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Atividade enzimética e prevencao de Cowpea aphid-born mosaic virus, em mudas de

maracujazeiro amarelo, cultivar 275, tratadas com Calcarea carbonica e Silicea terra

RESUMO

O objetivo neste trabalho foi verificar se dinamiza¢des homeopéticas de Calcarea carbonica e
Silicea terra podem reduzir a severidade de Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV) em
mudas de maracujazeiro. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento
de Agronomia da Universidade Estadual de Maringd — UEM, campus de Maringa-PR, em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 9 tratamentos e 5 repeti¢cdes. Cada parcela
foi constituida por trés vasos, cada um com uma planta. Os medicamentos homeopéticos
utilizados no experimento foram C. carbonica e S. terra, nas dinamiza¢des 12CH, 24CH,
30CH e 60CH. Os parametros avaliados foram o indice de crescimento diario das plantas, teor
de clorofila a, b e total, severidade da doenca e andlise enzimética de peroxidase, catalase,
polifenoloxidase, fenilalanina amdnia-liase e fitoalexinas. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e os efeitos significativos do teste F foram comparados pelo teste de
Duncan, a 5% de probabilidade, visando a comparacdo das médias entre os tratamentos. Os
tratamentos com dinamizacbes de C. carbonica ndo diferiram entre si, ao avaliar a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) do CABMV e ndo reduziram o indice de
crescimento de planta. Os medicamentos homeopéticos de C. carbonica em 12CH e 24CH
promoveram reducdo da quantidade de clorofila a (25% para ambas as dinamizacgdes), onde
também houve a reducdo da clorofila total ao aplicar as dinamizagdes 12CH e 24CH. C.
carbonica reduziu a atividade especifica da catalase e peroxidase comparado a testemunha.
Polifenoloxidase ndo foi influenciada pela aplicacdo dos tratamentos, enquanto fenilalanina
amonia-liase foi reduzida nas dinamizag6es de 12CH e 60CH comparado a testemunha. Para
as fitoalexinas, deoxiantocianidina e faseolina a C. carbonica ndo causou nenhum efeito na
inducdo. Ja para a gliceolina, houve inducdo na producdo na dinamizacdo calculada de
35,5CH. Neste parametro, Silicea terra 60CH causou reducdo na AACPD do CABMV em
22%, poréem ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos 24CH e 30CH. A dinamizacéo
60CH também causou reducdo em 50% na atividade das enzimas catalase. Para peroxidase,
observou-se aumento da atividade especifica em 17% ao aplicar a dinamizagdo 12CH. A
atividade de polifenoloxidase foi influenciada pela aplicacdo do tratamento 24CH,

aumentando a atividade em 22%, comparado a testemunha, e a atividade da fenilalanina



amonia-liase foi reduzida ao aplicar a dinamizagdo 30CH. Houve acumulo de
deoxiantocianidina e de gliceolina pelas dinamizagdes utilizadas de S. terra. O teor de
clorofila ndo foi influenciado por nenhuma das dinamizagdes. O parametro altura de planta
sofreu incremento ao se aplicar a dinamizacdo 30CH, porém 24CH causou reducgéo. Para o

namero de folhas, as dinamizagfes 12CH e 24CH causaram reducéo neste parametro.

Palavras-chave: Patdgenos; homeopatia; enzimas; mosaico.



Enzymatic activity and prevention of Cowpea aphid-born mosaic virus, in yellow
passion fruit seedlings, cultivar 275, treated with Calcarea carbonica and Silicea terra
ABSTRACT

The aim of this work was to verify if homeopathic dynamizations of Calcarea carbonica and
Silicea terra could reduce the severity of Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV) in
passion fruit seedlings. The experiment was conducted in the greenhouse of the Department
of Agronomy of the State University of Maringa - UEM, in the campus of Maringa-PR, in a
completely randomized design (CRD), with 9 treatments and 5 repetitions. Each plot
consisted of three pots, each with one plant. The homeopathic medicines used in the
experiment were C. carbonica and S. terra, in the dynamics of 12CH, 24CH, 30CH and
60CH. The parameters evaluated were daily growth index of plants, chlorophyll a, b and total
content, disease severity and enzymatic analysis of peroxidase, catalase, polyphenoloxidase,
phenylalanine ammonia-lyase and phytoalexins. The results were submitted to a variance
analysis and the significant effects of the F test were compared by the Duncan test, with a
probability of 5%, aiming to compare the means between the treatments. C carbonica
dynamization treatments did not differ among them, when evaluating the area under disease
progress curve (AUDPC) of the CABMYV and did not reduce the plant growth index. The
homeopathic medicaments of C. carbonic in 12CH and 24CH promoted a reduction for
chlorophyll a (25% for both dynamizations), where there was also the reduction of total
chlorophyll by applying the 12CH and 24CH dynamizations. C. carbonica reduced the
specific activity of catalase and peroxidase compared to control. The polyphenoloxidase was
not influenced by the application of the treatments, while phenylalanine ammonia-lyase was
reduced in the dynamics of 12CH and 60CH compared to the control. For phytoalexins,
deoxyanthocyanidin and phaseolin the C. carbonica had no effect on induction. For the
glyceolin, there was an induction in the production in the 35.5CH dynamization. In this
parameter, S. terra 60CH caused a reduction on AUDPC of CABMV by 22%, but did not
differ statistically from the 24CH and 30CH treatments. 60CH dynamization also caused a
50% reduction in catalase enzyme activity. For peroxidase, specific activity increase was
observed in 17% when applying 12CH dynamization. Polyphenoloxidase activity was
influenced by the application of 24CH treatment, increasing the activity by 22% compared to
control, and the activity of phenylalanine ammonia-lyase was reduced by applying the 30CH

dynamization. There was an accumulation of d deoxyanthocyanidin and glyceolin by the

Vi



dynamics used in S. terra. The chlorophyll content was not influenced by any of the
dynamizations. The plant height parameter increased when the 30CH dynamization was
applied, but 24CH caused a reduction. As for number of leaves, the dynamics 12CH and

24CH caused reduction in this parameter.

Keywords: Pathogens, homeopathy, enzymes, mosaic.
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1. INTRODUCAO GERAL

O maracujazeiro e originario da América Tropical, com mais de 150 espécies nativas
do Brasil (JUNIOR et al., 2000), porém com poucas passifloraceas utilizadas para consumo
humano. As espécies mais cultivadas no Brasil e no mundo sdo o maracuja-amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), o maracuja-roxo (P. edulis) e o maracuja-doce (P. alata). O
maracuji amarelo é o mais cultivado e uma cultura com longo periodo de safra, permitindo
um fluxo equilibrado de renda mensal (MELETT]I, 2011). No Brasil, 27 estados produzem
maracuja, sendo a Bahia e 0 Ceara os maiores produtores. Em 2015, o IBGE colocou o Parana
na nona posicao na escala de produgdo com um total de 838.244 toneladas da fruta em quase
58 mil hectares produzidos no Brasil e rendimento médio de 14,63 toneladas por hectare.

Em 2003, a Secretaria Estadual de Abastecimento (SEAB) apontava a Regido
Centro-Oeste como a principal produtora de maracuja do Parana. Entretanto, esta producéo
vem sendo afetada em funcdo de doencas que ocorrem na cultura.

Entre os patdgenos que podem causar prejuizos na cultura do maracuja pode-se citar
Xanthomonas campestris pv. passiflorae, Fusarium oxysporum, Cladosporium herbarum,
Colletrotrichum gloeosporioides e o virus Passion fruit woodiness virus — PWV (KIMATI et
al., 1997). Apos estudos, descobriu-se que a maioria dos isolados de virus que atacam o
maracujazeiro sdo mais proximos do Cowpea aphid-borne mosaic virus - CABMV, que do o
virus PWV (NASCIMENTO et al., 2004).

A infeccdo dos pomares pelo virus Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV) se
da usualmente através da picada de prova de alguns afideos, como Myzus persicae Sulzer,
Aphis gossypii Glover, Aphis fabae Scopoli, Toxoptera citricidus Kilkaldy, Uroleucom
ambrosiae, U. sonchi e Myzus nicotianae Blackman (NARITA 2007). Apo6s a infeccdo, as
plantas sintomaticas podem apresentar sintomas de mosaico no limbo foliar, deformacéo de
folhas, enrugamento e, em casos mais severos, espessamento do pericarpo e o endurecimento
do fruto que afeta diretamente a comercializacdo e a geracdo de renda de diversos agricultores
familiares (NARITA 2007).

Portanto, o desenvolvimento de pesquisas que possibilitem a permanéncia da cultura
do maracujazeiro em regides produtoras € uma proposta plausivel, uma vez que esta cultura é
a principal fonte de geracdo de renda de agricultores familiares e cooperativas de agricultores

familiares.



O objetivo neste trabalho foi verificar, em experimento em casa de vegetacdo, se
Calcarea carbonica e Silicea terra podem contribuir para o controle do virus CABMV em

plantulas de maracujazeiro e observar se ocorrera ativacdo de mecanismo de defesa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura do maracuja

O maracujazeiro é originario da Ameérica tropical e se adapta muito bem as condigdes
climaticas do Brasil. Seu cultivo no pais iniciou-se por volta de 1970 e, no Parand, expandiu-
se em 1980, principalmente no litoral do estado. Hoje, j& se encontram lavouras comerciais
em diversas regides do estado (IAPAR, 2015).

De acordo com o Departamento de Economia Rural — DERAL, a area paranaense
aumentou 66% de 2004 a 2014, com um incremento de 83% da producdo, chegando a
produzir 19.600 toneladas no ano de 2014 em uma &rea de 1318 hectares.

Por ser uma cultura sensivel ao frio e a severas geadas, 0 Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Meio Ambiente definiu um zoneamento agricola para a cultura no estado do
Parana. Com objetivo de estabelecer um periodo de plantio mais seguro para a cultura,
estabeleceu, para as regiGes com risco inferior a 20%, plantio no periodo de agosto a margo e,
para aquelas com risco entre 20% e 40%, plantio para 0os meses de agosto a outubro
(CARVALHO et al., 2015).

O maracujad possui ciclo relativamente rapido, adaptando-se principalmente a
pequenas propriedades, de regime familiar, em areas de 1 a 4 hectares, tornando-se, assim, de
grande importancia econémica e social para os agricultores familiares e diversos municipios
do Parana (IAPAR, 2015).

