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RESUMO

RODRIGUES, Cleverson. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Fevereiro de 2014. Uso de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis) no
controle alternativo in vitro de Colletotrichum gloeosporioides. Orientador: Jo&do
Aguilar Massaroto. Co-orientadora: Vanessa Cristina de Almeida Theodoro (in
memaoriam).

O atual padrao de vida da sociedade requer que haja o avangco em todos os
setores de producéo, industrial ou agricola. A agricultura, tdo bem sucedida no
aumento da produtividade dos alimentos €, no entanto altamente dependente
de insumos externos a propriedade, principalmente pelo uso de agrotoxicos,
tanto em volume como em quantidade de ingrediente ativo por area no Brasil,
trazendo sérios problemas ambientais, de saude publica e contaminacdo de
alimentos. A maioria das vezes esses produtos sdo utilizados no controle de
pragas e doencas, sendo investidos bilhdes de ddlares. Porém, aos poucos
ganha espago uma sociedade preocupada com desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel, principalmente para aquela agricultura familiar que
representa grande parte da producdo de alimentos que muitas vezes sao
consumidos ainda in natura, como frutas e hortalicas. Assim, ha o
desenvolvimento de pesquisas que visam aprimorar técnicas e propor meios
alternativos ao uso dessa gama de produtos quimicos disponiveis ho mercado,
e desde ja se mostram eficientes, sendo testado o potencial de extratos
vegetais que ainda sdo desconhecidos ou pouco difundidos, como o extrato
pirolenhoso. Este produto é oriundo da queima da madeira por meio da
condensacao da fumaca que € liberada a atmosfera, sendo um produto rico em
compostos minerais, que podem favorecer o bom desenvolvimento ao vegetal
ou agindo diretamente no fitopatdgeno. Fitopatébgenos como os fungos sédo
responsaveis por muitos danos a agricultura, como Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose em muitas culturas, agindo tanto
no campo quanto na pdés-colheita, prejudicando a lucratividade do produtor,
principalmente em locais quentes e umidos como a regidao Amazoénica. Além do
uso de extratos vegetais, recentemente tem sido realizadas pesquisas que
adotam o uso de preparados homeopaticos no sistema agricola, fato que vem
apresentando bons resultados também a campo, por se tratar de uma
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tecnologia social e permitir a liberdade de ag&o do agricultor em seu sistema de
producdo. Dessa maneira € de suma importancia o envolvimento da pesquisa
de cunho cientifico com os problemas locais, tentando propor meios que
possibilitem 0 manejo desses patdgenos que trazem sérios danos a producao,
principalmente a agricultura familiar.

Palavras-chaves: Extratos vegetais, antracnose, homeopatia na agricultura,
regido Amazonica.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Cleverson. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Fevereiro de 2014. Using pyroligneous extract of teak (Tectona grandis L.f.) on
the alternative control in vitro of Colletotrichum gloeosporioides. Adviser: Joao
Aguilar Massaroto. Co-advisor: Vanessa Cristina de Almeida Theodoro (in
memoriam).

The current living standard of society requires an improvement in all sections of
production, industry or agriculture. Agriculture, for instance, so successful in the
increasing of food productivity is, though, highly dependent on external inputs to
property, mainly by the use of pesticides, both in volume and amount of active
ingredient per area in Brazil, causing serious environmental and public health
problems and food contamination. Most of the time these products are used to
control pests and diseases, an action that requires the investment of billions of
dollars. However, it is gradually rising a society worried about the development
of a sustainable agriculture, especially to that family farming which represents a
large amount of food production that are often consumed freshly, such as fruits
and vegetables. Thus, it is taking place the development of research that aim at
improving techniques and propose alternatives to the use of such variety of
chemical products available in the market. These products already show
effective results, among them the tests with the potential of plant extracts that
are still unknown or less known, as the pyroligneous extract. This product
comes from the burning of wood through the condensation of the smoke that is
released to the atmosphere. It is a product rich in mineral compounds that can
promote good development to the plant or acting directly on the plant pathogen.
Plant pathogens such as fungi are responsible for extensive damage to
agriculture, such as Colletotrichum gloeosporioides, a causal agent of
anthracnose in many cultures, acting both on the field and in post-harvest,
hurting the profitability of the producer, especially in hot, humid places such as
the Amazon region. Besides the use of plant extracts, research that adopt the
use of homeopathic preparations in the agricultural system have been
conducted and have been showing good results also in the field, because it is a
social technology and allow freedom of action of the farmer in his production

system. Thus it is highly important the involvement of scientific research with
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local problems, trying to propose ways to allow the management of these
pathogens that bring serious damage to production, mainly through family

farming.

Key words: Plant extracts, anthracnose, homeopathy in agriculture, Amazon

region.
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1. INTRODUCAO GERAL

O modelo de producdo em que esta fundamentada a agricultura
atual, ainda requer muitas mudancas, a fim de melhorar o sistema como um
todo, abordando todos os aspectos envolvidos na dinamica de producéo
agropecuaria, seja: solo, planta, animal, agua e atmosfera. Tais mudancas
devem ser realizadas de modo a nédo agravar os danos ambientais gerados por
décadas de colonizagao.

A aplicacdo de defensivos quimicos € o principal meio de controle
fitossanitario usado por agricultores ha décadas, principalmente em extensas
areas agricolas, sendo gastos bilhdes de ddlares no controle de doencas, que
sdo responsaveis por cerca de 15% de perdas na producao agricola a nivel
nacional (AMORA, 2011). O wuso indiscriminado dessas substancias
organossintéticas gera inumeros problemas a salude humana e ao meio
ambiente, sem mencionar a total dependéncia do produtor ao sistema mercantil
das grandes multinacionais.

Da totalidade de area agricola nacional ativa, cerca de 24%, esta
representada pela agricultura familiar, e possui grande potencial para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, pois € bastante relevante em
termos econdmicos e sociais, representando 84% dos estabelecimentos
agropecuarios brasileiros (IBGE, 2006). De acordo com Altieri (2002), as
agriculturas familiares geralmente utilizam melhor os recursos como
biodiversidade, solo, agua, luz solar, conhecimentos locais, entre outros,
apresentando a possibilidade de melhorar a produtividade e incrementar os
servigos ecologicos e socioecondmicos desempenhados pela préatica agricola.

De modo geral a agricultura familiar explora diversas culturas,
principalmente olericolas e frutiferas, além da producdo animal e seus
derivados, que garantem a renda familiar de muitos dos pequenos produtores,
assentados nos programas de reforma agraria, cujas areas apresentam
pequenas extensdes de terra, tendo como alternativa a exploracdo de
policultivos a fim de manterem-se estaveis em suas propriedades.

Contudo é preciso que o produtor adote um novo modelo de
producdo no sistema agricola, incorporando praticas como a resisténcia

varietal, a rotagdo de culturas, alteracdo da época de plantio, a solarizacdo, a
1



biofumigacéo e a utilizacdo de extratos vegetais e outros compostos naturais
utilizados para a protecdo de plantas (PATRICIO, 2007), enfatizando o
desenvolvimento de tecnologias alternativas ao uso exclusivo de agroquimicos
para o controle de pragas e doencas, sendo esse um dos grandes desafios da
agricultura sustentavel (VENZON et al., 2006).

Para tanto, ha necessidade de um desenvolvimento tecnoldgico que
busque a autossustentabilidade do sistema agricola. Nesse sentido, uma
agricultura autossustentavel deve manter a complexidade existente na natureza
e ndo ser simplificada ao extremo como ocorreu no ultimo século, justamente o
século responsavel por ultrapassar diversos limites planetarios e tendo a
agricultura como uma das responsaveis (BETTIOL, 2013).

Segundo Caporal e Costabeber (2007), ao se discutir o
desenvolvimento rural sustentdvel devem ser analisadas as multidimensfes da
sustentabilidade, sejam: ecoldgica, ética, social, cultural, econdmica, e politica.
Nesse contexto, a realizacdo de pesquisas que visam inovar e produzir
informacdes, que possam ser utilizadas pelos produtores, a fim de melhorar
seus sistemas de cultivo € de suma importancia, principalmente quando alguns
fatores bioldgicos limitam o rendimento, a lucratividade e o sucesso da
producao.

Analisando a ciéncia da homeopatia, com seus conceitos, filosofias e
principios e, mediante as observacfes da familia agricola homeopata, Andrade
e Casali (2011), afirmam que a homeopatia € coerente com as bases
epistemolodgicas que norteiam a sustentabilidade, e é possivel inferir que a
homeopatia associada as praticas de manejo ecoldgicas tem permitido a rapida
transicdo dos agrossistemas as condi¢cdes mais equilibradas e sustentaveis.

Segundo Martin et al. (2005), os medicamentos homeopéticos, como
0S extratos vegetais, constituem uma alternativa de controle na producdo de
alimentos livres de agroquimicos, além de preservar recursos naturais e reduzir
0s custos producéo, preconizando a base de um sistema de produgdo mais
sustentavel.

Esses produtos tém sido empregados de forma empirica por muitos
agricultores familiares, que utilizam este sistema de cultivo com maior

aproveitamento dos recursos naturais a sua disposicao e de forma eficiente na
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inibicdo do desenvolvimento de varios organismos fitopatogénicos, sem
provocar efeitos indesejaveis ao ambiente (BETTIOL, 1991).

Assim, o0s extratos e Oleos essenciais extraidos de plantas vém
sendo utilizados em estudos visando a reducédo do uso de agroquimicos, com
resultados promissores no controle de varios fitopatdgenos. Pesquisas tém
mostrado que espécies vegetais comumente presentes na agricultura familiar,
como: alecrim (Rosmarinus officinalis), manjerona (Origanum majorana),
pitanga (Eugenia uniflora), erva cidreira (Melissa officinalis), nim (Azadirachta
indica), pimenta (Capsicum spp.), arruda (Ruta graveolens), dentre outras, ou
extratos vegetais como a manipueira e o pirolenhoso, tém sido utilizados de
diversas maneiras nos estudos in vitro e in vivo, verificando-se acao direta,
inibindo a producdo e germinacdo de esporos ou afetando o crescimento de
bactérias e fungos fitopatogénicos, quando ndo induzindo a producdo de
fitoalexinas, indicando a presenca de compostos com caracteristicas de
elicitores, tornando o hospedeiro mais resistente (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2003; CARNEIRO et al., 2007; PENTEADO, 2007).

