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RESUMO

MIORANZA, Thaisa Muriel. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro de 2015.
Respostas fisiologicas e controle de Meloidogyne incognita em plantas de tomateiro
tratadas com solugdes ultradiluidas de Thuya occidentalis. Orientador: José Renato
Stangarlin. Coorientador: Odair José Kuhn.

O objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia de solugdes ultradiluidas de Thuya
occidentalis no controle do nematoide de galhas Meloidogyne incognita em plantas de
tomateiro e as respostas fisiologicas promovidas na planta. O experimento foi constituido de
ensaios in vitro e in vivo. Os tratamentos utilizados foram diferentes dinamizacdes de T.
occidentalis 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal hahnemanniana) e a testemunha agua
(controle). No experimento in vitro os nematoides ficaram em contato direto com a solugéo de
0,1% dos tratamentos, por 24 horas para o teste de motilidade e 15 dias para o teste de eclosé&o.
Para o teste in vivo, o experimento foi realizado em dois anos, sendo o primeiro ano em
delineamento inteiramente casualizado e o segundo ano em delineamento de blocos ao acaso,
ambos com oito tratamentos e quatro repeticbes. No momento em que as mudas de tomateiro
foram transplantadas, estas foram submersas em uma solugdo de 0,1% dos tratamentos.
Posteriormente foram inoculados 4188 ovos e 661 juvenis de segundo estagio (J2) no primeiro
experimento e 4350 ovos e 700 J2 no segundo experimento. Foram realizados pulverizagoes
semanais da solucdo de 0,1% dos tratamentos na parte aérea das plantas. As plantas foram
conduzidas até que os nematoides completassem um ciclo de desenvolvimento. Foram
avaliados o nimero de galhas, massas de ovos, nUmero de ovos e J2 nas raizes, nimero de ovos
e J2 no solo, altura de plantas, massa fresca e seca da parte aérea, volume de raiz, nimero de
cachos, nimero de frutos por cacho, massa fresca e seca dos frutos e teor relativo de clorofila.
No experimento de 2014, foram escolhidas as dinamizagBes de 6, 24 e 50CH, além da
testemunha com nematoide e tratada com agua e testemunha sem nematoide e sem tratamento,
com quatro repeticdes cada, para a mensuracdo da taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A),
transpiracdo foliar (E), condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de CO. (Ci) e
temperatura foliar (°C), variando-se a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA). Também foi calculada a eficiéncia no uso da agua (EUA) (relacdo A/E), eficiéncia
intrinseca no uso da agua (EUIA) (relacdo A/gs) e a eficiéncia instantanea da carboxilagdo (A/Ci)
(relagcdo A/Ci). Os tratamentos ndo mostraram efeito nematostatico e nematicida assim como
ndo influenciaram na eclosdo de ovos para o0 ensaio in vitro. J& para o in vivo, em 2013, T.
occidentalis 100CH causou reducdo na populacdo de J2 nas raizes, assim como 200CH
promoveu aumento no volume de raiz e massa fresca de frutos do primeiro cacho. Em 2014,
100CH promoveu diminuicdo no nimero de massas de ovos e J2 no solo, e influenciou no
desenvolvimento da raiz, enquanto 50CH incrementou a massa fresca da parte aérea de
tomateiro. As medidas pontuais de trocas gasosas nao apresentaram diferenca entre os
tratamentos. Plantas infectadas com M. incognita e sem tratamento promoveram aumento na
fotossintese liquida e capacidade de carboxilacdo pela curva de resposta a luz. Ja T. occidentalis
24CH inibiu o efeito de maior fixagdo de CO2 em tomateiros inoculados por M. incognita,
proporcionando comportamento semelhante as plantas sadias em diferentes densidades de
fotons. Plantas submetidas aos tratamentos homeopaticos apresentaram maior temperatura
foliar. T. occidentalis apresentou capacidade de controle de nematoide de galhas e influenciou
no crescimento e fisiologia do tomateiro.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., homeopatia, nematoide de galhas, controle
alternativo, respostas fisiologicas, densidade do fluxo de fotons fotossintéticos, metabolismo
fotossintético.
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ABSTRACT

MIORANZA, Thaisa Muriel. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro de 2015.
Physiological responses and control of Meloidogyne incognita em tomato plants treated
with high-diluted solution of Thuya occidentalis. Orientador: José Renato Stangarlin.
Coorientador: Odair José Kuhn.

The objective of this work was to study the influence of homeopathic or high diluted solution
of Thuya occidentalis in the control of root-knot nematode Meloidogyne incognita in tomato
plants and physiological responses promoted in the plant. The experiment consisted of in vitro
and in vivo assay. The treatments were different dynamization of T. occidentalis 6, 12, 24, 50,
100, 200 and 400CH (centesimal hahnemaniana dilution) and the water (control). In the in vitro
experiment nematodes were treated with 0.1% homeopathic solution of the treatments for 24
hours for the motility test and 15 days for hatching test. For the in vivo test, the experiment was
carried out in two years, the first year in completely randomized design and the second year in
a randomized block design, both with eight treatments and with four replications. At the
moment that the tomato seedlings were transplanted, they were submerged in a 0.1% solution
of treatments. Subsequently were inoculated 4188 eggs and 661 second-stage juveniles (J2) in
the first experiment and 4350 eggs and 700 J2 in the second experiment. Were performed
weekly sprays of 0.1% solution of the treatments in the shoots of plants. The plants were
cultivated until the nematodes complete a development cycle. We evaluated the number of
galls, egg masses, number of eggs and J2 in the roots, number of eggs and J2 in the soil, plant
height, shoot fresh and dry weight, root volume, number of clusters, number of fruits per bunch,
fresh and dry fruit weight and relative chlorophyll content. In the 2014 experiment were chosen
the dynamizations 6, 24 and 50CH, and the control with nematode and treated with water and
plants without nematodes and without treatment, with four repetitions each for the measurement
of photosynthesis rates (A), stomatal conductance (gs), transpiration (E), internal CO-
concentration on leaf (Ci) and leaf temperature (Tleaf) varying the photosynthetic photon flux
density (PPFD). It was also calculated the efficiency of water use (USA) (A/E), intrinsic water
use efficiency (EUIA) (A/gs) and the instantaneous efficiency of carboxylation (A/C). The
treatments did not show nematostatic and nematicide effect even did not influence in hatches
eggs for in vitro assay. To the in vivo assay, in 2013, T. occidentalis 100CH caused a reduction
in the population of J2 in the roots, as well as 200CH promoted an increase in the volume root
and fruit fresh weight of the first bunch. In 2014, 100CH caused a decrease in the number of
egg masses and J2 in the soil, and influenced the development of the root, while 50CH increased
the fresh weight of shoots of tomato plants. The specific measures of gas exchange did not
differ between treatments. Plants infected with M. incognita and without treatment caused an
increase in the net photosynthesis and the carboxylation capacity for response curve to light.
Already T. occidentalis 24CH inhibited the effect of increased CO. fixation in tomato plants
inoculated with M. incognita, providing similar behavior to healthy plants in different densities
of photons. Plants of homeopathic treatments showed higher leaf temperature. T. occidentalis
showed control capability of root-knot nematode and influenced in tomato growth and
physiology.

Key words: Solanum lycopersicum L., homeopathy, alternative control, physiological
responses, photosynthetic photon flux density, photosynthetic metabolism.



viii

SUMARIO

1 INTRODUGAQO GERAL ...ttt 1
2ARTIGO | . 6

CONTROLE DE Meloidogyne incognita EM TOMATEIRO COM SOLUCOES
ULTRADILUIDAS DE Thuya occidentalis E SEUS EFEITOS NO CRESCIMENTO DA

P L AN T A ettt e et e b e e be et e she e te e e e abe e beearenreereenee e 6
100 Uo7 T SO RSPR 8
Material € MELOUOS ......c.ueiveeiieeie ettt e s teeae e raesreebeaneesneeseeenee e 9
RESUITA0S € DISCUSSAD. ......ueiiuiieitieiie ettt e et e e re e sraeanbeeeneas 12
(00 0101 [0 1T0 1SS 16
Referéncias BibDIIOGrafiCas..........ccoveviiiieiicii e 16

K3 1 [ €1 I SR 22

TROCAS GASOSAS E CURVAS DE RESPOSTA FOTOSSINTETICA EM TOMATEIRO

INFECTADO COM Meloidogyne incognita E TRATADO COM Thuya occidentalis ...... 22
INEFOAUGED ...ttt b bbb ene s 24
Material € MELOUOS.........cieeiieeieie ettt be e be e e saeeaesreesraeeeas 25
RESUITAA0S € DISCUSSAD. ......ueiiuieeieie ittt ettt e sttt e saa e be e ste e ne e sbaesneeennnas 28
(070 g ol (1101 OSSR 39
Referéncias BibDIIOGrafiCas..........ccoveiiiiiiiiiicc e s 40

4 CONCLUSOES GERAIS ..ot 48

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e 49



1 INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem como centro de origem a regido andina,
desde o Equador, passando pela Colémbia, Peru, Bolivia, até ao norte do Chile. Em relagdo a
domesticacdo, ha relatos que esta ocorreu no México e no Peru. Pertencente a familia
Solanaceae e ao género Solanum, o tomateiro é uma planta herbacea perene que pode ser
cultivada anualmente (PERALTA; SPOONER, 2007). Essa hortali¢a foi introduzida no Brasil
por imigrantes europeus no final do século XIX e comegou a ter relevancia mundial a partir de
1900 (FILGUEIRA, 2000).

Quando se discute a producdo de tomate, o Brasil se encontra entre os dez maiores
produtores do mundo, sendo responsavel por 3% da producdo mundial, mostrando a
importancia dessa cultura para a economia do pais (FAO, 2012). Em relagdo a producédo
brasileira que atualmente é de quase 4 milhdes de toneladas, a regido sul encontra-se em terceiro
lugar no ranking de producédo dessa hortalica no Brasil, com 563. 841 toneladas, destacando-se
a regido sudeste e centro-oeste com as maiores producgdes do pais, de 1.567.011 e 1.397.807
toneladas respectivamente (IBGE, 2013).

A cultura do tomate cultivada em regides tropicais e subtropicais é afetada pela
ocorréncia de doencas, pragas e estresses abidticos, causando expressivas diminui¢cdes no
rendimento e depreciando o produto. Uma das doencas que mais necessitam de pesquisas afim
de evitar essas perdas e obter-se melhores resultados no controle s&o os nematoides das galhas
(MELO; VILELA, 2005).

Atualmente sdo conhecidas aproximadamentes 100 espécies de nematoides do género
Meloidogyne, no entanto as pesquisas se concentram em um pequeno numero de espécies, M.
arenaria, M. hapla, M. incognita e M. javanica, pois sdo as mais comumente encontradas no
mundo e sdo patdgenos de culturas economicamente importantes (ELLING, 2013).

O ataque de M. incognita é inicialmente percebido pelo crescimento retardado das
plantas, geralmente em reboleiras. Em condicdes de alta populacdo dessa praga, as plantas
infectadas ficam raquiticas, amareladas e morrem prematuramente, podendo ser confundidos
com sintomas de deficiéncia de nutrientes (CHARCHAR; LOPES, 2005).

Na relacéo direta entre patdgeno e hospedeiro, apos a eclosdo dos ovos, 0s juvenis de
segundo estagio (J2) que estdo no solo penetram nas raizes das plantas através de seus estiletes
presente no aparelho bucal e langam secre¢des produzidas em suas glandulas esofagianas. Essas

secrecOes promovem o0 aumento exagerado do tamanho das células, formando células gigantes



(hipertrofia) e multiplicacdo intensa das células (hiperplasia), onde se alimentam dos produtos
oriundos da fotossintese, se desenvolvendo de forma sedentéria dentro da raiz e passando pelas
fases J3, J4 e adultos. Além disso, o ferimento causado pelo estilete no momento da penetracédo
dos nematoides, servem como porta de entrada na planta para outros patdgenos habitantes do
solo (TAYLOR; SASSER, 1978).