O maracujazeiro é uma planta trepadeira, de crescimento vigoroso e continuo, com
excecao para a regido sul e outras regides frias. O crescimento € mais lento até a chegada do
ramo principal no arame de sustentacdo, periodo pode levar até 90 dias, dependendo das
condicBes climaticas. Apds este periodo, o0 crescimento intensifica-se, ocorrendo o
aparecimento de ramos produtivos, flores e frutos. O desenvolvimento do fruto € muito
répido, sendo intenso até o 20° dia apos a fecundacdo, variando entre 50 a 90 dias para a
completa maturacdo. Podem ocorrer ciclos alternados de vegetacédo, de floracdo e pegamento
de fruto (VASCONCELOS e FILHO 2000).

Esta alternancia de ciclos numa mesma planta possibilita o aparecimento de diversos
problemas fitossanitarios, que acabam por encarecer a producgdo, reduzir a qualidade e a
produtividade dos pomares (NARITA, 2007).



2.2. Doengas do maracuji - CABMV

Entre os problemas fitossanitarios que mais afetam a cultura, a literatura cita a
bacteriose (Xanthomonas campestris pv passiflorae), a antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides), a verrugose (Cladosporiun herbarum) e a virose PWV Passion fruit
woodiness virus como as principais doencas do maracujazeiro (KIMATI et al., 1997).

Kimati et al. (1997) relataram que, a partir de 1970, ocorreram 0S primeiros
diagnosticos de PWYV no Brasil e acreditava-se que os sintomas de endurecimento e mosaico
estavam ligados a este virus. Porém, Nascimento et al. (2004) comprovaram, por meio de
estudos de analise da sequéncia de aminoacidos da proteina capsidal, que a maioria dos
isolados estdo mais proximos do Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV) do que com o
virus PWV. Narita (2007) descreve os sintomas do CABMV como aparecimento de mosaico,
clareamento das nervuras, rugosidade, distor¢Bes, causando, nos frutos, endurecimento e
espessamento do pericarpo.

A transmissdo ocorre de forma ndo persistente por insetos vetores da familia
Aphididae e também por enxertia. Em condi¢bes experimentai, pode ser transmitido
mecanicamente por extrato de folhas infectadas (ANJOS et al., 2001). Di Piero et al. (2006),
em experimentos em casa de vegetacdo, observaram que, na falta de hospedeiro ideal, 0
afideo Aphis gossypii Glover pode colonizar lavouras de maracujazeiro. Zerbini Jr e Maciel-
Zambolim (1999) ressaltam que a transmissdo também pode ocorrer pelo uso de ferramentas
contaminadas e ainda por contato entre folhas.

Até o momento, existem apenas medidas preventivas de controle para a virose
CABMV, como alternativas de manejo, aquisicdo de mudas sadias produzida em viveiros
idéneos, plantio das mudas a aproximadamente 2 metros de altura, além de medidas de

erradicacdo ao realizar o rouguing de plantas com sintomas (NARITA, 2007).

2.3. Homeopatia e agroecologia

Inicialmente, a homeopatia foi desenvolvida pelo médico alemdo Samuel Christian
Frederick Hahnemann, no ano de 1796, como alternativa para tratamento de doengas humanas
(ROSSI, 2005). O médico, porém, ndo estava satisfeito com as metodologias aplicadas na
medicina, por isso, passou a traduzir livros, dentre os quais estava a Matéria Médica do
médico escocés Willian Cullen, o qual atribuia a quina efeito tdnico a pacientes enfermos por
maldria. Assim, passou a realizar testes em si mesmo, concluindo que a quina causa febre

semelhante a da malaria, quando aplicada em pacientes saudaveis (RISSATO et al., 2016).
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Através de testes neste sentido, Hahnemann pode compreender que 0 “Semelhante cura o
semelhante”, tornando esta premissa bésica desta ciéncia.

A maior parte dos estudos com a homeopatia foi realizado em seres humanos,
buscando encontrar alternativas de tratamentos para as enfermidades, levando em
consideracdo também a dieta alimentar, o clima, os fatores ecoldgicos, psicologicos e
principalmente a energia vital (ROSSI, 2005).

Durante os estudos com a homeopatia, Hahnemann pode notar que alguns
medicamentos podiam ser t0Xicos aos pacientes e, assim, resolveu dilui-los, buscando reduzir
este efeito, mas, com a diluicdo, houve também reducéo na eficdcia do medicamento. Neste
momento, ele descobriu que a energia cinética poderia ser uma aliada & homeopatia e, através
da sucussdo, aperfeicoar a eficiéncia do produto. Nascia entdo a dinamizacdo (RISSATO et
al., 2016).

Esta dinamizagdo significa a quantidade de vezes que o medicamento foi
sucussionado, sendo expresso com o nimero de sucussao seguido por uma letra, que indica a
forma como foi preparado (Rossi, 2005), por exemplo, 20CH (20 = succao e CH = centesimal
hahnemaniana).

Como aliada a agricultura familiar, Rossi (2005) defende a agroecologia como
ciéncia e alternativa para viabilizar a atividade e torna-la rentavel e sustentavel em todos o0s
ambitos.

Para Caporal e Costabeber (2004), a agroecologia € um novo tipo de enfoque que
pode contribuir para a transicdo da agricultura convencional, para modelos menos agressivos
ao ambiente e aos seres vivos. Trata-se de uma ciéncia a ser construida e juntamente com
outras ciéncias busca alcangar uma agricultura de menor impacto. Para Rossi (2005), a
agroecologia é uma ferramenta que possibilita a producéo de alimentos seguros e que, quando
adotadas técnicas inovadoras e de manejo, pode-se produzir contaminacdo do meio ambiente
e do préprio alimento.

A agroecologia vem ao encontro da homeopatia, pois esta ciéncia é caracterizada
por analisar um organismo como um todo, sendo uma ferramenta importantissima para
amenizar os desequilibrios presentes, sejam eles em humanos, animais ou em plantas
(BONATO, 2014).



2.4. Homeopatia na agricultura

Os primeiros relatos de experimentos com medicamentos homeopaticos realizados na
area agricola remetem a 1920 e ocorreram em um laboratério da Alemanha, o Instituto de
Biologia em Sttutgart, chegando ao Brasil, apenas em 1980 (ANDRADE E CASALLI, 2011).

Os medicamentos homeopaticos (ou solugdes ultra diluidas) podem tornar-se
promissores e impactantes do ponto de vista de controle preventivo, como um bioproduto
ativador de resisténcia a doencas de plantas, indicando assim nova opc¢ao para 0 manejo de
doencgas, tornando-se parte do desenvolvimento sustentavel, conciliando as necessidades
econdmicas e sociais da populagdo humana, com a preservacao ambiental e qualidade de vida.

Para Rossi, (2005), a homeopatia é capaz de combater viroses e doencas causadas
por fungos e bactérias, além de controlar pragas e incrementar a biomassa da planta, agindo
na producdo de metabolitos secundarios, que podem aperfeicoar a resisténcia da planta a
determinados ataques externos.

Andrade e Casali (2011) ressaltam que a homeopatia na agricultura pode contribuir
para uma producdo de alimentos seguros e aumento da satude no campo, visando a reduzir a
utilizacdo de agrotoxicos e outros tipos de insumos quimicos.

Estudos ja indicam que remédios homeopaticos possuem potencial para controle de
algumas doencas do maracujazeiro. Zibetti et al. (2009), em estudo com dinamizacdes
homeopaéticas de Cuprum metalicum, Ferrum metalicum, Propolis e Sulphur, concluiram que,
em ensaio com mudas de maracujazeiro, as dinamizacdes homeopaticas podem ser alternativa
no controle da bacteriose, talvez com efeito tdnico na produtividade.

Toledo et al. (2009), em trabalho com controle da pinta preta do tomateiro com
preparados homeopéticos de propolis nas dinamizagdes 6CH, 12CH, 30CH e 60CH,
concluiram que este também é um medicamento em potencial para controle desta doenca.

Em trabalho desenvolvido por Nunes (2013) com o medicamento C. carbonica na
dinamizagdo 6CH em plantas de coentro cultivar “Verdao”, ficou constatado que este
medicamento nesta dinamizacdo ndo incrementou o desenvolvimento da cultura e ainda
causou clorose, murcha, reducdo do crescimento da parte aérea e das raizes.

Os efeitos da homeopatia sobre os vegetais vdo além do controle de pragas e
doencgas, causando atuacOGes positivas, de acordo com a dinamizacdo das solugbes, nas
variaveis produtivas da cultura (CASTRO, 2002). De acordo com as evidéncias e
experimentos realizados com medicamentos homeopaticos, sabe-se que possuem efeitos sobre

diversas culturas, destacando-se a C. carbonica e Silicea terra (OLIVEIRA, 2012).



Para Oliveira (2012), os medicamentos homeopéticos de C. carbonica e S. terra
apresentaram efeitos fitotdnicos em plantas de feijao apds uma Unica aplicacdo, sendo 0s
valores de altura, area foliar, massas fresca e seca incrementados pelos tratamentos. Neste
mesmo trabalho, Oliveira concluiu que o feijoeiro respondeu diferentemente aos tratamentos,
onde a aplicagdo de C. carbonica resultou em melhores resultados de incremento das
variaveis de producdo vegetal em feijoeiro.

Ao realizar aplicacbes de medicamentos homeopaticos em videira, Bonato et al.
(2005) constataram que as dinamizacOes de S. terra 30 CH e Isoterapicos 6 CH, 12 CH e 30
CH apresentaram reducdo na severidade da ferrugem (Phakopsora euvites) em 7, 17, 9 e 18%,

guando comparadas ao controle.

2.5. Inducao de resisténcia

Devido a evolugdo e selecdo natural, as plantas, para se protegerem de ameacgas
externas, passaram a produzir mecanismos de defesa. Porém, para Barros et al. (2010), existe
também aqueles mecanismos de defesa ja existentes, mesmo antes da chegada do patdgeno.

Ainda ha outros mecanismos que parecem estar inativos e que quando ativados ou
induzidos podem ser ainda mais eficientes do que os ja existentes. Para Silva (2007), este tipo
de resisténcia é induzido e a planta desencadeia diversas respostas celulares que buscam
bloguear o desenvolvimento do patdgeno. Exemplos de respostas a ataques de patdgenos que
podem acontecer sdo as explosdes oxidativas, producao de fitoalexinas, acimulo de proteinas,
e aumento na atividade de varias enzimas (FAULIN, 2010).

Estes mecanismos abortardo o processo de infeccdo e colonizacdo do patégeno, por
meio de reconhecimento, ativacdo de mensageiros secundarios e expressdo de genes
especificos. (BARROS et al., 2010).