A pesquisa realizada in vitro € o primeiro passo para identificar o
potencial de produtos oriundos de vegetais da flora nativa no controle de
fitopatégenos, dentre os quais, destaca-se o uso do extrato pirolenhoso,
oriundo da condensacdo da fumaca durante a queima da madeira, que ha
muito tempo vem sendo utilizado na agricultura como meio alternativo ao
controle de pragas e doencas e fonte de nutrientes, conforme relatado por
Campos (2007) e Zanetti (2004).

No entanto, seu uso é limitado nos sistemas de producdo de bases
agroecologicas, devido a presenca de compostos como o alcatrdo, que é
altamente poluente e conter componentes cancerigenos, como benzopirenos e
outros (CAMPOS, 2007). Tal problema pode ser resolvido com a adocdo da
pratica homeopatica na agricultura, pois a mesma permite o uso de inUmeras
substancias que outrora apresentam caracteristicas toxicas, seguindo o
principio da dose minima (CASALI et al, 2006).

Assim a experimentacdo de novos preparados homeopaticos no
meio rural, a partir de recursos locais tem sido valorizada, por ser vista como

estratégia de sustentabilidade, favorecendo a independéncia dos agricultores
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do auxilio técnico e do uso de recursos externos a propriedade (CUPERTINO,
2008), sendo considerada essa uma tecnologia social. Segundo Bonfim e
Casali (2011), a homeopatia vem sendo utilizada com grande sucesso na
producdo organica e em sistemas agroflorestais, adotadas principalmente no
controle de pragas e doencas.

Dentre os agentes etiolégicos que agravam o0s sistemas de
producdo, destacam-se os fungos, que geram danos primarios e agem numa
gama de hospedeiros trazendo sérios problemas fitossanitarios, nos quais
podemos destacar o fungo Colletotrichum gloeosporioides, promotor de
grandes prejuizos, principalmente, em épocas quente e chuvosas.

Este género apresenta ampla distribuicdo geografica no mundo,
causando as doencas denominadas antracnoses, que representam Sérios
problemas em regibes tropicais e subtropicais. Dentre essas a regido
Amazobnica, que segundo Siviero & Gasparroto (1995), trata-se de um
patdgeno limitante a producdo agricola na Amazoénia, na qual os danos e as
perdas gerados variam da cultura e de regido para regido, dependendo do tipo
de manejo empregado nas culturas, de acordo com tais autores as medidas de
controle deste patdgeno sao de dificil adogcédo e antieconébmicas para a maioria
dos agricultores dessa regiao.

Em geral, os sintomas da doenca sao caracterizados por manchas
necroticas, queima e queda de flores, podriddo e queda de frutos, cancro e
secamento de ramos, tombamento de plantas jovens, dentre outros (MENEZES
& OLIVEIRA, 1993).

E um importante como patégeno quiescente, causando podridées de
pos-colheita em frutos tropicais. O sintoma tipico da doenca caracteriza-se por
mancha de cor escura ou lesdes deprimidas com bordos ligeiramente elevados,
seguidas de uma necrose no tecido do hospedeiro, com bordos irregulares e a
presenca de uma massa de esporos alaranjada no centro (MAFFACIOLI,
2006).

Na literatura verifica-se diversos danos a inumeras espécies
agricolas, desde frutiferas, olericolas a ornamentais, sendo relatadas cerca de
230 espécies de hospedeiros (MENDES & URBEN, 2014), bem como afirmam

Almeida et al. (2003) em aceroleira; Benchimol (2004) em cupuaguzeiro; Silva
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et al. (2010) em cajueiro; Silva et al. (2006), Silva et al. (2009), Matos et al.
(2010), Rodrigues et al. (2011) e Rozwalka et al. (2008) em frutos de goiabeira,
mamoeiro, maracujazeiro e mangueira; Hellwig & Ueno (2009), Bonett & Cerri
(2011) em frutos de pimenta, pimentdo e jilo; Cardoso et al. (2001) em
cucurbitdceas e Lins & Coelho (2004) em flores tropicais como helicbnias e
bastao do imperador.

A necessidade de se buscar alternativas ao controle de
fitopatdgenos faz com que essa pesquisa seja 0 primeiro passo e tenha grande
importancia para o meio técnico-cientifico e rural, a qual prop6e como medida
alternativa ao uso de fungicidas o extrato pirolenhoso de teca (Tectona
grandis), por meio de doses simples e dinamizadas (homeopaticas), testadas
no desenvolvimento in vitro do fungo Colletotrichum gloeosporioides,
subsidiando futuras pesquisas a campo, sendo coerente com a visao ecoldgica

e holistica da agricultura sustentavel.
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3. CAPITULOS
3.1 FUNGITOXICIDADE DO EXTRATO PIROLENHOSO NO

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE Colletotrichum

gloeosporioides?®

! Artigo a ser submetido no periédico Summa Phytopathologica



Resumo — (Fungitoxicidade do extrato pirolenhoso no desenvolvimento in vitro
de Colletotrichum gloeosporioides). Produtos oriundos de fontes renovaveis
tém sido estudados para uso na agricultura, possibilitando incrementos na
producdo das culturas agricolas, como no caso do extrato pirolenhoso. A
pesquisa visou avaliar o potencial fungitoxico do extrato pirolenhoso de teca
(Tectona grandis L.) no crescimento micelial, esporulacdo e germinacédo de
esporos de Colletotrichum gloeosporioides. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticbes. Foram testadas cinco doses do extrato pirolenhoso (0, 25, 50, 100,
150 mL L™) seguindo a metodologia pour-plate em 10 mL de meio batata-
dextrose-agar e mantidos em sala de incubacéo a 25 + 2°C com fotoperiodo de
12 horas por oito dias. Foram avaliadas as variaveis crescimento micelial (cm),
indice de velocidade do crescimento micelial, inibicAo do crescimento (%),
inibicdo de esporulacéo (%) e germinagéao dos esporos (%). Para o crescimento
micelial, assim como no indice de crescimento micelial, inibicdo de esporulacdo
e germinagcdo, houve reducdo a medida que se elevou as doses. A
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi de 56% para maior dose
(150 mL L™). O extrato pirolenhoso de teca exerce acgdo fungitdxica direta
sobre o crescimento, esporulacdo e germinacao in vitro do fungo Colletotrichum
gloeosporioides.

Palavras-chave: Controle alternativo, antracnose, germinacdo de esporos,
esporulagéo.

Abstract - (Fungitoxicity of the pyroligneous extract in the development in vitro
of Colletotrichum gloeosporioides). Products derived from renewable sources
have been studied for their use in agriculture enabling increments in the
production of agricultural culture, such as in the case of the pyroligneous
extract. The research aimed at evaluating the fungitoxic potential of the
pyroligneous extract of teak (Tectona grandis L.) on mycelial, sporulation and
spore germination of Colletotrichum gloeosporioides. The experiment was
conducted in completely randomized design with five treatments and four
replications. Five doses of pyroligneous extract were tested (0, 25, 50, 100, 150
mL L™) following the pour-plate methodology in 10 mL of potato dextrose agar
media and kept in the incubating room maintained at 25 + 2°C in a 12 hour-
photoperiod for eight days. Mycelial growth variables (cm), mycelial index
growth speed, growth inhibition (%), sporulation inhibition (%) and spore
germination (%) were evaluated. There was a reduction for the mycelial growth
as well as for the rate of mycelial growth, sporulation inhibition and spore
germination as the doses were increased. The percentage inhibition of mycelial
growth was 56 % for the highest dose (150 mL L™). Pyroligneous extract of teak
(Tectona grandis L.) has a direct fungitoxic action on growth, sporulation and
germination in vitro of the fungus Colletotrichum gloeosporioides.

Key words: Alternative control, anthracnose, spore germination, sporulation.
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Introducéo

Na agricultura a viabilidade de utilizacdo de produtos advindos de
fontes renovéaveis tem sido estudada, possibilitando incrementos na producao
das culturas agricolas (SILVEIRA, 2010).

Um desses produtos € o extrato pirolenhoso, obtido por meio da
condensacao da fumaca liberada no processo de carbonizagdo da madeira
para producdo de carvdo. Trata-se de um liquido de coloragdo amarela a
marrom avermelhada, podendo ser de diferentes espécies vegetais (PORTO et
al. 2007; SILVEIRA, 2010), o que lhe confere caracteristicas peculiares.

Segundo Yotzchetz Janior (2009), de modo geral o extrato
pirolenhoso € composto de acido pirolenhoso, que pode ser definido como uma
solucédo aquosa de acidos acético e formico, metanol e alcatrdo soluvel, além
de outros constituintes menores como: compostos fendlicos, acidos,
componentes neutros, alcoois e micronutrientes, sendo que a maior parte €
constituida por agua (85%). Possui cerca de 200 tipos de compostos, que
interagem sinergicamente promovendo efeito benéfico as plantas. Quando
aplicado ao solo, melhora as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas,
favorecendo a absorcédo dos nutrientes pelas plantas (ZANETTI, 2004).

Pesquisas desenvolvidas no Japdo e observacOes realizadas na
pratica revelam que o extrato pirolenhoso repele determinados tipos de pragas
e previne algumas doencas, permitindo, inclusive, a reducdo na dosagem de
defensivos (MIYASAKA et al., 2001). Porém, ainda sdo escassas as
informacdes cientificas quanto a sua eficacia no solo, nas plantas, no combate
as pragas bem como as concentracdes ideais a serem utilizadas (CAMPOS,
2007; PORTO et al., 2007).

