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Introducgao

No Brasil, os danos causados por nematoides fitoparasitas € um dos fatores
determinantes na perda significativa de produtividade (Goulart, 2008). Entre
as espécies mais comuns de fitonematoides associados a cultura da soja
estdo: Heterodera glycines (nematoide do cisto); Meloidogyne javanica e M.
incognita (nematoides de galhas); Pratylenchus brachyurus (nematoide das
lesdes radiculares) (Amorim et al., 2016). A rotag&o de culturas e o uso de
plantas de adubag&o verde, como plantas do género Crotalaria, que apresen-
tam efeitos antagonistas a fitonematoides, estdo entre as melhores alternati-
vas para o controle de populagdes desses fitoparasitas (Silveira; Rava, 2004;
Lemes et al., 2018). O antagonismo apresentado por plantas deste género
sobre essas formas infestantes provém de seus efeitos nematicidas e/ou ne-
matostaticos, que sao atribuidos aos metabdlitos secundarios presentes na
composigao destas plantas, em especial ao alcaloide pirrolizidinico monocro-
talina (Cunha et al., 2003; Gardiano et al., 2010). A monocrotalina (MCT) foi
o primeiro alcaloide isolado de plantas do género Crotalaria, sendo conside-
rada uma substancia toxica principalmente a animais vertebrados. Existem
diversos relatos de intoxicagdo de ruminantes apés a ingestao de plantas
deste género, de acordo com Martinez et al. (2013).

O presente trabalho determinou a presenca e o teor de MCT em plantas das
espécies Crotalaria spectabilis, C. ochroleuca e C. juncea, apbs extragao eta-
noélica, por meio do desenvolvimento de uma metodologia de alta resolugao.
Além disso, s&o apresentados os resultados de estudos das ag¢des nema-
tostatica e nematicida de extratos etandlicos dessas plantas sobre o fitone-
matoide H. glycines, por meio de bioensaios de dose-resposta. Sdo também
discutidas as relagbes entre os niveis de MCT nas plantas e a resposta dos
nematoides a exposicao aos extratos.
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Material e Métodos

Amostras Vegetais

Foram utilizadas trés espécies de Crotalaria: C. juncea, C. ochroleuca e C.
spectabilis, cultivadas em campo, na fazenda experimental da Embrapa Soja,
Londrina, PR (23° 11°44” S e 51° 10’ 35” O, 598 m de altitude). Foram utiliza-
das todas as folhas sadias de varias plantas coletadas no estagio de floragao.

Obtencéo dos extratos: As folhas de Crotalaria foram secas em estufa a
40°C, trituradas em liquidificador industrial até a obtencdo de po fino. Uma
aliquota de 50 g do material em p6 foi submetida a turboextragédo em solugéo
de etanol/agua (80:20 v/v) no volume de 1L, seguida de maceragéo. Durante
a maceragéo, essa suspensao foi mantida por sete dias, protegidas da luz,
com homogeneizacado manual diaria. A suspensdo foi filtrada e centrifugada
sob refrigeragéo (Sorvall® - Legend X1R) a 4°C, a 5500 rpm (3314xg RCF),
durante 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado em Whatmann® (@=240mm),
e submetido ao Rotavapor R124-BUCHI®, 90 rpm e T= 43°C, até completa
evaporacao da fragéo alcodlica. Os extratos foram mantidos em geladeira a
4°C, ao abrigo da luz, até o momento do uso. Parte do extrato foi reservado
para fins analiticos.

Suscetibilidade de H. glycines aos extratos de Crotalaria

Foi utilizado como organismo-teste o nematoide Heterodera glycines, obtido
da colegao do Laboratério de Nematologia da Embrapa Soja. O in6culo puro
foi multiplicado em plantas de soja (cultivar suscetivel). Os ovos foram ex-
traidos de acordo com o método proposto por Dias et al. (1998), e colocados
em camaras de eclosao, para que os juvenis (J2) fossem obtidos segundo o
método de Rios (1990).

Teste in vitro: Para o extrato de cada uma das espécies, o experimento foi
conduzido em trés repeticdes para cada extrato etandlico. Cada bateria de
ensaio consistiu em expor aliquotas de J2 (2100 individuos.mL™") ao extrato,
nas concentragdes: 0,00; 1,56; 3,12; 6,25; 9,37 € 12,50 mg.mL"", a um volume
final de 4mL. As amostras foram avaliadas apds dois momentos:
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Exposicao (24h a.e.): Os juvenis foram expostos ao extrato e incubados por
24h, a 25°C e ao abrigo da luz. Apds esse periodo a mobilidade dos mes-
mos foi avaliada (quantificagéo de individuos moveis/iméveis em camara de
Peter). Na sequéncia, as amostras foram filtradas em membrana Millipore®
(©=0,45 ym) e submetidas ao ensaio de recuperagéo.

