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Resposta de defesa vegetal em plantas de soja, controle de mofo branco e
atividade antifungica in vitro em Sclerotinia sclerotiorum utilizando prata
coloidal, em doses ponderais e homeopaticas

RESUMO

A prata coloidal é usada nos mais variados ramos da industria devido a seu conhecido poder
antimicrobiano. Estudos tém sido feitos almejando sua utilizacdo na agricultura tendo em
vista seu amplo espectro e sua acdo em baixas concentra¢fes. Porém, para que seja usada na
agricultura com seguranca sdo necessarios estudos também sobre seu efeito sobre as plantas e
no ecossistema. O fungo Sclerotinia sclerotiorum, agente causal do mofo branco, causa
grades prejuizos na cultura da soja. Ndo existem variedades com resisténcia completa a
doenca, além disso, o fato do fungo possuir varios hospedeiros e gerar estruturas de
sobrevivéncia configura-o como sendo de dificil manejo. Tendo em vista essa dificuldade
torna-se interessante a insercdo de novas técnicas que possam auxiliar em seu manejo, dentre
elas 0 uso de homeopatia e a inducédo de resisténcia. Deste modo o objetivo desse trabalho foi
avaliar os possiveis efeitos deletérios da prata coloidal as plantas de soja e a sua nodulagédo
bem como os efeitos in vitro da prata coloidal e preparados homeopaticos de prata coloidal no
fungo S. sclerotiorum, na inducdo de gliceolina em cotilédones de soja e na inducdo de
resisténcia a S. sclerotiorum em plantas de soja. No primeiro experimento testaram-se as
concentragdes 0, 14,64 mg L2, 2,28 mg L, 43,92 mg Lt e 58,57 mg L de prata coloidal na
irrigacdo de plantas de soja e avaliou-se biomassa fresca, comprimento da parte aérea e da
raiz da planta, nimero e biomassa fresca dos nodulos e teor de clorofilas a, b e totais. Em
nenhum dos parametros avaliados foi encontrado diferenca significativa em relacdo a
testemunha. Os demais ensaios foram divididos em dois experimentos, um com as doses
ponderais (ndo homeopaticas) usando 0,58 mg L, 1,17 mg L%, 1,75 mg LY, 2,34 mg Lt e
2,92 mg L de prata coloidal e outro com as dinamizagdes 6, 12, 18, 24 e 30CH (Centesimal
Hahnemanniana) do medicamento homeopatico feito a partir da prata coloidal. O segundo
trabalho avaliou o crescimento micelial de S. sclerotiorum e viabilidade de esclerddios na
presenca dos tratamentos. Em todas as concentragcfes a prata coloidal atrasou o
desenvolvimento do fungo e quanto as doses homeopaticas as dinamizagdes 12 e 18CH
estimularam o crescimento do fungo. Nenhum dos tratamentos influenciou na germinacéo
carpogénica dos esclerodios. Na avaliacdo da gliceolina todas as concentracGes da prata
coloidal foram superiores a testemunha e a dinamizacdo homeopatica 18CH também foi
superior a testemunha. Nos experimentos que avaliaram a inducdo de resisténcia a S.

iv



sclerotiorum as concentracdes 1% e 3% da prata coloidal atrasaram o desenvolvimento da
doenca até o 4° dia ap6s a inoculacdo, porém, nas demais avaliagdes, nenhuma das
concentracOes diferiu da testemunha. No experimento com os medicamentos homeopaticos a
avaliacdo realizada no 4° dia ap6s a inoculacdo apenas o 30CH nao diferiu da testemunha e os
demais tratamentos apresentaram menor comprimento da lesdo. Nas avaliagfes posteriores
todos os medicamentos homeopaticos foram melhores que a testemunha. A prata coloidal,
tanto na forma ponderal quanto homeopatica tem potencial para a utilizacdo no manejo de S.

sclerotiorum na cultura da soja.

Palavras-chave: Mofo branco, Gliceolina, Homeopatia.



Response of plant defense in soybean plants and in vitro antifungal activity
in Sclerotinia sclerotiorum using colloidal silver, in allopathic and
homeopathic doses

ABSTRACT

Colloidal silver is used in the most varied branches of the industry due to its known
antimicrobial power. Studies have been done aiming at its use in agriculture in view of its
broad spectrum and its action in low concentrations. However, for that to be used safely in
agriculture, studies are also needed on its effect on plants and the ecosystem. The fungus
Sclerotinia sclerotiorum, causal agent of white mold, causes serious damages in the soybean
crop. There are no varieties with complete resistance to disease, furthermore, the fact that the
fungus has several hosts and generate resistance structures configures it as being difficult to
control. In view of this difficulty, it is interesting to insert new techniques that may aid in its
control, among them the use of homeopathy and the induction of resistance. The aim of this
work was to evaluate the possible deleterious effects of colloidal silver on soybean plants and
their nodulation as well as the effects of colloidal silver and colloidal silver homeopathic
preparations on S. sclerotiorum in vitro, on induction of gliceolin in soybean cotyledons and
induction of resistance to S. sclerotiorum in soybean plants. In the first experiment the
concentrations 0, 14,64 mg L, 2,28 mg L, 43,92 mg L™t and 58,57 mg L™ of colloidal silver
were tested in the irrigation of soybean plants and the fresh biomass, shoot and root length of
the plant, number and biomass of nodules and the chlorophyll content a, b and total was
evaluated. In none of the evaluated parameters a significant difference was found in relation
to the control. The other trials were divided in two experiments one with the allopathic doses
(non-homeopathic) using 0,58 mg L%, 1,17 mg L%, 1,75 mg L, 2,34 mg LY and 2,92 mg L*
of colloidal silver and another with the dynamizations 6, 12, 18, 24 and 30CH of the
homeopathic medicine made from colloidal silver. The second work evaluated the mycelial
growth of S. sclerotiorum and the viability of its sclerotium mass in the presence of
treatments. At all concentrations the colloidal silver delayed the development of the fungus
and in the homeopathic doses the dynamizations 12 and 18CH stimulated the fungus growth.
None of the treatments influenced sclerotium mass germination. In the evaluation of glycerol
all concentrations of colloidal silver were superior to control and the homeopathic

dynamization 18CH was also superior to the control. In the trials that evaluated the induction
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of resistance to S. sclerotiorum as concentrations 0,58 mg L™ and 1,75 mg L™ of the colloidal
silver delayed the development of the disease until the 4th day after an inoculation, however
in the other evaluations none of the concentrations differed from the control. In the
experiment with the homeopathic medicines the evaluation performed on the 4th day after
inoculation only the 30CH did not differ from the control and the other treatments had a
shorter lesion length. In subsequent evaluations all homeopathic medicines were better than

the control.

Keywords: White mold, glyceollin, Homeopathy.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata ou prata coloidal sdo conhecidas por suas propriedades
antimicrobianas e tem sido amplamente utilizadas em vestuario, industria alimentar,
cosméticos e dispositivos médicos (GARNER; KELLER, 2014; SEGALA et al., 2015;
THEOPHEL et al., 2014). Seu amplo espectro e sua eficiéncia em baixas concentra¢des tém
levado também a pesquisa de sua utilizacdo na agricultura, como fungicida, sendo inclusive
alternativa para combater estirpes resistentes a fungicidas e bactericidas comerciais
(KANHED et al., 2014; PULIT et al., 2013).

