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O e-book “Resultados Econémicos e de Sustentabilidade nos Sistemas nas
Ciéncias Agrarias” de publicacdo da Atena Editora, apresenta, em seus 25 capitulos,
estudos almejando a reflexdo dos impactos no cenéario econdémico baseando-se nos
sistemas de producéo e suas o6ticas nas sustentabilidade, objetivando-se o manejo dos
recursos naturais renovaveis e qualidade de vida da populagdo mundial.

As ciéncias agrarias abrange diversas areas de conhecimento, tais como a Agronomia,
Zootecnia, Engenharia Agricola, Engenharia Florestal, Agronegécio, Medicina Veterinéria,
Sociologia, Economia e Administracdo Rural, entre outras. Ao longo dos anos tem-se
intensificado a busca por sistemas de produgéo vegetal e animal de base sustentavel, isto
é, articulando a preocupagé@o com o meio ambiente e os alicerces econdmicos. No entanto,
ainda existem alguns aspectos que devem ser elucidados, almejando o emponderamento
das comunidades rurais e sua inser¢do no Agronegocio. O e-book apresenta discussdes e
reflexdes dos diferentes setores agropecuérios e suas contribuicbes na economia mundial,
além de descrever praticas que contribuam no manejo sustentavel dos sistemas nas
ciéncias agrarias, e para a sociedade.

Aos autores, os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora pela dedicacédo
e empenho na elucidacao de trabalhos que irdo contribuir no fortalecimento econémico e
dimensdes socioambientais. Esperamos contribuir no processo de ensino-aprendizagem
e diadlogos da necessidade da preocupacao socioambiental e seus impactos positivos na
cadeia do agronegocio, além de incentivar agentes de desenvolvimento, isto &, alunos
de graduacgdo, de pés-graduacédo e pesquisadores, instituicbes publicas e privadas de
assisténcia e extensao rural na execucdo de praticas que promovam o desenvolvimento
rural.

Uma o6tima reflex@o e leitura sobre os paradigmas da sustentabilidade econdémica
rural!

Cleberton Correia Santos
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RESUMO: Varias espécies da leguminosa
Crotalaria séo utilizadas em sistemas de rotagéo
de culturas como planta de cobertura, adubo verde
e no controle de fitonematoides. No presente
trabalho foi investigado o efeito nematostéatico e
nematicida de extratos etanodlicos das espécies
de Crotalaria mais utilizadas. A presenca e a
concentragdo de monocrotalina (substancia
atribuida aos efeitos de toxicidade) nos extratos
também foi determinada por meio de analise
cromatografica e de espectrometria de massas.
As concentracdes observadas foram: 54,05 ug.g°
" em C. spectabilis; 28,20 ug.g" em C. juncea

e a auséncia da substancia em C. Ochroleuca.
Os bioensaios de dose-resposta em H. glycines
ajustadas ao modelo Weibull-1 indicaram
efeito nematicida do extrato de C. spectabilis,
evidenciada a partir da dosagem 9,37 mg MS.mL""
@ 0,60 yg MCT.mL" e efeito nematostatico
similar com os extratos de C. ochroleuca e C.
spectabilis. Os resultados suscitaram a hipo6tese
de que a monocrotalina, a0 menos isoladamente,
ndo esti relacionada diretamente ao efeito
nemastotatico e nematicida sobre a espécie H.
glycines, Para confirmacgdo, foi realizado um
novo experimento utilizando solucdo padréo
de monocrotalina até a concentragdo maxima
de 5 yg.mL", onde néo foi observado qualquer
efeito nematostatico ou nematicida, confirmando
a hipétese que a monocrotalina, isoladamente
nédo apresenta essas ac¢des sobre o nematoide
Heterodera glycines.
PALAVRAS-CHAVE: Heterodera
Crotalaria, Monocrotalina.