Dentre estes mecanismos, talvez o mais presente seja a sintese de enzimas que se
acumulam em resposta a infecgdo e como resposta a inducdo de resisténcia. A presenca de
proteinas ativas ou ndo no tecido da planta pode apresentar grandes alteragfes, mostrando
assim a importancia de se estudar algumas enzimas principais na inducdo de resisténcia como

catalase, peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase (VIECELLI, 2009)

2.5.1. Catalase

A catalase (EC 1.11.1.6) estd diretamente ligada a indugdo de resisténcia, sendo
ativada quando ha o primeiro contato do patégeno com a planta e também € responsavel pela
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desintoxicacdo das plantas em situacdo de estresse, degradando o H,O,, (NASCIMENTO, et
al., 2014). Essa enzima esté relacionada a reacdo de hipersensibilidade presentes nas plantas
apos o contato com o patdgeno, havendo assim, diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), durante o processo de infeccao
(OLIVEIRA, 2012).

Quando a planta sofre por estresse bidtico ocorre um aumento da atividade da
peroxidase, ao contrario ocorre reducdo da atividade da catalase e acumulo de espécies
reativas de oxigénio, causando morte celular programada na planta, o que limita a proliferacdo
do patégeno no tecido (BERGER et al., 2011).

Margis-Pinheiro et al. (1999) relatam que, em tecidos infectados, uma reducdo da
atividade da catalase levaria a um aumento de perdxido de hidrogénio (H.0-), que poderia
provocar a morte celular, ou seja, esta enzima € a principal via de degradacdo do H,0,, e
portanto a inibicdo da atividade da catalase resulta na ativagdo da resisténcia sistémica

adquirida.

2.5.2. Peroxidase

A peroxidase (EC 1.11.1.7) est4d envolvida em diversas reacOes, ligagbes de
polissacarideos, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidacdo de fendis, defesa de
patdgenos, regulacdo da elongacdo de células e entre outras (CAMPOS et al. 2004). Esta
enzima participa efetivamente no processo de defesa das plantas, aumentando sua atividade na
presenca de patdgenos, reduzindo assim a severidade da doenca (KUHN, 2007).

Em plantas a peroxidase catalisa a oxidagdo e a eventual polimerizacdo do alcool
hidroxicindmico em presenca de perdxido de hidrogénio originando lignina e outros
componentes da parede celular, aumentando assim a barreira fisica, dificultando a penetracao
de patogenos (OLIVEIRA, 2012).

2.5.3. Polifenoloxidase

A enzima polifenoloxidase (EC 1.10.3.2) causa degradacdo oxidativa de compostos
fenolicos préximo ao local do rompimento celular, quando atacado por patdgenos. Pode
ocasionar aparecimento de substancias escuras proximas ao local de infeccdo, entretanto,
ainda ha muito a ser estudado sobre estas reacfes A polifenoloxidase geralmente tem seus
niveis elevados em tecidos infectados, além de possuir importancia no desenvolvimento nos
mecanismos de defesa ou na senescéncia. (BARROS et al., 2010).
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2.5.4. Fenilalanina amonia-liase

A fenilalanina aménia-liase (E.C. 4.3.1.5) ¢é fundamental na biossintese de
fenilpropandides e participa da sintese de mondémeros de lignina, acido salicilico, fitoalexinas
e flavonodides (ALMEIDA et al., 2012).

A fenilalanina aménia-liase é a enzima do metabolismo secundario mais estudada em
plantas, devido a importancia nas rea¢fes do metabolismo dos compostos fendlicos e
estabilidade e facilidade de preparacdo para 0s ensaios enzimaticos. Enzima presente na
transformacédo do acido trans-cindmico e da amonia, onde o acido trans-cindmico pode ser
incorporado em muitos diferentes compostos fendlicos os quais estdo presentes na formacédo
flavonoides e ligninas, por exemplo (STANGARLIN et al., 2010).

2.6. Fitoalexinas

Em respostas a ataque de fitopatogenos, a planta produz metabdlitos secundarios,
antimicrobianos e de baixa massa molecular que sdo chamados de fitoalexinas. Estas tém
funcdo de impedir ou reduzir a atividade de agentes causadores de doenca, porém a taxa de
producdo/acimulo depende do hospedeiro ou do patdégeno (STANGARLIN, 2011).

O acumulo destes compostos se deve a respostas da planta a diversos fatores bi6ticos
como microrganismos e abidticos como o acido-salicilico e a presenca das fitoalexinas
demonstram que as mesmas podem estar diretamente ligadas a inducdo de resisténcia nestas
plantas a patdgenos (Bonaldo et al., 2003).

Foram relatadas diversas fitoalexinas e entre elas a gliceolina na soja é relatada como
importante na interacdo dessa leguminosa com fitopatdgenos (BRAGA e DIETRICH, 1987).
Nicholson et al. (1987) relataram que, em sorgo, ja& foram identificadas quatro fitoalexinas
(flavonoides 3-deoxiantocianidinas): luteolinidina, 5-metoxiluteolinidina, apigeninidina, e
éster do acido cafeico de arabinizol 5-O-apigeninidina.

Entre as fitoalexinas, destacam-se a gliceolina, presente na soja; a
deoxiantocianidina, em sorgo (Bonaldo et al., 2003); e a faseolina, em feijdo, que, de modo
geral, sdo tdxicas para as células das plantas, bem como para os microrganismos (OLIVEIRA,
2102). Possuem também acdo de granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos conteidos
celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000). Assim, mesocotilos estiolados de sorgo, cotilédones de soja
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2000), bem como hipocotilos de feijao (OLIVEIRA, 2012)



mostram-se excelentes ferramentas para estudos envolvendo a acéo elicitora de moléculas de

origem biodtica e abiotica.
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CAPITULO 1
Atividade enzimatica e prevencdo de Cowpea aphid-born mosaic virus, em

mudas de maracujazeiro amarelo cultivar 275, tratadas com Calcarea

carbonica.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar se os medicamentos homeopéticas de Calcarea
carbonica podem reduzir a severidade do virus CABMV em mudas de maracujazeiro. O
experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual de Maringd — UEM, no campus de Maringd-PR, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos e 5 repeticbes. Cada parcela foi
constituida por trés vasos, cada um com uma planta. O medicamento homeopatico utilizado
como tratamento neste experimento foi C. carbonica, nas dinamiza¢fes 12CH, 24CH, 30CH e
60CH. Os parametros avaliados foram o indice de crescimento diario das plantas, teor de
clorofila a, b e total, severidade da doenca e analise enzimatica de peroxidase, catalase,
polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase e fitoalexinas relacionadas a patogénese. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e os efeitos significativos do teste F foram
comparados pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade, visando a comparacdo das médias
entre os tratamentos. Os tratamentos com dinamizag6es de C. carbonica ndo diferiram entre
si, ao avaliar a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) do CABMV e néo
reduziram o indice de crescimento de planta. Os medicamentos homeopaticos de C. carbdnica
em 12CH e 24CH promoveram reducdo da quantidade de clorofila a (25% para ambas
dinamizagdes), onde também houve a reducdo da clorofila total ao aplicar as dinamizacdes
12CH e 24CH. C. carbonica reduziu a atividade especifica da catalase e peroxidase
comparado a testemunha. A polifenoloxidase nao foi influenciada pela aplicagdo dos
tratamentos, enquanto a fenilalanina aménia-liase foi reduzida nas dinamizagfes de 12CH e
60CH comparado a testemunha. Para as fitoalexinas, deoxiantocianidina e faseolina, a C.
carbonica ndo causou nenhum efeito na indugdo. Para a gliceolina, houve inducdo de

producdo, na dinamizacéo calculada de 35,5CH.

Palavras-chave: Patdgenos, homeopatia, enzimas, CABMV.
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ABSTRACT

The objective of this work was to verify if Calcarea carbonica homeopathic dynamizations
(or ultra diluted solutions) can reduce the severity of CABMV virus in passion fruit seedlings.
The experiment was conducted in the greenhouse of the Department of Agronomy of the State
University of Maringd - UEM, in the campus of Maringa-PR in a completely randomized
design (DIC), with 5 treatments and 5 replicates. Each plot consisted of three pots, each with
one plant. The homeopathic drug used as treatment in this experiment was C. carbonic, in the
dynamics 12CH, 24CH, 30CH and 60CH. The parameters evaluated were daily growth index
of plants, chlorophyll A, B and Total content, disease severity and enzymatic analysis of
peroxidase, catalase, polyphenoloxidase, phenylalanineammonia-lyase and phytoalexins
related to pathogenesis. The results were submitted to analysis of variance and the significant
effects of the F test were compared by the Duncan test, with a probability of 5%, aiming to
compare the means between the treatments. C. carbonica dynamization treatments did not
differ among them, when evaluating the Area Below the Disease Progression Curve
(AACPD) of the CABMV and did not reduce the plant growth index. The homeopathic
remedies of C. carbonic in 12CH and 24CH promoted a reduction in the amount of
chlorophyll a (25% for both dynamizations), where there was also the reduction of total
chlorophyll by applying the 12CH and 24CH dynamizations. C. carbonica reduced the
specific activity of catalase and peroxidase compared to control. Already, polyphenoloxidase
was not influenced by the application of the treatments, while phenylalanine ammonia-lyase
was reduced in the dynamics of 12CH and 60CH compared to control. For phytoalexins,
deoxythyanocyanidine and phaseolin the C. carbonica had no effect on induction. For the
glycerol, there was an induction in the production in the calculated stimulation of 35.5CH.

keywords: Pathogens, homeopathy, enzymes, CABMV.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Departamento de Economia Rural (DERAL, 2016) da Secretaria da
Agricultura e Abastecimento (SEAB), no ano de 2015, a producdo agricola bruta do Parana
foi de 77,82 bilhdes de reais e a fruticultura foi responsavel por 2 a 3% deste valor. Este
percentual é considerado pequeno quando comparado ao valor bruto total, mas, por ser uma
atividade praticada por pequenos agricultores, representa uma expressividade muito grande,
principalmente para municipios exclusivamente agricolas.

Entre as 35 espécies de frutas cultivadas no Parana (SEAB, 2015), o maracuja vem
se destacando por possuir longo periodo de safra e representar retorno econdémico aos
agricultores (MELETTI, 2011). Entretanto, a producéo e a economia de diversos municipios
vém sendo afetada em funcdo de uma doenca que ocorre na cultura, a virose causada por
isolados do virus Cowpea aphid-borne mosaic virus — CABMV (NASCIMENTO et al.,
2004). As plantas afetadas pelo virus podem apresentar sintomas de mosaico no limbo foliar,
deformacéo de folhas, enrugamento, espessamento do pericarpo e o endurecimento do fruto,
problemas que afetam diretamente a comercializacdo (NARITA 2007). Esta doenca nao
possui controle convencional, restando apenas manejo para evitar sua entrada nos pomares.
Assim, necessita-se de pesquisas relacionadas ao seu controle para que o plantio volte a ser
como anteriormente, possibilitando aos agricultores familiares a obtencédo de renda.