Recuperagéo (24h a.e+24h a.r.): O material retido no filtro (contendo os ju-
venis) foram ressuspensos em agua destilada estéril, no mesmo volume, e
mantidos sob as mesmas condigbes de incubacdo do ensaio de exposicéo.
Apbs 24 horas da ressuspensédo, os nematoides foram novamente quantifica-
dos em camara de Peter, com o auxilio do corante vital azul do Nilo (8,0 %),
e os individuos sem mobilidade e que absorveram o corante foram conside-
rados mortos.

Tratamento estatistico: As respostas do nematoide aos extratos foram ajus-
tadas ao modelo Weibull-1 (Ritz, 2010). Na parametrizagao adotada, esse
modelo corresponde a distribuigcdo de probabilidade exponencial, com fung¢éo
de ligacédo log-log, que pode ser representada como , em que: é uma concen-
tracéo do extrato, o parémetro é proporcional a taxa de variagéo na resposta
do nematoide a um extrato na concentragcéo definida pelo parametro , que &
o ponto de inflexdo da fungéo . Para cada modelo, os parametros e , assim
como a dose letal a 50% dos individuos (DL50), foram estimados utilizando-
-se o pacote drc de Ritz et al. (2015), para o ambiente de programacéao R.

O paralelismo entre duas curvas de respostas de diferentes espécies de
Crotalaria foi verificado pelo teste de Student, considerando-se a hipotese de
igualdade entre os valores de b. Para isso, assumiu-se heterogeneidade de
variancias e graus de liberdade igual a , em que: é o numero de observacdes
utilizados na estimativa de cada modelo. Em caso de evidéncia de paralelis-
mo, foi também calculada a poténcia relativa entre as DL50 para H. glycines,
considerando-se o extrato de C. spectabillis como substancia padrao.

Identificacao e quantificagao de monocrotalina

Para analise cromatografica e de espectrometria de massas, os extratos eta-
noélicos (EtOH 80:20 v/v) foram analisados no equipamento Autopurify system
Waters®, no modo analitico constituido de HPLC, detecgdo por Arranjo de
Diodos (PDA - 2998) na faixa A= 190 — 400nm, e de massas Quadrupolo
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Dalton (QDa®), na faixa de massa: 50 —1250 Da, CV = 15V, ESI (+); coluna
C18 Xbridge® (4,6 mm x 100 mm: 5,0 um) de fase reversa, fluxo de 1 mL.min""*
e T=20°C. O sistema de solventes utilizados foi: Fase A (ACN/H,0, 10:90, v/v
+ NH,OH 0,1%) e Fase B (ACN + NH,OH 0,1%), em modo gradiente: 100%
de (A) a 66,7% de (B) em 55 minutos, com retorno a condigao inicial em 10
minutos. A identificacao foi feita por meio de deteccdo em PDA e QDa, a
quantificagao pelo cromatograma obtido no modo PDA e confirmacgéo efetua-
da pela adigdo de padrdo na amostra e pela observacao da relagdo m/z do
composto.

Ensaio de calibragéo: As solu¢des padrao foram preparadas em fase movel
(Fase A) nas concentragdes: 0; 1; 2,5; 5; 10; 50 e 100 pg.mL™. A curva de
calibragao foi obtida por regresséo linear, usando a altura do pico do padrao
como relagdo da sua concentragdo. O coeficiente de determinacao (R?) foi de
0,9997, os limites de detecgédo (LD) e quantificacdo (LQ), foram de 0,55 e 1,0
Mg.mL", respectivamente.

Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta os resultados do teste de suscetibilidade de H. glycines
aos extratos etandlicos das espécies de Crotalaria investigadas, onde foi
avaliado o efeito dose-resposta na imobilizagdo: agdes nematostatica (24
h a.e) e nematicida (24h a.e.+ 24H a.r.). Nao foi possivel obter estimativas
validas dos parametros de f, que relacionassem as concentragdes do extrato
de C. juncea a acdo nematostatica (24h a.e.). O mesmo observou-se em
relagdo aos extratos de C. juncea e de C. ochroleuca na agado nematicida
(24h a.e.+24h a.r.). Embora tenha-se obtido uma relagdo dose-resposta
vélida para a agéo nematicida do extrato de C. spectabilis, a agao nematicida
foi evidenciada somente a partir da dosagem 9,37 mg.mL".
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Figura 1. Efeito dose-resposta do nematoides H. glycines aos extratos etanoélicos de
C. spectabilis, C. juncea e C. ochroleuca ap6s os ensaios de exposigao e de recupe-
ragéo.

