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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € uma das plantas mais cultivadas no mundo, e pode ter a sua
produtividade reduzida devido ao ataque da lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda J.E. Smith), a mais destrutiva praga do milho no Brasil. Estudos de campo
mostraram que o uso de crotalaria (Crotalaria spectabilis Roth.) como cultura de
bordadura no cultivo do milho, causou uma diminuicdo no nimero de plantas de milho
com injdria severa da praga S. frugiperda. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram
avaliar o perfil quimico dos compostos organicos volateis (COVs) e ndo volateis
produzidos pela crotaléria que poderiam estar envolvidos na interacdo entre o milho e a
mariposa S. frugiperda. Para isso, foi conduzida a coleta dos COVs de plantas de
crotalaria e de milho sadias e com injuria de herbivoria de lagartas de S. frugiperda. Os
extratos de aeracdo foram analisados por GC-MS e GC-FID. Foram realizadas analises
de GC-EAD para identificar quais COVs das duas plantas submetidas a herbivoria
possuiam atividade eletrofisiolgica nas antenas de fémeas e de machos, e 0s compostos
volateis sintéticos que apresentaram resposta eletrofisioldgica foram testados em tinel de
vento para avaliar se as mariposas eram capazes de distinguir os COVs emitidos por estas
duas plantas. Adicionalmente, foi avaliada a preferéncia de oviposicdo das fémeas de
S. frugiperda as duas plantas. Para a analise do perfil de compostos ndo volateis, foram
conduzidas extracfes em etanol/agua de raizes, folhas e sementes de crotalaria e analises
de HPLC-UV, UHPLC-HRMS e GC-MS. A anélise dos extratos contendo os volateis
permitiu a deteccdo de 39 compostos para a crotalaria e 41 para o milho, e as plantas
submetidas a injuria de herbivoria emitiram uma quantidade significativamente maior dos
compostos. As analises de GC-EAD revelaram, respectivamente, seis e doze compostos
eletrofisiologicamente ativos nos extratos de volateis de crotalaria e de milho com injdria
de herbivoria, e 0s bioensaios comportamentais em tunel de vento mostraram que as
mariposas foram capazes de distinguir os COVs emitidos por plantas de crotalaria e de
milho, e que as fémeas ovipositaram preferencialmente nas plantas de milho. As anélises
dos compostos ndo volateis de crotalaria revelaram uma diversidade de alcaloides
pirrolizidinicos, flavonoides aglicona e glicosilados, acidos fenolicos e carboxilicos, que

podem estar envolvidos na defesa direta da planta contra herbivoros.

Palavras-chave: semioquimicos, cromatografia gasosa, cromatografia liquida,

espectrometria de massas.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is one of the most cultivated plants in the world, and its yield can be
reduced due to fall armyworm attack (Spodoptera frugiperda J.E. Smith), the most
destructive pest of maize in Brazil. Field experiments showed that the use of sunn hemp
(Crotalaria spectabilis Roth.) as a border crop in maize cultivation, caused a decrease in
the number of maize plants with S. frugiperda severe injury. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the chemical profile of volatile organic compounds (VOCs) and
non-volatile produced by sunn hemp that may be involved in the interaction between
maize and S. frugiperda moth. For this, VOCs from undamaged and S. frugiperda
damaged feeding of sunn hemp and maize were collected. The aeration extracts were
analyzed by GC-MS and GC-FID. GC-EAD analyzes were conducted to identify which
VOCs of the two herbivory-damaged plants had electrophysiological activity in the
female and male antennae, and the synthetic compounds that presented an
electrophysiological activity were evaluated in a wind tunnel to verify if the moths were
able to distinguish the VOCs emitted by these two plants. In addition, the oviposition
preference of S. frugiperda females’ was also evaluated in both plants. For non-volatile
compounds profile analysis, ethanol/water extractions of roots, leaves and seeds of sunn
hemp were conducted, and the extracts were submitted to HPLC-UV, UHPLC-HRMS
and GC-MS analysis. The VOCs analysis of the extracts detected 39 compounds for sunn
hemp and 41 for maize, and damaged plants emitted a significantly higher amount of
compounds. The GC-EAD analyzes revealed, respectively, six and twelve
electrophysiologically active compounds in sunn hemp and maize damaged VOCs
extracts, and the wind tunnel behavioral bioassays showed that the moths were able to
distinguish the VOCs emitted by sunn hemp and maize plants, and that females oviposited
preferentially on maize plants. Non-volatile compounds analysis of sunn hemp revealed
a diversity of pyrrolizidine alkaloids, aglycone and glycosylated flavonoids, phenolic and

carboxylic acids, which may be involved in the plant defense against herbivores.