O extrato pirolenhoso vem atraindo a atencdo de pesquisadores e
técnicos de varias areas, principalmente agronémica, como alternativa de um
produto mais natural quando comparado a compostos organossintéticos.
Convém destacar que a utilizacdo do extrato pirolenhoso na agricultura,
embora seu efeito comprovado no controle de pragas e doencas em plantas,
ainda necessita de maiores informacdes e estudos complementares (CAMPOS,
2007).
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Segundo Saigusa (2002), o efeito ativador ou inibidor do extrato
pirolenhoso sobre os organismos vivos depende de sua concentragdo. O autor
relata que, no caso de microrganismos, a solucdo tem efeito imediato e pouco
duradouro, porém é eficiente para recuperar a vitalidade e ao mesmo tempo
fortalecer o sistema de defesa que existe na planta, reduzindo assim, o nivel de
danos causados por microrganismos, podendo ser adotado juntamente a
outras praticas agroecoldgicas.

Uma das espécies amplamente exploradas nas atividades
silviagricolas que poderia ser utilizada para producdo do extrato pirolenhoso é
a teca (Tectona grandis). Durante seu uso e processamento, sdo gerados
grande volume de residuos madeireiros, que podem ser destinados a producéo
do carvdo vegetal, e consequentemente na conversdo da fumaca em extrato
pirolenhoso. Estudos quimicos da teca relatam a presenca de uma substancia
pertencente a classe da tectoquinona, presente na idade adulta, a qual séo
atribuidas algumas propriedades antifungicas, bactericidas e repelentes de
alguns insetos, conferindo alta durabilidade quando exposta aos rigores do
tempo (RAGUNATHAN et al., 1996).

Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o
potencial de doses de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis) no
crescimento micelial, esporulacdo e na germinagdo de esporos in vitro de

Colletotrichum gloeosporioides.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia da
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta
Floresta. A pesquisa compreendeu duas etapas, sendo a primeira para a
verificacdo da acao fungitdxica in vitro de doses do extrato pirolenhoso sobre o
crescimento micelial e esporulacdo do fungo Colletotrichum gloeosporioides e a

segunda para verificacdo dessas doses na germinacao dos esporos.

Obtencéao do extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso foi obtido de residuo madeireiro de teca
(Tectona grandis) no ano de 2009, pelo Laboratério de Tecnologia da Madeira
da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta
Floresta, através do processo de carbonizacdo em forno de tijolo a 180°C.

O extrato pirolenhoso obtido permaneceu acondicionado em vidro
ambar durante pouco mais de quatro anos, periodo suficiente para ocorrer a
decantacdo do extrato e sua separacao em fases, sendo que a fase superior
contém Oleos leves, a fase central o pirolenhoso puro e a fase inferior o
alcatrdo (MIYASAKA et al., 2001), dispensando processos de purificacdo para
eliminar possiveis compostos que poderiam comprometer a utilizacdo do
mesmo, como o alto teor de alcatréo.

Com a separacado do extrato em fases pelo processo de decantacao,
foi utilizada no experimento a parte central do liquido decantado, que

compreende a porcéo pirolenhosa, com pH préximo de 3,05.

Obtencédo do patéogeno Colletotrichum gloeosporioides

Folhas de cajueiros (Anacardium occidentalle) presentes na regido
de estudo, com quadro sintomatologico da doencga antracnose, foram coletadas
e levadas ao Laboratério de Microbiologia, a fim de isolar o agente causal. O
isolamento foi realizado adotando-se procedimentos padrbes para isolamento
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), conforme método descrito por
Alfenas & Mafia (2007).
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Apés tal procedimento, o fungo foi repicado para demais placas de
Petri até obtencdo de cultura pura, mantendo-as em camara de germinacao

tipo BOD, com fotoperiodo de 12 horas a 25°C.

Biotestes in vitro para determinacédo da atividade antifungica

A primeira etapa envolveu os testes de crescimento micelial e
esporulacdo, dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
cinco tratamentos (doses de extrato pirolenhoso) e quatro repeticbes cada,
sendo a repeticdo composta por sete unidades amostrais (placas de Petri).

A segunda etapa envolveu o teste de inibicdo da germinacédo de
esporos, organizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
cinco tratamentos (doses de extrato pirolenhoso) e quatro repeticbes cada,

sendo a repeticao representada por uma lamina de microscopia.

Testes de desenvolvimento micelial
Teste de inibicdo do crescimento micelial

Para a verificacdo da fungitoxicidade no crescimento micelial e
esporulacdo, foi utilizado o extrato pirolenhoso de teca (EP; em cinco
dosagens (0, 25, 50, 100 e 150 mL L™), seguindo a metodologia pour-plate, na
qgual a quantia proporcional da referida dose foi depositada em placas de Petri
de 9 cm de didametro e em seguida vertido 10 mL do meio de cultura fundente
(BDA), havendo assim a completa homogeneizacao do meio.

Apés a solidificacdo do meio, foi depositado ao centro da placa um
disco de 10 mm da cultura pura, previamente incubada por 10 dias em meio
BDA. Em seguida, tais placas foram vedadas com plastico filme e mantidas em
sala de incubacéo a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagbes foram realizadas diariamente apds 48 horas de
inoculacdo, através de medi¢cdes do didmetro das colbnias (média de duas
medidas diametralmente opostas) com auxilio de uma régua milimetrada,
obtendo-se uma média para cada repeticdo, até 0 momento em que quinze
placas de Petri (50%+1 do total de placas) de um mesmo tratamento

apresentassem coloniza¢cdo minima de ¥ da superficie do meio.
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As variaveis resposta obtidas no teste de inibicdo de crescimento
micelial foram:

e Crescimento fungico: determinado a partir dos valores de crescimento
micelial, utilizando as médias da Ultima observagéo de cada repeti¢cdo do
respectivo tratamento.

¢ Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM): obtido a partir das
médias dos valores diarios de crescimento micelial de cada tratamento,

conforme proposto por Oliveira (1991);
IVCM = 2@ onde;
D = didametro médio atual da coldnia;

D, = diametro médio da colonia do dia anterior;

N = numero de dias ap0s a inoculacao

e Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC): obtido por meio
das médias finais de crescimento das repeticbes, a qual compara o
didmetro médio (cm) dos tratamentos em relacdo a testemunha, por
meio da férmula de Abbott (1925).

PIC = [(Q) da testemunha - @ do tratamento)] x 100
@ da testemunha

Teste de inibicdo da esporulacao

O teste de inibicdo da esporulacéo foi realizado ao término do teste
de inibicdo de crescimento micelial. Para a determinacdo da concentracdo de
esporos por mililitro, foi utilizada solugcéo de esporos de cinco placas aleatorias
de cada tratamento, na qual foram adicionadas 10 mL de agua destilada estéril
por placa. Com auxilio da alca de Drigalski, efetuou-se a friccdo sobre o
micélio, seguido de filtragem em gaze.

Em seguida, uma aliquota de 100 pL da solugcdo pura, oriunda das
cinco placas, foi depositada em camara de Neubauer e observada em
microscopico optico a fim de efetuar a contagem dos esporos.

Apds a contagem dos esporos, os dados foram inseridos no

programa computacional CALIBRA versédo 2011, disponibilizado pela Embrapa
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Meio Ambiente, para a determinagdo da concentracdo de esporos por mililitro
(SANTOS et al., 2011).

Teste de germinacao
Curva de germinacgéo de esporos

Com o objetivo de avaliar o periodo necessario para a maxima
germinacao dos esporos de C. gloeosporioides, foi estabelecida uma curva de
germinacdo de esporos, relacionando a porcentagem de germinagcdo com o
tempo necessario para a germinacao.

Para esse teste, utilizou-se uma aliquota de 100 pL da suspenséao de
esporos (1,7x10° esporos mL™) depositada em camara de Neubauer, que foi
incubada em camara umida em BOD na auséncia de luz a 25°C, durante 2, 4,
6, 8 e 10 horas, totalizando cinco periodos de avaliacdo, com quatro repeticées
cada. As observacgdes foram realizadas em microscopio 6ptico ao final de cada

periodo, efetuando-se a contagem dos esporos germinados.

Teste de inibicdo da germinacao dos esporos

Para determinar a inibicdo da germinacédo dos esporos, aliquotas de
100 uL, sendo compostas por 50 uL da suspensdo de esporos (8,5x10°
esporos mL™) somada a 50 pL de cada dose de extrato pirolenhoso (0, 25, 50,
100 e 150 mL L™) foram colocadas em lamina de microscopia revestida por
uma camada delgada de &gar-dgua a 1%. As quatro laminas de cada
tratamento foram incubadas em camara Umida no escuro, mantidas em BOD a
25°C por oito horas.

O critério para considerar o esporo germinado obedeceu a descricédo
de Ulloa & Hanlin (2000), que descreve o tubo germinativo como uma hifa curta
que cresce a partir do poro germinativo durante a germinacdo e que tem
desenvolvimento continuo sob condi¢bes favoraveis, formando uma hifa de
maior comprimento (micélio), sendo também considerada como uma nova fase
assimilativa do fungo. Do ponto de vista deste experimento, foi considerado o
tubo germinativo completo quando seu comprimento foi igual ou superior a

largura do esporo.
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Em seguida, junto ao microscopio optico, procedeu-se a avaliagdo
do teste por meio de registro fotografico com ocular digital e objetiva com 400x
de aumento. Posteriormente, projetou-se sobre essas imagens uma malha
quadriculada (2x2 cm), a fim de aleatorizar a contagem dos esporos

germinados, sendo contados 100 esporos para cada repeticéo.

Analise estatistica

Os valores obtidos para crescimento micelial, indice de velocidade
de crescimento micelial, porcentagem de inibicdo do crescimento, inibicdo e
curva de germinacao de esporos foram submetidos a andlise de variancia pelo
teste de F, procedendo-se a analise de regressdo para as concentracoes
testadas a um nivel de significancia de 1%, por meio do programa estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011). Para a inibicdo da esporulacdo, efetuou-se
apenas comparativo descritivo das médias observadas.
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Resultados e Discussao

Foi observada reducdo gradativa no crescimento micelial & medida
em que aumentou a concentragéo do extrato pirolenhoso de teca (Figura 01).

Donde et al. (2013), verificaram comportamento semelhante no
crescimento micelial do fungo Phytophthora sp. quando submetido as doses do
extrato pirolenhoso de teca, observando reducdo da miceliagdo de acordo com
a elevacdo da dosagem, cuja maior eficiéncia foi proporcionada na maior dose
(200 mL L™ com 0,31 cm). Tal comportamento também foi verificado neste
estudo, havendo elevado crescimento micelial para a testemunha (3,78 cm), e
uma reducdo desse crescimento conforme se elevava a dosagem do extrato

com menor miceliacdo na maior dose (1,64 cm) apos oito dias de inoculacéo.

