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RESUMO

MULLER, M6nica Anghinoni, M. S. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de
2015. Influéncia de dinamizages de Mercurius solubilis em enzimas de defesa, crescimento
da soja e no controle de Pratylenchus brachyurus. Orientador: Dr. José Renato Stangarlin.

Coorientador: Dr. Odair José Kuhn.

O nematoide Pratylenchus brachyurus conhecido como nematoide das lesdes, afeta a
cultura da soja causado danos expressivos, isso faz com que haja a necessidade de desenvolver
alternativas que supram o controle dos patdgenos, agregando em produtividade. Objetivou-se
entdo, verificar a influéncia do medicamento homeopatico Mercurius solubilis em diferentes
dinamizacdes nas plantas de soja e no controle de P. brachyurus. Para tanto, foram conduzidos
trés experimentos em casa de vegetacdo climatizada, testando-se as dinamizacgdes de 6, 12, 24,
50, 100, 200 e 400CH (centesimal hahnemanniana) de Mercurius solubilis, Etanol 30% e
plantas sadias (ndo tratada e ndo inoculada) foram utilizadas como tratamento testemunha. Os
tratamentos foram aplicados semanalmente a partir do estadio fenologico V3 da soja. Trés dias
apos o primeiro tratamento, foi feita a inoculacdo dos nematoides. Decorridos 50 e 70 dias ap6s
a inoculagdo do primeiro e segundo experimento respectivamente, foram realizadas as
avaliacdes de altura de parte aérea, diametro do coleto, nimero de vagens por planta, massa
seca de parte aérea, massa seca de folha+peciolo+caule, massa seca total de vagens, massa seca
por vagem, massa fresca de raiz, e contagem de juvenis, adultos e ovos presentes no solo e na
raiz, e determinado o fator de reproducdo (FR). No terceiro experimento, foram quantificadas
enzimas envolvidas no metabolismo secundario das plantas, peroxidase (POX), fenilalanina
amonia-liase (FAL) e a polifenoloxidase (PFO). As coletas das amostras de raizes foram
realizadas no intervalo de 0, 3, 7 e 14 dias ap6s o tratamento (DAT) sendo que no 3° DAT foi
feita a inoculacdo. Em laboratorio foi realizado experimento in vitro para avaliacdo de
motilidade e mortalidade, uma solugdo de &gua destilada contendo 100 juvenis e adultos mL™
foi depositada em recipiente plastico, e adicionados 7 mL dos tratamentos testados in vivo na
diluicdo de 0,1%. Os experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados.
As dinamizagbes 24CH, 50CH, 100CH e 200CH reduzem o numero de juvenis e adultos
presentes no solo, assim como o fator de reproducéo, além disso, a dinamizacdo 100CH é capaz
de interferir em aspectos produtivos pelo aumento de 107,5% no nimero de vagens quando

comparada a testemunha etanol 30%, assim como a dinamizacdo 6CH e 12CH. Para POX a



atividade enzimatica foi superior para as dinamiza¢cdes 6CH, 100CH e 400CH, em 3, 7 e 14
DAT respectivamente. A atividade de FAL apresentou incrementos de 79,93%, 80,72% e
84,10% nas dinamizacGes 6CH, 12CH e 24CH respectivamente em relacdo a testemunha
absoluta, 3 DAT. 14 dias apds o primeiro tratamento, a dinamizacdo 400CH mostrou um
aumento na atividade enzimatica de 53,41% e 32,21% quando comparada a testemunha etanol
30% e testemunha absoluta respectivamente. A dinamizacdo 24CH quando comparada a
testemunha absoluta mostrou um acréscimo de 41,10% na atividade enzimatica. Assim

Mercurius solubilis pode ser uma alternativa potencial para o controle de P. brachyurus.

Palavras chave: metabolismo secundario, anélises bioguimicas, nematoide, homeopatia.
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ABSTRACT

MULLER, Monica Anghinoni, M. S. State University of Western Parang, in february 2015.
Influence of Mercurius solubilis dynamizations in defense enzymes and growth of soybean
and control of Pratylenchus brachyurus. Advisor: Dr. José Renato Stangarlin. Co-Advisor:
Dr. Odair José Kuhn.

The nematode Pratylenchus brachyurus known as nematode lesions, affects the soybean crop
caused significant damage, this means that there is a need to develop alternatives that supply
the control of pathogens by aggregating in productivity. Then the objective is to verify the
influence of homeopathic Mercurius solubilis in different potencies in soybean plants and on
control of the nematode. For this, three experiments were carried out in climatized greenhouse,
testing the potencies of 6, 12, 24, 50, 100, 200 and 400CH (centesimal Hahnemannian) of
Mercurius solubilis, ethanol 30% and healthy plants (untreated and not inoculated) were used
as control treatment. The treatments were applied weekly from the V3 growth stage of
soybeans. Three days after the first treatment, inoculation of nematodes was done. After 50 and
70 days after inoculation of the first and second experiment respectively, were made
assessments of the aerial part height, stem diameter, number of pods per plant, dry weight of
aerial part, dry weight of leaf + petiole + stem, dry mass of total pods, dry weight per pod, fresh
weight of root, and were count juvenile, adults and eggs in the soil and in roots, and determined
the reproduction factor (RF). In the third experiment, were quantified enzymes involved in
secondary metabolism of plants, peroxidase (POX), phenylalanine ammonia lyase (PAL) and
polyphenol oxidase (PPO). The sample of roots were taken at intervals of 0, 3, 7 and 14 days
after treatment (DAT) and in the 3rd DAT, inoculation was made. In laboratory was conducted
a experiment to evaluate in vitro motility and mortality, a distilled water solution containing
100 ml-1 juveniles and adults were placed in plastic container and add 7 mL of in vivo
treatments tested at a dilution of 0.1%. The experiments were conducted in a randomized block
design. The potencies 24CH, 50CH, 200CH and 100CH reduce the number of adults and
juveniles in soil, as well as the reproduction factor, furthermore 100CH is able to interfere in
the productive aspects, increasing 107.5% in the number of pods when compared to the control
ethanol 30%, as well as dynamization 6CH and 12CH. To POX the enzymatic activity was
higher for dynamizations 6CH, 100CH and 400CH, 3, 7 and 14 DAT respectively. The PAL
activity presented increases of 79.93%, 80.72% and 84.10% in dynamizations 6CH, 12CH and
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24CH respectively compared to control treatment, 3 DAT. 14 days after the first treatment,
400CH dynamization showed an increase in the enzymatic activity of 53.41% and 32.21% when
compared to the control ethanol 30% and absolute control respectively. The dynamization
24CH when compared to absolute control showed an increase of 41.10% in the enzymatic

activity. So Mercurius solubilis may be a potential alternative for the control of the nematode.

Keywords: secondary metabolism, biochemical analyzes, nematodes, homeopathy.
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1 INTRODUGAO GERAL

Praticamente todas as espécies de plantas cultivadas sofrem danos causados por pelo
menos uma espécie de nematoide. Algumas culturas, como a soja (Glycine max (L.) Merril),
sdo hospedeiras de varias espécies, dentre elas o Pratylenchus brachyurus, também chamado
de nematoide das lesdes radiculares. A maioria dos nematoides atacam, principalmente, partes
subterraneas, como raizes, bulbos, tubérculos e rizomas (SOARES; SANTQOS, 2004;
INOMOTO, 2008).

