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RESUMO

RISSATO, Bruna Broti. Universidade Estadual do Oeste do Parand, fevereiro
de 2017. Atividade in vitro sobre Sclerotinia sclerotiorum, inducdo de
mecanismos bioquimicos de defesa e controle de mofo branco em
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) por solugcbes homeopaticas. Orientador:
José Renato Stangarlin. Coorientador: Odair José Kuhn

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris) esta entre os principais produtos da agricultura
nacional e pode ser afetado por inUmeras doencas, como o mofo branco,
incitado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. O presente trabalho teve por
objetivo verificar a atividade antimicrobiana de solu¢cdes homeopéticas contra S.
sclerotiorum, a inducdo da atividade de enzimas relacionadas a defesa, bem
como a fitoalexina faseolina e o controle de mofo branco em feijoeiro. Como
tratamentos utilizou-se as solucdes homeopaticas Phosphorus e Calcarea
carbonica, sendo a solucéo hidroalcodlica 30% (etanol) o tratamento controle.
Avaliou-se as seguintes variaveis: numero de esclerddios, crescimento micelial
e massa micelial nos ensaios in vitro; no ensaio in vivo, progresso da doenca e
porcentagem de plantas mortas; e nas analises bioquimicas, a formacao da
fitoalexina faseolina e a atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase,
catalase, fenilalanina amonia-liase e [-1,3-glucanase. Ambas solucdes
homeopaticas foram dinamizados em 6CH, 12CH, 24CH, 36CH e 48CH, nos
ensaios in vitro, in vivo e de inducao de fitoalexina. No entanto, para avaliacao
de atividade enzimética, foram utilizadas somente as dinamizacbes 12CH e
48CH das solucBes homeopaticas, por serem aquelas que apresentaram
resultados satisfatorios para o controle do mofo branco em feijoeiro. Em todas
as avaliacdes, as solucbes homeopaticas Phosphorus 12CH e 48CH e
Calcarea carbonica 12CH e 48CH foram efetivas para o controle do mofo
branco em feijoeiro, bem como para a inducédo das enzimas de defesa.

Palavras-chave: Calcarea carbonica, controle alternativo, inducdo de
resisténcia, Phosphorus.



ABSTRACT

RISSATO, Bruna Broti. Western Parana State University, in February, 2017. In
vitro activity against Sclerotinia sclerotiorum, induction of biochemical
defense mechanisms and white mold control on common bean
(Phaseolus vulgaris L.) by homeopathic drugs. Advisor. José Renato
Stangarlin. Co-Advisor: Odair José Kuhn.

The common bean (Phaseolus vulgaris) is one of the main products of national
agriculture and can be affected by many diseases such as white mold, incited
by the fungus Sclerotinia sclerotiorum. This study aimed to verify the
antimicrobial activity of homeopathic drugs against S. sclerotiorum, the
induction of defense-related enzymes, as well as the phytoalexin phaseolin and
the control of white mold in common bean plants. As treatments were used the
homeopathic solutions Phosphorus and Calcarea carbonica, being the
hydroalcoholic solution 30% (ethanol) the control treatment. The following
variables were evaluated: number of sclerotia, mycelium growth and mycelial
mass, in the in vitro assays; in the in vivo assay, disease progression and
percentage of dead plants; and in the biochemical analyzes the phytoalexin
phaseolin formation and the activity of the enzymes peroxidase,
polyphenoloxidase, catalase, phenylalanine ammonia-lyase and [-1,3
glucanase. Both homeopathic solutions were dynamized in 6CH, 12CH, 24CH,
36CH and 48CH in in vitro, in vivo and phytoalexin induction assays. However,
for evaluation of enzymatic activity, were only used the dynamizations 12CH
and 48CH of homeopathic solutions, to be those which showed satisfactory
results for the control of white mold in bean plants. In all evaluations, the
homeopathic solutions Phosphorus 12CH and 48CH and Calcarea carbonica
12CH and 48CH were effective for the control of white mold in bean plants as
well as for the induction of defense enzymes.

Keywords: Calcarea carbonica, alternative control, resistance induction,
Phosphorus,
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1 INTRODUCAO

Considerado como uma das mais importantes leguminosas
comestiveis, o feijdo (Phaseolus vulgaris) € um dos mais importantes
constituintes da dieta da populacéo brasileira e principal fonte de renda para
consideravel numero de agricultores (FERREIRA et al., 2002). Por ser cultivado
durante todo o ano, em uma grande diversidade de ecossistemas, inumeros
fatores podem interferir na producéo do feijoeiro. Entre estes fatores estdo as
doencas, as quais constituem uma das principais causas de sua baixa
produtividade, além de depreciarem a qualidade do produto ou mesmo
inviabilizarem determinadas areas para o cultivo (MAPA, 2017).

Dentre tais doencas, o mofo branco, que é de dificil controle, vem
atingindo a cultura do feijoeiro em todo Brasil, com danos que podem chegar a
90% (MIKLAS et al., 2001). Portanto, devido ao seu grau de agressividade, bem
como a sua ampla gama de hospedeiros, as estratégias de controle do mofo
branco no feijoeiro devem ser integradas, a fim de adequar manejos ao menor
grau possivel de condicBes ideais para o desenvolvimento da doenca
(PEREIRA et al., 2013).

Nesse contexto, os métodos alternativos de controle podem ser Gteis na
manutencado da populacdo do patégeno abaixo do limiar de dano econbémico,
bem como na reducdo as agressbes ao ambiente ocasionadas pelo uso
indiscriminado de defensivos quimicos. Dentre as praticas previstas e
permitidas aos produtores, esta incluida a utilizacdo da homeopatia, por meio
do uso de solucdes ultradiluidas, nos diversos setores da agropecuaria, a qual
também é permitida pela FAO (Food and Agriculture Organization of United
Nations) como técnica a ser utilizada em produtos organicos certificados
(BONATO, 2007). Dessa forma, o conhecimento da acdo de solugdes

homeopaticas no metabolismo e na inducdo de resisténcia das plantas
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cultivadas, pode viabilizar mais uma alternativa potencial de controle de
doencas de plantas, inclusive do mofo branco.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar o
potencial das solucbes homeopaticas Phosphorus e Calcarea carbonica no
controle do mofo branco em feijoeiro, por meio de avaliacbes da atividade
antimicrobiana in vitro contra S. sclerotiorum, da inducédo de resisténcia e
ativacdo de enzimas de resisténcia como peroxidase, polifenoloxidase, -1,3

glucanase, catalase e fenilalanina amonia-liase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro comum pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Papipilionoideae, género Phaseolus, espécie P. vulgaris L. (SANTOS;
GAVILANES, 2006). E uma planta anual, herbacea e termofila, que pode
apresentar hébitos de crescimento determinado ou indeterminado, com ciclo
biolégico que varia de 60 até 120 dias, a depender das condicfes, época de
plantio e cultivar (SANTOS; GOVILANES, 2006).

Considerado como uma das mais importantes leguminosas
comestiveis, o feijdo € um dos mais importantes constituintes da dieta da
populacdo brasileira (FERREIRA et al., 2002). Entre os componentes e
caracteristicas que tornam seu consumo vantajoso pode-se citar o conteudo
protéico relativamente alto, o teor elevado de lisina (que exerce efeito
complementar as proteinas dos cereais), a fibra alimentar com seus
reconhecidos efeitos hipocolesterolémico e hipoglicémico, o alto contetdo de
carboidratos e a presenca de vitaminas do complexo B (PORCH et al., 2016).

De grande importancia social e econbmica, o cultivo de feijao
representa a principal fonte de renda para consideravel nimero de agricultores
(FERREIRA et al., 2002). Considerado o "celeiro do mundo”, o Brasil, com sua
imensa producdo de graos bateu recorde de producédo de feijdo na safra
2015/16, com produtividade média de 1.649 kg ha' e producéo total de 2.696
mil toneladas (CONAB, 2016).

2.1.1 Doengas do Feijoeiro

As fitomoléstias ou doencas de planta surgem devido a alteracdes de
ordem bioquimica, fisioldgica, citoldgica, histologica ou morfoldgica na planta,

de modo que a ocorréncia de uma doenca € funcéo da interacédo de trés fatores
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basicos: hospedeiro suscetivel, patdgeno virulento e ambiente favoravel
(REZENDE, et al., 2011).

As doencas que ocorrem na cultura do feijoeiro constituem uma das
principais causas de sua baixa produtividade no Brasil. Muitas delas podem
causar reducdo significativa da produtividade ou mesmo inviabilizar
determinadas areas para o cultivo (VIEIRA et al., 2007).

A cultura do feijoeiro € suscetivel a inGmeras espécies de patdgenos,
incluindo virus, bactérias, fungos e nematoides. Citam-se mais de 45
enfermidades que ocorrem durante seu ciclo, causando acentuadas perdas na
producdo (WENDLAND et al.,, 2016). Tais patdgenos causam doencas que
limitam a producdo de feijdo e reduzem a qualidade fisioldgica, sanitéaria,
nutricional e comercial do produto (BOERSMA et al., 2015). As principais
doencas que ocorrem no feijoeiro, incitadas por fungos que sobrevivem no solo,
sdo o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), a podriddo-cinzenta da haste
(Macrophomina phaseolina) e as podriddes de colo (Sclerotium rolfsii)
(WENDLAND et al., 2016).

Quanto aos fungos de parte aérea, estes causam no feijoeiro doencas
como atracnose (Colletotrichum lindemuthianum), mancha angular
(Pseudocercospora griseola), ferrugem (Uromyces appendiculatus), oidio
(Erypiphe polygoni) e mancha de alternaria (Alternaria alternata) (WENDLAND
et al., 2016).

Entre as doencas bacterianas, Zambolin e Paula Junior (2007) cita o
crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) e a
murcha de  curtobacterium  (Curtobacterium  flaccumfasciens  pv.
flaccumfaciens).

Viroses como bean common mosaic virus (BCMV), bean golden mosaic
virus (BGMV), bean rugose mosaic virus (BRMV), cowpea mild mottle virus
(CpMMV) e southern bean mosaic virus (SBMV) possuem relevante

importancia em cultivos de feijoeiro (FIALLOS, 2010).
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Quanto as doencas causadas em feijoeiro por nematoides, pode-se
destacar a galha-das-raizes (Meloidogyne spp.) e nematdides-das-lesGes
(Pratylenchus brachyurus) (ZAMBOLIN; PAULA JUNIOR, 2007).

Dentre tais doengas que prejudicam a cultura do feijoeiro, pode-se citar
o mofo branco como aquela que vem atingindo grandes areas produtoras de

feijdo no Brasil (MEYER; CAMPOS, 2009).

2.1.2 A Doenca Mofo Branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary)

O mofo branco, incitado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary, é uma doenga comum nos cinco continentes, sendo provavel sua
ocorréncia em todos os paises. Vieira (1988) citou o mofo-branco como sendo
uma enfermidade de baixa importancia econémica devido a frequéncia com que
aparecia nas lavouras e a magnitude das perdas de produ¢édo que ocasionava
na década de oitenta. No Brasil, sua importancia econémica aumentou nos
altimos anos, particularmente em areas de cultivo de feijoeiro no inverno sob
irrigacao via pivo central (GOMES et al., 2011).

O fungo causador da doenca, S. sclerotiorum, é um patégeno polifago,
gque possui mais de 400 espécies hospedeiras, incluindo culturas
economicamente importantes e muitas ervas daninhas, pertencentes a cerca
de 278 géneros botanicos (BOLAND; HALL, 1994). A infeccao é favorecida por
baixas temperaturas (18 a 22 °C), solo Umido e alta umidade relativa
(WENDLAND et al., 2016).

A doenca geralmente inicia-se em reboleiras na lavoura, principalmente
nos locais de alta densidade e acamamento de plantas (ZAMBOLIN; PAULA
JUNIOR, 2007). Também conhecida por murcha de Sclerotinia e podriddo
aquosa, a enfermidade ocorre nos ramos, folhas e vagens, podendo ocasionar
a morte da planta. Poucos dias depois da infeccédo inicial, densa massa branca
do fungo, com aspecto de algodéo, cresce dentro e na superficie dos tecidos

colonizados. Logo, essa massa torna-se pequenos corpos duros, negros e de
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forma irregular, que sdo os esclerédios, os quais retornam ao solo com os
residuos da cultura e séo responséaveis pela sobrevivéncia do fungo. Os
esclerddios podem permanecer no solo por até 11 anos, conservando intacto
seu poder patogénico (LEITE, 2005).

Os esclerddios sdo estruturas de resisténcia que permanecem no solo
durante varios anos, mesmo que o feijoeiro ndo seja cultivado. Como estao na
superficie ou enterrados no solo, dificilmente sdo alcancados pelos fungicidas.
O enterro profundo de esclerddios a 20 cm de profundidade é recomendado em
areas onde a densidade de esclerédios é superior a 15 esclerédios m™2
(EMBRAPA, 2003), visto que apenas 0s esclerédios que se encontram na
superficie ou a 5 cm de profundidade sdo funcionais, pois as estipes dos
apotécios raramente atingem mais do que 5 cm de altura (STEADMAN, 1983).