E 47
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Figura 01- Crescimento micelial (cm) do fungo Colletotrichum gloeosporioides sob a
aplicacdo de doses de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), apods oito dias de
incubacdo. CV (%) 2,87. Alta Floresta, 2013.

Silva et al. (2013), em estudos in vitro utilizando o extrato
pirolenhoso de teca na dose 100 mL L™ verificaram significativa eficiéncia de
controle no desenvolvimento do fungo Rhizoctonia solani, restringindo o total
desenvolvimento do micélio, assim como Santos Junior et al. (2013), que na
mesma dose e em diferentes concentracbes do produto verificaram a total
inibicdo do crescimento micelial em concentragdes acima de 50%. No entanto,
nessa pesquisa, dentro dos valores observados na mesma dose (100 mL L™),
houve miceliagédo (2,36 cm), porém um valor inferior que a dose anterior.

Matos et al. (2011), avaliando a acdo fungistatica do extrato

pirolenhoso de teca sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea,
18



verificaram que nos tratamentos acima de 50 mL L™ ocorreu a maior supress&o
de miceliacdo; ainda, observaram que a média de colonizacdo da maior dose
(100 mL L™) foi de 1,04 cm enquanto que a testemunha foi de 4 cm em mesmo
periodo, eficiéncia semelhante ao observado neste ensaio.

Assim o extrato pirolenhoso reduz o crescimento micelial de alguns
fungos, dentre os quais o Colletotrichum gloeosporioides, conforme
comprovado neste experimento.

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), pode ser
observado na Figura 02, verificando que a velocidade de desenvolvimento do
fungo na testemunha (indice de 0,55) é praticamente duas vezes maior do que
na maior dose (indice de 0,28). Da mesma forma, Donde et al. (2013),
estudando o comportamento do Phytophthora sp. sob a acdo do extrato
pirolenhoso de teca, observaram reducdes significativas para o IVCM, tendo a
maior dose (200 mL L™) o menor indice (0,09) e a testemunha um indice de
0,74. Santos Junior et al. (2013), também relatam reducéo significativa no
indice de velocidade do crescimento micelial de Rhizoctonia solani com valores

de 0,14 a uma concentracdo de 25% de extrato pirolenhoso e 0,73 para

testemunha.
0,55
y =-0,0018x+ 0,5571
Rz =0,88*
= 0,45
O
=
0,35 -
0,25 T T T T
0 25 50 100 150
Doses (mL L)
Figura 02 - Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) do fungo

Colletotrichum gloeosporioides sob a aplicacdo de doses de extrato pirolenhoso de
teca (Tectona grandis), com oito dias de incubacdo. CV (%) 3,16. Alta Floresta, 2013.

O aumento das doses de extrato pirolenhoso promoveu maior

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), com uma taxa maxima
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de 56,31% de inibicdo para a maior dose (150 mL L™?) quando comparado a
testemunha (Figura 03).

Resultados semelhantes a esse foram relatados por Matos et al.
(2011), os quais afirmam ocorrer aumento da taxa de inibicdo do crescimento
de Botrytis cinerea a medida em que se aumenta as doses de extrato
pirolenhoso de teca, com pico de inibicdo de 60% quando comparado a
testemunha. Donde et al. (2013) e Santos Junior et al. (2013) em suas
pesquisas com Phytophthora sp. e Rhizoctonia solani, encontraram percentuais
de inibicdo de 91% na dose 200 mL L™ e 100% quando em 100 mL L™,

respectivamente.
801 y=0,3831x- 1,1497
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Figura 03 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Colletotrichum gloeosporioides sob a aplicacdo de doses de extrato pirolenhoso de
teca (Tectona grandis), apos oito dias de incubagcéo. CV (%) 9,56. Alta Floresta, 2013.

As trés caracteristicas analisadas para a avaliacdo da inibicdo do
crescimento micelial de C. gloeosporioides em funcdo do uso de extrato
pirolenhoso de teca apresentaram comportamento convergente e
demonstraram eficiéncia do mesmo no intuito de reduzir o desenvolvimento do
fungo, comprovando informacgfes da literatura sobre o potencial do produto
para utilizacdo como agente fitossanitario.

Assim como no teste de inibicdo do crescimento micelial, também
ocorreram alteracdes nas taxas de esporulacdo do fungo C. gloeosporioides,
variando de acordo com a dosagem aplicada.

E observado na Figura 04, um pico maximo de esporulacdo (11x10°

esporos mL™) quando utilizado 50 mL L™. Tal fato ocorre, provavelmente, pois
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quando em menores dosagens O extrato pirolenhoso pode promover um
estresse ao fungo, onde 0 mesmo, como mecanismo de atague e
sobrevivéncia eleva a producdo de esporos, 0 que garante posteriormente
maiores chances de colonizacao e disperséao.

Este fato ficou evidente em outros experimentos com controles
alternativos, como observado por Balbi-Pefia et al. (2006), verificando a
eficiéncia de extratos de curcuma em Alternaria solani, onde a concentra¢do do
extrato a 1% inibiu 10% a producéo de esporos a mais que quando comparado
a concentracdo de 10%; Moura et al. (2012), com diferentes concentracdes de
extrato de capim-limdo na taxa de esporulacdo do fungo C. gloeosporioides,
verificaram que a concentracdo de 25% o numero de esporos duplica em
comparacdo com a concentracdo anterior, de 20% (1,0 x 10%).

A dose de 50 mL L* promoveu desenvolvimento micelial
intermediario (Figura 01), ou seja, ocorreu restricdo no crescimento médio
micelial quando comparado a testemunha, no entanto proporcionou aumento
de 74% na producédo de esporos em relacdo a testemunha.

A menor concentracéo de esporos ocorreu na dose de 150 mL L™,
com 1,3 x 10° esporos mL™; logo a limitacdo do crescimento micelial (1,64 cm)
atingiu um nivel fungistatico, que reduziu a esporulagdo nesse tratamento em

cerca de 80% quando comparado & testemunha (6,3 x 10° esporos mL™).
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Figura 04 — Esporulacéo do fungo Colletotrichum gloeosporioides, ap0s crescimento
micelial em meio acrescido de doses de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis),
apos oito dias de incubacéo. Alta Floresta, 2013.
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A determinacdo do periodo apropriado de incubagcdo para a
germinacao de esporos de fungos fitopatogénicos € de suma importancia, pois
permite a otimizacdo do uso do tempo na realizacdo de experimentos, bem
como garante o sucesso quando se estuda o desenvolvimento e fisiologia da
espécie local em estudo. A literatura apresenta divergéncia quanto a esse
periodo, conforme observado em diversos estudos como Kumar & Kumar
(1980), que relata cerca de seis horas de incubacao para Alternaria alternata,
Curvularia pallescens e Drechslera australiensis; Celoto et al. (2008) e Moura
et al. (2012) descrevem um periodo de nove horas para Colletotrichum
gloeosporioides; Balbi-Pefia (2005), relata um periodo de doze horas para
Alternaria solani e hd casos extremos de até trinta seis horas, como descrito
por Gulart (2009) para Colletotrichum lindemuthianum.

A curva de germinacdo in vitro dos esporos de Colletotrichum
gloeosporioides pode ser observada na Figura 05, na qual se verifica que a
maxima germinagao ocorreu apos 8,8 horas de incubacdo (69,87%), muito
préximo aos periodos que o antecedem, evidenciando que a partir das seis
horas de incubacdo atingem-se patamares acima de 60% de germinacgao, (6
horas 62% e 8 horas 67%).

Esse comportamento germinativo, cujas médias se concentraram
numa faixa de 60-70% de germinacdo, € relativamente baixo quando se
observou outra varidvel como a porcentagem de germinacéo na dose zero com
germinacao de 98% (Figura 06), esse fato pode estar relacionado a suspensao
de esporos utilizada na montagem do experimento que determinou a curva de
germinacao (1,7x10° esporos mL™).

Geralmente altas concentracbes de esporos de Colletotrichum
gloeosporioides e outras espécies do género, sao atribuidos a presenca do
acumulo de material extracelular, chamado de mucilagem (exsudado de
coloracdo alaranjada, com grande quantidade de esporos) comumente
encontrada nas colbnias fangicas in vitro, ou em condigbes ambientais
favoraveis, a qual esta envolvida na sobrevivéncia, dispersdo e na
patogenicidade de espécies desse género. Segundo Mercure et al. (1994),
Leite & Schadeck (1996) Bergstrom & Nicholson (1999), citados por Ferreira et

al. (2009), essa mucilagem conidial, € capaz de controlar a germinacdo dos
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esporos, verificando que quando em acérvulos ou suspensdo com alta
concentracéo, ocorre auto inibicdo da germinacéo pela presenca da substancia
denominada micosporina-alanina, podendo ser atribuido a esse fato a baixa

germinacéo na curva.

75 - y =-1,5216x2 + 26,880x - 48,92
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Figura 05 - Curva de germinacdo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides ao
longo do tempo. CV (%) 19,57. Alta Floresta, 2013.

De acordo com os resultados obtidos, a partir de oito horas de
incubacdo, a germinacdo é maior que 60%, sendo este intervalo de tempo
satisfatorio para se avaliar o efeito de produtos fungitéxicos na germinacao de
esporos de C. gloeosporioides.

A Figura 06 apresenta o efeito das doses de extrato pirolenhoso no
processo de germinagdo dos esporos. Houve reducdo na capacidade
germinativa do esporo com o aumento da dose, com um pico de germinacao de
98% para a dose zero e valor minimo de 85,81% quando aplicado 150 mL L™.
Foi constatada reducgéo proxima de 13% na taxa de germinacdo entre a menor
e a maior dose.

