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RESUMO

A soja (Glycine max) € um produto de extrema importancia para economia brasileira.
Os gréaos tém grande valor nutritivo devido aos altos teores proteicos. Contudo, a
producao de soja € afetada por diversos fatores bidticos e abidticos. Os nematoides
sdo as maiores fontes de estresse bidtico experimentado pelas plantas de soja,
sendo as espécies Heterodera glycines e Meloidogine javanica causadoras das
maiores perdas econdbmicas do pais. Esses animais parasitam as plantas,
dificultando a absorgdo de nutrientes e afetando a produgdo de soja. O género
Crotalaria € conhecido por apresentar espécies ricas em alcaloides pirrolizidinicos,
metabdlitos secundarios que atuam como mecanismo de defesa contra herbivoria. A
Crotalaria spectabilis € uma das espécies utilizada como rotacido de cultura para
suprimir populagdes de nematoides no solo. A maioria dos estudos relacionados as
substancias quimicamente ativas de Crotalaria spectabilis, remetem a monocrotalina.
Assim, o objetivo desse trabalho consistiu na analise fitoquimica, avaliagcédo
nematostatica e nematicida de folhas e sementes de C. spectabilis, em busca de
novas substancias bioativas identificadas por meio da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM/EM). No
processo de otimizacdo da extragdo, foram empregados o planejamento fatorial,
usando dois solventes em duas partes da planta de C. spectabilis, totalizando quatro
extratos que foram testados para os dois nematoides citados. Segundo os
parametros obtidos pela Analise de Variancia (ANOVA) para os ensaios bioldgicos,
os extratos NaHCO3 5% (m/v) de folhas e sementes na concentragéo de 20 mg mL™,
apresentaram maior acdo nematicida sob H. glycines, com taxas de mortalidade
acima de 90% dos individuos testados. Para M. javanica, a taxa de mortalidade para
o extrato de folhas NaHCO3; 5% (m/v) foi de 89%. Nas analises por CLAE-EM/EM
foram identificadas quatro substéncias: a monocrotalina, monocrotalina N-6xido,
senecionina N-6xido e a rutina. A confirmacdo ocorreu por meio do padrdo de
fragmentagao confirmado por mecanismos e valores da literatura. O extrato NaHCO;
5%(m/v) de folhas também apresentou atividade nematostatica.

Palavras chave: Soja. Nematoides. Crotalaria spectabilis. Cromatografia.
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evaluation of its potential in soybean nematodes control. 2018. 74 p.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is a product of extreme importance for the Brazilian
economy. The grains have great nutritional value, due to high protein contents.
However, soybean production is affected by several biotic and abiotic factors.
Nematodes are the major sources of biotic stress experienced by soybean plants,
being the species Heterodera glycines and Meloidogine javanica are the greatest
ones that causes, economic losses of the country. These animals parasitize the
plants, making it difficult the absorption of nutrients, and affecting the soybean
production. The genus Crotalaria is known to have species rich in pyrrolizidine
alkaloids, secondary metabolites that act as a defense mechanism against herbivory.
Crotalaria spectabilis is one of the species used as crop rotation to suppress
nematode populations in the soil. Most of the studies related to chemical active
substances of Crotalaria spectabilis, refer to the monocrotaline. Therefore, the
objective of this work was to perform a phytochemical analysis, nematostatic and
nematicide evaluation of C. spectabilis leaves and seeds, searching for the
identification of new bioactive substances through the techniques of high
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS/MS).
In the process of optimization of the extraction, factorial planning was used, using two
solvents in two parts of the of C. spectabilis plant, totalizing four extracts that were
tested for the two mentioned nematodes. According to the parameters obtained by
Variance Analysis (ANOVA) for the biological assays, NaHCO3; extracts 5% (m/v) of
leaves and seeds at the concentration of 20 mg mL™" presented higher nematicidal
action under H. glycines, with mortality rates above 90% of the individuals tested. For
M. javanica, the mortality rate for NaHCO3; 5% (m/v) leaf extract was 89%. In the
analyzes by HPLC-MS/MS, four substances were identified: monocrotaline,
monocrotaline N-oxide, senecionina N-oxide and rutin. Confirmation occurred
through the fragmentation pattern confirmed by mechanisms and values in the
literature. The NaHCO3 5% (m/v) leaves extract also presented nematostatic activity.

Key words: Soybean. Nematodes. Crotalaria spectabilis. Chromatography.
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1 INTRODUGAO

1.1 SOJA (GLYCINE MAX)

A soja (Glycine max) € uma planta pertencente a familia Leguminosae,
seus graos sao ricos em vitaminas e minerais, além de apresentar altos teores
proteicos que variam entre 35 e 40%. Também s&o ricos em gorduras
insaturadas e isoflavonas, agregando valores nutritivos para saude humana
quando empregada na alimentagdo (CAPRIOTTI et al., 2014). Considerada a
leguminosa mais cultivada anualmente no mundo, € responsavel por suprir
mais de 70% das proteinas alimentares e 60% da producado de 6leo desde o
ano 2000 (KIM et al., 2016).

O grao de soja é classificado como o de maior destaque na
movimentagao do agronegocio brasileiro, sendo que de toda area de produgéao
agricola no pais, 56,7% é destinada ao plantio de soja (CONAB, 2016).
Segundo o levantamento de produgao agricola publicado pelo USDA, na safra
de 2016/2017 foram produzidas 114,1 milhdes de toneladas da oleaginosa no
Brasil, o que coloca o pais como segundo maior produtor mundial, atras
somente dos Estados Unidos, com 116,9 milhdes de toneladas. No mesmo
periodo, o Brasil exportou 54,8 toneladas de soja, sendo recentemente o maior
exportador mundial (USDA, 2018).

A quantidade e a qualidade da produgdo de soja dependem de
inumeros fatores das quais a cultivar é susceptivel, como a mudanca no clima,
nutrientes no solo, disponibilidade hidrica (estresse abidtico), ataque de pragas
e doencas (estresse bidtico) (CONAB, 2016; KIM et al., 2016).

Um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2014), avaliou o
impacto econdmico na agricultura brasileira provocada por insetos e pragas.
Em relagdo a soja, essa perda foi de 5% da produgao anual, resultando em um
prejuizo de mais de 1,5 bilhdes de délares (OLIVEIRA et al.,, 2014). Os
nematoides parasitas de plantas, estdo entre as principais pragas agricolas, e
podem parasitar diversos tipos de cultivos, como batata, algodédo, tomate,
banana, morango, milho, soja, entre outros, causando mais de 157 bilhdes de

ddlares em prejuizo no mundo a cada ano (CAO et al., 2015).
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1.2 NEMATOIDES DA SOJA

Os nematoides constituem o maior grupo de animais com organismo
multicelular e podem ser encontrados no solo, ambientes aquaticos, plantas e
animais. Representando 80% do reino Animalia, sdo conhecidas cerca de um
milhdo de espécies que compdem o filo nematoda, quantizando em torno de
108 individuos por metro quadrado no planeta, sendo que aproximadamente
100 espécies de 50 géneros estao relacionados a cultura de soja (DIAS et al.,
2010; SEESAO et al., 2017; SONG et al., 2017).

Os nematoides que parasitam animais, insetos e plantas, podem afetar
a saude de animais e seres humanos, causar desequilibrios ambientais e,
como ja citado, perdas de produgdo agricola que resultam em impactos
econdmicos negativos (SEESAO et al., 2017). Dentre os principais
fitonematoides que causam danos em plantas de soja, destacam-se as
espécies Heterodera glycines e Meloidogyne javanica (DIAS et al., 2010).

O ciclo de vida das espécies H. glycines e M. javanica geralmente dura
de 3 a 6 semanas, dependendo das condigbes ambientais. Os estagios de vida
dos fitonematoides sao caracterizados por ovos, larvas ou juvenis (4 estagios)
e adultos, em que cada fase é determinada por mutagdes durante as quais a
cuticula é substituida (ABAD; WILLIAMSON, 2010). Os nematoides infectam as
plantas durante a segunda fase larval (J2), penetrando as raizes do hospedeiro
com a finalidade de formar um sitio de alimentacéao, utilizando a planta como

fonte de nutriente.

1.2.1 Heterodera glycines

Heterodera glycines (Figura 1) é um nematoide formador de cisto que
causa, anualmente, perdas que chegam a 1 bilhdo de ddlares na cultura de
soja somente nos Estados Unidos. Os sintomas de infeccdo por esse
nematoide sdo manchas cloréticas nas folhas, necroses nas raizes e caules,
além de prejudicar o desenvolvimento das vagens, sementes e o crescimento
da planta como um todo. (JAIN et al., 2016; LI et al., 2016).
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Figura 1. Nematoide juvenil J2 (a) e fémeas de Heterodera glycines (b)

Fonte: Dias, 2010.

1.2.2 Meloidogyne javanica

Meloidogyne javanica é um nematoide formador de galhas nas raizes
das plantas (Figura 2), e as perdas de producgéo por Meloidogyne spp. sdo de
aproximadamente 70 bilhdes de ddlares no mundo todo, por ano. As plantas de
soja contaminadas apresentam manchas amareladas e, dependendo da
populacdo de nematoide que o solo contém, reboleiras nas raizes. Caso a
planta se desenvolva ao ponto do florescimento da soja, nota-se o abortamento
das vagens e amadurecimento prematuro da planta (CABONI et al., 2012;
DIAS et al., 2010).
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Figura 2. Nematoide Juvenil de Meloidogyne javanica (a) e reboleiras formadas
nas raizes de soja (b).

Fonte: Dias, 2010.

Os nematoides parasitas de plantas sdao a maior fonte de estresse
bidtico experimentado por plantas e sdo muito dificeis de controlar. Todos os
endoparasitas sedentarios estabelecem associa¢des intimas com as plantas
hospedeiras, manipulando assim aspectos biolégicos fundamentais das células
vegetais (MIYARA et al., 2015). Sendo assim, uma das alternativas para
auxiliar o controle de nematoides é a analise fitoquimica de plantas

antagonistas a fim de identificar compostos com atividade nematotodxica.

1.2.3 A Fitoquimica e o Controle de Nematoides

A fitoquimica é definida como o estudo de constituintes quimicos de
especies vegetais, sendo que as analises preliminares podem indicar os grupos
de metabdlitos secundarios relevantes da matéria vegetal. Na busca por
compostos com bioatividade, sdo necessarios ensaios envolvendo reagdes
especificas com a finalidade de selecionar, isolar e determinar a estrutura dos
metabdlitos de interesse (SIMOES et al., 2010).