A incidéncia de nematoides € sem duvida um fator limitante para a producgéo da soja,
tendo em vista que os sintomas ocasionados em plantas atacadas sdo 0 menor desenvolvimento
da parte aérea das plantas, observado no campo como reboleiras pelo menor porte e plantas
amarelecidas. Isso ocorre pela dificuldade da planta em absorver &gua e nutrientes com a
presenca do nematoide nas raizes, que no local de ataque, apresentam grandes areas escurecidas
com regibes necrosadas, devido ao movimento do patégeno e sua alimentacdo de diferentes
celulas do sistema radicular (INOMOTO et al., 2004; GOULART, 2008).

A utilizacdo de cultivares resistentes e 0 uso de agrotoxicos séo as formas mais usuais
de manejo de doencas em plantas, no entanto, esses recursos sao limitados a poucos patdgenos.
Para nematoides, 0 método de manejo mais adotado € através do uso de nematicidas, que
conferem certa eficiéncia na reducdo do patdgeno, porém, estes possuem custo elevado, sdo
prejudiciais ao meio ambiente e vem causando diferentes tipos de problemas toxicolégicos,
além de comprometerem o desenvolvimento normal da cultura e o estado geral da planta
(ADEGBITE; ADESIYAN, 2005; WRATHER et al., 2009; BORTOLINI et al., 2013).

O medicamento homeopatico consiste em toda forma farmacéutica de dispensacao
ministrada para a finalidade curativa e/ou preventiva, segundo o principio da cura pelo
semelhante. O mesmo é obtido pela técnica de dinamizagdo, que consiste no ato de triturare ou
diluir e sucussionar o0 medicamento homeopatico (ANVISA, 2011; BONATO et al., 2012).

Observa-se que solucdes dinamizadas apresentam capacidade de exibir sintomas
analogos aos apresentados pelas substancias nas doses ndo homeopaticas. Sugere-se entéo que
para a escolha do medicamento homeopatico siga-se esta conceito de sintomas analogos, e seja
feita uma relacdo com a matéria médica homeopatica, descrita com patogenesias observadas
em humanos, em que se relacione os sintomas observados em humanos com os observados nas
plantas (BONATO, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).

O manual de matéria médica homeopatica, descreve que o medicamento Mercurius

solubilis transforma células sadias, em ruinas decrépitas, inflamadas e necrosadas, provocando



anemia profunda. Isto é semelhante aos sintomas exibidos pelas plantas quando héa ataque de P.
brachyurus (BOERICKE, 2003).

Caracteristicas de crescimento, desenvolvimento e producdo estdo tendo destaque em
trabalhos realizados com homeopatia (CARNEIRO et al., 2011). Pard@metros biométricos como
maior massa das raizes, volume de raiz, massa fresca das folhas, massa fresca da parte aérea,
didmetro de caule e tantos outros aspectos foram incrementados com o uso da homeopatia em
plantas (DUTRA et al., 2014; SWAROWSKY et al., 2014).

O uso de homeopatia usados como metodos de controle alternativo de doencas tem
demonstrado capacidade para induzir a producdo de metabolitos secundarios como as proteinas
relacionadas a patogénese (STANGARLIN et al., 2011).

As plantas produzem grande diversidade de produtos secundarios, como 0s compostos
fenolicos, que sdo responsaveis por varias funcdes nos vegetais, agindo geralmente como
compostos de defesa contra herbivoros e patégenos. Os compostos fendlicos, sintetizados
principalmente a partir de produtos da rota do &cido chiquimico, desempenham vérias funcoes
importantes nas plantas. A lignina, de natureza fendlica, fortalece mecanicamente as paredes
celulares, os flavonoides e outros compostos fendlicos atuam na defesa contra patégenos
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Tais defesas podem ocorrer por inducdo de resisténcia, pela ativacdo de mecanismos
bioquimicos de defesa vegetal, envolvendo as enzimas como a peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amonia-liase entre outras, a partir de homeopatias (STANGARLIN; TOLEDO,
2014). A inducdo de resisténcia vegetal, pode ocorrer com a ativacao de qualquer mecanismo
de defesa pré ou pds formado, sendo eles estruturais ou bioquimicos, e isso ocorre em resposta
a tratamentos bidticos e abidticos (BONALDO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). A
ativacdo destas defesas pode ocorrer a partir de elicitores como 0 uso de extratos vegetais,
preparados de cogumelos e leveduras, uso de medicamentos homeopaticos, elicitores fisicos e
também produtos quimicos como o acibenzolar-S-metil (ASM), e tantos outros produtos que
sdo estudados a partir deste potencial (DIETRICH et al., 2005; KUHN et al., 2006; VIECELLI
etal., 2009; TOLEDO, 2009; STANGARLIN et al., 2010;).

Desta forma, o objetivo desde trabalho foi avaliar os aspectos de crescimento e
produtividade da soja tratada com diferentes dinamizac¢des de Mercurius solubilis e inoculada
com P. brachyurus, bem como o controle deste patdgeno e as possiveis alteracdes em enzimas

de defesa vegetal.



Este trabalho seré& apresentado na forma de dois artigos, o primeiro tem como titulo
Medicamento homeopatico Mercurius solubilis atuando no desenvolvimento da soja e no
controle de Pratylenchus brachyurus, e o segundo, atividade de enzima de defesa em soja

infectada com Pratylenchus brachyurus e tratada com Mercurius solubilis.
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Medicamento homeopético Mercurius solubilis atuando no desenvolvimento da soja e no controle

de Pratylenchus brachyurus

Homeopathic Mercurius solubilis interfering on soybean development and controls Pratylenchus
brachyurus

Resumo

A incidéncia de nematoides que afetam a cultura da soja (Glycine max (L.) Merril), como o
Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesdes), tem causado danos expressivos. Este é um patégeno
de dificil manejo e os métodos utilizados atualmente baseiam-se em geral no uso de pesticidas. Visando
desenvolver métodos alternativos de controle, objetivou-se verificar a influéncia do medicamento
homeopatico Mercurius solubilis em diferentes dinamizagdes no desenvolvimento das plantas de soja e
no controle de P. brachyurus. Para tanto, foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetacdo
climatizada, testando-se as dinamizagdes de 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal
hahnemanniana) deste homeopatico sendo etanol 30% foi utilizado como testemunha e para as variaveis
biométricas também foi utilizado como testemunha plantas sem tratamento e sem inoculagdo (plantas
sadias). Os tratamentos foram aplicados semanalmente a partir do estadio fenoldgico V3 da soja. Trés
dias apds o primeiro tratamento foi realizada a inocula¢do dos nematoides. Decorridos 50 e 70 dias apds
a inoculagdo do primeiro e segundo experimento respectivamente, foram realizadas as avaliagdes
biométricas de altura de parte aérea, didmetro do coleto, nimero de vagens por planta, massa seca de
parte aérea, massa seca de folha+peciolo+caule, massa seca total de vagens, massa seca por vagem,
massa fresca de raiz, e contagem de juvenis, adultos e ovos presentes no solo e na raiz, determinando-
se o fator de reproducdo (FR). Em laboratério foi realizado experimento in vitro para a avaliacdo de
motilidade e mortalidade de juvenis e adultos de P. brachyurus, para isso uma solucdo de dgua destilada
contendo 100 juvenis e adultos mL™ foi depositada em recipiente plastico descartavel, em seguida foram
adicionados 7 mL dos tratamentos testados in vivo na diluicdo de 0,1%. As plantas foram dispostas em
delineamento em blocos casualizados. Os resultados indicaram que dinamizag¢6es 24CH, 50CH, 100CH
e 200CH reduzem o numero de juvenis e adultos presentes no solo, assim como o fator de reproducéo,
sendo que as dinamizacGes que mais se destacaram foram 24CH e 100CH, reduzindo 72,73% e 69%
respectivamente o fator de reproducgdo, além disso, a dinamizagdo 100CH € capaz de interferir em
aspectos produtivos pelo aumento de 107,5% no numero de vagens quando comparada a testemunha
etanol 30%, assim como a dinamizacdo 6CH quando comparada com as plantas sadias. A dinamizacdo
12CH também incrementa nimero de vagens em relacdo as plantas sadias, porém a dinamizacéao reduz
massa seca de vagens. Assim Mercurius solubilis pode ser uma alternativa potencial para o controle de
P. brachyurus.