glycines,

ABSTRACT: Species of legumenous Crotalaria
are used in crop rotation systems as a cover
plant, green manure and in the control of
phytomatomatoids. In this work, the nematostatic
and nematicide effects of ethanol extracts
from the most used Crotalaria species over
Heterodera glycines nematode was investigated.
The presence of monocrotaline - MCT (substance
attributed to the effects of toxicity) from extracts
was also determined by means of chromatographic
analysis and mass spectrometry. The MCT
observed concentrations were 54.05 pg.g”' to
C. spectabilis, 28.20 ug.g*' to C. juncea and
the absence of the substance in C. ochroleuca.
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The dose-response bioassays to the H. glycines nematode adjusted to the Weibull-1 model
indicated a nematicidal effect of the C. spectabilis extract, evidenced from the dosage 9.37
mg MS.mL-1 @ 0.60 yg MCT.mL" and similar nematostatic effect with the extracts of C.
ochroleuca and C. spectabilis. The results raised the hypothesis that monocrotaline, at least
without association, no demonstrated relation to the nemastotatic and nematicidal effects on
the species H. glycines. To confirm it, a new experiment was carried out using a standard
monocrotaline solution up to maximum concentration of 5 mL-1, where no nematostatic or
nematicidal effects were observed, confirming the hypothesis that monocrotaline alone does
not present these actions on the cyst nematode Heterodera glycines.

KEYWORDS: Heterodera glycines, Crotalaria, Monocrotaline.

No Brasil, os danos causados por nematoides fitoparasitas é um dos fatores
determinantes na perda significativa de produtividade em culturas sendo o algodao, a
batata, o café, a cana, o milho e a soja as culturas mais afetadas. De acordo com Entre as
espécies mais comuns de fitonematoides associados a cultura da soja estao: Heterodera
glycines (nematoide do cisto); Meloidogyne javanica e M. incognita (nematoides de galhas);
Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesdes radiculares) (FERRAZ, 2001; JUHASZ et
al., 2013; AMORIM et al., 2016). Arotagdo de culturas e o uso de plantas de adubagéo verde,
como plantas do género Crotalaria, que apresentam efeitos antagonistas a fitonematoides,
estdo entre as melhores alternativas para o controle de populacdes 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
nematostaticos, que séo atribuidos aos metabolitos secundarios presentes na composicao
destas plantas, em especial ao alcaloide pirrolizidinico monocrotalina (Cunha et al., 2003;
Gardiano et al., 2010). A monocrotalina (MCT) foi o primeiro alcaloide isolado de plantas
do género Crotalaria, sendo considerada uma substancia tdxica principalmente a animais
vertebrados. Existem diversos relatos de intoxicacdo de ruminantes apds a ingestdo de
plantas deste género, de acordo com Martinez et al. (2013).

O presente trabalho investigou a presenca e o teor de MCT em plantas das
espécies Crotalaria spectabilis, C. ochroleuca e C. juncea, ap0s extragdo etanolica, por
meio do desenvolvimento de uma metodologia analitica de alta resolugdo. Além disso, sao
apresentados os resultados de estudos das a¢des nematostatica e nematicida de extratos
etanodlicos dessas plantas sobre o fitonematoide 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 exposicdo aos extratos, bem como, a resposta quanto a
exposicdo desse nematdide de cisto a substancia monocrotalina (padrao analitico).
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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 utilizadas todas as folhas sadias
de varias plantas coletadas no estégio de floragéo.

Obtencédo dos extratos: As folhas de Crotalaria foram secas em estufa a 40°C,
trituradas em liquidificador industrial até a obtencao de p6 fino. Uma aliquota de 50 g do
material em po6 foi submetida a turboextracdo em solugdo de etanol/agua (80:20 v/v) no
volume de 1L, seguida de maceracdo. Durante a maceracgéo, essa suspensao foi mantida

por sete dias, protegidas da luz, com homogeneizacdo manual diaria. A suspenséao foi
filtrada e centrifugada sob refrigeragcéo (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 evaporacéo da
fragdo 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.

