizadas sem subsequente divisdo celular. Elas sdo essenciais ao
desenvolvimento e reproducdo do nematoide, visto que é a partir delas que estes obtém
alimentacdo (GOMES, 2006; STROZE, 2013).

A resisténcia a nematoides é definida por algum fator ou por uma combinacéo
de fatores da planta que inibem a reproducédo desses parasitas, como, por exemplo, pela
ma formac&o de células gigantes. Em plantas que séo altamente resistentes os parasitas
apresentam taxa de reproducdo muito restrita, enquanto que em plantas suscetiveis
apresentam alta taxa de reproducdo (MORITZ, 2008; STROZE, 2013).

As perdas causadas por esses nematoides vao muito além das perdas diretas, ja
que o seu controle onera significativamente a producdo, uma vez que as formas mais
utilizadas para controla-los sdo a rotacdo de culturas e o uso de nematicidas. E
imprescindivel se conhecer as espécies de nematoides presentes na area de cultivo para

se utilizar medidas de controle eficazes.

2.2.2 Meloidogyne paranaensis Carneiro et al.

Previamente confundido com Meloidogyne incognita (Kofoid; White) Chitwood,
identificado como bidtipo IAPAR, em 1996, M. paranaensis foi caracterizado e descrito
como uma nova espécie por Carneiro et al. (1996). Destaca-se pela sua agressividade e
forte dano ao sistema radicular, com elevado grau de depauperamento das plantas
(CARNEIRO et al., 2008). As raizes parasitadas por M. paranaensis apresentam
descascamento e rachaduras, com alguns pontos de engrossamento em que se mostram
lesBes necroticas e descorticacdo (CASTRO et al., 2008). Segundo Carneiro et al. (2000),
M. paranaensis se reproduz por partenogénese mitdtica e teve um aumento substancial
(70%) na sua distribuicdo no Parand, comparativa a M. incognita que sofreu uma reducao
de 30%. Chegou, em alguns casos, a inviabilizar o cultivo de café em areas contaminadas,
possuindo ampla disseminacéo nos Estados do Parané e S&o Paulo. H& também relatos de
sua ocorréncia em Minas Gerais - nos municipios de Patrocinio, Serra do Salitre, Piumhi
e na regido do Alto Paranaiba (CASTRO et al., 2003a). M. paranaensis foi detectado
também na Guatemala e Havai - Estados Unidos (CARNEIRO et al., 2004). Sua

hospedabilidade e reproducdo foram relatadas em plantas de café - Coffea arabica L.
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(CARNEIRO etal., 1996), erva mate - llex paraguariensis L. (SANTIAGO et al., 2000),
soja - Glycine max L. Merril (CASTRO et al., 2003b; ROESE et al., 2004; ROESE et al.
2007), aveia preta - Avena strigosa e aveia branca - Avena sativa (MORITZ et al. 2003a;
CARNEIRO et al., 2006a), milho - Zea mays L. (MORITZ et al., 2003b; CARNEIRO et
al., 2007), diversas plantas daninhas (ROESE; OLIVEIRA, 2004; MONACO et al.,
2008), mandioca - Manihot esculenta L. (CARNEIRO et al., 2006b), sorgo - Sorghum
bicolor (MORITZ et al., 2006), diversas gramineas (CARNEIRO et al., 2006c), trigo -
Triticum aestivum (SCHERER et al., 2006), hibridos de sorgo e cultivares de milheto
(CARNEIRO et al., 2007), em boldo - Plectranthus barbatus, poejo - Mentha pulegium
e alfavaca-cheirosa - Ocimum basilicum (MONACO et al., 2011) e em Aloe vera
(STROZE, 2013).

Carneiro et al. (2004) estudaram a diversidade de populacdes de Meloidogyne spp.
que parasitam as plantacGes de café no Brasil, América Central e Hawaii com base nos
fendtipos da enzima esterase (EST), morfologia e polimorfismo molecular. Dentre as
populagdes estudadas, seis amostras eram de M. paranaensis. Dessas, 4 isolados
amostrados no Brasil e Havai apresentavam o mesmo fenotipo P1 e as outras duas
amostras provenientes da Guatemala acarretaram na descoberta de um novo fenotipo Est
P2. Com relagdo ao polimorfismo da esterase, foi observada essa variabilidade intra-
especifica que em nivel enzimético é geralmente baixa. Isso se deve ao fato de que as
enzimas sdo produzidas através da expressao de genes gque sdo altamente conservados e
que representam apenas uma pequena parte do genoma total. Os estudos moleculares
mostraram que as duas populacbes EST P2 se agruparam separadamente das demais,
mostrando certa variabilidade filogenética. Recentemente, populacdes brasileiras com o
fenotipo de enzima Est P2 foram detectadas no Brasil, no Parana (Londrina) e em S&o
Paulo (Herculandia) e estdo sendo estudadas em projetos financiados pela Embrapa —

Café. (Regina Carneiro, inform. pessoal).

2.2.3 Meloidogyne spp.: reacdo em diferentes plantas medicinais

Reddy (1984) relatou os efeitos de M. incognita sobre o patchuli (Pogostemon
cablin) mediante a inoculagdo de 100, 1000, 10000 ovos/J, durante 180 dias. Houve uma

reducdo nos pesos de parte area e raiz. Ao nivel de inoculo inicial de 10.000 ovos/ J2,
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ocorreu a maior perda, sendo a reducdo de 15,9% e 27,9% para 0 do peso da parte aérea
e do peso da raiz respectivamente.

Mesquita et al. (1993) estudaram a suscetibilidade de plantas medicinais a
Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo. Cada planta foi inoculada com 6000 ovos
e juvenis e avaliada pelo nimero de galhas e de massas de ovos. Dentre as plantas
estudadas Melissa officinalis e Galinsoga parviflora foram consideradas altamente
suscetiveis; Eupatorium maximiliani, Chenopodium quinoa e Talinum triangulare como
suscetiveis; Cymbopogon citratus como moderadamente resistente; Pothomorphe peltata
e Pfaffia glomerata como resistentes; Lippia germminata como altamente resistente e
Bruophyllum calycinum, Gomphrena globosa, Mentha piperata, Spilanthes acmella e
Vetiveria zizanioides como imunes.

Haseeb; Pandey (1995) estudaram oito espécies de plantas medicinais e
aromaticas e avaliaram se eram hospedeiras ou ndo de M. incognita e M. javanica. Foram
avaliadas as seguintes plantas: Abelmochus moschatus, Artemisia annua, Artemisia
nilgarica, Bacopa monnieri, Jasminum humile, Paederia scandens, Tribulus terrestris e
Valeriana wallichii, Bacopa monnieri, Jasminum humile e Tribulus terrestris
apresentaram suscetibilidade a M. javanica e as demais espécies a M. incognita. A
Artemisia annua apresentou suscetibilidade a M. incognita, apresentando nivel de
infestacéo leve e galhas pequenas.

Walker (1995) avaliou vinte ervas quanto a reacdo ao Meloidogyne incognita raca
3 em casa de vegetacdo, dentre elas algumas espécies sao medicinais. Trinta dias ap0s o
plantio as plantas foram inoculadas com 600 ovos/Jz e 5.400 ovos/ J.. As ervas avaliadas
foram: Melissa officinalis L., Ocimum basilicum L., Nepeta cataria L., Matricaria
recutita L., Coriandrum sativum L., Anethum graveolens L., Foeniculum vulgare Mill.,
Hyssopus officinalis L., Lavandula augustifolia Mill., Origanum vulgare L., Mentha x
piperita L., Eruca vesicaria L., Rosmarinus officinalis L., Ruta graveolens L., Salvia
officinalis L., Satureja hortensis L., Origanum majorana L., Tanacetum vulgare L.,
Thymus vulgaris L. e Artemisia absinthium L. Apenas a Mentha x piperita, 0 Origanum
vulgare e Origanum majorana foram resistentes. As demais espécies foram suscetiveis
aos dois niveis de inéculo.

Maciel; Ferraz (1996) avaliaram as taxas reprodutivas de M. incognita raca 2 e
de M. javanica em oito espécies de plantas consideradas medicinais, inoculadas com 5000
0vos e juvenis, em de casa de vegetacdo. As avaliacGes foram feitas com base nos indices

de massas de ovos e nos fatores de reproducdo dos nematoides. Achillea millefolium (mil-
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folhas), Arctium lappa (bardana), Bryophyllum calycinum (folha-da-fortuna) e Crassula
portulacea (balsamo) foram hospedeiras desfavoraveis a ambas as espécies. Plectranthus
barbatus (boldo) e Polygonum hidropiperoides (poligono) foram eficientes quanto a
reproducdo das duas espécies. Achyrocline satureoides (macela) e Tropaeolum
majus (chagas) foram boas hospedeiras para M. javanica e ndo para M. incognita.

Karl et al. (1997) avaliaram a patogenicidade de M. javanica em Ocimum
basilicum var. basilicum, O. sanctum, Melissa officinalis e Argeratum conyzoides. O nivel
de infeccédo foi quantificado pelo numero de galhas e de massas de ovos expressos por
uma escala de 0 a 5. Todas as espécies foram altamente suscetiveis, recebendo indice 5
para galhas e massas de ovos (mais de 100 galhas e massas de ovos por sistema radicular).
Apenas O. basilicum var.basilicum mostrou-se intolerante ao nematoide, apresentando
reducao nos pesos fresco e seco da parte aérea em comparagao com as testemunhas.

