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Extratos de espécies de Crotalaria e seu 
potencial no controle do nematoide de cisto
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Introdução

��
����	��
��
�����
��������
���
������	���
��������	���
é um dos fatores 
������	������
��
�����
�	��	����	��
��
������	�	����
!"�������
#$$%&'
����

��
 ���(�	��
 ��	�
 ������
 ��
 ���������	���
 �����	����
 à cultura da soja 
estão: Heterodera glycines (nematoide do cisto); Meloidogyne javanica e M. 
incognita (nematoides de galhas); Pratylenchus brachyurus (nematoide das 
lesões radiculares) (Amorim et al., 2016).  A rotação de culturas e o uso de 
plantas de adubação verde, como plantas do gênero Crotalaria, que apresen-
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Lemes et al., 2018). O antagonismo apresentado por plantas deste gênero 
sobre essas formas infestantes provém de seus efeitos nematicidas e/ou ne-
matostáticos, que são atribuídos aos metab�litos secundários presentes na 
composição destas plantas, em especial ao alcaloide pirrolizidínico monocro-
talina (Cunha et al., 2003; Gardiano et al., 2010). A monocrotalina (MCT) foi 
o primeiro alcaloide isolado de plantas do gênero Crotalaria, sendo conside-
����
���
�����?��	�
 ��K	��
��	��	��������
�
��	��	�
�����������'
K	����

�	������
 �������
 ��
 	���K	��97�
 ��
 ���	������
 ����
 �
 	�����7�
 ��
 �������

deste gênero, de acordo com Martinez et al. (2013). 

O presente trabalho determinou a presença e o teor de MCT em plantas das 
espécies Crotalaria spectabilis, C. ochroleuca e C. juncea,
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Além disso, são apresentados os resultados de estudos das ações nema-
����Q�	��
�
�����	�	��
��
�K������
������	���
������
�������
�����
�
�����-
matoide H. glycines, por meio de bioensaios de dose-resposta. São também 
discutidas as relações entre os níveis de MCT nas plantas e a resposta dos 
nematoides à exposição aos extratos.
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Material e Métodos

Amostras Vegetais

Foram utilizadas três 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-
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Obtenção dos extratos: As folhas de Crotalaria foram secas em estufa a 
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de etanol/água (80:20 v/v) no volume de 1L, seguida de maceração. Durante 
a maceração, essa suspensão foi mantida por sete dias, protegidas da luz, 
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sob refrigeração (Sorvall® - Legend X1R) a 4°C, a 5500 rpm (3314xg RCF), 
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e submetido ao Rotavapor R124-BÜCHI®, 90 rpm e T= 43°C, até completa 
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4°C, ao abrigo da luz, até o momento do uso. Parte do extrato foi reservado 
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Suscetibilidade de H. glycines aos extratos de Crotalaria 

Foi utilizado como organismo-teste o nematoide Heterodera glycines, obtido 
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foi multiplicado em plantas de soja (cultivar suscetível). Os ovos foram ex-
traídos de acordo com o método proposto por Dias et al. (1998), e colocados 
em câmaras de eclosão, 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 
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ensaio consistiu em expor alíquotas de J2 (�100 indivíduos.mL-1) ao extrato, 
nas concentrações: 0,00; 1,56; 3,12; 6,25; 9,37 e 12,50 mg.mL-1, a um volume 
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Exposição (24h a.e.): Os juvenis foram expostos ao extrato e incubados por 
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(�=0,45 μm) e submetidas ao ensaio de recuperação. 

Recuperação (24h a.e+24h a.r.)�
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venis) foram ressuspensos em água destilada estéril, no mesmo volume, e 
mantidos sob as mesmas condições de incubação do ensaio de exposição. 
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dos em câmara de Peter, com o auxílio do corante vital azul do Nilo (8,0 %), 
e os indivíduos sem mobilidade e que absorveram o corante foram conside-
rados mortos.

Tratamento estatístico: As respostas do nematoide aos extratos foram ajus-
tadas ao modelo Weibull-1 (Ritz, 2010). Na parametrização adotada, esse 
modelo corresponde à distribuição de probabilidade exponencial, com função 
de ligação log-log, que pode ser representada como , em que:  é uma concen-
tração do extrato, o parâmetro  é proporcional à taxa de variação na resposta 
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como a dose letal a 50% dos indivíduos (DL50), foram estimados utilizando-
-se o pacote drc  de Ritz et al. (2015), para o ambiente de programação R.

O paralelismo entre duas curvas de respostas de diferentes espécies de 
Crotalaria
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igualdade entre os valores de b. Para isso, assumiu-se heterogeneidade de 
variâncias e graus de liberdade igual a , em que:  é o número de observações 
utilizados na estimativa de cada modelo. Em caso de evidência de paralelis-
mo, foi também calculada a potência relativa entre as DL50 para H. glycines, 
considerando-se o extrato de C. spectabillis como substância padrão.
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Autopurify system 
Waters®, no modo analítico constituído de HPLC, detecção por Arranjo de 
Diodos (PDA - 2998) na faixa �= 190 – 400nm, e de massas Quadrupolo 
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Dalton (QDa®), na faixa de massa: 50 –1250 Da, CV = 15 V, ESI (+); coluna 
C18 Xbridge® (4,6 mm x 100 mm: 5,0 μm)
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e T= 20°C. O sistema de solventes utilizados foi: Fase A (ACN/H2O, 10:90, v/v 
+ NH4OH 0,1%) e Fase B (ACN + NH4OH 0,1%), em modo gradiente: 100% 
de (A) a 66,7% de (B) em 55 minutos, com retorno à condição inicial em 10 
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da pela adição de padrão na amostra e pela observação da relação m/z do 
composto.