As praticas de controle de fitonematoides integram a utilizacdo de
cultivares resistentes, controle biolégico, a rotagdo de cultura com plantas
antagonistas e nematicidas quimicos (SIMOES et al., 2010). A fitoquimica € um
campo de estudo em crescimento que pode ser empregada em estratégias de

controle de nematdides a partir da interacdo desses com metabdlitos
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secundarios de plantas, buscando compostos repelentes, atrativos,
estimulantes, inibidores e nematotdxicos (CHITWOOD, 2002).

Ishrat Naz e colaboradores (2016) citaram os principais grupos de
metabdlitos com potencial para o controle de nematoides parasitas de plantas,
que incluem alcaloides, flavonoides, taninos, 6leos essenciais, glicosideos,
esteroides e saponinas. Diferentes familias de plantas, como Meliaceae,
Asteraceae, Myrtaceae, Lauraceae, Lamiaceae, entre outras, tém sido
utilizadas como antifungicida, antibactericida, inseticida e antinematoide (NAZ
et al., 2016).

As plantas antagonistas sdo as comumente utilizadas como consoércio
ou rotacdo de culturas para o controle de nematoides parasitas, uma vez
fornecerem compostos que diminuem as popula¢des de nematoides, e também
agregam matéria organica e fixacéo de nitrogénio para o solo (MIAMOTO et al.,
2016).

Os compostos naturais que demonstram efeitos nematicidas, morte de
nematoides, podem servir de modelo para a sintese quimica de compostos
ativos amigaveis ao meio ambiente, ja que grande parte destes metabdlitos
secundarios sao mais seguros para os seres humanos e o0 meio ambiente do
que os nematicidas tradicionais. Alguns exemplos de nematicidas
tradicionalmente utilizados sdo o brometo de metila, que tem propriedades
prejudiciais a camada de ozénio, e produtos a base de carbamatos, como
Aldicarb®, cujo o principio ativo é o 2-metil-2(metiltio)propanalO-(N-
metilcarbomol)oxima, que é téxico para mamiferos, seres humanos e para o
ambiente (CHITWOOD, 2002; KEARN et al., 2014). Algumas plantas que
apresentam efeito nematicida sdo: as sementes de Azadirachta indica (neem),
usadas como inseticidas (principalmente para M. incognita) devido a presenca
de limonoides; o Pennisetum glaucum (milheto) reduz a populagédo de H.
glycines, porém favorece o aumento da populagdo de M. javanica e P.
brachyurus; a Brachiaria decumbens (braquiaria) atua na diminuigdo de H.
glycines e M. javanica, e nao tem efeito sobre P. brachyurus; a Crotalaria
juncea e C. ochroleuca tém efeitos nematicidas, mas ndo em todos os
nematoides da soja; e a Crotalaria spectabilis, que por sua vez, € uma das
unicas plantas que tem efeito nematicida sobre a maioria dos nematoides da
soja. (OKA, 2010).
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1.3 CROTALARIA L.

A Crotalaria é um género da familia Fabaceae, composto por
aproximadamente 700 espécies que estdo distribuidas em regides de clima
tropical e subtropical do mundo, sendo a Africa o continente que possui a maior
variedade de espécies. No Brasil sdo registradas 31 espécies nativas de
Crotalaria e 11 espécies nao nativas (FLORES; TOZZI, 2018).

O género Crotalaria € conhecido por apresentarem espécies vegetais
ricas em aminoacidos nao proteicos e alcaloides pirrolizidinicos, sendo esses
encontrados nas folhas e nas sementes de diversas espécies desse género.
Nas sementes, esses alcaloides estdo presentes em altas concentragdes e, em
algumas espécies, pode conter mais de 5% de sua massa seca em alcaloides
pirrolizidinicos. Dessa forma, grande parte dessas plantas é considerada toxica
e pode causar problemas para saude de humanos e mamiferos (DE OLIVEIRA
et al., 2018; FLORES; TOZZI; TRIGO, 2009; MARTINEZ et al., 2014; PITANGA
et al., 2011).

A industria  quimica e farmacéutica, objetivando  novos
desenvolvimentos no campo da biotecnologia e medicina, consideram estudos
com plantas de Crotalaria promissores devido seu potencial téxico e
farmacologico, como carcinogénico e hepatotoxico, além de apresentarem
propriedades antitumorais, antiespasmddicas, aglutinante, antibactericida e
antiinflamatoria (DE OLIVEIRA et al., 2018; HU; CHOU; ZHANG, 2017; SUN et
al., 2013).

A Crotalaria sessiliflora € uma espécie utilizada na medicina Chinesa
no tratamento de cancer de es6fago, no colo do utero e de pele, a
monocrotalina € o metabdlito responsavel por essa acéo, e devido sua elevada
toxicidade, seu derivados sao sintetizados, e tem parte da estrutura modificada
com a finalidade de reduzir a toxicidade e manter a atividade anticancerigena
(TANG et al., 2017).

A Crotalaria pallida, € utilizada na medicina popular no sudoeste e leste
da China, suas raizes sdo designadas para tratamentos de tuberculose
linfatica, mastite (inflamacdo das mamas) e disenterias. As sementes dessa
espéciesao usadas no trato de neurastenia (enfraquecimento, perda de energia

do sistema nervoso), tonturas, leucorreia e tumores. Hu e colaboradores
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(2017) relataram que a C. pallida possui uma diversa variedade de atividades
bioldégicas, como antiinflamatéria, antimicrobiana, estrogénica e mutagénica
(HU; CHOU; ZHANG, 2017)

Na agricultura, as lectinas (aminoacidos nao proteicos) presentes em
varias espécies de Crotalaria promovem a defesa contra herbivoros por meio
do “antifeeding” e inibidores de protease, além de produzirem néctar extrafloral
que atraem formigas e vespas (MARTINS et al., 2015).

O foco das Crotalarias na agricultura esta na utilizacdo dessas como
adubo verde, na fixagdo de nitrogénio no solo e, particularmente, na reducgéo
de nematoides endoparasitas sedentarios. A Crotalaria juncea, por exemplo, é
extensivamente cultivada, devido seu potencial benéfico para o solo, controle
de erosoes, supressao de ervas daninhas e controle de nematoides.

A Crotalaria spectabilis € a principal espécie usada no controle de
nematoides, pois € a que mais reduz a populagao dos nematoides de cisto e de
galha, que sédo os parasitas de plantas mais prejudiciais as safras agricolas
(COLEGATE et al., 2012, THODEN et al, 2010).

1.3.1 Toxicidade de Crotalaria spectabilis

A Crotalaria spectabilis, Figura 3, é uma espécie nativa da India,
também encontrada no Brasil (FLORES; TOZZI, 2018). A quantidade de
alcaldides por massa seca de material vegetal esta entre 0,01 — 1,52% nas
folhas e entre 2,41-5,35% nas sementes, o que indica um elevado grau de
toxicidade (COLEGATE et al., 2012).
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Figura 3. Crotalaria spectabilis florida e com vagens.

Grande parte das espécies de Crotalaria estdo associadas com a
producdo de alcaloides pirrolizidinicos, metabdlitos secundarios sintetizados
pelas plantas para auxiliar em seus mecanismos de defesa contra herbivoros
(IRMER et al., 2015). Os alcaloides pirrolizidinicos sao, predominantemente,
compostos por ésteres de 1-hidroximetilpirrolizinas hidroxiladas (base necina),
ou seja, requerem a presencga de uma ligagao dupla 1,2 no anel pirrolizidinico e
esterificacdo de grupos hidroxila em C9 ou C7 com &cidos mono ou di-
carboxilicos contendo de quatro a seis atomos de carbono (acido nécico). A
Figura 4 ilustra a estrutura basica dos alcaléides pirrolizidinicos (FLETCHER et
al., 2009).

Figura 4. Estrutura basica dos alcaloides pirrolizidinicos

Fonte: Martinez et al., 2014.
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Os alcaloides pirrolizidinicos, apresentam trés principais rotas
metabdlicas:a hidrolise que gera bases necinas e acidos nécicos, a N-oxidagao
para formar alcaloides pirrolizidinicos N-6xido e a oxidagdo de alcaloides
pirrolizidinicos para produzir didehidro-pirrolizidinas intermediarias (YANG et
al., 2017).

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo substancias com atividades toxicas,
sdo a fonte de toxinas mais facilmente encontradas em plantas, apesar de nao
serem todos que apresentam atividades toxicas.. Os metabdlitos mais toxicos
sdo os que contém ésteres com ligagdes 1,2 de retronecinas insaturadas que
podem ser utilizadas como inseticidas naturais. A monocrotalina (MCT), Figura
5 (a) € um alcaldide pirrolizidinico formado pelo acido monocrotalico Figura 5
(b) e a base necina denominada retronecina, Figura 5 (c). A monocrotalina &
considerada uma fitotoxina que pode ser obtida da C. spectabilis (MARTINEZ
et al., 2014; ROSEMANN; BOTHA; ELOFF, 2014).

Figura 5. Estrutura da (a) monocrotalina; (b) acido monocrotalico; e (c)

retronecina.

Fonte: Martinez et al., 2014.

Em seres humanos, a monocrotalina €& convertida em
dehidromonocrotalina (DHM) pelo citocromo P450, como representado na
Figura 6, induzindo assim a toxicidade. A dehidromonocrotalina é eletrofilica e

reativa, podendo se ligar a biomoléculas nucleofilicas, ou reagir com DNA e
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proteinas formando proteinas e DNAs adutos (YANG et al., 2017). Além disso,
devido sua alta toxicidade e reatividade, essa pode causar lesées no figado,
induzir hipertensdo pulmonar e, caso entre na corrente sanguinea, afetar o
coragao, rins, pancreas, pele e cérebro (YANG et al., 2011). Estudos sugerem
que a LDsp (dose letal para matar 50% de uma populacéo de ratos testada) de
monocrotalina foi 109 mg kg~ em uma Unica inje¢do intraperitoneal (YANG et
al., 2017).

Figura 6. Ativacao metabdlica da monocrotalina pelo citocromo P450

Fonte: Yang, 2017

As espécies de Crotalaria tém sido usadas extensivamente como uma
cultura de cobertura, pois sido espécies nao hospedeira para muitos
nematoides parasitas de plantas. A monocrotalina, isolada da C. spectabilis,
tem acdo de suprimir alguns nematoides da soja. Contudo, ndo se sabe
exatamente se, ao inibir esses nematoides, a planta deposita algum residuo no
solo. No entanto, sabe-se que a contaminagcdo de seres vivos por
monocrotalina, geralmente, ocorre pela ingestdo de graos, mel, chas e cereais
contaminados pela substancia (OKA, 2010; SAKAMOTO et al., 2017).
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1.3.2 Métodos de analise fitoquimica de compostos ativos de Crotalaria

Atualmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um
dos métodos mais utilizados na analise quimica de compostos. Essa técnica se
da pela separagao de substancias através de propriedades fisico-quimicas de
migracao diferencial dos analitos através da fase movel e da fase estacionaria.
A partir do momento que os compostos sao eluidos, esses sao direcionados
para os detectores, que usualmente utiliza-se os detectores de absorgao de
radiacdo no UV-Vis com arranjo de fotodiodos e o espectrébmetro de massas
(CASS, et al. 2013).