Como tentativa de prevenir a virose que tem prejudicado a cultura do maracuja, foi
testado o medicamento Calcarea carbonica, em diferentes dinamizacdes. Este medicamento
é derivado do calcio, um nutriente de extrema importancia para as plantas, pois € constituinte
e responsavel pela estruturacdo das paredes celulares, conferindo assim resisténcia fisica,
mecanica e também a doencas e pragas (TAIZ e ZEIGER, 2013). Resende et al. (2008)
afirmam que sua deficiéncia pode causar morte da gema apical, pontuacdes necroéticas nos
bordos foliares, amarelecimento e folhas desuniformes. As gavinhas do terco médio podem
ficar enegrecidas e ocorrer internddios mais curtos, alem de tornar os frutos verde-palidos e
com a casca espessa.

Tichavsky (2007) explica que a C. carbonica € um policrestos amplamente utilizado
na agrohomeopatia. Com muitas func¢des no sistema de uma planta, ela pode contribuir para a
rigidez do tronco e das folhas, dar consisténcia a epiderme das plantas e frutos, além de
proporcionar a protecdo da epiderme.
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Na homeopatia, Hahnemann extraiu o carbonato de calcio da concha de ostra, pois
imaginava que ali estaria na forma mais pura este mineral. Entretanto, posteriormente,
descobriu que também estavam presentes outros compostos, como fosfato de célcio
(OLIVEIRA, 2012).

Devido as dificuldades no manejo e controle da doenca, o objetivo deste trabalho foi
verificar, em experimento desenvolvido em casa de vegetagdo, o efeito de medicamentos
homeopaticos de C. carboénica no controle do virus CABMV em plantulas de maracujazeiro e

na ativacao de mecanismo de defesa.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1. Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual de Maringd — UEM, no campus de Maringa-PR, em esquema de
parcela subdivida 1 x 4, em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5 repetices.
Os tratamentos representam o medicamento C. carbonica nas dinamizagdes 12CH, 24CH,
30CH e 60CH. Cada parcela foi constituida por trés vasos com uma planta em cada vaso.

As mudas de maracuja da variedade IAC 275 foram adquiridas no viveiro Rymsza
Reflorest, no municipio de Candido de Abreu, e foram replantadas em vasos de polietileno n°
15, com substrato consistindo de mistura de terra, areia e adubo organico comercial (1:1:1/2;
p:p:p).

As solucbes de C. carbonica foram utilizadas nas dinamizac¢6es 12CH, 24CH, 30CH
e 60CH (centesimal hahnnemaniana = CH) e como testemunha a solucéo hidroalcodlica a 1%
(ImL de alcool 70% em 1000 mL de &gua destilada). As matrizes foram adquiridas na
farmacia homeopatica, especializada na dinamizacdo 3CH, e deste produto as dinamizagdes
subsequentes necessarias foram feitas no laboratorio de Homeopatia e Fisiologia Vegetal da
Universidade de Maring4, de acordo com normas descritas no Manual de Normas Técnicas
para a Farmacia Homeopatica (ZIBETTI et al., 2009).

Para a aplicagdo dos tratamentos, utilizou-se borrifadores manuais, com capacidade
para 500 ml, lavados com agua e detergente neutro, ap6s cada aplicacdo, para que nao
houvesse interferéncia de outros medicamentos. Os medicamentos foram utilizados na
concentracdo de 1 mL L™ de 4gua (BONATO, 2014) e a aplicacéo foi feita em toda a parte
aérea da planta, até o ponto de escorrimento superficial, utilizando volume de calda inicial de
15mL planta™.

As aplicagdes foram realizadas semanalmente a partir do dia do transplante,
totalizando 6 aplicacbes. Apds 24 horas da ultima aplicacdo, foram realizadas coletas de
folhas, no terco médio da planta, para a realizagdo das analises enzimaticas de peroxidase,
catalase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase bem como o teor de clorofila a, b, e
total. Neste mesmo dia, realizou-se a inoculagdo do CABMV.

As folhas utilizadas como fonte de inoculo foram retiradas de plantas sintomaticas de
CABMV. A virose nestas plantas foi confirmada pelo Dr. Valdir Yuki, pesquisador do IAC

através do teste de Elisa, antes da incubag&o e ap0s o aparecimento da doenca.
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Para obter o inoculo do virus, realizou-se maceragdo de folhas de plantas
sintométicas de maracujazeiro em um almofariz de porcelana, na presenca de tampéo fosfato
de potassio 0,02M, pH 7,0, acrescido de sulfito de sddio na mesma molaridade, na proporcao
de 1g de folha para 5 mL de solucdo (RABELO, 2002). A inoculacao foi feita em todas as
plantas, na folha situada no terco médio, previamente polvilhadas com carbureto de silicio
(carborundum), friccionando-o com o dedo indicador umedecido na solugdo de inoculo. Na
sequéncia, as folhas foram lavadas para retirar o excesso de carborundum e do indculo.

A avaliacdo da severidade da doenca iniciou-se aos sete dias apds a inoculacao,
momento em que foram atribuidas notas, de acordo com a presenca de sintomas na planta
analisada por meio da escala adaptada de Novaes e Rezende, (1999). As notas foram de 0 a 3,
sendo a nota 0 atribuida as plantas que nao apresentaram nenhum sintoma do virus; a nota 1
para plantas com sintomas de mosaico fraco, sem folhas deformadas e com bom
desenvolvimento; a nota 2 para plantas com sintomas intermediarios de mosaico e pouca
deformacéo foliar; e a nota 3 as plantas com sintomas severos do mosaico, deformacbes

foliares intensas e desenvolvimento reduzido (Figura 1).

0 | 1 2 3
Figura 1 - Escala de notas adaptada para avaliagdo da presenca e da severidade dos sintomas
do endurecimento dos frutos em maracujazeiro (NOVAES e REZENDE, 1999).

2.1.1. Atividade enzimatica

Folhas do terco médio da planta foram coletas ap6s a sexta aplicacdo das solucdes
ultradiluidas e foram imediatamente acondicionadas em envelopes de papel aluminio e
congelada a -20 °C.

O extrato enzimético foi obtido por meio da maceracdo das folhas com N liquido e
homogeneizado mecanicamente em 4 ml de tampdo fosfato de potassio 50mM (pH 7,0),
contendo 0,1 mM EDTA e 1% (p/p) de PVP (poli-vinilpirolidona), em almofariz. O
homogenato foi centrifugado a 15.000 g, durante 30 minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante

obtido considerado como extrato enzimatico, para a determinacdo do contetdo proteico
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Bradford, da atividade de peroxidase de guaiacol, polifenoloxidase, catalase e fenilalanina
amonia liase.

Para a determinacdo do contetdo proteico, cada 50 uL do sobrenadante foi
adicionado, sob agitacdo a 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 5 minutos, foi efetuada a
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de proteinas, expressa
em mg por mL de amostra (mg proteina mL™), foi determinada, utilizando-se curva-padréo de
concentracdes de albumina de soro bovino (ASB) de 0 a 0,5 mg ml™.

A atividade da peroxidase de guaiacol (POX) foi determinada a 30°C, utilizando o
método espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol
em 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A mistura de reagdo consistiu de 0,1 mL do
extrato enzimatico, 2,8 mL de solucdo com 250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido de
hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato 0,01M (pH 6,0). A atividade da peroxidase foi
determinada por um periodo de 2 minutos. A diferenca entre a leitura aos 90 segundos e a
leitura aos 30 segundos sera utilizada para a determinacdo da atividade. Os resultados foram
expressos em absorbancia min™® mg™ de proteina.

A atividade da polifenoloxidase (PPO), que é medida pela oxidacdo do catecol
convertido em quinona, foi determinada usando-se a metodologia de Duangmal e Apenten
(1999). O substrato foi composto por catecol, na concentragdo de 20 mM, dissolvido em
tampdo fosfato de potéssio 100 mM (pH 6,8). A temperatura de reacdo foi de 30°C e as
leituras em espectrofotdmetro a 420 nm, realizadas de forma direta por um periodo de 2
minutos. A diferenca entre a leitura final e a leitura inicial foi utilizada para a determinacéo da
atividade. Os resultados foram expressos em absorbancia min™ mg™ de proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada pelo método de Goth (1991),
modificado por Tomankova et al. (2006), por meio do complexo estavel, formado pelo
molibdato de amdnio com perdxido de hidrogénio. O extrato enzimatico (0,1 ml) foi incubado
em 0,5 mL de mistura de reacdo, contendo 60 mM de peréxido de hidrogénio em tampéo
fosfato de potassio 60 mM pH 7,4, a 38°C, por 4 minutos. A adicéo de 0,5 mL de 32,4 mM de
molibdato de amdnio ap6s 4 minutos de incubacéo foi feita para deter o consumo de peroxido
de hidrogénio pela enzima presente no extrato. Foi preparado um branco para cada amostra,
por meio da adicdo de molibdato de aménio a mistura de reacdo, omitindo o periodo de
incubacdo. O complexo amarelo de molibdato e perdxido de hidrogénio foi medido a 405 nm.
A diferenca entre a absorbancia do branco e a amostra incubada indicou a quantidade de
peroxido de hidrogénio utilizado pela enzima. A concentracdo de H,0,, foi determinada

utilizando-se o coeficiente de extingdo € = 0,0655 mM™ cm™.
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A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada pela quantificagdo
colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006),
sendo a mesma avaliada segundo a metodologia descrita por Kuhn (2007). A mistura da
reacao, incubada a 40 °C por 2 horas e contendo 100 mL do extrato enzimatico, 400 puL do
tampao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e 500 uL de L-fenilalanina (50 mM em tampdo Tris HCI 25
mM, pH 8,8). A reagdo foi paralisada com 60 pL de HCI 5 mM. A absorbancia das amostras
foi determinada a 290 nm, contra tampdo de extracdo, sendo subtraido de cada amostra o
valor do controle. As leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para o acido
trans-cinamico, e a atividade enzimatica expressa em pg de 4cido trans-cindmico h™ mg™ de

proteina.

2.1.2. Fitoalexinas

Para a producdo de fitoalexinas deoxiantocianidina em mesocétilos de sorgo, as
sementes de sorgo foram desinfestada em hipoclorito de sédio 1% (15 minutos), lavadas em
agua destilada e embebidas por 6 horas, sendo em temperatura ambiente. Na sequéncia, as
sementes foram enroladas em folhas de papel de germinacdo (germitest), umedecidas com
agua destilada. Estes rolos foram colocados em copos plasticos, contendo agua destilada e
incubados, no escuro, em BOD até o estiolamento da plantula.