As fémeas de M. incognita sdo sedentarias e normalmente se reproduzem por
partenogénese, depositando as massas de ovos na superficie das raizes. Os machos se mantem
vermiformes e deixam a raiz. A hiperplasia e hipertrofia das células levam a formacéo de
sintomas tipicos constituidos pelas galhas, reduzindo a absorcao de &gua e nutrientes do solo,
resultando em plantas fracas e baixa producéo. O ciclo de vida desses nematoides varia entre
trés a seis semanas, dependendo das condi¢Ges ambientais (CASTAGNONE-SERENO et al.,
2013).

Esses nematoides sdo de dificil controle pois se encontram amplamente distribuidos e
sdo polifagos, ou seja, possuem uma ampla gama de hospedeiros, e a espécie Meloidogyne
incognita é possivelmente o patdgeno mais prejudicial as culturas do mundo (TRUDGILL;
BLOK, 2001).

A fim de evitar perdas econdmicas causadas por esses nematoides, 0 manejo indicado
para reducdo da populacdo destes no solo é realizado através da integracdo de métodos de
controle, como a rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes, controle fisico, bioldgico e
quimico pelo uso de nematicidas (WESEMAEL et al., 2011). O controle de doencas
exclusivamente com o uso de produtos quimicos, como ocorre no manejo convencional de
tomateiro, tém contribuido com a degradagdo dos ecossistemas e aumentado o risco a saude
humana pelo acimulo de residuos toxicos (MELO; VILELA, 2005).

Novos métodos de protecdo de plantas vém sendo utilizados, em especial na agricultura
agroecoldgica, dentre eles destaca-se a inducdo de resisténcia, que ativa mecanismos de defesa
das plantas no controle de pragas e doencas, 0 uso de medicamentos homeopaticos tem
demonstrado capacidade de induzir a producdo de metabdlitos secundarios em plantas para
reagirem aos patdgenos (STANGARLIN et al., 2011).

As plantas podem se defender dos agentes fitopatogénicos passiva ou ativamente. Os
fatores de resisténcia sdo subdivididos em duas categorias, pré e pos-formados em relacdo a
infeccdo. Ambas as categorias sdo subdivididas em estruturais e bioquimicos, onde os fatores
estruturais atuam como barreiras fisicas impedindo a entrada do patdgeno e a colonizagdo dos

tecidos, enquanto as reagdes bioquimicas ocorrem nas celulas do hospedeiro produzindo



substancias toxicas ao patdgeno ou impedindo o crescimento do mesmo no interior da planta
(PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Conforme Carvalho (2012) as plantas possuem varios mecanismos de defesas que
permanecem inativos ou latentes e sdo ativados quando expostos a agentes de inducéo, 0s quais
podem ser bidticos e abidticos.

A homeopatia, fundamentada em 1796 pelo médico alemao Christian Friedrich Samuel
Hahnemann, é um método terapeutico de controle de doencas que possui 0 principio da
similituide “Similia similibus curentur”, ou seja, substancias que causam sintomas em
individuos sadios podem ser utilizadas para tratar sintomas semelhantes em individuos doentes,
estimulando o organismo a reagir de forma vital contra seus préoprios disturbios, retomando a
sua homeostase. Assim, 0 medicamento homeopatico deve ser escolhido pela semelhanca com
0 conjunto de sintomas caracteristico do doente (TEIXEIRA, 2013).

Hahnemann ao fundar a homeopatia designou quatro pilares que sdo a base dessa
ciéncia: o principio da similitude, experimentacdo em individuo sadio, uso de medicamentos
ultradiluidos e uso de medicamento Unico (TEIXEIRA, 2006). Hannemann ndo relatou
experiéncia em plantas, porém as leis da homeoaptia, criadas pelo proprio Hannemann, diz
serem validas para todos os seres vivos (BONATO, 2007).

O uso da homeopatia tem reconhecida eficiéncia na saide humana e constitui um
processo recomendado pela agricultura organica para a manuten¢do do estado sanitario das
culturas vegetais, conforme estabelecido nas Instru¢cbes Normativas do Ministério da
Agricultura que disciplinam essa producéo (ROLIM et al., 2001).

A introducdo da homeopatia na agricultura tem como objetivo levar a melhoria da satde
do meio rural, através do desprendimento do uso de agrotoxicos, que é na agricultura
convencional uma dependéncia dos agricultores, fazendo a terra produzir alimentos mais
saudaveis e sem residuos toxicos, atuando como uma ferramenta para o desenvolvimento rural
sustentavel (ANDRADE; CASALLI, 2011).

O tratamento de plantas atraves da homeopatia ajuda a fortalecer o sistema imunoldgico
das mesmas, aumentando sua resisténcia ou tolerancia a pragas e doengas. A homeopatia
aplicada a plantas permite o controle de pragas e doencas causadas por virus, fungos e bactérias,
além de incrementar a producédo de biomassa (ROSSI, 2005).

Os medicamentos homeopaticos estdo sendo testados para diferentes fins na agricultura,
como no controle de pragas (MODOLON et al., 2012; BOFF et al., 2008; GONCALVES,
2007), controle de doencas (DATTA, 2006; ROLIM et al., 2001; SUKUL et al., 2006), aumento



de principios ativos (FONSECA et al., 2006; BONATO et al., 2009) e altera¢cBes no
metabolismo das plantas (ROSSI et al., 2006; PANDA et al., 2013) .

Tem-se observado diferencas na reacdo de duas espécies vegetais submetidas ao
tratamento com a mesma substancia dinamizada, indicando que os medicamentos homeopaticos
e substancias ultradiluidas que produzem um efeito em uma espécie vegetal podem ndo produzir
esse mesmo efeito em outra espécie, ndo podendo generalizar o uso de um tratamento para todo
o reino vegetal (CARNEIRO et al., 2011).

Segunto Bonato (2007), a fisiologia vegetal permite descrever sintomas de doencas e
respostas fisiol6gicas nas plantas com certa semelhanca aos sintomas observados em humanos,
podendo basear a escolha do medicamento homeopético para as plantas aos sintomas nelas
observados. Carneiro et al. (2011) citam que as substancias utilizadas na maioria dos
experimentos realizados em plantas sdo escolhidas por analogia com a matéria médica
hoemopética destinada & humanos devido a ndo haver uma matéria médica homeopética para
vegetais.

Segundo a matéria médica homeopatica, a Thuya occidentalis é indicada para algumas
doencas de pele que produzem a formacdo de excrescéncias como verrugas superficiais
cuténeas e das mucosas, verrugas pedunculadas e condilomas, Ulceras e erupcbes herpéticas
(BOERICKE, 2003).

A Thuya occidentalis é uma éarvore nativa da Europa, pertencente a familia
Cupressaceae, € cultivada como arvore ornamental de jardim e popularmente conhecida como
cedro-branco ou Arbor vitae, sendo amplamente utilizada na homeopatia e fitoterapia de acordo
com suas propriedades antivirais e imunofarmacoldgicas (NASER et al., 2005).

A galha formada por Meloidogyne incognita, que é o local de alimentacdo desses
parasitas, pode ser considerada um dreno metabdlico nas plantas, pois ocorre a transferéncia de
fotossintetizados para essas células que sdo consumidos pelos nematoides (HUSSEY, 1989).
Estudos sobre os efeitos causados pela infecgdo dos nematoide no crescimento e fisiologia das
plantas hospedeiras sdo geralmente relacionados com a nutricdo mineral, ao consumo de agua
pela planta, a fotossintese e a respiragdo (MATEILLE, 1994).

Na literatura encontra-se diversas respostas sobre a taxa fotossintética em plantas
infectadas com nematoides, podendo variar de acordo com a populacdo dos nematoides, da
variedade e espécie utilizada e do tempo de inoculagdo (ABRAO; MAZZAFERA, 2001;
MESSCHMIDT, 2013; TAHERY, 2012).



E sabido que plantas submetidas a tratamento com medicamentos homeopaticos
apresentam melhores condig¢fes de crescimento devido ao efeito tbnico do preparado e suas
alteracdes no metabolismo vegetal (TOLEDO et al., 2011; ROSSI et al.,2006).

A busca por informac6es sobre a fisiologia da fonte é de fundamental importancia, e
uma das formas mais utilizadas para estuda-la é por meio de medida de trocas gasosas
(BRANDAO FILHO et al., 2003).

Quando se mede a fixagdo liquida de CO2 em folhas intactas, sob diferentes niveis de
luz absorvida, permite-se a construcdo de curvas de respostas a luz, fornecendo informacdes
importantes sobre as propriedades fotossintéticas das folhas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

De forma a estudar esses aspectos a dissertacéo foi estruturada em dois artigos, sendo o
primeiro seguindo as normas da revista Semina: Ciéncias Agrarias e 0 segundo nas normas da

Scientia Agricola.
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Controle de Meloidogyne incognita em tomateiro com solu¢des ultradiluidas de Thuya
occidentalis e seus efeitos no crescimento da planta
Control of Meloidogyne incognita in tomato plants with high diluted solutions of Thuya

occidentalis and its effects in the plant growth

Resumo

Os nematoides sdo de dificil controle pois possuem muitos hospedeiros e o controle pelo uso de
nematicidas sdo altamente toxicos ao ser humano e ao meio ambiente, sendo essencial a busca de
métodos de controle eficientes e ecologicamente corretos. Sendo assim, objetivou-se verificar o controle
do nematoide de galhas Meloidogyne incognita em tomateiro com solugdes ultradiluidas de Thuya
occidentalis e estudar seus efeitos no crescimento da planta. O experimento in vivo foi realizado em dois
anos, 2013 e 2014, e desenvolvido em casa de vegetacdo climatizada enquanto o in vitro foi realizado
em laboratério. Foram utilizados oito tratamentos (6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal
hahnemanniana) de T. occidentalis e &gua como testemunha) e quatro repeti¢fes. Para o ensaio in vivo,
foram inoculados ovos e juvenis de segundo estagio (J2) e os tratamentos foram aplicados uma vez por
semana como solucgdo 0,1% na parte aérea das plantas, até que os nematoides completassem um ciclo
de desenvolvimento. No experimento in vitro, os nematoides ficaram expostos diretamente aos
tratamentos também na concentracdo de 0,1%. Os tratamentos ndo mostraram efeito nematostatico e
nematicida para o ensaio in vitro assim como ndo influenciaram na eclos@o de ovos. Para 0s ensaios in
vivo, em 2013 T. occidentalis na dinamizacdo de 100CH reduziu a populagdo de J2 nas raizes, assim
como a dinamizacao de 200CH forneceu melhores condic6es de crescimento a planta, aumentando o
volume de raiz e peso fresco de frutos do primeiro cacho. Em 2014, 100CH promoveu diminuigdo no
numero de massas de ovos nas raizes e J2 no solo, e incrementou o desenvolvimento da raiz, enquanto
50CH incrementou a massa fresca da parte aérea de tomateiro. Nesse estudo, T. occidentalis 100 CH
obteve os melhores resultados no controle de M. incongita, bem como 50, 100 e 200CH influenciaram
no crescimento das plantas.

Palavras-chave: Controle alternativo, homeopatia, nematoide de galhas, protecéo de plantas, Solanum

lycopersicum L.

Abstract

The control of nematode is hard because they have many hosts and the control using nematicides are
highly toxic to human and the environment. Thus it is essential the search for new methods of control
that are efficient and eco-friendly. Therefore, this work aimed to verify the control of root-knot
nematode Meloidogyne incognita in tomato plants with high-diluted solutions of Thuya occidentalis and
study its effects in the plant growth. The experiment in vivo was carried out in two years, 2013 and 2014,

developed at a climatized greenhouse while the in vitro was carried out in the laboratory. Eight
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treatments were used (6, 12, 24, 50, 100, 200, 400CH (centesimal hahnemaniana dilution) of T.
occidentalis and water as control treatment) and four replications. The plants were inoculated with eggs
and second stage juveniles (J2) and the treatments were apllied once a week, at 0.1% solutions in shoot
of plants, until the nematodes complete a development cycle. In the experiment in vitro, the nematodes
were directly exposed in contact with treatments at 0.1%. The treatments showed no nematostatic and
nematicide effect to in vitro essay, as well as did no influence the eggs hatching. In the in vivo assay, in
2013, T. occidentalis 100CH decreased the number of J2 in the root, even as the dynamization of 200CH
stimulated root development and increased the weight of the fruits of the first cluster. In 2014, 100CH
decreased in the egg masses in roots and J2 in the soil, and increased the development of root, while
50CH increased the fresh weight of shoots of tomato. In this study, T. occidentalis 100CH obtained the
bests results in the control of M. incognita while 50 e 200CH influenced in the growth of plants.