Os esclerddios presentes no solo e nos restos de cultura podem ser
disseminados pela agua de irrigacdo, enxurradas e implementos agricolas
(ZAMBOLIN e PAULA JUNIOR, 2007). Para controlar a doenca, medidas que
impecam sua introdugcdo devem ser rigorosamente obedecidas, pois, uma vez

estabelecido na area, o fungo € de dificil erradicacdo (WENDLAND et al., 2016).
2.2 INTERAGCOES PLANTA — PATOGENO

Doenca em planta é o resultado de uma interacdo dinamica e irreversivel
entre o patdégeno, o hospedeiro e o ambiente, produzindo alteracdes
fisiologicas e frequentemente morfolégicas na planta, podendo resultar em
danos e, consequentemente, perdas (ZAMBOLIN e CHAVES, 2012). As
interacdes entre as plantas e os fitopatdgenos sdo de extremo interesse para a
humanidade, uma vez que grande parte da economia mundial tem por base a
utilizacao de espécies vegetais, as quais podem sofrer sérios danos em virtude
do ataque de patégenos (BARBIERI e CARVALHO, 2001).

A presenca de um agente patogénico na planta raramente resulta na
ocorréncia de doenga se ndo houver condicdes de ambiente favoravel ao

mesmo (ZAMBOLIN; CHAVES, 2012). Isso porque, ao longo de sua evolucgéao,
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as plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra patdgenos, sendo
gue cada interacdo planta-patégeno resulta no estabelecimento de resisténcia
ou patogénese (PASCHOLATI, 2011).

Dessa forma, classificam-se as interacdes em compativeis e incompativeis.
Nas interacbes compativeis, tem-se um patdgeno virulento e um hospedeiro
suscetivel, resultando em doenca. Ja nas interacdes incompativeis, tem-se um
patogeno avirulento e um hospedeiro resistente, de modo que o sistema de

defesa da planta € eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia

(CAMARGO, 2011).

2.3 CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

A globalizag&o revelou & humanidade, entre muitos, mais um problema:
a contaminacdo ambiental (MACEDO; BREDOW, 2004). Ao idealizar uma
propriedade baseada no sistema de monocultivo ou criagcdo Unica, o agricultor,
na maioria das vezes apoiado pelo técnico, percebe as doencas, insetos e
parasitas como competidores, ameacgadores e inimigos, adotando medidas de
eliminacdo imediata no primeiro aparecimento (BOFF, 2008).

Basicamente, essas medidas sdo utilizadas para conter o aumento
populacional e manter a populacdo de patdogenos abaixo dos niveis de danos
econdmicos (YOKOYAMA, 1996). Nos dultimos 100 anos, o controle e
erradicacao de doencas na agricultura tornou-se, cada vez mais, dependennte
de produtos quimicos (AGRIOS, 2005). Esta atitude de erradicacdo utiliza
produtos de alta persisténcia no ambiente e nos seres vivos, provoca 0
surgimento de outras pragas e doencas que podem ser mais graves que as
primeiras, além de causar contaminacdo residual nos alimentos e riscos ao
agricultor (BOFF, 2008).

O uso de herbicidas, fungicidas, inseticidas, acaricidas, bactericidas e
antibidticos na agricultura convencional é realizado sem que sejam analisadas

as causas fundamentais das doencas. Nesse caso 0 objetivo é se livrar dos
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sintomas, mas a causa permanece (ANDRADE; CASALI, 2011). Esse
processo, em que o0 sinal se ausenta mas a doenga continua instalada,
chama-se supresséo. A patologia de plantas ocorre devido aos procedimentos
supressivos que agem contrariamente ao principio vital interiorizando sintomas
gue revelam a expurgacdo de tudo que impede o equilibrio vital (LISBOA,
2006).

A supressdao de sintomas com medicamentos alopéaticos e com
agrotoéxicos aumenta continuamente o numero de quadros patologicos, além de
causar desequilibrio crescente as plantas, tornando as espécies mais
vulneraveis. Por isso, na agricultura convencional, se usa cada vez mais
agroquimicos (LISBOA et al., 2005).

Embora perdure o enfoque imediatista e consumista, a interferéncia nos
ecossistemas deve ser a menor possivel e 0s conjuntos naturais respeitados,
de modo a manter os parasitas em niveis subeconémicos (PRIMAVESI, 1988).
Nesse contexto, o0 maior desafio da fitopatologia no cenario mundial atual é
reduzir as perdas e melhorar a qualidade dos alimentos, ao mesmo tempo em
gue se busca proteger o meio ambiente (AGRIOS, 2005). Surge, entdo, a
necessidade de transitar por um caminho diferente, e adotar tecnologias de
controle alternativo de doencas (BOFF, 2008).

Estas envolvem todas as estratégias disponiveis para manter a
populacdo dos patégenos abaixo do limiar de dano econémico e, a0 mesmo
tempo, minimizar os efeitos negativos no ambiente (ZAMBOLIN; PAULA
JUNIOR, 2007). O escape da doenca, com o uso de controles alternativos, pode

ser util para o controle da mesma (HALFELD-VIEIRA et al., 2016).

2.3.1 Controle Alternativo de Doencas

De acordo com Paula Janior et al. (2016), as praticas alternativas de
agricultura sdo métodos modernos, desenvolvidos em sofisticado e complexo

sistema de técnicas agronémicas, cujo objetivo principal ndo é a exploracao
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econdmica imediatista e inconsequente, mas sim, a exploracdo econémica em
longo prazo, mantendo o agroecossistema estavel e auto-sustentavel.

Defensivos quimicos conseguem manter a cultura livre do parasita, mas
ndo conseguem cura-la. A cura e a forga vital da planta € o que mantém suas
funcdes em atividade harménica (PUSTIGLIONE, 2004). S&do, também, a cura e
a forca vital, principios do método de controle de doencas conhecido por
homeopatia (ANDRADE; CASALI, 2011).

Ndo imediatista e sempre em busca do equilibrio nos fenébmenos
naturais, a homeopatia surge como o controle alternativo mais pertinente
nesses sistemas de producédo, tendo em vista o equilibrio ecologico das plantas
cultivadas e do redor, ou seja, o equilibrio do agroecossistema (CASALI et al.,
2006).

A Secéao 1 do Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, v. 99, n°®
94, p. 11 a 44 de 19 de maio de 1999, normatiza a utilizacdo das chamadas
‘praticas alternativas” que sao utilizadas na obtencdo de produtos
agropecuéarios certificados como organicos, que foram produzidos livres de
agrotoxicos. Dentre as praticas previstas e permitidas aos produtores, esta
incluida a utilizacdo da homeopatia nos diversos setores da agropecuaria. A
homeopatia também é permitida pela FAO como técnica a ser utilizada em

produtos organicos certificados (BONATO, 2007).

2.4 A HOMEOPATIA

Embora tenha relatado o fendmeno da semelhanca e observado a
inversdo da acdo de uma mesma droga de acordo com a dose, Hipdcrates nédo
aprofundou seus estudos sobre o principio da similitude. Sendo assim, coube a
Samuel Hahnemann demonstra-lo clinicamente e firma-lo como método
terapéutico (FONTES, 2013). O principio da similitude sera descrito a seguir.

Segundo Nechar e Carneiro (2011), Samuel Hahnemann iniciou suas

pesquisas em homeopatia em 1790, ao traduzir a Matéria Médica do médico
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escocés Willian Cullen, na qual este atribuiu eficiéncia terapéutica da droga
quina ao seu efeito tdnico sobre estdbmago do paciente acometido de malaria.
Fazendo uma série de experiéncias em si mesmo, Hahnemann constatou que a
guina produzia a mesma febre que pretendia aniquilar, quando ministrada em
individuos séos.

A partir da compilagdo dos sinais e sintomas que essas substancias
provocavam no homem sadio, decidiu fazer observacées no homem doente,
para confirmar se o principio da similitude funcionava na pratica (FONTES,
2013). Assim, o criador da medicina homeopéatica descobriu que as substancias
perdiam seu efeito toxico quando diluidas, mas continuavam capazes de
provocar os sintomas das doencas as quais pretendia curar (TOLEDO, 2009).

O trabalho “Ensaio sobre o novo principio para se determinar virtudes
curativas das substancias”, escrito por Hahnemann em 1796 marcou o inicio da
homeopatia (LISBOA, 2006). Este principio denominado “A Lei dos
Semelhantes” ou “Similitude”, veio a ser a primeira lei do tratamento que
Hahnemann passou a desenvolver (TEIXEIRA, 2011a).

Hahnemann expde assim lei da semelhanca no § 25 do Organon da
Arte de Curar:

“O medicamento cuja acdo sobre o homem sadio produziu o maior
namero de sintomas semelhantes aqueles observados na doenca que se
pretende curar, quando aplicado em dose de atenuacéao e poténcia apropriadas
tem também o poder de destruir rapida, radical e de modo permanente toda a
doenca, convertendo-a em saude”.

No § 27, o autor completa a afirmacao:

“Portanto, o potencial curativo das substancias medicinais depende do
fato de sua acdo produzir sintomas semelhantes aos da doenca e de ser
superior em forca. Dessa forma, cada caso individual de doenca so é destruido
e curado da forma mais segura, radical, rapida e permanente com o
medicamento capaz de produzir, da forma mais semelhante e completa, a

totalidade dos sintomas daquela doenca e que ao mesmo tempo seja um
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estimulo de categoria mais forte do que o que provoca a doenca”
(PUSTIGLIONE, 2004).

Na busca dos sintomas semelhantes, encontramos o medicamento
mais indicado para cada paciente. Ao medicamento cuja patogenesia melhor
coincidir com os sintomas apresentados pelo doente, da-se o nome de
simillimum (FONTES, 2013).

A base para a escolha do simillimum € a experimentagdo no homem
sadio. Nela, a mesma substancia é administrada a vérios individuos saudaveis
e entdo sao descritos com precisao os sintomas surgidos, obtendo-se assim, o
“retrato” de cada substancia (LISBOA, 2006). Assim, a prescricdo homeopatica
deve basear-se na comparacao entre os sintomas apresentados pelo paciente
e 0s sintomas que a droga a ser prescrita, sob a forma de medicamento,
produziu em individuos sadios (TEIXEIRA, 2011a).

Hahnemann afirmava que o simillimum era suficiente em doses
minimas. No § 68 de seu Organon exp&e sobre o principio das doses minimas:
“no que diz respeito as curas homeopaticas, a experiéncia nos ensina que as
doses extraordinariamente pequenas de medicamentos, sdo suficientes para
vencer e remover doengas naturais semelhantes” (PUSTIGLIONE, 2004).

A maioria das substancias medicamentosas potencialmente utilizaveis
€ altamente toxica. Ciente disso, Hahnemann decidiu diluir as substancias
diminuindo a toxicidade, mas verificou reducdo proporcional do efeito
terapéutico. Posteriormente, fez a grande descoberta: adicionar energia
cinética as diluicbes pela sucussao, processo que foi denominado dinamizacao
(TEIXEIRA, 2011b).

Assim, o criador da homeopatia passou a utilizar dilui¢cdes infinitesimais
e potencializadas pelas fortes agitacdes que imprimia na manipulacdo das
solucdes homeopaticas (FONTES, 2013). Dose minima, portanto, é o principio
da diluigéo e da sucusséo (BRASIL, 2011).

O principio do medicamento Unico constitui um dos fundamentos mais

importantes da homeopatia e o mais dificil de ser realizado na pratica, pois
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exige conhecimentos profundos da matéria médica homeopéatica (FONTES,
2013). Como as experimenta¢cdes dos preparados homeopaticos eram feitas
separadamente, visando ndo mascarar os efeitos no organismo sadio, na fase
de tratamento, Hahnemann buscava individualizar ao méaximo cada caso,
tentando encontrar o medicamento Unico que corresponde ao maior numero de
sintomas do organismo (TEIXEIRA, 2011a).

Por fim, Hahnemann, em seus estudos, descreveu quatro principios
bésicos para a ciéncia homeopética: lei da semelhanca, experimentacdo no
organismo sadio, medicamento Unico e dose minima (BATELLO, 2016).

As solu¢cbes homeopaticas, comprovadamente, exercem a funcéo de
medicamentos de acdo curativa, assim como medicamentos de acao preventiva
(CARNEIRO et al., 2011). Estes s&o preparados na escala centesimal, decimal
e cinquenta milesimal, a partir da forma farmacéutica basica ou da propria
droga, diluida em insumo inerte, utilizando-se &agua e alcool (etanol) na
solubilizacéo das drogas sollveis e lactose para as insoluveis (BRASIL, 2011).