Hu e colaboradores (2017), identificaram substancias, basicamente
flavonoides, que foram isoladas da Crotalaria pallida, utilizando das técnicas de
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada ao espectrémetro de
massas (CLUE-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H, RMN de
3C e RMN 2D) no processo de separacédo e determinagédo estrutural dessas
moléculas. Dentre as substancias, a maioria apresentou fraca atividade anti-
inflamatdria, entretanto, a cropalliflavona C. apresentou atividade moderada. A
atividade citotdéxica também foi avaliada e o composto cropalliflavona B, se
revelou moderadamente citotoxico com ICso= 6,77 umol L™ em células MCF-7.

Colegate e colaboradores (2012), estudaram 23 alcaloides presentes
nas folhas, sementes, caules e raizes de Crotalaria juncea, que foram isolados
e quantificados através de analises por CLAE-EM e caracterizadas por RMN, a
substancia encontrada em maior quantidade nas raizes, folhas e caules foi a
junceina e nas folhas de C. juncea, a isohemijunceina B e C. Essa espécie
também ¢é reconhecida por auxiliar no controle de fitonematoides devido a
presenca de alcaloides pirrolizidinicos em sua composigao.

Duas isopropenil-dihidrofuranoisoflavonas isoladas de Crotalaria
lachnoplhora, foram identificadas através de CLAE-UV e CLAE-EM/EM e
elucidadas por RMN 1D e 2D. Essas substancias foram testadas em ensaios
de atividade antimicrobiana e foi obtido resultado positivo para E. coli, a
substancia mais ativa foi a luteolina-7-O-a-rhamnosida (AWOUAFACK et al.,
2011).

Flores e colaboradores (2009) extrairam alcaloides pirrolizidinicos de

vinte e oito espécies diferentes de Crotalarias e analisaram por CG-EM
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Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas — CG-EM, entre elas
a Crotalaria spectabilis, na qual esta presente a monocrotalina. As estruturas das
substancias presentes em diferentes espécies de Crotalaria, relatadas na literatura

estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Substancias encontradas em diferentes espécies de Crotalaria

Susbtancia Estrutura Espécie Reféncia
Crotalaria
Cropalliflavona B ) (Hu et al., 2017)
pallida
Crotalaria
Cropalliflavona C pallida (Hu et al., 2017)
Crotalaria
Junceina ) (Colegate, 2012)
juncea
. . Crotalaria
Isohemijunceina ) (Colegate, 2012)
juncea
luteolina-7-0O-a- Crotalaria (Awouafack,
rhamnosida lachnophora 2011)
. Crotalaria
Monocrotalina - (Flores, 2009)
spectabilis

Apesar da literatura relatar alguns trabalhos sobre espécies de Crotalaria,
os estudos sobre a composi¢cao quimica da Crotalaria spectabilis ainda é muito
escasso, e tendo em vista sua importancia na economia do Brasil, € a principal
espécie plantada entre safras da soja para o combate de nematoides, € de suma
importancia a identificacdo das substancias responsaveis pelo efeito

nematicida/nematostatico apresentado por essa espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a composi¢cdo quimica e a capacidade de acdo nematostatica
e/ou nematicida de extratos da espécie Crotalaria spectabilis em busca de
substancias bioativas, a fim de desenvolver um bioproduto para o controle de

nematoides nas culturas de soja (Glycine max).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e identificar os compostos com potencial bioativo a partir de
folhas e sementes de Crotalaria spectabilis;

e Avaliar por meio de ensaios in vitro os extratos quanto a capacidade de
supressdo dos nematoides da soja Heterodera glycines e Meloidogyne
Javanica;

e Gerar informacdes sobre compostos naturais extraidos de C. spectabilis
com potencial para o desenvolvimento de produto com propriedades

nematicidas e/ou nematostaticas.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

Os materiais vegetais utilizados nos estudos foram obtidos de
diferentes ambientes. As folhas foram provenientes de plantas cultivadas em
casa de vegetacdo, enquanto as sementes derivaram de plantas cultivadas em
campo. Cada local foi escolhido devido a necessidade de grandes quantidades
relativas de material natural de qualidade para realizagdo dos ensaios in vitro
de susceptibilidade de nematoides aos extratos, além das analises
cromatograficas.

As plantas de Crotalaria spectabilis foram cultivadas na unidade da
EMBRAPA Soja, Londrina, Parana, em vasos plasticos de 5 L, contendo solo

natural (ndo esterilizado), sob condicbes de casa de vegetacdo, umidade de
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60-70% e temperatura de 28 °C. Apds as plantas atingirem a fase adulta
(aproximadamente noventa dias), as folhas foram coletadas manualmente,
secas em estufa (40 °C) por 24 h, trituradas em triturador FAK-CLASSE |-IPX1
até obtencgao de po fino, armazenadas em sacos plasticos e refrigeradas a -13
°C ao abrigo da luz, para posterior utilizagao.

As sementes de C. spectabilis foram obtidas a partir de plantas
cultivadas no campo a lango em 26/02/2016, em uma area de 325 m?, latossolo
vermelho-amarelo e textura arenosa (infestada pelos nematoides M. incognita e
P. brachyurus) na &rea experimental Estancia Agua Rica (22°39°23e
50°20°51""), em Assis-SP. A coleta foi feita manualmente na data de
22/07/2016 e o material foi transportado para unidade da EMBRAPA Soja em
Londrina, Parana. A triagem foi realizada, para separagdo das sementes, que

foram armazenadas em envelopes de papel pardo.

3.2 OBTENGCAO DOS EXTRATOS DE CROTALARIA SPECTABILIS

3.2.1 Extratos EtOH:H,0 80% (v/v)

Os extratos hidroalcdlicos de folhas de C. spectabilis foram obtidos
através de uma mistura contendo 800 mL de etanol (grau de pureza 99,99%,
JTbaker) e 200 mL de agua ultrapura. A mistura de solventes foi adicionada a
um liquidificador industrial com 100 g de folhas de C. spectabilis, e
processadas por 1 minuto (extracdo a frio). As solugdes foram transferidas para
frascos ambar a temperatura ambiente e permaneceram em repouso por 24 h.
Os extratos foram filtrados em filtros Whatmann (J=240mm) e submetidos a
rotaevaporagdo (Rotavapor R124-BUCHI®) em banho ultratermostatico até 43
°C para evaporacao da fragdo alcodlica do solvente. O volume de extrato
restante foi congelado em freezer a -13 °C e liofilizado. O mesmo procedimento
foi feito para extracéo hidroalcodlica de sementes de C. spectabilis (SIMOES et
al., 2010). As massas dos extratos liofilizados foram, de 2,895 g para folhas e

5,230 g para sementes.



25

3.2.2 Extratos Alcalinos NaHCO3 5% (m/v)

A solugdo extratora foi preparada adicionando-se 50g de
hidrogenocarbonato de sodio de grau analitico (Synth) a quantidade suficiente
de agua ultra-pura para completar 1 L de solugdo. Nessa solugao adicionou-se
100 g do material vegetal seco e triturado sob as mesmas condi¢des citadas na
secdo 3.2.1, sendo realizada, entdo, uma extracdo a frio. A solucdo
permaneceu ao abrigo da luz e temperatura ambiente por 24 h. Os extratos
foram filtrados em filtros Whatmann (=240mm) e os pHs foram ajustados para
os valores entre 7,0 — 7,2 com adigao da solugao de acido cloridrico (0,1 mol L
'). Assim, os extratos foram congelados em freezer a -13 °C e liofilizados. As
massas obtidas de extratos liofilizados foram 6,267 g para folhas e 44,980 g

para o de sementes.

3.3 OBTENGAO DE OVOS E JUVENIS (J2) DOS NEMATOIDES ESTUDADOS

Esta etapa experimental foi realizada no Laboratério de Nematologia da
Embrapa Soja, com o auxilio do Dr. Waldir Pereira Dias e sua equipe. Para
obter o indculo puro, cada espécie de nematoide foi multiplicada de forma
isolada em cultivares de soja susceptiveis a Meloidogyne javanica e
Heterodera glycines em casa de vegetagao. O tempo de inoculagéo procede de
acordo com seu ciclo de vida: 28 dias para H. glycines e 45 dias para M.
javanica. Para a extracdo dos ovos, foi realizado um procedimento especifico
para cada espécie de nematoide, empregando métodos baseados pelos

seguintes autores:

e Bonetti e Ferraz (1981) - Melodoigine javanica: as raizes de Glycine max

(soja) infestadas com essa espécie de nematoide foram lavadas em
agua corrente, cortadas em pedagos pequenos e trituradas em
liquidificador por 30s com solugao de hipoclorito 0,5% em quantidade
suficiente para cobrir as raizes. A suspensao obtida foi passada por
peneiras de 200 (75 pm) e 500 (26 pm) mesh. O material retido na
peneira de 500 mesh foi retirado com agua e transferido para tubos

Falcon com adicdo de 1 cm?® de caulim para centrifugagéo por 5 minutos



26

e 2000 rpm. Apds a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado, e ao
precipitado adicionou-se uma solugcdo de sacarose (400 g de agucar
para 750 mL de agua). O sedimento foi resuspendido pela agitagdo do
tubo, e a mistura obtida foi novamente submetida a centrifugagéo por
1min nas mesmas condi¢cdes anteriores. O sobrenadante foi vertido na
peneira de 500 mesh e lavado com agua. O material da peneira de 500
mesh contendo ovos de M. javanica foi recolhido com agua em um

recipiente de vidro.

e Dias e colaboradores (1998) - Heterodera glycines: As raizes de soja
infestadas com essa espécie de nematoide foram retiradas
cuidadosamente, lavadas sob jato de agua forte e a suspensao foi
coletada em recipientes com capacidade de 20 L. O material resultante
da lavagem passou por tamis de 20 mesh (840 um) onde ficaram retidos
os residuos grosseiros que foram descartados, o material foi entdo
passado por uma peneira de 100 mesh (149 um) em que se
depositaram-se as fémeas e cistos que foram esmagados com um tubo
de ensaio, expondo os ovos que foram recolhidos na peneira de 500
mesh (26 um). Esses foram recolhidos com uma solugéo de sacarose
454 g L' e a solugéo foi centrifugada por 1min na rotagdo de 2000 rpm.
O sobrenadante final foi passado por uma peneira de 500 mesh e lavado
com agua destilada para remogao da sacarose, e a suspensao de ovos

foi recolhida com agua destilada.