Foi utilizado como organismo-teste 0 nematoide Heterodera glycines, obtido da
colecéo do Laboratério de Nematologia da Embrapa Soja. O in6culo puro foi multiplicado
em plantas de soja (cultivar suscetivel). Os ovos foram extraidos de acordo com o método
proposto por Dias et al. (1998), e colocados em cémaras de ecloséo, para que 0s 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 (z 100 individuos.mL") ao extrato, nas concentragdes: 0,00; 1,56; 3,12;
6,25; 9,37 e 12,50 mg.mL"", a um volume final de 4 mL. As amostras foram avaliadas apds
dois momentos:

Exposigdo (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 mesmos foi avaliada
(quantificagdo de individuos moveis/imoveis em camara de Peter). Na sequéncia, as
amostras foram filtradas em membrana Millipore®(@ =0,45 ym) e submetidas ao ensaio de
recuperagao.

Recuperacéo (24h a.e+24h a.r.): O material retido no filtro (contendo os juvenis)
foram ressuspensos em agua destilada estéril, no mesmo volume, e mantidos sob as
mesmas condi¢des de incubagao do ensaio de exposigado. Apds 24 horas da ressuspenséo,
os nematoides foram novamente quantificados 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 considerados mortos.

Tratamento estatistico: As respostas do nematoide aos extratos foram ajustadas
ao modelo Weibull-1 (Ritz, 2010). Na parametrizacdo adotada, esse modelo corresponde
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a distribuicdo de probabilidade exponencial, com funcao de ligacdo log-log, que pode
ser representada como f(*) =exp(-(x/e)") em que: x é uma concentracdo do extrato, o
parametro b & proporcional a taxa de variagcao na resposta do nematoide a um extrato na
concentragéo definida pelo parametro e, que € o ponto de inflexdo da fungéo f. Para cada
modelo, os parametros b e 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 hipdtese de igualdade entre os
valores de b. Para isso, assumiu-se heterogeneidade de variancias e graus de liberdade
igual a, em que: é o nimero de observagdes utilizados na estimativa de cada modelo. Em
caso de evidéncia de paralelismo, foi também calculada a poténcia relativa entre as DL50
para H. glycines, considerando-se o extrato de C. spectabillis como substancia padrao.

Organismo teste: Foi utilizado o nematoide de cisto Heterodera glycines obtidos
no mesmo local e da mesma forma como descrito para o ensaio de susceptibilidade de H.
glycines aos extratos vegetais.

Teste in vitro: O experimento foi conduzido em trés repeticdes para cada concentragdo
de MCT. A bateria de ensaios consistiu em expor aliquotas de J2 ( =100 individuos mL™") a
solugdes de MCT, nas concentragbes: 0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 e 5 ug mL", a um volume
final de 4mL. As amostras foram avaliadas ap6s dois momentos: Exposicdo (24 a.e) e
Recuperacéo (24 a.e + 24 a.r), exatamente como descritos no ensaio de susceptibilidade
de H. glycines aos extratos vegetais.

Tratamento estatistico: A analise da imobilizacdo em resposta as concentracdes de

monocrotalina, nos dois tempos, foi realizada seguindo o modelo de analise de variancia
(anova) imobilizados/total = dose(D) + tempo(T) + D*T + erro, assumindo-se que 0 numero
de mortos segue uma distribuicdo binomial. Nesse modelo, pressupde-se que 0s erros
sejam independentes e normalmente distribuidos. Essas pressuposi¢coes foram verificadas
por meio do gréfico preditor linear vs residuos, e pelo teste de Shapiro-Wilks (p=0,9381).
Foi utilizado o ambiente base do sistema SAS/STAT software, Versédo 9.4. Copyright © 2016
SAS Institute Inc., tendo sido o procedimento glimmix utilizado na obten¢do do modelo e
médias, enquanto a Figura 3 foi construida utilizando os comandos vbarparm e highlow do
procedimento sgplot.