Para que a prata coloidal seja usada na agricultura com seguranca € necessario que
além dos estudos com fitopatdgenos in vitro, investigue-se sua influéncia na planta, no solo e
na microbiota como organismos de vida livre, bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos de
solo e todos os seres vivos que afetam as caracteristicas fisico-quimicas do solo e, por
consequéncia, o equilibrio e produtividade do ecossistema (ASHRAFI et al., 2013; ZHAI et
al., 2016).

O agente causal do mofo branco, o fungo Sclerotinia sclerotiorum € um importante
patdgeno em varias culturas. Possui ampla distribuicdo geografica e infecta muitas espécies de
plantas, dentre elas varias plantas daninhas e muitas espécies de interesse econémico como
alface, algoddo, amendoim, canola, cebola, ervilha, feijao, girassol, soja entre outras. Em
decorréncia dessa ampla gama de hospedeiros e da sobrevivéncia do esclerddio, estrutura de
resisténcia do fungo, por longos periodos no solo, uma vez introduzido o patégeno em uma
area, torna-se muito dificil sua erradicacdo (BARROS et al., 2015; MEYER et al., 2014).

Tendo em vista a dificuldade de controle dessa doenca e a auséncia de cultivares de
soja com resisténcia completa a S. sclerotiorum no Brasil (JACCOUD FILHO et al., 2017)
torna-se interessante agregar diferentes técnicas ao seu manejo sendo a inducdo de resisténcia
uma das alternativas vidveis. Na inducdo de resisténcia o controle da doenca se da nao pela
acao direta de fatores antimicrobianos, mas sim, pela capacidade do indutor em ativar na
planta mecanismos de defesa estruturais e, ou, bioquimicos latentes. A pesquisa de indutores
de resisténcia é de grande importancia para a diminuicdo da dependéncia de pesticidas
quimicos. Ela tem por objetivo proteger plantas que possuem naturalmente nivel de
resisténcia insuficiente para o controle de doencas, principalmente sob alta pressdo do
patogeno (MIORANZA et al., 2017; OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).



A homeopatia € uma ciéncia idealizada pelo médico alemdo Christian Friedrich
Samuel Hahnemann, no século XVIII. Desde seus primoérdios ela tem sido usada no
tratamento de enfermidades em seres humanos. Porém, trabalhos vém demostrando seu efeito
também em plantas, inclusive na inducdo de resisténcia (OLIVEIRA et al., 2014) e no
controle de patégenos (TOLEDO et al., 2009). A terapia com o medicamento homeopético
consiste em ministrar doses infinitesimais do medicamento ao doente, evitando intoxicacao e
estimulando sua reacdo organica (HAHNEMANN, 1984).

No Brasil, 0 uso da homeopatia na agricultura est4 regulamentado pela Instrucéo
Normativa N° 46 de Outubro de 2011, que autoriza seu uso na agricultura organica como

pratica de manejo de pragas e doencas (MAPA, 2011).

O objetivo do presente trabalho foi obter melhor compreensdo sobre o impacto
potencial da prata coloidal na planta e na nodulacdo de soja. Além disso, verificar o potencial
de doses ponderais da prata coloidal e dos preparados homeopaticos na inibicdo in vitro do
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, na inducdo de gliceolina em cotilédones de

soja e o0 possivel efeito como indutor de resisténcia em plantas de soja.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary é um fungo fitopatogénico necrotréfico que
atinge uma ampla gama de plantas. Pertence ao reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Leotiomycetes, ordem Heliotiales, familia Sclerotiniaceae, género Sclerotinia (MYCOBANK,
2018). Pode sobreviver longos periodos em decorréncia da formacdo dos esclerddios,
estruturas de resisténcia formada por uma massa compacta de hifas que sdo produzidos pelo
fungo. Os esclerddios podem germinar e produzir micélios (miceliogenicamente) ou apotécios
(carpogenicamente) dependendo das condi¢cBes ambientais (BOLTON; THOMMA,
NELSON, 2006).

Na germinacao miceliogénica ocorre a formagdo de micélio que invade os tecidos do
hospedeiro, com temperatura 6tima para a germinacdo miceliogénica de 15 a 25°C
(SAHARAN; MEHTA, 2008). A germinacdo carpogénica se dad em condicdes de alta
umidade por periodo de 10 a 20 dias e temperatura de 10 a 21°C (FERREIRA et al., 1979). O
esclerodio da origem ao apotécio (corpo de frutificacdo), no qual sdo produzidas ascas,
espécie de pacote no qual estdo alojados os ascosporos (AGRIOS, 2005). A temperatura étima
para o desenvolvimento da doenca esté entre 15 a 25 °C, e alta umidade é imprescindivel para
a germinacdo do ascosporo (KOCH et al., 2007). Geralmente a infeccdo se inicia nas pétalas
das plantas de soja, pois 0s ascosporos e 0 micélio proveniente do esclerédio precisam de uma
fonte de nutriente para conseguir formar o apressorio e penetrar na planta (SAHARAN;
MEHTA, 2008).

Por possuir uma ampla gama de hospedeiros ndo existem sintomas Unicos que
representem todas as plantas infectadas pelo patdgeno. Geralmente as folhas apresentam
lesGes aquosas que se expandem em direcdo ao peciolo e para dentro do caule. Quando a leséo
se inicia no caule primeiro se observam manchas escuras ou aquosas, dependendo do
hospedeiro. As lesbes geralmente se desenvolvem em tecidos necréticos e rapidamente
apresentam manchas brancas com aspecto cotonoso. Em alguns casos ndo ha evidéncias
externas do micélio, que afeta apenas os tecidos vasculares. A formacédo do esclerddio se da
tipicamente dentro do tecido infectado, mas também pode se formar na superficie em situacao
de alta umidade (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006).



O fungo pode ser disseminado de varias formas, por meio de sementes infectadas,
implementos e maquinas, solo infestado, plantas invasoras hospedeiras, restos culturais e
vento (SAHARAN; MEHTA, 2008).

O fungo tem ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em todos os continentes com
excecdo da Antartida (JACCOUD FILHO et al., 2017). Em pesquisas feitas na regido centro-
oeste do Brasil na cultura da soja, os pesquisadores chegaram a estimativa de 304,85 kg ha™
de perdas para cada 1.000 kg de gréos colhidos em uma lavoura com 45,5% das plantas
infectadas (REIS; NASCIMENTO, 2011).

N&o existem cultivares de soja com resisténcia completa a doenca, assim, 0 manejo
consiste em rotacdo de cultura, plantio direto, diminuicdo da populacédo de plantas, ajuste da
época de semeadura para que o florescimento ndo coincida com condigdes climaticas
favoraveis ao fungo, nutricdo adequada da planta, solarizacdo, manejo da irrigacdo e controles
quimico e biologico (JACCOUD FILHO et al., 2017).

2.2 Inducéo de Resisténcia
A inducdo de resisténcia em plantas consiste na ativagdo de mecanismos de defesa
latentes por meio de infeccdo localizada por patdgenos ou como resposta ao tratamento com
diferentes agentes bioticos (como microrganismos viaveis ou inativados) ou fatores abioticos
(OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016)

Resisténcia sisttmica adquirida (SAR) e resisténcia sisttmica induzida (ISR)
designam os mecanismos pelos quais as plantas ativar mecanismos de defesa ndo apenas no
local de inducdo, mas também em outros lugares, depois de ser exposto a um agente indutor.
A SAR ¢ ativada por infeccdo fungica, bacteriana ou viral, desencadeia a liberacdo local de
acido salicilico, mobilizacdo de um sinal transportado no floema, acumulo de &cido salicilico
e proteinas relacionadas a patogénese em tecidos distantes do local de infeccdo. O resultado é
maior resisténcia em toda a planta as infec¢bes subsequentes. A ISR é causada por bactérias
rizosféricas ndo patogénicas. Envolve a sintese transitdria de acido jasménico e etileno e a
ativacdo transitoria de respostas de defesa em tecidos distais (GURR; RUSHTON, 2005).