Palavras chave: nematoide da lesdo, controle alternativo, homeopatia na agricultura.
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Abstract

The incidence of nematodes that affect soybean (Glycine max (L.) Merrill) culture, as
Pratylenchus brachyurus (lesion nematode), has caused significant damage. This is a hard control
pathogen and the methods currently used are general based on the use of pesticides. Aiming to develop
alternative control methods, it was used homeopathic Mercurius solubilis in soybean plants development
and the control of this pathogen. In greenhouse, Mercurius solubilis at 6, 12, 24, 50, 100, 200 and 400CH
(centesimal hahnemanian dilution) was evaluted, using ethanol 30% as control treatment. The treatments
were applied weekly from the V3 growth stage of soybeans. Three days after the first treatment, the
nematodes were inoculated. After 50 and 70 days of inoculation from the first and second experiment,
were evaluated height growth, stem diameter, number of pods per plant, dry weight of aerial part, dry
weight of leaf +petiole + stem , dry weight of pods, weight of fresh root and juvenile, adults and eggs
in the soil and roots, and calculated the reproduction factor (RF). In the laboratory, was conducted in
vitro experiment to evaluate motility and mortality of juvenile and adult P. brachyurus, for that a
solution of distilled water containing 100 mL* of juveniles and adults were placed in a disposable plastic
container, then were added 7 mL of the treatments tested in vivo in dilution of 0.1%. The plants were
arranged in a randomized block design. The results indicated that 24, 50, 100 and 200CH reduce the
number of juveniles and adults in the soil as well as the reproduction rate, being the most outstanding
dynamizations 24 and 100CH, reducing 72.73% and 69% respectively the reproduction factor. Also
100CH increased the productive by the increase of 107.5% in the number of pods, as well as 6CH. Also
12CH increase the number of pods, but on the other hand the 12CH reduce dry mass of pods in soybean.
Thus, Mercurius solubilis is a potencial way for controlling P. brachyurus.

Keywords: lesion nematode, alternative control, homeopathy in agriculture.

Introducéo

Uma das limitacbes da producdo de soja (Glycine max (L.) Merril) é a incidéncia de
nematoides, destacando-se o das lesBes radiculares, Pratylenchus brachyurus (DUNCAN; MOENS,
2013).

Este é um nematoide de dificil controle, pois existem poucos genétipos de soja que mostram
algum grau de resisténcia (ALVES et al., 2011; FALEIRO et al., 2012; INOMOTO; ASMUS, 2013).
Esta dificuldade em incorporar resisténcia & P. brachyurus se d& pelo seu habito endoparasita migrador,
em que se movimenta alimentando-se de diferentes células das raizes da planta hospedeira, podendo
inclusive migrar para o solo e infectar outra planta, pois € uma espécie polifaga, pouco especializada
(GOULART, 2008).

Outro método de manejo adotado € através de nematicidas, porém, estes possuem custo
elevado, sdo prejudiciais ao meio ambiente e vem causando diferentes tipos de problemas toxicoldgicos,
se tornando importante a busca por outros métodos de controle que sejam eficientes e ecologicamente
corretos (ADEGBITE; ADESIYAN, 2005). Além disso, o uso de pesticidas no controle de P.
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brachyurus em soja geralmente contempla pouca eficiéncia na reducéo de nematoides, e o estado geral
da planta e o seu desenvolvimento tendem a ficar comprometidos (BORTOLINI et al., 2013).

A fim de diminuir o uso de agroquimicos, para que sejam reduzidos os impactos ambientais
por eles causados, controlar os fitopatdgenos que prejudicam a producéo, e de buscar um equilibrio entre
este controle e a manutencgdo de uma planta saudavel sem prejudicar seu desenvolvimento, surgem ideias
alternativas que se baseiam no uso de extratos naturais, 6leos essenciais e medicamentos homeopaticos.
O uso de medicamentos homeopéticos é também uma importante opgdo principalmente para a
agricultura orgéanica, que carece de produtos que exercam protecdo para suas culturas (TOLEDO et al.,
2011).

Apesar de muito utilizada para a salde humana, e também animal, a homeopatia para uso
vegetal estd em fase inicial de desenvolvimento, mas com aumento crescente de pesquisas voltadas para
esta area, visando a viabilidade do emprego desta ciéncia na agricultura (CARNEIRO; TEIXEIRA,
2003).

Bonato (2007) sugere que para a escolha do medicamento, para controle do patgeno, seja
feita uma analogia com a matéria médica homepética, descrita com sintomas em humanos. Partindo
deste principio, Boericke (2003), no manual de matéria médica homeopatica descreve que o
medicamento homeopéatico Mercurius solubilis transforma células sadias em ruinas decrépitas,
inflamadas e necrosadas, provocando anemia profunda, que sdo sintomas analogos aos causados pelo
ataque de P. brachyurus nas plantas.

O efeito do medicamento homeopatico Mercurius solubilis no desenvolvimento vegetal foi
observado por Rossi (2005), que verificou maior produtividade comercial e maior produtividade total
em morangueiro, quando comparado com outros medicamentos homeopaticos testados.

Tem se observado trabalhos com homeopatia, mostrando a superacdo de plantas infectadas
com patdgenos, em que estas tém incremento na produtividade, ou entdo em aspectos importantes para
0 crescimento e desenvolvimento das mesmas (GRISA et al.,, 2007; TOLEDO et al., 2009;
SWAROWSKY et al., 2014).

Portanto, com 0 objetivo de avaliar aspectos de crescimento e produtividade em plantas
inoculadas com P. brachyurus, bem como o controle deste patdgeno, foi realizado este trabalho

testando-se 0 medicamento homeopético de Mercurius solubilis em diferentes dinamiza¢Ges em soja.

Material e métodos

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo climatizada. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com nove tratamentos e cinco repeti¢des. Foi utilizada a
cultivar de soja NA 5909 RG, ndo considerada resistente a P. brachyurus. A soja foi semeada em vasos
de 2 L contendo mistura de solo, areia e composto organico (2:2:1, v/v/iv) como substrato, sendo
previamente esterilizado por autoclavagem durante 1 h a 120 °C e 1 atm. Foi utilizada uma planta por

Vvaso.
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A escolha do tratamento foi feita por repertorizagdo pelo repertorio de Ribeiro Filho (2010),
que consistiu em selecionar e enumerar 0s sintomas aparentes e fisicos constatados em plantas infectadas
com P. brachyurus, como a redu¢do no porte, falta de nutrientes e amarelecimento. A partir dai foi feito
uma analogia com sintomas descritos na matéria médica homeopatica de Boericke (2003), resultando
em clorose, anemia, raquitismo, fraqueza, verminose, agravamento por umidade e Ulceras da pele como
0s sintomas escolhidos.

Os tratamentos consistiram nas dinamizagdes 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal
hahnemanniana) do medicamento homeopético Mercurius solubilis. Este medicamento foi manipulado
pelo método Hahnemanniano, conforme Farmacopéia Homeopaética Brasileira (BRASIL, 2011). Etanol
30% foi utilizado como testemunha, pois estas dinamizagdes foram obtidas com solug&o hidroalcodlica
30% em farméacia homeopatica. Para as variaveis biométricas também foi utilizado como testemunha
plantas sem tratamento e sem inoculacdo (Plantas sadias).