Apés a extragao dos ovos, esses foram colocados em camaras de
eclosdo, e os nematoides juvenis e adultos foram obtidos, segundo o método
de Rios (1990).
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3.4 ENSAIOS IN VITRO DE SUCEPTIBILIDADE DE NEMATOIDES EM EXTRATOS DE C.
SPECTABILIS

Os experimentos foram baseados no método adaptado de Wiratno e
colaboradores (2009), e consistiu em expor as amostras contendo de 100 a
150 individuos J2 das espécies de nematoides por mL de suspensido aos
extratos de C. spectabilis nas concentragdes finais de 5,0; 10,0 e 20,0 mg mL™,
utilizando agua destilada como controle. As amostras foram avaliadas apos

dois momentos:

e Exposicdo: Os nematoides juvenis presentes em 2,0 mL de suspenséao
foram expostos a 2,0 mL de extratos e incubados por 24h, a 25°C ao
abrigo da luz. Apds esse periodo, a mobilidade dos mesmos foi avaliada,
foi feita a quantificagdo de individuos mdveis/iméveis (efeito
nematostatico) em camara de Peter's. Apds essa etapa, as amostras
foram filtradas em filtro &=0,45um e submetidas ao ensaio de

recuperacgao.

e Recuperacdo: O material retido no filtro, (contendo os nematoides
juvenis) foi suspenso no mesmo volume com agua destilada (4,0 mL) e
mantido sob as mesmas condigdes de incubacdo do ensaio de
exposi¢cao. Apds mais 24 h, os juvenis foram novamente quantificados
em Camara de Peter’s, onde foram avaliadas as suas condi¢des
morfologicas, segundo Rocha e colaboradores (2017), para considerar

os individuos mortos (efeito nematicida).

O tempo total para realizagado dos ensaios in vitro foi de 48 h, em que
cada concentracdo de extrato foi testada em triplicata e os resultados
apresentados em porcentagem de mortalidade ao final das 48h de
experimento. A porcentagem de mortalidade foi calculada através da Equagao
1, em que é considerado o numero de individuos (J2) totais e o numero de
individuos (J2) mortos (ROCHA et al., 2015).
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n individuos mortos
(% )Mortos = — X 100% Eq.1
n total individuos

3.5 APLICAGAO DO PLANEJAMENTO FATORIAL EXPERIMENTAL

Em busca da otimizagdo do ensaio para obtengcédo da melhor resposta
de porcentagem de mortalidade de nematoides dos experimentos in vitro, foi
realizado um planejamento fatorial 2°, sendo que as variaveis qualitativas
escolhidas foram: parte da planta, solvente extrator e espécie de nematoide em
dois niveis (Tabela 2). Variou-se a parte da planta (folhas e sementes de C.
spectabilis), o solvente extrator [EtOH 80% (v/v) e NaHCO3 5% (m/v)] e, for fim,
a espécie de nematoide (Heterodera glycines e Meloidogyne javanica), como

mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Fatores e niveis do planejamento fatorial 2°

Fatores/ Niveis (-1) (+1)
(1) Parte da Planta Folhas Sementes
(2) Solvente extrator EtOH 80% (v/v) NaHCO3; 5% (m/v)
(3) Espécie de nematoide M. javanica H. glycines

Neste caso, o planejamento fatorial consta de 8 experimentos, que

estdo apresentados na Tabela 3. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

Tabela 3. Distribuicdo de ordem normal para planejamento fatorial 2% para os

ensaios “in vitro” de extratos de C. spectabilis.

Ensaio Fator (1) Fator (2) Fator (3)
1 -1 -1 -1

+1 -1 -1

-1 +1 -1

+1 +1 -1

-1 -1 +1

+1 -1 +1

-1 +1 +1

+1 +1 +1

o N O g b~ W N
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Os dados resultantes dos experimentos foram analisados no software
Statistica 10.0, por meio da analise de variancia (ANOVA), superficies de

resposta, graficos de Pareto.

3.6 ANALISE DOS EXTRATOS POR METODOS CROMATOGRAFICOS

3.6.1 Preparo das Amostras

As amostras analisadas em CLAE-EM/EM, foram preparadas na
concentragdo de 1 mg mL"' solubilizadas em ACN:H,O (1:1 V:V) e
centrifugadas por 3 min em rotagdo de 10.000 rpm em centrifuga Eppendorf®

Minispin®. Os sobrenadantes foram transferidos para vials e analisados.

3.6.2 Métodos CLAE-UV/DAD

Para uma avaliagdo prévia do perfil quimico, os extratos de C.
spectabilis, foram analisados por CLAE-UV/DAD em cromatografo liquido
prominence Shimadzu®, equipado com bomba LC-20AT, detector de arranjo
de diodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A, injetor automatico SIL-20AHT
e moédulo de comunicagdo CBM-20.

Uma coluna C4g Zorbax Eclipse® (150 mm x 4,6 mm, 5,0 ym) foi
utilizada como fase estacionaria e o sistema de solventes para analise do perfil
cromatografico das amostras consistiu de uma mistura de H>O (A) e ACN (B),
ambos com 0,1% V/V de acido férmico, vazdo de 1,0 mL min™" e temperatura
de 25 ° C. As amostras foram preparadas na concentragdo de 10 mg mL™,
solubilizadas em ACN:H»0 (1:1, v/v) e filtradas em membrana de 0,22 uym.

Os métodos de eluigdo otimizados para avaliagdo cromatografica dos

quatro extratos de C. spectabilis estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4. Métodos otimizados para as analises dos extratos de Crotalaria

spectabilis por CLAE-UV e CLAE-EM/EM

Método 1 Método 2 Método 3
Folhas Folhas e Sementes Sementes
(NaHCO3) (EtOH:H,0) (NaHCO3)
t (min) %B t (min) %B t (min) %B
0 5 0 5 0 5
2,5 5 2,5 5 8 5
26,5 100 26,5 70 53 35
60 65
75 75

* B = Acetonitrila enriquecida com 0,1% (v/v) de acido férmico.

Os cromatogramas foram registrados, e os espectros de UV dos picos
individuais foram monitorados na faixa de comprimento de onda de 190-400 nm
e o comprimento de onda (A) que apresentou melhor resolugao e intensidade

de picos foi escolhido para analise, sendo esse o A = 280 nm.

3.6.3 Métodos CLAE-EM/EM

Apos otimizadas as condigdes cromatograficas por CLAE-UV/DAD, os
extratos de C. spectabilis foram analisados em CLAE Shimadzu® acoplado ao
Espectrdmetro de Massas Amazon SL Bruker® com fonte de ionizagao
eletrospray (IES) e analisador ionTrap. As analises foram realizadas em modo
positivo e negativo, com fragmentacao até MS3, faixa de ions detectada de 50-
1200, e energia de ionizagdo de 50 V. O software Bruker Compass
DataAnalysis 4.3° foi utilizado para a analise dos dados.

O esquema representado na Figura 7, aborda o método de
desreplicacdo dos espectros, a fim de identificar as substancias presentes no
extrato, Este método de analise

sem prévio isolamento experimental.

fitoquimica de substdncias consiste basicamente, na aquisicao,
processamento, e interpretacdo de dados a partir de um banco de dados
particular gerado com base em referéncias bibliograficas e/ou a partir de bases
como MassBank, Chemspider, PubChem, NIST, NuBBEDB, efc.

(GORROCHATEGUI et al., 2016; TOHGE; FERNIE, 2009).
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As analises do presente trabalho, se deram com base no esquema
representado, inicialmente em busca de metabolitos alvo e posteriormente
buscando identificar substédncias que se mostrarem mais intensas nos
cromatogramas obtidos por CLAE-MS/MS, devido a escassez de estudos sobre

esta espécie vegetal.

Figura 7. Esquema representativo para analise fitoquimica de compostos.
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Fonte: Gorrochategui et al., 2016.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 2°

O planejamento fatorial 2° foi aplicado para avaliar o efeito
nematostatico e nematicida dos quatro extratos de C. spectabilis testados em

trés diferentes concentragdes, sendo que foram selecionados os 3 fatores: (1)
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parte da planta, (2) solvente extrator e (3) espécie de nematoide, em dois
niveis, inferiores (-1) estédo folhas de C. spectabilis (1), solvente EtOH 80% (v/v)
(2) e nematoide Meloidogyne javanica (3) e nos niveis superiores (+1) estao
sementes de C. spectabilis (1), solvente NaHCO3; 5% (m/v) (2) e nematoide

Heterodera glycines (3), segundo a Tabela 2 do topico 3.5

4 1.1 Escolha de Solventes Extratores

A escolha dos solventes extratores foi baseada nas propriedades dos
compostos que desejava-se extrair. A maioria dos alcaloides tem carater
alcalino, a presencga de um par de elétron disponivel no atomo de nitrogénio
confere esse carater basico. O grau de basicidade, entretanto, dependera da
estrutura e localizagdo de outros grupos funcionais. Feitas essas
consideragdes, empregou-se em meio alcalino (pH~8,6) com solugdo de
NaHCO3; a fim de evitar ou diminuir a extragdo de alcaloides pirrolizidinicos, e
verificar se os extratos apresentavam atividade nematicida na auséncia de
monocrotalina (SIMOES et al., 2010). A extragdo basica foi utilizada também
devido a possibilidade da obtencdo de saponinas, que segundo Chitwood
(2002) e Naz e -colaboradores (2016), fazem parte dos metabdlitos
quimicamente ativos que auxiliam no controle de nematoides.

Também foi utilizada uma solugao etanol 80% como solvente extrator,
pois a mistura hidroalcodlica possibilita a extragdo de diversos grupos de
metabdlitos, com diferentes graus de polaridade, como os heterosideos, sendo
uma das misturas de solventes mais utilizadas em analises fitoquimicas
(SIMOES et al., 2010).

4.1.2 Avaliagao do efeito nematostatico

As respostas dos experimentos para avaliagdo da atividade
nematostatica dos nematodides que foram expostos aos extratos por 24 h sao
apresentados na Tabela 5, essa apresenta a distribuicdo dos experimentos
segundo o planejamento, as concentragbes avaliadas e as médias da

porcentagem de mortalidade com desvio padrao.
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Tabela 5. Distribuicdo de ordem normal para planejamento fatorial 2 e as

respostas dos ensaios in vitro para extratos de C. spectabilis.