Apb6s o0 estiolamento, a elongacdo dos mesocoétilos foi paralisada, expondo as
plantulas a luz por 4 horas. Os mesocétilos foram cortados a 0,5 cm acima do no escutelar (na
base, logo acima da semente) e colocados em tubos de ensaio pequenos, contendo 1 mL do
tratamento C. carbonica 12CH, 24CH, 30CH e 60CH ( diluido em &gua). Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente (25°C), sob luz constante, por 60 horas. Apds este
periodo, retirou-se os mesocoétilos e cortou-os a 5 mm da base, descartando a base do
mesocotilo. A porcdo superior (2,5 cm) foi cortada, pesada e colocados em microtubos
(ependorf), contendo 1,4 mL de metanol 80% acidificado (0,1% HCI v/v). Os mesocotilos
cortados permaneceram a 4°C no metanol por 96 horas para a extragdo dos pigmentos. A
leitura da fitoalexina formada foi determinada pela absorbancia a 480 nm e o célculo
realizado foi ABS g-* peso fresco.

Para a producdo de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja, sementes de soja
foram semeadas em areia esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo sem sofrer qualquer
tipo de estresse. Apds a expansdo total dos cotilédones, os cotilédones foram destacados,

lavados em agua destilada e enxutos. Na superficie inferior do cotilédone, cortou-se uma
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seccdo aproximada de 1 mm de espessura e 6 mm de didmetro, evitando um corte muito
profundo. Os cotilédones foram colocados (5 cotilédones por repeticdo) em caixa gerbox
(desinfetada com hipoclorito 1% e alcool), contendo papel germitest umedecido com agua
destilada. Sobre o ferimento, imediatamente apds o corte, aplicou-se 45 pL das dinamizacdes
12CH, 24CH, 30CH e 60CH. As caixas de gerbox foram mantidas a 25°C, no escuro por 20
horas. Os cotilédones foram pesados, por repeticdo, e transferidos para tubo tipo falcon,
contendo 5 mL de &gua destilada, deixando por agitacdo na mesa agitadora por 1 hora. A
absorbancia foi determinada a 285 nm e o célculo realizado foi ABS/g peso fresco.

Para a producdo de fitoalexina faseolina em hipocétilos de feijdo, as sementes de
feijdo foram semeadas em areia esterilizada, mantendo no escuro por aproximadamente 7
dias. O hipocétilo foi cortado logo acima da superficie do solo, até o inicio dos cotilédones,
segmentando-o em pedacos de 5 cm. Os hipocotilos segmentados foram colocados em agua
destilada, enxutos e em seguida colocados em caixa gerbox (desinfestada com hipoclorito 1%
e alcool) sob papel germitest umedecido com agua destilada. Os tratamentos C. carbonica
12CH, 24CH, 30CH e 60CH foram aspergidos (2 mL) sobre os hipocoétilos (5 hipocotilos por
repeticdo) e armazenou-os a 25°C por 48 h (BOD). Apos este periodo, os hipocotilos foram
pesados e transferidos para tubos, tipo falcon, contendo 5 mL de alcool etilico e foram
armazenando, por 48 horas, a 4 °C. Em seguida, os tubos foram agitados, por 1 hora, e e foi
realizada a leitura da absorbéncia. A absorbéancia foi determinada a 285 nm e o calculo

realizado foi ABS g-! peso fresco.

2.1.3. Determinacao do teor de clorofila

Para a quantificacdo dos teores de clorofila, as 45 amostras foram pesadas e
acondicionadas em frascos de vidro &mbar contendo 10 ml de acetona 80%, durante 7 dias, no
escuro, em B.O.D a 25°C. Apds esse periodo, foi realizada leitura em espectrofotdmetro, a
663nm e 645nm, para clorofila a e b, respectivamente. A determinacdo do teor de clorofila a
deu-se pela formula (0,0127.A663)-(0,00269.A645) e clorofila b pela férmula (0,0229.A645)-
(0,00468.A663) (ARNON, 1949). O teor de clorofila total foi obtido pela soma dos resultados

dos contetidos de clorofila a e b. Os valores foram expressos em mg g™ tecido fresco.
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2.2. Parametros biométricos: altura de plantas e nUmero de folhas

Para a determinacdo dos parametros biométricos, como altura de plantas e nimero de
folhas, foram realizadas medicGes e contagens semanais, na mesma ocasido em que foram
realizadas as aplicacGes dos medicamentos homeopaticos.

Para a medicdo da altura de plantas, utilizou-se uma régua graduada, medindo-se
todas as plantas das repetices, obtendo, assim, uma média simples para cada repeti¢cdo. O

mesmo calculo foi feito para o nimero de folhas.

2.3. Andlises estatistica

Os resultados obtidos das variaveis severidade da CABMYV e atividade especifica da
catalase, peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase, bem como a determinacgéo
do teor clorofila a, b e total foram submetidos ao teste de homogeneidade de dados pelo teste
de Shapiro-wilk. Atendido aos pressupostos de homogeneidade dos dados, estes foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, a 5%
de probabilidade. Para os parametros biométricos de altura e numero de folhas utilizou-se o
Test-T.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos ndo diferiram entre si ao avaliar a area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) de CABMV em plantulas de maracujazeiro (Figura 2).
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Figura 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) causada por Cowpea
aphid-born mosaic virus (CABMV) em funcdo da aplicacdo de dinamizacdes de Calcarea
carbonica em plantulas de maracujazeiro. 0CH = solucdo hidroalcodlica a 1%. Letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Considerando as condi¢des especificas deste trabalho, Observou-se que a C. carbonica
ndo influencia na severidade do virus CABMV. Entretanto, resultados positivos de controle
de doencas foram observados por Rossi (2005), que notou reacdo positiva das folhas
sintomaticas de mamoeiro infectado pelo virus do mosaico apds 4 dias do tratamento com
Tabacum 30CH.

Quanto a atividade especifica das enzimas (Figuras 3 e 4), a aplicagdo das
dinamizagbes de C. carbonica reduziu a atividade especifica da catalase em todos os
tratamentos quando comparado a testemunha. A atividade da enzima peroxidase foi elevada
ao aplicar as dinamizactes 12CH e 30CH, sendo superiores ao controle em 20% e 25%
respectivamente.

Esta alternancia de reducdo na catalase e elevacdo na atividade da peroxidase podem
ser explicadas, possivelmente, pelo fato de as enzimas estarem envolvidas com produgéo das

espécies reativas de hidrogénio, ou seja, ambas trabalham com o0 mesmo substrato
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(OLIVEIRA, 2012). Soares e Machado (2007) explicam que, neste processo, o radical
superoxido pode passar por reacfes de oxirreducdo, transformando-se em O2 e H202 e em
seguida o H202 pode ser convertido a O2 e H20 pela acdo da catalase, ou pode ser

convertido a H20 pela acdo da peroxidase.
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Figura 3 - Atividade especifica de catalase em folhas, em funcdo das aplicagdes das
dinamizacdes de Calcarea carbodnica em plantulas de maracujazeiro. Controle = solucéo
hidroalcodlica a 1%.
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Figura 4 - Atividade especifica de peroxidase do guaiacol em folhas em funcao das aplicagdes
das dinamizac@es de Calcarea carbdnica em plantulas de maracujazeiro. Controle = solucéo
hidroalcodlica a 1%.



A atividade especifica da polifenoloxidase (Figura 5) ndo foi influenciada pela
aplicacdo dos tratamentos, enquanto a atividade especifica da fenilalanina amonia-liase

(Figura 6) foi reduzida ao aplicar as dinamizacbes 12 CH e 60 CH, quando comparado ao

controle.
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Figura 5 - Atividade especifica de polifenoloxidase em folhas em funcdo das aplicagdes das
dinamizagBes de Calcarea carb6nica em pléantulas de maracujazeiro. Controle = solucdo
hidroalcodlica a 1%.
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Figura 6 - Atividade especifica de fenilalanina amonia-liase em folhas em fungdo das
aplicacdes das dinamizagdes de Calcarea carbénica em plantulas de maracujazeiro. Controle
= solucdo hidroalcodlica a 1%.
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A Calcarea carbonica promoveu acumulo da gliceolina, com pico maximo em
35,5CH (dinamizagdo calculada), com acumulo de 6 vezes mais fitoalexinas que a aplicacéo

do controle.(figura 7).
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Figura 7 - Actmulo de gliceolina em funcdo de diferentes dinamizacbes de Calcarea
carbonica. ASM= acibenzolar- S- metil.

Para os teores de clorofila (Tabela 1), pode-se verificar que as dinamizacdes 12CH e
24CH reduziram o teor de clorofila a (25% para ambas dinamizacdes). Em func¢éo da reducao
da quantidade de clorofila a, houve reducdo da clorofila total ao aplicar as dinamizacGes
12CH e 24CH, com reducdo de 23% para ambas. Este fato pode indicar que a planta
direcionou a energia produzida por meio da fotossintese para outras vias metabolicas, como,
por exemplo, a producédo de enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia.

Sabe-se que a inducdo da resisténcia gera custos para a planta e este custo é definido
por Heil (2002) como todo efeito negativo sobre a adaptacdo da planta, que resulta da
expressao de caracteristicas de defesa quando a planta cresce sob condigdes relevantes.
Assim, € necessario levar em consideracdo os custos do processo interno, como alocagédo de
carbono e autotoxicidade.

Gayler et al. (2004) propuseram um balanco energético na planta, onde disponibiliza-
se assimilados por meio da fotossintese e estes sdo utilizados para crescimento e producdo de
biomassa, porém, parte destes assimilados é carreada para geracéo de defesas constitutivas e 0

que ndo é utilizado pode ir para 6rgaos de reserva.
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Tabela 1 - Clorofila a, b e Total em funcdo da aplicacdo de dinamizacGes de Calcarea
carbonica em pléantulas de maracujazeiro

Tratamento Clorofilaa (mg g Clorofilab (mg g Clorofila Total (mg g°
Ytecido fresco) Ytecido fresco) Ytecido fresco)

Controle 0,12a 0,04"™ 0,17 a
Calcarea 12CH 0,09 b 0,03 0,13 b
Calcarea 24CH 0,09 b 0,03 0,13 b
Calcarea 30CH 0,10 ab 0,04 0,14 ab
Calcarea 60CH 0,10 ab 0,04 0,14 ab

CV% 13,26 19,30 14,17

Teste de médias: Duncan a 5% de probabilidade.