O primeiro experimento foi semeado no dia 02 de abril e o segundo experimento no dia 25 de
setembro de 2013. Para ambos foram realizadas pulverizagbes semanais, a partir do estadio V3, dos
tratamentos na parte aérea das plantas de soja, até molhamento completo das folhas, mas sem atingir o
ponto de escorrimento. Os medicamentos homeopaticos foram diluidos em &gua, agitados e aplicados
com borrifador a 0,1%. As pulverizag¢Ges foram repetidas semanalmente, totalizando sete aplicacdes até
o final do ensaio. Trés dias apds a primeira pulverizacdo as plantas foram inoculadas: com
aproximadamente 4000 juvenis e adultos de P. brachyurus por vaso no primeiro experimento, e com
400 juvenis e adultos de P. brachyurus no segundo experimento, de acordo com metodologia testada
por Santos (2012).

Aos 50 dias apés a inoculagcdo do primeiro experimento foram feitas as avaliagGes, e para o
segundo experimento as avaliagcdes foram feitas 70 dias ap6s a inoculagdo, que consistiram em analisar
variaveis biométricas como diametro do coleto com paquimetro digital, altura de planta com o auxilio
de régua graduada, medindo-se a distancia entre o apice da Gltima folha inserida e o colo da planta. Foi
contado o ntimero de vagens por planta (vagens pl?), e as vagens foram acondicionadas em sacos de
papel para secagem em estufa, onde permaneceram por 72 horas a 65 °C, e procedeu-se a pesagem em
balanca analitica para obtencdo de massa seca total de vagens (MS total de vagens). Para a obtencéo da
variavel massa seca por vagem (MS vagem) foi feita uma relagéo entre a massa seca total de vagens e
0 numero de vagens. Este mesmo procedimento foi realizado para a parte aérea da planta, para se obter
os valores de massa seca da folhatpeciolo+caule e de massa seca de parte aérea
(folha+peciolo+caule+vagens). Para o segundo experimento, as mesmas avaliagcGes foram feitas, mas
apenas ap0ds decorridos 70 dias da inoculag&o.

As raizes foram lavadas em agua corrente, para a retirada das particulas de solo, e deixadas
sobre papel toalha para a eliminacdo do excesso de agua e, em seguida foram pesadas em balanca

analitica para a obtengdo da massa fresca da raiz (MS raiz).
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A metodologia de extracdo dos nematoides vermiformes do solo e das raizes foi o de flotacdo
centrifuga em solugdo de sacarose (TIHOHOD, 1993). Foram avaliados o nimero de ovos, de juvenis e
adultos por 100 cm3 de solo e presentes na raiz (JENKINS, 1964). Foi calculado o fator de reproducéo
(FR) (OOSTENBRINK, 1966) através da férmula FR = Pf / Pi, onde Pi é a populacéo inicialmente
inoculada e Pf a populacéo final (somatério do nimero de ovos, juvenis e adultos extraido das raizes e
do volume total de solo de cada vaso).

Quanto ao efeito de mortalidade e motilidade de juvenis e adultos de P. brachyurus foram
testadas as dinamizacdes de Mercurius solubulis in vitro. Para tanto foi utilizada populagdo pura de P.
brachyurus obtida através de multiplicacdo em cilindros de cenoura (GONZAGA; DOS SANTOS,
2010), contendo 100 juvenis e adultos mL™ de agua destilada. Foi depositado 1 mL desta suspensdo de
inoculo em recipiente plastico descartavel e em seguida foram adicionados 7 mL das dinamizagGes 6,
12, 24, 50, 100, 200, 400CH de Mercurius solubilis na diluigdo de 0,1%. Apos 24 horas de exposi¢do
aos tratamentos, foram contados os nematoides moveis e imoveis, decorrida a avaliacdo, 0s nematoides
foram filtrados e a solugdo contendo os tratamentos foi substituida por agua destilada e ap6s 24 horas
foram novamente contados 0s nematoides, sendo que o0s que tinham aspecto retilineo e sem
movimentagdo eram considerados mortos.

O delineamento utilizado nos experimentos foi em blocos ao acaso. Os dados foram
submetidos & analise de variancia e as médias referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de
Dunnett a 5% de probabilidade, através do programa estatistico GENES (CRUZ, 2006).

Resultados e discusséo

Para a variavel numero de vagens por planta, o tratamento 100CH mostrou-se superior a
testemunha etanol 30% no Experimento 1, aumentando em 107,5% o numero de vagens por planta, e
ndo diferiu das plantas sadias (sem tratamento e sem inoculo) (Tabela 1). Isto demostra a capacidade
dessa dinamizacdo de Mercurius solubilis em provavelmente estabelecer um equilibrio
fisioldgico/metabdlico nas plantas tratadas, mesmo que estas estejam infectadas, permitindo o seu
desenvolvimento normal. Rossi et al. (2006), aplicando Carbo vegetabilis em mudas de alface,
observaram equilibrio das plantas quando colocadas em condicfes de estresse, quando receberam
tratamento com a dinamizagdo 100CH.

No Experimento 2, as dinamizagdes 6CH e 12CH diferiram das plantas sadias, sendo que as
plantas com nematoide que receberam esses tratamentos homeopaticos, tiveram ganho positivo, com
acréscimo de 29,3% e 37,4% respectivamente no nimero de vagens. Indicando a provavel acdo de
equilibrio vegetal descrita anteriormente. J& a dinamizagdo 200CH teve menor numero de vagens do
que a testemunha etanol 30%, porém ndo diferiu das plantas sadias, isso &€ um aspecto importante, pois
se comportou como uma planta que ndo tinha o patégeno. E tem sido observado em trabalhos que

utilizam medicamentos homeopaticos em plantas, que estes atuam intensamente na parte fisioldgica,
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melhorando seus aspectos de crescimento e desenvolvimento, por vezes aumentando sua produtividade
(GRISA et al., 2007; SWAROWSKY et. al., 2014).

Tabela 1. Efeito de dinamiza¢bes do medicamento homeopatico Mercurius solubilis aplicado em
plantas de soja inoculadas com P. brachyurus para nimero de vagens por planta (NUm. vagens planta:
1), massa seca total de vagens (MS total de vagens) e massa seca por vagem (MS vagem™) em dois
experimentos.

NUm. vagens planta™ MS total de vagens MS vagem™
Tratamento e gplantat --------  ----eeeeo g vagem? --------
Exp 1 Exp 2 Exp1 Exp 2 Exp1 Exp 2
Mercurius solubilis
6CH 134 a b 32,0 a 0,5316 a b 55937 a b 0,0461 a b 0,2430 a b
12CH 118 a b 33,7 a 0,3554 a b 7,1465 a b 0,0275 0,2401 a b
24CH 120 a b 230ab 06029 ab 58070 ab 00434 ab 03250 a b
50CH 85 ab 283 ab 02473 b 7,3467 a b 0,0276 b 0,2406 a b
100CH 16,6 b 233ab 05430 a b 52747 ab 00303 ab 02882 ahb
200CH 142 a b 20,7 b 04638 ab 75687 ab 0,0297 ab 02777 a b
400CH 136 ab 225 ab 06129 ab 89470 a b 0,0445 a b 0,2304 a b
Testemunhas
Etanol 30% 8,0 a 28,7 a 06333 a 7,7490 a 0,0494 a  0,2672 a
Plantas sadias 140 b 247 b 04503 b 62490 b 0,0473 b 0,2508 b
CV % 33,1 12 27,65 25,28 27,77 36

Nas colunas, médias seguidas pela letra a ndo diferem da testemunha etanol 30%, pela letra b ndo diferem da
testemunha plantas sadias (ndo inoculadas e ndo tratadas), pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Para a variavel MS total de vagens no primeiro experimento, apenas o tratamento 50CH diferiu
da testemunha etanol 30%, sendo que houve menor MS total de vagens por planta nesta dinamizagéo.
Por mais que este tratamento tenha obtido resultados inferiores quando comparada a testemunha etanol
30%, quando comparada com as plantas sadias a mesma ndo diferiu (Tabela 1). Banheza et al. (2012)
também observaram parametros de produtividade, como 0 numero de frutos e massa seca de frutos em
tomateiro, onde houve um efeito positivo em determinada dinamizagcdo do medicamento homeopatico
Sulphur, bem como em outras o efeito foi inibitoério.