Dentre as vantagens da inducdo de resisténcia destaca-se o espectro amplo de sua
acdo, podendo ser efetiva em bactérias, fungos, virus, nematoides e até mesmo insetos
(MIORANZA et al., 2017; PIETERSE et al., 2014; VALLAD; GOODMAN, 2004) Além



disso, a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta pode significar menos aplicacdes de
fungicida ao longo do ciclo da cultura (GOZZ0O; FAORO, 2013).

2.3 Homeopatia
O principio da homeopatia “semelhante cura semelhante” ¢ muito antigo, remonta de
Hipdcrates no século V a.C. e quer dizer que a doenca deve ser tratada com substancia capaz
de produzir sintomas que sejam semelhantes aos da propria doenca. Porém foi o médico
alemdo Christian Friedrich Samuel Hahnemann, nascido em 1755 que colocando esse
principio em pratica descobriu a ciéncia homeopatica e estabeleceu suas bases (LOCKIE;
GEDDES, 2001).

Apesar da homeopatia ter nascido como uma especialidade médica direcionada a
seres humanos ela tem sido usada com éxito em animais e plantas. Nas palavras de

Hahnemann “Se as leis da natureza que proclamo sdo verdadeiras, entdo podem ser aplicadas

a todos os seres vivos” (BONATO, 2004).

Hahnemann ndo concordava com os métodos grosseiros praticados pela medicina da
época que incluiam sangrias, purgativos e macicas doses de medicamentos que muitas vezes
acabavam por ocasionar sérios efeitos colaterais, entdo o médico acabou abandonando a
profissdo e passou a dedicar-se a traducdo de livros. Em 1790, quando traduzia o livro tratado
de matéria médica do Dr. William Cullen, Hahnemann se deparou com a afirmacgéo de que o
quinino, substancia extraida da quina, era um bom tratamento para malaria devido as suas
propriedades adstringentes. Grande conhecedor de quimica Hahnemann ndo pode concordar
com a afirmacéo, pois sabia que existiam varias outras substancias mais adstringentes que a
quina e que ndo tinha qualquer efeito sobre a maléria. Entdo decidiu estudar mais a fundo.
Durante dias, ele tomou doses de quinino e anotou as reacdes de seu organismo. Para seu
espanto comegou a apresentar 0s mesmos sintomas da malaria, porém, quando a
administracdo de quinino era interrompida o0s sintomas também acabavam. Esse
comportamento o intrigou tanto que ele resolveu testar com outras substancias com isso
confirmou a teoria de Hipocrates de que “semelhante cura semelhante” (LOCKIE; GEDDES,

2001).

A lei do semelhante é o primeiro principio basico da homeopatia postulado por
Hahnemann. Existem outros trés, sendo eles: as doses infinitesimais. No inicio Hahnemann

usava as substancias diluidas, mas ainda contendo sua parte material, porém, com o tempo



observou que essas substancias ainda causavam efeitos colaterais nos enfermos e passou a
diluir cada vez mais e agitar os medicamentos. Percebeu que estes obtinham resultados cada
vez melhores. Outro principio é a experimentacdo em individuo sdo. Na homeopatia para se
entender a acdo de uma substancia agindo sobre o organismo precisa-se testa-la em um
individuo sdo, e observando os sintomas causados no individuo sdo, pode-se tratar o individuo
enfermo. Por ultimo o principio do medicamento Unico. Ao individualizar o paciente e
identificar quais sdo o0s seus sintomas, o médico homeopata busca encontrar um so

medicamento que mais se assemelhe a enfermidade (PAULO, 2001).

Hahnemann acreditava que devia haver algum tipo de energia sutil dentro do corpo
que reage as provocagdes dos medicamentos homeopaticos, habilitando-os a se curarem
sozinhos. Essa energia foi denominada de forca vital. Quando essa forca é abalada por
estresse, dieta pobre, falta de exercicios fisicos, mudangas ambientais ou problemas
hereditarios a consequéncia é a doenca, ou seja, 0s sintomas da doenca sdo a manifestacéo
externa da tentativa da forca vital de compensar o desequilibrio e estabelecer a ordem
(LOCKIE; GEDDES, 2001).

Os primeiros relatos de experimentacdo em plantas datam de 1920, no Instituto de
Biologia de Stuttgart na Alemanha. Orientados por Rudolf Steiner o casal Kolisko e Kolisko
(1923) realizou centenas de ensaios com muitas espécies vegetais e cerca de 300 preparados
homeopéticos (ANDRADE; CASALLI, 2011). Atualmente muitos grupos de pesquisa, tanto no
Brasil quanto no exterior vém se dedicando a agrohomeopatia e comprovando seu efeito nos
mais diversos aspectos relacionados as plantas inclusive na sintese de metabdlitos secundarios
(BONATO; PROENCA; REIS, 2009), no controle de doengas (GAMA et al., 2015) e na
inducéo de resisténcia (LORENZETTI; STANGARLIM, 2016).

2.4 Prata coloidal

A prata tem sido usada como medicamento e para preservacdo de alimentos por
muitas culturas. Os gregos, romanos e egipcios usavam vasos de prata para armazenar agua e
outros liquidos e assim manté-los puros. Também os pioneiros da costa oeste dos Estados
Unidos enfrentavam problemas para manter sua dgua, que era armazenada em caixotes de
madeira, livre de bactérias e algas. A solucdo encontrada foi colocar moedas de prata e cobre
dentro dos recipientes e assim evitar a deterioracdo da agua. Quando as bactérias foram
reconhecidas como causadoras de doencas a prata passou a ser usada também por médicos

que usavam nitrato de prata em fraturas expostas, Ulceras cutaneas e feridas supuradas. As
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pomadas de sulfadiazina de prata sdo usadas amplamente de forma tdpica para evitar

infec¢bes em queimaduras na pele (HILL, 2009).

Os compostos de prata i6nica e também sais de prata sdo mais toxicos para 0s
microrganismos do que a prata coloidal. O nitrato de prata, por exemplo, € usado como
germicida e até foi usado como medicamento no passado, no entanto sabe-se que pode ser
caustico e irritante para os tecidos, ndo sendo por isso recomendada sua ingestdo. A ingestdo
como medicamento da prata coloidal é muito utilizada por naturalistas, porém ndo é uma
pratica aceita pelo FDA (Food and Drug Administration). Ela tem sido vendida como
suplemento mineral traco, porém sua necessidade na nutricdo humana ndo esta estabelecida
cientificamente (HILL, 2009).