O teste de paralelismo para as curvas do efeito nematostatico de C.
ochroleuca e C. spectabilis foi aceito, indicando que o comportamento na
imobilizagdo do nematoide foi similar para ambas espécies. No entanto,
o valor da poténcia relativa indicou que a equivaléncia de doses entre os
extratos testados nas mesmas condigdes foi de 1,92; isto é, foi necessario
aproximadamente o dobro da dose de C. spectabilis para se obter a mesma
efetividade nematostatica de C. ochroleuca na DL50.

A Tabela 1 apresenta as concentragées de MCT nas folhas (ug.g”') e na con-
centracao maxima do extrato ao qual os nematoides foram submetidos (12,5
mg MS.mL™"). Os valores encontrados nas folhas foram proximos ao obser-
vado por Zhang et al. (2017), onde foi encontrado 30,35 yg.g-1 de MCT em
folhas de C. sessiflora. Ao contrario que tem sido atribuido pela literatura,
o presente trabalho mostra que a MCT néo foi isoladamente a substancia
responsavel pelos efeitos nematostaticos ou nematicidas, visto que o maior
efeito nematostatico foi observado em individuos expostos ao extrato de C.
ochroleuca que ndo apresentou esse composto a niveis quantificaveis pelo
método desenvolvido. Por outro lado, o teor de MCT em C. juncea, a qual ndo
apresentou qualquer efeito na imobilizagdo de H. glycines, foi aproximada-
mente metade da quantidade encontrada em C. spectabilis.
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Tabela 1. Concentragdes de monocrotalina [MCT] nos extratos etandlicos de folhas
de Crotalaria, representadas em Microgramas por grama de folha (ug. g-1) e na con-
centragcdo maxima testada dos extratos (12,5 mg MS.mL-1), em que MS=Massa Seca

Crotalaria
spectabilis juncea ochroleuca
[MCT] em pg. g’ 64,05 £ 6,39 28,20 £ 0,91 ND*
[MCT] em 12,5 mg MS.mL"! 0,80+0,08 0,35+0,01 ND*

*LD=0,55 pg. g-1; LQ=1,0 yg.g”’

A detecgédo de MCT em PDA: (a) amostra de C. spectabilis, (c) padrao anali-
tico; bem como a confirmagéo por massas - QDa: (b) amostra de C. specta-
bilis, e (d) padréo; estéo representadas na Figura 2. As linhas vermelhas deli-
mitam o intervalo correspondente ao tempo de retencdo da MCT em amostra
de extrato etanodlico de C. spectabilis e em uma amostra de padrao analitico,
no detector PDA. Na Figura 2c, a concentragdo de MCT é de 100 pg.mL",
enquanto na amostra (Fig. 2a) foi de cerca de 0,6405 ug.mL-". Observando o
tempo de retengdo no detector QDa no modo TIC para essas amostras verifi-
cou-se 0 mesmo espectro de massas [M*] = 326 m/z nas figuras 2b (amostra)
e 2d (padrao), o que confirma a identidade da substancia.

A hipétese de que a MCT né&o €, ao menos isoladamente, a responsavel pelo
efeito nematicida tem sido corroborada por resultados ainda no publicados,
onde ensaios de suscetibilidade de H. glycines a MCT (padrao Sigma®) foram
realizados com até [5 mg.mL™"], ndo mostrando nenhum efeito nematostatico
e/ou nematicida.
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Figura 2. Cromatogramas em PDA (a,c) e espectros de massa QDa em ESI+ (b,d)
obtidos de amostra de extrato etandlico de Crotalaria spectabilis (a,b) e padrdo de
monocrotalina [100ug.mL"] (b,d), em equipamento HPLC Autopurify System.

Conclusao

Nesse estudo foi possivel determinar a concentragdo de monocrotalina, em
trés espécies de Crotalaria, bem como estabelecer os efeitos dos extratos
etanolicos de suas plantas sobre o nematoide de cisto Heterodera glycines.
Esses resultados reforgaram evidéncias de que a monocrotalina, ao menos
isoladamente, ndo esta relacionada diretamente ao efeito nemastotatico ou
nematicida sobre a espécie H, glycines.

No entanto, aventou-se a possibilidade de investigar novas substancias, uma
vez que a C. ochroleuca, a qual ndo apresentou monocrotalina a niveis de-
tectaveis, produziu elevado efeito nematostatico.
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