Ao observar a variavel massa seca por vagem (Tabela 1) percebe-se que o tratamento 50CH
diferiu da testemunha etanol 30%, mas ndo diferiu das plantas sadias. Esta dinamizagdo do
medicamento teve 0 mesmo comportamento para a variavel massa seca total de vagens e este
medicamento mostrou exercer controle do nematoide (como sera observado na tabela 2). No segundo
experimento ndo houve diferenca estatistica significativa para massa seca por vagem. Rossi, (2005)
observou também efeito de acréscimo e de decréscimo na produtividade estudando Mercurius solubilis,
Carbo vegetabilis e outros medicamentos homeopaticos, sendo que quando o medicamento estimulava

0 crescimento vegetativo, inibia pardmetros de produtividade.
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Ainda para a varidvel massa seca por vagem, tem-se a dinamizacdo 12CH apresentando valores
inferiores quando comparada a testemunha etanol 30% e as plantas sadias no experimento 1. Toigo et
al. (2010), ao testarem diferentes dinamiza¢des do medicamento homeopéatico Mercurius solubilis em
racula (Eruca sativa), também n&o observaram um padréo de comportamento crescente ou decrescente
conforme o aumento das dinamizagdes, mas sim diferentes comportamentos. Este dado mostra a
importancia de estudar cada vez mais os efeitos das dinamizagdes provenientes do mesmo medicamento
homeopatico, pois cada dinamizacdo se comporta de uma maneira, a qual se faz util para diferentes
finalidades.

As demais varidveis analisadas, massa fresca de raiz, massa seca de folha+peciolo+caule,
massa seca de parte aérea, didmetro do coleto e altura da planta ndo mostraram diferenca significativa
dos tratamentos quando comparados as testemunhas para ambos os experimentos. Andrade et al. (2001,
2012), também relatam essas indiferengas ocorridas em seus experimentos, como um equilibrio nos
processos fisioldgicos das plantas, estando estas em equilibrio, de nada a homeopatia precisa interferir,
inclusive sem que ocorra a patogenesia.

Na Tabela 2, pode-se observar que tanto para a variavel nimero de juvenis e adultos presentes
no solo quanto para fator de reproducéo, houve diferenca estatistica em relagéo a testemunha etanol 30%
para as dinamizagdes 24CH, 50CH, 100CH e 200CH no primeiro experimento. O segundo experimento
ndo apresentou diferenca estatistica significativa para estas variaveis. A testemunha etanol 30%
apresentou maior numero de juvenis e adultos presentes no solo e maior fator de reproducéo do que os
tratamentos citados. As dinamizagdes que apresentaram maiores redugdes foram a 24 e 100CH
reduzindo em 72,73% e 69% respectivamente o fator de reproducdo, o que ocorreu também para a
variavel nimero de juvenis e adultos, com reducdo de 48,65%, 45,40% respectivamente para as
dinamizacGes. Os resultados da tabela 2, ndo mostraram influencia do etanol para as variaveis juvenis e
adultos presentes no solo e fator de reproducdo, assim como o etanol também néo apresentou influéncia

para Swarowsky et al.,(2014) em tomateiro



244
245
246

247
248
249

250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

11

Tabela 2. Efeito de dinamiza¢bes do medicamento homeopatico Mercurius solubilis aplicado em
plantas de soja no nimero de juvenis e adultos presentes em 100 cm solo™ e no fator de reproducéo
(FR= Pi/Pf) de P. brachyurus referentes ao Experimento 1.

Juvenis e adultos Fator de reproducéo
--100cm®solo?-- e

Tratamento

Mercurius solubilis

6 CH 42,4 a 0,3787 a
12 CH 438 a 0,3601 a
24 CH 19,5 0,1727
50 CH 24,5 0,2208
100 CH 20,75 0,1962
200 CH 33 0,2847
400 CH 38 a 0,3048 a
Testemunha
Etanol 30% 38 a 0,5268 a
CV (%) 35,37 68,65

Na coluna, médias seguidas pela letra a ndo diferem da testemunha etanol 30%, pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Pode-se observar que dinamizagdes extremas, tanto as 6CH e 12CH mais baixas, quanto a
mais alta 400CH ndo resultaram em controle de P. brachyurus. O efeito dos tratamentos foi 0 mesmo
para as duas variaveis apresentadas na Tabela 2. Apesar de a variavel fator de reproducdo estar
relacionada com o numero de juvenis e adultos, esta também esta relacionada a fatores como nimero de
ovos presentes no solo e na raiz, juvenis e adultos presentes na raiz, que ndo apresentaram diferenca
estatistica quando comparadas a testemunha etanol 30%.

Para todos os tratamentos, incluindo a testemunha etanol 30%, o fator de reprodugdo se
mostrou abaixo de 1 que significa que a planta é resistente ao ataque do patégeno. Porém, deve-se
ressaltar que em niveis extremamente altos de in6culo inicial, como neste trabalho, genétipos suscetiveis
podem apresentar FR abaixo de 1, pois a quantidade de raizes disponiveis para infecgdo ultrapassa a
quantidade de raizes necessaria para toda a populacdo do nematoide, portanto poucos nematoides
inoculados sobreviverdo, podendo este ser um fator de regulacdo de populacéo de P. brachyurus (LI;
CHEN, 2005; RIBEIRO, 2005).

Em estudos avaliando-se o fator de reproducéo, com niveis crescentes de inoculo, houve uma
tendéncia de crescimento das populagdes até o nivel de 600 P. brachyurus. Aumentando-se ainda mais
as populacdes de P. brachyurus, houve um decréscimo no FR, obtendo-se valores abaixo de 1. Portanto,
baixas densidades populacionais deste nematoide expressam com mais precisdo o fator de reproducgéo
(MAINARDI, 2013; SANTOS, 2012).

O efeito de Mercurius solubilis sobre P. brachyurus no ensaio in vitro pode ser observado na
Tabela 3. A dinamizacdo 6CH apresentou menor porcentagem de juvenis e adultos que se mostravam
imdveis do que a testemunha etanol 30%. Quanto a porcentagem de juvenis e adultos mortos nao houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. O que se pode observar é que para efeito direto

sobre o0 nematoide, 0 medicamento homeopatico Mercurius solubilis ndo é eficiente.
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Tabela 3. Efeito de dinamizagdes do medicamento homeopatico Mercurius solubilis in vitro sobre a
imobilidade e mortalidade P. brachyurus.