Vinte e duas espécies de plantas medicinais foram testadas por Park et al.
(2004) quanto a hospedabilidade a M. hapla, em casa de vegetacdo, com base no indice
de galhas e no fator de reproducdo. Doze dessas espécies, ou seja, Angelica dahurica,
Arctium lappa, Astragalus membranaceous, Carthamus tinctorius, Codonopsis
lanceolata, C. pilosula, Coriandran sativum, Glycyrrhiza uralensis, Leonurus sibiricus,
Ligusticum tenuissimum, Ostericum koreanum e Peucedanum japonicum foram
registradas como suscetiveis a M. hapla. Trés espécies, Cassia tora, Coix lachryma-jobi
e Perilla frutescens foram imunes, ndo sendo encontradas galhas nem nematoide nessas
plantas. Cinco espécies, Achyranthes japonica, Atractylodes japonica, Hibiscus manihot,
Ricinus communis e Sophora flavescens foram consideradas resistentes. Scaber Aster e
Agastache rugosa foram tolerantes e hipersensiveis, respectivamente.

Gomes (2006) avaliou acessos de Pfaffia glomerata provenientes das colecdes
de plantas mantidas pela Universidade de Brasilia (UNB) e Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (CENARGEN) quanto a resisténcia a M. incognita raga 1. As plantas
foram obtidas por mini-estaquia e inoculadas com 5000 ovos e juvenis. Noventa dias
apos a inoculacdo aqvaliou-se os sistemas radiculares quanto aos fatores de reproducéo
(FR) e ao indice de galhas e de massas de ovos. Os acessos Sao Luis (MA), UFV (MG),
CENARGEN 1 (DF), Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e CENARGEN 2213-6
foram considerados altamente resistentes (FR<1); IAPAR (PR), CENARGEN 2216-10 e
CENARGEN 2216-16, como medianamente resistentes (FR entre 1,9 e 2,3);
CENARGEN 2217-10 e UFC (CE), suscetiveis (FR=10,0) e os acessos Farmacotécnica,
DF e CENARGEN 2217-9 como altamente suscetiveis (FR >80). Ficou assim
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demonstrada a possibilidade de uso de acessos resistentes para controle de M. incognita
em areas de cultivo. Gomes et al. (2010) encontraram aumentos na concentra¢do de B-
ecdisona, o principal componente farmacoldgico da Pfaffia glomerata, em raizes de
plantas infectadas por Meloidogyne incognita.

Moreira (2007) avaliou a suscetibilidade a M. incognita raca 2 de 30 espécies
(dessas, 20 espécies ornamentais e 10 medicinais). As espécies medicinais foram: Peumus
boldus Molina, Ocimun gratissimum L., Mentha arvensis L. var. piperascens Malinv. Ex
L.H. Bailey, Mentha x Vilosa Huds., Plectrathus amboinicus (Lour.) Spreng., O.
bassilicum L., Rosmarinus officinalis L., Cymbopogon citratus ( D.C) Strapf, Lippia alba
L., C. winterianus Jowit. As plantas foram avaliadas quanto ao nimero de galhas e de
ovos, indice de massa de ovos, fator de reproducéo e reducédo do fator de reproduc¢édo. Dos
resultados, observou-se que cinco das medicinais: Rosmarinus officinalis, Mentha
arvensis, Ocimum bassilicum, Ocimum gratissimum e Plectranthus amboinicus foram
hospedeiras de M. incognita raga 2.

Médnaco et al (2008) estudaram a reacdo de 38 espécies de plantas daninhas ao
M. paranaensis, dentre essas, algumas consideradas por Lorenzi; Matos (2008) como
medicinais. Dentre essas Ultimas, as que se comportaram como suscetiveis foram:
Portulaca oleracea, Chenopodium album, Talinum paniculatum, Verbena litoralis,
Lepidium pseudodidymum, Momordica charantia, Ageratum conyzoides, Physalis
angulata e Polygonum persicaria. Foram resistentes: Porophyllum ruderale, Ipomoea
guamoclit, Leonurus sibiricus, Sida rhombifolia, Emilia sonchifolia, Sonchus oleraceus
e Solanum americanum; por sua vez imune: Leonotis nepetaefolia.

Carneiro et al.(2009) relataram a ocorréncia de galhas de Cecidomyiidae na parte
aérea de Cordia verbenacea.

Por meio da determinacdo do fator de reproducdo (FR), Baida (2010) avaliou a
reacdo de 15 espécies de plantas medicinais a M. javanica e M. incognita. As plantas
Plectranthus neochilus, Plectranthus barbatus, Matricaria recutita, Anethum graveolens,
Pimpinella anisum, Mikania glomerata, Hyssopus officinalis, Origanum majorana,
Ocimum basilicum, Ocimum basilicum, Mentha pulegium e Thymus vulgaris
apresentaram resisténcia a M. javanica, com FR < 1. Nenhuma das plantas demonstrou
suscetibilidade e observou-se imunidade em Commiphoria myrrha, Ruta graveolens e
Carpobrotus edulis, que apresentaram FR = 0. Para 0 M. incognita, a Matricaria recutita
foi suscetivel, com FR = 1,64, considerada uma boa hospedeira, as demais plantas

inoculadas com M. incognita se mostraram resistentes, com FR < 1.
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Pandey & Kalra (2010) avaliando o uso de vermicompostos produzidos a artir da
destilacdo de algumas plantas medicinais sobre a eclosdo de ovos de Meloidogyne
incognita e desenvolvimento de galhas em tomate, encontraram que o0 extrato aquoso de
A. annua inibiu 88, 5% da eclosédo de ovos de Meloidogyne incognita.

Esfahani; Ahmadi (2010) detectaram no Iran a resisténcia de Hypericum
perforatum a Meloidogyne javanica. A gravidade da infeccdo e o status de
hospedabilidade das plantas foram estimados de acordo com uma escala de nimero de
galhas e o nimero de ovos e juvenis no solo e raizes.

Genotipos de Pfaffia glomera obtidos por autosemeadura foram descritos
morfologica e fenologicamente e avaliados quanto a sua reacdo a M. javanica por
Salviano; Cunha (2011). A avaliagdo quanto ao nematoide foi feita de acordo com uma
escala adaptada de Charchar; Moita (1996) e resultou em 21 plantas com indice de galhas
(IG) = 1, provavelmente altamente resistentes, 25 plantas com IG = 2, provavelmente
resistentes, 28 plantas com 1G = 3, provavelmente moderadamente resistentes, 16 plantas
com IG =4, provavelmente suscetiveis e 16 plantas com IG =5, provavelmente altamente
suscetiveis.

Monaco et al. (2011) avaliaram o comportamento de 14 espécies de plantas
medicinais ao parasitismo de Meloidogyne paranaensis em casa de vegetacdo. As plantas
foram inoculadas com suspensdo de 5000 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) e
mantidas em vasos por 60 dias. Foram avaliadas a multiplicacdo dos nematoides nas
raizes através da contagem de ovos e J. nos sistemas radiculares, calculando-se os fatores
de reproducdo (FR). Foram consideradas resistentes as plantas com FR <1, suscetiveis as
com FR > 1 e imunes as com FR=0. As espécies que se apresentaram resistentes foram
Taraxacum officinales Wiggers, Matricaria recutita L., Melissa Officinalis L., Hyssopus
officinalis L., Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton e P. Wilson, Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers e Sedum praealtum A. de Candolle; como suscetiveis: Ocimum basilicum L.,
Plectranthus barbatus Andrews e Mentha pulegium L. e como imunes a Artemisia
dracunculus L. e Petiveria alliacea L.

Stroze (2013) avaliou as seguintes plantas medicinais quanto a suas reacdes as
espécies M. javanica e M. paranaensis: Achillea milefolium L., Aloe vera L.,
Cymbopogon citratus D.C. Stapf., Eucalyptus globulus L. e Mentha piperita L. Aloe vera
foi suscetivel as duas espécies inoculadas, enquanto as demais espécies apresentaram

resisténcia a ambos, com FR <1.
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Ebne et al (2014) observaram a suscetibilidade da M. officinalis ao M. javanica.
Também observaram uma relacéo inversa entre o fator inicial densidade de nematoides e
0 FR, ou seja, alguns niveis mais elevados de indculo ndo corresponderam a ndmeros
maiores de FR em relacdo a outros niveis menores. Constataram também que o
parasitismo por M. javanica sobre M. officinalis esteve relacionado a exaltacdo de alguns

componentes do 6leo essencial da planta.

2.3 Propagacéo Vegetativa

O desenvolvimento de estudos relacionados a adaptacéo de plantas medicinais as
condicdes de cultivo é essencial, visto que estes Sdo escassos ou até mesmo inexistentes
para a maioria das espécies e que, a0 mesmo tempo, hd um aumento na demanda dessas
plantas pelas indUstrias farmacéuticas e cosméticas (COSTA et al., 2007).

Isso explica o interesse crescente em pesquisas cientificas relacionadas a métodos
de propagacdo, identificacdo de compostos quimicos e aplicacdes terapéuticas a plantas
medicinais. Para muitas espécies comercialmente importantes, a propagacao vegetativa
tem se tornado comum, sendo o enraizamento de estacas 0 processo mais econémico para
a propagacao em larga escala (SANTOS et al., 2007).

Mesmo que a planta possa ser propagada sexualmente, as vantagens da
propagacao vegetativa sdo inimeras, visto que além de ser uma técnica simples, rapida e
barata, as caracteristicas genéticas da planta doadora sdo mantidas e € possivel se produzir
muitas mudas em espaco reduzido e com maior uniformidade do estande (COSTA et al.,
2007). Porém, a viabilidade da estaquia € dependente da capacidade de formacdo de
raizes, da qualidade do sistema radicial e da capacidade da planta se desenvolver na
aclimatizacdo (BETTONI et al., 2010).

Na propagacdo vegetativa, a reproducdo é feita de forma assexuada, gracas a
capacidade de um novo individuo se originar de células ou tecidos vegetais que assumem
atividades meristematicas mediante desdiferenciacdo e subsequente diferenciacdo
celular. Sendo assim, através de um processo conhecido como totipoténcia, uma Unica
celula viva contém as informagdes necessarias para regenerar uma nova planta, que possui
caracteristicas idénticas a que lhe deu origem. Essa caracteristica de regeneracdo ¢ mais

pronunciada em algumas células e partes da planta do que em outras (SANTOS, 2009).
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A propagacdo assexuada pode ser feita através da macropropagacdo e/ou
micropropagacdo. A primeira envolve métodos como a estaquia, alporquia, enxertia e
miniestaquia, enquanto a segunda é feita por técnicas de cultura de tecidos. A estaquia é
0 método de propagacdo vegetativa mais utilizada, e pode ser feita a partir da raiz, caule
ou folha (SANTQOS, 2009).