Notou-se que, as dosagens 25 e 50 mL L™ apresentaram baixas
porcentagens de inibicdo na germinagéo (abaixo de 3%) quando comparado a
testemunha. Dosagens baixas que se comportam de modo semelhante ou
proximo a testemunha no processo de germinacao, poderiam nao interferir no
processo de infeccéo (penetracdo do fungo na planta), conforme relatam Balbi-

Pefia et al. (2006), e estariam atuando através de outros mecanismos em
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etapas posteriores do ciclo

colonizagéo.
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Figura 06 - Germinacgao de esporos de Colletotrichum gloeosporioides sob a aplicacdo
de doses de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), apds oitos horas de
incubacao. CV (%) 3,79. Alta Floresta, 2013.

Os resultados obtidos em relacdo a germinacao e esporulacao de C.

gloeosporioides corroboram o0s resultados encontrados nas avaliacbes de

crescimento micelial deste estudo quanto a acdo do extrato pirolenhoso de teca

como agente fungitéxico in vitro, sendo o primeiro passo para identificar o

potencial desse produto no controle de fitopatdégenos. No entanto, pesquisas in

vivo devem ser realizadas para comprovacdo de sua eficiéncia, avaliando a

resposta do mesmo quando em interacdo com demais fatores em situacdes de

cultivo a campo.
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Conclusdes

O extrato pirolenhoso de teca, nas condicbes em que foi
desenvolvida a pesquisa, apresenta acao fungistatica sobre o crescimento
micelial, esporulagdo e germinacdo de esporos de Colletotrichum

gloeosporioides.
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3.2 FUNGITOXICIDADE DE ALTAS DILUICOES DE EXTRATO
PIROLENHOSO NO DESENVOLVIMENTO DE Colletotrichum

gloeosporioides?®

1Artigo a ser submetido no periodico Revista Brasileira de Agroecologia
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Resumo - (Fungitoxicidade de altas diluicbes de extrato pirolenhoso no
desenvolvimento de Colletotrichum gloeosporioides). O uso de técnicas
homeopaticas torna-se uma medida alternativa de controle para inameros
fatores bidticos e abioticos, reduzindo assim os danos gerados pelo uso
indiscriminado de agroquimicos, principalmente na éarea fitossanitaria. A
pesquisa visou avaliar in vitro a fungitoxicidade de altas diluicbes ou
dinamizacdes do extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), no crescimento
micelial, esporulacdo e germinacao do fungo Colletotrichum gloeosporioides. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com nove
tratamentos e quatro repeticoes. Foram testadas seis dinamizacdes em escala
centesimal do extrato pirolenhoso de teca (3, 9, 15, 21, 27 e 33 CH) e trés
testemunhas (agua destilada, tintura mée, solu¢ao hidroalcodlica 30%). Todos
os tratamentos foram diluidos a 0,1% em meio BDA, em seguida vertido nas
placas de Petri e mantidos em sala de incubacao a 25 + 2°C com fotoperiodo
de 12 horas por oito dias. Foram avaliadas as variaveis crescimento micelial
(cm), indice de velocidade do crescimento micelial, porcentagem relativa de
desenvolvimento micelial (%), inibicdo da esporulacdo e germinacdo dos
esporos (%). Os tratamentos ndo diferiram entre si para as variaveis
crescimento micelial e porcentagem de germinacdo dos esporos, o indice de
velocidade de crescimento micelial diferiu apenas para tintura mae e a 27 CH.
As variaveis porcentagem relativa de desenvolvimento e esporulacao oscilaram
de acordo com a dinamizacdo, com reducdo maxima de 7% na PRD (33 CH) e
aumento de 70% na esporulacédo (3 e 21 CH) diferindo-as das testemunhas. De
modo geral o extrato pirolenhoso dinamizado nao apresentou fungitoxicidade
expressiva no crescimento, esporulacéo e germinagao de C. gloeosporioides.

Palavras-chave: Homeopatia, antracnose, crescimento micelial, esporulacéo.

Abstract - (Fungitoxicity of high dilutions of the pyroligneous extract in the
development of Colletotrichum gloeosporioides). The use of homeopathic
techniques becomes an alternative control measure for various biotic and
abiotic factors, thus reducing the damage caused by the indiscriminate use of
agrochemicals, especially in the phytosanitary area. The research aimed at
evaluating in vitro the fungitoxicity of high dilutions or dinamizations of the
pyroligneous extract of teak (Tectona grandis L.) on mycelial growth,
sporulation and germination of the fungus Colletotrichum gloeosporioides. The
experiment was arranged using a completely randomized factorial design with
nine treatments and four replications. Six dinamizations were tested in a
centesimal scale of the pyroligneous extract of teak (3, 9, 15, 21, 27 and 33CH)
and three controls (distilled water, tincture, 30% of hydroalcoholic solution). All
treatments were diluted to 0,1% on PDA, then poured in Petri dishes and kept in
incubation room at 25 = 2°C in a 12 hour-photoperiod for eight days. Mycelial
growth variables (cm), mycelial index growth speed, relative percentage of
mycelial growth (%), inhibition of sporulation and spore germination (%) were
evaluated. The treatments did not differ for the variables mycelial growth and
percentage of spore germination. Mycelial index growth speed differed only for
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mother tincture and at 27CH. The variables: relative percentage of development
and sporulation varied according to the dinamization, with maximum reduction
of 7 % in RPD (33CH) and an increase of 70% in sporulation (3 and 21CH)
differing from the controls. Generally, the dinamized pyroligneous did not show
significant fungitoxicity on growth, sporulation and germination of C.
gloeosporioides.

Key words: Homeopathy, anthracnose, mycelial growth, sporulation.
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Introducéo

Preconizada pelo médico alemdo Samuel Hahnemann em 1796, a
homeopatia, termo oriundo do grego 6moios, “semelhante”, e pathos, “doente”,
designa o método terapéutico baseado na lei natural de cura “simila similibus
curantur”, ou seja, o semelhante serd curado pelo semelhante. A ciéncia da
homeopatia € embasada na observagdo, na experimentagdo e no
reconhecimento e respeito pelas leis da vida, sendo seus principios aplicados a
qualquer nivel de complexidade, atuando na forca vital do ser, restabelecendo
o equilibrio (ANDRADE & CASALI, 2011).

Tal ciéncia tem como base a experimentacdo das preparacdes
altamente diluidas e sucussionadas, cujos fenbmenos atendem aos critérios
rigidos da ciéncia moderna por serem repetitiveis, quantificaveis, descritiveis,
previsiveis e terem relacdo causa-efeito. Trata-se de uma ciéncia com filosofia,
metodologia e principios préprios (CASALI et al., 2006).

Assim, essa ciéncia tem como pilares quatro principios
fundamentais: semelhante cura semelhante — qualquer substancia que possua
a propriedade de despertar sintomas, de qualquer ordem, no experimentador
sadio, sera capaz de curar, em doses adequadas, o organismo enfermo com
sintomas semelhantes (LISBOA et al, 2005); experimentacdo no organismo
sadio — (patogenesia) refere-se ao procedimento sisteméatico de testar as
substancias homeopatizadas em organismos saudaveis, visando conhecer a
acao (sintomas) dessas substancias no organismo vivo sadio (CASALI et al.,
2006); doses minimas — a utilizacdo de doses minimas é uma forma de diminuir
a toxicidade de substancias em doses ponderais, permitindo o uso de
substancias altamente toxicas, sem causar mal ao paciente (ROSSI, 2005);
medicamento Unico — particularmente durante a experimentacéo, na qual o uso
de mais de uma substédncia ao mesmo tempo pode mascarar os efeitos
individuais de cada uma (CASTRO, 2013).

Ha relatos de que a homeopatia chegou ao Brasil em 1840, sendo
incorporada a cultura popular por médicos que ousavam contrariar a
hegemonia médica, como um meio de curar as enfermidades da época
(DUARTE, 2003).
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Inicialmente a homeopatia era destinada ao uso humano, nao
havendo mencédo de Hahnemann do emprego desta ciéncia em vegetais ou
outros animais, entretanto, o préprio Hahnemann afirmou em sua obra o
Organon da arte de curar’ que “se as leis da natureza que proclamo sdo
verdadeiras, entdo elas podem ser aplicadas a todos os seres vivos”. Assim, a
partir de 1920, no Instituto de Biologia (Stuttgart, Alemanha), surgem pesquisas
com uso dessa ciéncia no meio rural, onde se tem relato das experimentacoes
em plantas (BONATO, 2009; ANDRADE & CASALI, 2011).

Os primeiros experimentos com vegetais foram realizados por
Kolisko e Kolisko em 1923, orientados por Rudolf Steiner, trabalhando com
muitas espécies vegetais e cerca de 300 preparados homeopaticos; a partir da
década de 70, diversos autores como Khanna & Chandra (1976), Kumar &
Kumar (1978) e Sinha & Singh (1983) realizaram novos ensaios com vegetais e
também microrganismos na Europa e na india. Esses experimentos tornam-se
mais frequentes na década de 90, quando também diversas pesquisas
agrondmicas iniciaram no Brasil pelas escolas superiores de Vigcosa-MG (UFV)
e Maringa-PR (UEM) (ROSSI, 2005). De modo geral essas pesquisas visam
verificar o efeito dos preparados homeopaticos, no organismo (vegetal, animal
ou microbiolégico), de modo a restabelecer seu equilibrio vital.

Nesse contexto surge o termo agrohomeopatia, que tem o objetivo
de levar satde ao meio rural. E uma das ciéncias que se baseia no vitalismo e
nos principios agroecolégicos para conhecer a natureza, sua biodiversidade,
seus ciclos biolégicos, suas interacBes e principalmente sua energia vital
(ROSSI, 2005), ou seja, conservam a visao de totalidade do ser vivo de modo
holistico, assim a doenca é tida como um desequilibrio da forca imaterial que
mantém a vida (BARBOSA NETO, 2006).