Ensaio de calibração�
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(Fase A) nas concentrações: 0; 1; 2,5; 5; 10; 50 e 100 μg.mL-1. A curva de 
calibração foi obtida por regressão linear, usando a altura do pico do padrão 
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μg.mL-1, respectivamente.

Resultados e Discussão 

A Figura 1 apresenta os resultados do teste de suscetibilidade de H. glycines 
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 Crotalaria investigadas, onde foi 
avaliado o efeito dose-resposta na imobilização: ações nematostática (24 
h a.e) e nematicida (24h a.e.+ 24H a.r.). Não foi possível obter estimativas 
válidas dos parâmetros de f, que relacionassem as concentrações do extrato 
de C. juncea à ação nematostática (24h a.e.). O mesmo observou-se em 
relação aos extratos de C. juncea e de C. ochroleuca na ação nematicida 
(24h a.e.+24h a.r.). Embora tenha-se obtido uma relação dose-resposta 
válida para a ação nematicida do extrato de C. spectabilis, a ação nematicida 
foi evidenciada somente a partir da dosagem 9,37 mg.mL-1.
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Figura 1. Efeito dose-resposta do nematoides H. glycines
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C. spectabilis, C. juncea e C. ochroleuca
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ração. 

O teste de paralelismo para as curvas do efeito nematostático de C. 
ochroleuca e C. spectabilis foi aceito, indicando que o comportamento na 
imobilização do nematoide foi similar para ambas espécies. No entanto, 
o valor da potência relativa indicou que a equivalência de doses entre os 
extratos testados nas mesmas condições foi de 1,92; isto é, foi necessário 
aproximadamente o dobro da dose de C. spectabilis para se obter a mesma 
efetividade nematostática de C. ochroleuca na DL50.

A Tabela 1 apresenta as concentrações de MCT nas folhas (μg.g-1) e na con-
centração máxima do extrato ao qual os nematoides foram submetidos (12,5 
mg MS.mL-1&'
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vado por Zhang et al. (2017), onde foi encontrado 30,35 μg.g-1 de MCT em 
folhas de ��� ������	
�� Ao contrário que tem sido atribuído pela literatura, 
o presente trabalho mostra que a MCT não foi isoladamente a substância 
responsável pelos efeitos nematostáticos ou nematicidas, visto que o maior 
efeito nematostático foi observado em indivíduos expostos ao extrato de C. 
ochroleuca que não apresentou esse composto à níveis _����	��Q��	�
����

método desenvolvido. Por outro lado, o teor de MCT em C. juncea, a qual não 
apresentou qualquer efeito na imobilização de H. glycines, foi aproximada-
mente metade da quantidade encontrada em C. spectabilis.
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Tabela 1.
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de Crotalaria, representadas em Microgramas por grama de folha (μg. g-1) e na con-
centração máxima testada dos extratos (12,5 mg MS.mL-1), em que MS=Massa Seca

Crotalaria
spectabilis juncea ochroleuca

[MCT] em μg. g-1 64,05 ± 6,39 28,20 ± 0,91 ND*
[MCT] em 12,5 mg MS.mL-1 0,80±0,08 0,35±0,01 ND*
*LD=0,55 μg. g-1 ; LQ=1,0 μg.g-1

A detecção de MCT em PDA: (a) amostra de C. spectabilis, (c) padrão analí-
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C. specta-
bilis, e (d) padrão; estão representadas na Figura 2. As linhas vermelhas deli-
mitam o intervalo correspondente ao tempo de retenção da MCT em amostra 
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C. spectabilis e em uma amostra de padrão analítico, 
no detector PDA. Na Figura 2c, a concentração de MCT é de 100 μg.mL-1, 
enquanto na amostra (Fig. 2a) foi de cerca de 0,6405 μg.mL-1. Observando o 
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efeito nematicida tem sido corroborada por resultados ainda não publicados, 
onde ensaios de suscetibilidade de H. glycines a MCT (padrão Sigma®) foram 
realizados com até [5 mg.mL-1], não mostrando nenhum efeito nematostático 
e/ou nematicida.
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Figura 2. Cromatogramas em PDA (a,c) e espectros de massa QDa em ESI+ (b,d) 
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Crotalaria spectabilis (a,b) e  padrão de 
monocrotalina [100μg.mL-1] (b,d), em equipamento HPLC Autopurify System.

Conclusão

Nesse estudo foi possível determinar a concentração de monocrotalina, em 
três espécies de Crotalaria, bem como estabelecer os efeitos dos extratos 
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Heterodera glycines. 
Esses resultados reforçaram evidências de que a monocrotalina, ao menos 
isoladamente, não está relacionada diretamente ao efeito nemastotático ou 
nematicida sobre a espécie H, glycines. 

No entanto, aventou-se a possibilidade de investigar novas substâncias, uma 
vez que a C. ochroleuca, a qual não apresentou monocrotalina a níveis de-
tectáveis, produziu elevado efeito nematostático.

 

(a) (b)

(d)(c
)
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