A propagacdo por estacas é possivel, pois, muitas células tém a capacidade de se
tornarem meristematicas e assim produzir novos sistemas radiculares, caulinares ou
ambos. Na propagacdo por estacas caulinares, somente é necessario que se forme um
novo sistema radicular, pois ja existe um site caulinar no ramo em potencial, a gema
(SANTOS, 2009).

Nas estacas caulinares, primeiro as células injuriadas morrem, formando uma
necrose que é selada com suberina, tampando o xilema para proteger a superficie do corte
da dessecacdo e do ataque de patdgenos. As células vivas que permanecem atras desse
selo, sofrem divisdo formando uma camada de células parenquimaéticas, conhecidas por
calos, que formardo a periderme. Células proximas do cambio vascular e floema através
de divisbes formam essas raizes adventicias (HARTMANN et al., 2002).

Alguns fatores afetam no enraizamento das estacas, sendo eles, as condicdes
fisiologicas como a presenca de carboidratos, substdncias nitrogenadas, auxinas,
aminoacidos, compostos fendliocos e outras substancias, o periodo e a posi¢do de coleta
da estaca, a juvenalidade, o estiolamento, a idade da planta matriz, a presenca de folhas e
de gemas e os fatores ambientais como agua, luz e o substrato (HARTMANN et al.,
2002).

A presenca de brotagdes e folhas nas estacas é importante no enraizamento, pois
possibilita uma maior producdo de fotoassimilados e de sintese de auxinas que sao
essenciais para emissdo de raizes adventicias e para o crescimento da planta. Existe
variacdo na capacidade de enraizamento ao longo do ramo da planta na medida em que
ha uma variacdo na concentracdo de fitohormonios e carboidratos que sao deslocados das
folhas e gemas e que influenciam no seu potencial de enraizamento. Os carboidratos
disponibilizam amido que é degradado em acucares solUveis que estdo ligados ao numero

de raizes e influenciam na formacao de 6rgéos e tecidos (CARVALHO et al., 2015).
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2.3.1 Propagacdo vegetativa das espécies estudadas

A especie Pfaffia glomerata apresenta grande facilidade de enraizamento de
estacas aéreas mesmo que sejam multinodais, uninodais ou seminodais (NICOLOSSO et
al.,1999; NICOLOSSO et al., 2001; GOMES, 2006).

Segundo Gomes; Barros (2013) as estacas floridas de Catharanthus roseus e
Cordia verbenécea, via de regra, enraizam e brotam, porém apresentam notaveis falhas
de stand. Os autores obtiveram apenas enraizamento incipiente e calos em estacas de
Catharanthus roseus com trinta dias de ensaio e ressaltam que estacas de boa qualidade
geralmente enraizam, desde que ndo se trate de espécie recalcitrante. Pereira et al. (2001)
ressaltam como importante a manutencdo da turgéncia da estaca, que € critica para
algumas espécies, requerendo ndo raro a utilizacdo de miniestufas.

Zanchett (2013), no Distrito Federal, registrou 41,7 % de perdas na formacéo de
mudas de Cordia verbenacea por estaquia, significando falha no enraizamento das estacas
ou estacas mortas, em casa de vegetacdo. No periodo de floracdo da espécie, 0s ramos
vegetativos sdo escassos e as estacas floridas no geral ndo sdo os melhores materiais.

Magalhdes (1996) utilizou com sucesso a propagacao vegetativa da Artemisia
annua por cultura de tecidos ou por estacas para utilizacdo em programa de melhoramento
genético principalmente visando a manutencao dos progenitores e a fixacdo de caracteres
desejaveis.

Souza et al. (2006) utilizaram com sucesso a propagacgao vegetativa do Hypericum
perforatum para produzir mudas visando ensaio de calagem e adubacdo fosfatada.
Cabrera (2011) no Equador, enraizou com sucesso estacas de acessos de Hypericum sp
(provavelmente H. androsaeum x H. hircinum) em substratos obtidos de combinacdes de
fibra de coco, terra organica e casca de arroz.

Saglam et al. (2004) compararam dois métodos de propagacdo de Melissa
officinalis: por sementes e por estaquia. As mudas obtidas foram cultivadas em campo
por dois anos. O rendimento das plantas propagadas por sementes para peso fresco e seco
da parte aérea foi maior nas plantas propagadas por sementes, muito embora o rendimento
em oOleo essencial ndo tenha variado significativamente, conforme os tratamentos tanto

no primeiro ano de cultivo, quanto no segundo.
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Nascimento (2009) testou a estaquia uninodal em varias espécies de plantas
medicinais incluindo Melissa officinalis e observou que esta espécie obteve nota maxima
de sucesso de enraizamento dos nds sob miniestufa.

Sevik; Guney (2013) realizaram ensaio de estaquia com Melissa officinalis na
presenca e na auséncia de substancias de crescimento (IAA, IBA, NAA, e GA3).
Concluiram que as estacas com pelo menos uma gema podem produzir mudas e que 0s
tratamentos quimicos ndo tiveram efeito aparente na percentagem de enraizamento. No
entanto, afetaram caracteristicas morfolégicas como o padrdo de enraizamento, por
exemplo, e que o GA3 afetou a altura da haste.

Deng et al. (2006) estudarem a propagagédo vegetativa por estaquia de Melissa
officinalis, Origanum vulgare e Lavandula angustifolia e concluiram que a vermiculita
foi o melhor meio de enraizamento e que, embora estacas do meio do ramo e do broto
terminal sejam efetivas, as estacas do broto terminal apresentaram os melhores resultados.
Os reguladores de crescimento ndo tiveram efeito significativo no enraizamento das
estacas das espécies. Também observaram que estacas de M. officinalis, mergulhadas em
agua por duas horas, poderiam ser utilizadas diretamente para propagacdo no periodo do
inverno.

Nascimento (2009) testou a estaquia uninodal de Pogostemon cablin (Patchuli)
em substrato mistura (latossolo textura média + areia + composto orgénico + vermiculita),
sob miniestufa e observou gue esta espécie teve desempenho modesto para enraizamento
e sobrevivéncia das estacas com apenas 30%, em média, de sucesso.

Bettoni et al. (2010) enraizaram estacas caulinares de 6 cm de Pogostemon cablin
em substrato Plantmax HT® mediante seis tipos de estacas: 1- com um par de folhas; 2-
um par de folhas reduzidas pela metade; 3- com uma folha; 4- com uma folha reduzida
pela metade; 5- sem folhas; 6- estacas de folhas. Os melhores resultados para
enraizamento foram obtidos com os tratamentos 1 e 2. A retirada total das folhas resultou
no menor enraizamento e maior percentagem de estacas mortas.

Priyadarshani et al.(2013) enraizaram varios tipos de estacas de Pogostemon
heyneanus em diferentes meios de enraizamento em presenca e auséncia de hormonios.
Concluiram que as estacas semi maduras em substrato constituido por areia, composto
organico e po de fibra de coco, na propor¢do 1:1:1 com adicdo de hormdnios,
apresentaram os melhores resultados para nimero e tamanho de raizes, percentagem de
sobrevivéncia de estacas e percentagem de estacas enraizadas. Na auséncia de hormonios

também houve sucesso no enraizamento.
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Rathnayake et al.(2015), enraizaram estacas de um e dois nds de uma espécie de
Patchouli (Pogostemon heyneanus) em trés estagios de maturacgdo (estacas novas, médias
e maduras) em trés meios de enraizamento com solo, areia e composto organico nas
relagBes: 1:1:1; 1:1:2 e 1:2:1 e concluiram que as melhores mudas foram produzidas pelas
estacas maduras de dois nés plantadas no substrato 1:1:1.

Saravanan et al. (2015) enraizaram em casa de vegetacdo com 50% de
sombreamento, estacas de Pogostemon cablin de um né com folha, retiradas de diferentes
partes do ramo: 1- do segundo né a partir do broto terminal (estacas jovens); 2- do terceiro
no; 3- do quarto ng, 4- do quinto nd (estaca mais madura), em meio de enraizamento
composto por areia, solo, esterco de gado compostado, na proporcao 1:1:1. Observaram
que o enraizamento e brotacdo iniciaram-se aos 14 dias no tratamento 3 e aos 18 dias no
tratamento 1. Os melhores resultados foram obtidos para o tratamento 3, ou seja, estacas

de n6s medianos.
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CAPITULO 1
MULTIPLICACAO DO NEMATOIDE Meloidogyne paranaensis EM
SETE ESPECIES DE PLANTAS MEDICINAIS
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RESUMO

Meloidogyne paranaensis Carneiro et al. foi caracterizado como uma nova espécie
parasitando cafeeiros no estado do Parand. Os relatos do autor demonstram a alta
agressividade em plantas de café em alguns estados brasileiros. Os nematoides podem
comprometer tanto qualitativamente quanto quantitativamente a producdo de plantas
medicinais. No presente trabalho, considerando a importancia tanto econdmica quanto
terapéutica destas plantas, avaliou-se a reacdo de sete importantes plantas medicinais ao
nematoide Meloidogyne paranaensis. O ensaio foi instalado na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, no Distrito Federal, em casa de vegetacdo, em
delineamento inteiramente casualizado com seis repeticbes. As plantas foram
multiplicadas por estaquia e transplantadas para vasos de 2,5 L preenchidos com mistura
de latossolo vermelho de cerrado mais areia, vermiculita e composto organico,
respectivamente na proporc¢do 3:1:1:1, mais a formulacdo 4-14-8, na dose de 100g para
cada 40 L da mistura. No momento do transplante, as plantas foram inoculadas com 5.000
ovos e eventuais juvenis de duas populacbes do nematoide M. paranaensis (fenétipos de
esterase P1 e P2). Ap6s 90 dias de cultivo foram colhidas as raizes das plantas nas quais
foram determinados: o indice de galhas e o fator de reproducéo. Praticamente, ndo houve
diferenca de suscetibilidade/resisténcia entre as duas populactes de M. paranaensis e 0s
acessos testados. Os acessos Pfaffia glomerata, Hypericum perforatum e Melissa
officinalis apresentaram-se como hospedeiros altamente suscetiveis as duas populagdes
de M. paranaensis. Pogostemon cablin apresentou-se em situacéo intermediaria podendo
ser classificado apenas como suscetivel. Artemisia annua e Catharanthus roseus
apresentaram-se como altamente resistentes e Cordia verbenacea como resistente.
Catharanthus roseus distinguiu-se por apresentar elevado indice de galhas, sem contudo
permitir a multiplicacdo do nematoide.