Key words: Alternative control, homeopathy, root-knot nematode, crop protection, Solanum

lycopersicum L.

Introducéo

O cultivo do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem grande importancia econémica para o
Brasil. Em 2011, a producéo de tomate no pais foi de aproximadamente 4,5 milhdes de toneladas, sendo
a regido sul a terceira regido responsavel pela maior producédo dessa cultura no Brasil (AGRIANUAL,
2014).

Os fitonematoides do género Meloidogyne, popularmente conhecidos como formadores de
galhas, sdo biotréficos, possuem curto ciclo de vida, altas taxas de reproducdo e sao de dificil controle
pois possuem ampla gama de hospedeiros. A espécie M. incognita é possivelmente a que causa maiores
danos nas culturas no mundo, pois em hospedeiros sensiveis, como 0 tomateiro, aumentam a sua
populacédo rapidamente (TRUDGILL; BLOK, 2001). Estes nematoides penetram nas raizes das plantas
e promovem a hipertrofia e hiperplasia das células, formando a aparéncia de galhas, consequentemente
prejudicando a absor¢do de &gua e nutrientes pelas raizes resultando em reducdo do crescimento e da
producdo, além dos ferimentos que os nematoides causam com seu estilete no momento da penetracao
servirem como porta de entrada na planta para outros patdgenos presentes no solo (TAYLOR; SASSER,
1978). O nivel de danos nas culturas que estes podem causar dependerd da densidade inicial de
nematoides no solo, da espécie de planta e cultivar, de condi¢des ambientais como estacdo do ano, tipo
de solo e do manejo adotado (JONES et al., 2013).

Sao conhecidos aproximadamente 100 espécies do género Meloidogyne, e para evitar perdas
econdmicas causadas por esses nematoides, 0 manejo indicado para redugdo da populacéo destes no solo

é realizado através da integracdo de métodos de controle, como a rotagdo de culturas, uso de cultivares
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resistentes, controle fisico, bioldgico e quimico, este tltimo pelo uso de nematicidas (WESEMAEL et
al., 2011).

Normalmente, a cultura do tomate sob sistema de producdo convencional é constantemente
tratada com pesticidas organicos sintéticos contra pragas e doengas, colocando em risco o equilibrio do
meio ambiente e a saude humana (MODOLON et al., 2012). Para minimizar esses efeitos de
contaminacgdo humana e ambiental que o uso de agrotdxicos de forma exagerada e indiscriminada vem
causando, o controle alternativo de doengas de plantas através do controle bioldgico, indugdo de
resisténcia e produtos naturais vem se destacando (STANGARLIN et al., 2011).

A homeopatia é uma técnica aceita pelas normas brasileiras para manejo de doencas e pragas na
producdo organica de alimentos (BRASIL, 1999), que se utiliza de solucdes ultradiluidas ou
dinamizadas para essa finalidade (CARNEIRO et al., 2011).

O uso de medicamentos homeopaticos e seus efeitos nas mais diversas culturas vem sendo
estudados (CARNEIRO et al., 2011). Estes sdo capazes de induzir resisténcia nas plantas ao ataque de
pragas e doengas, melhorar a adaptacdo do material vegetal em locais adversos de producgdo
harmonizando a relagdo entre 0 meio ambiente e as plantas, além de melhorarem a produtividade dessas
culturas (ROSSI et al., 2004).

A Thuya occidentalis é uma arvore nativa da Europa, popularmente conhecida como cedro-
branco, é amplamente utilizada na homeopatia e fitoterapia de acordo com suas propriedades antivirais
e imunofarmacoldgicas. Na homeopatia humana é utilizada para tratamentos de verrugas superficiais
cuténeas e das mucosas, verrugas pedunculadas, Ulceras e erupgdes herpéticas (BOERICKE, 2003;
NASER et al., 2005), sintomas que lembram aqueles causados pelos nematoides de galhas.

Segunto Bonato (2007), a fisiologia vegetal permite descrever sintomas de doencgas e respostas
fisioldgicas nas plantas com certa semelhanga aos sintomas observados em humanos, podendo basear a
escolha do medicamento homeopatico para as plantas aos sintomas nelas observados.

Diante desses aspectos, o objetivo desse trabalho foi avaliar o controle do nematoide de galhas
M. incognita em tomateiro com sete dinamiza¢des do medicamento homeopético Thuya occidentalis e

verificar o efeito destas no crescimento da planta.

Material e Métodos

Experimento in vivo

O ensaio foi realizado em dois anos consecutivos, de outubro a novembro de 2013 e de
setembro a outubro de 2014. O experimento foi realizado em casa de vegetacéo climatizada.

O ensaio de 2013 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e o de 2014 em
delineamento em blocos ao acaso, ambos com oito tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 32

parcelas, sendo que cada vaso representou uma parcela.
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Os tratamentos foram escolhidos de acordo com a repertorizacao dos sintomas observados nas
plantas associando aos sintomas em humanos (BONATO, 2007) com auxilio do manual de matéria
meédica homeopética de Boericke (2003). Os tratamentos consistiram do medicamento homeopético
Thuya occidentalis nas dinamizacdes de 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400 CH (centesimal hahnemaniana),
e a testemunha controle (dgua). Esses medicamentos foram obtidos em farméacia homeopética, em escala
centesimal pelo método Hahnemanniano, onde diluiu-se 1 parte do medicamento homeopéatico em 99
partes de etanol 30%, e sucucionou-se 100 vezes, de acordo com as normas da Farmacopéia
Homeopatica Brasileira (FHB, 2011).

Sementes de tomate da cultivar “Santa Clara” foram semeadas em bandejas de poliestireno
contendo substrato comercial para obtencdo das mudas. Ap6s 25 dias da semeadura, as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos de 2 L contendo uma mistura de solo, areia e composto organico
(2:2:1) esterilizados por autoclavagem a 120 °C/1 atm durante 1 hora.

No momento do plantio, o sistema radicular das mudas de tomateiro foi mergulhado em solucéo
de 0,1% dos tratamentos (1 mL do tratamento diluido em 1 L de agua destilada) (BONATO et al., 2009),
e, em seguida, foi realizado o plantio nos vasos. No experimento de 2013, trés dias ap6s o tratamento
das mudas e do plantio destas em vasos, foi inoculado 1 mL da suspensao de nematoides contendo 4188
0vos e 661 juvenis de segundo estéagio (J2), distribuidas em dois orificios no solo (0,5 mL da suspensao
em cada), proximos a haste da planta. Em 2014, apés sete dias de plantio, foram inoculados 1,2 mL da
suspensdo contendo 4350 ovos e 700 J2.

Os nematoides utilizados no experimento foram obtidos de tomateiros infectados cultivados em
casa de vegetacdo e identificados como Meloidogyne incognita com base na configuracdo da regido
perineal (HARTMAN; SASSER, 1985).

Posteriormente, foram realizadas pulverizagdes semanais dos tratamentos, da mesma solucéo de
0,1%, na parte aérea das plantas. Em 2013, as plantas permaneceram 50 dias em vasos na presenca do
nematoide, e em 2014 as plantas ficaram 40 dias nessa condicao.

Foram avaliados: altura de plantas, massa fresca e seca da parte aérea, volume de raiz, nmero
de cachos, nimero de frutos por cacho, peso fresco e seco dos frutos, teor relativo de clorofila, nimeros
de ovos e de J2 em 100 cm? de solo; nimero de ovos e de J2 presentes na raiz; nimero de galhas nas
raizes e nimero de massa de ovos.

O teor relativo de clorofila foi avaliado através do medidor portatil SPAD-502 Konica Minolta,
ao quadragésimo quarto dia, na quarta folha do apice para a base, realizando-se trés leituras por planta
e calculando a média para cada folha amostrada.

Para realizar as avaliagdes de nimero de nematoides e ovos das raizes, estas eram cortadas em
pequenos pedacgos e trituradas em liquidificador durante 20 seg. Despejou-se 0 material triturado na
peneira com malha de 400 Mesh (0,037 mm de malha) que foi lavada com jato d’agua de pisseta. Essa

solucdo de agua e o residual de raizes que estavam na peneira foram submetidas ao método de flotacédo
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centrifuga em solugdo de sacarose (FREITAS et al., 2007). A contagem foi realizada em lamina de
Peters no microscopio optico.

O método empregado para a extracdo dos nematoides vermiformes do solo foi o de flotacéo
centrifuga em solugdo de sacarose (TIHOHOD, 1989; 1993). A contagem foi realizada com auxilio da
lamina de Peters em microscopio dptico.

Para a coloragdo e contagem de massa de ovos, as raizes foram mergulhadas em solucéo do
corante Floxina B a 0,015% por 15 min (TAYLOR; SASSER, 1978). Em seguida, as raizes foram
retiradas, lavadas em &gua corrente e feita a contagem com auxilio de lupa de mesa.

Para a analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors e estes foram
submetidos a andlise de variancia, onde os experimentos foram analisados separadamente. As médias
referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de média de Tukey. Utilizou-se o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Experimento in vitro

O experimento in vitro foi realizado em delineamento experimental inteiramente casualisado,
composto de oito tratamentos e quatro repeticdes, resultando em um total de 32 parcelas, sendo que cada
parcela era constituida por um frasco plastico estéril de 50 mL. Os tratamentos foram compostos do
medicamento homeopatico Thuya occidentalis nas dinamiza¢Ges hahnemanianas de 6, 12, 24, 50, 100,
200 e 400CH em solugdo de 0,1% (como descrito anteriormente) e a testemunha controle (dgua).

Para avaliacdo de ecloséo de J2 de M. incognita, cada frasco conteve 10 mL de solugéo para
cada tratamento e 1 mL da suspenséo de nematoides que continha em média 250 ovos mL™. Os frascos
foram mantidos sobre a bancada do laboratério em temperatura ambiente durante o periodo de 15 dias.
Apos esse periodo foram avaliados a porcentagem de J2 eclodidos com auxilio de microscépio 6ptico.

Os J2 foram obtidos através da metodologia de funil de Baermann, onde foi utilizado papel filtro
para café tamanho 102 sobre um funil, e a suspensédo do inéculo foi depositada sobre o papel, para que
0s J2 eclodidos pudessem passar pelos poros do papel e migrassem para o fundo do funil sendo
recolhidos na solucgéo final (FREITAS et al., 2007).

Para avaliacdo de motilidade, em cada frasco estéril com 10 mL de cada tratamento foi colocado
1 mL da suspensédo de nematoide contendo aproximadamente 120 J2 de M. incognita. Ap6s 24 horas da
deposicéo dos nematoides nos frascos foi avaliada a porcentagem de nematoides aparentemente imoveis.
Em seguida, para avaliacdo da mortalidade, os J2 foram depositados em peneiras de 400 Mesh onde foi
substituido o tratamento por &gua de torneira e deixados nos frascos por mais 24 horas. Os J2 que
permaneceram imoveis, retilineos ou que apresentavam aspecto incomum foram considerados mortos
(FRANZENER et al., 2007). As avaliacGes foram realizadas com auxilio de microscopio Optico e
contagem em lamina de Peters.

Os dados foram analisados da mesma forma que o experimento in vivo.
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Resultados e Discussdo

Experimento in vivo

A andlise de variancia e o teste de médias mostraram diferenca estatistica entre os tratamentos
homeopaticos (P < 0,05). Observando a Tabela 1, pode-se verificar que o0 nimero de massas de ovos e
J2 encontrados nas raizes apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados, assim como
0 nimero de J2 em 100 cm? de solo para o experimento realizado em 2013. No experimento de 2014
também houve diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados para as varidveis massas de ovos e
J2 no solo.