Oliveira et al. (2014) observaram que aplicacdes de C. carbonica em feijoeiro, nas
mesmas dinamizagdes utilizadas neste trabalho, ndo influenciaram o teor de clorofila a, b e
total. Os autores citam que, como as moléculas de clorofila a e b constituem os dois sistemas
de pigmentos responsaveis pela absorcéo e transferéncia de energia radiante. Esta reducéo nos
teores de clorofila sugerem um desvio na producdo de energia primaria para sintese dos
compostos de defesa da planta.

Para os parametros biométricos realizou-se o test-T e observou-se que o tratamento
C. carbonica na dinamizacdo 24CH causou uma reducdo na altura das plantas, bem como no

numero de folhas das plantas observadas (Figura 5).
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Figura 8 - Efeito de Calcarea carbonica em diferentes dinamizagdes na altura de plantas e
namero de folhas (NF) em plantas de maracujazeiro amarelo.
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4. CONCLUSAO

O medicamento Calcarea carbonica, nas condicdes em que o experimento foi
realizado, ndo reduziu a severidade da virose

Houve reducdo da atividade especifica de catalase, aumento na atividade da
peroxidase e ndo houve influéncia na atividade especifica da polifenoloxidase.

Em nenhuma das dinamizagBes utilizadas houve acumulo de faseolina e
deoxiantocianidina, mas houve acimulo de gliceolina em cotilédones de soja.

Para os parametros biométricos observou-se que o tratamento C. carbonica na
dinamizagdo 12CH causou reducdo na altura das plantas, bem como no nimero de folhas das
plantas observadas.
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CAPITULO 2
Atividade enzimatica e prevencédo de Cowpea aphid-born mosaic virus, em mudas de

maracujazeiro amarelo, cultivar 275, tratadas com Silicea terra

RESUMO

Uma forma de realizar uma producdo mais saudavel é através da agricultura com base
agroecologica que quando em equilibrio é capaz de induzir a resisténcia na planta, e assim ela
se defender do ataque de patdgenos, inclusive o maracujazeiro ao Cowpea aphid born mosaic
virus — CABMYV. Assim o objetivo deste trabalho foi verificar se as dinamizagdes
homeopéticas de Silicea terra podem reduzir a severidade do virus CABMV em mudas de
maracujazeiro. O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5
tratamentos e 5 repeticdes. Cada parcela foi constituida por trés vasos, cada um com uma
planta. Os medicamentos homeopaticos utilizados como tratamento neste experimento foram
S. terra, nas dinamizacgdes 12CH, 24CH, 30CH e 60CH. Os parametros avaliados foram o
indice de crescimento diario das plantas, teor de clorofila a, b e total, severidade da doenca e
analise enzimatica de peroxidase, catalase, polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase e
fitoalexinas relacionadas a patogénese. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia
e os efeitos significativos do teste F foram comparados pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade, visando a comparacdo das médias entre os tratamentos. O tratamento S. terra
60CH foi 22% mais eficiente em reduzir a severidade da doenca. O tratamento S. terra
também ndo influenciou o indice de altura de planta e os teores de clorofila a, b e total.
Observou-se 0 aumento na atividade das enzimas catalase e peroxidase ao aplicar
dinamizacdes de 12CH do medicamento. Polifenoloxidase ndo foi influenciada pela aplicagao
dos tratamentos, enquanto a atividade especifica de fenilalanina amdnia-liase foi reduzida ao
aplicar a dinamizacdo 30CH. Conclui-se neste trabalho que o medicamento homeopaticos S.
terra nas dinamizagbes 12CH, 24CH, 30CH e 60CH e com esta metodologia néo
influenciaram na severidade do virus CABMV em maracujazeiro amarelo e no crescimento
das plantas cultivadas em ambiente protegido. Porém, nas atividades enzimaticas conclui-se
que h& potencial de uso das dinamizagBes de S. terra, pois houve produgdo e diferenca
significativa em todos 0s bioensaios.

Palavras-chave: Patdgenos, homeopatia, enzimas, CABMV.
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ABSTRACT

One way to achieve a healthier production is through agroecological based agriculture that
when in equilibrium is able to induce resistance in the plant, and thus to defend itself against
the attack of pathogens, including the passion fruit to Cowpea aphid born mosaic virus -
CABMV. So the aim of this study was to determine whether homeopathic potencies (or ultra
diluted solutions) of Sil land can reduce the severity of the virus in CABMV passion fruit
seedlings. The experiment was conducted in a completely randomized design (CRD) with 5
treatments and 5 repetitions. Each plot consists of three vessels, each with a plant.
Homeopathic medicines used as treatment in this experiment were S. land in dynamizations
12CH, 24CH, 30CH and 60CH. The parameters evaluated were the daily growth index of
plants, chlorophyll content A, B and Total, disease severity and enzymatic analysis of
peroxidase, catalase, polyphenol oxidase, phenylalanine ammonia-lyase e phytoalexines
related to pathogenesis. The results were submitted to variance analysis and the significant
effects of the F test were compared by Duncun test at 5% probability, in order to compare the
means between treatments. The treatments had no significant effect in reducing the severity of
CABMYV and did not reduce plant growth index. Treatment S. earth did not influence the
levels of chlorophyll A, B and total. In S. land there was increased when applying
dynamizations of 12CH. Polyphenol was not influenced by the application of the treatments,
while the specific activity of phenylalanine ammonia-lyase was reduced by applying the
dynamic 30CH. It is concluded in this study that homeopathic medicines S. land in
dynamizations 12CH, 24CH, 30CH and 60CH and with this methodology did not influence
the severity of CABMV virus in yellow passion fruit and the growth of plants grown in a
greenhouse. However, the enzymatic activity is concluded that there is potential to use the

potencies of S. land because there was a significant difference in production all bioassays.

Keywords: Pathogens, homeopathy, enzymes, mosaic.
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INTRODUCAO

Diversas sdo as formas de prevengéo e controle de doengas, entretanto, cada vez mais
se utilizam agrotdxicos para isto contribuindo para um aumento da producdo, mas a0 mesmo
tempo ajudando a aumentar a contaminacao dos alimentos (STANGARLIN et al., 2011).

A fim de produzir alimentos mais saudaveis, muitos agricultores lancam méo de
alternativas de producdo capazes deste feito. Pode-se citar agroecologia como uma destas
alternativas. Por meio de acbes em conjunto, agroecologia e a agricultura buscam um
equilibrio do sistema, viabilizando a producéo de alimentos livres de agrotdxicos e de adubos
quimicos (ROSSI, 2005).

Quando em equilibrio com o ambiente, a planta é capaz de apresentar resisténcia a
muitas doencas. Para contribuir para esta inducdo pode-se utilizar alguns formulados naturais
gue vao sensibilizar a planta e possibilitar que a mesma produza seus metabolitos
responsaveis por combater o patdgeno e protegé-la dos possiveis danos (SOARES E
MACHADO, 2007 apud SILVA et al., 2008). Um exemplo de formulados capazes de induzir
a resisténcia nas plantas sdo os medicamentos homeopaticos que podem ser preparados com
extratos de plantas, minerais e insetos, por exemplo, e ainda ndo produz impactos no
agroecossistema (ROSSI, 2005).

Neste trabalho, utilizou-se Silicea terra como medicamento e para realizar sua
preparacdo utilizou-se o silicio puro, retirado do cristal da rocha. De acordo com Bonato apud
Oliveira (2012), a S. terra € um verdadeiro policresto para a agricultura, agindo em plantas
gue possuem crescimento lento ou com interrupcdes de crescimento, além de auxiliar na
defesa de alguns fungos fitopatogénicos. Sua utilizacdo na agricultura, pode muitas vezes
contribuir para a producdo de sementes sadias em culturas perenes e anuais, aliem de
propiciar antecipacdo no florescimento de algumas plantas (OLIVEIRA, 2012).

Neste contexto, propbs-se um trabalho com o objetivo de testar medicamentos
homeopaticos a base de Silicea terra, na ativacdo das enzimas catalase, peroxidase de
guaiacol, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase, no controle do CABMV, na produgéo

de clorofila e nos parametros altura de plantas e numero de folhas.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual de Maringd — UEM, no campus de Maringa-Pr, em esquema de
parcela subdivida 1 x 4 em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5 repeticGes.
Os tratamentos representam o medicamento C. carbonica nas dinamizagdes 12CH, 24CH,
30CH e 60CH. Cada parcela foi constituida por trés vasos.

As mudas de maracuja da variedade IAC 275 foram adquiridas no viveiro Rymsza
Reflorest no municipio de Candido de Abreu e foram replantadas em vasos de polietileno n°
15, com substrato consistindo de mistura de terra, areia e adubo organico comercial (1:1:1/2;
p:p:p).

As solucdes ultra diluidas de C. carbonica foram utilizadas nas dinamizac6es 12CH,
24CH, 30CH e 60CH (centesimal hahnnemaniana = CH) e como Testemunha a solucéo
hidroalcodlica a 1% (1ml de &lcool 70% em 1000 ml de &gua destilada). As matrizes foram
adquiridas na farmacia homeopatica especializada na dinamizacdo 3CH destes produtos e as
dinamizacdes subsequentes necessarias para o experimento foram feitas no laboratério de
Homeopatia e Fisiologia Vegetal da Universidade de Maringd de acordo com normas
descritas no Manual de Normas Técnicas para a Farmacia Homeopética (ZIBETTI et al.,
2009).

Para a aplicacdo dos tratamentos utilizou-se borrifadores manuais, com capacidade
para 500 ml, lavados com agua e detergente neutro, apds cada aplicacdo para que nao
houvesse interferéncia entre os medicamentos. Os medicamentos foram utilizados na
concentracdo de 1ml L™ de 4gua (BONATO, 2014) e a aplicacéo foi feita em toda a parte
aérea da planta, até o ponto de escorrimento superficial, utilizando volume de calda inicial de
15ml planta™.

As aplicagdes foram realizadas semanalmente a partir do dia do transplante,
totalizando 6 aplicacbes. Apos 24 horas da Gltima aplicacdo foram realizadas coletas de
folhas, no terco médio da planta, para a realizacdo das andlises enziméticas de peroxidase,
catalase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase bem como o teor de clorofila a, b, e

total. Neste mesmo dia realizou-se a inoculagdo do CABMV.
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As folhas utilizadas como fonte de inoculo foram retiradas de plantas sintomaticas de
CABMV, a virose nestas plantas foi confirmada pelo Dr. Valdir Yuki, pesquisador do IAC
através do teste de Elisa, antes da incubacéo e ap0s o aparecimento da doenca.