Palavras chave: nematoide das galhas, plantas medicinais, suscetibilidade.
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ABSTRACT

Meloidogyne paranaensis Carneiro et al. was characterized as a new species parasitizing
coffee in the state of Parana. The author of the reports demonstrate the high
aggressiveness in coffee plants in some states. The nematodes can compromise both
qualitatively and quantitatively the production of medicinal plants. In this study,
considering the importance both economically and treatment of these plants, we evaluated
the reaction of seven important medicinal plants to nematode Meloidogyne paranaensis.
The experiment was conducted at the Experimental Station of Biology of the University
of Brasilia, the Federal District, in the greenhouse, in a completely randomized design
with six replications. The plants were multiplied by cuttings and transplanted into filled
2.5 liter pots with a mixture of savannah oxisol more sand, vermiculite and organic
compound, respectively in the ratio 3: 1: 1: 1, more the formulation 4-14-8 at a dose of
100g to each 40 | of the mixture. At the moment of transplanting, the plants were
inoculated with 5,000 eggs and juveniles of any two populations of nematode M.
paranaensis (esterase phenotypes P1 and P2). After 90 days of culture were harvested the
roots of the plants in which they were determined: the gall index and reproduction factor.
Practically, there was no difference in susceptibility / resistance between the two
populations of M. paranaensis and tested hits. The Pfaffia glomerata access, Hypericum
perforatum and Melissa officinalis presented themselves as highly susceptible hosts to
two populations of M. paranaensis. Pogostemon cablin performed in intermediate
situation can be classified only as susceptible. Artemisia annua and Catharanthus roseus
presented themselves as highly resistant and Cordia verbenacea as tough. Catharanthus
roseus is distinguished by a high index of galls, without allowing the multiplication of
the nematode.

Key words: root-knot nematode, medicinal plants, susceptibility.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais é uma das mais antigas praticas da
humanidade, seja para tratamento, cura ou prevencdo de doencgas (VEIGA JUNIOR,;
PINTO, 2005). Essas plantas quando atacadas por fitonematoides, tem suas propriedades
farmacologicas comprometidas, tanto qualitativa quanto quantitavamente, além de atingir
diretamente sua producdo (MONACO et al., 2011). As espécies do género Meloidogyne
sdo conhecidas como nematoides das galhas da raiz, e estdo entre os parasitas
economicamente mais importantes, pois possuem ampla distribuicdo geogréafica e muitas
vezes interagem com outros patdgenos de plantas, formando complexos de doencas que
s&o de dificil controle (MONACO et al., 2009). Além disso, causam queda na producéo
e na qualidade de vérias culturas economicamente importantes (STROZE, 2013).

As perdas causadas por esses hematoides vao muito além das perdas diretas, ja
que o seu controle onera significativamente a producdo, uma vez que as formas mais
utilizadas para controld-los sdo a rotagdo de culturas e o uso de nematicidas. Os
nematoides do género Meloidogyne vem causando no Brasil prejuizos a produtividade de
varias culturas, entre elas a do café, cana-de-acucar, algoddo, soja, frutiferas, hortalicas e
olericolas. As espécies de maior ocorréncia sdo o M. incognita (Kofoid; White)
Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M. exigua
(Goeldi), M. hapla (Chitwood), M. coffeicola (Lordello) e, mais recentemente, o M.
paranaensis, o M. enterolobii e o M. ethiopica (FOGANHOLLI, 2012).

Previamente confundido com o Meloidogyne incognita (Kofoid; White)
Chitwood, Meloidogyne paranaensis foi caracterizado como uma espécie nova por
Carneiro et al. (1996). Os primeiros relatos sobre esta espécie demonstram sua alta
patogenicidade em plantas de café no Estado do Parana (MONACO et al., 2008). Destaca-
se pela sua agressividade e forte dano ao sistema radicular do cafeeiro, com elevado grau
de depauperamento das plantas (CARNEIRO et al., 2008). As raizes parasitadas por M.
paranaensis apresentam descascamento e rachaduras, com alguns pontos de
engrossamento, em que se mostram lesdes do tipo necroses e descorticagcdo (CASTRO et
al., 2008).

Muitos estudos foram realizados em relacdo a reacdo de plantas medicinais a

especies de Meloidogyne (Mesquita et al., 1993; Araujo; Mattos; Souza, 1994; Maciel;
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Ferraz, 1996; Karl et al. 1997; Souza et al., 1998; Park et al.,2004; Gomes, 2006; Moreira,
2007; Gomes et al., 2010, Baida, 2010, Salviano; Cunha, 2011, Dias-Arieira et al. 2012),
sendo que apenas Monaco et al. (2008), Ménaco et al. (2011) e Stroze (2013) estudaram
a interacdo entre plantas medicinais e M. paranaensis. As principais caracteristicas das
espeécies estudadas séo citadas abaixo.

A Artemisia annua é conhecida pela atividade antimalérica de suas folhas por
combater dois dos agentes etimologicos o Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum
(CELEGHINI et al., 2009). Sdo também conhecidas outras propriedades farmacéuticas
como antitumoral, antiviral, anti-inflamatoria, antibiotico e antitlcerogénica, por ser uma
rica fonte de sesquiterpenos, isoprendides, 6leos volateis, mono e diterpenos (MARQUES
et al., 2006).

A Cordia verbenaceae conhecida popularmente como erva-baleeira, catinga-
de-bardo, maria-milagrosa e maria-preta (FEIJO et al., 2014), possui em suas folhas
compostos quimicos utilizados na forma de tintura, chd, macerado em &lcool, pomadas e
cataplasmas (BLANCO, 2013), com efeito anti-inflamatério, analgésico,
antiulcerogénico, antiartritico e tonico, sendo também empregados como cicatrizante de
feridas e Ulceras e possuindo baixa toxicidade (SANTI et al., 2014).

A decoccdo ou o sumo das folhas de Catharantus roseus é utilizada para o
tratamento de diabetes. Suas folhas frescas tém sido aplicadas por médicos da Medicina
Ayurveda na India. No Brasil, a Catharantus roseus também é utilizada para controle de
hemorragias, escorbuto, para dores de dente e para cura e limpeza de feridas cronicas
(JOHNSON et al, 2005). Suas raizes conhecidas por acumular ajmalicine e serpentina
controlam a presséo arterial e doengas cardiovasculares (VERMA et al., 2014).

A hipericina é o principal componente do Hypericum perforatum, um
metabolito secundario, que atua na inibicdo da enzima monoamino oxidase (MAO), que
é responsavel pela degradacdo de neurotransmissores, possuindo, portanto, efeito
antidepressivo. Seu extrato vem sendo utilizado principalmente contra depressdes, com
graus leves e moderados, que hoje acometem de 2 a 5% da populacdo mundial (SOUZA
et al., 2006). Na maioria dos preparos farmacéuticos utiliza-se a parte aérea dessa planta
(BUFALO, 2007). Possui também efeito cicatrizante, antiviral, antimicrobianos,
antioxidante, antitumoral, anti-inflamtorio, antifungico e nefroprotetor (SOUZA et al.,
2006; FIGUEIRO et al., 2010).

Melissa officinalis é utilizada desde a Grécia antiga e suas folhas, preparadas

como chd, sdo indicadas como calmante, no combate as dores de cabega, gases, cdlicas
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intestinais e em infeccdes virais, tais como gripe, herpes, caxumba e varicela, além de ser
utilizada como repelente de insetos (SODRE et al., 2013). Alguns estudos tém
demonstrado seus efeitos anti-tumorais e neuroprotetores (PEREIRA et al., 2009).

A Pfaffia glomerata é muito utilizada pelos indios brasileiros para a prevencao
e cura de doencas. E conhecida popularmente como corango, suma, paratudo
(GOSMANN et al., 2003), fafia, ginseng do pantanal e ginseng brasileiro, este Gltimo
devido a suas raizes serem tuberosas e geralmente ramificadas como as do ginseng do
Oriente (NASCIMENTO et al., 2007). No Japdo, suas propriedades medicinais foram
comprovadas cientificamente como antidiarreico, além de ter efeito bioenergético, tdnico
e afrodisiaco (GOMES, 2006). Seu potencial uso medicinal é proveniente de
componentes presentes nas suas raizes que atuam na regeneracao celular, na purificacdo
do sangue, na inibicdo do crescimento de células cancerigenas, na regulacdo das funcdes
hormonais e sexuais e como antidiabético (NASCIMENTO et al., 2007). Atua também
como antirreumatico, antioxidante, anti-inflamtorio, gastro-protetor (SERRA et al.,
2012).