Quanto ao efeito deletério nos microrganismos acredita-se que a prata inativa
algumas enzimas dos microrganismos ao se ligar a grupos reativos, o que resulta na
precipitacdo e inativacdo de proteinas especificas. Ela pode reagir com grupos amino,
carboxila, fosfatos e imidazol diminuindo a atividade da lactato desidrogenase, glutationa e
peroxidase. A prata pode também formar complexos reversiveis com sulfidrilas e histidinas na
superficie da célula, o que impede o crescimento de bactérias e virus. Esse € um efeito
bacteriostatico e pode ser revertido retirando a prata do meio. Outro efeito é a afinidade da
prata com o DNA. Muitas pesquisas indicam a afinidade de prata e outros metais ao DNA e
grupos tiol de bactérias e esporos bacterianos. Os ions de prata se ligam as bases nitrogenadas
e formam ligacdes cruzadas causando a desnaturagdo por deslocar ligagdes de hidrogénio
entre as purinas e pirimidinas adjacentes, evitando assim a replicacdo (THURMAN; GERBA,
1989).

Existem algumas formas diferentes de se obter a prata coloidal, por exemplo, por
irradiacdo gama (LONG; WU; CHEN, 2007), irradiacdo de elétrons (BOGLE; DHOLE;
BHORASKAR, 2006), reducdo quimica por agentes redutores inorganicos e organicos
(BONNEMANN; RICHARDS, 2001) e o método fotoquimico (MALLICK; WITCOMB;
SCURRELL, 2004). O método utilizado neste trabalho foi o eletroquimico, a partir de
eletrélise com eletrodos de prata (KHAYDAROQV et al., 2009).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo e determinacgdo da concentragdo da prata coloidal
Para obtencéo do coloide foi utilizado o gerador de prata coloidal constituido de dois
eletrodos feitos de prata metalica imersos em agua (dispergente), submetidos a uma tenséo de
aproximadamente 20 V, durante 30 min. Da eletrolise gerada obteve-se a dispersdo de prata

coloidal.

Para determinar a quantidade de prata contida na dispersdo trés amostras de 5 ml
foram colocados em tubos de digestdio com 3 mL de HNO3z 65% e 1 ml H.O2 30%. As
amostras passaram por digestdo em bloco digestor por duas horas e meia a 170 °C, tempo
necessario para que ficassem completamente translicidas. Em seguida as amostras foram
quantificadas em espectrometro de emissdo atbmica com plasma induzido por micro-ondas
(Agilent 4200 MP-AES). A concentracdo média de prata obtida foi de 58,6 mg L-1.

3.2 Preparo das homeopatias

As homeopatias foram preparadas no Laboratério de Fisiologia e Homeopatia
Vegetal da Universidade Estadual de Maringa - UEM. A escala escolhida para a preparacédo
dos medicamentos foi a Centesimal Hahnemanniana (CH). Nos experimentos foram utilizadas
as preparacdes homeopéticas de prata coloidal nas dinamizacdes 6, 12, 18, 24 e 30CH. A
preparacdo do medicamento homeopético consiste em diluir e agitar o medicamento
sucessivas vezes de acordo com a escala e o veiculo € a substancia inerte utilizada para fazer
as diluicdes. Nos experimentos in vivo e fitoalexinas foi usado como veiculo alcool etilico
70%, para melhor conservacdo do medicamento, porém, como o alcool tem efeito
antimicrobiano para o experimento in vitro o veiculo utilizado foi 4&gua de osmose reversa.
Para a preparacdo do medicamento 1CH, a diluicdo respeita uma proporcdo de uma parte do
principio ativo, no caso a prata coloidal para 99 partes do veiculo. Para a obtencdo da
homeopatia 1CH, 200 pL da prata coloidal foram adicionados em 19,8 mL do veiculo, e a
mistura entdo sucussionada por 100 vezes em dinamizador braco mecanico (Denise 50-Autic).
Para se obter o medicamento em 2CH, uma aliquota de 200 pL do medicamento 1CH foi
adicionada a 19,8 mL do veiculo e sucussionada em brago mecanico. O mesmo procedimento

foi feito até se obter a dinamizacdo 30CH.

3.3 Efeito da prata coloidal na planta e nodulacéo da soja
O experimento foi conduzido em cdmara de crescimento no laboratério de Fisiologia

e Homeopatia da Universidade Estadual de Maringd. O delineamento foi inteiramente
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casualizado com 4 repeticdes. As sementes (3 por vaso) de soja cultivar NA 5909 RG foram
semeadas em vasos de 800 mL contendo 0,95 kg da mistura solo, areia e himus (3:1:1
[viviv]), ndo esterilizado. Apds 7 dias procedeu-se o desbaste das plantulas deixando-se
apenas uma planta por vaso. Os vasos foram mantidos em camara de crescimento com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. A prata coloidal foi adicionada nas
concentragdes; 14,64 mg L?, 29,28 mg L, 43,92 mg L e 58,57 mg L. A testemunha foi
constituida de agua osmose reversa. As plantas, desde a semeadura, receberam 100 mL dos
tratamentos, de 48 em 48 horas. Apds 53 dias, estando as plantas no estadio R2, de pleno
florescimento (FEHR; CAVINESS, 1977), foram avaliados; o comprimento e biomassa fresca

da parte aérea e da raiz, nimero e biomassa fresca dos nodulos, clorofilas a, b e clorofila total.
3.3.1 Clorofilas

Para a extracdo da clorofila um disco de 2 cm? foi retirado do terceiro trifélio de cada
planta, e em seguida pesado e acondicionado em vidro &mbar com 10 mL de acetona (80%) e
saturada com carbonato de célcio. Quarenta horas depois, quando os discos estavam incolores,
0 extrato obtido foi filtrado em papel filtro. As leituras de absorbancia das amostras foram
feitas em espectrofotdmetro no comprimento de onda 470, 647 e 663 nm, em cubetas de
vidro. A concentracdo de clorofilas a e b foram obtidas a partir das equagfes descritas por
Lichtenthaler (1987).

3.4 Experimento in vitro: inibi¢do do crescimento micelial e viabilidade de esclerodios

de S. sclerotiorum
Nos ensaios in vitro, utilizou-se, no primeiro, as doses ponderais (ndo homeopaticas)
e outro com as doses homeopéticas. Os dois ensaios foram em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des. Os tratamentos homeopaticos consistiram nas preparacdes
de prata coloidal nas dinamizages 6, 12, 18, 24 e 30CH adicionadas no meio BDA fundente

(batata-dextrose-agar) e testemunha meio BDA sem aditivos.

No ensaio com doses ponderais, utilizou-se 0,58 mg L?, 1,17 mg L%, 1,75 mg L,
2,34 mg Lt e 2,92 mg L? de prata coloidal, e como testemunha meio BDA. Nos dois ensaios
os erlenmeyers contendo meio de cultura BDA previamente preparado foram autoclavados e
posteriormente receberam o0s tratamentos. A mistura foi agitada para garantir a
homogeneizagdo e em seguida vertida em placas de Petri (aproximadamente 20 mL em cada

placa). Apds a solidificacdo do meio procedeu-se a repicagem de discos de micélio (8 mm de



diametro) de S. sclerotiorum (col6nia de trés dias em BDA). As placas foram vedadas com
filme plastico e acondicionadas em BOD com temperatura de 20 °C e fotoperiodo de 12

horas.