Em 2013, a testemunha agua apresentou menor nimero de massas de ovos comparados aos
tratamentos T. occidentalis 200CH e 400CH, e foi igual as demais dinamizacfes (Tabela 1).
Comportamento semelhante foi observado por Swarowsky et al. (2014), que ao estudarem o uso de
diferentes dinamizacfes de Cina aplicada na parte aérea de tomateiro infectado com M. incognita,
encontraram mais ovos de nematoides nas plantas submetidas aos tratamentos homeopaticos que na
testemunha &gua, e associaram esse efeito a presenca de etanol nos medicamentos, ja que a média dos
tratamentos homeopaticos e da testemunha alcool foram semelhantes. No entanto, neste trabalho, o
tratamento controle foi apenas com agua destilada, sem presenca de etanol.

Diferentemente de 2013, no segundo experimento em 2014, todas as dinamizacdes se
comportaram semelhante a testemunha agua, no entanto a dinamizacdo de 100CH resultou na menor
média para a variavel massa de ovos e diferenciou estatisticamente da dinamizacdo 400CH, que mostrou
a maior média (Tabela 1).

Para os valores de J2 nas raizes o tratamento controle diferiu estatisticamente de 50CH e 100CH,
com valor superior. O tratamento 100CH apresentou a menor média seguido de 50CH, diferindo do
controle agua com 64,19% e 48,17% de reducdo de J2 na raiz respectivamente, para o primeiro
experimento (2013). No segundo experimento ndo foram encontradas diferencas estatisticas para essa
variavel (Tabela 1).

Considerando que o tratamento controle (agua) resultou em menores valores de massas de ovos
nas raizes, tanto em 2013 quanto em 2014, concluiu-se que os tratamentos com T. occidentalis ndo foram
capazes de interferir no desenvolvimento do patdgeno, ou pelo menos, dos J2 que penetraram quando
da inoculagdo nos primeiros dias dos tratamentos. Provavelmente, o efeito dos tratamentos com T.
occidentalis ocorreram mais tardiamente, o que resultou em menor ndmero de J2 nas raizes, J2 estes
provenientes de ciclos de reproducéo do patdgeno nas raizes.

A incompatibilidade (resisténcia) de plantas a nematoides fitoparasitas é conferida, em alguns
casos, por exsudatos liberados pelas raizes que repelem o nematoide, assim como por barreiras de
penetracdo ou deficiéncias nutricionais na planta hospedeira (pela falta de um ou mais nutrientes
essenciais) (KAPLAN; KEEN, 1980).
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Estudos do controle de nematoides in vivo com o uso de Thuya occindentalis ndo séo ainda
relatados na literatura, porém existem alguns trabalhos como o de Sukul et al. (2006) que corroboram
com este trabalho, pois ao testarem o medicamento homeopatico Cina e Santonina em plantas de
Hibiscus esculentus, ambos em 30CH, pulverizados na parte area da planta por 10 dias consecutivos
para controle de M. incognita, puderam concluir que a Cina foi capaz de reduzir a populacdo desse
nematoide devido a uma condicdo desfavoravel a permanéncia desses na raiz.

Datta (2006) também encontrou resultados que mostraram a diminuicdo da populacdo de M.
incognita nas raizes de amoreiras tratadas na parte aérea com o medicamento homeopético Cina 200CH
e tintura mae de Cina, supondo a ocorréncia de inducdo de resisténcia.

Outros trabalhos relatam indugdo de resisténcia em plantas a patdégenos através de uso de
medicamentos homeopaticos, pela ativacdo do metabolismo secundario, através da eliciacdo de algumas
enzimas relacionadas a defesa das plantas, produgdo de taninos, 6leos essenciais e outros compostos de
defesa (CASTRO, 2001; FONSECA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

Para o numero de J2 no solo, a média do tratamento 100CH foi inferior a dinamizacdo de 6CH
no ano de 2013, com reducao de 64,13% respectivamente (Tabela 1). Em 2014, para o nimero de J2 no
solo, a dinamizacdo de 100CH também conteve a menor média entre os tratamentos, diferenciando da
dinamizacédo de 6CH e da testemunha agua, com reducdo de 50,20% e 57,63% respectivamente. Esse
resultado assemelha-se ao do ano anterior, mostrando que a dinamizagédo de 100CH apresentou melhores
resultados na reducdo do nimero de nematoides no solo.

Os J2 presentes no solo podem ser resultados de condigdes favoraveis a eclosdo de ovos. Os
exsudatos das raizes e compostos quimicos da rizosfera podem agir como um estimulo na orientacao de
J2 para encontrarem a raiz, estimular a eclosao de ovos, atuar como repelentes ou inibidores, ou possuir
algum composto que sejam toxicos aos nematoides (CASWELL et al., 1991; ZHAO et al., 2000).

A eclosdo de ovos de nematoides € um comportamento importante no ciclo de vida desses
parasitas, e isso s6 ocorre quando as condi¢cdes ambientais tais como temperatura, oxigénio e umidade
do solo sdo favoraveis, assim como os exsudatos da raiz também podem afetar e induzir a taxa de eclosdo
de Meloidogyne, em condigdes em que ha falta de barreiras fisioldgicas, como a diapausa, que € um
estagio que o desenvolvimento € inibido até que as condigdes especificas requeridas pelos nematoides
sejam novamente favoraveis (CURTIS et al., 2009).

Podemos observar que, embora alguns resultados entre os anos sejam divergentes
estatisticamente, os medicamentos homeopaticos, em geral, apresentaram uma tendéncia em apresentar
0s maiores valores de massa de ovos em rela¢do a testemunha &gua, onde a dinamizagdo de 400 CH
apresentou os maiores valores para nimero de massa de ovos nos dois anos, assim como 100 CH
promoveu diminuicéo de J2 no solo (Tabela 1).

As varidveis nimero de galhas, nimero de ovos presentes na raiz e no solo ndo foram
significativos a 5% de probabilidade pelo teste Tukey no ano de 2013. As mesmas variaveis também

ndo diferenciaram no ano de 2014, assim como nimero de J2 na raiz.
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As variaveis referentes ao crescimento da planta que mostraram diferenca estatistica no ano de
2013 foram volume de raiz, massa seca do primeiro cacho e massa fresca do primeiro cacho (Tabela 2).
Para as outras variaveis como altura de plantas, massa fresca e seca de parte aérea, nimero de cachos,
numero de frutos por cacho e teor relativo de clorofila ndo houve diferenca estatistica. No ano de 2014,
as variaveis que apresentaram diferenca estatistica foram apenas volume de raiz e massa fresca de parte
aerea.

Em 2013, o tratamento T. occidentalis 200CH apresentou maior volume de raiz comparado a
testemunha 4gua e as dinamiza¢bes 12CH e 50CH com incremento de 29,23%, 37,43% e 30,76%
respectivamente (Tabela 2). Ja em 2014, para volume de raiz, a dinamizacdo 12CH apresentou a menor
média e diferenciou da dinamizacdo de 100CH, porém todos os tratamentos foram semelhantes a
testemunha agua (Tabela 2). A dinamizagdo 12CH em ambos 0s anos mostrou a menor média para essa
variavel.

Conforme Carneiro et al. (2011), a reprodutibilidade dos experimentos tem gerado resultados
significativos, porém em alguns casos encontra-se o efeito oposto ao descoberto anteriormente. Para
Baumgartner (2008) a reproducéo de experimentos utilizando a homeopatia é uma situagcdo complexa,
pois muitos fatores estdo envolvidos, principalmente as diferentes condi¢es climéticas e ataque de
pragas e doengas, necessitando-se de uma abordagem interativa.

Alguns trabalhos com homeopatia ja verificaram esse efeito ténico que os preparados ultra
diluidos séo capazes de promover e encontraram resultados semelhantes, como por exemplo, Swarowski
et al. (2014) ao estudarem diferentes dinamiza¢6es do medicamento homeopatico Cina aplicados em
tomateiro no controle de M. incognita na raiz, observaram que as dinamizagdes 12, 24, 200 e 400CH de
Cina mostraram maior volume de raiz que a testemunha agua e testemunha sem nematoide e sem
tratamento.

Rossi et al. (2006) ao utilizarem diferentes dinamiza¢es do medicamento homeopéatico Carbo
vegetabilis e seus efeitos em mudas de alface, observaram que as dinamiza¢Ges 30CH e 100CH
promoveram aumento no comprimento do sistema radicular em relacéo a testemunha sem homeopatia.

Bonato e Silva (2003) ao avaliarem os efeitos de diferentes dinamizag¢fes de Sulphur no
crescimento do rabanete, observaram que algumas dinamiza¢gBes do medicamento homeopético
aumentaram o didmetro da raiz enquanto outras ndo, e atribuiram esse efeito a caracteristica de a¢&o dos
medicamentos homeopaticos, pois quando ha similaridade entre 0 medicamento e o0 organismo, a energia
vital do organismo responde de forma oposta a energia do medicamento para atuar contra sua propria
doenca; ja quando ndo existe essa similaridade, pode haver desordem no sistema metabolico da planta
e resultar em respostas negativas no crescimento e desenvolvimento da mesma.

A acgdo que os medicamentos provocam no organismo é chamada de acdo primaria, segundo
Hahnemann, e o efeito provocado que faz o organismo reagir (forca vital) de forma oposta ao

medicamento é chamado de reacdo secundaria. Esse comportamento tem o intuito de despertar uma
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reacdo vital curativa do organismo contra seus proprios disturbios, restabelecendo o “estado normal de
saude” (TEIXEIRA, 2013).

Em 2013, para os valores de massa fresca do primeiro cacho, o tratamento &gua diferiu de 24CH
e 200CH, sendo semelhante as demais dinamizagdes. As dinamizacdes 24CH e 200CH mostraram as
maiores médias, havendo aumento na massa dos frutos de 46,25% e 49% respectivamente em relacdo a
testemunha. J& nos valores de massa seca de frutos do primeiro cacho as médias dos tratamentos 200CH,
24CH e 6CH foram elevadas porém estatisticamente igual a testemunha (Tabela 2). Apesar do
tratamento T. occidentalis 200CH apresentar maior quantidade de massa de ovos gue a testemunha agua
(Tabela 1), essa promoveu incremento no volume de raiz e massa fresca do primeiro cacho. Sendo assim,
essa dinamizacdo promoveu a estabilizacdo das plantas de tomateiro infectadas, onde com melhores
condigdes de crescimento suportou a infecgdo de nematoides sem afetar seu desenvolvimento.

Considerando que o nematoide M. incognita € um patdgeno que tem sua nutricdo oriunda dos
fotoassimilados produzidos pela planta, nesse estudo o uso dos medicamentos homeopaticos auxiliaram
no desenvolvimento da planta doente.

Boff et al. (2008), ao testarem diferentes medicamentos homeopaticos, entre eles Thuya
occidentalis, aplicados quinzenalmente em tomateiro no controle de pragas e doengas, verificaram que
o tratamento T. occidentalis 60CH gerou a maior producdo de frutos, produzindo 26 Mg ha®,
aumentando em 19,93% a producdo em relacdo a testemunha controle.

Em 2014, em relagdo a massa fresca da parte aérea, a dinamizacdo de 50 CH obteve a maior
média diferindo significativamente da dinamizacdo de 12 CH, a qual apresentou a menor média dos
tratamentos, porém todos os tratamentos foram semelhantes estatisticamente a testemunha &gua (Tabela
2).

Datta (2006) encontrou diferenca estatistica de biomassa fresca de parte aérea para as plantas de
amoreira tratadas com Cina 200CH e tintura mée de Cina em relacéo ao tratamento controle, os quais,
além de mostrar potencial de controle de nematoide também melhoraram o crescimento das plantas,
com maior comprimento de parte aérea e raiz, assim como maior massa fresca de parte aérea e raiz.

Panda et al. (2013) avaliaram o possivel efeito do medicamento homeopético Arsenicum album
e Baryta carbonica em trés diferentes dinamizac¢Ges no crescimento de ervilha (Pisum sativum L.) e
todos os tratamentos homeopaticos aumentaram o peso fresco das amostras de ervilhas, assim como
influenciaram na taxa fotossintética.