No Brasil a homeopatia chegou em 1840 com o médico Benoit Mure.
Porém, a utilizacdo de preparos homeopaticos néo é exclusividade médica. Seu
uso na agricultura iniciou-se com a orientacdo do filésofo austriaco Rudolf
Steiner em ciclo de palestras proferidas a agricultores na cidade de Koberwitz
na Alemanha em 1942 (LISBOA et al., 2005). Apesar de ainda ser incipiente, 0
uso da homeopatia em vegetais e animais esta crescendo ano ap6s ano
(BONATO, 2007), sendo que os preparados homeopaticos ja sdo amplamente

ministrados em animais, no solo e nos vegetais (CASALI et al., 2011).

2.4.1 A Homeopatia no Controle de Doencas em Plantas

Por se fundamentar em processos holisticos, a ciéncia homeopatica é
aplicavel a todos os seres vivos (NECHAR, 2011). Hahnemann afirmava “se as
leis da natureza que proclamo séo verdadeiras, entédo elas podem ser aplicadas

a todos os seres vivos”. Esta ai o maior aval dado pelo proprio idealizador da
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homeopatia de modo que se possa utilizar a ciéncia homeopatica em qualquer
organismo vivo, inclusive em vegetais (BONATO, 2007).

A homeopatia € reconhecida como o campo do conhecimento de
grande potencial dentro da visdo moderna da qualidade alimentar e da
biosseguranca, pelo fato da tecnologia homeopatica ndo deixar residuos no
ambiente, assim como nos alimentos de origem vegetal ou animal. Proporciona
recursos e melhoria no metabolismo das plantas, ativando reacdes envolvidas
na produgcdo de enzimas relacionadas com o mecanismo de defesa no
organismo (LISBOA et al., 2005).

Pela ciéncia da homeopatia, a causa do adoecimento dos sistemas
vivos sdo 0s procedimentos supressivos que agem contrariamente ao principio
vital, interiorizando sintomas que revelam a expurgacdo de tudo que afeta o
equilibrio vital ( WASSENHOVEN, 2007). No organismo com baixa vitalidade,
apos o sintoma ser suprimido, surge o estado mais debilitado, mais adoecido,
mais profundamente desequilibrado e mais grave que o anterior (LISBOA et al.,
2005).

Este desequilibrio na energia vital, ao somatizar-se, resulta em planta
doente ou, no minimo, com distarbio fisiol6gico, o qual pode levar a planta a
morte ou reduzir-lhe a produtividade. Entretanto, quando se aplica alguma
solucdo homeopatica capaz de produzir os mesmos sintomas na planta, a
resultante sera a minimizacao dos efeitos maléficos ocasionados na energia
vital pelos fatores bidticos e abidticos (BONATO, 2007) e a restauracdo do
equilibrio ao estimular o sistema de defesa das plantas, de modo que estas
resistam as doencas e pragas, combatendo com seus proprios meios 0s virus,
fungos, bactérias e outros tipos de agentes (CARNEIRO, 2011).

Dentre as medidas a serem adotadas contra doencgas fungicas no
sistema de producgéo vegetal, a homeopatia € citada como conduta aprovada
em inimeras pesquisas (LEONEL; BARROS, 2013; RISSATO et al., 2016;
TOLEDO et al.,, 2009, 2015). No entanto, ao contrario dos médicos, que

dispdéem das matérias meédicas e repertérios para a escolha da solucdo
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homeopatica mais adequado para o paciente, os agrobnomos ndo dispdéem de
uma matéria médica vegetal homeopatica com sintomas observados em
vegetais (CARNEIRO et al., 2011), o que dificulta imensamente os trabalhos
referentes a essa linha de pesquisa. Nesse caso, a alternativa mais eficaz para
a escolha do medicamento seria a utilizagcdo de analogias entre os sintomas
descritos na Matéria Médica Humana e aqueles apresentados pelos vegetais
adoecidos (RISSATO et al., 2016).

Para tanto, quanto maior o nivel de evidéncia para o sintoma ligado a
um medicamento, maior a influéncia do medicamento no organismo ao qual
serd administrado, e mais chance o medicamento usado tem de cura.
(WASSENHOVEN, 2007). Muitos pesquisadores, ao utilizar a analogia na
escolha de seus medicamentos de estudo, vém obtendo eficdcia em suas
experimentacdes. Entretanto, deve-se considerar que 0s organismos Sao muito
diferentes, inclusive quando se considera sua origem na escala filogenética
(BONATO, 2007). Portanto, em qualquer pesquisa, € fundamental analisar
diferentes dinamizacgfes para que se identifiquem, efetivamente, modificacbes
morfolégicas e fisiolégicas nos metabolismos primario e secundario, e a
resposta a estresses ambientais (MATTOS et al., 2011).

Em 1999, a homeopatia foi reconhecida pela Instrugcdo Normativa n°7,
como insumo agricola (BRASIL, 1999). Desde entdo, muitas experiéncias de
uso da homeopatia em vegetais vem sendo realizadas em varios locais do
Brasil (LISBOA et al., 2005), e, atualmente, verifica-se que a atuagcdo das
substancias homeopatizadas ocorre em qualquer tipo de sistema bioldgico e
para qualquer varidvel desejada, seja ela de carater bioquimico (ANDRADE et
al., 2012; ANDRADE; CASALI, 2011), morfolégico (GRISA et al., 2007,
TOLEDO et al., 2015) ou fisiologico (DEBONI et al., 2008).

Andrade et al. (2012), ao utilizarem um preparado homeopatico feito da prépria
planta, perceberam aumento significativo de até 77% na concentragdo de
compostos ativos nos tecidos das plantas de chamba (Justicia pectoralis). Além

de interferirem na fisiologia da planta, as solu¢des homeopéaticas podem
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também ativar os mecanismos de defesa vegetal. Oliveira et al. (2014)
constatou que homeopatias de Corymbia citriodora, Calcarea carbonica,
Silicea e Sulphur apresentaram potencial na elicitacdo de peroxidase, catalase,
quitinase, B-1,3-glucanase e fitoalexinas.

Dessa forma, os preparados homeopaticos podem proporcionar
melhoria no metabolismo vegetal ao induzir a ativagcdo de mecanismos de
defesa latentes, denominados eliciadores (STANGARLIN et al., 2011).

A insercdo da homeopatia na agricultura, como prética geral, € uma
alternativa que tem como obijetivo levar saude ao meio rural. Como primeira
consequéncia tem-se em vista o abandono do uso de agrotéxicos. Ao adotar 0s
principios da Homeopatia e as leis de cura, o agricultor vai contribuir para a
producdo de alimentos sem residuos toxicos (ANDRADE; CASALI, 2011).

Partindo desses conhecimentos e experimentacdes, comprova-se a
efichAcia das substancias homeopatizadas em qualquer tipo de sistema
bioldgico, seja ele animal ou vegetal. Tal conhecimento abriu possibilidades
para a utilizacdo da homeopatia na agricultura, como um tratamento mais
saudavel de plantas adoecidas (BOFF, 2009) possibilitando, ainda, a melhoria
da producéo de plantas por meio da inducao de resisténcia, como por exemplo,
estimulando a producéo de metabdlitos secundarios.

Como o préprio pai da homeopatia afirma no § 24 do Organon da Arte
de Curar:

“‘Portanto, ndo resta outro modo de empregar com eficacia os
medicamentos contra as doencas além do homeopatico. Nele, através de uma
totalidade sintomatica da doenca, buscamos uma substancia medicinal que
tenha poder e tendéncia de produzir o estado moérbido artificial mais

semelhante ao caso patolégico em questao” (PUSTIGLIONE, 2004).

2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Assume-se, em Fitopatologia, que resisténcia é regra e suscetibilidade é
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excecdo (ROMEIRO, 1999), sendo que a resisténcia de um hospedeiro a uma
doenca pode ser definida, sob o aspecto fisiolégico, como a capacidade da
planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou subsequente atividade de um
patbgeno em seus tecidos, o que sé é possivel devido aos mecanismos de
resisténcia da mesma (AGRIOS, 2005).

Tais mecanismos séo ativados perto da area infectada para tentar prevenir
a difusdo do patdégeno (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999). Os mesmos sao
subdivididos em duas categorias: pré-formados, que s&o constitutivos; e
pos-formados, que sao induziveis. Em ambas as categorias, os fatores séo
subdivididos em estruturais e bioquimicos (PASCHOLATI, 2011):

e Pré-formados:

- Estruturais: cuticula, tricomas, estbmatos e fibras/vasos
condutores.

- Bioquimicos: fendis, alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos
fendlicos, glicosideos cianogénicos, fototoxinas e inibidores
protéicos.

e Pds-formados:

- Estruturais: papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica e
tiloses.

- Bioquimicos: fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese.

Os mecanismos estruturais, sejam eles pré ou poés-formados,
constituem-se em barrerias fisicas a penetragdo ou colonizagdo do patégeno.
Por sua vez, os mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de
inibir o desenvolvimento do patégeno ou gerar condi¢cdes adversas para a
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, de tal maneira que mudancas na
concentracdo de tais substancias impliguem em alteracdo da expressédo da
doenca (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Atualmente, a possibilidade da ativiagdo dos genes responsaveis por esses
mecanismos de resisténcia vegetal a patdgenos, possibilitou avangos nos

estudos envolvendo a resisténcia induzida em plantas (PASCHOLATI, 2011), a
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qgual ja foi conclusivamente demonstrada no século XX e representa um
importante passo para as novas estratégias de controle e manejo de doencgas
(BARROS et al., 2010).

O fen6meno da resisténcia induzida envolve a ativagao dos mecanismos
latentes de defesa da planta por meio de tratamentos externos, 0s quais
podem ser bioticos ou abioticos (CAVALCANTI et al., 2005). Tais mecanismos
atuam juntos na inducao dos genes de defesa, formando uma complexa rede
de sinalizagdo que leva a planta a resistr ao agente agressor
(MARGIS-PINHEIRO et al., 1999). Essa inducdo resulta em diferentes
alteracdes fisiologicas, tais como: exploséo oxidativa levando a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (RESENDE et al., 2003), a ativacdo/producéo de
enzimas relacionadas a defesa da planta (FERREIRA et al., 2007) ou producédo
de substancias antimicrobianas, tais como as fitoalexinas (PEITER-BENINCA

et al., 2008).

2.5.1 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas reduzidas,
transitérias e altamente reativas, produzidas no caminho metabdlico de
transformacdo do oxigénio molecular (O2) a agua (H20) (PASCHOLATI, 2011).
As EROs podem ocorrer na forma de oxigénio singleto (*Oz2), radical hidroxila
(OH°-), anion superoxido (O2°-) e perdxido de hidrogénio (H202) (MITLER,
2002).

Normalmente, os niveis de EROs sao baixos nas células vegetais
(MARGIS-PINHEIRO et al., 1999), mas podem se acumular rapidamente no
inicio do processo infeccioso, fendmeno conhecido como explosdo oxidativa
(PASCHOLATI, 2011). A explosao oxidativa é uma resposta de defesa da
planta apds o reconhecimento do patdgeno, conduzindo a reagdo de
hipersensibilidade (MITLER, 2002). Superéxido (O2°-) e peroxido de hidrogénio

(H202) séo as espécies reativas de oxigénio mais importantes, e se acumulam
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rapidamente em resposta a estresses, sejam eles bioticos ou abidticos (GILL et
al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio agem isoladamente ou em conjunto
desencadeando diversas reacdes dentro das células e seus tipos e niveis sao
fatores determinantes para o tipo de resposta (SOARES et al., 2007).
Tradicionalmente, essas moléculas eram consideradas toxicas (MITTLER,
2002), porém, apesar de sua natureza destrutiva, as espécies reativas de
oxigénio podem ser utiizadas de maneira benéfica pelas plantas
(BREUSEGEM et al.,, 2001), atuando diretamente sobre o patdégeno,
reforcando a parede celular da planta e fortalecendo a integridade da
membrana plasmatica (PASCHOLATI, 2011).

Nos ultimos anos, tornou-se ainda mais evidente que as EROs podem agir
como moléculas sinalizadoras que ativam multiplas respostas de defesa, de
modo que o nivel e o tipo das mesmas sao fatores determinantes para o tipo de
resposta. (SOARES et al.,, 2007). No entanto, altos niveis de EROs podem
danificar as plantas (ZHAO et al., 2016) ao impedirem o desenvolvimento da
atividade bioldgica, matando ndo somente o patdgeno, como a propria célula
vegetal (STINTIZI et al., 1993). Em baixas concentracdes, EROs induzem
genes de defesa e resposta adaptativa. Em altas concentragfes, levam a um
programa de morte celular controlado geneticamente (BREUSEGEM et al.,
2001).