A avaliacdo do crescimento do micélio foi realizada medindo-se o didmetro da
coldnia fungica em dois sentidos opostos. A primeira avaliagdo foi realizada depois de 24
horas da repicagem. As medidas foram feitas de 12 em 12 h até que a testemunha atingisse
2/3 da placa, totalizando trés leituras. A partir dos dados coletados calculou-se o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) (OLIVEIRA, 1991), conforme a formula descrita
por Oliveira (1991) e o percentual de inibi¢do do crescimento micelial (PIC). Sendo o IVCM=
2 (D-Da)l N, em que D € o diametro atual da coldnia, Da o diametro da colénia do dia
anterior e N o numero de dias ap6s a inoculacdo. E PIC = (Dt —Df)/Dt*100, em que Dt

corresponde ao diametro da testemunha e Df ao didmetro do tratamento

Apos trinta 30 dias da repicagem foram contados o nimero de esclerédios em cada
placa e realizado o teste de viabilidade dos esclerodios. Para o teste de viabilidade os
esclerddios foram recolhidos das placas de petri e mergulhados por 30 segundos em solucao
de hipoclorito de sodio 2% e 30 segundos em agua de osmose reversa. O processo foi repetido
por trés vezes (DELGADO, 2007). Os esclerodios foram colocados em grupos de quatro em
novas placas com meio BDA, sendo feitas quatro placas por tratamento. As placas foram
acondicionadas em BOD a 20°C e fotoperiodo de 12 h. As avalia¢fes foram feitas a cada 12
horas até 96 horas, quando todos os esclerddios estavam germinados. Ao fim do ensaio foi

calculado o tempo médio de germinacg&o dos esclerddios, segundo a seguinte formula:

TMG = Y'ni * ti / Y ')ni em que ni € o nimero de esclerddios germinados dentro de determinado

intervalo de tempo (ti), expresso em horas.

3.5 Producdo de gliceolina em cotilédones de soja
Dois experimentos foram realizados um com as doses ponderais e outro com as
dinamizagdes homeopéticas. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle
Alternativo e Inducdo de Resisténcia em Plantas a Patdgenos da Universidade Estadual de
Maringa (UEM). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado sendo
cada repeticao representada por uma gerbox. A cultivar de soja utilizada foi NA 5909 RG, da
Empresa Nidera.
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No experimento com doses ponderais, os tratamentos foram 0,58 mg L, 1,17 mg L
11,75 mg L% 2,34 mg Lt e 2,92 mg L de prata coloidal, plugs de micélio do fungo S.
sclerotiorum (coldonia em meio BDA) e a testemunha agua destilada. No experimento com
doses homeopéticas os tratamentos foram as dinamizagdes 6, 12, 18, 24 e 30CH dos
preparados homeopaticos de prata coloidal, plugs de micélio de S. sclerotiorum e solucéo

hidroalcodlica 0,7% (mesma gradacgéo alcodlica dos medicamentos) como testemunhas.

As sementes de soja foram semeadas em areia autoclavada e 10 dias ap6s a
semeadura os cotilédones foram coletados, lavados, pesados e distribuidos em gerbox
forrados com duas folhas de papel germitest umedecido com agua destilada. Na parte abaxial
de cada cotilédone realizou-se um corte superficial onde foram aplicados 20 pL dos
tratamentos. No tratamento com o fungo foram retirados plugs de micélio de colbnia de S.
sclerotiorum e colocados em contato com o corte no cotilédone. Foram feitas 5 repeticdes de
cada tratamento, cada repeticdo contendo 4 cotilédones. As caixas gerbox foram
acondicionadas em camara BOD a 25 °C no escuro por 20 horas. Em seguida os cotilédones
foram colocados em tubos falcon com 15 mL de &gua destilada e submetidos a agitacéo por 1
hora em mesa agitadora a 150 rpm para extragdo de gliceolina. A absorbancia do
sobrenadante foi determinada em espectrofotometro em 285 nm e o teor de gliceolina nos
cotilédones expresso em abs 285nm g.p.f. 2, de acordo com a metodologia descrita por Ziegler
e Pontzen (1982). Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias

submetidas ao teste estatistico Scott-Knott, ao nivel de probabilidade de 5%.

3.6 Experimento in vivo: Efeito de doses ponderais e homeopaticas no controle de

mofo branco em soja

Os experimentos foram conduzidos simultaneamente em camara de crescimento no
laboratério de Fisiologia e Homeopatia da Universidade Estadual de Maringa, em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. As sementes de soja, cultivar
NA 5909 RG, da Nidera (trés por vaso) foram semeadas em vasos de 0,8 L contendo 0,95 kg
da mistura solo, areia e humus (3:1:1 [v:viv]). Apds 7 dias procedeu-se 0 desbaste das
plantulas deixando apenas 1 por vaso. Os vasos foram mantidos em camara de crescimento
com temperatura de 25°C antes da inoculacdo e 20 °C depois da inoculagdo com fotoperiodo
de 12 horas.

No primeiro experimento, foram estudadas as doses ponderais (ndo homeopaticas) da
prata coloidal nas concentragdes 0,58 mg L?, 1,75 mg L? e 2,92 mg L? mais duas
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testemunhas que receberam agua, testemunha ferida (TF) e testemunha ndo ferida (TNF). Os
tratamentos utilizados no segundo experimento foram as homeopatias de prata coloidal nas
dinamizacdes 6, 12, 18, 24 e 30CH, solucdo hidroalcoodlica 0,7% (SH) (mesma gradacéo
alcodlica das homeopatias).

No primeiro experimento, utilizando as doses ponderais, foi realizada uma unica
aplicacdo dos tratamentos trés dias antes da inoculacdo, estando as plantas no estadio V6,
quinto trifélio aberto. Antes de fazer a aplicacdo fez-se um ferimento no terceiro trifélio
(contando do &pice para a base da planta) com carvdo ativado aplicando-o por toda a folha
sendo friccionando com os dedos. Depois do ferimento lavou-se a folha com agua abundante
e procedeu-se a aplicacdo dos tratamentos sobre o tecido lesionado. Para verificar
isoladamente o efeito da injaria foi mantida uma testemunha sem ferimento, que foi tratada

apenas com agua (TNF).

No experimento com as homeopatias os tratamentos foram aplicados semanalmente
desde o dia da semeadura, totalizando seis aplicacdes. As aplicacdes foram feitas na agua de
irrigacdo, na proporcdo de 5 mL L sendo o volume total aplicado por vaso de 100 mL até as

plantas chegarem ao estadio V6

Em ambos experimentos, as plantas foram inoculadas no estadio V6 de acordo com a
metodologia proposta por Kull et al. (2003) com modificagdes. A inoculacdo foi feita
conforme Figura 1, onde as plantas tiveram sua haste cortada abaixo do primeiro trifolio
completamente expandido. Com o auxilio de ponteiras de 200 pL foram retirados discos (0,8
cm de diametro) de micélio de S. sclerotiorum (coldnia de trés dias em meio BDA), que em
seguida foram colocados encaixados nas hastes recém-cortadas, com o micélio em contato

com o ferimento.

N

Figura 1 — Inoculacdo de plantas de soja com Sclerotinia sclerotiorum com método de
ponteiras de 200 pL contendo discos de micélio.



As avaliacbes do comprimento da lesdo (mm) iniciaram-se 24 horas apos a
inoculacdo, quando era possivel observar a lesdo causada pelo fungo e foram realizadas até o

12° dias ap0s a inoculacdo. As avaliacdes de comprimento da lesdo foram feitas com régua.