O uso da homeopatia na agricultura organica tem amparo legal na
Instru¢cdo Normativa n° 07, publicada no Diério Oficial da Unido em 19 de maio

de 1999. Esta normativa estabelece as normas de producgéo organica no Brasil,

1. 0 livro Organon Del Heilkunst (Organon da arte de curar), publicado na Alemanha em 1810
de autoria de Hahnemann, n&o é o livro que inaugura a Homeopatia, em 1796 (catorze anos
antes do Organon) o autor havia publicado sua ideia de experimentar substancias em homens
saudaveis, porém, sem duvida, o Organon € seu livro mais importante, uma obra densa e rica,
de impressionante atualidade e que contém todos os fundamentos teéricos da Homeopatia. No
total, foram seis edi¢cdes nas quais Hahnemann foi aperfeicoando seus ensinamentos.
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permitindo assim o uso dos preparados homeopaticos pelos agricultores, sendo
recomendado tanto para limitacées abibticas quanto para controle de doencas
e pragas (ROLIM et al, 2005). De acordo com Castro (2013), este
conhecimento possibilitou a utilizacdo da homeopatia em diversos setores,
especialmente na agropecuaria, tanto como forma mais saudavel de tratamento
de animais e plantas adoecidas, como também uma possibilidade de melhorar
a producdo de plantas e animais através da inducdo de patogenesias
controladas, como por exemplo, estimulando a producdo de metabdlitos
secundarios de plantas medicinais. Dessa maneira, o0 uso da homeopatia
tornou-se uma valiosa ferramenta nos sistemas de producéo agricola.

Os preparados homeopaticos baseiam-se no uso de substancias
altamente diluidas e sucussionadas, ou seja, um processo de trituracdo ou
diluicdo em um veiculo (agua, solucao hidroalcodlica) e sucusséo ou agitacao
por meio de movimentos ritmados ascendentes e descendentes, tendo assim a
dinamizacao ou potencializacdo da solucdo/tintura mée. Dessa maneira tem-se
a transformacdo da matéria pelo aumento de seu poder de informacgéo, onde o
medicamento-substancia transforma-se em medicamento-informagéo (CASALI
et al., 2006).

Os preparados dinamizados tratam de uma modalidade de energia e
sendo energia devem obrigatoriamente obedecer as mesmas bases que regem
0os estudos energéticos. A natureza e a classificacdo das dinamizacles
homeopéticas pertencem a fisica atbmica por se processarem dentro dos
principios da desintegracdo da matéria e das radia¢cdes, sem ruptura nuclear
(SCHEMBRI, 1992).

Para muitos cientistas, os efeitos dos medicamentos homeopaticos
ndo passam de um efeito placebo, uma vez que ndo ha meios de mensuracao
da informacdo que se retém ao veiculo apos as diluicbes e sucussoes,
principalmente apos a 122 dinamizacdo em escala centesimal hahnemanniana
(12CH). Apos essa dinamizagéo, segundo as leis da quimica, nos deparamos
com a constante de Avogadro, a qual afirma que 1 mol de qualquer entidade
equivale a 6,0251x10%® unidades dessa mesma entidade, assim, a constante
possui 23 zeros. Considerando que a cada diluicdo realizada (1 parte em 99

partes) dois zeros sao consumidos, resulta que em uma diluicdo de 12CH, 24
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zeros sao consumidos, logo ndo ha mais um sé atomo ou molécula do soluto
no solvente (CESAHO, 2007).

Segundo Gutmann (1990), o efeito dos preparados homeopaticos
ocorre devido a informacfes das moléculas do soluto que, de alguma forma,
passam as moléculas do solvente. Sistemas bioldgicos teriam a capacidade de
perceber essas informacgdes e ter seu comportamento alterado por elas. A
retencdo dessas informacdes seria realizada com auxilio de outras moléculas,
como oxigénio, nitrogénio e dioxido de carbono, quando se considera um
sistema hidroalcoolico. A transmissdo das informa¢des do soluto ao solvente
seria possivel devido a um “padrao de movimento” das moléculas do sistema
como um todo, considerando uma “rede estrutural oscilatoria”, em constante
ressonancia.

De acordo com Poitevin (1994) pode existir alguma especificidade
molecular dos constituintes da solucdo de base utilizada na preparacéo das
altas diluicbes da homeopatia, especificidade essa que seria conservada
mesmo nas altas diluicbes. O papel da agua é altamente relevante, pois atuaria
como suporte e talvez como condutor da informacéo (capacidade de memaria
da 4gua), devido a alteracdes conformacionais que ocorrem nas moléculas de
agua submetidas a dinamizacéo (agitacdo), que por sua vez também teria sua
importancia como fator externo de adicdo de energia ao sistema solvente-
soluto.

Segundo Porto (1998), a 4gua pode ter seu comportamento alterado
no que diz respeito aos efeitos causados sobre sistemas biolégicos, apds sofrer
influencia de campos magnéticos em presenca de solu¢cdes de compostos
diversos, criando-se as “solugdes-imagem”, que teriam efeitos semelhantes aos
das soluc¢@es originais quando aplicadas em sistemas bioldgicos. Isso pode ser
indicio de que os campos de moléculas isoladas ou biocampos também
possam induzir altera¢des sutis na molécula de agua, causando assim, efeitos
diversos dessa agua quando em contato com seres Vivos.

Segundo Rossi (2005), a homeopatia aplicada as plantas permite o
controle de pragas e doencgas causadas por virus, fungos e bactérias, além de

incrementar a producdo de biomassa. Estas caracteristicas tornam a
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homeopatia uma opg¢éo ecoldgica para 0 uso no campo, totalmente de acordo
com as bases agroecoldgicas.

O uso e eficiéncia de tratamentos homeopaticos no controle de
fitopatdgenos séo relatados por diversos autores. Verma et al. (1989), visando
o controle do virus do mosaico do tabaco (VMT), com solugbes homeopaticas
aplicadas antes e depois da incubacao do virus reduziram 50% o contetdo do
mesmo; Khanna e Chandra (1976), também obtiveram resultados significativos
no controle da “podridao dos frutos” (Fusarium roseum) em tomate, observando
uma acdo profilatica e curativa. Sinha e Singh (1983) utilizando-se de varios
produtos homeopaticos no controle de Aspergillus parasiticus e da aflotoxina
B2, verificaram que o Sulphur (200CH) inibiu em 100% o crescimento do fungo
e a producdo de aflatoxina. A Silicea e a Dulcamara também reduziram o
crescimento do fungo em 50% e a producao de toxina em mais de 90%; Martin
et al. (2005), avaliaram o efeito de produtos homeopaticos sobre Fusarium
solani, Rhizoctonia solani, Phytophthora parasitica, Alternaria brasicae em
condi¢cBes in vitro obtendo resultados satisfatérios no controle dos mesmos
com inibicdes maximas de 60%, bem como Diniz et al. (2006) e Garbim et al.
(2010).

No caso de experimentacbes utilizando-se de medicamentos
homeopaticos, recomenda-se a utilizacdo ndo somente de uma dinamizacéao e
sim de vérias, pois as respostas podem variar em funcédo da dinamizacao e do
medicamento em estudo. No preparo dos tratamentos homeopéticos sdo
utilizados produtos de origem mineral, animal e/ou vegetal, a fim de se obter a
tintura mae, para posteriores processos de diluicdes e sucussfes, conforme
descrito na Farmacopéia Homeopatica Brasileira (2011).

Para os produtos de origem vegetal, geralmente sdo utilizados
tinturas de extratos, resinas ou licores, como o0 extrato pirolenhoso obtido de
residuo madeireiro por meio da condensacdo dos gases no processo de
carbonizacdo da madeira, apresentando um amplo potencial de uso no meio
agricola.

Sua composicdo apresenta iniUmeros compostos quimicos que lhe
confere caracteristicas de adubo, inseticida, fungicida dentre outras. O extrato

pirolenhoso em sua forma bruta apresenta o alcatréo, tanto sollivel quanto
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insolavel (ZANETTI, 2004), composto esse que em altas dosagens e elevado
tempo de exposicdo pode gerar sérios danos a saude humana e ao meio
ambiente, ndo permitindo o seu uso na producéo organica conforme Instrucao
Normativa n°® 64, de 18 de dezembro de 2008 - anexos VI e VIII (BRASIL,
2008).

Seguindo os principios da homeopatia, esse extrato pirolenhoso
quando dinamizado poderia, reduzir os riscos de contaminacdo por alcatrdo
ainda soluvel e viabilizar o uso na agricultura organica, como medida
alternativa de controle de pragas e doencas.

Desta maneira, a presente pesquisa visou avaliar in vitro o potencial
fungistético de altas diluicdes ou dinamiza¢cBes do extrato pirolenhoso de teca
(Tectona grandis), no crescimento micelial, esporulacdo e na germinacéo de

esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia da
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta
Floresta. A pesquisa compreendeu duas etapas, sendo a primeira para a
verificacdo da agéo fungitoxica in vitro de dinamizagfes do extrato pirolenhoso
sobre o crescimento micelial e a esporulagdo do fungo Colletotrichum
gloeosporioides e a segunda para verificacdo dessas dinamizagcdes na

germinacao dos esporos.

Obtencao do patdégeno Colletotrichum gloeosporioides

Folhas de cajueiros (Anacardium occidentale) com quadro
sintomatologico da doenca antrachose foram coletadas e levadas ao
Laboratério de Microbiologia, a fim de isolar o agente causal (Colletotrichum
gloeosporioides). O isolamento foi realizado adotando-se procedimentos
padrdes para isolamento em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
conforme método descrito por Alfenas & Mafia (2007).

Apos tal procedimento, o fungo foi repicado para demais placas,
para obtencdo de cultura pura, mantendo-as em camara de germinacao tipo
BOD, com fotoperiodo de 12 horas a 25°C.

Obtencéao do extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso foi obtido de residuo de madeira de teca
(Tectona grandis) no ano de 2009, pelo Laboratério de Tecnologia da Madeira
da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta
Floresta, através do processo de carbonizacdo em forno de tijolo a 180°C.

O extrato pirolenhoso obtido permaneceu acondicionado em vidro
ambar durante pouco mais de quatro anos, periodo suficiente para ocorrer a
decantacdo do extrato e sua separacdo em fases, sendo que a fase superior
contém oOleos leves, a fase central o pirolenhoso puro e a fase inferior o
alcatrao (MIYASAKA et al., 2001), dispensando processos de purificagdo para
eliminar possiveis compostos que poderiam comprometer a utilizacdo do

mesmo, como o alto teor de alcatrao.
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Com a separacédo do extrato em fases pelo processo de decantacgéo,
foi utilizada no experimento a parte central do liquido decantado, que

compreende a por¢ao pirolenhosa, com pH em torno de 3,05.