O oleo essencial de Pogostemon cablin é um dos materiais naturais mais
importantes na industria de perfumes e sua demanda vem aumentando (CHEN, 2014). E
extraido de suas folhas e empregado em perfumaria, como base e fixador de suas
fragréncias, e na cosmética, como matéria-prima na fabricacdo de sabonetes, incensos,
produtos de higiene oral e poés-barba. S8o também conhecidas suas atividades
aromaterapicas, antioxidantes, inseticidas, repelentes contra insetos e antibacterianas
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococus pyogenes, Bacterium coli,
Bacterium typhosum e Mycobacterium tuberculosis (SANT’ANA et al., 2010). A parte
aérea vem sendo utilizada na China e nas regides circundantes para o tratamento do
resfriado comum, dor de cabeca, febre, vomitos, indigestdo e diarreia, bem como um
agente antifangico (XU et al., 2015).

Considerando a importancia das plantas medicinais, tanto econémica quanto
terapeuticamente, bem como a falta de estudos relacionados a interacdo dessas plantas
com M. paranaensis, esse trabalho teve por objetivo avaliar a multiplicacdo desse

nematoide nas sete espécies de plantas medicinais acima apresentadas.

53



2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Estacdo
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB), em delineamento
inteiramente casualizado, com sete tratamentos e seis repeticbes. No primeiro
experimento as sete espécies foram inoculadas com Meloigogyne paranaensis EST P1 e,
no segundo, as mesmas espécies foram inoculadas com M. paranaensis EST P2. Plantas
de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cv. ‘Santa Clara’ foram utilizadas como
testemunhas para verificar a viabilidade do in6culo de M. paranaensis, visto que o
tomateiro €, de maneira geral, um bom hospedeiro para os nematoides do género

Meloidogyne.

Tabela 1 — Plantas medicinais avaliadas quanto a reagdo ao Meloidogyne paranaensis

Nome cientifico Nome Vulgar Procedéncia

Artemisia annua Artemisia CPQBA — Unicamp - SP
Catharanthus roseus Vinca UnB - DF
Cordia verbenaceae Erva- baleeira Horto Florestal de Planaltina - DF

Hypericum perforatum Hipérico Sementes Certificadas

Melissa officinalis Melissa Holambra - SP

Pfaffia glomerata Fafia Farmacotécnica - DF
Pogostemon Cablin Patchouli UFMS - Dourados - MS

Obs: CPQBA - Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas,
UnB — Universidade de Brasilia; UFMS — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

No primeiro experimento as sete espécies de plantas medicinais foram avaliadas
durante o periodo de 10 de janeiro de 2015 a 10 de marco de 2015, com média das
temperaturas variando entre minimas de 18 °C e maximas de 41,14 °C, sendo a média
equivalente a 29,5 °C. Durante o segundo experimento, realizado de 19 de novembro de
2015 a 14 de fevereiro de 2016, a média das temperaturas foi de 20,05°C (minimas) e de

39,95 °C (méaximas), sendo a média igual a 29,5 °C.
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A populacdo de M. paranaensis EST P1 foi proveniente de Rolandia, Parana e a
de M. paranaensis EST P2 de Herculandia, Sdo Paulo. Estas espécies foram mantidas na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A identificagdo das espécies foi
confirmada pelo perfil de esterase (EST) (CARNEIRO; ALMEIDA et al. 2001;
CARNEIRO et al., 2000). Para obtencdo dos indculos, essas popula¢es foram mantidas
em tomateiros cv. Santa Clara. Os ovos e eventuais J> foram extraidos pelo método de
Hussey; Barker (1973) modificada por Bonetti; Ferraz (1981) e a concentracdo
determinada em laminas de Peters ao microscopio optico.

A multiplicacdo das espécies de plantas medicinais foi feita por estaquia caulinar
simples, e quando enraizadas foram transferidas para vasos individuais. Esse processo foi
realizado semanalmente para que todas as espécies tivessem exemplares com
aproximadamente 15 cm e raizes novas, no momento da inoculagdo. Os vasos utilizados
foram de 2,5 L, contendo a mistura de latossolo vermelho de cerrado mais areia,
vermiculita e composto orgénico na proporcao 3:1:1:1:1, mais a formulacdo 4-14-8, na
dose de 100g para 40 L da mistura. A mistura foi previamente esterilizada em autoclave
a 120°C por 1 hora.

Em ambos os experimentos cada planta foi inoculada com 5ml de solucéo aquosa
contendo 5000 ovos e eventuais J2. O indculo foi distribuido na regido da rizosfera, a
aproximadamente 1 a 2 cm do caule. Noventa dias ap6s a inoculacdo, a parte aérea foi
cortada e descartada e as raizes lavadas, pesadas e fotografadas. O indice de galhas foi
determinado e as raizes processadas para a extracdo dos ovos/J; e célculo do fator de
reproducéo.

A avaliacéo foi realizada de acordo com a escala proposta por Charchar; Moita
(1996), atribuiu-se notas para os parametros numero de galhas e massas de ovos, onde
nota 1 = raizes sem galha; nota 2 = raizes com até 10 galhas pequenas; nota 3 = raizes
com até 50 galhas pequenas; nota 4 = raizes com mais de 50 galhas pequenas e até 10
galhas grandes e nota 5 = raizes com mais de 50 galhas pequenas e mais de 10 galhas
grandes coalescentes. As galhas com dimensdes acima de 3mm foram consideradas
grandes.

Os ovos/Jz foram extraidos pelo método Hussey; Barker (1973), modificado por
Boneti; Ferraz (1981). Os nematoides foram contados em laminas de Peters ao
microscopio optico por 3 vezes. A média das contagens foi utilizada para o calculo do
fator de reproducdo (FR), onde se dividiu o nimero total de ovos extraido/planta pelo

namero de ovos inoculados (5000). Foram consideradas mas hospedeiras (resistentes) as
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especies que apresentaram FR<1 (Oostenbrink, 1966). Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente para comparacao das médias pelo Teste Scott-Knott (0,05) e as demais

classificacBes seguiram as andlises estatisticas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados (Tabelas 2 e 3), que apresentam as médias do nimero
ovos por planta, da massa fresca da raiz, dos ovos por grama de raiz, do fator de
reproducéo e do indice de galhas de sete acessos de plantas medicinais relativos a reacao
a uma populacéo de Meloidogyne paranaensis (EST P1 E EST P2).

De acordo com a Tabela 2 para a populacdo M. paranaensis EST P1, verificou-se
que o Fator de Reproducdo médio do nematoide no tomateiro (S. lycopersicum) cv ‘Santa

Clara’ foi de 30, 49, atestando a qualidade do indculo.

Tabela 2. Médias do nimero ovos por planta, massa fresca da raiz, ovos por grama de
raiz, fator de reproducédo e indice de galhas de sete acessos de plantas medicinais relativos

a reacdo a populacdo de Meloidogyne paranaensis (EST P1).

Pf=N°.de Massa  N°. ovos/

Acesso ovos/ planta fresca grama de FR IG Reacao
x 1000 daraiz  raiz x 1000

A. annua 1.33a 17,92 0.09 a 0,27 3,00 AR
C. roseus 1.49 a 9,75 0.15a 0,30 4,16 AR

C. verbenacea 6.61 a 8,08 0.83 a 1,32 1,83 MR
P. cablin 55.55b 18,25 3.06a 11,11 3,00 AS

P. glomerata 99.11b 14,83 7.92 a 19,82 5,00 AS
M. officinalis 368.72 ¢ 13,58 2895b 73,74 5,00 AS
H. perforatum 445.72 d 17,00 28.88 b 89,15 5,00 AS
S. lycopersicum 152.44 9,25 16.80 30,49 5,00 AS

cv 17,39% 21,66%

Obs.: Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente do
Teste Scott-Knott a 5%. Para a analise os dados originais foram transformados em x"%°

S. lycopersicum: Tomateiro cv. Santa Clara utilizado como testemunha; IG = indice de
galhas (escala 1-5) de acordo com Charchar; Moita (1996); Reacdo = Classificacdo da
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reacdo: AR= altamente resistente; MR = moderadamente resistente; R= resistente; S=
suscetivel; AS= altamente suscetivel; FR = Fator de Reproducdo (Pf/Pi), sendo a
populagéo inicial (Pi) de 5.000 ovos/J>.

Os acessos Pfaffia glomerata (FR= 19,82), Melissa officinalis (FR= 73,74) e
Hypericum perforatum (FR=89,15) apresentaram-se como hospedeiros altamente
suscetiveis a essa populacdo de M. paranaensis utilizada no primeiro ensaio. Estas
espécies também apresentaram indice de galhas (IG) igual a 5,00, ou seja, suas raizes
apresentavam mais de 50 galhas pequenas e mais de 10 galhas grandes coalescentes.

Pogostemon cablin (FR= 11,11) embora apresentando nimeros menores que
Pfaffia glomerata (FR= 19,82) enquadra-se também na categoria dos altamente
suscetiveis. Artemisia annua (FR=0,27) e Catharanthus roseus (FR= 0,30) apresentaram-
se como altamente resistentes e Cordia verbenacea (FR=1,32), embora apresentando um
Fator de Reproducédo (FR) maior que um (1), ficou muito préxima do FR resistente e foi
considerada Moderadamente Resistente (MR).

A reacdo de Catharanthus roseus chamou a atencdo, pois apresentou alto indice
de galhas (1G) = 4,16 e FR = 0,30, sugerindo um mecanismo de resisténcia tardio, em que
ocorre desenvolvimento da fémea associada a células gigantes, formacéo de galhas e
posterior degeneracdo das células gigantes sem formacéo de ovos. Esse mecanismo ja foi
descrito anteriormente para o feijao caupi (DAS et al., 2008) e aracazeiro (FREITAS et
al. 2014).