Com as leituras diarias do comprimento da lesdo foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doengca (CAMPBELL; MADDEN, 1990). (AACPD) = X [((yl + y2) /
2) * (t2 - t1)], onde yl e y2 sdo duas medidas consecutivas feitas nos tempos t1 e t2,

respectivamente.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo Teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade, utilizando o programa estatistico
ASSISTAT (SILVA, 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da prata coloidal na planta e nodulacéo da soja

4.1.1 Biomassa fresca

A adicdo de concentracdes crescentes de prata coloidal no solo do vaso nédo afetou
significativamente a biomassa fresca da raiz e da parte aérea e 0 comprimento da raiz e da arte

aérea das plantas de soja, quando comparado com a testemunha (Figura 2).

As variaveis biométricas sdo um indicativo importante de que as doses de prata
coloidal foram in6cuas as plantas, sendo este um resultado importante para a continuidade das
pesquisas envolvendo a prata coloidal na indugdo de resisténcia e no controle de doenca em
plantas ( Pias et al., 2016).
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Figura 2 - Efeito das concentracdes de prata coloidal na biomassa fresca (A) e no
comprimento da parte aérea e da raiz de plantas de soja (B), cultivar NA 5909 RG
Nidera. Maring4, UEM, 2017.

Alguns outros trabalhos também demonstram a auséncia de efeitos negativos da prata
coloidal em plantas. Mahdizadeh et al. (2015) trabalhou com mel&o e duas aplicacdes de prata
coloidal na concentracdo de 6 mg L-1. Ao fim do experimento, dois meses ap6s a semeadura,
observou que as plantas que receberam a prata coloidal e as que ndo receberam néo diferiram

na producdo de biomassa fresca e seca da raiz e da parte aérea.
4.1.2 Nodulagéo

Na avaliacdo de quantidade de nédulos e biomassa média dos nddulos também néo

foram observadas diferencas entre os tratamentos (Figura 2).
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Figura 3 - Numero de nédulos (A) e biomassa média dos nédulos (B) de plantas de soja

tratadas com prata coloidal em diferentes concentracdes. Maringa, UEM, 2017.

O nitrogénio é o nutriente que possui maior demanda pela planta de soja, sendo
assim a fixacdo biologica de nitrogénio € um processo de suma importancia uma vez que
supre a necessidade do elemento. A fixacdo bioldgica na soja é realizada por bactérias do
género Rhizobium que sdo bactérias endossimbiontes presentes no solo e formam estruturas
especializadas nas raizes, os chamados nédulos (HUNGRIA et al., 2010). Tendo em vista a
eficacia bactericida da prata coloidal investigada por muitos pesquisadores e seu potencial
efetivo contra grande variedade de microrganismos temia-se prejuizo na nodulacdo das
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plantas, porém, o resultado indicou que mesmo em doses elevadas, consideradas nocivas a
varios microrganismos in vitro (MENDES et al., 2014; PULIT et al., 2013) e mesmo com

aplicacdes frequentes a simbiose parece ndo ter sido afetada pela prata coloidal.

Ashrafi et al. (2013) obtiveram indiretamente resultados que corroboram a néo
interferéncia da prata coloidal no nimero e biomassa de nédulos das plantas de soja. Em seu
experimento ndo encontraram diferenca no teor de nitrogénio nos graos produzidos pelas
plantas de soja previamente tratadas com prata coloidal. As plantas tratadas foram ainda
superiores em produtividade em relagdo a testemunha, demostrando que a prata coloidal

provavelmente ndo prejudicou a nodulagéo das plantas.

Por outro lado Schlich e Hund-Rinke (2015) investigaram a atividade da prata
coloidal utilizando diferentes doses (0,56, 1,67, 5,0 e 1,5 mg L™) em cinco solos (com
propriedades fisico-quimicas distintas) e verificaram inibicdo da atividade de bactérias
oxidantes de amonia em alguns dos solos principalmente nas maiores concentraces de prata

coloidal, sugerindo que diferente do observado nesse trabalho a microbiota foi prejudicada.
4.1.3 Clorofilas

As clorofilas a, b e totais também ndo diferiram em relacdo a testemunha (Figura 3),
indicativo indireto de que a fixacdo de nitrogénio ndo foi prejudicada, pois sendo o N
importante constituinte das clorofilas sua falta poderia acarretar na diminuicéo das clorofilas e

consequente amarelecimento das plantas (TAIZ et al., 2017).

Alguns autores observaram incremento nas clorofilas ao utilizarem a prata coloidal
como Salama (2012) em plantas de milho e feijdo, em casa de vegeta¢do. No experimento em
questdo foram aplicados nas plantas 15 mL de prata coloidal durante 12 dias em
concentracdes de 20 a 100 mg L. O tratamento 60 mg L no feijdo aumentou 49% o teor de
clorofila a e 33% a de clorofila b. No milho houve aumento de 46 e 26% nas clorofilas a e b,
respectivamente, em relacdo ao controle. Salama (2012) e Mehmood (2017) observaram

também incremento no teor de carboidratos nos graos das plantas tratadas.
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Figura 4 - Concentracéo de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais em plantas de soja

tratadas com diferentes concentracgdes de prata coloidal. Maringa, UEM, 2017.

Os resultados apresentados s@o um indicativo de que diferentes culturas e diferentes
tipos de solo podem responder de forma diferente a presenca da prata coloidal, e que
dependendo da dose aplicada a prata coloidal, ndo sé ndo oferece efeitos nocivos as plantas,
como melhora seu rendimento (SCHLICH; HUND-RINKE, 2015).

4.2 Ensaios in vitro: Inibi¢ao do crescimento micelial e viabilidade dos esclerddios
Na avaliagdo do crescimento micelial com dose ponderal de prata foi possivel
observar que o crescimento do fungo foi influenciado pela presenca da prata coloidal no meio.
Observa-se, pelo IVCM, atraso no crescimento do fungo em todas as concentracdes da prata

coloidal (Figura 4).
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Figura 5 - Efeito das doses ponderais (A) e dinamizac¢des homeopéaticas (B) de
prata coloidal no indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Sclerotinia
sclerotiorum in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste Scott knott (P < 0,05).

Na inibicdo do crescimento (PIC), os tratamentos 0,58 mg L™ e 1,17 mg L™ foram
semelhantes e superiores a testemunha com 15,6 e 17,4% de inibicdo respectivamente O
tratamento 1,75 mg L foi superior a estes com 83,5% de inibicdo e os melhores resultados
foram obtidos com as concentracdes 2,34 mg L* e 2,92 mg L. O tratamento 2,34 mg L*
obteve 94,0% de inibicdo enquanto o0 2,92 obteve inibicdo de 100% do crescimento micelial

de S. sclerotiorum.

Outros trabalhos demonstram a atividade da prata coloidal contra fungos
fitopatogénicos. Kim et al. (2012) obtiveram resultado semelhante ao obtido nesse trabalho
utilizando trés pratas coloidais comerciais, com as quais avaliaram a inibi¢do do crescimento
micelial de 14 espécies de fungo de grande importancia agronémica. Os produtos foram
testados nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg L incorporados ao meio de cultura. Apesar da
grande variabilidade do grau de inibicdo entre os fungos, todas as espécies apresentaram
atraso no crescimento micelial, em pelo menos uma concentracdo, alguns chegando a 100%

de inibigéo.

O efeito da prata coloidal nos microrganismos € muito conhecido, no entanto, seu
mecanismo ainda ndo foi completamente elucidado. Morones et al. (2005) observaram efeito
na superficie da membrana da bactéria Escherichia coli alterando a permeabilidade e a

respiracdo. Também foi observado que dentro da célula bacteriana a prata coloidal
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possivelmente interaja com compostos que contenham enxofre e fosforo como o DNA,
alterando suas fungdes. Outra hipdtese é de que a prata coloidal interage fortemente com
grupos tiois de enzimas vitais inativando-as ( SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004).