Para evitar a explosao de oxidagdo, complexos mecanismos de protecéo
foram desenvolvidos pelas plantas (ZHAO et al.,, 2016) para detoxificar
eficientemente essas espécies reativas de oxigénio (RESENDE et al., 2003).
Um dos mecanismos que a célula dispbde para dismutar radicais livres
produzidos em condicédo de estresse € a ativacdo de enzimas antioxidativas,
dentre elas a superdxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a ascorbato
peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11), a catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) e a
peroxidase (POX, E.C 1.11.1.7) (MITTLER, 2002). Estas enzimas operam em

diferentes compartimentos celulares e respondem em conjunto quando as
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células sédo expostas ao estresse oxidativo (SHARMA et al., 2012).

2.5.2 Enzimas Relacionadas a Defesa

Das alteracdes decorrentes da interacdo planta-patdgeno, a sintese de
proteinas relacionadas a patogénese (pathogenesis related proteins,
PR-proteins ou proteinas-RP) talvez seja a mais evidente (BARROS et al.,
2010). O conceito “proteina relacionada a patogénese” foi criado em 1980 para
designar qualquer proteina sintetizada pela planta hospedeira, porém, induzida
apenas em situacdes de interacdo com patdogenos (ANTONIW et al., 1980).

De acordo com as sequéncias similares de codificacdo, relacoes
soroldgicas e/ou atividades enzimaticas, as proteinas-RP tem sido agrupadas
em familias. Atualmente, sdo 17 familias de proteinas-RP, numeradas de
acordo com a sequéncia de descoberta, sendo que a funcdo de muitas ainda &
desconhecida (PASCHOLATI, 2011). De modo geral, sabe-se que elas
protegem os tecidos vegetais do ataque de insetos e patdégenos (BARROS et
al., 2010).

Diante do exposto, o0 estudo de enzimas, sejam elas enzimas
antioxidativas ou relacionadas a patogénese, é fundamental na fitopatologia,
visto que, praticamente, todas as respostas da planta envolvem processos
metabdlicos, os quais sdo regulados por diversos complexos enzimaticos
(BROETTO, 2014). A esses processos inclui-se a resisténcia sistémica
induzida, a qual possibilita o surgimento de novas estratégias de controle e
manejo de doencas. A aplicacdo dessa nova tecnologia reduz o uso dos
defensivos tradicionais, o que vem de encontro com a preocupagdo mundial no
que diz respeito a preservacdo do meio ambiente e redugdo da poluicdo

(BARROS et al., 2010).

2.5.2.1 Peroxidases (POX, E.C 1.11.1.7)
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As peroxidases (POX) produzidas pelas plantas pertencem a familia
PR-9 (MARTINS, 2008). S&do enzimas da classe lll, de natureza glicoproteica,
localizadas nos vacuolos e nas paredes celulares (PASSARDI et al., 2005). As
POXs possuem uma variedade de isoformas e utilizam diferentes redutores
(BROETTO, 2014). Entre as varias isoenzimas de POX em plantas, inUmeras
sdo induzidas por infeccdo patogénica e/ou injdrias, sugerindo a importancia
das POXs em sistemas de autodefesa (HIRAGA et al.,, 2001). Tais enzimas
eliminam algumas espécies reativas de oxigénio que sao formadas,
principalmente, em resposta ao ataque de insetos ou fitopatdgenos
(NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014), de modo que a reacgdo classica das
POXs é a oxidacdo do H202 (HIRAGA et al., 2001).

NADH + H* + H202 — NAD™ + 2H20
NADH peroxidase

Devido ao grande nimero de isoformas, as POXs estdo envolvidas em
uma ampla variedade de processos fisioldégicos de todo o ciclo de vida da
planta (VAN LOON; VAN STREIN, 1999). Embora seja um desafio determinar
as funcdes especificas, ha aproximadamente 100 isoenzimas de POX
presentes em uma Unica espécie de planta (HIRAGA et al., 2001). Sabe-se que
as POXs atuam na lignificacdo de tecidos (WHETTEN et al., 1998),
suberizacdo (ESPELIE, 1986), catabolismo de auxinas (LEWIS, 1980),
formacédo e reticulacdo de componentes da parede cellular (FRY, 1986) e

autodefesa das plantas contra patogenos (HAMMERSCHMIDT et al., 1992).

2.5.2.2 Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

Entre as enzimas antioxidantes, a catalase (CAT), que foi a primeira
enzima a ser descoberta e caracterizada (SHARMA et al., 2012), tem sido
associada, principalmente, a remocdo de H202 de peroxissomos,

convertendo-o em H20 e Oz (RESENDE et al., 2003). Possui o mais alto
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numero de turnover (Kcat) conhecido em enzimas, de modo que uma molécula
pode catalisar a decomposicao de até 40.000.000 de moléculas de peroxido de

hidrogénio por segundo (BROETTO, 2014):

H202 — H20 + %2 O2
catalase

O H20: esta relacionado a inumeras condi¢gbes de estresse da planta
(SHARMA et al., 2012). Enquanto as células das plantas estdo gerando H20:2
através de processos catabolicos, a CAT € capaz de degrada-lo de forma
eficiente em termos energéticos, visto que ndo requer o uso de qualquer poder
redutor, resultando em um ganho liquido de energia celular (MALLICK; MOHN,
2000). Portando, em suma, as CATS funcionam como um canal de limpeza do
H20:2 celular (BREUSEGEM et al., 2001).

Todas as espécies de angiospermas ja estudadas possuem trés tipos
de CAT (SHARMA et al., 2012). Sendo assim, para melhor compreenséo e
estudo, Willekens et al. (1997) propuseram uma classificacao para as mesmas:
CATs da classe 1 sé@o expressas em tecidos fotossintéticos e reguladas pela luz,
nos quais removem o H202 produzido durante a fotorespiracdo; CATs da classe
2 sao produzidas em niveis elevados nos tecidos vasculares e podem exercer
uma funcdo de lignificacdo mas, sua exata funcdo bioldégica permanece
desconhecida; e na classe 3 estdo as CATs presentes abundantemente em
sementes e plantas jovens, e cuja atividade esta relacionada a remocao do

H20:2 produzido durante a degradagéo dos acidos graxos no glioxissoma.

2.5.2.3 Fenilalanina amdnia-liase (FAL, EC 4.3.1.5)

A fenilalanina aménia-liase (FAL), enzima chave na rota dos
fenilpropanoides (STANGARLIN et al., 2011), € um dos fatores limitantes para a
sintese de compostos fendlicos pela planta (NICHOLSON; HAMMERSHMIDT,

1992), de modo que sua atividade € diretamente proporcional a sintese de
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compostos fendlicos (CAMM; TOWERS, 1973), além de ser considerada a
enzima mais relevante para a biossintese de fitoalexinas e lignina
(KALAIARASAN, 2009).

Essa enzima € responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina,
transformando-a em &cido trans-cinamico e amonia (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2008), desencadeando uma série de reacbes metabdlicas que gera
inimeros produtos baseados em fenilpropanos, incluindo a lignina, certos
pigmentos e protetores contra luz ultravioleta (MARGIS-PINHEIRO et al.,
1999). A producado dessa enzima € regulada durante o crescimento vegetal,
mas é também induzida em células vizinhas ao local de infeccao e por varios
estimulos ambientais, tais como: infeccdo, ferimentos, contaminacdo por
metais pesados, luz e reguladores de crescimento (MARGIS-PINHEIRO et al.,
1999).

Tal enzima esta situada em um ponto de ramificacdo entre os
metabolismos priméario e secundario, onde catalisa reacdes responsaveis pela
formacao de muitos compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2009), tornando-se,
portanto, enzima chave do metabolismo dos fenilpropandides na grande
maioria das plantas, nas quais se destaca por atuar em resposta as infeccoes,
regulando o acumulo de fendis (STRACK, 1997).

Sendo assim, fitopatologistas tém estudado a atividade de FAL em
interacBes planta-patégeno, pois, devido a sua atuacdo na inducdo de
resisténcia (KUHN, 2007), importancia nas reacfes do metabolismo dos
compostos fendlicos, estabilidade e facilidade de preparo dos ensaios
enzimaticos, a FAL € a enzima do metabolismo secundario mais estudada

(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

2.5.2.4 B-1,3-glucanases (B-GASE, EC 3.2.1.39)

As B-1,3-glucanases (B-GASE) séo enzimas que hidrolisam ligacdes

glicosidicas do tipo B-1,3 presentes em B-D-glucanas, liberando glicose como
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produto principal. Podem ser produzidas por diferentes organismos, tais como
bactérias (FLEURY; SATO, 2008), fungos filamentosos e leveduriformes
(NORONHA; ULHOA, 2000), plantas superiores e alguns invertebrados
(MARKOVICH; KONONOVA, 2003), apresentando amplas aplicagbes
biotecnolégicas (BAUERMEISTER et al., 2010).

Em fitopatologia, as B-GASEs s&o fatores de defesa bioquimicos
pos-formados (PASCHOLATI, 2011) e classificam-se como proteinas
relacionadas a patogénese pertencentes a Familia PR-2 (VAN LOON et al.,
2006). Ocorrem normalmente nas plantas, onde atuam na defesa das mesmas
contra patdgenos, uma vez que hidrolisam B-1,3-glucana, principal constituinte
da parede celular fangica (PASCHOLATI, 2011), liberando fragmentos
glicosidicos, tanto do patdgeno, quanto da parede celular da propria planta,
gue atuam como eliciadores de defesa do hospedeiro (CUTT; KLESSIG, 1992).

De modo geral, B-GASES exibem formas basicas, que ocorrem
intracelularmente, e acidas, que ocorrem extracelularmente (MARTINS, 2008).
Sendo assim, baseando-se nas reacdes de hidrélise catalizadas por
B-1,3-glucanases, tais enzimas sdo classificadas em exoglucanases e
endoglucanases (PANG et al.,, 2004), de modo que a maioria apresenta

atividade de endoglucanase (MARTINS, 2008).

2.5.3 Fitoalexinas

As fitoalexinas sédo classificadas como fatores de resisténcia
bioquimicos pés-formados (PASCHOLATI, 2011), visto que sado sintetizadas em
resposta ao ataque de patégenos e, geralmente, em areas proximas do local de
infeccdo (BRAGA, 2008). Dessa forma, representam um mecanismo de defesa
significativo para muitas espécies vegetais (LO et al., 1996), as quais
pertencem a mais de 31 familias, envolvendo desde arbustos até arvores

(PASCHOLATI, 2011).
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De modo geral, as fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos de baixa
massa molecular, sintetizadas e acumuladas nas plantas ap0s estresses
fisicos, quimicos ou bioldgicos, capazes de reduzir ou impedir a atividade de
agentes patogénicos (PASCHOLATI, 2011), atuando de forma direta sobre os
mesmos e gerando a lesdo tipica da reacdo de hipersensibilidade
(hypersensitive reaction ou HR) (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999).

Em suma, as fitoalexinas causam a morte do tecido vegetal infectado
(BRAGA, 2008), bem como granulagdo citoplasmatica, desorganizacdo dos
conteudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas
fungicas (LO et al., 1996). Tais efeitos resultam na inibicdo da germinacéo e da
elongacéo do tubo germinativo de fungos, bem como reduzem ou, até mesmo,
inibem o crescimento micelial e o acimulo de matéria seca dos mesmos

(PASCHOLATI, 2011).

2.5.3.1 Faseolina

A fitoalexina faseolina € o principal mecanismo de defesa do feijoeiro
(DURANGO et al, 2002) e foi primeiramente detectada pelo pesquisador
australiano Muller (1958). Desde entdo, inameros trabalhos ja comprovaram a
sua inducao em plantas, bem como seu carater supressor a fitopatégenos.

Brand et al. (2010) descreveram a inducdo de faseolina em feijoeiro
por extrato de alho. Blume et al. (2011) verificaram que quando expostos ao
extrato aquoso de guaco, hipocétilos de feijoeiro apresentaram potencial de
produzir fitoalexina faseolina. Oliveira (2011) constatou que homeopatias de
Eucalyptus citriodora apresentaram potencial na elicitacdo de faseolina em

hipocatilos de feijoeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO ISOLADO DE Sclerotinia sclerotiorum

Para conducédo dos ensaios, o isolado de S. sclerotiorum foi obtido a
partir de esclerédios coletados em lavoura de soja, no municipio de
Guarapuava/PR (25°23'36" S, 51°27'19" W). Os mesmos foram repicados em

placas de Petri (Figura 1) contendo o meio de cultivo batata-dextrose-agar

(BDA).

Figura 1- Placa de Petri com meio de cultivo BDA contendo colbnia de S. sclerotiorum
proveniente de esclerédio. Fonte: a autora.

3.2 ESCOLHA DAS SOLUCOES HOMEOPATICAS

Os medicamentos homeopaticos utilizados neste trabalho foram
selecionados por repertorizagdo, utilizando o programa computacional
HomeoPro e escolhidos com o auxilio da Matéria Médica Homeopatica

(BOERICK, 2003). Para isso, consideraram-se os sintomas da planta infectada
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por S. sclerotiorum bem como as condigbes ambientais que favorecem a sua
ocorréncia, que foram: lesGes profundas na epiderme; principalmente nos
membros inferiores; e debilidade e clorose da planta favorecidos por alta
umidade (RISSATO et al., 2016).