Na Figura 2, observar-se as raizes dos acessos testados quando a populacéo de M.
paranaensis (EST P1). Onde as raizes da testemunha (Solanum lycopersicum), da Pfaffia
glomerata, do Hypericum perforatum e da Melissa officinalis apresentam-se com varias

galhas, confirmando o indice de galha (IG) igual a 5,00, observado na Tabela 2.
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Figura 2 — Raizes de Solanum lycopersicum (A), Pfaffia glomerata (B), Hypericum

perforatum (C), Melissa officinalis (D), Artemisia annua (E), Pogostemon cablin (F),
Catharanthus roseus (G) e Cordia verbenaceae (H) 90 dias ap6s a inoculagdo com M.

paranaensis (EST P1).
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Tabela 3. Médias do nimero ovos por planta, da massa fresca da raiz, dos ovos por grama
de raiz, fator de reproducdo e indice de galhas de cinco acessos de plantas medicinais
relativos a reacdo a uma populacdo de Meloidogyne paranaensis (EST P2).

Pf=N°. de Massa N°. ovos/
Acesso ovos/ planta fresca grama de FR IG  Reacdo
x 1000 da raiz raiz x 1000

A. annua 0,28 a 9,0 0,05 a 0,02 1,33 AR
C. roseus 0,50 a 6,17 0,08 a 0,04 416 AR
C.verbenacea  2,39a 6,33 037a 0,46 250 AR
P. cablin 10,83 a 4,67 3,46 b 2,17 150 S
P.glomerata 56,56 b 7,50 7,99 b 11,31 500 AS
M. officinalis 307,28 ¢ 3,08 3585¢ 28,86 4,00 AS
H. perforatum 139,39 d 9,00 58,40 ¢ 61,46 466 AS
S. lycopersicum 33,28 7,58 445c 6,65 500 S
Ccv 46% 34%

Obs.: Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente do Teste Scott-Knott a
5%. Para a andlise os dados originais foram transformados em x"®

S. lycopersicum: Tomateiro cv. Santa Clara utilizado como testemunha; 1G = indice de galhas (escala 1-5)
de acordo com Charchar; Moita (1996); Reacdo = Classificacdo da reacdo: AR= altamente resistente; MR
= moderadamente resistente; R= resistente; S= suscetivel; AS= altamente suscetivel, FR = Fator de
Reprodugdo (Pf/Pi), sendo a populacéo inicial (Pi) de 5.000 ovos/J».

Conforme observado na tabela 3, para a populagdo EST P2 de M. paranaensis, 0s
tomateiros apresentaram FR menor do que o esperado (FR= 6, 65), sendo classificados
apenas como suscetiveis. Isso aconteceu provavelmente porque as raizes ndo se
encontravam em boas condicdes no momento da colheita, apresentando sinais de
podriddo. Porém a viabilidade do inoculo pode ser confirmada pelo Hypericum
perforatum que apresentou FR= 61,46.

Ainda com relacdo a populagdo EST P2 de M. paranaensis, todos 0s acessos
apresentaram a mesma tendéncia que haviam apresentado em relacdo a populacdo EST
P1, com C. verbenacea (FR = 0,02), C. roseus (FR=0,04) e A. annua (FR=2,5)
apresentando-se como altamente resistentes e P. glomerata (FR=11,31), M. officinalis
(FR= 28,86) e H. perforatum (FR=61,46) como altamente suscetiveis. Pogostemon

cablin variou dentro da categoria suscetivel, mostrando tendéncia de multiplicacdo com
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mais eficiéncia a populacdo EST P1, onde apresentou FR =11,11, do que a populacao
EST P2, com FR=2,17.

A espécie C. roseus, quando submetida & populacdo EST P2 de M. paranaensis,
apresentou a mesma reacdo observada em relacdo a populacdo EST P1, ou seja, 1IG=4,16,
tendo a producédo de galhas sem haver a correspondente producéo de ovos por parte do
nematoide (como explicado acima para populagdo EST P1) sendo, portanto, classificada
como altamente resistente as duas populac@es. Esta espécie ja foi relatada anteriormente
como mau hospedeiro de M. incognita (MCSORLEY; MCGOVERN, 2000).

Melissa officinalis em ambos 0s experimentos apresentou-se como altamente
suscetivel ao Meloidogyne paranaensis EST P1 e EST P2, contrariando o resultado
encontrado por Ménaco et al. (2011), no qual mostrou-se resistente com FR de 0,21. Essa
diferenca de resposta se deveu certamente a caracteristicas do acesso utilizado por aqueles
autores. A diferenca de reacdo de acessos é comum em trabalhos com Meloidogyne,
conforme observado anteriormente por Gomes (2006) em diferentes acessos Pfaffia
glomerata e suas reagdes ao Meloidogyne incognita.

A espécie Melissa officinalis foi referida como hospedeira de M. incognita raca 3
por Walker (1995), como hospedeira de M. arenaria por Karanastasi et al. (2008) e como
hospedeira de M. javanica por Esfahani; Ahmadi (2010). Ebne et al (2014) observaram
que a inoculacdo com M. javanica causou um incremento nos componentes do 6leo
essencial (Z)-cariofileno, hidroxil citronelal, borneol, humuleno-a, oxido de cariofileno,
terpineno-a, isoborneol, trans-pulegol, trans-carveol, citronelol e dihidro citronelol
acetato. O incremento de componentes de interesse farmacoldgico devido ao parasitismo
por Meloidogyne também foi observado por Gomes et al. (2010) em Pfaffia glomerata,
que apresentou em um dos acessos suscetiveis testados 0 aumento na concentracéo de
beta-ecdisona.

No primeiro experimento a Cordia verbenacea apresentou-se como
moderadamente resistente, com FR=1,32; jA no segundo experimento mostrou-se
altamente resistente, com FR=0,02. Isso demonstra uma pequena variabilidade na
suscetibilidade dessa planta ao ataque de M. paranaensis. No entanto, pode-se considerar
este acesso como resistente as duas populagdes. Ndo foram encontrados até 0 momento
relatos da ocorréncia de Meloidogyne spp. nessa espécie.

Artemisia annua mostrou-se como altamente resistente as duas populacoes de M.
paranaensis. Haseeb; Pandey (1995) chegaram a conclusdo de que a mesma € suscetivel

a M. incognita, porém apresentando nivel de infestacdo leve e galhas pequenas. Pandey;
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Kalra (2010) demonstraram que o extrato aquoso de A. annua inibiu 88, 5% da eclosao
de ovos de M. incognita.

Pogostemon cablin ndo chegou a um FR t&o alto como alguns acessos
considerados altamente suscetiveis. Foi enquadrado como suscetivel porque multiplicou
a populacdo EST P1 de M. paranaensis em 11,11 vezes e a populacdo EST P2 em 2,17
vezes. Em ambos os experimentos as galhas apresentavam tamanho reduzido, sendo o
indice de galhas para a popoluacdo EST P1 de 3,00 e para a populacdo EST P2 de 1,5.
Reddy (1984) observou os efeitos patogénicos do nematoide das galhas M. incognita
sobre o P. cablin, submetendo a planta a diferentes niveis populacionais. Com o inoculo
de 10.000 nematoides/planta, num periodo de seis meses, registrou reducdo nos pesos da
parte aérea e raiz, com perda de peso na parte aérea (producao de folhas secas a sombra),
em vasos, sob condi¢bes de campo. O indice de galhas foi 2.75 numa escala de 1 a 4.
Segundo Jonathan (2010), na india, M. incognita, M. javanica e M. hapla foram relatados
como importantes na cultura do patchuli.

As plantas medicinais que apresentaram os maiores FRs e indices de galhas, para
as duas populacbes de M. paranaensis, foram Hypericum perforatum, que para a
populacdo EST P1 apresentou FR= 89,15 e 1G= 5,00 e para a populacdo EST P2 FR=
61,46 e IG = 4,66, seguido por Melissa officinalis, que apresentou FR = 73,74 e 1G= 5,00
para a populacdo de M. paranaensis EST P1 e FR= 28,86 e 1G= 4,00 para a populacao
EST P2, sendo ambos classificados como altamente suscetiveis.

Esfahani; Ahmadi (2010) detectaram no Iran a resisténcia de Hypericum
perforatum a Meloidogyne javanica. Pirone (1978) relatou a importancia de M. incognita
para a cultura do H. perforatum no sudoeste dos USA. Arens; Van Tuyl (2009) citaram
Meloidogyne spp. como importante parasita para o hipérico. Neste trabalho, essa planta
foi altamente suscetivel.

Os resultados obtidos indicam que a Artemisia annua, a Catharanthus roseus e a
Cordia verbenaceae podem ser cultivadas em areas infestadas por M. paranaensis (EST
P1 e P2), uma vez que provavelmente sofreriam poucos danos. Porém, é possivel que
mesmo sendo desfarovéreis a reproducdo do nematoide venham a ter seu
desenvolvimento prejudicado em condic¢Oes de campo, uma vez que estas podem ser sens
iveis a altas populages do nematoide. Por apresentarem valores de FR baixo, podem ser
eficientes na reducdo da populacdo de nematoides no solo.