Villamizar-gallardo (2016) observando efeito da prata coloidal em colénias fungicas
em microscoépio eletrénico de varredura constatou que na concentragdo 50 mg L-1 foi possivel
observar pequenas alteracfes na estrutura micelial, caracterizadas pela deformacao da hifas

em Fusarium solani e pela diminuicdo das estruturas reprodutivas em Aspergillus flavus.

No IVCM , as dinamizacGes homeopaticas 12 e 18CH proporcionaram velocidade de
crescimento maior que a testemunha. No PIC (Figura 5) as dinamizag6es 12 e 18CH diferiram
da testemunha incrementando 13,9 e 11,1%, respectivamente o didmetro da col6nia na Gltima

leitura.

150+
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Figura 6 — Efeito das doses ponderais (A) e dinamiza¢des homeopaticas (B) de
prata coloidal no percentual de inibi¢cdo do crescimento (PIC) de Sclerotinia sclerotiorum
in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo

teste Scott knott (P <0,05).

Toledo et al. (2016) também observaram aumento no crescimento micelial de
Alternaria solani em algumas dinamizacdes utilizando medicamentos homeopaticos. As
dinamizacdes 12 e 60CH de Propolis, 6CH do isoterapico (homeopatico feito com proprio

fungo) e 12 e 30CH do medicamento obtido a partir da cinza das folhas do tomateiro
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infectado com o fungo diferiram da testemunha solugdo hidroalcoolica, tendo o pardmetro

diametro da coldnia sido maior nas homeopatias do que na testemunha.

Apesar de apresentar efeito supressor no fungo nas doses ponderais, nas doses
homeopéticas a prata coloidal estimulou o crescimento nas dinamizacdes 12 e 18CH. Tal
comportamento € comum em medicamentos homeopaticos. Muitos dos policrestos,
medicamentos utilizados com frequéncia na pratica clinica, sdo toxicos em doses ponderais.
Um exemplo é o medicamento Aconitum napellus, a planta homénima do medicamento, da
qual se extrai a tintura mae, era usada ao longo da histéria como veneno para flecha de caca,
ou 0 medicamento Lachesis, feito com o veneno da cobra surucucu (LOCKIE; GEDDES,
2001).

Quanto as avaliagdes dos esclerddios, tanto no experimento com doses ponderais
guanto no experimento com doses homeopaticas ndo foi observada diferenca entre o0s
tratamentos, nem na avaliacdo do nimero de esclerddios e nem na avaliacdo de tempo médio
de germinacdo e todos os tratamentos apresentaram 100% dos esclerddios viaveis (Tabela 1).
Foi observado que apds o tempo de avaliacdo do crescimento micelial, em todos os
tratamentos, o micélio do fungo cresceu ocupando toda a placa de Petri. A producdo de
esclerddios ocorreu em todos os tratamentos e na avaliacdo de niumero de esclerédios nenhum
tratamento diferiu da testemunha. O tratamento com 2,92 mg L de prata coloidal, que no
periodo de avaliagdo inibiu 100% do crescimento micelial, apds avaliacdo apresentou
crescimento do micélio e posterior producdo de esclerodios viaveis semelhantemente a
testemunha. Esse resultado pode indicar que ocorra degradacdo da prata coloidal com o

tempo.
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Tabela 1 - Numero de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum na presenca de
prata coloidal em doses ponderais e homeopaticas quando adicionadas ao meio de

cultura e tempo médio de germinacao dos esclerodios (TMG) gerados.

Tratamento (mg L?) Numero de Esclerddios TMG (h)
0 8,75 63,00
0,58 9,50 61,50
1,17 7,50 60,00
175 11,25 49,50
234 8,00 60,00
292 5,50 52,50
CV(%) 25,44 11,81
Testemunha 8,75 63,00
6CH 9,25 55,50
12CH 7,25 54,00
18CH 8,00 55,50
24CH 6,00 69,00
30CH 8,25 67,50
CV(%) 26,13 15,83

@ De acordo com o teste F ndo foi encontrada diferenca significativa entre 0s
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade.

4.1 Produgdo de gliceolina em cotilédones de soja
A producdo de fitoalexinas parece ser um mecanismo comum de resisténcia a
microrganismos fitopatogénicos em uma ampla gama de plantas. Estes compostos constituem

um grupo de metabodlitos secundarios quimicamente diversos, com forte atividade
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antimicrobiana e que se acumulam em resposta a estreses fisicos, quimicos e bioldgicos. As
fitoalexinas em geral sdo indetectaveis na planta antes da infec¢do, mas sdo sintetizadas
rapidamente apds o ataque microbiano (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).

No experimento com as doses ponderais todas as concentragOes de prata coloidal
incrementaram a producgéo de gliceolina quando comparado com a testemunha (Figura 6). O
tratamento com o patdgeno também causou maior acimulo que a testemunha sendo

semelhante estatisticamente a concentragdo 0,58 mg L™ de prata coloidal.
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Figura 7 - Producéo de fitoalexina gliceolina em cotiledones de soja submetidos a doses
ponderais (CV(%) 13,9) (A) e homeopaticas (CV(%) 16,8) (B) de prata coloidal. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott knott (P
<0,05).

Tendo as doses de prata coloidal causado acumulo de gliceolina maiores que o
patdgeno no experimento in vitro feito em cotilédones de soja é possivel inferir que em uma
infeccdo natural no campo sua aplicacdo proporcionaria vantagens competitivas a planta na
defesa contra o patdgeno. Esse resultado mostra que a prata coloidal pode ndo ter apenas acéo
direta no microrganismo, mas também agir como elicitor na planta desencadeando respostas

locais de defesa maiores que as causadas pelo patégeno.

No experimento com as doses homeopaticas o acimulo de gliceolina foi maior que a
testemunha na dinamizacdo 18CH da prata coloidal, sendo esta semelhante ao tratamento com
0 patégeno (Figura 6). Este resultado é corroborado por Oliveira et al. (2011), que observaram
aumento da fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijdo utilizando o medicamento Calcarea

carbonica nas dinamizagdes 12, 24, 30 e 60CH e por Lorenzetti e Stangarlin (2016) que
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observaram acréscimo de 85% e 166% na gliceolina utilizando respectivamente 0s
medicamentos Sulphur e Sepia. Outros compostos secundarios também tém sido alterados nas
plantas pela aplicacdo de homeopaticos, como 6leos essenciais (BONATO et al., 2009),
revelando sua acdo no metabolismo vegetal incrementando ou reduzindo compostos bioativos
importantes. Tais resultados sdao um indicativo de que os medicamentos homeopaticos podem

ser importantes alternativas no manejo de doengas em plantas.