E interessante observar que as plantas tratadas com a dinamizag&o de 50CH mostraram piores
condicbes de crescimento no experimento de 2013, assim como 12CH no experimento de 2014,
enquanto outras dinamizaces apresentaram melhores resultados. Esse comportamento € tipico da
homeopatia e ja foi encontrado em outros trabalhos, onde a mesma substancia causa diferentes efeitos
de acordo com a dinamizacdo utilizada, ora estimulando uma boa reacdo ora estimulando pouco
(BONATO; SILVA, 2008).
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Ainda nesse roteiro de melhoria nos aspectos de crescimento da planta, Miiller e Toledo (2013)
notaram que na producdo de tomate em cultivo protegido, alguns medicamentos homeopéticos sdo
eficientes e incrementam o desenvolvimento das plantas, aumentam o nimero de frutos, promovem o
crescimento do sistema radicular e da parte aérea e auxiliam no controle de pragas e doencgas. Essas
informagBes assemelham-se as repostas encontradas nesse trabalho, onde T. occidentalis, em
dinamizacGes especificas, auxiliou no controle de doenga causada por nematoide e promoveu

incremento em alguns aspectos do crescimento do tomateiro.

Experimento in vitro

Né&o foi encontrado diferenca estatistica nos testes in vitro para motilidade e mortalidade de J2
e eclos&o de ovos.

Diferentemente deste trabalho, Ray e Pradhan apud Betti et al. (2009), ao realizarem
experimento in vitro, testaram 15 medicamentos homeopaticos contra nematoide de galhas, em
dinamizagbes ndo especificadas, onde T. occidentalis apresentou potencial de mortalidade de 26%
contra os J2.

Swarowski et al. (2014) ndo encontraram influéncia do medicamento homeopatico Cina, em
diferentes dinamizac@es, na motilidade e mortalidade de juvenis e eclosdo de ovos de M. incognita.

O medicamento homeopéatico do presente trabalho foi escolhido baseado nos sintomas
expressados pela planta quando infectada com o nematoide, confirmando ter efeito apenas no organismo

ao qual possuia os sintomas que esse medicamento é capaz de curar, sendo esperado esse resultado.

Conclusotes

Pode-se concluir que o medicamento homeopatico Thuya occidentalis na dinamizacdo de
100CH causou reducdo na populacdo de J2 do nematoide M. incognita nas raizes e solo, bem como no
numero de massas de ovos.

As dinamizacgdes deste medicamento interferem no crescimento do tomateiro, onde 200CH
aumenta o volume de raiz e massa fresca de frutos, 100CH promove incremento no volume de raiz
enguanto 50CH incrementa a massa fresca da parte aérea de tomateiro.

Thuya occidentalis, em todas as dinamizacdes testadas, ndo promoveu efeito toxico direto nos

J2 e ovos de M. incognita.
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454  Tabela 1. Namero de massas de ovos (MO) e juvenis de segundo estagio (J2) em solo e em raizes de
455  tomateiro tratado com diferentes dinamizag6es de Thuya occidentalis. Marechal Candido Rondon, 2013
456 e 2014.

Tratamentos MO (2013) MO (2014)  J2(2013) J2" (2013) J2" (2014)
T. occidentalis (CH)™  --------------—-——- n°/ raiz n° /100 cm?3 de solo ------
6 438,75 abc 827,33 ab 159,75 abc 12,66 a 26,35 ab
12 388,50 bc 1039,66 ab 125,00 abc 10,14 ab 17,00 bec
24 44275 abc 1106,33 ab 152,75 abc 755 ab 2481 abc
50 397,25 bc 1001,00 ab 110,00 bec 7,79 ab 18,98 abc
100 406,00 bc 788,00 b 76,00 c 454 b 13,12 c
200 462,50 ab 1073,33 ab 178,50 ab 7,67 ab 24,26 abc
400 531,25 ab 1222,33 a 141,25 abc 9,07 ab 22,47 abc
Controle (agua) 344,75 c 869,33 ab 212,25 a 8,53 ab 30,97 a
Média 426,47 990,91 144,44 8,49 22,24
CV (%) 11,65 15,17 29,58 28,26 20,17

457 Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
458  *Valores transformados em vx + 1

459  **CH = centesimal hahnemanniana

460

461  Tabela 2. Volume de raiz (VR), massa seca do primeiro cacho (MS1C), massa fresca do primeiro cacho
462 (MF1C) e massa fresca da parte aérea (MFPA) de tomateiro infectado com M. incognita e tratado com

463  diferentes dinamizacoes de Thuya occidentalis. Marechal Candido Rondon, 2013 e 2014.

Tratamentos VR (2013) VR (2014) MSI1C (2013) MF1C (2013) MFPA (2014)

T. occidentalis (CH)"  ------- mL / planta -------  —-mememm e g/ planta -----------------—-

6 40,50 abc 29,67 ab 9,56 a 131,40 abc 96,33 ab

12 30,50 c 19,00 b 8,90 ab 121,95 abc 8500 b

24 44,75 ab 29,67 ab 9,77 a 147,60 ab 97,00 ab
50 33,75 bc 25,00 ab 731 b 98,08 c 97,67 a

100 4325 abc 30,67 a 8,78 ab 126,88 abc 93,33 ab

200 48,75 a 29,33 ab 9,46 a 150,38 a 93,00 ab

400 40,00 abc 25,00 ab 8,88 ab 10228 bc 96,00 ab

Controle (agua) 3450 bc 21,67 ab 789 ab 100,92 c 91,33 ab
Média 39,50 26,25 8,82 122,43 93,71
CV (%) 13,81 14,28 10,16 16,17 4,60

464 Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
465  *CH = centesimal hahnemanniana.
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TROCAS GASOSAS E CURVAS DE RESPOSTA FOTOSSINTETICA EM
TOMATEIRO INFECTADO COM Meloidogyne incognita E TRATADO COM Thuya
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TROCAS GASOSAS E CURVAS DE RESPOSTA FOTOSSINTETICA EM
TOMATEIRO INFECTADO COM Meloidogyne incognita E TRATADO COM Thuya
occidentalis

RESUMO

Como o uso de preparados homeopaticos em plantas pode promover alteracdes no metabolismo
vegetal além de atuar no controle de doencas por inducdo de resisténcia, objetivou-se verificar
as respostas fisioldgicas expressadas por plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
infectadas com Meloidogyne incognita e tratadas com soluges ultradiluidas de Thuya
occidentalis. Utilizou-se delineamento em blocos ao acaso em condicdes de casa de vegetacéo.
Os tratamentos constituiram das dinamizagfes 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal
hahnemanniana) de T. occidentalis, além da testemunha &gua (com nematoide e sem
tratamento) e testemunha controle (sem nematoide e sem tratamento). As variaveis de trocas
gasosas foram medidas com sistema portéatil aberto de fotossintese, realizando medidas pontuais
antes da inoculacdo e ap6s a inoculacdo de 4350 ovos e 700 juvenis de segundo estagio em
plantas de tomate. Mediram-se as taxas de fotossintese (A), condutancia estomatica (gs),
transpiragéo (E), concentragéo interna de CO2 na folha (Ci) e temperatura foliar (Tleaf) variando
a densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) na testemunha controle,
agua e 6, 24 e 50CH. Para as medidas pontuais de trocas gasosas, ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos. Plantas infectadas com M. incognita e sem tratamento promoveram aumento na
fotossintese liquida e capacidade de carboxilacdo pela curva de resposta a luz. Ja T. occidentalis
24CH inibiu o efeito de maior fixacdo de CO. em tomateiros inoculados por M. incognita,
proporcionando comportamento semelhante as plantas sadias em diferentes densidades de
fotons. Plantas tratadas com T. occidentalis ultradiluida apresentaram maior temperatura foliar.
Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., homeopatia, nematoide de galhas, densidade do
fluxo de fotons fotossintéticos, metabolismo fotossintético.

GAS EXCHANGE AND PHOTOSYNTHETIC RESPONSE CURVES IN TOMATO
PLANTS INFECTED WITH Meloidogyne incognita AND TREATED WITH Thuya
occidentalis

ABSTRACT

As the use of homeopathic preparations in plants causes changes in plant metabolism as well
as being able to act in disease control by inducing resistance, this work aimed to verify the
physiological responses expressed by tomato plants (Solanum lycopersicum L.) infected with
Meloidogyne incognita and treated with Thuya occidentalis high dilution preparations. We used
a randomized block design under greenhouse conditions. The treatments dynamizations of 6,
12, 24,50, 100, 200 and 400CH (centesimal hahnemaniana dilution) T. occidentalis, in addition
to water control (with nematode and without treatment) and the control (no treatment and no
nematode). The variables of gas exchange were measured with an open portable photosynthesis
system, performing specific measures before and after nematode inoculation with 4350 eggs
and 700 second-stage juveniles in tomato plants. Were measured photosynthesis rates (A),
stomatal conductance (gs), transpiration (E), internal CO2 concentration on leaf (Ci) and leaf
temperature (Tleaf) varying the photosynthetic photon flux density (PPFD) in the control, water
and 6, 24 and 50CH. For specific measures of gas exchange, there was no difference between
the treatments. Plants infected with M. incognita and untreated promoted increase in net
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photosynthesis and carboxylation capacity for response curve to light. Already T. occidentalis
24CH inhibited the effect of increased CO: fixation in tomato plants inoculated with M.
incognita, providing similar behavior to healthy plants in different densities of photons. Plants
treated with high diluted T. occidentalis showed higher leaf temperature.

Key words: Solanum lycopersicum L., homeopathy, root-knot nematode, photosynthetic
photon flux density, photosynthetic metabolism.

Introducgéo

Os nematoides de galhas estdo ente os mais danosos patdgenos de plantas, pois devido
ao habito polifago possui ampla gama de hospedeiros (Trudgill and Blok, 2001). A infec¢édo
com Meloidogyne pode causar mudancgas na fisiologia e morfologia de seus hospedeiros,
promovendo a formacéo de galhas nas raizes onde, consequentemente, os elementos vasculares
sdo interrompidos e deformados, impedindo a normal translocacdo de agua e nutrientes pela
planta, o que interfere no crescimento do vegetal, além de causarem distdrbio no transporte de
reguladores de crescimento e outros compostos das raizes para as partes aereas das plantas
(Williamson and Gleason, 2003; Taylor and Sasser, 1978).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), que é uma das principais olericolas produzidas
no Brasil, quando conduzida em sistema convencional demanda o uso intensivo de agrotoxicos
para o controle de pragas e doencas (Diniz et al., 2006), havendo assim a necessidade de
métodos alternativos. Entre esses métodos encontra-se a inducao de resisténcia, que € a ativacao
de defesas da planta pela aplicacdo de eliciadores de origem bidtica ou abioGtica, como 0s
medicamentos homeopaticos ou as solucgdes ultradiluidas (Swarowsky et al., 2014).

A uso da homeopatia foi reconhecida e permitida na agricultura organica para o controle
de pragas e doencas (Brasil, 1999). Essa ciéncia, que utiliza substancias altamente diluidas e
dinamizadas, vem sendo usada em diversos segmentos da agricultura, principalmente na area

de protecdo de plantas, podendo ainda contribuir na auto regulagdo do sistema solo-planta-
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atmosfera e ajudar na manutencdo da saude através de seu efeito tébnico ou de inibicao
diretamente aos agentes patogénicos (Toledo et al., 2011).

Quando infecta uma planta hospedeira, o nematoide rapidamente rompe as rotas
fisioldgicas que envolvem a maioria dos principais processos na planta, como respiragéo,
fotossintese, translocacdo de nutrientes, relacdo hidrica e balan¢o hormonal (Malakeberhan and
Webster, 1993).

Na visdo homeopatica, as doencas sdo consequéncia da perda da homeostase do
organismo, e apesar de resultados efetivos a campo, pouco se sabe sobre os mecanismos
fisioldgicos de atuacdo das substancias dinamizadas (Bonato, 2007).