Médias imobilidade (%)

Ensaio Fator Fator Fator Controle 50 . 10,0 ) 20,0 )
(2) (3) mg mL mg mL mg mL
1 -1 -1 -1 4,21 +3,65 82,09+1,64 89,38+1,34 78,64+15,22
2 +1 -1 -1 7,8412,19 99,69+0,54 98,00+1,05 57,37+37,08
3 -1 +1 -1 1,61+£2,00 99,66+0,58 99,09+0,85 96,0245,46
4 +1 +1 -1 29,55+2,12 33,17+2,76 32,27+4,29 62,54+5,93
5 -1 -1 +1 16,8415,61 88,1218,28 87,71+4,71 73,63+26,39
6 +1 -1 +1 36,40+6,09  100,00+0,00 98,62+1,62 66,24+30,02
7 -1 +1 +1 2,131,111 97,80+0,99 97,71+0,33 97,60£0,93
8 +1 +1 +1 14,5412 .43 95,69+2,36 98,23+1,17 98,98+0,73

A anadlise de variancia foi aplicada para os experimentos de efeito
nematostatico para concentragcdes de 5,0; 10,0 e 20,0 mg mL™". Para os
extratos na concentragdo de 5,0 e 10,0 mg mL™" a significancia dos resultados
nao pbébde ser avaliada pois ocorreu falta de ajuste no modelo estudado.
Contudo, podemos notar a partir dos dados da Tabela 5 que o efeito de
paralisacdo do nematoide para grande maioria destes extratos deu-se entre 80-
100%.

Para os extratos na concentracdo de 20 mg mL™" a analise de variancia
foi significativa, os dados referentes a essa analise estdo apresentados na
Tabela 6. A significancia foi confirmada pelo teste F de Snedecor, nele o valor
de Fca (apresentado na Tabela 6) deve ser maior que Fit (dado da literatura,
tabela de distribuicdo de F de Snedecor) a certo nivel de confianga. Assim, o
Fait = 4,49 a 95% de confianga, comparando-o com o valor calculado pela
anadlise de variancia, temos que somente a variavel, solvente extrator é
significativa pois o F¢a>Fcit, €ssa informagéo pode ser confirmada pelo grafico

de Pareto apresentado na Figura 8.
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Tabela 6. Analise de variancia para os ensaios de atividade nematostatica com

os extratos de C. spectabilis na concentragéo de 20 mg mL™

ANOVA
Fonte da variagdo SQ G/ MQ Feal valor-p

(1) Parte da planta 1384,51 1 1384,51 3,385894  0,084382
(2) Solvente extrator 2355,91 1 2355,908 5,761495  0,028901
(3) Espécie de nematoide 657,395 1 657,395 1,607694  0,222957
1 por 2 (Efeito) 4,43 1 4,425 0,010822 0,918440
1 por 3 (Efeito) 891,06 1 891,057 2,179127 0,159303
2 por 3 (Efeito) 437,18 1 437,185 1,069158 0,316512
Falta de ajuste 164,92 1 164,92 0,403317  0,534359
Erro puro 6542,49 16 408,906

Total 12437,89 23

SQ: Soma Quadratica; Gl: Graus de liberdade; MQ: Média Quadratica; F: F de Snedecor
(calculado); valor — p: Valor de prova.

* Os valores destacados em vermelho s&o considerados significativos segundo os resultados
do teste ANOVA.

Figura 8. Grafico de Pareto para o ensaio de imobilidade de nematoides (efeito

nematostatico) frente aos extratos de C. spectabilis

(2) Solvente extrator 2,400312
(1) Parte da planta | J-t&l 08
Interacio 1com 3 1,476187
(3) Espécie de nematoide 1,267949
Interagdo 2com 3 | 1,034001
Interacdo 1com 2 } -,104027

p=,05
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Ao considerar que o solvente extrator € a unica variavel significativa
através do grafico de Pareto, podemos associa-lo com a superficie de resposta
apresentada na Figura 9, que mostra o nivel 6timo para cada fator,
apresentando um valor mais alto de resposta (em vermelho) para valores
positivos do fator 2 (solvente extrator). Analisando a superficie de resposta
podemos verificar que o solvente NaHCO3 5% (m/v) tem uma resposta maior
de imobilidade dos nematoides, e os valores variam no intervalo de
aproximadamente 70-100%. Para o solvente EtOH 80% (v/v) a taxa de
imobilidade variou de 60-90%.

Figura 9. Superficie de resposta para ensaio in vitro de imobilidade de

nematoides em fungao do solvente extrator e parte da planta

SEHROOWN Y

BN > 100
Il < 100
I <9
C1<80
<70
I <50

4.1.3 Avaliagao do efeito nematicida

As respostas dos experimentos in vitro para avaliagao da porcentagem
de mortalidade de nematoides, expostos aos extratos por 48 h, foram obtidas
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através planejamento fatorial 2% para 3 concentragdes de extratos 5,0, 10,0 e

20,0 mg mL™" e o controle em agua destilada, estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Distribuigdo experimental do planejamento fatorial 2% e respostas de

porcentagem de mortalidade de nematoides

Médias Mortalidade (%)

Ensaio Fator Fator Fator Controle 5,0 ) 10,0 ) 20,0 )
(2) (3) mg mL mg mL mg mL

1 -1 -1 -1 8,23+2,63  12,8116,79 11,91+4,70 13,8415,11
2 +1 -1 -1 12,01+1,93  12,84+7,48 14,35+7,43 12,15+2,10
3 -1 +1 -1 11,04£6,58  13,98+2,79 13,92+1,98 89,5216,73
4 +1 +1 -1 26,69+0,60 39,53+2,89 36,48+0,52  43,57+11,70
5 -1 -1 +1 13,03+4,47 2,27+3,21 5,71+2,57 1,85+2,62

6 +1 -1 +1  28,23+3,88 67,884,77 57,95+5,47 43,78+1,99
7 -1 +1 +1 4,73+0,33 4,06+1,24 67,41+11,54  94,95+5,88
8 +1 +1 +1 16,81+1,45  27,64+4,73 78,83+11,08  95,95+4,39

Os resultados que, em geral, apresentaram maior efeito nematicida,

foram dos extratos na concentragéo de 20 mg mL™, sendo esses os escolhidos

para uma analise estatistica mais extensa. Os dados obtidos dos experimentos

fatoriais apresentados foram compilados no software Statistica 10.0. A

significAncia dos resultados foi verificada utilizando-se como ferramenta a
Analise de Variancia (ANOVA).

Os resultados provenientes da ANOVA para os ensaios com extratos

na concentragao de 20 mg mL™ sdo apresentados na Tabela 8. A significancia

dos dados destacados em vermelho foram confirmadas pelo teste F de

Snedecor, em que o valor de F.o>Fit para que os efeitos sejam significativos,

logo verificou-se o valor de Fi. com 95% de confianga, sendo F;it 1 16= 4,49.
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Tabela 8. Analise de variancia (ANOVA) para os ensaios de mortalidade de

nematoides expostos aos extratos na concentracdo de 20 mg mL™

ANOVA
Fonte da variagdo SQ G/ MQ Feal valor-p
(1) Parte da planta 8,34 1 8,34 0,1604 0,694075
(2) Solvente extrator 23887,41 1 23887,41  459,3957  0,000000
(3) Espécie de nematoide 2249,61 1 2249,61 43,2638  0,000006
1 por 2 (Efeito) 2721,08 1 2721,08 52,3311 0,000002
1 por 3 (Efeito) 3076,01 1 3076,01 59,1569  0,000001
2 por 3 (Efeito) 546,03 1 546,03 10,5012  0,005122
Falta de ajuste 4,15 1 4,15 0,0799 0,781063
Erro puro 831,96 16 52,00
Total 33324,60 23

SQ: Soma Quadratica; Gl: Graus de liberdade; MQ: Média Quadratica; F: F de Snedecor
(calculado); valor — p: Valor de prova.

* Os valores destacados em vermelho s&o considerados significativos segundo os resultados
do teste ANOVA.

A significancia dos efeitos ao nivel de confianga de 95% (p<0,05) pode
ser melhor visualizada pelo Grafico de Pareto (Figura 10). Assim, pode-se
observar que dos efeitos principais, o fator (1) parte da planta, ndo apresentou
significancia nos resultados de mortalidade de nematoides com valor dep >
0,05, ou seja, ndo houve diferenga significativa na utilizagdo de folhas ou
sementes. O fator (2) que relata o efeito do solvente extrator e o fator (3) que
difere as espécies de nematoide, demonstraram significancia na resposta de

mortalidade com valor - p < 0,05.
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Figura 10. Grafico de Pareto, gerado a partir dos resultados da ANOVA,

obtidos dos ensaios de susceptibilidade de nematoides.

(2)Solv ente extrator / /// 21,4335

Efeito 1 por 3 //// 7,691351
Efeito 1 por 2 / //// -7,23402
1

(3)Espécie de nematoide //// 6,577521
|
Efeito 2 por 3 // 3,240549

(1)Parte da planta /// 400514

p=,05

Segundo Neto, Scarminio e Bruns (2001), quando os efeitos de
interacdo sao significativos, os efeitos principais devem ser interpretados
conjuntamente, como foram obtidas significAncia nos efeitos de interagao,
deve-se avaliar o efeito de 1 com 2 (parte da planta com solvente extrator), 1
com 3 (parte da planta e espécie de nematoide, e 2 com 3 (solvente extrator e
espécie de nematoide).

Com o auxilio da superficie de resposta Figura 11 e o gréafico de
contorno Figura 12 podemos avaliar o efeito da interagao de 1 com 2 (parte da
planta com solvente extrator). Nota-se que acima de 50% de mortalidade, a
influéncia do solvente € maior no nivel superior (+), ou seja, o solvente alcalino
NaHCO3; 5% (m/V) tem maior significAncia em relagcdo ao etanol, independente

da parte da planta utilizada na extragao.
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Figura 11. Superficie de resposta para porcentagem da mortalidade de

nematoides em fungao da parte da planta e do o solvente extrator.
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Figura 12. Superficie de contorno para porcentagem da mortalidade de
nematoides em fungao da interacdo da parte da planta com solvente extrator.
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A superficie de resposta apresentada na Figura 13 e a superficie de
contorno na Figura 14 mostram a maior tendéncia de mortalidade de
nematoides para a interacdo de 1 com 3 (parte da planta com espécie de
nematoide), esse foi o maior efeito de interagdo de acordo com os resultados
do grafico de Pareto na Figura 10. Ao avaliar a porcentagem de mortalidade
acima de 50% verifica-se que a espécie de nematoide mais susceptivel foi
Heterodera glycines principalmente quando houve interacdo com os extratos de
sementes de C. spectabilis, jA com os extratos as folhas de C. spectabilis, a
mortalidade de H. glycines foi maior que 44%. O nematoide Meloidogyne
javanica apresentou taxa mortalidade entre 44 e 60% quando exposto aos
extratos de folhas de C. spectabilis, porém, demonstrou taxas de mortalidade

menores de 44% quando em contato com os extratos de sementes.