No Manual de Matéria Médica Homeopatica (BOERICKE, 2003),
descreve-se o individuo de Calcarea carbonica como aquele que é sensivel a
luz, assim como o patdégeno S. sclerotiorum; que possui pele com verrugas e
erupcoes dificeis de cicatrizarem, analogas aos sintomas apresentadas pela
planta incitada pelo fungo; e que apresenta dificuldade para engolir, bem como
a planta para obsorver 4gua e nutrientes. J& Phosphorus é indicado para
individuos que apresentam degeneracdo dos vasos sanguineos, lesfes na
pele e quadro metabdlico destrutivo. Dessa forma, forma escolhidos os
medicamentos Phosphorus e Calcarea carbonica.

Com base em pesquisas ja realizadas, que apresentaram respostas
positivas na resisténcia induzida em plantas contra patégenos por solucdes
ultradiluidas (MODOLON et al., 2012; RISSATO et al., 2016; TOLEDO et al.,
2009; VIECELLI et al., 2013; ZIBETTI et al., 2009;), foram escolhidas para este
trabalho as dinamizagbes 6CH, 12CH, 24CH, 36CH e 48CH (centesimal
hahnemaniana). Considerou-se como tratamento controle a solucéo
hidroalcodlica (etanol 30%) sem sucussdao, por se tratar do diluente no preparo
dos referidos medicamentos.

Por ocasido das aplicagcbes, todos os medicamentos, incluindo o
tratamento controle, foram diluidos em agua destilada na proporcéo de 0,1%,

conforme Bonato et al. (2009).

3.2.1 Preparo das Solu¢cdes Homeopaticas

Os medicamentos Calcarea carbonica e Phosphorus foram obtidos em
farmacia homeopatica na dinamizacdo 6CH e manipulados em 12, 24, 36 e

48CH no Laboratorio de Homeopatia do Centro de Apoio e Promocao da
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Agroecologia (CAPA), de acordo com a Farmacopéia Homeopatica Brasileira
(Brasil, 2011), diluindo 1:100 e sucussionando 100 vezes. Seguiu-se a diluicdo
pluralista proposta por Hahnemann, em que se utiliza um frasco para cada

diluicdo (Figura 2) e a succado e feita em movimentos unidirecionais,

sequenciais e verticais contra um anteparo firme, porém, flexivel.

Figura 2 - Frascos ambar utilizados para a confecgdo de um das solu¢cdes homeopaticas. Fonte:
a autora.

Por ocasido da sucusséo, o frasco apresentou 1/3 de seu volume vazio
para permitir um movimento Unico e a consequente mistura adequada entre a
matéria prima e o insumo inerte. Cabe mencionar que é importante que o
liguido tenha um movimento uniforme no interior do frasco, pois, tal processo
energiza o0 medicamento por permitir que as moléculas se aproximem. Tal fato
ocorre devido a uma interacao entre as moléculas que as atraem e mantém
unidas. Quanto maior a forga de tal atracdo, maior a coesao entre as moléculas
do medicamento.

Nas solu¢cdes homeopaticas essa ligacdo € do tipo dipolo, ou seja, é
permanente e se acumula, e pode ser explicada pela teoria de Van der Waals,

segundo a qual a distancia entre as moléculas é inversamente proporcional a

forca de atracdo entre as mesmos e ao numero de dinamizacfes pelo qual
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passou 0 medicamento. Portanto, a diluicdo e a succdo reduzem a distancia
entre as moléculas, pois a forca que atrai a matéria é alta, e o medicamento,

portanto, se torna mais energeético.

3.3 ENSAIOS in vitro PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O experimento para a determinacdo da atividade antifungica das
solucbes homeopdéticas foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Unioeste, campus de Marechal Candido Rondon, em delineamento
inteiramente casualizado, sendo composto por dois ensaios. O primeiro ensaio
foi realizado com o medicamento Phosphorus e o segundo com o medicamento
Calcarea carbonica, ambos dinamizados em 6, 12, 24, 36 e 48 CH, com um
controle e cinco repeticdes. Considerou-se como controle o tratamento com
solucéo hidroalcodlica (30%).

Os medicamentos, nas devidas dinamizagdes, foram incorporados em
erlenmeyers contendo meio de cultura BDA, na concentracdo de 0,1%
(BONATO, 2007) e a mistura vertida em placas de Petri previamente
autoclavadas. Todo processo ocorreu no interior da camara de fluxo laminar

(Figura 3).
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Figura 3 - Materiais utilizados para o preparo do ensaio in vitro. Fonte: a autora.

Apoés a completa solidificacdo do meio de cultura, cada placa de Petri
recebeu um disco de 7 mm de didmetro contendo micélio da coldnia pura de
Sclerotinia sclerotiorum em seu centro sendo, posteriormente, vedadas com

filme plastico e mantidas a 25 °C na auséncia de luz.

3.3.1 Crescimento Micelial

Para a avaliacdo do crescimento micelial, medi¢cbes diarias foram
realizadas pelo método das medidas diametralmente opostas, iniciando 24 h
apos a instalacdo do experimento e perdurando até o0 momento em que as
colénias fungicas atingiram os bordos da placa de Petri. Ap6s o final do
experimento calculou-se a area abaixo da curva de crescimento micelial

(AACCM), de acordo com equacgdo adapatada de Shaner e Finney (1977).

3.3.2 Producéo de Esclerodios
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Trinta dias ap6s a montagem do teste de crescimento micelial, o
namero de esclerddios por placa de Petri foi contado. Para avaliar-se a inibicdo
de producdo de esclerddios pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, submeteu-se

os dados coletados a seguinte férmula:

u Testemunha — u Tratamenta
IPE = #100
it Testemunha

Onde:

IPE= Inibicao de producéo de esclerodios (%);

U Testemunha= Numero médio de esclerédios do tratamento controle;
M Tratamento= NUmero meédio de esclerddios do tratamento de

interesse.

3.4 BIOENSAIOS PARA AVALIACAO DA INDUCAO DE RESISTENCIA

3.4.1 Severidade da Doenca

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com um total de quatro
ensaios com seis tratamentos e cinco repeticbes cada. Os dois primeiros
ensaios foram conduzidos paralelamente nos meses de junho e julho de 2016.
O tratamento Phosphorus, em suas respectivas dinamizagdes, foi utilizado em
um dos ensaios e, do mesmo modo, Calcarea carbonica no outro. Os dois
ensaios subsequentes foram conduzidos de forma semelhante aos anteriores,
nos meses de novembro e dezembro de 2016, a fim de confirmar os resultados
obtidos no primeiro ciclo de cultivo.

Sementes de feijdo variedade IAC Alvorada foram sanitizadas em
alcool 70% por 1 minuto e em solugcdo de hipoclorito de sodio (3:1) por 2

minutos, sendo, apods, lavadas em agua destilada. As sementes foram
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dispostas equidistantemente no interior de caixas de acrilico tipo gerbox® e
sobre trés folhas de papel tipo germitest® umedecidas com agua destilada
autoclavada.

As sementes de feijdo foram mantidas em germinador tipo B.O.D.
(Biochemical oxygen demand) a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas, e retiradas
para a semeadura definitiva ap0s trés dias. Foram selecionadas para o plantio
aguelas sementes que se apresentavam livres de patdgenos e com a radicula
completa e proporcional, conforme o manual de Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Por ocasido do plantio foram utilizados vasos com capacidade para 1 L
contendo a mistura solo, areia e matéria organica na proporcdo de 2:1:1
esterilizados em autoclave a 120 °C por 60 minutos. Foram implantadas cinco
plantulas de feijdo por vaso, distanciadas 2 cm entre si. Assim que estavam

com as primeiras folhas verdadeiras completamente expandidas (Figura 4),

fez-se o raleamento a fim de se deixar duas plantas por vaso.

\

Figura 4 - Plantas em estadio fenoldgico V1. Fonte: a autora.


https://en.wikipedia.org/wiki/Biochemical_oxygen_demand
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Assim que as plantas apresentaram o primeiro trifélio completamente
expandido (estadio V2) inoculou-se dois segmentos de vagens de feijao com,
aproximadamente, 2 cm de diametro repletos de micélio de S. sclerotiorum no
colo de cada planta, os quais ndo foram cobertos por solo. Os tratamentos
foram administrados trés dias antes da inoculacdo, no dia da inoculacao, trés,
dez e 17 dias ap0s a inoculacdo, sendo aplicados na planta e sobre o solo, na
concentragdo de 0,1% em &gua destilada, por aspersao.

As medicbes diarias das lesdes causadas por S. sclerotiorum
iniciaram-se concomitantemente ao surgimento dos primeiros sintomas no colo
das plantas (Figura 5) com o auxilio de um paquimetro, cessando apenas por
ocasiao da morte das plantas controle. Os valores para area abaixo da curva

de progresso da doenca (AACPD) de cada tratamento estudado foram obtidos

atraves da equacao de Shaner e Finney (1977).

2 - e waw ¥
Figura 5 - Sintomas da doenca mofo branco em feijoeiro. Fonte: a autora.
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3.4.2 Porcentagem de Plantas Mortas

A avaliacdo da mortalidade das plantas pela doenca mofo branco
ocorreu ao término dos ensaios e foi realizada através da contagem de plantas
mortas por tratamento. Os valores para Porcentagem de Plantas Mortas (P.P.M.)

foi obtido através da equacéo:

_ NPM
~ NTP

PPM = 100

Onde:
P.P.M.= Porcentagem de plantas mortas do tratamento em questao;
NPM= Numero de plantas mortas no tratamento;

NPT= Numero total de plantas no tratamento.

3.4.3 Producdao de Fitoalexina

O experimento para determinacdo da inducéo da fitoalexina faseolina
pelas solu¢cdes homeopéticas foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Unioeste, Campus de Marechal Céandido Rondon, em delineamento
inteiramente casualizado composto por dois ensaios. O primeiro foi realizado
com o medicamento Phosphorus e o segundo com o medicamento Calcarea
carbonica, ambos dinamizados em 6, 12, 24, 36 e 48 CH, com um controle
(solucao hidroalcodlica 30%) e cinco repeticoes.

Sementes de feijdo variedade IAC Alvorada foram sanitizadas em alcool
70% por 1 min e em solugdo de hipoclorito de sodio (3:1) por 2 min,
respectivamente, e lavadas em agua destilada corrente. Apos, foram
semeadas em areia autoclavada (120 °C por 60 min) em espa¢camento de 1 cm

entre plantas e 1 cm entre linhas e mantidas em temperatura ambiente (+ 25 °C)
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por sete dias.

Passado esse periodo, os hipocotilos estiolados foram cortados em
segmentos de 5 cm, lavados em agua destilada para retirada de sujeiras e
impurezas e mantidos sobre papel absorvente por 10 min, para retirada do
excesso de agua. Em placas de Petri contendo papel filtro foram transferidos
trés segmentos de hipocétilo, de modo que os tratamentos foram aplicados
sobre os mesmos na proporcéo de 0,1%, na dose de 1 mL por repeticéo.

Depois de mantidos por 48 h na auséncia de luz, os hipocétilos de
cada repeticdo foram transferidos para tubos de ensaio contendo alcool 98%
(quantia suficiente para cobrir os hipocoétilos) e mantidos a 4 °C por 48 horas
para extracdo da fitoalexina. Posteriormente, o sobrenadante foi lido e a
fitoalexina (faseolina) foi mensurada em espectrofotdmetro a 280 nm. Apds, 0s
hipocdtilos foram lavados em agua destilada, secos e pesados em balanca
analitica. Os valores de faseolina foram expressos pela absorbancia dividida

pela massa fresca.

3.4.4 Atividade Enzimética

Com o objetivo de verificar quais mecanismos bioquimicos de defesa
estariam envolvidos no controle de S. sclerotiorum pelas solugbes
homeopaticas, foram realizados testes de atividade das enzimas POX, CAT,
FAL e B-GASE. Parte do experimento foi conduzido em casa de vegetacéo
climatizada e parte no Laboratério de Fitopatologia da Unioeste, em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com um total de cinco
tratamentos e cinco repeticdes cada. Para tanto, apenas os tratamentos que
apresentaram resultados satisfatorios para AACPD foram ministrados nas
plantas, sendo: Phosphorus 12CH, Phosphorus 48CH, Calcarea carbonica
12CH e Calcarea carbonica 48CH, mais a testemunha com solucéo

hidroalcoodlica 30%.
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3.4.4.1 Coleta das Amostras Vegetais

Para analise das enzimas relacionadas a defesa foram coletados
segmentos de haste de feijoeiro com aproximadamente 2 cm. O material
vegetal foi coletado com uso de estilete, acondicionado em envelopes de papel
aluminio e mantidos em gelo até o término da coleta. Posteriormente, 0
material foi congelado em freezer (-20 °C) para preservar a integridade
molecular. Ao total, foram realizadas sete coletas com um intervalo de 24
horas, iniciando-se com a primeira aplicacdo dos tratamentos, que ocorreu trés

dias antes da inoculacdo com S. sclerotiorum.