Tratamento Imobilidade Mortalidade
—_——— % ——— ——_—— % ————
Mercurius solubilis
6 CH 51,7 70,0 a
12 CH 61,7 a 758 a
24 CH 67,5 a 69,2 a
50 CH 69,2 a 78,3 a
100 CH 725 a 66,7 a
200 CH 74,2 a 70,0 a
400 CH 79,2 a 75,0 a
Testemunha
Etanol 30% 74,2 a 83,3 a
CV (%) 15,92 17,87

Na coluna, médias seguidas pela letra a ndo diferem da testemunha etanol 30%, em nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Ao observar que ndo houve diferenca estatistica na mortalidade dos nematoides expostos
diretamente aos medicamentos, podemos entender que a reducdo observada do nimero de juvenis e
adultos no solo e no fator de reproducéo do experimento in vivo, é devido a acdo do medicamento
homeopatico atuando na planta, provavelmente por inducgdo de resisténcia, e ndo diretamente sobre o
patdgeno.

Outros trabalhos com patossistemas envolvendo nematoides também tem apresentado esse
comportamento, como observado por Swarowsky et al. (2014) utilizando dinamizagdes de Cina para

controle de Meloidogyne incognita em tomateiro, onde ndo ocorreu efeito nematicida ou nematostatico.

Conclusao

As dinamizagdes 6CH, 12CH e 100CH séo capazes de incrementar em aspectos produtivos
pelo aumento no nimero de vagens. Porém a dinamizagdo 12CH reduz a de massa seca de vagens. As
dinamizagGes 24, 50, 100 e 200CH controlam o patogeno a partir da redugdo do numero de juvenis e

adultos presentes no solo e do o fator de reprodug&o.
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Atividade de enzima de defesa em soja infectada com Pratylenchus brachyurus e tratada com

Mercurius solubilis

Defense enzyme activity in soybean infected with Pratylenchus brachyurus and treated with

Mercurius solubilis

Resumo

A inducdo de resisténcia ativa mecanismos latentes nas plantas, para que ocorra a defesa vegetal
no momento e intensidade exatas. Com o objetivo de verificar a inducdo de resisténcia em plantas de
soja através do tratamento com medicamento homeopatico Mercurius solubilis, foram quantificadas
enzimas envolvidas no metabolismo secundario das plantas: peroxidase (POX), fenilalanina amonia-
liase (FAL) e a polifenoloxidase (PFO). Para tanto, plantas de soja foram tratadas com Mercurius
solubilis diluido em agua a 0,1% e aplicado na parte aérea nas dinamizacdes 6, 12, 24, 50, 100, 200 e
400CH (centesimal hahnemanniana). As testemunhas foram etanol 30% e plantas ndo tratadas e ndo
inoculadas (testemunha absoluta). As coletas das amostras foi feita nas raizes para analise enzimatica
foram realizadas no intervalo de 0, 3, 7 e 14 dias ap6s o tratamento (DAT). No terceiro dia apds o
tratamento as plantas restantes foram inoculadas com 4000 juvenis e adultos de P. brachyurus. As
plantas foram mantidas em casos em casa de vegetacdo climatizada e dispostas em delineamento em
blocos casualizados. Para POX a atividade enzimatica foi superior para as dinamizag¢fes 6CH, 100CH
e 400CH, em 3, 7 e 14 DAT, respectivamente. A atividade de FAL apresentou incrementos de 79,93%,
80,72% e 84,10% nas dinamizagbes 6CH, 12CH e 24CH respectivamente em relacdo a testemunha
absoluta, 3 DAT. 14 dias ap0s o primeiro tratamento, a dinamiza¢do 400CH mostrou um aumento na
atividade enzimatica de PFO de 53,41% e 32,21% quando comparada a testemunha etanol 30% e
testemunha absoluta respectivamente. A dinamizagdo 24CH quando comparada a testemunha absoluta
mostrou um acréscimo de 41,10% na atividade enzimatica. Isto indica a a¢&o sistémica do medicamento
homeopaético aplicado na parte aérea e induzindo a atividade de enzimas de defesa nas raizes.

Palavras chave: metabolismo secundario, analises bioquimicas, nematoides.

Abstract

The resistance induction activates latent mechanisms in plants, for the occurrence of plant
defense at the exact time and intensity. With the objective to verify the resistance induction on soybean
plants by treatment with Mercurius solubilis homeopathic medicine, key enzymes involved in secondary
metabolism of plants were quantified: peroxidase (POX), phenylalanine ammonia lyase (PAL) and
polyphenoloxidase (POL). Therefore, the soybean plants were treated with Mercurius solubilis diluted
with water at 0.1% and applied at the aerial part using 6, 12, 24, 50, 100, 200 and 400CH (Hahnemann’s

centesimal dynamizations). The control treatments were 30% ethanol and plants untreated and not
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inoculated (absolute control). The roots sampled in 0, 3, 7 and 14 days after treatment (DAT) to
enzymatic assays. On the third day after treatment the plants were inoculated with 4000 juveniles and
adults of nematodes Pratylenchus brachyurus. The plants were kept in pots in greenhouse in a
randomized blocks design. For POX the enzyme activity was higher for the 6CH, 100CH and 400CH
dynamizations, 3, 7 and 14 DAT, respectively. The PAL activity showed increases of 79.93%, 80.72%
and 84.10% at the 6CH, 12CH and 24CH dynamizations, respectively, compared to the control
treatment, at 3 DAT. At 14 days after the first treatment, 400CH dynamization showed an increase of
53.41% and 32.21% at the enzymatic activity when compared to the ethanol 30% and absolute control
treatment, respectively. Compared to control treatment, the 24CH dynamization showed an increase of
41.10% at the enzymatic activity. Thus, this homeopathic medicine has a systemic action when applied
in soybean aerial part and activating plant defense enzymes in roots.

Key words: secondary metabolism, biochemical analyzes, nematodes.

Introducéo

O notével desenvolvimento da agricultura, proporcional a incidéncia de pragas e doengas, faz
com que haja a necessidade de desenvolver alternativas que supram o controle dos patdgenos, sem que
polua o meio ambiente, agregando em produtividade. Desta forma surge a homeopatia em modelos
vegetais, que objetiva proporcionar vitalismo nas plantas, deixando o organismo equilibrado, e apto a
se proteger contra o ataque de patogenos, e até certo ponto conviver com este sem que 0 cause prejuizos
(TOLEDO et al. 2011). As plantas tém mecanismos proprios que lhe conferem protecdo contra
patdgenos que venham a lhe causar danos, porém em alguns casos estes sdo tardios e ndo oferece a
protecdo necessaria (STANGARLIN et al., 2011).

Para a detecgdo da indug&o de resisténcia algumas premissas sdo necessarias, como a auséncia
de efeitos toxicos do agente indutor sobre o patdégeno desafiante, para isso é importante a separagdo
espacial entre o local de aplicacdo do agente indutor e do sitio de inoculagdo do patdgeno. Também a
necessidade de um intervalo de tempo entre a exposic¢ao da planta ao indutor e a expressdo da resisténcia
(ROMEIRO, 2008).

Para que haja a indug&o de resisténcia, mecanismos de defesa da planta devem ser ativados, e
podem ser observadas mudancgas na atividade de enzimas envolvidas nos metabolismos priméario e
secundario, como a peroxidase que participa da oxidagdo de compostos fendlicos que se acumulam em
resposta a infeccdo, na e na biossintese de lignina que esta relacionada a defesa vegetal contra patdgenos
(RESENDE et al., 2003). Outra enzima do metabolismo secundério vegetal, considerada enzima chave,
é a fenilalanina amonia-liase que catalisa uma etapa reguladora importante na formacdo de muitos
compostos fendlicos, 0 que quando aumentada a quantidade dessa enzima na planta, a sintese de
compostos fendlicos para a sua defesa é estimulada (GERASIMOVA et al., 2005). A polifenoloxidase

pode atuar como oxidante do acido clorogénico, usando o O, como aceptor de elétrons e dando origem
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a quinonas, que sdo altamente toxicas a microrganismos, sendo assim apontado como uma enzima
envolvida na resisténcia contra fitopatdgenos (PASCHOLATI, 2011).