Para analise cromatografica e de espectrometria de massas, os extratos etandlicos
(EtOH 80:20 v/v) foram analisados no equipamento Autopurify system Waters®, no modo
analitico constituido de HPLC, detecgao por Arranjo de Diodos (PDA - 2998) na faixa I= 190
— 400nm, e de massas Quadrupolo 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
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mL.min"' e T= 20°C. O sistema de solventes utilizados foi: Fase A (ACN/H,O, 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 condi¢éo inicial em 10 minutos. A identificagéo foi
feita por meio de deteccdo em PDA e QDa, a quantificacdao pelo cromatograma obtido no
modo PDA e confirmacgéo efetuada pela adigcdo de padrdo na amostra e pela observagéo
da relagdo m/z do composto.

Ensaio de calibracéo: As solucbes padrao foram preparadas em fase moével (Fase A)
nas concentragdes: 0; 1; 2,5; 5; 10; 50 e 100 yg.mL"". A curva de calibragéo foi obtida por
regressao linear, usando a altura do pico do padrédo como relagdo da sua concentragao. O
coeficiente de determinacao (R?) foi de 0,9997, os limites de detecgéo (LD) e quantificacéo
(LQ), foram de 0,55 e 1,0 ug.mL"", respectivamente.

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 imobilizacdo: acdes 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 concentracdes do extrato de C. juncea a acao nematostatica (24h a.e.). O mesmo
observou-se em relacdo aos extratos de C. juncea e de C. ochroleuca na agdo nematicida
(24h a.e.+24h a.r.). Embora tenha-se obtido uma relagéo dose-resposta valida para a a¢ao
nematicida do extrato de C. spectabilis, a agdo nematicida foi evidenciada somente a partir
da dosagem 9,37 mg.mL".

24h a.e. 24h a.e. + 24h ar,
100 = Crotalana spectabils - Crotalania spectabiis
»  Crotalaria juncea *  Crotalaria juncea
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Figura 1 - Efeito dose-resposta do nematoides H. glycines aos extratos etandlicos de C.
spectabilis, C. juncea e C. ochroleuca ap6s os ensaios de exposicao e de recuperagao.

O teste de paralelismo para as curvas do efeito nematostatico de C. ochroleuca e
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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 condi¢des foi de 1,92; isto €,
foi necessario aproximadamente o dobro da dose de C. spectabilis para se obter a mesma
efetividade nematostatica de C. ochroleuca na DL50.

ATabela 1 apresenta as concentra¢des de MCT nas folhas (¢g.g') e na concentragcéo
maxima do extrato ao qual os nematoides foram submetidos (12,5 mg MS.mL"). Os valores
encontrados nas folhas foram proximos ao observado por Zhang et al. (2017), onde foi
encontrado 30,35 pg.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
nao 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 imobilizacdo
de H. glycines, foi aproximadamente metade da quantidade encontrada em C. spectabilis.

Crotalaria
spectabilis juncea ochroleuca
[MCT] em ug. g 64,05 + 6,39 28,20 + 0,91 ND*
[MCT,]\AeSmm1L2_;5 mg 0,80:0,08 0,35:0,01 ND*

“LD =0,55pg.g".LQ=1,0pg.g"

Tabela 1 - Concentracées de monocrotalina [MCT] nos extratos etandlicos de folhas de
Crotalaria, representadas em Microgramas por grama de folha (¢g. g-1) e na concentragao
maxima testada dos extratos (12,5 mg MS.mL-1), em que MS=Massa Seca