3.4.4.2 Obtencéo dos Extratos Protéicos

As amostras de hastes de feijoeiro foram homogeneizadas em 4 mL de
tampao fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0). Para evitar eventuais alteracdes
bioquimicas no material vegetal, os utensilios utilizados nas extracdes
enziméticas foram mantidos em gelo durante todo o processo. Além disso,
acrescentou-se 5 g do polimero nao reativo PVPP (Polyvinylpolypyrrolidone)
em cada litro do tampéo fosfato de sodio 0,01 M para evitar processos
oxidantes.

Apds a maceracdo, o homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g durante
20 minutos, de modo que o sobrenadante obtido, considerado como a fracédo
contendo as proteinas solluveis, foi recolhido com pipeta automaética,
acondicionado em tubo eppendorf e congelado em freezer até 0 momento das

analises bioquimicas (LUSSO; PASCHOLATI, 1999).

3.4.4.3 Atividade de Peroxidase (POX, E.C 1.11.1.7)

A atividade da enzima peroxidase foi determinada pelo método
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espectrofotométrico direto a 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999), pela
medida da conversédo do guaiacol em tetraguaiacol, por um periodo de 2 min,
com medidas de densidade oOtica tomadas a cada 15 segundos
(HAMMERSCHIMIDT et al., 1982). A mistura da solugéo consistiu de 25 pL do
extrato proteico e 1,25 mL do substrato para a enzima (12,5 mL de guaiacol 2%
alcodlico e 310 pL de peroxido de hidrogénio P.A. diluidos em 87,5 mL de
tampéao fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,0)). A atividade foi determinada pela
variacdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa de incremento
linear e expressa em variacédo de unidade de absorbancia mint mg* proteina.
As andlises foram realizadas em duplicata. Os resultados foram,
posteriormente, convertidos em area abaixo da curva de progresso da atividade
enzimatica (admensional), conforme equacdo adaptada de Shaner e Finney

(1977).

3.4.4.4 Atividade de Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

A atividade da enzima CAT foi determinada pelo monitoramento da
variacdo da absorcéo do peroxido de hidrogénio. Para tanto, 50 pL de extrato
bruto foram adicionados a 950 pL de tampéo fosfato de potéassio 0,01M (pH 7),
suplementado com peroxido de hidrogénio 30% a uma concentracédo final de
12,5 mM (foram adicionadas 53,75 UL de peroxido em 100 mL de tamp&ao).

A variacao da absorcao foi determinada em espectrofotometro (240 nm)
durante 80 segundos As andlises foram realizadas em duplicata. Os resultados
foram, posteriormente, convertidos em area abaixo da curva de progresso da
atividade enzimatica (admensional), conforme equacéo adaptada de Shaner e

Finney (1977).

3.4.4.5 Atividade de Fenilalanina Amonia-Liase (FAL, E.C. 4.3.1.5)
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A atividade de FAL foi determinada pela quantificacdo colorimétrica do
acido trans-cinamico, de acordo com a metodologia descrita por Umesha
(2006). Para tanto, 100 pL do extrato protéico foram acrescidos de 400 uL de
tampéo Tris HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 uL de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg
de L-fenilalanina diluidos em 100 mL de tampéao Tris-HCI 0,025 M, pH 8,8).
Apés obtida a mistura da reacdo, incubou-se a mesma a 40 °C por 2 h,
adicionando-se, ao final desse periodo, 60 uL de HCI 5 M para cessar a reacao
enzimatica.

A atividade de FAL foi determinada em espectrofotdmetro a 290 nm e
obtida pela diferenca entre a absorbancia da amostra e a absorbancia do
controle (100 pL de extrato protéico e 900 pL de tampéao Tris-HCI 0,025 M, pH
8,8). As leituras de absorbéancia foram plotadas em curva padrdo para acido
trans-cinamico (y = 0,0095x + 0,0255, onde y é a absorbancia a 290 nm e x a
concentracdo de acido trans-cinamico (ug)). A atividade enzimética especifica
foi definida como a quantidade de acido trans-cinamico, em mg, produzido em
meio reacional, por hora, por miligrama de proteina (mg de &cido
trans-cinamico h* mg proteina). As analises foram realizadas em duplicata.
Os resultados foram, posteriormente, convertidos em area abaixo da curva de
progresso da atividade enzimatica (admensional), conforme equacdo adaptada

de Shaner e Finney (1977).

3.4.4.6 Atividade de 3-1,3-glucanase (B-GASE, E.C. 3.2.1.39)

A medida da atividade de B-GASE foi realizada pela quantificacdo
colorimétrica de agucares redutores liberados a partir na hidrélise do substrato
laminarina (pB-1,3-1,6-glucana produzida pela alga Laminaria digitata),
conforme o método descrito por Vogelsang e Barz (1993). Para tanto, 0 meio
reacional constiuiu-se de 100 pL de extrato protéico, acrescidos de 150 uL de

laminarina em tampéao fosfato de sédio 0,01 M, pH 6,0 (2 mg mL?) e 50 yL do
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tampéo de extracao.

A reacéo foi conduzida a 40 °C durante 60 min, em banho-maria. Apos
o periodo de incubacéo, os acucares redutores formados foram quantificados
pelo método de Lever (1972). Para isso, foi retirada uma aliquota de 30 uL dos
tubos incubados e adicionado 1,5 mL de solucdo de hidrazida do acido
p-hidroxibenzoéico (PAHBAH) 0,5% em NaOH 0,5 M. A mistura foi mantida a
100 °C por 10 min e resfriada em banho de gelo.

Como controle, utilizou-se a mesma reacdo onde a laminarina foi
adicionada imediatamente antes da determinacdo de acgucares, ndo havendo
incubagdo. A leitura das absorbancias foi realizada a 410 nm, em
espectrofotdmetro, descontando-se os valores de absorbancia do branco (150
ML de laminarina + 150 uL do tampao de extracdo). A quantidade de acglcares
foi determinada utilizando-se curva-padrdao de 30 concentracdes de glicose. A
atividade enzimética especifica foi definida como a quantidade de glucose, em
mg, produzida em meio reacional, por hora, por miligrama de proteina (mg de
glicose h' mg proteinal.). As analises foram realizadas em duplicata. Os
resultados foram, posteriormente, convertidos em area abaixo da curva de
progresso da atividade enzimética (admensional), conforme equacdo adaptada

de Shaner e Finney (1977).

3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

Para analise dos dados foi realizada a andlise de variancia e, quando
pertinente, fez-se a comparacdo das medias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro, com auxilio do programa estatistico SISVAR, verséo 5.3

(FERREIRA, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CRESCIMENTO MICELIAL E PRODUCAO DE ESCLERODIOS

Para as variaveis de desenvolvimento de S. sclerotiorum, o tratamento
Phosphorus apresentou diferenca significativa para o crescimento micelial,
expresso como area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) (Tabela
1), nas poténcias 6CH, 12CH, 24CH e 48CH, em comparacdo ao tratamento
controle, retardando a AACCM. A poténcia 36CH nao apresentou potencial
antimicrobiano.

Com relacdo a varidvel niamero de esclerédios (NE) (Tabela 1),
Phosphorus 6CH, Phosphorus 12CH e Phosphorus 36CH estimularam a
formacédo dos mesmos em 71%, 79% e 34%, respectivamente, em relagédo ao
controle. Para as demais dinamizacdes, o NE nao diferiu estatisticamente do

tratamento com solucéo hidroalcoolica (30%).

Tabela 1 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) e nimero de
esclerédios (NE) de Sclerotinia sclerotiorum submetido a tratamento com
dinamizac6es da solugdo homeopatica Phosphorus.

Phosphorus

Dinamizacéo (CH) AACCM NE
6 08,99 B 40,25 B
12 06,55 A 42,25 B
24 08,59 B 22, 75A
36 10,74 C 31,50B
48 07,82 AB 21,75A
Controle 14,05 C 23,50 A

CV(%) 07,38 24,05

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O tratamento Calcarea carbonica (Tabela 2), nas dinamizacbes 12CH,
24CH, 36CH e 48CH, reduziu em aproximadamente 11% o0 crescimento
micelial de S. sclerotiorum. Calcarea carbonica 6CH diferiu do tratamento
controle, porém, incrementando o crescimento micelial, o que indica que a

atividade antifungica do medicamento possui relacdo direta com sua
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propriedade energética.

Os resultados obtidos para numero de esclerddios (Tabela 2)
demonstram a importancia de se trabalhar com a poténcia medicamentosa
adequada. Os medicamentos Calcarea carbonica 6CH, 12CH e 36CH
apresentaram diferenca significativa, com incremento da variavel NE em 85%,
98% e 103%, respectivamente, em comparacao ao tratamento controle. Porém,
em via oposta, Calcarea carbonica 48CH inibiu completamente a formacéo de
esclerddios. Dessa forma, Calcarea carbonica 48CH surge como uma
alternativa ao controle integrado de S. sclerotiorum, pois poderia retardar a
velocidade de crescimento da epidemia ao longo dos anos pela reducdo do
indculo inicial.

Tabela 2 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) e nimero de

esclerddios (NE) de Sclerotinia sclerotiorum submetido a tratamento com
dinamizacdes da solucdo homeopatica Calcarea carbonica.

Calcarea carbonica

Dinamizacéo (CH) A.A.C.C.M. N.E.
6 19,83 C 43,50 D
12 12,27 A 46,50 D
24 12,60 A 35,00 C
36 12,14 A 47,75 D
48 12,67 A 00,00 A
Controle 14,05 B 23,50B
CV(%) 04,04 10,78

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Apesar da ndo significancia de algumas dinamizacdes dos
medicamentos testados, ndo se deve descartar o potencial destes, sendo
necessarios novos estudos referentes a dosagem, dinamizacdo, método e

frequéncia de aplicacéo das solu¢des ultradiluidas.

4.2 SEVERIDADE DA DOENCA E PORCENTAGEM DE PLANTAS MORTAS

No primeiro ensaio (Tabela 3), para area abaixo da curva de progresso
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da doenca (AACPD), o tratamento Phosphorus diferiu do tratamento controle
em todas as dinamizacdes testadas, com reducdes de 40%, 58%, 41%, 23% e
58%, respectivamente. Apesar de reduzir em 23% o progresso da doenca mofo
branco, Phosphorus 36CH nao reduziu a porcentagem de plantas mortas (PPM)
pela mesma, quando comparado ao tratamento controle. Porém, quando
testado nas dinamizac¢des 6CH, 12CH, 24CH e 48CH, o Phosphorus reduziu
em 60%, 90%, 70% e 80%, respectivamente, a PPM.

Resultados semelhantes foram obtidos no ensaio 2 para a variavel
AACPD (Tabela 3), onde todas dinamizacGes testadas para o tratamento
Phosphorus diferiram do tratamento controle. Tais reducdes foram de 36%,
55%, 40%, 26% e 52%, respectivamente, para as dinamizacbes 6CH, 12CH,
24CH, 36CH e 48CH. Do mesmo modo, Phosphorus 36CH foi o menos
eficiente para a varidvel AACPD e o Unico que, juntamente ao tratamento
controle, resultou em 100% de mortalidade de plantas pela doenga mofo
branco.

Em relacdo as dinamizagbes 6CH, 12CH, 24CH e 48CH, houve
reducdo de 60%, 90%, 60% e 90%, respectivamente, da mortalidade de
plantas em relacdo ao tratamento controle. Tais resultados enfatizam a
importancia de se testar varias dinamizacdes para um mesmo medicamento,

Visto que suas respostas ndo sédo lineares e/ou previstas.
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Tabela 3 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) mofo branco
e porcentagem de plantas mortas (PPM) de feijoeiro cultivar IAC Alvorada
submetido a tratamento com dinamizagcbes da solugdo homeopética
Phosphorus.

Phosphorus
Dinamizagéo Ensaio 1 Ensaio 2
(CH) AACPD PPM AACPD PPM
6 08,79 B 40 AB 10,05 CD 40 B
12 06,15 A 10A 07,08 A 10A
24 08,59 B 30 AB 09,41 BC 40 B
36 11,34 C 75BC 11,70 D 100 C
48 06,22 A 20 A 07,63 AB 10A
Controle 14,65 D 100 C 15,75 E 100 C
CV (%) 09,59 54,55 10,27 25,86

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

No bioensaio para a avaliagdo do controle da doenca mofo branco pela
solugdo homeopatica Calcarea carbonica, ambas as variaveis estudadas
apresentaram significancia dos dados no primeiro ensaio (Tabela 4). Para a
AACPD somente a dinamizacdo 6CH se igualou ao tratamento controle, sendo
gque o progresso da doenca foi reduzido em cerca de 25% para as
dinamizacdes 24CH e 36CH, e em 83% para as dinamizacées 12CH e 48CH.