Medicamentos homeopéticos em plantas podem atuar como indutores abidticos de resisténcia
induzida, além de ser uma técnica de facil aplicacéo e baixo custo, sendo utilizada em todos os tipos de
seres vivos, reduzindo assim a necessidade de agroquimicos e colaborando para a conservagdo do meio
ambiente e da saude humana (ROSSI et al., 2007). Além disso, tem mostrado efeitos na ativacdo e/ou
inibicdo de compostos do metabolismo secundario de plantas tratatadascom esses medicamentos.

Ainda ha poucos estudos usando produtos homeopaticos como eliciadores da inducdo de
resisténcia. Ha trabalhos que testaram o medicamento homeopatico Sulphur, Phosphurus e Carbo
vegetabilis na dinamizagio de 12CH em plantas de fava d’anta (DAS DORES, 2007); Thuya
occidentalis como elicitor em feijoeiro (MEINERZ et al., 2010); os medicamentos Propolis, isoterapico
de Alternaria solani, isoterapico de cinza, Sulphur, Silicea terra, Staphysagria, Phosphorus, Ferrum
sulphuricum e Kali iodatum como eliciadores em tomateiro (TOLEDO et al, 2009); Natrium
muriaticum, Kalium phosphoricum, Calcarea carbonica, Silicea terra na dinamizacdo 4CH,
incrementaram o teor de tanino (FONSECA et al., 2006); Corymbia citriodora, Calcarea carbonica,
Silicea e Sulphur como eliciadores em feijoeiro (OLIVEIRA et al., 2014); Cina como indutor em
tomateiro (SWAROWSKY et al., 2014); e preparados homeopaticos a partir do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus na inducdo de fitoalexinas em hipocétilos estiolados de feijdo (TELAXKA et al.,
2014).

Os danos causados por Pratylenchus brachyurus na cultura da soja ha tempos ja sdo relatados,
e ainda hoje este é um problema enfrentado pela cultura. A inducgdo de resisténcia no manejo deste
patdgeno visando a reducdo dos prejuizos causados para as plantas, vem sendo estudado (PUERARI et
al., 2015).

Deste modo, objetivou-se com este trabalho avaliar as possiveis alteracdes enzimaticas
relacionadas com a inducéo de resisténcia vegetal, a partir da aplicacdo de Mercurius solubilis em soja

infectada pelo nematoide Pratylenchus brachyurus.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo climatizada. O substrato utilizado para
cultivo da soja foi uma mistura contendo solo, areia e composto organico (2:2:1, v/v/v), previamente
esterilizado por autoclavagem durante 1 hora & 120 °C e 1 atm. O substrato foi colocado em recipientes
plasticos transparentes com capacidade de 750 mL, recobertos com papel aluminio e perfurados na base.
A soja foi semeada no verdo de 2014 e conduzida uma planta por recipiente. A cultivar utilizada foi a
NA 5909 RG, nédo considerada resistente a P. brachyurus.

As coletas das amostras de raizes foram realizadas no intervalo de 0, 3, 7 e 14 dias ap6s o
primeiro tratamento. A primeira coleta das amostras de raizes foi feita quando as plantas apresentavam

o primeiro trifélio aberto (estadio V2), anterior ao tratamento e a inoculacéo.
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Em seguida, procedeu-se o tratamento das plantas restantes, com o medicamento homeopatico
Mercurius solubilis nas dinamizages 6, 12, 24, 50, 100, 200 e 400CH (centesimal hahnemanniana) e
as testemunhas etanol 30% e testemunha absoluta (ndo tratada e ndo inoculada). Os medicamentos
homeopaticos foram diluidos em &gua para 0,1% e aplicados na parte aérea sem que houvesse
escorrimento para o solo.

Trés dias apds o tratamento foi realizada a segunda coleta das amostras de raizes tempo 1 (3°
dia apds o tratamento), e as plantas restantes foram inoculadas com 4000 juvenis e adultos de P.
brachyurus, realizando-se dois furos no solo proximos as raizes e pipetados 5 mL da suspensdo contendo
0s nematoides. O inoculo foi obtido de populacdo de campo, de plantas de soja.

Sete dias ap6s o tratamento foi feita mais uma amostragem de raizes (7° dia apés o tratamento
e 4° dia apos inoculagdo), e realizado novamente o tratamento das plantas restantes. Passados sete dias
do segundo tratamento foi realizada mais uma amostragem.

Para a amostragem, as raizes foram cortadas, lavadas em agua e imediatamente acondicionadas
em papel aluminio e congeladas em nitrogénio liquido (N.L), e armazenadas em freezer a -20 °C. A
amostragem foi feita nas raizes, local afastado da parte aérea para a verificacdo de possiveis alteragdes
do metabolismo em locais diferentes do tratado, buscando-se verificar um provavel efeito sistémico dos
tratamentos.

Para obter o extrato proteico para as analises enzimaticas, as amostras de raizes de soja foram
adicionadas em 4 mL de tampdo fosfato de sédio 0,01 M (pH 5,0) (tampdo de extracdo). O
homogeneizado foi centrifugado a 20 000g em centrifuga refrigerada a 4 °C durante 25 min. Os
sobrenadantes foram utilizados para avaliar a atividade enzimética e o teor de proteinas (VIECELLI et
al., 2010).

A atividade de peroxidases (POX) foi determinada a 30 °C, e foram feitas leituras em
espectofotdbmetro na absorbancia de 470 nm, a cada 15 segundos até completar 2 minutos (LUSSO;
PASCHOLATI, 1999).

A atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL) foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Umesha (2006), na qual 100 pL da preparacdo enzimatica foram acrescidos de 750 pL de
tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e 200 pL de uma solugdo de L-fenilalanina 0,05 M, seguindo-se de
leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 290 nm.

A atividade das polifenoloxidases (PFO) foi determinada usando-se metodologia de
Duangmal; Apeten (1999), adaptada por Kuhn (2007). O ensaio constituiu em mensurar a oxidacdo do
catecol convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima polifenoloxidase e foram feitas as
leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 420 nm.

O teor de proteinas totais foi quantificado pelo método de Bradford (1976), consistindo de 750
uL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0), 50 uL de preparagdo enzimatica e 200 puL de reagente de

Bradford, foram feitas as leituras em espectrofotdmetro na absorbancia de 595 nm.
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A atividade das enzimas foi calculada de acordo com as absorbancias obtidas e o teor de
proteinas totais.

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados e os dados foram submetidos a anélise
de variancia e as médias referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de Dunnett a 5% de
probabilidade, através do programa estatistico GENES (CRUZ, 2006).

Resultados e discusséo

Na Figura 1, pode-se observar altera¢do na atividade de peroxidase, onde aos 3, 7 e 14 dias
apos o tratamento houve um acréscimo da atividade em plantas tratadas com o medicamento
homeopatico. No 3° dia apds o tratamento, a dinamiza¢do 6CH se destacou por apresentar um acréscimo
de 79,65% na atividade de peroxidase quando comparada com a testemunha etanol 30%. Sete dias ap6s
a inoculag&o o tratamento 100CH mostrou-se 11,55% superior & testemunha absoluta. Aos 14 dias apos
0 tratamento a dinamizacdo 400CH foi 55,03% superior a testemunha etanol 30%. As demais
dinamizagGes ndo apresentadas no gréfico, ndo tiveram diferenca estatistica significativa em relagéo as
testemunhas.