Preparo das dinamizagdes

Para o preparo das dinamizacdes (diluicdo + sucusséo) utilizou-se
como tintura mae o extrato pirolenhoso de teca, seguindo a escala centesimal
hahnemanniana (CH), ou seja, diluindo uma parte do preparado em 99 partes
do veiculo - alcool ou &gua; para fins experimentais adotou-se a diluicdo de
cinco gotas da tintura mde em 20 mL de veiculo (&lcool P.A. 30%) em frascos
ambar de 30 mL, sucucionando manualmente por 100 vezes, obtendo-se a
dinamizacdo 1CH; novamente o processo € repetido, na qual cinco gotas da
dinamizagéo anterior (1CH) s&o diluidas em 20 mL de &lcool P.A. 30% seguido
pela sucusséo, obtendo-se a 2CH e assim sucessivamente, até a dinamizacao
33CH.

Conta-gotas A
A
5 gotas 5 gotas
- l0 \ 4 -o !
I : |
23 ‘ 3 1CH ‘ P 2CH
|
] SEURN l ’ ‘
20 mLveiculo % 100
Tintura Mae (aguaousol. E%* vezes

hidroalcoolica)

Figura 01 - Esquema do processo de dinamizacdo (diluicho e sucusséo) de
preparados homeopaticos (Bitencourt & Bonato, 2008).

Biotestes in vitro para determinacéo da atividade antifungica

Para determinacdo da atividade antifuingica do preparado
homeopatico, foram utilizadas seis potencias ou dinamiza¢bes (3CH, 9CH,
15CH, 21CH, 27CH e 33CH), escolhidas num amplo espectro de modo a
representar o comportamento do extrato dinamizado, mais trés testemunhas
(dgua destilada, tintura méae, solucdo hidroalcoodlica 30%), perfazendo nove

tratamentos.
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A primeira etapa envolveu os testes de crescimento micelial e
esporulacdo, organizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
quatro repeticdes, com cinco placas de Petri em cada repeticao.

A segunda etapa envolveu o teste de inibicdo da germinacdo de
esporos, também em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro

repeticdes, sendo a repeticao representada por uma lamina.

Testes de desenvolvimento micelial
Teste de inibicdo do crescimento micelial

Os tratamentos, nas devidas dinamizagdes, foram incorporados em
meio de cultura BDA a temperatura maxima de 45°C, na concentracédo de 0,1%
(TOLEDO, 2013), e entdo vertidos (10 mL) em placas de Petri de 9 cm de
diametro.

Apés a solidificacdo do meio, foi depositado ao centro da placa um
disco de 10 mm da cultura pura, previamente incubada ha oito dias em meio
BDA,; em seguida, tais placas foram vedadas com plastico filme e mantidas em
sala de incubacgéo a 25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagbes foram realizadas diariamente apdés 48 horas de
inoculacdo, através de medicdes do didametro das colbnias (média de duas
medidas diametralmente opostas) com auxilio de uma régua milimetrada,
obtendo-se uma média para cada repeticio de cada tratamento, até o
momento em que onze placas de Petri (50%+1 do total de placas) de um
mesmo tratamento apresentassem colonizacdo minima de % da superficie do
meio.

As variaveis resposta obtidas no teste de inibicdo de crescimento
micelial foram:

e Crescimento fungico: determinado a partir dos valores de crescimento
micelial, utilizando as médias da ultima observacao de cada repeticdo do
respectivo tratamento.

e Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM): obtido a partir das
médias dos valores diarios de crescimento micelial de cada tratamento,

conforme proposto por Oliveira (1991);
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IVCM = Z(D'TM) onde;

D = didmetro médio atual da colonia;
D, = diametro médio da col6nia do dia anterior;

N = numero de dias ap06s a inoculacao

e Porcentagem relativa de desenvolvimento (PRD): Foi proposto o uso de
uma formula matematica que representasse o efeito do tratamento no
desenvolvimento fungico, levando em consideracdo o tratamento
testemunha, que permitiria um desenvolvimento relativo de 100%, assim
a PRD foi obtida a partir das médias das repeticdes, comparando o
diametro médio (cm) da testemunha (agua) com os demais tratamentos,
por meio da formula;

PRD = ) tratamento] 2 100
@ testemunha

Teste de inibicdo da esporulacéao

O teste de inibicdo da esporulacéo foi realizado ao término do teste
de inibicdo de crescimento micelial. Para a determinacdo da concentracao de
esporos por mililitro, foi utilizada solugdo de esporos de cinco placas aleatorias
de cada tratamento, na qual foram adicionadas 10 mL de agua destilada estéril
por placa, e com auxilio da alca de Drigalski efetuou-se a friccdo sobre o
micélio, seguido de filtragem em gaze.

Em seguida uma aliqguota de 100 pL da solucdo de esporos,
composta das cinco placas, foi depositada em camara de Neubauer e
observada em microscépico optico a fim de efetuar a contagem dos esporos.

Apds a contagem dos esporos, os dados foram inseridos no
programa computacional CALIBRA versao 2011, disponibilizado pela Embrapa
Meio Ambiente, para a determinacéo da concentracdo de esporos por mililitro
(SANTOS et al., 2011).

Teste de germinacéo
Teste de inibicdo da germinacao dos esporos
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Para determinar a inibicdo da germinacao dos esporos, aliquotas de
100 pL, sendo compostas por 50 pL da suspensdo de esporos (1,0 x 10°
esporos mL™) somada a 50 pL de cada tratamento (devidamente corrigida a
0,1% do preparado homeopatico em agua destilada estéril) foram colocadas
juntas em lamina de microscopia revestida por uma camada delgada de agar-
agua a 1%. As quatro laminas de cada tratamento foram incubadas em camara
umida no escuro, mantidas em BOD a 25°C por oito horas.

Foi considerado germinado o0 esporo cujo tubo germinativo
apresentasse seu comprimento igual ou superior a largura do esporo, seguindo
a descricao de Ulloa & Hanlin (2000).

Em seguida, junto ao microscépio oOptico, procedeu-se a avaliacédo
do teste por meio de registro fotografico com ocular digital e objetiva com 400x
de aumento. Posteriormente, projetou-se sobre essas imagens uma malha
quadriculada (2x2 cm), a fim de aleatorizar a contagem dos esporos

germinados, sendo contados 100 esporos para cada repeticao.

Analise estatistica

Os valores obtidos para crescimento micelial, indice de velocidade
de crescimento micelial, porcentagem relativa de desenvolvimento micelial e
inibicdo de germinacdo de esporos foram submetidos a analise de variancia
pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%, por meio do programa
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011). Para a inibicdo da esporulacéo,
efetuou-se apenas comparativo descritivo das médias observadas.
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Resultados e Discusséao

Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto a
inibicdo do crescimento micelial (Figura 02). As testemunhas solucdo
hidroalcoodlica 30% e tintura mae apresentaram crescimento idéntico entre si,
cuja meédia de crescimento foi de 3,34 cm. Com relagcéo a testemunha padréo
(agua destilada) verificou-se um crescimento médio de 3,53 cm.

Mesmo ndo havendo diferencas estatisticas significativas dentre os
preparados homeopaticos de extrato pirolenhoso, a dinamizacdo 33CH
apresentou menor média de crescimento (3,30 cm), enquanto que a
dinamizagcdo 3CH teve média de crescimento de 3,54 cm. Rodrigues et al.
(2013), utilizando dinamizagdes do extrato pirolenhoso de teca no controle do
fungo Ceratocistys fimbriata, verificaram que n&o houve diferenca significativa
entre as dinamizacgles testadas (5CH, 15CH e 30CH) e a tintura mae, para o
crescimento micelial in vitro, e relatam reducdo de crescimento de 1,72 cm

quando comparados a testemunha agua destilada.
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Figura 02 - Crescimento médio micelial (cm) de Colletotrichum gloeosporioides
submetido a tratamento homeopatico, em escala centesimal hahnemanniana (CH), de
extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), apds oito dias de incubacao. CV (%)
3,01. Mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Alta Floresta, 2013.

Vérias substancias na forma de preparados homeopéaticos também
foram testadas em outros fitopatbgenos. Carneiro et al. (2010), utilizando
preparados homeopaticos de bioterapico, relataram um comportamento

semelhante ao observado no presente trabalho, sem diferenga significativa,
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entre todas as dinamizacdes testadas (26, 27, 28, 29 e 30CH) com as
testemunhas agua destilada e solucéo hidroalcoodlica 30%, no controle in vitro
do fungo Alternaria solani, fungo esse que pertence ao mesmo grupo de
doencas (Grupo V), que o Colletotrichum gloeosporioides de acordo com a
classificacdo de McNew em 1960. Esses fungos sao responsaveis por
manchas e crestamentos, e interferem no mesmo processo fisioldgico vital, ou
seja, na fotossintese. De acordo com autor, doencas pertencentes a um
mesmo grupo apresentam caracteristicas semelhantes quanto as diversas
fases do ciclo de relagcdes patdgeno-hospedeiro, ndo raro apresentando
idénticas medidas para seu controle (BEDENDO, 2011).

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) apresentou
maior valor (0,55) para a dinamizacdo 27CH, diferindo significativamente
apenas da tintura mae (Figura 03). Notou-se que as testemunhas solucéo
hidroalcodlica e tintura mée apresentaram o mesmo crescimento micelial (3,34
cm) (Figura 02), demostrado na Figura 01, tiveram um indice de velocidade
diferente, porém nao significativo, evidenciando que o extrato pirolenhoso
(tintura mae) interfere na velocidade de crescimento micelial sendo a menor

média observada (0,52).
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Figura 03 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum
gloeosporioides submetido a tratamento homeopatico, em escala centesimal
hahnemanianna (CH), de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), com oito dias
de incubacgéo. CV (%) 1, 83. Mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Alta Floresta, 2013.
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Tal comportamento € atribuido a composi¢édo do extrato pirolenhoso,
que apresenta inumeros compostos (ZANETTI, 2004), que podem exercer
efeitos negativos no avanco do micélio sobre o meio de cultura compostos
esses que nao se encontram no alcool P.A., base da solucéo hidroalcodlica.