Figura 13. Superficie de resposta para porcentagem de mortalidade de

nematoides em fungao da parte da planta com a espécies de nematoide.
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Figura 14. Superficie de contorno para porcentagem de mortalidade de

nematoides em fungéo da espécie de nematoide e da parte da planta.
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Nas Figuras 15 e 16, sdo apresentadas as superficies de resposta e de
contorno, respectivamente, para o efeito de interagcdo de 2 com 3 (solvente
extrator e espécie de nematoide). Nessa interagdo pode-se determinar que
tanto o nematoide Meloidogyne javanica quanto Heterodera glycines
apresentaram as maiores taxas de mortalidade quando foi utilizado o NaHCO3
como solvente extrator, sendo que H. glycines foi mais susceptivel aos extratos
com taxas de mortalidade variando de valores de cerca 48-100%, enquanto as
porcentagens de mortalidade de M. javanica variaram de aproximadamente 30-
90%. A mortalidade dos dois nematoides quando interagem com o solvente

hidroalcoodlico variou entre 8-48%.
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Figura 15. Superficie de resposta para a porcentagem de mortalidade de

nematoides em fungéo da do solvente extrator e espécie de nematoide.
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Figura 16. Superficie de contorno para porcentagem de mortalidade de

nematoides em fungéo do solvente extrator com a espécie de nematoide.
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Os melhores resultados para taxa de mortalidade foram provenientes

dos extratos alcalinos NaHCO3; 5% (m/v) tanto de folhas como de sementes de
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C. spectabilis, e 0 nematoide mais susceptivel a esses extratos, de acordo com
os graficos obtidos, na concentragdo de 20 mg mL™, foi o Heterodera glycines.
Contudo, ao considerar a taxa de mortalidade acima de 90% podemos também
considerar um resultado promissor o ensaio feito com os extratos alcalinos de
folhnas de C. spectabilis exposto ao nematoide Meloidogyne javanica. Assim,
verificou-se que o extrato alcalino de folhas de C. spectabilis, mostrou maior
atividade para os dois nematoides avaliados.

Geralmente, a mortalidade de nematoides através da utilizagdo da C.
spectabilis como rotagao de cultura, € atribuida na literatura pela biossintese do
metabdlito secundario monocrotalina, como ja citado anteriormente. Portanto,
também foi realizada uma investigacéo fitoquimica dos extratos de folhas e
sementes de C. spectabilis por meio técnicas de CLAE-UV/DAD e CLAE-
EM/EM, em busca de outros compostos ativos que possam promover essa

mortalidade.

4.2 ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS DE CROTALARIA SPECTABILIS POR
CLAE-UV/DAD

4.2.1 Otimizagao das Condigdes Cromatograficas

De acordo com os métodos de extracao, os perfis cromatograficos dos
quatro extratos de C. spectabilis tiveram as condigdes de separacao
otimizadas, utilizando como fase estacionaria (FE) no modo reverso uma
coluna analitica C4g, indicada para separacdo de substancias apolares e
moderadamente apolares. A fase mével (FM) utilizada deve ser mais polar que
a (FE), e deve ser capaz de eluir os compostos adsorvidos na (FE), logo, foi
analisada a for¢ca de eluigao (50) dos solventes comumente utilizados em
analises cromatograficas, e a acetonitrila (ACN), com e’ = 0,52, foi escolhida.
Comparada ao metanol e ao tetrahidrofurano com € = 0,70 e 0,53
respectivamente, como FM. A ACN tem menor viscosidade que os demais
quando em solugédo aquosa, e apresenta uma baixa absor¢édo no UV-Vis (A =
190 nm), além de gerar picos mais definidos, € com maior resolugcéo (CASS et.
al. 2013).
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Os perfis cromatograficos dos extratos alcalinos e hidroalcodlicos de
folhas e sementes de C. spectabilis foram obtidos por CLAE-UV/DAD e
comprimento de onda escolhido para as analises foi o de 280 nm. As corridas
cromatograficas foram iniciadas no modo de elui¢do gradiente exploratério de
5-100 %B em 26,5 minutos e, a partir desse resultado, foi ajustado o gradiente,
buscando uma diminuicdo da taxa de ACN, o que causa diminui¢cao da forgca de
eluicdo e promove uma melhor separagdo dos picos cromatograficos. Os
meétodos otimizados para os quatro extratos estudados estdo apresentados na
Tabela 4, item 3.6.2.

O cromatograma referente ao extrato NaHCO3; 5% (m/v) de sementes
de C. spectabilis € apresentado na Figura 17. O método 3 (0-8 min 5 %B,
aumentando de 8-53 min de 5-35 %B, até os 60 min o gradiente foi de 35-65
%B e de 60-75 min para 75 %B ), consiste do gradiente exploratério que foi
utilizado como o método de separagao. O perfil cromatografico desse extrato
apresentou varias bandas de diversas polaridades, a maioria esta nas regides
de polaridade média e alta, foi observado baixa intensidade dos picos, porém,

esses sao estreitos e com boa resolugao.

Figura 17. Cromatograma relativo ao extrato NaHCO3 5% (m/v) de sementes
de C. spectabilis, com deteccdo em A= 280 nm, obtido por CLAE-UV/DAD
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A separagao do extrato de folhas NaHCO3 foi definida pelo método
exploratorio de 5 -100% ACN (0,1% HCOOH) em 26,5 min, Tabela 4, método
1, resultando no perfil cromatografico apresentado na Figura 18. Podemos
observar algumas bandas na regido de média e baixa polaridade, contudo, no
intervalo de 5 a 13 min ocorre um grande desvio da linha de base e,
consequentemente, uma baixa resolugao dos picos, isso pode estar associado

com a presenga de taninos no extrato.

Figura 18. Cromatograma do extrato NaHCO3; 5% (m/v) de folhas de C.
spectabilis, obtido por CLAE-UV/DAD
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A separagdo cromatografica das substancias presentes no extrato
EtOH 80% (v/v) de sementes e folhas de C. spectabilis, se deu pelo ajuste da
forca de eluicdo dos compostos a partir do método exploratério 5— 100% B
(ACN com HCOOH 0,1%) em 26,5 minutos, em que a porcentagem de
acetonitrila por minutos foi de 3,58 %B min™'. Levando em conta que o método
nao apresentou boa resolucao dos picos, foi feito um ajuste na forga de eluicao
da fase movel buscando um menor valor de porcentagem de acetonitrila (B) por
minuto, ja que ao aumentar a fase aquosa e diminuir a organica a forga de
eluicdo diminui. Assim, o método 2, apresentado na Tabela 4, que consiste do
gradiente 5 — 70%B em 26,5 minutos foi utilizado. Nesse método a

porcentagem de B por minuto foi de 2,45 %B min™', resultando nos
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cromatogramas apresentados na Figura 21, na qual sdo apresentados em (a)
extrato EtOH 80% (v/v) de sementes de C. spectabilis, em que as bandas
cromatograficas estdo em sua maioria nas regiées de meédia polaridade e (b)
extrato EtOH 80% (v/v) de folhas de C. spectabilis, onde se pode notar uma
pequena elevagao da linha de base, que pode ser indicativo da presenca de
taninos ou acidos graxos, sendo necessaria uma analise de RMN com o intuito
de verificar através dos valores de deslocamento, quais sdo as classes de

substancias apresentadas nessa banda cromatografica.
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Figura 19. Cromatogramas do extrato EtOH 80% (v/v) de (a) sementes e (b)
folhas de C. spectabilis obtidos por CLAE-UV/DAD.
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4.3 IDENTIFICAGAO DE SUBSTANCIAS POR CLAE-EM/EM

Com base na literatura da area, foram compiladas as substancias ja
identificadas em diversas espécies do género Crotalaria, Tabela 9, com a razéo
massa carga (m/z) dos ions, para auxiliar no reconhecimento de substancias

presentes nos extratos de folhas e sementes de C. spectabilis.



Tabela 9. Revisio da literatura de substancias encontradas em diversas

especies Crotalaria
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Formula

m/z [M+H]" Substancia Referéncia
molecular
C16H23NOg 326,1598 Monocrotalina (ZHANG et al., 2017)
CeH1sNO, 156,197 Retronecina (FLORES; TOZZI; TRIGO,
2009)
C1sHosNOs 336,400 Senecionina (FLORES; TOZZI; TRIGO,
2009)
C1aHasNO; 368,398 Spectabilina (FLORES; TOZZI; TRIGO,
2009)
CigHasNOg 352,399 Usaramina (FLORES; TOZZI; TRIGO,
2009)
Ca0H20N4Og 4451179 Cropalina A (HU; CHOU; ZHANG, 2017)
C28H24N4011 593,1363 Cropalina B (HU, CHOU; ZHANG, 2017)
Co3H2,07 411,1366 Cropaliflavona A (HU; CHOU; ZHANG, 2017)
C33H43NO4 678,2605 Cropaliflavona C (HU; CHOU; ZHANG, 2017)
C10H1004 195,058 Acido ferrtlico (HU; CHOU; ZHANG, 2017)
C21H20011 449,38 Isoorientina (DEEPHA et al., 2014)
Co9H500 415,386 B-sitosterol (AYDIN; LETZEL, 2013)
C1gHo7NO; 370,179 Junceina (COLEGATE et al., 2012)
C21H20014 433,106 Vitexina (TANG et al., 2017)
CooH1606 353,1021 Lacnoisoflavona A (AWOUAFACK et al., 2011)
CooH1406 351,0862 Lacnoisoflavona B (AWOUAFACK et al., 2011)

Para obtencdo dos cromatogramas do ion total (TIC) por CLAE-

EM/EM, foram utilizadas as mesmas condigdes apresentadas na Tabela 4,
resultando nos cromatogramas, no modo de ionizagao positivo, exibidos na
Figura 20, para o extrato EtOH 80% (v/v) de (a) sementes e (b) folhas de C.
spectabilis, além dos cromatogramas obtidos a partir do extrato NaHCO3; de

sementes e folhas de C. spectabilis, apresentados na Figura 21.
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Figura 20. Cromatograma de ion total do extrato EtOH 80% (v/v) de (a)
sementes e (b) folhas de C. spectabilis obtido por CLAE-EM/EM.
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Figura 21. Cromatograma de ion total (TIC) do extrato NaHCO3 de (a)
sementes e (b) folhas de C. spectabilis obtido por CLAE-EM/EM, no modo
positivo.
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Foram identificadas quatro substancias nos extratos de C. spectabilis,
sendo elas, (1) a monocrotalina, presente no extrato EtOH 80% de folhas e
sementes e no extrato alcalino de sementes, (2) a monocrotalina-N-6xido
presente nos extratos hidroalcoodlicos de sementes e folhas, (3) a senecionina-
N-6xido, que foi encontrada nos dois extratos de sementes, e (4) a rutina,
identificada no extrato EtOH 80% de sementes, esses dados estao resumidos
na Tabela 10.
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Tabela 10. Substancias identificadas nos extratos de C. spectabilis

N Férmula a . Massa
Susbtancia Estrutura
molecular molecular

1 C16H23NOg Monocrotalina 325,36

Monocrotalina-N-
2 C16H23NO7 . 341,36
oxido
e,

Senecionina-N-
3 C1gH25NOg 351,39

o6xido

4 Cz7H3oo16 Rutina 610,52

4.3.1 Monocrotalina

As plantas do género Crotalaria tém sido caracterizadas por serem
ricas em alcaloides pirrolizidinicos. A monocrotalina é o alcaloide que tem
maior destaque, na espécie C. spectabilis, devido seu potencial de toxicidade.