4.2 Experimento in vivo: Efeito de doses ponderais e homeopéticas na inducao de

resisténcia

No experimento com doses ponderais foram utilizadas duas testemunhas, a
Testemunha ferida (TF), que recebeu ferimento com abrasivo anteriormente a aplicacdo de
agua, assim como feito com os demais tratamentos, e a testemunha ndo ferida (TNF) que
apenas recebeu aplicacdo de agua. A funcgdo da testemunha nédo ferida foi separar o efeito do
ferimento do efeito do tratamento. Na avaliacdo realizada no 4° dia apds a inoculacéo (Tabela
3), os tratamentos com as doses ponderais 0,58 mg L™ e 1,75 mg L* apresentaram tamanho
de lesdo estatisticamente menores que a TF (testemunha ferida). Com esse resultado é
possivel inferir que as concentragdes 0,58 mg L™t e 1,75 mg L'tiveram acéo elicitoras na
planta, porém sua acéo € de, no maximo, 4 dias pois a partir disto, ndo se observou diferenca
entre os tratamentos e a testemunha ferida (TF). Nas demais avaliacGes e na AACPD todas as
concentragdes de prata coloidal e a TF diferiram da TNF (Tabela 2) indicando a possibilidade
de que o ferimento feito na folha por si sé péde provocar resposta de defesa na planta. O
estresse mecéanico causado na folha pode ocasionar eventos relacionados a SIR (resisténcia
sisttmica induzida) que envolvem um aumento transitorio de etileno e acido jasménico
levando ao desencadeamento de mecanismos bioquimicos de resisténcia (GURR e
RUSHTON, 2005). As plantas, em seu ambiente, com frequéncia sdo acometidas por danos
causados por areia, vento, chuva e granizo, danos estes que podem ser sitios de infeccdo para
agentes patogénicos, por isso elas se valem de estratégias de defesa ao detectarem injurias
fisicas. (REYMOND et al., 2000).

Nos tratamentos com doses homeopaticas, no 4° dia apos a inoculagéo foi possivel
perceber diferenca entre a testemunha e os medicamentos homeopaticos sendo que todos 0s
medicamentos com excecdo do 30CH foram estatisticamente superiores a testemunha,

chegando a ter lesdes 37% (6CH) menores. Nas avaliacdes do oitavo e décimo segundo dia, 0
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medicamento 30CH também passou a diferir da testemunha sendo superior a esta, e as demais

dinamizacdes se mantiveram também estatisticamente superiores a testemunha.

Se assemelhando a esse resultado, s6 que em outro patossistema, Rossi et al., (2007)
observaram reducdo na severidade de Xanthomonas vesicatoria utilizando preparado
homeopatico da prépria bactéria (bioterapico) na cultura do tomate quando os tratamentos
6CH e 24CH, aplicados na agua de irrigacdo, se mostraram eficientes na inducdo de
resisténcia contra a doenca na parte aérea das plantas, sendo inclusive a aplicacdo via agua de

irrigacdo mais efetiva que a aplicacdes dos homeopaticos na parte aérea da planta.

Na variavel area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), que é um
resumo quantitativo da intensidade da doenca ao longo do tempo, pode-se observar que todas

as dinamizac¢des homeopéticas também foram superiores estatisticamente a testemunha.
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Tabela 2 - Comprimento das lesbes (cm) no 4°, 8° e 12° dia apds a inoculacdo e area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em plantas de soja tratadas com
prata coloidal, em doses homeopaticas e ponderais e inoculadas com Sclerotinia

sclerotiorum

Comprimento lesdo (cm)

Tratamento AACPD®
4° DAIW 8° DAI 12° DAI
TNF®) 5,51 a® 10,91 a 14,45 a 92,73 a
TF® 5,19 a 9,41b 12,73 b 82,49 b
0,58 mg L6 458 b 9,26 b 12,03 b 78,56 b
1,75 mg L1® 4,97 b 9,27 b 12,58 b 81,42 b
2,92 mg L® 5,38 a 9,87 b 13,10 b 84,78 b
CV(%) 6,9 5,51 4,05 4,56
SH®) 571a 11,09 a 14,95 a 95,53 a
6CH® 3,59b 8,70 b 13,30 b 75,29 b
12CH 437b 8,98 b 13,60 b 78,47b
18CH 4,03 b 8,83 b 13,28 b 77,44 b
24CH 3,95b 9,07b 13,33 b 78,37b
30CH 4,78 a 9,46 b 13,23 b 82,34 b
CV(%) 15,51 7,51 5,59 7,68

(@8] DALI: dias ap06s inoculacéo.

(2) AACPD=Z[((ylL+y2)2)*t2-t1)].

3 TNF: testemunha néo ferida.

(4)  TF: testemunha ferida.

(5) Concentracdes de prata coloidal.

(6)  SH: solucéo hidroalcoodlica (mesmo teor alcool das homeopatias).

@) CH: centesimal hahnemanniana (escala na qual foram feitas as homeopatias).

(8) Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste Scott knott (P < 0,05).
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O menor avanco da doenca observado nas plantas tratadas previamente com
preparados homeopaticos em relacdo a testemunha pode significar que as homeopatias podem
funcionar como elicitores. Shah-rossi et al. (2009) também obtiveram atraso no avanco da
doenca pelo uso, anterior a inoculacdo, de homeopéticos. O experimento foi realizado
utilizando plantas de Arabidopsis thaliana infectadas com Pseudomonas syringae. O
tratamento que reduziu a doenca foi produto comercial composto por uma mistura de
diferentes nutrientes dinamizados (N, P, K, Mg, Ca, S, Fe, Cu, Co, Mn, B, Zn, V, Mo, Si, Ge
e 4cido urdnico) reduzindo a infeccdo em media 12,5%.

Rissato et al. (2016) também observou efeito de medicamentos homeopaticos na
evolucdo de S. sclerotiorum em plantas de feijao. Os tratamentos foram administrados no solo
trés dias antes da inoculagédo, no dia da inoculacéo e 3, 10 e 17 dias apos a inoculacdo, no
estudo todas as dinamizag0es testadas de Phosphorus (6 CH, 12 CH, 24 CH, 36 CH e 48 CH)
e a dinamizacdo 6CH de Calcarea carbonica reduziram o progresso da doenca.

Apesar de nenhum medicamento ter suprimido completamente a doenca, oS
resultados apresentados pelos tratamentos homeopéaticos se mostram significativos uma vez
que a cada 10% de dano no estddio R7, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum em
plantas de soja, ocorrem perdas de 133 a 333 kg ha* (JACCOUD FILHO et al., 2017). Assim,
a homeopatia de prata coloidal se mostra como uma possivel ferramenta no manejo da

doenca.

Estes resultados reforcam a premissa de Hahnemann (1984) de que a acdo do
medicamento homeopatico se da no doente e ndo na doenga. Segundo ele o medicamento
afeta a forca vital do individuo causando alteragdes em seu estado de salde, que exprime uma
acao oposta para assim reestabelecer seu equilibrio.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes nas quais o experimento foi conduzido a prata coloidal néo

influenciou no crescimento e desenvolvimento das plantas de soja e nem em sua nodulacéo.

As doses ponderais de prata coloidal apresentaram efeito fungistatico em S.
sclerotiorum, enquanto as homeopatias de prata coloidal nas dinamizagdes 12 e 18CH
aumentaram a velocidade de crescimento do fungo.

Quanto a producdo de gliceolina em cotilédones de soja foi observado que a prata
coloidal é elicitora no acimulo da fitoalexina. No que diz respeito as doses homeopaéticas a

dinamizacdo 18CH incrementou a concentracédo de gliceolina.

No experimento in vivo foi possivel detectar efeito da prata coloidal em dose
ponderal na reducdo da lesdo causada pelo fungo S. Sclerotiorum no 4° dia apés a inoculagéo
nas plantas de soja (concentracbes 0,58 mg L e 1,75 mg L?). Todas as dinamizacdes

homeopaticas de prata coloidal apresentaram efeito de diminuicédo da evolucéo da leséo.
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