Verificou-se que o0s demais tratamentos nao diferiram
significativamente das testemunhas, apesar de apresentarem médias maiores
do que a tintura mae.

Para a porcentagem relativa de desenvolvimento micelial (PRD)
verificou-se que, quando comparados a testemunha padrdo (dgua destilada),
todos os tratamentos, exceto a dinamizagdo 3CH (100,43%), apresentaram
valores médios inferiores (Figura 04). No entanto, apenas a dinamizacdo 33CH
diferiu dos tratamentos agua e 3CH, com cerca de 7% a menos que ambos 0s
tratamentos, enquanto que os demais tratamentos mantiveram um
comportamento semelhante entre si.

Rodrigues et al. (2013), relatam uma reducdo em torno de 55% no
desenvolvimento micelial do fungo Ceratocistys fimbriata, quando submetido a
dinamizacdo 15CH do extrato pirolenhoso de teca. Toledo (2009), relata em
seus experimentos baixa reducdo no desenvolvimento micelial de Alternaria
solani, em torno de 3 a 18%, variando de acordo com a dinamizacdo e o

material de origem do preparado homeopatico.

b b

100 -

ab

95 -

PRD (%)

90 -

85 -

80 f ' /. 3 ; Z / : i E 2 A . 4 . P
Agua Tintura mae Sol. 3CH 9CH 15CH 21CH 27CH 33CH
destilada (EPt)  Hidroalcdolica
estéril 30%

Tratamentos

Figura 04 - Porcentagem relativa de desenvolvimento micelial (PRD) de Colletotrichum
gloeosporioides submetido a tratamento homeopatico, em escala centesimal
hahnemanniana (CH), de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), apds oito dias
de incubacdo. CV (%) 2,7. Mesmas letras nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Alta Floresta, 2013.
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Dentre os tratamentos dinamizados, todos obtiveram médias de
PRD maiores do que a tintura méae (94,7%), exceto a dinamizacdo 33CH, que
apresentou PRD de 93%.

Os comportamentos observados para as trés caracteristicas
avaliadas de desenvolvimento micelial, com pouca ou nenhuma diferenca
significativa entre as testemunhas e as dinamiza¢cfGes avaliadas, podem estar
relacionados ao principio homeopético da dose minima proposto por
Hahnemann, em que qualquer substancia no seu estado natural bruto
manifesta-se por si mesma apenas como matéria, ou seja, suas doses causam
efeitos interpretados pelas leis da Quimica, devido a presenca das moléculas;
no entanto no processo de dinamizacdo da substancia, os efeitos sao
interpretados pelas leis da Fisica, uma vez que a matéria é energia
condensada, e a dinamizacdo é o meio de liberar essa energia, agindo de
modo ndo molecular (CASALI et al., 2006).

De acordo com Campos (1994) citado por Casali et al. (2006), a
liberacdo da energia, ou expansdo pelo método da dinamizacgéo, ndo se da de
forma linear, mas sim por saltos. Quando os saltos sdo expansfes dentro do
mesmo nivel de energia, as manifestacbes mantém semelhanca entre si. No
caso de expansfes entre niveis, as manifestacbes mudam e os padrées
vibratérios se tornam cada vez mais sutis a medida que a energia se expande.
Logo, a resposta do organismo varia conforme o preparado homeopético e a
poténcia utilizada.

Tal fato foi observado nessa pesquisa, em que ocorreu interacdo do
preparado homeopético com o organismo avaliado, agindo de diferentes
maneiras de acordo com a dinamizacdo, assim provavelmente ndo ha apenas
uma Unica causa-efeito e sim uma complexidade de alteragcbes no organismo
como um todo, que age de modo ainda desconhecido, tendo como hipétese o
reequilibrio vital promovido pela patogenesia ao fungo apds cultivos in vitro. De
acordo com Rossi (2008), essas variacbes podem atuar na energia vital, que
representa um principio dinamico, imaterial, distinto do corpo e que integra a

totalidade do organismo, organizando todos os fenémenos fisiologicos.
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Assim, um mesmo medicamento pode ser aplicavel a varios
organismos e para situagdes distintas (RISSATO et al., 2013), enfatizando a
importancia da utilizacdo, em experimentacdes, de varias dinamizacdes, pois
as respostas podem variar em funcédo da dinamizacdo e do medicamento em
estudo (BONATO, 2009).

Na inibicdo da esporulagao do fungo, observou que as testemunhas
agua destilada e tintura mae apresentaram mesma concentracdo de esporos
por mililitro (5,5x10°). Os demais tratamentos, quando comparados a essas
testemunhas, foram inferiores e superiores dependendo da dinamizacgéao,
incluindo a testemunha solug&o hidroalcodlica 30%, com uma reducéo de 27%
(Figura 05).

Verificou-se que a dinamizag¢do 27CH, que no indice de velocidade
de miceliacdo apresentou a maior média, agora na taxa de esporulacao obteve
uma reducdo de 49% (2,8x10°), seguido da 9CH com reducdo de 45%, essa
sendo uma das dinamizacfes superiores nas variaveis de crescimento micelial.
Esse fato também foi relatado por Nozaki et al. (2004) e Oliveira et al. (2011),
0s quais afirmam que nem sempre as condi¢gbes que beneficiam o crescimento
micelial sdo as mesmas encontradas para esporulacdo, fatos relacionados
geralmente a composi¢cao do meio.

Algumas dinamizacfes tiveram um avan¢co na capacidade de
esporulacdo em torno de 25% quando comparados as testemunhas agua e
tintura mae, como a 3CH e a 21CH, com picos de esporulacdo de 6,8 e
7,0x10°, respectivamente.

Quando comparadas a solucdo hidroalcodlica 30%, apenas as
dinamizacdbes 9CH e 27CH promoveram reducdo na capacidade de
esporulacédo do fungo, em torno de 27%. Porém dinamiza¢cdes como 3CH e
21CH elevaram sua concentracdo de esporos por mililitro em mais de 70%.
Ficou evidente que a maior parte das dinamizacdes (3, 15, 21 e 33CH)

beneficiou a capacidade de esporulacao.
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Nesse experimento, a maioria das dinamizagGes obtiveram médias
superiores as testemunhas agua destilada e tintura mée, exceto a 3CH que
apresentou a maior taxa de inibicdo da germinacdo (9%); entretanto essa
dinamizacdo foi a que mais beneficiou a miceliacdo e esporulacao,
apresentando a maior média de PRD entre todos os tratamentos, além de
elevar a producao de esporos em cerca de 70% quando comparada a solucao
hidroalcoodlica. Assim, a mesma dinamizacdo agiu de modo a favorecer o
desenvolvimento micelial (crescimento e esporulacdo) e ndo beneficiou a
capacidade de germinacgao dos esporos de Colletotrichum gloeosporioides.

Por outro lado, dinamizacdbes como a 27CH e 33CH, que
apresentaram baixos indices nas taxas de PRD e esporulacdo, tiveram as
maiores médias na germinacdo dos esporos (98 e 97%, respectivamente).
Esse comportamento € descrito como efeito zig-zag por Espinoza (2001), o
qual ocorre quando uma substancia em diferentes dinamizagdes pode inverter
o seu efeito para determinadas caracteristicas.

Apesar de ndo haver diferenca entre os tratamentos utilizados, todos
apresentaram taxas de germinacao acima de 90%, denotando baixa eficiéncia
das dinamizacbes no controle de germinacdo de esporos de C.
gloeosporioides.

De modo geral os tratamentos homeopéaticos apresentam
comportamento ciclico ou senoidal, ou seja, as dinamizacfes apresentam
formato de ondas. Segundo Bonato (2004), os medicamentos homeopaticos se
comportam como energia, seguindo as mesmas leis da fisica de ondas
eletromagnéticas como: frequéncia, comprimento e amplitude, assim cada
onda possui natureza e frequéncia peculiares, assim a frequéncia de cada
preparado homeopatico depende de sua natureza.

Esse comportamento de ondas € proposto por outros autores como
Kolisko & Kolisko em 1978, Bonato (2007), e relatado em experimentos como o
de Castro (2002) no desenvolvimento vegetal; Andrade (2004), na vitalidade do
solo; Toledo et al. (2013), no controle de microrganismos, dentre outros. O
padrdao de resposta em curvas, similares a ondas magnéticas, segundo esses

autores, é responsavel pela tendéncia para respostas favoraveis de atuagédo no
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sistema patdégeno-hospedeiro em baixas, médias e altas dinamizagdes, ora
atuando como estimulantes, ora como supressores (CASALI et al., 2006).
Contudo, constatou-se que houve pouco ou nenhum efeito
fungitdxico do extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), quando aplicado
de modo dinamizado nos teste in vitro. No entanto, tais resultados ndo devem
ser tomados como definitivos para descartar o uso desta substancia como
solucdo homeopatica pois, em situacdo de cultivo a campo, esses preparados
serdo aplicados em situacdo de interacdo patégeno-hospedeiro, o que pode
resultar em comportamento diferente do observado nesta pesquisa. Assim é
fundamental, o desenvolvimento de outros estudos, analisando-se diferentes

variaveis, dinamizacoes, frequéncia e forma de aplicacao.

50



Conclusdes

Nas condicdbes em que foi desenvolvido o experimento, ndo ha
fungitoxicidade das dinamizacdes do extrato pirolenhoso de teca (Tectona
grandis) sobre o desenvolvimento e germinagdo do fungo Colletotrichum

gloeosporioides.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Pode-se afirmar que doses simples do extrato pirolenhoso de teca,
nas condi¢cdes em que foram desenvolvidas as pesquisas, apresentam grande
potencial no controle in vitro do fungo Colletotrichum gloeosporioides, enquanto
que doses dinamizadas do extrato ndo apresentam expressiva acao

fungitoxica.
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“Fazer ciéncia é estudar os fenébmenos que vao surgindo. Aceitar que so existe

0 que esta explicado é limitar a mente.”

Vicente W. D. Casali
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