Zhang e colaboradores (2017) estudaram cinco alcaloides
pirrolizidinicos provenientes da espécie Crotalaria sessiflora empregando
UHPLC-Q-Orbitrap/MS no modo positivo. Os alcaloides identificados foram
monocrotalina, retrorsina, senecionina, interrigerriminina e 0-9-
angeloilretronecina. O padréo de fragmentagdo para a molécula monocrotalina,

apresentando pelos autores sdo: [M+H]" 326,1586 como o ion precursor, sdo
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correspondentes as razbes m/z 280,1533; 237,1351; 194,1170; 164,1065;
138,0909; 121,0811; 120,0811 e 94,0653.

Na Figura 22, pode-se observar trés picos extraidos do cromatograma
do ion total, a partir da razdo m/z 326 no tempo de retencdo de

aproximadamente 5 minutos em trés dos extratos de C. spectabilis analisados.

Figura 22. Cromatogramas do ion de m/z 326 selecionado a partir dos
cromatogramas de ion total (TIC) dos extratos NaHCO3; e EtOH 80% de
sementes e EtOH 80% de folhas de C. spectabilis.
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Ao analisar os cromatogramas do ion extraido m/z 326, apresentado na
Figura 22, podemos observar as diferengas nas intensidades dos picos. A
semente € parte da planta de Crotalaria que apresenta maior teor de
alcaloides, e pode-se notar, que a extracdo com o solvente etanol 80%
apresenta o0 pico mais intenso, conforme esperado. O extrato alcalino
(NaHCO:3), escolhido com a finalidade de evitar a extracdo de alcaloides, ndo

foi tao efetivo para sementes uma vez que esse ion foi observado na analise
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desse extrato, ainda que em menor intensidade. Ja no caso da extracéo
alcalina das folhas mostrou-se efetiva uma vez que nao foi observada a
presenca desse ion. Para o extrato EtOH 80% de folhas, nota-se o pico menos
intenso se comparado ao extrato hidroalcodlico de sementes, confirmando que
a quantidade de alcaloides nas folhas € bem menor que nas sementes desta
especie vegetal.
Para confirmar a identidade das substancias presentes nos extratos de
C. spectabilis foi verificado o padrao de fragmentagéo obtido nas analises dos
extratos de modo a comparar com as fragmentagdes relatadas na literatura. No
entanto, sabe-se que a energia de colisdo pode afetar o padrdo e as
abundancias relativas do ions fragmentados, logo, é necessario propor um
mecanismo de fragmentagdo adequado para quebra das moléculas alvos nos
padrdes obtidos experimentalmente (ZHANG et al., 2017).
A Figura 23 mostra o espectro com os padrbes de fragmentagao para o
ion selecionado a partir do TIC para o extrato hidroalcodlico de sementes de C.
spectabilis. O mesmo padrao € verificado para este ion nos extratos de folhas
EtOH 80% e NaHCOj; em que nota-se que o ion referente a molécula
protonada, [M+H]" = 326,12, corresponde ao valor de referéncia da

monocrotalina.
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Figura 23. Espectros de massas obtidos por CLAE-EM/EM com o padrao de
fragmentagao para o ion de m/z 326,12 do extrato EtOH 80% de sementes de

C. spectabilis.
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Segundo o padrdo de fragmentagéo, Figura 23, o ion molecular (MS)
com m/z 326,12, caracteristico da monocrotalina, é fragmentado em (MS2) no
ion m/z 280,18. A fragmentacdo em MS3 obtida experimentalmente tem como
precursor o ion fragmentado m/z 280,10. Os ions observados para essa
fragmentacdo foram m/z 238,07; 182,03; 164,04; 138,15; 122,07; 120,05;
106,11 e 94,25. A formacado desses fragmentos foi proposta baseada em
descrigbes na literatura (AVULA et al., 2018); Modesto-Costa, L. et al., (2018);
Neuner-Jehle, N. et al., (1965) e Zhang, W. et al., (2017)) e ilustrada na Figura
24, sendo possivel confirmar o padrao de fragmentagéo e a identificagdo do

metabodlito monocrotalina.
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Figura 24. Proposta de fragmentagao do ion m/z 326,12 a partir da estrutura

do metabdlito monocrotalina.

A Tabela 11 apresenta uma melhor visualizacdo das informagdes de
fragmentacdo dos ions obtidos experimentalmente, e dos ions relatados na

literatura.
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Tabela 11. Relagao de fragmentos de monocrotalina obtidos

experimentalmente por CLAE-EM/EM e fragmentos relatados na literatura’

Fragmentos de monocrotalina obtidos

Fragmentos de monocrotalina relatado na

experimentalmente literatura
326,12 326,1586
280,18 280,1533
238,07 X
237,10 237,1351
182,03 194,1170
164,04 164,1065
138,15 138,0909
122,07 121,0811
120,05 X
94,25 94,0653

Segundo Zhang e colaboradores (2017)

4.3.2 Monocrotalina N-6xido

Os alcaloides pirrolizidinicos N-6xido ocorrem de forma natural nas

plantas e podem coexistir com seu alcaloide pirrolizidinico correspondente e

estar presente em quantidades iguais, maiores ou menores. Os N-Oxidos

podem também ter atividade toxica, porém, geralmente, menor que seu

alcaloide pirrolizidinico precursor, devido a necessidade de uma reducéao

metabdlica (RUAN et al., 2012).

Na Figura 25, esta representado o cromatograma do ion total para o

ion selecionado com razao massa/carga de 342, presente nos extratos EtOH

80% (v/v) de folhas e sementes de Crotalaria spectabilis.
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Figura 25. Cromatogramas do ion de m/z 342 selecionado a partir do TIC dos

extratos hidroalcodlicos de folhas e sementes de C. spectabilis.
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Ao analisar os cromatogramas do ion extraido m/z 342, apresentado na
Figura 25, podemos observar a maior intensidade, deste alcaloide pirrolizidinico
N-6xido no extrato de folhas de Crotalaria spectabilis se comparada aos
extratos hidroalcoodlicos de semente dessa espécie.

Na Figura 26, apresentamos o espectro de massas para o ion de m/z
342 e suas fragmentagdes em MS2 e MS3, caracteristico da monocrotalina N-
Oxido, esse espectro é proveniente do extrato EtOH 80% (v/v) de folhas de C.
spectabilis, e 0 mesmo padrao de fragmentagao apresentado corresponde ao
do extrato EtOH 80% (v/v) de sementes. Entre os fragmentos obtidos
experimentalmente a partir do ion precursor de m/z 342,13 estado os ions com
m/z: 296,16; 253,15; 236,03; 162,04 120,11.
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Figura 26. Espectros de massas obtidos por CLAE-EM/EM para o ion de m/z

342 referente ao extrato etandlico de folhas de C. spectabilis.
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A proposta para fragmentagao do ion precursor de m/z 342,11 partindo
da estrutura do metabdlito monocrotalina N-6xido, se da através do mecanismo
proposto por Avula, B. et al (2015), sendo esse um mecanismo geral para
alcaloides pirrolizidinicos e alcaloides pirrolizidinicos N-6xido, apresentado na
Figura 27.
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Figura 27. Proposta de fragmentacdo do ion de m/z 342,12 a partir da

estrutura do metabdlito monocrotalina N-6xido.

4.3.3 Senecionina N-6xido

Senecionina N-O0xido € um alcaloide pirrolizidinico proveniente da
senecionina, Zhang e seus colaboradores (2017), identificaram esse composto
por UPLC-Q-Orbitrap/MS na espécie Crotalaria sessiliflora. Segundo
levantamento feito por Avula (2015), a senecionina e a senecionina N-6xido
sdo encontrados principalmente em plantas da familia Asteraceae, no género
Senecio e na familia Fabaceae. Zhou e colaboradores (2012) relataram que a
senecionina apresentou efeitos nematicidas e repelentes para diversas
espécies de nematoides como, Meloidogyne incognita, Heterodera schachtii,
entre outros (ZHOU et al., 2012).

A Figura 28 apresentamos o cromatograma TIC para o ion de m/z 352

selecionado nas analises por CLAE-EM/EM dos extratos de sementes de C.
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spectabilis hidroalcodlico e alcalino. Os picos ndo estdo sobrepostos pois os

métodos de separacao cromatografica foram diferentes.

Figura 28. Cromatogramas do ion m/z 352 selecionado a partir dos
cromatogramas de ion total (TIC) presente nos dois extratos de sementes de

Crotalaria spectabilis.
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Ao analisar os cromatogramas do ion extraido m/z 352, apresentado na
Figura 28, podemos observar o alto teor da sencionina N-6xido nos extratos de
sementes de Crotalaria spectabilis.

A presencga da senecionina N-Oxido nos extratos de sementes, pode
ser cofirmada através da avaliagdo dos padrdes de fragmentagdes obtidos
experimentalmente (Figura 29), que contém os fragmentos em MS, MS2 e MS3
iguais a m/z de: 352,11; 324,25; 323,20; 236,07 e 182,00, essas fragmentacdes
obtidas experimentalmente foram comparadas com padrdoes de fragmentagdes

propostos na literatura.
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Figura 29. Espectros de massas obtidos por CLAE-EM/EM para o ion
precursor de m/z 352,11 proveniente da analise do extrato alcalino de

sementes de C. spectabilis.
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A Figura 30 apresenta a proposta do padrao de fragmentagéo para o
ion de m/z 352,11 a partir da estrutura da senecionina N-6xido, de acordo com

o padrao sugerido por Ruan e colaboradores (2012).
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Figura 30. Proposta de fragmentagao do ion m/z 352,12 a partir da estrutura

do metabdlito senecionina N-6xido.