N&o se sabe quais sdo os mecanismos fisioldgicos que o medicamento homeopatico
pode alterar quando utilizados em plantas infectadas com nematoide e tratadas com
medicamentos homeopaticos. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas
fisiolégicas de plantas de tomateiro infectadas com M. incognita e tratadas com solucgdes

ultradiluidas do medicamento homeopético Thuya occidentalis.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo climatizada de setembro a outubro
de 2014.

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com nove tratamentos e
quatro repeticdes, totalizando 36 parcelas, sendo que cada vaso representou uma parcela. Os
tratamentos foram compostos do medicamento homeopéatico Thuya occidentalis nas
dinamizacdes de 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal hahnemaniana), a testemunha
agua (com nematoide e sem tratamento) e testemunha controle (sem nematoide e sem

tratamento).
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Os medicamentos foram obtidos em farmacia homeopatica, em escala centesimal pelo
método Hahnemanniano, onde diluiu-se 1 parte do medicamento homeopatico em 99 partes de
etanol 30%, e sucucionou-se 100 vezes, de acordo com as normas da Farmacopéia Homeopatica
Brasileira (FHB, 2011).

Sementes de tomate da cultivar “Santa Clara” foram semeadas em bandejas de
poliestireno contendo substrato comercial para obtencdo das mudas. Apds 25 dias da
semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de 2 L contendo uma mistura
de solo, areia e composto organico (2:2:1) esterilizados por autoclavagem a 120 °C/1 atm
durante 1 hora.

No momento do transplante, o sistema radicular das mudas de tomateiro foi mergulhado
em solucdo de 0,1% dos tratamentos (1 mL do tratamento diluido em 1 L de agua destilada)
(Bonato et al., 2009) e em seguida foi realizado o plantio nos vasos.

Os nematoides utilizados no experimento foram obtidos de tomateiros infectados
cultivados em vasos em casa de vegetagéo, e identificados como Meloidogyne incognita com
base na configuracdo da regido perineal (Hartman and Sasser, 1985).

Para a extracdo das raizes com o in6culo de nematoides, estas foram cortadas em
pequenos pedacos e trituradas em liquidificador durante 20 seg. Despejou-se o material
triturado na peneira com malha de 400 Mesh (0,037 mm de malha) que foi lavada com jato
d’agua de pisseta. Essa solucdo de agua e o residual de raizes que estavam na peneira foram
submetidas ao método de flotacdo centrifuga em solugdo de sacarose (FREITAS et al., 2007).
A contagem foi realizada em Iamina de Peters no microscopio optico.

Sete dias ap6s o tratamento das mudas e do plantio destas em vasos, foi inoculado 1,2
mL da suspensdo de nematoides contendo 4350 ovos e 700 juvenis de segundo estagio (J2),

distribuidas em dois orificios no solo (0,6 mL da suspensdo em cada), proximos a haste da
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planta. Posteriormente, foram realizadas pulverizagdes semanais dos tratamentos, da mesma
solucéo de 0,1%, na parte aérea das plantas.

As medidas de trocas gasosas foram realizadas em dias de pleno sol, entre 9 e 11 horas
da manh§, utilizando medidor portatil de fotossintese (Li-6400XT, LI-COR, Lincoln, Nebrasca
—USA), infrared gas analyser (IRGA). Ocorreram quatro avaliagfes pontuais, sendo a primeira
medida antes da inoculacdo de nematoides e antes da segunda aplicacdo de T. occidentalis, e
aos cinco, oito e 13 dias apos a inoculagdo. Neste periodo, as medidas de trocas gasosas foram
realizadas em todas as plantas.

Essas medidas foram realizadas na segunda folha totalmente expandida com mais de 6
cm? e expostas a luz solar, onde foram determinadas: A — Taxa de assimilacdo liquida de CO>
(umol CO, m? sY); E — Taxa de transpiragdo (mmol H20 m s); gs — Condutancia estomatica
(mol m? s?) e Ci — Concentrago interna de CO2 (umol CO2. mol™?). A temperatura do ar no
interior da cdmara do sistema fotossintético foi de 21,63, 28,56, 25,45 e 29,95°C; com déficit
de presséo de vapor (DPV) a 1,46, 2,71, 2,22 e 2,36 kPa e umidade relativa do ar de 38,25,
39,43, 44,71 e 43,08%.

Também foi mensurada a curva de resposta fotossintética a luz, o qual foi realizada em
plantas que receberam os tratamentos de 6, 24 e 50CH aos 14, 15 e 17 dias apds a inoculagéo,
respectivamente. Cada dinamizacdo foi comparada as testemunhas agua (com inoculo) e
controle (sem indculo e sem tratamento).

A curva de resposta da taxa de assimilagdo liquida de CO> para diferentes fluxos de
fétons fotossintéticamente ativos (DFFFA) foi realizada utilizando um diodo emissor de luz
vermelha (LED) artificial, controlado por um sensor quantum localizado no interior da cdmara
foliar; a curva foi obtida através da variagio a partir de 1800 pmol m2 s a zero, sempre em
conjunto de 400 umol CO2 mol™ artificial. A curva de resposta de A com DFFFA sempre foi

ajustada de acordo com a equacéo (Prado and Moraes, 1997):
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A = Amax [1 — e*Q -0,
onde Amax é a taxa maxima de fotossintese liquida; k é a constante de ajustamento; Q é a
densidade de fotons e Qc € o ponto de compensacéo. Para os demais parametros os dados foram
ajustados utilizando-se o programa Sigmaplot 12.0 (SIGMA PLOT, 2011) adotando-se aqueles
modelos que proporcionaram os maiores valores de coeficiente de correlacao.

Também foram calculadas as razdes: eficiéncia no uso de agua (EUA) A/E (umol CO3 /
mmol H.0 m? s™), capacidade de carboxilagdo (ACi) A/Ci (umol CO2 m? s/ pmol CO2 mol-
1y e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) A/gs (umol CO2 / mol m? s?) (Zhang et al.,
2001).

Os valores obtidos das analises pontuais e curva de DFFFA foram submetidos a anélise
de variancia. Quando o fator tratamento de plantas apresentou diferenca significativa, as médias
foram submetidas ao teste Tukey a 5% de probabilidade. Para o fator de DFFFA, as médias
foram submetidas a analise de regressdo. Ja para interacdo significativa entre os fatores
tratamento de plantas e DFFFA, foi realizado a andlise de desdobramento para o fator
tratamento de plantas dentro de cada nivel de densidade de fluxo de fotons fotossintéticamente
ativos, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR

(Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Trocas gasosas

A analise de variancia para os dados das trocas gasosas pontuais, realizados em todos

0s tratamentos, em quatro dias: antes da inoculagéo e aos cinco, oito e 13 dias ap0s a inoculagéo,
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ndo mostraram diferenca estatistica entre os tratamentos homeopaticos ¢ as testemunhas (P <

0,05) (Tabela 1).

Curvas de resposta fotossintética a luz

T. occidentalis 6CH, testemunhas agua e controle

Em relacdo a Figura 1 A, ndo houve interacdo entre os fatores: tratamentos e densidade
de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA), mostrando que a dinamizacéo de 6CH
de T. occidentalis ndo influenciou na taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), sendo
estatisticamente semelhante a testemunha agua e ao tratamento controle (planta sadia). A partir
da curva exponencial obtida para essa varidvel, a saturacdo de fotossintese liquida de CO:
ocorreu nas concentragdes mais altas de aproximadamente 1200 umol m? s de DFFFA, o que
pode ser devido a limitacdo das reacGes de carboxilacdo (Taiz and Zeiger, 2013).

Para a variavel condutancia estomatica (gs), 6CH mostrou menor média comparado aos
tratamentos &gua e controle, independente da densidade de fétons utilizada (Figura 1 B). Isso
demonstrou que as plantas tratadas com T. occidentalis 6CH apresentaram uma tendéncia ao
fechamento estomatico (0,27 mol m2 s1). O medicamento homeopatico inibiu o efeito que as
plantas de tratamento controle e agua (0,43 e 0,45 mol m s respectivamente) apresentaram,
porém sem interferir na atividade fotossintética.

Os estbmatos sdo responsaveis por regular as trocas gasosas entre plantas e meio
ambiente além de controlarem a perda de agua por alteracdo no tamanho do poro estomatico, e
esse movimento é afetado por vérios estimulos ambientais, como umidade relativa do ar,
concentracdo de CO: e intensidade de luz (Melloto et al., 2008).

Silva (2005), ao aplicar Suphur 6CH no solo cultivado com plantas de Sphagneticola
trilobata (L.) Pruski, constatou que a assimilacdo de CO. teve tendéncia a ser menor em plantas

submetidas ao medicamento homeopatico, atribuindo esse efeito a uma possivel patogenesia
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que o Sulphur é capaz de causar, ja que quando aplicado Appis mellifica obteve resultados de
incremento na assimilacdo de CO2 em relag&o ao controle. Nesse trabalho as plantas submetidas
ao tratamento homeopatico de T. occidentalis 6CH apresentaram uma tendéncia de diminuigéo
de A e gs, porém essa hipdtese ndo pode ser generalizada, uma vez que as plantas de tomate
nesse estudo ndo apresentaram nenhum aspecto aparente de patogenesia.

Segundo Krishania et al. (2013) as plantas estéo dispostas a fatores de estresses bioticos
e abiodticos que podem impedi-las de alcancarem seu maximo potencial genético de
produtividade, além de causarem modificacdes nos padrbes regulares do metabolismo das
plantas.

Ha na literatura relatos de que quando a planta esta submetida a condicGes de estresses,
estas respondem produzindo compostos que podem levar ao fechamento estomatico, como o
acido abscisico e espécies reativas de oxigénio, de forma a induzir elevacdes na concentracdo
de Ca?* no citossol das células guardas, levando ao fechamento dos estomatos (Kliisener et al.,
2002).

Por conseguinte, em relacdo a concentracdo interna de CO> (Ci), através da anélise de
regressdo observou-se uma curva de comportamento exponencial invertida, onde a queda da
concentragdo de pmol CO, mol™? inicia-se em 0 pmol m? s DFFFA e comeca a estabilizar
préximo a 900 pmol m2 s, Entre 900 e 1800 pmol m2 s, corresponde ao periodo de maior
abertura estomatica, o qual controla a entrada de CO> por difusdo. O medicamento homeopético
6CH apresentou menor média (338,73 umol CO, mol™) que as duas testemunhas (350,49 e
352,06 pmol CO2 mol?), provavelmente pela menor abertura estomatica, contudo, sem
apresentar interferéncia a fixagéo de CO> (Figura 1 C).

Para a taxa de transpiracdo foliar (E), a curva de resposta a DFFFA apresentou
comportamento exponencial, aumentou-se o valor de E conforme aumentou-se a densidade de

fluxo de fotons. A dinamizagdo 6CH apresentou menor média (3,88 mmol H20 m? s?) em
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relacdo aos demais tratamentos controle (4,76 mmol H,O m s™) e 4gua (4,88 mmol H20 m
s (Figura 1 D). A menor perda de agua pelas plantas tratadas com homeopatia 6CH, pode ser
explicada pelo fechamento estomético (Figura 1 B). Quando ocorre a diminuicdo na
condutancia estomatica, por consequéncia a taxa de transpiracdo também diminui, porém em
maior proporcao que a diminuicdo da taxa de fotossintese liquida (Habermann et al., 2003).

A eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) é a razdo entre a fixacdo de CO; e
condutincia estomatica. Esta variavel obteve estabilidade aproximadamente em 450 pmol m
st (DFFFA), ou seja, a abertura estomatica ocorreu com a mesma proporgio ao aumento da
fixaco de CO, de 450 a 1800 umol m2 s (DFFFA) (Figura 1 F). Houve diferenca significativa
apenas entre os tratamentos. Independentemente do nivel de densidade de fluxo de fétons, o
tratamento homeopatico T. occidentalis 6CH foi superior (23,05) aos tratamentos agua (16,36)
e controle (15,07), confirmando o fechamento estomatico observado na figura 1 B,
proporcionado pelo tratamento homeopatico.