A partir de 48 horas, até 9 dias depois do tratamento com os medicamentos homeopéticos
Corymbia citriodora, Calcarea carbonica, Silicea e Sulphur em feijdo Oliveira et al., (2014) ndo
observaram dinamizacGes que apresentassem reducdo na atividade da peroxidase em relacdo a
testemunha &gua, pelo contrério, a maioria das dinamizacOes testadas apresentaram acréscimo na
atividade da enzima, assim como observado neste trabalho.

Alteragdes na atividade da peroxidase estdo relacionadas a resisténcia ou suscetibilidade das
plantas em diferentes patossistemas. As peroxidases sdo responsaveis pela remog¢do de atomos de
hidrogénio dos grupos alcoois hidroxicindmicos, cujos radicais se polimerizam para formar a lignina.
Esse polimero, juntamente com celulose e outros polissacarideos que ocorrem na parede celular das
plantas, funciona como uma barreira fisica a penetracdo do patdgeno (RESENDE et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2005). Assim, paredes mais lignificadas poderiam oferecer maior resisténcia a

penetracdo de P. brachyurus nas raizes de soja.
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Figura 1. Atividade enzimatica de peroxidase (POX), fenilalanina amobnia-liase (FAL) e
polifenoloxidase (PFO) em plantas de soja tratadas com Mercurius solubilis e inoculadas com P.
brachyurus. Numero precedido por (*) indica diferenca estatistica a 5% pelo teste de Dunnett quando

comparada aos controles (1) etanol 30% (2) testemunha absoluta (Test Abs).

A atividade de fenilalanina amonia-liase apresentou incrementos de 79,93%, 80,72% e

84,10% nas dinamizagdes 6CH, 12CH e 24CH respectivamente em relagdo a testemunha absoluta. Esta
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diferenca foi significativa apenas no 3° dia apds a aplicacdo do tratamento e para as dinamizacdes
apresentadas na Figura 1.

A fenilalanina aménia-liase, é uma enzima do metabolismo secundéario vegetal que catalisa
uma etapa reguladora importante na formacdo de muitos compostos fendlicos, com o aumento da
quantidade dessa enzima na planta, a sintese de compostos fendlicos gerados para a sua defesa, é
estimulada (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Neste caso, o efeito da FAL apresentando anteriormente a inoculacdo dos nematoides, foi
importante, pois deixou a planta em “estado de alerta” o que pode levar a planta a responder rapidamente
ao atagque de patdgenos, porém isso pode gerar um custo metabdlico em casos em que ndo ocorra
nenhuma adversidade no desenvolvimento da planta (KUHN; PASCHOLAT]I, 2010). Em estudos com
produto homeopatico obtido a partir do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora, verificou-se a que a
aplicagdo da dinamizacdo 24CH resultou na ativacdo de mecanismos de defesa em plantulas de feijéo
(OLIVEIRA et al.,, 2011), como a fitoalexina faseolina, um composto fenélico da rota dos
fenilpropandides, rota enzimatica da FAL.

Das Dores (2007) descreve os efeitos da aplicagdo de medicamentos homeopaticos de Sulphur
e Phosphorus na dinamizag¢do 12CH em plantas de fava d’anta (Dimorphandra mollis) observando
aumento na atividade de fenilalanina amonia-liase, em conformidade com o0s maiores teores de
compostos fendlicos encontrados.

A atividade de polifenoloxidase foi influenciada pela aplicacdo dos tratamentos. Aos 14 dias
apo6s o primeiro tratamento, a dinamizagdo 400CH mostrou um aumento na atividade enzimatica de
53,41% e 32,21% quando comparada a testemunha etanol 30% e testemunha absoluta, respectivamente.
A dinamizacdo 24CH quando comparada a testemunha etanol 30% mostrou um acréscimo de 41,10%
na atividade enzimatica.

Oliveira et al. (2014) também avaliando a atividade de polifenois, 30 dias ap6s a aplicacao de
produtos homeopaticos, obtiveram resultados contrarios aos observados neste trabalho, pois algumas
dinamizacbes de Corymbia citriodora, Calcarea Carbonica e Sulphur apresentaram reducdo ou nédo
apresentaram diferenca da atividade de polifenois quando comparadas com as testemunhas. Neste
trabalho Mercurius solubilis apresentou acréscimos na atividade desta enzima em relagdo as
testemunhas.

Tendo em vista este acréscimo da atividade das enzimas POX, FAL e PFO nas raizes, distantes
do local de aplicagdo dos tratamentos, pode-se inferir que houve inducdo de resisténcia sistémica
mediada pelos medicamentos homeopéaticos. Outros pesquisadores também atribuiram a inducdo de
resisténcia ao uso de tratamentos com medicamentos homeopaticos. Fonseca et al. (2006) observou isso,
com o aumento do teor de metabolitos secundérios em plantas de couve, e Toledo (2009), com a
reducdo da severidade de Alternaria solani em folha ndo tratada.

Viecelli et al. (2008) destaca a utilizacdo de produtos que induzam a resisténcia das plantas,

como uma alternativa promissora para o futuro, deixando-as mais aptas a se defenderem do ataque de
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patdgenos e que fujam das técnicas hoje empregadas, agressivas a satide humana e ao meio ambiente
que tem como finalidade controlar doencas.

Desta forma a acao da peroxidase da polifenoloxidase e da fenilalanina amonia-liase, enzimas
relacionadas a defesa vegetal contra patégenos demonstra a eficiéncia do uso do medicamento
homeopatico Mercurius solubilis para a protecdo das plantas através da indugdo de resisténcia, sendo

uma alternativa considerada viavel no controle de doencas.

Conclusoes
As enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase, apresentaram acréscimo em sua
atividade em plantas de soja tratadas com o medicamento homeopético Mercurius solubilis, podendo

estar envolvidas numa provavel a inducdo de resisténcia contra P. brachyurus.
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2 CONSIDERACOES GERAIS

O medicamento homeopatico Mercurius solubilis teve atuacdo nas plantas de soja,
porém o que se pode observar € que em cada individuo (planta ou patdgeno), este teve efeitos
diferentes conforme o ano. Na maioria dos casos incrementou aspectos fisiologicos e de defesa
das plantas, dependendo da dinamizagdo. Portanto, deve se ter cuidado para recomendar
dinamizages do medicamento homeopético que tratem o coletivo.

As enzimas estudadas apresentaram acréscimo em sua atividade em determinadas
dinamizacdes, quando tratadas com o medicamento homeopatico Mercurius solubilis,
destacando esse aspecto a inducdo de resisténcia nas plantas de soja. Além da avaliacdo
enzimatica, outra situacdo que reforca a inducdo de resisténcia foi a reducdo em nimeros de
juvenis e adultos em plantas tratadas, e a auséncia do efeito do medicamento em contato direto
com o nematoide. Isso também pode ser compreendido, uma vez que a repertorizacdo do
medicamento considerou o organismo planta e os sintomas nela observados, e ndo o nematoide.

Outro aspecto a ser levado em consideragdo é a quantidade de aplicacbes do
medicamento, e a diluicdo utilizada. Talvez se utilizado o medicamento preparado em solu¢édo
aquosa, ndo haveria a necessidade de diluir o medicamento, e possivelmente, aumentaria sua
atuacdo, assim sendo os resultados poderiam ser mais expressivos.

Tendo em vista as consideracdes, muito deve-se fazer pela homeopatia em plantas,
para que se consiga obter resultados com maior repetitividade. Este estudo nos mostra o
potencial do medicamento homeopatico, e deixa muitas sugestbes de estudos para que se

compreenda ainda mais a atuacdo destes medicamentos.
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