4.3.4 Rutina

A Rutina é um flavonoide conhecido por apresentar diversas atividades
biolégicas, como antioxidante, antiinflamatoéria, antifungica, anticancerigena
entre outras. Quando a planta € submetida a fatores endégenos (horménios) ou
exdgenos (estresse hidrico, temperatura) limitantes ou excessivos, o teor de
rutina aumenta e essa atua na protegcao da planta. (GUPTA; CHAUHAN;
PRADHAN, 2014). A Figura 31 se refere ao cromatograma do ion extraido de
m/z 611,12 selecionado do experimento realizado com extrato EtOH 80% de

sementes de Crotalaria spectabilis.
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Figura 31. Cromatograma do ion de m/z 611,12 selecionado a partir do TIC do

extrato EtOH de sementes de C. spectabilis.
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O espectro de massas que consta na Figura 32, foi gerado a partido do
ion precursor de m/z 611,12 em MS, e os fragmentos em MS2 e MS3 foram de
m/z 465,15 e 303,09, respectivamente. A fim de confirmar a presenca da
substancia rutina no extrato, foi proposto um padrao de fragmentagdo mostrado
na Figura 33, com esse padrao de fragmentacao de flavonoide baseado na
literatura, foi possivel identificar e confirmar a presenca desta molécula no

extrato EtOH 80% (v/v) de sementes de C. spectabilis.
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Figura 32. Espectros de massas obtidos por CLAE-EM/EM para o ion de m/z
611,12 e suas fragmentagdes em MS2 e MS3 a partir do extrato EtOH 80% de
sementes de C. spectabilis.
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Figura 33. Proposta de fragmentacgao para o ion de m/z 611,12 a partir da

estrutura da rutina.
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4.4 CORRELAGCAO ENTRE 0S BIOENSAIOS DE TOXICIDADE E A COMPOSIGAO DOS
EXTRATOS DE CROTALARIA SPECTABILIS

Os extratos NaHCO3 5% (m/v) de folhas e sementes de C. spectabilis
na concentracdo de 20 mg mL™, foram os extratos que apresentaram maior
acao nematostatica contra o nematoide Heterodera glycines, com taxas de
mortalidade acima de 90% dos individuos testados, sendo 94,95 + 5,11% para
o extrato de folhas e 95,95 + 4,39% para o extrato de sementes. Para a
espécie de nematoide M. javanica, o extrato de folhas NaHCO3; 5% (m/v)
apresentou taxa de mortalidade de 89,52 + 6,73%, mostrando que seus
individuos foram susceptiveis ao extrato (Tabela 12).

O extrato EtOH 80% (v/v) de sementes de C. spectabilis exposto ao
nematoide H. glycines e o extrato de sementes NaHCO3 5% (m/v) em contato
com o M. javanica apresentaram 43,78 = 1,99% e 43,57 + 11,70% de
mortalidade, respectivamente (Tabela 12).

O extrato EtOH 80% (v/v) de folhas nao apresentou atividade
consideravel para os nematoides da soja testados, apresentando taxas de
mortalidade abaixo de 13%. O extrato EtOH 80% (v/v) de sementes de C.
spectabilis resultou em uma mortalidade menor que 12% para o nematoide M.
javanica. Esses resultados, associados a presenga ou auséncia dos
metabdlitos monocrotalina (1), monocrotalina N-6xido (2), senecionina N-

6xido(3) e rutina(4) sao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Presencga ou auséncia de monocrotalina (1), monocrotalina N-6xido
(2), senecionina N-6xido (3) e rutina (4) nos extratos de C. spectabilis

associados com as taxas de mortalidade dos nematoides.

Parte da Mortalida_de de Mortglidad_e de Presencga dos compostos
Extrato H. glycines M. javanica
planta A o
(%) (%) 1 2 3 4

Semente 95,95+4,39 43,57+11,70 Sim Nao Sim Nao
NaHCO3
Folha 94,95+5,11 89,52+6,73 Nao Nao Nao Nao

Semente 43,78+1,99 12,1542 .1 Sim Sim Sim Sim
EtOH 80%
Folha 1,85+2,62 13,84+5,11 Sim Sim Nao Nao
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Thoden e colaboradores (2009) estudaram o efeito de supressao do
nematoide de galha Meloidogyne incognita e Heterodera schachtii em solu¢des
com os padrdes monocrotalina, monocrotalina N-6xido e senecionina N-6xido
nas concentragdes de 10,0; 1,0; 0,1 e 0,01 mg mL™", nos tempos de exposicao
de 20, 96 e 168 h. Dessa forma foi avaliado seu efeito nematostatico. Apos
esses periodos, os nematoides foram lavados e recuperados em agua
destilada, permaneceram durante 24 h, para posterior avaliacdo do efeito
nematicida.

No tempo de 20 h, houve somente o efeito de inibicdo do nematoide M.
incognita pela monocrotalinae de H. schachtii pelo composto senecionina N-
oxido, enquanto que no tempo de 168h com o nematoide H. schachtii os
metabdlitos monocrotalina, monocrotalina N-6xido e senecionina N-Oxido
induziram o efeito nematostatico, ja para o nematoide M. incognita, somente a
monocrotalina e a senecionina N-Oxido induziram esse efeito. O efeito de
mortalidade de nematoides (nematicida) descrita para monocrotalina, foram
constatados para as duas espécies de nematoides estudada por Thoden e
colaboradores (2009), ja a monocrotalina N-6xido demonstrou o efeito
nematicida quando testada em H. schachtii, enquanto a senecionina N-O0xido
nao demonstrou esse efeito de mortalidade para ambos os nematoides nas
concentragdes estudadas (THODEN; BOPPRE; HALLMANN, 2009).

Thoden e colaboradores (2009) também relatam que o efeito toxico de
alcaloides pirrolizidinicos depende da concentragado, do estado de oxidagao da
molécula, da espécie de nematoide e se nesse ha presenga do citocromo
P450.

Em nosso estudo, o extrato alcalino de folhas de C. spectabilis, foi o
extrato que apresentou a maior atividade nematicida, assim foram realizados
os estudos de identificacdo das substancias presentes nesse extrato,
entretanto, pode-se notar que houve pouca ionizagdo das substancia no
cromatograma de ion total (Figura 21 (b)) para esse extrato, analisado por
CLAE-EM/EM.

O metabdlito monocrotalina foi identificado em trés dos extratos de C.
spectabilis estudados nesse trabalho (Tabela 12), desses extratos somente o

alcalino de sementes apresentou porcentagem de mortalidade elevada,
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95,95+4,39% para o nematoide H. glycines e uma atividade téxica moderada
de aproximadamente 43% de mortalidade para o nematoide M. javanica. Uma
atividade téxica moderada também foi obtida pelo extrato hidroalcodlico de
sementes para o nematoide H. glycines (43,78 + 1,99% de mortalidade do
nematoide). Para os extratos de folhas com EtOH 80% para os dois
nematoides testados mostraram porcentagem de mortalidade abaixo de 13%.
Assim, no caso da monocrotalina, ndo pode ser confirmada sua influéncia na
mortalidade dos nematoides, levando em consideracado que no extrato NaHCO3
de folhas ocorreu alta susceptibilidade dos nematoides da soja, e nao foi
encontrada a presenga de monocrotalina.

A monocrotalina N-6xido, somente foi identificada em extratos que
obtiveram porcentagem de mortalidade de nematoide inferior a 43%, sendo
eles os extratos de sementes e folhas com EtOH 80%, associada com a
presenca de monocrotalina, sabe-se que os N-Oxidos podem ter determinado
grau de toxicidade, porém menor que seu alcaloide pirrolizidinico
correspondente, fato corroborado pelo estudo ja citado de Thoden e
colaboradores (2009), em que a concentragdo necessaria para mortalidade de
50% dos nematoides testados foi de 1,7 mg mL™" para monocrotalina e 37,1 mg
mL™" para seu N-dxido.

A senecionina N-6xido, esta presente nos dois extratos de sementes,
alcalino e EtOH 80%, nos quais também foi confirmada a presenca da
monocrotalina. De acordo com Thoden e colaboradores (2009), a senecionina
N-6xido ndo apresenta efeito nematostatico, supbde-se entdo que o efeito
nematostatico poderia ser atribuido a monocrotalina.

A rutina, foi encontrada no extrato EtOH de sementes de C. spectabilis,
nesse extrato a taxa de mortalidade foi de aproximadamente 43%. Wuyts e
colaboradores (2006) estudaram o efeito de diversas substancias sobre M.
incognita, segundo os autores a rutina apresentou efeitos inibitorios, porém,
nao letais, para o nematoide testado (WUYTS; SWENNEN; DE WAELE, 2006).

5 CONCLUSOES

Conclui-se que nos ensaios de susceptibilidade de nematoides da soja

aos extratos de Crotalaria spectabilis, na concentracdo de 20 mg mL”,
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somente o0 solvente extrator apresentou significancia na avaliagdo do efeito
nematostatico.

Em relacdo a avaliagao do efeito nematicida, conclui-se que somente o
solvente extrator e a espécie de nematoide foram fatores significativos nas
respostas de porcentagem de mortalidade dos nematoides Melodoigyne
javanica e Heterodera glycines. Os extratos NaHCO3; 5% (m/v) de folhas ou
sementes para o nematoide H. glycines, com taxa de mortalidade de 94,95+
5,11% para o extrato de folhas e 95,95+ 4,39% para o extrato de sementes,
apresentaram a melhor atividade nematicida

Ao analisar os extratos alcalinos de folhas e sementes por CLAE-
EM/EM, priorizou-se a busca por compostos alvos ja relatados, pela literatura
da area, em diferentes espécies do género Crotalaria, a fim de realizar a
desreplicacido dos espectros de massas e a identificagdo das substancias sem
a necessidade de isolamento experimental prévio. Assim, foram identificadas 4
substancias: a monocrotalina (m/z 326,15), a monocrotalina N-6xido (m/z
342,11), a senecionina N-oxido (m/z 352,11) e a rutina (m/z 611,12), e seus
padrdes de fragmentagao confirmados.

Inumeros fatores podem influenciar na mortalidade de nematoides que
atacam as culturas de soja, e acredita-se que algumas espécies podem conter
o citocromo P450, que oxida a monocrotalina, formando seu metabdlito mais
téxico (dehidromonocrotalina), promovendo assim a mortalidade desses
individuos. A monocrotalina N-oxido, pode apresentar uma atividade tdxica,
porém menor que a monocrotalina. A senecionina N-6xido e a rutina, foram
relatadas com potencial de inibicdo de nematoides (efeito nematostatico) de
acordo com a literatura, porém, ndao apresentaram atividade nematicida. Dessa
forma, analisando os resultados obtidos nos experimentos desenvolvidos para
esse trabalho, pode-se atribuir o efeito nematicida em parte a monocrotalina e
as demais substancias presentes que serao identificadas em futuros estudos.

Com este trabalho relatou-se pela primeira vez o estudo da
composi¢cao quimica da espécies C. spectabilis com a identificagcdo de 4
substancias nos extratos, com o desenvolvimento do planejamento fatorial
experimental na otimizagdo dos ensaios e todos ensaios com os nematoides

vivos. Atribuimos os efeitos nematostatico e nematicida dos extratos a algumas
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moléculas, de suma importancia para o desenvolvimento de um bioproduto

para a agricultura de soja e outros alimentos atacados pelos nematoides.
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