Para obter o inoculo do virus, realizou-se maceracdo de folhas de plantas
sintométicas de maracujazeiro em um almofariz de porcelana, na presencga de tampdo fosfato
de potéassio 0,02M, pH 7,0, acrescido de sulfito de sédio na mesma molaridade, na proporcéao
de 1g de folha para 5 ml de solucdo (RABELO, 2002). A inoculacdo foi feita em todas as
plantas, na folha situada no terco meédio, previamente polvilhadas com carbureto de silicio
(carborundum), friccionando-o com o dedo indicador umedecido na solugdo de inoculo. Na
sequéncia, as folhas foram lavadas para retirar o excesso de carborundum e do inoculo.

A avaliacdo da severidade da doenca iniciou-se aos sete dias apds a inoculacgdo, onde
foram atribuidas notas, de acordo com a presenca de sintomas na planta analisada pela escala
adaptada de Novaes e Rezende, (1999). As notas foram de 0 a 3, onde a nota 0 foi atribuida as
plantas que ndo apresentaram nenhum sintoma do virus na planta; a nota 1 para plantas com
sintomas de mosaico fraco, sem folhas deformadas e com bom desenvolvimento; a nota 2 para
sintomas intermediarios de mosaico e pouca deformacdo foliar e a nota 3 para aquelas
apresentando sintomas severos do mosaico, deformagdes foliares intensas e desenvolvimento

reduzido (Figura 1).

0 1 2 | } 3
Figura 1 - Escala de notas adaptada para avaliacdo da presenca e severidade dos sintomas do
endurecimento dos frutos em maracujazeiro (NOVAES e REZENDE, 1999).

2.1.1. Atividade enzimatica

Folhas do terco médio da planta foram coletas apds a sexta aplicacdo das solugdes
ultra diluidas e foram imediatamente acondicionada em envelopes de papel aluminio e
congelada a -20 °C.

O extrato enzimatico foi obtido por meio da maceracdo das folhas com N liquido e
homogeneizado mecanicamente em 4 ml de tampédo fosfato de potassio 50mM (pH 7,0)
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contendo 0,1 mM EDTA e 1% (p/p) de PVP (poli-vinilpirolidona), em almofariz. O
homogenato foi centrifugado a 15.000 g durante 30 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante
obtido considerado como extrato enzimatico, para a determinacdo do conteudo proteico
Bradford, da atividade de peroxidase de guaiacol, polifenoloxidase, catalase e fenilalanina
amonia liase.

Para a determinacdo do conteldo proteico, cada 50 pL do sobrenadante foi
adicionado, sob agitacdo, a 2,5 ml do reagente de Bradford. Apds 5 minutos, foi efetuada a
leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentracao de proteinas, expressa
em mg por ml de amostra (mg proteina ml™), foi determinada utilizando-se curva-padréo de
concentracdes de albumina de soro bovino (ASB) de 0 a 0,5 mg ml™,

A atividade da peroxidase de guaiacol (POX) foi determinada a 30°C, utilizando o
método espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol
em 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A mistura de reacdo consistiu de 0,1 ml do
extrato enzimético e 2,8 ml de solugdo com 250 uL de guaiacol e 306 pL de peroxido de
hidrogénio em 100 ml de tampéo fosfato 0,01M (pH 6,0). A atividade da peroxidase foi
determinada por um periodo de 2 minutos. A diferenca entre a leitura aos 90 segundos e a
leitura aos 30 segundos sera utilizada para a determinacdo da atividade. Os resultados serdo
expressos em absorbancia min™ mg™ de proteina.

A atividade da polifenoloxidase (PPO), que é medida pela oxidacdo do catecol
convertido em quinona, foi determinada usando-se a metodologia de Duangmal e Apenten
(1999). O substrato foi composto por catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8). A temperatura de reacdo foi de 30°C e as
leituras em espectrofotdmetro, a 420 nm, foram realizadas de forma direta por um periodo de
2 minutos. A diferenca entre a leitura final e a leitura inicial foi utilizada para a determinacao
da atividade. Os resultados foram expressos em absorbancia min™ mg™ de proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada pelo método de Goth (1991),
modificado por Tomankova et al. (2006), por meio do complexo estavel formado pelo
molibdato de amdnio com peroxido de hidrogénio. O extrato enzimatico (0,1 ml) foi incubado
em 0,5 ml de mistura de reacdo contendo 60 mM de perdxido de hidrogénio em tampéo
fosfato de potassio 60 mM pH 7,4 a 38°C por 4 minutos. A adicdo de 0,5 ml de 32,4 mM de
molibdato de amonio apds 4 min de incubacdo foi feita para deter o consumo de peroxido de
hidrogénio pela enzima presente no extrato. Foi preparado um branco para cada amostra
através da adicdo de molibdato de aménio a mistura de reacdo, omitindo o periodo de

incubacdo. O complexo amarelo de molibdato e perdxido de hidrogénio foi medido a 405 nm.
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A diferenca entre a absorbancia do branco e a amostra incubada indicou a quantidade de
peroxido de hidrogénio utilizado pela enzima. A concentracdo de H,O,, foi determinada
utilizando-se o coeficiente de extingdo € = 0,0655 mM™ cm™.

A atividade de fenilalanina aménia-liase foi determinada pela quantificacéo
colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006),
sendo a mesma avaliada segundo a metodologia descrita por Kuhn (2007). A mistura da
reacao, incubada a 40 °C por 2 horas e contendo 100 ml do extrato enzimatico, 400 pL do
tampao Tris HC1 25 mM (pH 8,8) ¢ 500 uL de L-fenilalanina (50 mM em tampé&o Tris HCI 25
mM, pH 8,8). A reagdo foi paralisada com 60 pL de HCI 5 mM. A absorbancia das amostras
foi determinada a 290 nm, contra tampdo de extracdo, sendo subtraido de cada amostra o
valor do controle. As leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para o acido
trans-cinamico, e a atividade enzimatica expressa em pg de 4cido trans-cindmico h™ mg™ de

proteina.

2.1.2. Fitoalexinas

Para a producdo de fitoalexinas deoxiantocianidina em mesocétilos de sorgo, as
sementes de sorgo foram desinfestada em hipoclorito de sédio 1% (15 minutos), lavadas em
agua destilada e embebidas por 6 horas e mantidas em temperatura ambiente. Na sequéncia,
as sementes foram enroladas em folhas de papel de germinacéo (germitest), umedecidas com
agua destilada. Estes rolos foram colocados em copos plasticos contendo agua destilada e
incubados, no escuro, em BOD até o estiolamento da plantula.

Apb6s o0 estiolamento, a alongacdo dos mesocotilos foi paralisada, expondo as
plantulas a luz por 4 horas. Os mesocétilos foram cortados a 0,5 cm acima do né escutelar (na
base, logo acima da semente) e colocados em tubos de ensaio pequenos, contendo 1 ml do
tratamento Calcarea carbonica 12CH, 24CH, 30CH e 60CH ( diluido em &gua). Os tubos
foram mantidos a temperatura ambiente (25°C) sob luz constante por 60 horas. Apds este
periodo, retirou-se 0s mesocotilos e cortou-os a 5 mm da base, descartando a base. A porcao
superior (2,5 cm) foi cortada, pesada e colocados em microtubos (ependorf) contendo 1,4 ml
de metanol 80% acidificado (0,1% HCI v/v). Os mesocotilos cortados permaneceram a 4°C no
metanol por 96 horas para a extracdo dos pigmentos. A leitura da fitoalexina formada foi
determinada pela absorbéancia a 480 nm e o calculo realizado foi ABS g-* peso fresco.

Para a producdo de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja, sementes de soja

foram semeadas em areia esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo sem sofrer qualquer
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tipo de estresse. ApoGs a expansao total dos cotilédones, os cotilédones foram destacados,
lavados em agua destilada e enxutos. Na superficie inferior do cotilédone, cortou-se uma
seccdo aproximada de 1 mm de espessura e 6 mm de didmetro, evitando um corte muito
profundo. Os cotilédones foram colocados (5 cotilédones por repeticdo) em caixa gerbox
(desinfetada com hipoclorito 1% e &lcool) contendo papel germitest umedecido com &gua
destilada. Sobre o ferimento, imediatamente apos o corte, aplicou-se 45 pL das dinamizacdes
12CH, 24CH, 30CH e 60CH. As caixas de gerbox foram mantidas a 25°C, no escuro, por 20
horas. Os cotilédones foram pesados, por repeticdo, e transferidos para tubo tipo Falcon,
contendo 5 ml de agua destilada, deixando por agitagdo na mesa agitadora por 1 hora. A
absorbéncia foi determinada a 285 nm e o célculo realizado foi ABS/g peso fresco.

Para a producdo de fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijdo as sementes de
feijdo, foram semeadas em areia esterilizada, mantendo no escuro por aproximadamente 7
dias. O hipocétilo foi cortado logo acima da superficie do solo até o inicio dos cotilédones,
segmentando-o em pedacos de 5 cm. Os hipocétilos segmentados foram colocados em agua
destilada, enxutos, e em seguida colocados em caixa gerbox (desinfestada com hipoclorito 1%
e alcool) sob papel germitest umedecido com agua destilada. Os tratamentos C. carbonica
12CH, 24CH, 30CH e 60CH foram aspergidos (2 ml) sobre os hipocotilos (5 hipocotilos por
repeticdo) e armazenou-os a 25°C por 48 h (BOD). Apos este periodo, pesou-se 0S
hipocétilos, transferindo-os para tubos tipo Falcon, contendo 5 ml de alcool etilico,
armazenando-os, por 48 horas, a 4 °C. Em seguida, os tubos foram agitados por uma hora e
realizou-se a leitura da absorbancia. A absorbéncia foi determinada a 285 nm e o célculo

realizado foi ABS g-! peso fresco.

2.1.3. Determinacao do teor de clorofila

Para a quantificacdo dos teores de clorofila, as 45 amostras foram pesadas e
acondicionadas em frascos de vidro ambar, contendo 10 ml de acetona 80%, durante 7 dias,
no escuro em B.0O.D a 25°C. Apos esse periodo, foi realizada leitura em espectrofotometro a
663nm e 645nm para clorofila a e b, respectivamente. A determinacgdo do teor de clorofila a
deu-se pela formula (0,0127.A663)-(0,00269.A645) e clorofila b pela férmula (0,0229.A645)-
(0,00468.A663) (ARNON, 1949). O teor de clorofila total foi obtido pela soma dos resultados

dos contetidos de clorofila a e b. Os valores foram expressos em mg g™ tecido fresco.
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2.2. Parametros biométricos: altura de plantas e nUmero de folhas

Para determinacdo dos parametros biométricos, como altura de plantas e nimero de
folhas, realizaram-se medicbes e contagens semanais, na mesma ocasido em que foram
realizadaa as aplicagdes dos medicamentos homeopaticos.