Em relacdo ao Hypericum perforatum, Melissa officinalis, Pfaffia glomerata e

Pogostemon cablin, que foram suscetiveis, possivelmente teram seu desenvolvimento
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vegetativo prejudicado pelo parasitismo do nematoide em condi¢des de campo. O cultivo
dessas espécies em &reas infestadas por M. paranaensis (EST P1 e P2) causara um

aumento da populagdo do mesmo no solo proporcional ao aumento no fator de
reproducéo.
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4 CONCLUSAO

Praticamente ndo houve diferenca de suscetibilidade das diferentes plantas
testadas quanto as duas populacbes de M. paranaensis (EST P1 e EST P2). Os acessos
Pfaffia glomerata, Hypericum perforatum e Melissa officinalis confirmaram-se como
hospedeiros altamente suscetiveis as duas populagdes de M. paranaensis. Pogostemon
cablin apresentou-se em situacdo intermediaria podendo ser classificado apenas como
suscetivel. Artemisia annua e Catharanthus roseus mostraram-se como altamente
resistentes e Cordia verbenacea como resistente. Catharanthus roseus distinguiu-se por

apresentar elevado indice de galhas sem, contudo, permitir a multiplicacdo do nematoide.
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CAPITULO 2
PROPAGACAO VEGETATIVA DE PLANTAS MEDICINAIS PARA
ENSAIOS COM O NEMATOIDE Meloidogyne spp.
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RESUMO

Ensaios de suscetibilidade de espécies vegetais ao nematoide das galhas (Meloidogyne
spp.) afim de garantirem resultados confiaveis devem ser feitos com plantas novas que
possuam raizes recém desenvolvidas e apresentem raizes secundarias e pelos radiculares.
O presente trabalho teve por objetivo testar o enraizamento de estacas de sete acessos de
plantas medicinais, em leito de areia visando obter informacdes Uteis para um
estabelecimento de um cronograma de producdo de mudas para ensaios com nematoides
do género Meloidogyne. O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, em casa de vegetacdo, de novembro de 2015 a
fevereiro de 2016. As estacas foram avaliadas aos 20, 30, 40 e 50 dias apds a implantacédo
e atribuiu-se notas de enraizamento conforme escala prépria. Estacas das espécies
medicinais: Artemisia annua, Catharanthus roseus, Hypericum perforatum, Melissa
officinalis, Pfaffia glomerata, Pogostemon cablin e Cordia verbenacea produziram
mudas viaveis para ensaios com Meloidogyne spp. As espécies diferiram quanto a
sobrevivéncia, eficiéncia e velocidade de enraizamento das estacas em areia. Elegeu-se
um prazo médio de 30 dias para que as raizes das estacas das espécies testadas estejam
em condicdes de ser inoculadas com ovos e juvenis de Meloidogyne spp. Estacas de todas
as especies testadas mostraram-se resistentes ao transplante apds iniciado do
enraizamento.

Palavras-chave: plantas medicinais, propagacao, nematoides
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ABSTRACT

Susceptibility testing of plant species to root-knot nematode (Meloidogyne
spp.) in order to ensure reliable results are to be made with new plants that have
newly developed roots and provide secondary roots and root hairs. This study
aimed to test the rooting seven hits medicinal plant cuttings in sand bed to obtain
useful information for establishing a seedling production schedule for trials with
nematodes of the Meloidogyne genre. The experiment was conducted at the
Experimental Station of Biology of the University of Brasilia, in the greenhouse,
from November 2015 to February 2016. The cuttings were evaluated at 20, 30, 40
and 50 days after implantation and has allocated-notes rooting as own scale.
Cuttings of medicinal species: Artemisia annua, Catharanthus roseus, Hypericum
perforatum, Melissa officinalis, Pfaffia glomerata, Pogostemon cablin and Cordia
verbenacea produced viable seedlings for testing with Meloidogyne spp. The
species differed in survival, efficiency and rooting rate of cuttings in sand. He was
elected an average period of 30 days so that the roots of the cuttings of the species
tested are able to be inoculated with eggs and juveniles of Meloidogyne spp.
Cuttings of all species tested showed resistance to transplantation after started
rooting.

Keywords: medicinal plants, propagation, nematodes
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de estudos relacionados a adaptacdo de plantas medicinais as
condicdes de cultivo vem se tornando imperativo na medida em que séo escassos, ou até
mesmo inexistentes para a maioria das espécies. Essa situagdo afeta significativamente o
suprimento da crescente demanda das mesmas por parte das populagdes mais carentes,
das industrias farmacéuticas e de cosméticos (COSTA et al., 2007). Para muitas espécies
comercialmente importantes, a propagacao vegetativa tem se tornado comum, sendo o
enraizamento de estacas 0 processo mais econdmico para a propagacao em larga escala
(SANTOS et al., 2007). As vantagens da propagacao vegetativa sdo inimeras, visto que
além de ser uma técnica simples, rapida e barata, as caracteristicas genéticas da planta
doadora sdo mantidas e é possivel se produzir muitas mudas em espaco reduzido e com
maior uniformidade do estande (COSTA et al., 2007). Porém, a viabilidade da estaquia
depende da capacidade de formacdo de raizes, da qualidade do sistema radicial e da
capacidade da planta se desenvolver na aclimatizacdo (BETTONI et al., 2010).

Os ensaios de suscetibilidade de espécies vegetais ao nematoide das galhas
(Meloidogyne spp.) sdo feitos com plantas novas que apresentem raizes recém-
desenvolvidas, apresentando raizes secundarias e pelos radiculares, a fim de garantir
resultados confiaveis. A uniformidade das mudas € a condi¢do primordial para 0 sucesso
do ensaio, entretanto, a capacidade de regeneracdo do sistema radicular em estacas de
plantas varia conforme a espécie pesquisada. Desta forma, plantios periddicos de estacas
de todos os acessos envolvidos em um ensaio s&o feitos no sentido de selecionar mudas
que, muito embora ndo sejam da mesma idade, estejam no mesmo estagio de
enraizamento.

Neste capitulo, foram buscados dados que possibilitassem determinar o grau
médio de enraizamento de acessos, em diferentes periodos, a partir da implantagdo da
estaca no leito de enraizamento, quando a muda estaria suficientemente enraizada para
que a inoculacdo com ovos e/ou juvenis de Meloidogyne ndo fosse perdida e 0s ovos
lixiviados (no caso de tratar-se de bom hospedeiro). Busca-se dessa forma facilitar a
penetracdo, desenvolvimento e reproducdo do parasita na expectativa de verificar o
crescimento das galhas tipicas e das massas de ovos ao final do ciclo.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi testar a velocidade de enraizamento de

sete acessos de plantas medicinais, em leito de areia, visando obter informacges Uteis para
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estabelecimento de um cronograma de producdo de mudas para ensaios com nematoides

do género Meloidogyne.

2 MATERIAL E METODOS

Estacas de sete acessos de espécies medicinais de aproximadamente 7cm de
tamanho, com em média trés nds, foram postas a enraizar em areia, contida em vasos
plastico de 2,5 L de capacidade. As estacas de Catharanthus roseus, Cordia verbenacea,
Melissa officinalis, Pogostemon cablin apresentavam apenas duas folhas ponteiras com o
limbo cortado pela metade. As estacas de Pfaffia glomerata foram retiradas do meio do
ramo e apresentavam duas gemas brotadas, as de Artemisia annua foram do tipo tanchéo,
retiradas da porcdo média da planta. As estacas de Hypericum perforatum foram
ponteiras, com varios nés em virtude da morfologia externa da espécie, que apresenta
entrends curtos.

Para cada acesso foram feitas quatro repeticdes, contendo quatro estacas por
vasos, sendo assim implantadas 16 estacas por acesso. As avaliagdes do nivel de
enraizamento, através da escala de notas, foram feitas aos 20; 30; 40 e 50 dias apds a
instalacdo do ensaio, em quatro estacas por acesso, retiradas uma da cada vaso, por vez,
correspondendo a uma repeticdo de quatro plantas. As estacas foram retiradas
cuidadosamente com torrdo, mergulhadas em &gua para liberacao do sistema radicular em
formagdo, com a finalidade de se preservar ao méaximo as radicelas. As estacas de cada
acesso foram entdo fotografadas em presenca de escala métrica sendo a foto a seguir
analisada para atribuicdo da nota de enraizamento. Com as notas obtidas foi construido
um gréafico de evolucdo do enraizamento para cada acesso.

Os dados possibilitaram registrar o grau médio de enraizamento de cada acesso
nos diferentes periodos estudados e determinar o tempo necessario desde a implantacao
da estaca no leito de enraizamento, até que a muda estivesse suficientemente enraizada
para receber o inoculo do nematoide e, em caso de hospedeiro, possibilitar a penetracdo
e desenvolvimento do parasita, apresentando ao final do ensaio numero de galhas e
massas de ovos suficientes para a avaliagéo.

A percentagem de falhas no enraizamento das estacas foi registrada para se avaliar

o grau de facilidade das espécies testadas em sobreviver e enraizar.
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A escala diagramatica de notas de enraizamento utilizada no ensaio foi adaptada
de Suguino et al. (2011) variando de 01 a 04 (Figura 3), onde: 1- Auséncia de raizes ou
enraizamento incipiente; 2- Enraizamento escasso. Sistema radicular inferior a 5 cm de
comprimento; 3- Enraizamento denso. Sistema radicular com 5 a 10 cm de comprimento;

4- Enraizamento denso. Sistema radicular superior a 10 cm de comprimento.

Figura 3. Escala diagramatica de notas de enraizamento utilizada no ensaio.
Baseado em: Suguino et al. (2011)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 apresenta os resultados do ensaio de propagacdo vegetativa com o
objetivo de determinar o nivel de enraizamento suficiente para inoculagdo de ovos e
juvenis de nematoides. A espécie Cordia verbenacea apresentou 21,05% de morte de
estacas, destacando-se em relacdo aos demais acessos por um desempenho mais modesto.
Os destaques positivos foram Pfaffia glomerata e Melissa officinalis, por néo registrarem

mortes de estacas.

Tabela 4 - Numero de estacas plantadas, nimero de estacas mortas e percentagem de
estacas mortas (falhas) relativas a sete acessos de espécies medicinais, em ensaio de

propagacao vegetativa em casa de vegetacdo em Brasilia-DF.
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NUmero de estacas NUmero de estacas %o de estacas

Acessos
plantadas mortas sem raizes
Artemisia vulgaris 16 1 6,25
Catharanthus roseus 20 1 5,00
Cordia verbenacea 19 4 21,05
Hypericum perforatum 22 1 4,54
Melissa officinalis 18 0 Zero
Pfaffia glomerata 17 0 Zero
Pogostemon cablin 18 1 5,55

Os demais acessos apresentaram percentagem de mortes de estaca em torno de
5%, o que ndo significa sucesso de enraizamento, porquanto ensaios anteriores
registraram casos de estacas que permaneceram vivas por mais de 30 dias, e mesmo que
apresentando brotagdes, formaram apenas calos nos pontos de enraizamento (GOMES;
BARROS, 2013; ZANCHETT 2013).