As solucdes ultradiluidas Calcarea carbonica 12CH e 48CH reduziram
o progresso da doenca mofo branco em 77%, aproximadamente, quando
comparados a Calcarea carbonica 6CH, 24CH e 36CH, evidenciando, portanto,
o potencial de controle satisfatério da doenca somente por Calcarea carbonica
12CH e 48CH.

Igualmente, no segundo ensaio, Calcarea carbonica 12CH e 48CH se
destacaram em relacdo aos demais, com reducdo de 81% e 74%,
respectivamente, do progresso da doenca. O mesmo se observa para a
variavel porcentagem de plantas mortas, sendo a mortalidade 85% inferior para
o tratamento Calcarea carbonica 12CH e 80% inferior para Calcarea carbonica
48CH. Os demais medicamentos também reduziram a mortalidade de plantas,

porém, ndo de maneira expressiva, sendo que Calcarea carbonica em 6CH e
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36CH nao diferiram da testemunha. Para Calcarea carbonica 24CH houve

diferenca, porém a reducao foi de 40% apenas.

Tabela 4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) mofo branco
e porcentagem de plantas mortas (PPM) de feijoeiro cultivar IAC Alvorada
submetido a tratamento com dinamizac¢des da solu¢cdo homeopatica Calcarea
carbonica.

Calcarea carbonica

Dinamizagéo Ensaio 1 Ensaio 2

(CH) AACPD PPM AACPD PPM
6 11,06 C 70 B 10,42 B 80 BC
12 02,63 A 15A 02,93 A 15A
24 10,95B 70B 12,17 B 60 B
36 10,39B 90 B 11,45B 80 BC
48 02,34 A 20 A 04,06 A 20 A
Controle 14,65 C 100 B 15,75 C 100 C
CV (%) 11,03 38,26 8,89 33,18

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tais resultados indicam que a escolha das solucdes ultradiluidas neste
trabalho foi correta, mas as poténcias 6CH, 24CH e 36CH né&o foram
adequadas para o0 quadro patolégico em questdo. Assim, enfatiza-se
novamente a importancia da utilizacdo de varias dinamizacbes, pois as
respostas podem variar em funcdo da poténcia do medicamento em estudo
(BONATO, 2007b). Além disso, por atuar na energia vital, a qual representa um
principio dindmico, imaterial, distinto do corpo e que integra a totalidade do
organismo, organizando todos os fenémenos fisioldgicos (BONATO, 2007a),
um mesmo medicamento pode ser aplicavel a varios organismos e para
situacgOes distintas.

Fonseca et al. (2006) avaliaram o efeito da aplicacdo Unica de
Calcarea carbonia em plantas de Porophyllum ruderale (arnica-paulista) e
verificaram aumento no teor de polifendis nas folhas da planta, comprovando o
carater indutor de resisténcia da solugdo homeopéatica. O preparado Calcarea
carbonica é citado também pelo efeito inibidor da producao de etileno em frutos

de tomate, por retardar a propor¢cdo de frutos para molho e aumentar o
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percentual de frutos do tipo salada e colorido (MODOLON et al, 2012).
Considerando que o etileno € um horménio cujo incremento favorece o
aparecimento dos sintomas de mofo branco (AL-MASRI e BARAKAT, 2003), a
reducdo na sua sintese no feijoeiro tratado com Phosphorus e Calcarea
carbonica poderia ser uma hip6tese para a eficiéncia observada dos mesmos
no controle da referida doenca.

Em suma, ao final dos ensaios, pode-se observar que as repeticbes do
tratamento controle apresentavam 100% de mortalidade de plantas, enquanto
gue aquelas tratadas com Phosphorus e Calcarea carbonica, ambos
potencializados em 12CH e 48CH, apresentaram continua resisténcia ao
progresso da doenca, enfatizando sua atuacdo na inducdo de resisténcia.
Constatagdo semelhante foi feita por Leonel e Barros (2013), os quais
observaram controle da ferrugem do cafeeiro até trés meses apoés a aplicacéo
dos homeopaticos em lavoura acometida pela doenca, comprovando o efeito
residual dos mesmos. Deve-se, ainda, ressaltar que a resisténcia induzida
raramente é completa, sendo que a maior parte dos agentes indutores
promove controle das doencas entre 20% a 85% em relacdo as plantas
nao-induzidas (PASCHOLATI, 2011).

A doenca mofo branco é de dificil controle em feijoeiro e, além disso,
existem apenas cinco fungicidas registrados e liberados sem restricdo de uso
para a cultura (ADAPAR, 2016), o que dificulta e, por vezes, até impede a
rotacdo de principios ativos e, por consequéncia, eleva a selecdo de
populacdes resistentes do patdgeno aos mesmos. Portanto, os medicamentos
Phosphorus 12CH e 48CH e Calcarea carbonica 12CH e 48CH surgem como
alternativas promissoras ao controle e reducao da severidade da doenca mofo
branco em feijoeiro e, também, como ferramentas de manejo integrado e
sustentavel aos produtores rurais.

Nos ensaios conduzidos, de modo geral, verifica-se que as plantas nado
respondem de forma linear as dinamizagdes testadas. Um mesmo

medicamento que foi capaz de incrementar os valores das variaveis AACPD e
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PPM, também demonstrou efeito supressor frente as diferentes dinamizacdes,
de modo que um mesmo medicamento que se mostrou in6cuo para uma
variavel, foi eficiente para a mesma quando alterada sua dinamizacao.

Para plantas, assim como em outros modelos, as experimentacdes
indicam que o aumento nas dinamizacdes ndo significa, necessariamente,
aumento de poténcia medicamentosa (BONATO, 2007b). Andrade et al.
(2012), ao avaliarem o efeito de Arnica montana em 3CH, 30CH, 60CH, 100CH
e 200CH sob o conteudo de cumarina em plantas de chamba, obtiveram
padrdes sinusoidais.

Do mesmo modo, Toledo et al. (2015), ao estudarem os efeitos das
solugdes homeopaticas Propolis, Sulphur e Ferrum sulphuricum, nas
dinamizacdes 6, 12, 30 e 60CH, obtiveram sinuosidade de resposta para a
severidade da doenca pinta preta em tomateiro, bem como para as variaveis
de crescimento da cultura. Tal fato, j& comprovado por inumeros
pesquisadores e para distintas variaveis (ANDRADE et al., 2012; BONATO et
al., 2009; RISSATO et al., 2016), indica que um mesma solucdo homeopética
pode atuar de diferentes formas sob a variavel em estudo, ora
incrementando-a, ora inibindo-a, a depender da dinamizacdo. Por isso, neste
trabalho, ndo foram realizadas analises de regressao para os tratamentos com
diferentes dinamizacdes.

Diante do exposto, deve-se, ainda, ressaltar que a cura pela
homeopatia baseia-se, predominantemente, na Lei dos Semelhantes e no
vitalismo. Sendo assim, a cura de uma doenca, do ponto de vista homeopatico,
ocorre quando essa forca vital que distingue os seres vivos (tanto animais
guanto vegetais) daqueles inanimados € reestabelecida, o que leva a concluir
gue ha similitude entre a planta que apresenta mofo branco e os medicamentos

Phosphorus e Calcarea carbonica.

4.3 PRODUCAO DE FITOALEXINA
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O medicamento Phosphorus n&o apresentou potencial indutor da
fitoalexina faseolina em nenhuma das dinamizagOes testadas. Apesar de
resultar em um acumulo 17% maior, Phosphorus 24CH n&o diferiu
estatisticamente da testemunha solucao hidroalcodlica. Ja os medicamentos
Phosphorus em 6CH, 12CH, 36CH e 48CH reduziram em até 20% a formacéo

da fitoalexina faseolina nos hipocotilos (Tabela 5).

Tabela 5 - Inducdo da fitoalexina faseolina em hipocétilos de feijoeiro
submetidos a tratamento com dinamizacdes das solu¢cdes homeopéaticas
Phosphorus e Calcarea carbonica.

Fitoalexina

Dinamizagéo (CH) Phosphorus Calcarea carbonica

06 2,11 A 3,38D

12 2,47 A 2,98 BC

24 3,17C 2,88 B

36 2,39 AB 2,50A

48 2,38 B 3,09 CD
Controle 2,64 C 2,64 A
CV(%) 7,22 5,25

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tais resultados corroboram com aqueles obtidos por Rissato et al.
(2016b), os quas verificaram inibicdo de 15,60% da producédo de faseolina em
hipocotilos de feijoeiro tratados com Phosphorus 6CH. A ineficiéncia do
medicamento e a inibicdo da formacdo da fitoalexina faseolina podem ser
explicadas por ndo haver semelhancas entre a energia vital da solucao
homeopatica e do organismo, levando a uma desordem no sistema metabdlico
da planta, resultando em aspectos negativos de desenvolvimento e
crescimento da mesma.

Como ja evidenciado por diversos autores (MULLER et al.,, 2009;
TOLEDO et al., 2015), o uso de medicamentos ou, até mesmo, a escolha das
dinamizagbes inadequadas, sédo fatores que explicam a néo eficiéncia do
tratamento. Portanto, a insignificancia dos tratamentos na inducao da formacéo

da fitoalexina no presente estudo pode ter ocorrido em funcdo da
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dessemelhanca existente entre a energia vital do medicamento e do vegetal
tratado.

Apesar da insignificancia, ndo se deve descartar o potencial da
homeopatia na inducéo de resisténcia em plantas. A anélise dos resultados
mostrou o potencial eliciador do medicamento Calcarea carbonica em todas as
dinamizacbes testadas, de modo que a inducdo da formacdo e acumulo de
faseolina foram significativamente (P<0,05) influenciados pela aplicacdo dos
tratamentos testados. Somente Calcarea carbonica 36CH néo diferiu do
tratamento controle, tendo o mesmo potencial de inducdo deste.

Tais resultados sado compativeis com os de outros estudos que mostram
gue a eficiéncia dos preparados homeopaticos modifica o teor de metabdlistos
de defesa nas plantas. Oliveira et al. (2011) constataram que plantas de
feijoeiro tratadas com Eucalyptus citriodora 24CH apresentaram incremento
médio de 28% na producéo de faseolina. Andrade et al. (2012) comprovaram a
eficiéncia da homeopatia na inducdo de mecanismos de defesa em vegetais,
ao observar incremento no teor de cumarina em plantas de chamba tratadas
com solucdes homeopaticas.

Pelo seu baixo custo, facil aquisicao, irrevelante impacto ambiental e
facilidade de ser ministrada, a homeopatia se revela como uma importante
ferramenta, principalmente das agriculturas familiar e organica, podendo, ainda
ser integrada a outras praticas, resultando em efeitos individuais
potencializados (RISSATO et al., 2016b). Por isso, sdo necessarios novos
estudos referentes as varias dosagens, as diferentes solu¢cdes homeopaticas,
as possiveis dinamizacdes, aos métodos e frequéncia de aplicacdo das
solu¢cdes homeopaticas cabiveis e compativeis a espécie a ser tratada, bem

Ccomo ao seu estado energético no momento do tratamento.

4.4 ATIVIDADE DE PEROXIDASE

Para os resultados obtidos a seguir (Figura 6), foi determinada a area
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abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica (AACPAE), a fim de se
correlacionar a acao indutora de POX dos tratamentos aplicados na parte
aérea de plantas de feijoeiro.

Esses resultados revelam a agéo de eliciadores presentes nas solucdes
homeopaticas Phosphorus 48CH e Calcarea carbonica 12CH e 48CH, os quais
diferiram significativamente da testemunha solucdo hidroalcdlica 30%,
incrementando a atividade da enzima POX em 103%, 90% e 87%,
respectivamente. Apesar da insignificancia dos dados, o tratamento com
Phosphorus 12CH promoveu incremento de 25% na atividade da referida

enzima.
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Figura 6 - Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica (A.A.C.P.A.E.) de
peroxidade em feijoeiro inoculado com Sclerotinia sclerotiorum e tratado com Phosphorus 12CH
(PP 12CH) e 48CH (PP 48CH), Calcarea carbonica 12CH (CC 12CH) e 48CH (CC 48CH) e
solucédo hidroalcodlica a 30% (SH 30%). Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). C.V. (%) = 7,56%.

Inimeros trabalhos afirmam a atuacédo de solu¢cdes homeopéticas na
resisténcia induzida, onde barreiras quimicas na forma de moléculas
antimicrobianas, tais como as proteinas relacionadas a patogénese, sao
sintetizadas pela planta. Entre esses, varios sdo os que comprovam a inducéo
de POXs pela homeopatia nos mais variados sistemas patologicos.