Para a medicdo da altura de plantas, foi utilizada uma régua graduada, medindo-se
todas as plantas das repeti¢des, obtendo-se, assim, uma média simples para cada repeti¢do. O

mesmo calculo foi feito para o nimero de folhas.

2.3. Andlises estatistica

Os resultados obtidos das variaveis severidade da CABMV e atividade especifica da
Catalase, Peroxidase, Polifenoloxidase e Fenilalanina amdnia-liase bem como a determinacao
do teor clorofila a, b e total foram submetidos ao teste de homogeneidade de dados pelo teste
de Shapiro-wilk. Atendido os pressupostos de homogeneidade dos dados, estes foram
submetidos a andlise de variancia, comparando-se as médias pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade. Para os parametros biométricos de altura e numero de folhas utilizou-se o Test-
T.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao tratar plantulas com dinamizacfes de S. terra em maracujazeiro e avaliar a
severidade do CABMV, a aplicacdo da dinamizagdo 60CH reduziu em 22% a area abaixo da
curva de progresso da doenca quando comparado ao controle, porém os resultados ndo
diferiram dos tratamentos 24CH e 30CH (Figura 1).

Diferentemente deste trabalho, onde o intuito era controlar a virose, alguns testes
realizados com homeopatia no controle de fungos fitopatogénicos obtiveram resultados
significativos. Oliveira et al. (2014), por exemplo, constataram que a aplicacdo de S. terra na
cultura do feijoeiro nas dinamizacbes 12CH, 24CH e 30CH foram capazes de conter o
crescimento micelial e esporulacdo do fungo Pseudocercospora griseola in vitro.

Outras homeopatias ja foram testadas para controle de doencas, como Zibetti (2009),
que, cujos estudos utilizando Propolis e Cuprum metallicun demonstraram que estes
medicamentos sdo potenciais para o controle de Xanthomonas campestris pv. passiflorae em

maracujazeiro amarelo.
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Figura 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca causada por Cowpea aphid-born
mosaic virus em funcdo da aplicacdo de dinamizacdes de Silicea terra em plantulas de
maracujazeiro. 0OCH = solucdo hidroalcoodlica a 1%. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5%. CV. 14%.

Rolim et al. (2005) concluiram que bioterapicos de Alternaria solani nas

dinamizagdes 30CH e 60CH, bem como preparados Phosphorus 30CH e Staphysagria 30CH
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foram capazes de reduzir a severidade da pinta preta em plantas de tomate, também para este
patdgeno.

Toledo et al. (2009) verificaram que medicamentos homeopaticos preparados a base
de prépolis nas dinamizagdes 6CH, 12CH, 30CH e 60CH também podem ser promissores no
controle da pinta preta em tomateiro.

Em relacdo a enzima catalase, houve uma reducdo de 50% em sua atividade,
comparada ao controle, quando aplicada a dinamizagdo 60CH (Figura 3).

Para peroxidase, observou-se aumento da atividade especifica em 17% ao aplicar a
dinamizacdo 12CH de S. terra (Figura 4). O aumento da atividade desta enzima pode ser
explicada com o fato dessa enzima ser responsavel pela hidroxilagdo de monofendis para o-
difendis e oxidacdo destes em quinonas (CAMPOS et al., 2004). As quinonas presentes nos
ferimentos tém acdo antimicrobiana e os polimeros podem atuar como taninos, formando
complexos com proteinas que atuam como barreira fisica para os patdgenos (CAMPOS et al.,
2004).

Diversos autores relatam que a producdo da peroxidase esta associada a ferimentos
na planta. Neste trabalho, a operacao da inoculacdo do virus foi realizada de forma mecanica,
com carborundum, causando assim diversos ferimentos na planta. Assim, pode-se concluir
que, devido a presenca destes ferimentos, a planta iniciou a produgdo e aumento da atividade
da peroxidase, indicando aumento na biossintese de lignina, que atua como barreira fisica a

entrada do patdgeno.
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Figura 3 - Atividade especifica de catalase em folhas em funcdo das aplicagbes das
dinamizacdes de Silicea terra em pléntulas de maracujazeiro. Controle = solugéo
hidroalcodlica a 1%. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. A ordem das figuras esta errada. Tem que ver no trabalho

48



12 -
m
£ 10 -
L]
8
o
g 8-
&0
£
- 6 -
£
E
2
g 4
<M
=
2
a 2 -
<

0 |

controle 12CH 30CH 60CH
Dinamizag¢des

Figura 4 - Atividade especifica de peroxidase do guaiacol em folhas em fungéo das aplicacfes
das dinamizacdes de Silicea terra em plantulas de maracujazeiro. Controle = solucéo
hidroalcodlica a 1%. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
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Figura 5 - Atividade especifica de polifenoloxidase em folhas em funcéo das aplicacdes das
dinamizagbes de Silicea terra em plantulas de maracujazeiro. Controle = solugéo
hidroalcodlica a 1%. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
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Figura 6 - Atividade especifica de fenilalanina amonia-liase em folhas em funcdo das
aplicacdes das dinamizacGes de Silicea terra em plantulas de maracujazeiro. Controle =
solucdo hidroalcodlica a 1%. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A atividade especifica da polifenoloxidase (Figura 5) foi influenciada pela aplicagdo
do tratamento 24CH, aumentando a atividade em 22% quando comparado a testemunha. Este
aumento influenciou no aumento da resisténcia da doenca, uma vez que esta enzima esta
diretamente ligada a oxidacdo de compostos fendlicos em quinonas, que sdo muito mais
toxicos a planta do que a prépria polifenoloxidase, além de possuir agdo protetora no local do
ferimento (Campos et al., 2004). Ou seja, um aumento na producéo de polifenoloxidase causa
um aumento de produtos tdxicos, gerando maior grau de resisténcia (Agrios, 1997).

A atividade especifica da fenilalanina amonia-liase (Figura 6) sofreu reducdo ao
aplicar a dinamizagdo 12CH, mas sem diferenciar do controle. Esta ndo ativagdo é defendida
por alguns autores como consequiéncia da presenca de células sadias em torno dos ferimentos
(MOZZETTI et al., 1995).

Neste trabalho, nenhum dos tratamentos interferiu na produgdo de faseolina em
hipocdtilos de feijdo. Os resultados aqui obtidos divergiram dos encontrados por Oliveira et
al. (2014), quando aplicaram S. terra 12CH em hipocétilos de feijdo e observaram redugdo na
producéo da fitoalexina em 36% quando comparado a testemunha.

Para a deoxiantocianidina, o maior acimulo calculado foi observado na dinamizacéao
de 61,79CH, com absorbancia gpf'de 16,6 (Figura 7). Para a gliceolina, o0 maior actimulo foi
observado na dinamizacdo de 53 CH, com absorbancia gpf'de 0,473 (Figura 8). Esses
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resultados indicam o efeito elicitor da Silicea terra como potencial para induzir a producéo

destas fitoalexinas e ativar mecanismos de defesas.
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Figura 7 - Inducdo de deoxiantocianidina em mesocétilos de sorgo tratados com diferentes
dinamizaces homeopaticas de Silicia terra. ASM= acibenzolar-S-metil.

Ao avaliar o teor de clorofila em plantulas de maracujazeiro tratadas com
dinamizacdes de S. terra ndo foram abservadas diferencas entre os tratamentos para clorofila
a, b e total (Tabela 1). Neste estudo, os teores de clorofila a, b e total ndo sofreram influéncia
do tratamento com S. terra em nenhuma dinamizacdo. Resultados diferentes foram
encontrados por Oliveira et al. (2014), quando aplicaram S. terra. Esses pesquisadores
verificaram reducdo nos teores de clorofila total, a e b. Estas redugdes foram de 33% no teor
de clorofila a em 24CH e 30CH e em 60CH a redugéo foi de 26%.

Tabela 1 - Teor de Clorofila a, b e Total em funcéo da aplicacdo de dinamizacgdes de Silicea
terra em plantulas de maracujazeiro

Tratamento Clorofilaa (mg g’ Clorofilab (mg g’ Clorofila Total (mg g’
ltecido fresco) Ytecido fresco) 'tecido fresco)
Controle 0,11™ 0,04 0,16
Silicea 12CH 0,14 0,05 0,19
Silicea 24CH 0,10 0,04 0,14
Silicea 30CH 0,11 0,04 0,16
Silicea 60CH 0,11 0,04 0,15
CV% 30,62 28,41 29,10

Teste de médias: Duncan a 5% de probabilidade.
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Figura 8- Inducéo de gliceolina em cotilédones de soja tratados com diferentes dinamizacdes

homeopaticas de Silicia terra. ASM= acibenzolar-S-metil

Para o0s parametros biométricos, observou-se

que o tratamento S. terra na

dinamizagdo 30CH causou um incremento no numero de folhas, bem como na altura das

plantas quando comparado com a testemunha, ao contrario das dinamizacGes 12CH e 24CH

gue causou a reducdo em ambos os parametros (Figura 9).

Silicea terra- NUMERO DE FOLHAS

UABS/gpf

[=] = L] w = w o l L]
UABS/gpf
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CONTROLE  12CH 24CH 30CH 60CH CONTROLE
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Silicea terra- ALTURA DE PLANTAS

12CH 24CH 30CH 60CH

DINAMIZACOES

Figuras 9 - Parametros biométricos de altura de plantas e numero de folhas em plantas de

maracujazeiro tratadas com Silicea terra. Test-t.
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4. CONCLUSAO

O medicamento Silicia terra na dinamizagdo 60CH causou reducdo de 22% na
AACPD do CABMV.

A dinamizacdo 12CH provocou aumento da atividade das enzimas catalase e
peroxidase. N&o houve influéncia na atividade de polifenoloxidase e a atividade da
fenilalanina aménia-liase foi reduzida ao aplicar a dinamizagdo 30CH.

Houve acimulo de deoxiantocianidina e de gliceolina pelas dinamizagdes utilizadas
de S. terra

O teor de clorofila ndo foi influenciado por nenhuma das dinamizagdes.

Para os pardmetros biométricos, observou-se que o tratamento na dinamizagdo 30CH
causou incremento no numero de folhas, bem como na altura das plantas quando comparado
com a testemunha, ao contrario das dinamiza¢es 12CH e 24CH que causou a reducdo em

ambos 0s parametros.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que os medicamentos C. carbonica e S. terra sdo capazes de causar
alteracdes em mecanismos da planta de maracuja, positiva ou negativamente, fazendo-se
necessario a realizacdo de novas pesquisas com estes medicamentos, para esta cultura,

podendo ser alternativa de controle ou prevencdo para 0 CABMV em maracujazeiro amarelo.
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