A percentagem de falhas de Cordia verbenacea foi destaque e coincide com a
tendéncia de resultados encontrados por Zanchett (2013) no Distrito Federal, que
registrou 41,7 % de perdas na formacdo de mudas de Cordia verbenacea por estaquia,
por falha no enraizamento das estacas ou estacas mortas, em condi¢bes de casa de
vegetacdo. Nessa espécie, no periodo de floracdo, os ramos vegetativos sdo escassos e 0
viveirista tem que lancar médo das estacas floridas que geralmente ndo sdo as mais
adequadas a obtencdo do enraizamento. Essa circunstancia ocorreu no presente ensaio.

Os resultados obtidos com Pogostemon cablin superam aqueles relatados por
Nascimento (2009), nos quais a sobrevivéncia das estacas uninodais testadas esteve em
torno de apenas 30%. No entanto, deve ser considerado que o autor utilizou estacas
uninodais, com gemas dormentes sob miniestufa e ndo utilizou areia como leito de
enraizamento e sim a mistura latossolo + areia + composto organico + vermiculita.
Observou-se que, para essa espécie que estacas com gemas dormentes, ndo sdo as
melhores para enraizamento e sobrevivéncia. Saravanan et al. (2015) também testaram a
estaca uninodal, mas com folhas, e obtiveram melhores resultados com estacas dos nos
medianos da planta.

Bettoni et al. (2010), obtiveram bons resultados com estacas de 6 cm com um par

de folhas, verificaram que a retirada total das folhas das estacas resultou no menor
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enraizamento e maior percentagem de estacas mortas. Este padrdo foi o0 mesmo utilizado
no presente ensaio.

Com referéncia a especie Melissa officinalis, o sucesso de sobrevivéncia e
enraizamento foi total, confirmando os resultados de ensaios anteriores (SAGLAM et al.,
2004; NASCIMENTO, 2009; DENG et al., 2006; SEVIK et al., 2013).

Excelente resultado também foi obtido com Pfaffia glomerata, confirmando
resultados de outros autores: Nicolosso et al., 1999; Nicolosso et al., 2001; Gomes, 2006;
Santos, 2006.

Os resultados de falhas no enraizamento e na sobrevivéncia de estacas de
Artemisia annua e Hypericum perforatum foram considerados aceitaveis. As referéncias
quanto a multiplicacdo dessas espécies por estaquia encontradas sdo poucas e ainda
acessorias, nao se referindo especificamente a arte da propagacdo, mas simplesmente

como atividade decorrente de ensaios de adubacdo e melhoramento genético.

4 N\

Titulo do Eixo

Titulo do Eixo

ce®eeHP  =fl= MO  ==A==PG  ====PC

Figura 4 - Média do indice de enraizamento de estacas de quatro acessos de plantas medicinais
20 a 50 dias a partir da implantac&o.
HP= Hypericum perforatum; MO= Melissa officinalis; PG= Pfaffia glomerata; PC= Pogostemon cablin

A Figura 4 representa a média do indice de enraizamento de estacas de quatro
espécies de plantas medicinais 20 a 50 dias a partir da implantacdo para: Hypericum
perforatum, Melissa officinalis, Pfaffia glomerata e Pogostemon cablin. Se estabelecido
um indice de referéncia médio de 2,75 para o ponto de inoculacdo do nematoide, observa-

se que apenas Hypericum perforatum, Melissa officinalis e Pfaffia glomerata aos 30 dias
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de implantacdo das estacas estardo em condicOes satisfatorias para a inoculagdo. Aos 20
dias, nenhum acesso apresentara as condi¢cGes de enraizameno adequadas para a
inoculagdo. Hypericum perforatum apresentara melhores indices de enraizamento em
relacdo a Melissa officinalis, Pfaffia glomerata e Pogostemon cablin, podendo ser
inoculado entre 20 e 30 dias apds a implantacdo das estacas, como pode ser obsevado nas
figuras 5, 6, 7 e 8.

Hypericum perforatum

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 5 — Raizes do Hypericum perforatum aos 20, 30, 40 e 50 dias apds ap6s a implantacdo

M Iissq (_) inalis

=
"

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 6 — Raizes da Melissa officinalis aos 20, 30, 40 e 50 dias apds ap0ds a implantacéo
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lomerata

Pfaffia g

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 7 - Raizes da Pfaffia glomerata aos 20, 30, 40 e 50 dias ap6s a implantagédo

Pogostemon cablin

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 8 - Raizes do Pogostemon cablin aos 20, 30, 40 e 50 dias apés a implantagdo

A Figura 9 representa a média do indice de enraizamento de estacas de trés acessos
Artemisia annua, Catharanthus roseus e Cordia verbenacea de 20 a 50 dias a partir da
implantacdo. Verifica-se que apenas Artemisia annua, Catharanthus roseus e
Catharanthus roseus, aos 30 dias de implantacdo das estacas, estariam nas condigdes

satisfatorias para a inoculacao.
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Figura 9 - Média do indice de enraizamento de estacas de quatro espécies de plantas medicinais
de 20 a 50 dias a partir da implantacéo.
AA= Artemisia annua; CR=Catharanthus roseus; CV= Cordia verbenacea.

Aos 20 dias, nenhum acesso apresentou as condicGes de enraizameno adequadas
para a inoculagdo, como pode ser observado nas figuras 10, 11 e 12. Artemisia annua
apresentou melhores indices de enraizamento em relagéo a Catharanthus roseus e Cordia

verbenacea.

Artemisia annua

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 10 - Raizes de Artemisia annua aos 20, 30, 40 e 50 dias apés a implantagao
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Catharanthus roseus

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 11 - Raizes de Catharanthus roseus aos 20, 30, 40 e 50 dias apds a implantacéo

20 dias 30 dias 40 dias 50 dias

Figura 12 - Raizes de Cordia verbenaceae aos 20, 30, 40 e 50 dias ap6s a implantacdo

Ensaios de reacdo de plantas a espécies de Meloidogyne requerem que as suas
mudas estejam suficientemente enraizadas, que sejam uniformes em seu enraizamento e
plantadas em substrato suficientemente estéril, seja comercial ou artesanal, como, por
exemplo, areia lavada ou misturas esterilizadas em autoclave (VILLELA, 2011).

Quando as plantas sdo propagadas por sementes, 0 pesquisador precisa considerar
que os tempos de germinacao podem ser diferentes para cada espécie ou ainda lidar com
eventuais problemas de dorméncia, requerendo tratamentos especiais como, por exemplo,
a embebicdo das sementes (ADEGAS et al. 2003).

83



Quando as plantas sdo propagadas vegetativamente, especialmente por estaquia
da parte aérea, deve ser considerado que algumas espécies sdo recalcitrantes para
enraizamento de estacas, tornando-se necesséria a aplicacdo exdgena de substancias de
crescimento (BORGES et al. 2011). No caso de rizomas ou raizes gemiferas, o cuidado
deve ser redobrado por tratar-se de 6rgdos retirados do solo que podem abrigar inoculo
de outros nematoides (SILVA et al. 2011).

E sabido que o sucesso do enraizamento depende do meio de enraizamento, onde
se destaca a areia, da qualidade da estaca, do tempo necessario ao crescimento das raizes
e das condi¢cOes ambientais de temperatura, luz e umidade (RATHNAYAKE et al., 2015;
SARAVANAN et al., 2015). Em alguns casos, notadamente com “seedlings” de espécies
ndo dormentes, o periodo de trés semanas é suficiente para a producdo de mudas
satisfatorias para a inoculacdo com Meloidogyne (MCSORLEY; MCGOVERN, 2000).
Este periodo de 21 dias tem sido uma referéncia também para plantas multiplicadas por
estaquia. No entanto, 0 mesmo pode variar conforme as circunstancias. Borges et al.
(2011) estabeleceram um prazo de trinta dias para o transplante de miniestacas enraizadas
de Eucaliptus globulus.

Dependendo da finalidade para a qual as mudas estdo sendo produzidas, o tempo
de viveiro das estacas antes do transplante pode variar. Por exemplo, para Pfaffia
glomerata, de 15 dias (SANTOS, 2006), 90 dias (NICOLOSSO et al, 1999) e 44 dias
(NICOLOSSO et al., 2001); para Coffea arabica, 35 dias em estufim (PEREIRA et al.
2001); para Cordia verbenacea, 60 dias (ZANCHETT, 2013). Saglam et al. (2004)
transplantaram estacas enraizadas de Melissa officinalis quando elas apresentaram raizes
com 8 a 10 cm de comprimento. Sevik; Guney (2013) avaliaram estacas enraizadas de
Melissa officinalis aos 60 dias apds a implantacdo, mesmo tempo utilizado por
Nascimento (2009).

O nivel de enraizamento das estacas pode ser verificado periodicamente, durante
a producdo das mudas, desenterrando-as. Caso ainda ndo esteja satisfatorio, a estaca
podera ser replantada para que o mesmo se complete, conforme verificado no presente
ensaio, onde todas as estacas que ja apresentavam algum enraizamento seguiram

vegetando e incrementando o enraizamento apds o replantio em areia.
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4 CONCLUSAO

Estacas das espécies medicinais Artemisia annua, Catharanthus roseus,
Hypericum perforatum, Melissa officinalis, Pfaffia glomerata, Pogostemon cablin e
Cordia verbenacea produziram mudas viaveis para ensaios com Meloidogyne spp. As
espeécies diferiram quanto a sobrevivéncia, eficiéncia e velocidade de enraizamento das
estacas em areia. Elegeu-se um prazo médio de 30 dias para que as raizes das estacas das
espécies testadas estivessem em condi¢Bes de ser inoculadas com ovos e juvenis de
Meloidogyne spp. As estacas de todas as espécies testadas mostraram-se resistentes ao

transplante, apds iniciado o enraizamento.
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