Meinerz et al. (2010) verificaram que em tomateiro infectado por Alternaria
solani, houve um incremento na atividade da POX quando tratadas com
homeopatia. O mesmo foi comprovado por Oliveira et al. (2014) em feijoeiro.
Em experimento in vitro com os fungos Trametes versicolor e Pleurotus sajor,

Malarczyk et al. (2003) observaram que altas diluicbes de guaiacol e etanol

incrementaram a atividade da enzima POX.
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Sabe-se que a ativacdo de POXs, possivelmente, depende da cultura
utilizada (PEITER-BENINCA et al., 2008), porém, independente da espécie,
inimeros estudos comprovaram que a atividade desta enzima é diretamente
proporcional a reducdo da severidade de doencas causadas por bactérias
(SILVA et al., 2004; SILVA et al., 2007), fungos (CACHINERO et al., 2002;
SILVA et al., 2004) e nematoides (FORMENTINI, 2012).

A inducédo de POX pelas plantas de feijoeiro em resposta a infeccéao
por S. sclerotiorum indica a sua relevancia na supressao do desenvolvimento
da doenca. Por estar envolvida no processo de lignificacdo, tal enzima atua
como barreira contra a invasédo do patégeno, constituindo parte do mecanismo
de resisténcia do hospedeiro. Sendo assim, os resultados apresentados na
Figura 6 explicam, em parte, aqueles obtidos para severidade da doenca mofo
branco (item 4.2).

Embora a reacdo de hipersensibilidade seja eficiente no controle de
patogenos biotroficos, sua atuagéo isolada € incapaz de proteger as plantas da
infeccdo por patdégenos necrotroficos, tais como S. sclerotiorum (MALENCIC et
al., 2010), no entanto, a combinacdo das enzimas de defesa pode contribuir
para uma maior resisténcia contra patdgenos, indicando o potencial benéfico
das mesmas para o controle de doencas necrotoéficas em geral.

Tal fato torna-se evidente quando se trata de cultivares resistentes a S.
sclerotiorum, as quais, quando comparadas as suscetiveis, possuem atividade
de POX mais intensa e acentuada. Leite et al. (2013), avaliando as mudancas
em compostos de defesa de cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) com
diferentes niveis de resisténcia ao fungo S. sclerotiorum, concluiram que no
genotipo resistente a producdo de lignina e a atividade de POX foram
superiores as do genotipo suscetivel. Do mesmo modo, Davar et al. (2013), ao
estudarem duas cultivares de girassol com diferentes niveis de resisténcia a S.
sclerotiorum, concluiram que a atividade de POX foi mais pronunciada na
cultivar resistente, comprovando a importancia dessa enzima para o sistema

de defesa da planta.
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4.5 ATIVIDADE DE CATALASE

Conforme os resultados expressos na Figura 7, ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre as solu¢cdes homeopaticas para a atividade de CAT
em plantas de feijoeiro. Porém, todas diferiram do controle, incrementando a
sintese da referida enzima. Observa-se que nas plantas tratadas com
Phosphorus 12CH e 48CH e Calcarea carbonica 12CH e 48CH, a atividade da
enzima foi 840%, 810%, 932% e 1021% superior ao controle com solugao
hidroalcodlica 30%, respectivamente. A rapida geracdo e acumulo de CAT
observada no presente trabalho foi, possivelmente, desencadeada pela
explosdo oxidativa apés a percepcao, pela planta, dos sinais de viruléncia do

patdgeno (RESENDE et al., 2003)
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Figura 7 - Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica (A.A.C.P.A.E.) de
catalase em feijoeiro inoculado com Sclerotinia sclerotiorum e tratado com Phosphorus 12CH
(PP 12CH) e 48CH (PP 48CH), Calcarea carbonica 12CH (CC 12CH) e 48CH (CC 48CH) e



62

solucédo hidroalcodlica a 30% (SH 30%). Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). C.V. (%) = 38,32%.

Como ja abordado anteriormente, as espécies reativas de oxigénio
ocorrem normalmente no metabolismo celular, porém, quando acumuladas
tornam-se toxicas a célula, podendo resultar em prejuizos consideraveis
(RESENDE et al., 2003). Para evitar essa explosdo de oxidacdo, complexos
mecanismos de protecdo foram desenvolvidos pelas plantas (ZHAO et al.,
2016) ao longo de sua evolucéo, a fim de se defenderem das espécies reativas
de oxigénio (HSU; KAO, 2003). Como consequéncia do estresse oxidativo, ha
estimulos para a biossintese de compostos antioxidantes, de modo que uma
maior atividade dessas enzimas, como a CAT, reflete uma condigcdo de maior
estresse (SOARES; MACHADO, 2003), tipica de patégenos necrotroficos.

Sendo assim, uma reducédo na atividade da CAT resulta no acumulo de
peréxido de hidrogénio nas células, o que pode provocar morte celular,
caracterizada como uma resposta de hipersensibilidade (SOARES; MACHADO,
2007). Portanto, os altos niveis enzimaticos encontrados no presente estudo,
apos aplicacdo dos tratamentos, refletem num incremento dos mecanismos de
defesa para futuras condicdes de estresse que a planta possa enfrentar
(OLIVEIRA, 2015). Nesse caso, a CAT atuou acentuadamente para manter o
equilibrio das plantas, fato que se refletiu na reducdo da mortalidade das

plantas pela doenga mofo branco.

4.6 ATIVIDADE DE FENILALANINA AMONIA-LIASE

Para a atividade de FAL, os resultados apontam que houve ativacéo da
mesma por todas solugbes homeopaticas estudadas (Figura 8). Observa-se a
acdo de eliciadores presentes nas solu¢cdes homeopéaticas Phosphorus 12CH e
48CH e Calcarea carbonica 12CH e 48CH, os quais diferiram
significativamente da testemunha solug&o hidroalcoodlica 30%, incrementando

a atividade da enzima FAL em 51%, 80%, 45% e 106%, respectivamente, e,
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dessa forma, atuando como indutores de resisténcia.

bc
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Figura 8 - Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica (A.A.C.P.A.E.) de
fenilalanina amodnia-liase em feijoeiro inoculado com Sclerotinia sclerotiorum e tratado com
Phosphorus 12CH (PP 12CH) e 48CH (PP 48CH), Calcarea carbonica 12CH (CC 12CH) e
48CH (CC 48CH) e solucao hidroalcoolica a 30% (SH 30%). Colunas com a mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C.V. (%) = 8,66%.

A inducdo de resisténcia em plantas tem sido correlacionada
diretamente a sintese de enzimas em rotas metabdlicas de defesa (VIEIRA
JUNIOR; ROMEIRO, 2007), como é o caso da FAL, enzima chave na rota dos
fenilpropanoides (STANGARLIN et al., 2011) e um dos fatores limitantes para a
sintese de compostos fendlicos pela planta (NICHOLSON; HAMMERSHMIDT,
1992), sendo considerada a enzima mais relevante para a biossintese de
fitoalexinas e lignina (KALAIARASAN, 2009).

Todas essas caracteristicas tornam a FAL um marcador bioquimico e,
portanto, enzima indicadora de inducdo de resisténcia (NICHOLSON;

HAMMERSCHMIDT, 1992). Por ser extremamente sensivel ao estado

fisiologico das plantas, os niveis de FAL podem variar rapidamente e em
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resposta a uma grande variedade de estimulos (CAMM; TOWERS, 1973). Guo
et al. (2004), ao estudarem o patossistema trigo x Puccinia striiformis,
verificaram que a atividade de FAL foi maior na interacdo incompativel,
comprovando a associagao da enzima com a resisténcia das plantas.

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a rota
dos fenilpropandides, a qual envolve os mecanismos de sintese de lignina e
compostos fendlicos, por exemplo, foi ativada pelas solu¢cdes homeopaticas,
refletindo na reducdo do progresso da doenca mofo branco em feijoeiro e
indicando a homeopatia como um possivel método de manejo do patégeno.

O fungo S. sclerotiorum possui um arsenal enzimatico com alta
capacidade de degradacdo da celulose, principal componente estrutural das
plantas (CHAHED et al., 2013), portanto, medidas que visem a reducao do
in6culo e/ou reducdo da taxa de progresso da doenca sdo de extrema
importancia e devem ser adotadas.

Nesse sentindo, o manejo do mofo branco tem sido feito,
tradicionalmente, através de rotacdo de culturas, sementes livres do patdgeno,
uso de cultivares com arquitetura de plantas que favoreca boa aeracéo entre
plantas e com menor periodo de florescimento, limpeza de méaquinas e
aplicacao de fungicidas (MEYER et al., 2014). Este ultimo, em curto prazo, tem
suas vantagens, mas em longo prazo pode causar problemas devido aos
residuos acumulados nos graos e no ambiente (GHINI; KIMATI, 2000).

Dessa forma, produtos indutores de resisténcia, tais como as solucdes
homeopaticas, apresentam-se como mais um método a ser integrado ao
manejo da doencga, a fim de que se possa obter o controle desejado de forma

ambiental e economicamente satisfatoria.

4.7 ATIVIDADE DE B-1,3-GLUCANASE

De acordo com os dados apresentados na Figura 9, os resultados para

a atividade de B-GASE em feijoeiros inoculados com S. sclerotiorum e tratados
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com solucdo homeopéticas foram significativos, indicando a escolha adequada
dos tratamentos e a importancia da repertorizacdo para a homeopatia. A maior
atividade da enzima foi observada nas plantas tratadas com a solucdes
homeopaticas Phosphorus 12CH e Calcarea carbonica 48CH, as quais foram
capazes de incrementar em 4.062% e 4.312%, respectivamente, a atividade da
enzima quando comparadas a solugdo hidroalcodlica a 30%. Para os
tratamentos Phosphorus 48CH e Calcarea carbonica 12CH a capacidade
indutora de B-GASE foi menor, porém, ainda assim, o incremento foi de

3.222% e 2.355%, respectivamente, em comparacao a testemunha.

AA.C.P.AE

PH12CH PH48CH CC12CH CC48CH SH 30%

Figura 9 - Area abaixo da curva de progresso da atividade enzimatica (A.A.C.P.A.E.) de
B-1,3-glucanase em feijoeiro inoculado com Sclerotinia sclerotiorum e tratado com Phosphorus
12CH (PP 12CH) e 48CH (PP 48CH) e Calcarea carbonica 12CH (CC 12CH) 48CH (CC 48CH)
e solucgéo hidroalcoolica a 30% (SH 30%). Colunas com a mesma letra néo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). C.V. (%) = 11,24%.

Os aumentos tado expressivos de B-GASE nas plantas tratadas com
homeopéaticos podem ser explicados pelo fato de que o crescimento de S.

sclerotiorum no espago intercelular induz a sintese da enzima pela lamela
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meédia. Posteriormente, inicia-se a degradacéo da parede celular do patégeno,
de modo que os fragmentos liberados tem agao exoelicitora, induzindo mais
sintese de B-GASE, a qual € armazenada nos vacuolos (KUHN, 2007). Estes,
por sua vez, sdo rompidos no momento da penetragdo do fungo, liberando
grande quatidade da enzima e retardando a acdo do patdogeno (MAUCH,;
STAEHELIN, 1989).

Tal fato explica, em partes, a reducédo da AACPD verificada nas plantas
gue receberam os tratamentos homeopaticos, onde o acimulo de enzimas de
defesa pode ter sido desencadeado pelo préprio patdgeno, por metabdlitos
secundéarios ou por substancias que agem como indutores de resisténcia
(PASCHOLATI, 2011), como € o caso das solu¢cdes homeopaticas.

O carater indutor de resisténcia dessas substancias ja foi estudado e
comprovado por varios autores. Dentre estes, Oliveira et al. (2014), estudando
o efeito indutor de resisténcia em feijoeiro tratado com preparacdes
homeopaticas de Corymbia citriodora, Calcarea carbonica, Silicea e Sulphur,
nas dinamizagdes 12, 24, 30 e 60CH, verificaram incremento na atividade das
enzimas POX, CAT, quitinase e B-GASE.

No que se diz respeito ao controle de doencas fangicas, a B-GASE
desempenha papel fundamental. Bokshi et al. (2003) observaram quem em
patossistema envolvendo batata e Fusarium semitectum a atividade de
B-GASE foi maior na interacdo incompativel. Devido a sua acédo direta sobre os
componentes (1,3)-B-glucano e quitina da parede celular de fungos
(STANGARLIN et al.,, 2011), as glucanases agem sinergicamente no
crescimento dos mesmos, dificultando o elongamento das hifas que invadem o

espaco intercelular da celula hospedeira (COLLINGE et al., 1993).
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5 CONCLUSOES

As solucdes homeopaticas Phosphorus 12CH e 48CH e Calcarea
carbonica 12CH e 48CH foram efetivas para o controle do mofo branco em
feijoeiro, apresentando atividade antimicrobiana in vitro contra S. sclerotiorum
e capacidade indutora de resisténcia pela ativacdo da fitoalexina faseolina e

das enzimas POX, CAT, FAL e 3-GASE.
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