A varidvel EUA, razdo entre taxa de assimilagdo liquida de CO; e transpiracdo foliar,
apresenta um valor relativo de perda de H.O em forma de vapor para cada CO fixado (Figura
1 E). A partir da andlise de regressdo pelo modelo de hipérbole, a EUA apresentou maximo
valor aproximadamente em 800 pmol m? s (DFFFA), e logo em seguida ocorreu um
decréscimo até 1800 pmol m2 s, o qual pode ser entendida se observar o acréscimo
exponencial da perda de 4gua E (Figura 1 D). Os fatores tratamentos de plantas e DFFFA néo
apresentaram interacdo significativa (Figura 1 E), no entanto, quando as médias dos tratamentos
foram comparadas entre si, a eficiéncia no uso da agua foi superior em plantas tratadas com T.
occidentalis 6CH, provavelmente devido aos menores valores de gs que influenciou diretamente
a transpiracao foliar (Figura1 B e E).

Para Martin et al. (1994), a taxa de fotossintese foliar e a eficiéncia no uso da agua séo

controladas por propriedades estomaticas e pelas caracteristicas anatdmicas das folhas, pois ao
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estudarem a taxa fotossintética entre espécies de Lycopersicum sugeriram que as diferencas
entre A e A/gs entre espécies de tomate eram dependentes da média de gs. Essa caracteristica
pode ser importante no crescimento de plantas em ambientes que sofram limitacdes de agua, ja
que essa variavel expressa a producao de biomassa por unidade de agua (Van Den Boogaard et
al., 1997).

A capacidade de carboxilagdo (ACi) ndo apresentou nenhuma diferenca significativa
entre as médias (Figura 1 G). Através do modelo de regressdo exponencial, é possivel observar
que houve uma estabilizacdo de ACi aproximadamente a 1400 pmol m? s (DFFFA) e a
capacidade de carboxilagdo maxima atingida a 0,07 (ACi) com 1800 pmol m2 s,

A temperatura foliar (Tleaf) apresentou comportamento linear, variando de forma
decrescente de 0 a 1800 pmol m2 s (DFFFA) (Figura 1 H). Esta queda pode ser compreendida
pelo aumento da taxa de transpiracao foliar, causando o resfriamento da folha. Neste sentido, o
tratamento controle apresentou maior estabilidade de temperatura foliar em relacdo ao aumento
de densidades de fluxos de fotons. Houve diferenca apenas quando comparou-se os tratamentos
entre si, independente da densidade de fotons. As plantas que receberam o tratamento de T.
occidentalis 6CH apresentaram média de 33,26°C, superior ao tratamento agua (32,75°C) o

qual ndo diferenciou da planta sadia (32,23°C).

T. occidentalis 24CH, testemunhas agua e controle

Ao avaliar-se a taxa de assimilacdo liquida de CO» (A) para os tratamentos controle,
tratamento agua e T. occidentalis 24CH (Figura 2), a curva de resposta a DFFFA foi diferente
daquela observada com o medicamento homeopatico 6CH juntamente aos demais tratamentos
(4gua e controle) (Figura 1 A). Houve interacdo significativa entre os fatores de tratamento de
plantas e DFFFA. Através do modelo exponencial ajustado, houve a saturacéo de assimilacao

liquida de CO, aproximadamente a 1000 umol m2 s (DFFFA). O ponto de compensagéo de
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luz foi menor para plantas submetidas ao tratamento controle (16,68 pumol m2 s1), em seguida
o tratamento T. occidentalis 24CH (18,31 pmol m s?) e plantas que receberam o tratamento
agua obtiveram maior ponto de compensacao de luz (23,89 pmol m?s™). Essa diferenga mostra
que as plantas do tratamento controle (saudaveis) necessitam de menos pmol m2 s de fétons
para iniciar o processo de fotossintese.

Habermann et al. (2003) encontraram menor ponto de compensacao de luz em plantas
de citros saudaveis comparadas as plantas doentes com CVC (clorose variegada do citros),
doenca essa que leva a obstrucdo dos sistema vascular das plantas, e concluiram que o aumento
da irradidncia sobre o ponto de compensacdo de luz resulta em aumento na fotossintese,
indicando que a fotossintese é limitada pela quantidade de luz disponivel e a saturacdo da curva
de DFFFA é limitada pela taxa de transporte de elétrons e regeneracdo da enzima rubisco. Os
autores ainda realizaram a medicdo de rendimento quantico aparente, pela inclinacdo da linha,
e sugeriram que a eficiéncia do ciclo de Calvin, em termos de utilizacdo de ATP e NADPH, foi
menor em folhas com CVC.

As plantas inoculadas com os nematoides e sem aplicacdo do tratamento homeopético
(tratamento agua) apresentaram maior taxa fotossintética, a partir de 480 umol m2s™* (DFFFA)
sendo superior as plantas tratadas com T. occidentalis 24CH, porém n&o diferenciando com as
sadias. Quando foi utilizado as densidades de 960, 1440 e 1800 umol m2 s de densidade de
fluxo de fétons, o tratamento agua apresentou médias superiores em relacdo aos demais
tratamentos (Figura 2 A). De acordo com as equacdes, 0s tratamentos agua, T. occidentalis
24CH e controle apresentaram taxas maximas de assimilacdo liquida de CO- de 22,09, 18,88 e
18,75 pmol CO, m2 s,

Esses fatos ocorreram em consequéncia da abertura estomatica (gs), que embora ndo
tenha apresentado interacdo entre os fatores, a maior média de condutancia estomatica (0,60

mol ms1) foi encontrado em plantas do tratamento agua (Figura 2 B). Os tratamentos controle
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e T. occidentalis 24CH mostraram as menores médias (0,38 e 0,35 mol m? s'). O
comportamento estomatico pode ser afetado tanto por fatores climaticos como por fatores
hormonais (Dodd, 2003).

Aparentemente T. occidentalis 24CH parece ter inibido esse efeito provocado pelos
nematoides, ja que esse tratamento teve comportamento proximo as plantas sadias. O
comportamento do tratamento agua pode ser resultado de um desequilibrio hormonal
promovido pela infeccdo do nematoide, uma vez que os patdgenos sdo capazes de interferir nas
mudancas hormonais promovidas pela planta como estratégia de sua defesa, além de
produzirem fitohormdnios como estratégia de infeccdo (Robert-Seilaniantz et al., 2007).
Nematoides de galhas, M. incognita, tem mostrado serem capaz de produzir auxina conjugada
e citocinina, podendo interferir no balango hormonal das células das plantas (De Meutter et al.,
2003, 2005).

Quando os J2 dos nematoides formadores de galhas infectam o hospedeiro, estes
penetram na ponta da raiz e se movem entre as células até atingirem o cilindro vascular, onde
através da liberacdo de secrecdes esofagianas induzem a formacao de seus sitios de alimentacao
formando as células gigantes (Caillaud et al., 2008). No momento em que o nematoide alcanca
o feixe vascular e nos estéagios iniciais da interacao entre nematoide e planta, Lohar et al. (2004)
encontraram picos de citocinina em plantas transgénicas de Lotus japonicus, porém néo se sabe
se esse aumento no nivel de citocinina se deve as secre¢cdes do nematoide ou a sensibilidade do
hospedeiro.

Bird e Loveys (1980) encontraram diferencas no conteudo de citocinina em plantas de
tomate infectadas com Meloidogyne javanica quando comparadas as plantas controle
principalmente nos estagios em que o0 nematoide sofre mudancas de estagios de

desenvolvimento (J2 para J3 e J4).
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No entanto, De Meutter et al. (2003) detectaram a presenca de citocinina em exsudatos
de M. incognita em experimento in vitro, sendo benziladenida e zeatina as formas mais
proeminentes, ressaltando que esse horménio pode ser importante na ativacao do ciclo celular
e na inducdo do sitio de alimentacéo.

Para Farquhar e Sharkey (1982), 0 aumento da oferta de citocinina nas raizes poderia
aumentar a fotossintese, estimulando a formacéo de clorofila e a sintese de proteina, e a0 mesmo
tempo promover a abertura estomatica. Ja em relacao a auxina, ha evidencias que este horménio
possa promover o fechamento estomatico (Dodd, 2003). As citocininas produzidas na raiz sao
transportadas através do xilema para a parte aérea das plantas, para regular o crescimento das
mesmas (Takey et al., 2001). Os pigmentos fotossintéticos presentes nas plantas, como a
clorofila e carotendides, sao esséncias para o processo de fotossintese nos vegetais, pois captam
a radiacdo solar e ddo inicio a fase fotoquimica da fotossintese, fixando o CO; e produzindo
carboidratos (Kluge et al., 2015).

Para Bird (1974), os nematoides podem usar esses hormonios de crescimento para seus
préprios propositos e podem exigir um certo nivel deles nas plantas hospedeiras para que
possam crescer e se reproduzir corretamente.

Messchmidt (2013) relatou que o porta enxerto de pessegueiro cultivar Capdeboscq,
suscetivel ao nematoide das galhas, apresentou maior taxa de assimilacdo liquida de CO>
guando inoculado com M. javanica nos primeiros 60 dias, sendo semelhantes estatisticamente
aos 90, 120 e 150 dias, podendo ser uma resposta inicial a infeccdo do nematoide. Nesse
trabalho, as avaliacdes foram realizadas aos 14, 15 e 17 dias ap0s a infeccdo, sem ainda sintomas
visuais da doenca.

Em relacdo a curva de Ci, esta apresentou um comportamento exponencial inverso e as

médias responsivas ao comportamento da variavel gs. O tratamento agua teve maior média de
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concentragdo interna de CO> (359,58 pumol CO, mol™) provavelmente pela maior abertura
estomatica, assim como os valores da curva equivalente a transpiracdo (E) (Figura 2 C e D).

As plantas que receberam o tratamento agua, perderam uma média de 4,28 mmol H,0O
m2 s (E), média superior quando comparado ao tratamento 24CH e controle (3,44 e 3,23 mmol
H.O m2 s). Plantas do tratamento controle (sadias) apresentaram maior eficiéncia no uso da
agua com valor médio de 2,10 sendo superior ao 24CH, o qual obteve média maior (1,87) que
o tratamento agua (1,72) (Figura 2 E). Face ao exposto, EUA demonstra que apesar das plantas
com nematoides e tratadas com agua fixarem mais CO. que os demais tratamentos, foi
necessario que ocorressem maiores perdas de agua em forma de vapor. Neste caso, plantas
sadias sem indculo de nematoides, perderam menor quantidade de dgua para fixar CO,. Este
resultado pode ser explicado pela limitagdo na atividade fotossintética nas mais baixas
densidade de fluxo de fotons, entre 0 e 300 pmol m2 s (Figura 2 A) (Taiz and Zeiger, 2013),
visto que, apesar de ndo apresentar interacdo significativa entre os fatores, a curva de
transpiracdo foliar das plantas do tratamento agua apresentou superioridade em todos niveis de
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos utilizada, diminuindo a média de EUA
(Figura 2 D e E). Em concordéncia deste trabalho, Messchimidt (2013) encontrou maiores taxas
de eficiéncia no uso da &gua para os porta enxertos de pessegueiro sadios quando comparado
aos porta enxertos infectados com M. incognita.

A eficiéncia intrinseca no uso da &gua (EIUA) obteve estabilidade a partir de
aproximadamente 600 pmol m? s (DFFFA) para plantas da testemunha controle e plantas
tratadas com T. occidentalis 24CH. J4 as plantas inoculadas com nematoides e tratadas somente
com agua, estabilizaram-se a partir de 900 pmol m2 s (DFFFA) (Figura 2 F). Por meio da
analise de regressdo dos pontos ajustados de EIUA, a testemunha dgua obteve ponto maximo
de 24,49 com média de 11,63 EIUA, resultado inferior quando comparou-se com plantas

tratadas com T. occidentalis 24CH (18,07) e tratamento controle (19,93), os quais alcangaram
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ponto maximo de 34,20 e 33,75. O medicamento homeopatico T. occidentalis com dinamizacéao
24CH impediu a abertura estomatica provocada pela infeccdo do nematoide, com isso, alterou
0 metabolismo da planta para que a mesma proporcionasse 0 mesmo comportamento das
plantas sadias. Tahery (2012a) encontrou aumento nos valores de condutancia estomatica para
algumas cultivares de plantas de Hibiscus cannabinus infectadas com M. incognita aos 60 e 90
dias apds a inoculacdo dos nematoides.