A deteccdo de MCT em PDA da amostra de C. spectabilis (a) e do padréao (c),
bem como a confirmag¢do da mesma por detector QDa de massas da amostra (b), e do
padrdo (d) estdo representados na Figura 2. As linhas vermelhas delimitam o intervalo
correspondente ao tempo de retengédo da MCT em amostra de extrato etandlico de C.
spectabilis e em uma mostra de padrédo analitico comercial de MCT, no detector PDA. Na
Figura 2c, a concentragdo de MCT é de 100 pyg.mL", enquanto na amostra (Figura 2a) foi
de cerca de 0,6405 pyg.mL". Observando o tempo de retenc@o no detector QDa no modo
TIC para essas amostras (Figuras 2b e 2d), verificou-se 0 mesmo espectro de massas
[M+]=326 m/z, o que confirma a identidade da substancia.
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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 etanolico de Crotalaria spectabilis (a,b) e padrdo de monocrotalina [100ug.
mL"] (b,d), em equipamento HPLC Autopurify System.

A hipétese de que a MCT néo €, ao menos isoladamente, a responsavel pelo efeito
nematicida foi corroborada por 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.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de suscetibilidade de H.
glycines a monocrotalina (MCT). Isso foi verificado pelo teste F aplicados aos fatores fixos
do modelo anava: dose (p = 0,9435), tempo (p = 0,2004) e interacdo D*T (p = 0,9205).
Conforme pode ser observado na Figura 3, as variagdes nas porcentagens de imobilizagédo
anotados no bioensaio variaram de modo aproximadamente aleatério entre 2% e 3% ao
longo das doses, nos dois momentos de avaliacdo. Tal aleatoriedade pode ser visualizada
na Figura 3 por meio das sobreposi¢cbes dos intervalos [média - erro padrdo da média,
média + erro padréo da média] desenhados sob as barras de médias. Tais intervalos contém
estimativas esperadas das porcentagens de imobilizacao de H. glycines, em 68% das vezes
em que o bioensaio fosse repetido em condigbes semelhantes. Portanto, as porcentagens
de imobilizagdo obtidas mostraram nédo apenas a ineficacia da MCT com relagdo a agéo
nematicida e nematostatica, como também a auséncia de relagdo significativa entre as
doses-respostas.
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Figura 3. Porcentagem de H. glycines imobilizadas as 24 horas ap6s exposicéo (24h a.e.) e
apos 24 horas apo6s exposi¢ao + 24 horas de recuperacéo (24h a.e. + 24h a.r.). As linhas nas
barras indicam intervalos de 68% de significancia.

Nesse estudo foi possivel determinar a concentragdo de MCT, em trés espécies de
Crotalaria, bem como estabelecer os efeitos dos extratos etandlicos de suas plantas sobre
o nematoide de cisto Heterodera glycines. Esses resultados reforcaram evidéncias de que a
MCT, ao menos isoladamente, ndo esta relacionada diretamente ao efeito nemastotéatico ou
nematicida sobre a espécie H. glycines. Para confirmacgéo dessa hip6tese, um novo ensaio
foi realizado utilizando somente com padréo de MCT em diferentes concentragdes, até uma
concentragdo 6,25 vezes superior a maxima encontrada no extrato de C. spectabilis que foi
a que apresentou maiores nives (0,8 pg.mL™"). Portanto, os resultados obtidos confirmaram
a auséncia de quaisquer efeitos nematicida ou nematostatico da MCT sobre o nematoide
H. glycines quando analisada isoladamente, ou seja, sem associa¢do a outros compostos.

Outra observacgao importante foi o valor da poténcia relativa (1,92) o que indicou que
a equivaléncia de doses entre dois dos extratos testados. Isto significa que é necessario
aproximadamente o dobro da dose de C. spectabilis para se obter a mesma efetividade
nematostatica de C. ochroleuca na DL50. Essa € uma hipétese importante a ser testada
com o nematoide P. brachyurus, uma vez que esse nematoide precisa de mobilidade para
sua nutricdo. Fica aqui uma indicacdo ensaio de cultivo consorciado entre essas duas
espécies para areas com infestacao de P. brachyurus.
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