A variavel ACi, que relaciona a fotossintese (A) com a concentragéo interna de CO2 no
mesofilo foliar (Ci), apresenta a estimativa da eficiéncia de carboxila¢do da enzima rubisco in
vivo (Figura 2 G). Houve interacdo significativa entre os fatores, quando utilizou-se as
densidades de fluxo de fotons, 960, 1440 e 1800 pmol m? s?, onde plantas infectadas com
nematoides e tratadas com &gua tiveram maior capacidade de carboxilacdo. Apesar do
tratamento homeopatico T. occidentalis 24CH proporcionar maior média de EUA e EIUA que
plantas tratadas com agua, a razdo de ACi demonstra que a capacidade em fixar CO2 nédo se
comportou como as demais razdes (EUA e EIUA), ou seja, em condigdes deste estudo, a fixagdo
de CO: pelas plantas de tomateiro dependeu diretamente da inoculacdo de M. incognita, pois a
utilizacdo de T. occidentalis 24CH inibiu esse efeito. O aumento na fotossintese pode estar
relacionado tanto com o aumento da abertura estomatica, que permite maior difusdo de CO-
para os espagos intercelulares, assim como pode estar relacionado com o0 aumento da eficiéncia
de carboxilacdo (Machado et al., 2005).

Em relagédo a temperatura foliar (Tleaf), assim como na Figura 1 com o tratamento 6CH,
as médias de plantas tratadas com T. occidentalis 24CH foram mais elevadas (28,98 °C) que as
plantas do tratamento agua (28,54 °C) e tratamento controle (28,03 °C), no entanto ndo houve

interacdo com diferentes densidades de luz (DFFFA).

T. occidentalis 50CH, testemunhas agua e controle



398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

38

Para as avaliacGes de A, gs, Ci, E, EUA, EIUA, A/Ci e Tleaf dos tratamentos com T.
occidentalis dinamizacdo 50CH, agua e controle, ndo houve interacdo significativa entre os
fatores tratamentos de plantas e DFFFA, no entanto houve diferenca ao comparar as médias
dos diferentes tratamentos entre si (Figura 3).

O comportamento da curva de taxa de assimilacdo liquida de CO2 sob diferentes DFFFA
para os tratamentos T. occidentalis 50CH e as duas testemunhas manteve a mesma tendéncia
que a curva com a dinamizacdo de 24CH (Figura 2 A), onde o tratamento agua obteve maior
média de A (8,23 umols CO, m? st), com ponto méaximo de 19,40 umols CO, m2 s e ponto
de compensacéo de luz 17,99 pmol m s pelo modelo exponencial ajustado (Figura 3 A). O
tratamento controle obteve menor taxa de assimilacédo liquida de CO2 com média de 7,56 pmols
m2 s, ponto maximo de 17,07 umols CO, m2 s™ e ponto de compensagio 17,04 pmol m2 s,
ndo diferenciando com a media da assimilacdo de plantas infectadas por nematoides e tratadas
com T. occidentalis 50CH.

A fotossintese liquida, concentracdo interna de CO> e transpiracdo foliar correspondem
diretamente a condutancia estomatica (Figura 3 A, C, D e B), pois, assim como foi observado
nas analises dos tratamentos com T. occidentalis 6CH e 24CH, com excecédo da Figura 1 A, 0s
tratamentos que apresentaram maior gs também apresentaram maior difusdo de CO: (Ci),
consequentemente, maior assimilacdo liquida de CO2 (A) e transpiracdo foliar (E). O
medicamento homeopatico parece atuar de forma a inibir o estimulo que o nematoide provoca
na alteracdo da fotossintese, podendo resultar na menor quantidade de fotoassimilados
produzidos pela planta para suprir o dreno provocado pelos nematoides.

As variaveis EUA e EIUA, comparando os tratamentos agua, controle e T. occidentalis
50CH (Figura 3 E e F), mantiveram as mesmas tendéncias das curvas com a dinamizacgéo de

24CH (Figura 2 E e F), mostrando que a planta sadia sem a presenca do nematoide (testemunha
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controle) apresentou maior eficiéncia no uso da agua e eficiéncia intrinseca no uso da agua sob
diferentes DFFFA.

Tahery (2012b), ao estudar o efeito do nematoide M. incognita nas respostas de agua
em Hibiscus cannabinus L., encontrou resultados semelhantes, onde as plantas inoculadas com
0s nematoides apresentaram os menores valores de EUA e EIUA comparada as plantas controle
(sem nematoide) aos 30, 60 e 90 dias apos a inoculacgéo.

Apesar de A e Ci apresentarem diferenca entre os tratamentos pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, a razdo de A/Ci ndo apresentou nenhuma diferenca tanto para comparacéo dos
tratamentos entre si, quanto a interacdo entre fatores (Figura 3 G). Todavia, para a analise de
regressdo das médias de DFFFA dentro de cada tratamento, ajustou-se a equacao exponencial
com 0 mesmo ponto maximo de ACi (0,06) para os trés tratamentos.

Plantas de tomateiro tratadas com T. occidentalis 6CH, 24CH e 50CH, sempre
obtiveram médias de temperatura foliar (Tleaf) superiores quando comparados aos demais
tratamentos (Figura 1 H, 2 H e 3 H). Através da analise de regressao, 0 modelo de maior ajuste
indicou o decréscimo da temperatura foliar de acordo com o aumento das densidades de fluxos

de fotons (Figura 3 H).

Conclusoes

Os principais sintomas fisiol6gicos observados em plantas de tomateiro causado pela
infeccdo de Meloidogyne incognita foram o aumento da fotossintese liquida e da capacidade de
carboxilagdo, obtidos pela curva de resposta a luz.

O medicamento homeopatico Thuya occidentalis na dinamizacdo de 24CH inibiu o
efeito de maior fixacdo de CO, em tomateiros inoculados com M. incognita, proporcionando

um comportamento semelhante as plantas sadias em diferentes densidades de fotons.
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As medidas pontuais de trocas gasosas nao apresentaram nenhuma diferenca
significativa para plantas de tomateiro submetidas a diferentes dinamizagdes do medicamento

homeopatico T. occidentalis e inoculadas com M. incognita.
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583 Tabela 1. Resumo da analise de variancia da taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A),
584  conduténcia estomatica (gs), concentracdo interna de CO. (Ci) e transpiracdo foliar (E),
585  avaliados por quatro periodos a 800 e 0 umols de fotons m? s, em plantas de tomateiro tratadas
586  com diferentes dinamizagOes de Thuya occidentalis e inoculadas com Meloidogyne incognita.
587  Marechal Candido Rondon, 2014.

Quadrados médios

———————————————————————— Digl-----cccccccccaaaaaannnn
Fonte de Variaggo ~ ~ 800 pumol m2st - --- - 0 pmol m2st------
Tratamentos ™ 9 4,40 0,00 15894 0,13 0,28 0,01 10,07 0,23
Residuo 36 4,58 0,01 174,58 0,25 0,24 0,01 7,73 0,20
CV (%) - 13,58 24,6 447 12,92 38,19 17,44 0,70 8,91
Média - 15,75 0,37 295,76 388 -129 045 396,08 4,98
———————————————————————— Diall-------mmmmmmmeieaae -
Tratamentos ™ 9 1,83 0,04 62,45 0,39 0,09 0,01 6,75 0,22
Residuo 36 1,83 0,03 72,74 0,25 0,11 0,01 9,00 0,26
CV (%) - 6,54 19,05 2,72 6,11 14,38 17,42 0,74 11,92
Média - 20,69 0,83 31324 8,18 -2,34 0,44 403,82 4,32
------------------------ Dialll-----mcmmmmiiee oo
Tratamentos ™ 9 3,22 0,01 97,56 0,26 0,57 0,01 1,01 0,08
Residuo 36 4,27 0,16 135,01 0,20 0,10 0,01 2,59 0,11
CV (%) - 11,71 18,90 3,66 7,79 27,14 17,14 0,40 7,91
Média - 17,65 0,66 317,36 581 -1,18 0,60 39823 415
———————————————————————— DialV-------mcmmmmeieaoo oo -
Tratamentos ™ 9 4,36 0,28 865,84 1,75 0,15 0,01 22,14 0,94
Residuo 36 3,47 0,02 785,20 1,45 0,11 0,01 25,53 0,89
CV (%) - 13,67 55,24 10,42 27,11 40,92 56,17 1,27 33,54
Média - 13,63 0,27 268,97 4,44  -0,82 0,19 398,96 2,81

588 "™ n3o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (B), concentracao
interna de CO- (C), taxa de transpiracdo (D), eficiéncia no uso de agua (E), eficiéncia intrinseca
no uso da agua (F) capacidade de carboxilacdo (G) e temperatura foliar (H) de plantas de
tomateiro sadias (controle), inoculadas com Meloidogyne incognita e sem tratamento (H20) e
inoculadas e tratadas com Thuya occidentalis 6CH. Marechal Candido Rondon, 2014. Ao final
das curvas: ns = ndo significativo; a, b ou ¢ = diferentes pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 2. Taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (B), concentracao
interna de CO- (C), taxa de transpiracdo (D), eficiéncia no uso de agua (E), eficiéncia intrinseca
no uso da agua (F) capacidade de carboxilacdo (G) e temperatura foliar (H) de plantas de
tomateiro sadias (controle), inoculadas com Meloidogyne incognita e sem tratamento (H20) e
inoculadas e tratadas com Thuya occidentalis 24CH. Marechal Candido Rondon, 2014. Ao final
das curvas: a, b ou c, e dentro das curvas: A, B ou C = diferentes pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 3. Taxa de assimilacéo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (B), concentracao
interna de CO- (C), taxa de transpiracdo (D), eficiéncia no uso de agua (E), eficiéncia intrinseca
no uso da agua (F) capacidade de carboxilacdo (G) e temperatura foliar (H) de plantas de
tomateiro sadias (controle), inoculadas com Meloidogyne incognita e sem tratamento (H20) e
inoculadas e tratadas com Thuya occidentalis 50CH. Marechal Candido Rondon, 2014. Ao final
das curvas: ns = ndo significativo; a, b ou ¢ = diferentes pelo teste de Tukey (P <0,05).
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4 CONCLUSOES GERAIS

O medicamento homeopético Thuya occidentalis na dinamizacdo 100CH quando
aplicado na parte aérea de plantas de tomateiro promoveu diminui¢do no nimero de J2 nas
raizes em 2013 e diminui¢do no numero de massas de ovos e J2 no solo em 2014, mostrando
possuir potencial de controle. Também foi capaz de influenciar no crescimento das plantas,
onde a dinamizacdo de 200CH promoveu incremento no volume de raiz e massa fresca de frutos
do primeiro cacho para o ano de 2013, enquanto que no ano de 2014, a dinamizagéo de 100CH
incrementou o volume de raiz e 50CH aumentou o crescimento da parte aérea da planta. No
entanto, a repeticdo de experimentos com homeopatia é uma situacdo complexa que deve-se
levar em conta muitos fatores para obter-se os mesmos resultados, principalmente o ambiente.

O nematoide Meloidogyne incognita, ap6s aproximadamente 15 dias de contato com o
tomateiro, promoveu aumento na taxa de assimilacdo liquida de CO2 e maior capacidade de
carboxilacdo pela curva de resposta fotossintética a luz, e esse efeito é inibido quando essas
plantas de tomate infectadas com nematoide recebem pulverizacbes na parte aérea com T.
occidentalis 24CH, ou seja, apresentam 0 mesmo comportamento que as plantas sem infeccao
de nematoides. No geral, plantas submetidas aos tratamentos homeopaticos apresentaram maior
temperatura foliar.

O medicamento homeopatico T. occidentalis, nesse estudo, mostrou alteracdes na
fisiologia e crescimento das plantas de tomateiro e capacidade de controle dos J2 de M.
incognita na raiz, demonstrando a potencialidade da homeopatia na agricultura, sendo uma
fonte de referéncia para novas pesquisas nessa area afim de esclarecer o modo de acdo dessa

ciéncia quando utilizada em vegetais.
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