Keywords: semiochemicals, gas chromatography, liquid chromatography, mass

spectrometry.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é um grande protagonista na producdo e na exportagdo de produtos
agropecuarios, o que contribui significativamente para o desenvolvimento econdémico e
social do pais. Em 2021, o Valor Bruto da Produgdo Agropecuéria (VBP) no Brasil
atingiu R$ 1,13 trilh&o, 10,1% acima do valor alcancado em 2020, e estima-se que tenha
um aumento de 2,9% em 2022. Desse valor, a agricultura e a pecuaria representaram 68
e 32% do VBP, respectivamente (MAPA, 2022).

Um dos aspectos relevantes na agricultura atualmente séo as perdas significativas
na producdo devido a incidéncia de pragas, cujos danos causados as diferentes culturas
trazem grandes prejuizos econdmicos aos agricultores. Estima-se que as perdas causadas
por ataque de pragas e de patdgenos possam atingir aproximadamente 40% do total
produzido, tanto no Brasil quanto a niveis mundiais (Oliveira et al., 2014; Savary et al.,
2019). Para controlar as pragas nas lavouras, os defensivos quimicos ainda s&o muito
utilizados. Porém, devido as suas desvantagens ambientais e de salde publica, como
riscos de contaminacdo de corpos hidricos superficiais e subterraneos, e intoxicacao por
residuos quimicos nos alimentos (Carneiro et al., 2015), estratégias mais sustentaveis de
manejo de pragas tém sido sugeridas com o objetivo de diminuir o uso excessivo de
agrotoxicos. Métodos mais sustentaveis de manejo de pragas como o controle biolégico
com fungos, bactérias, parasitoides e predadores, e 0 uso de semioquimicos (compostos
quimicos responsaveis pela interacdo e comunicacdo quimica entre 0s organismos) tém
sido fortalecidos e empregados no contexto do manejo integrado de pragas (MIP), com
foco em minimizar os atuais niveis de utilizacdo de agrotdxicos, e consequentemente,
reduzir riscos sociais, ambientais e econémicos (Embrapa, 2018a).

Associado a isso, uma crescente demanda por produtos naturais tem se
intensificado nas Gltimas décadas e estdo sendo demandados cada vez mais para 0 manejo
sustentavel de insetos-praga na agricultura, por serem biodegradaveis e apresentarem
menor risco ambiental (Rattan, 2010; Hernandez-Suarez & Beitia, 2021). Adicionalmente
aos bioinsumos, préaticas agrondémicas vém sendo desenvolvidas como meio de obter uma
agricultura mais sustentavel, como a rotacdo de culturas utilizando leguminosas, que
podem proporcionar uma perspectiva agricola mais favoravel a atracdo e manutencao de
inimigos naturais nas areas cultivadas, uma vez que funcionam como fonte de alimento
através do polen das flores, areas de protecdo e reflgio para os parasitoides e 0s
predadores. Além disso, as leguminosas sdo muito utilizadas para adubacéo verde, pela
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capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), que consequentemente aumenta o0s
niveis de nutrientes do solo diretamente e de matéria organica indiretamente, através da
producdo de biomassa (Berriel et al., 2020).

Em areas de cultivo de milho no Brasil, pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo
revelaram que leguminosas como a Crotalaria juncea L. (Fabales: Fabaceae) sdo as mais
apropriadas para a cobertura do solo antes do cultivo das culturas comerciais, pois dentre
as plantas de cobertura testadas, ela foi a que menos favoreceu a multiplicacdo e o
estabelecimento da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae)) no milho, com sobrevivéncia de apenas 7% em condicGes de casa de
vegetacao, e ainda exerceu influéncia direta sobre a presenca de inimigos naturais, com
aumento de 83% na presenca de tesourinha (Doru luteipes Scudder, Dermaptera:
Forficulidae), que é predador da lagarta-do-cartucho (Tavares et al., 2011; Dias et al.,
2016; Viana, 2016).

Recentemente, em outro estudo, Blassioli-Moraes e colaboradores (dados néo
publicados) testaram em campo o efeito potencial da cultura armadilha e de outras plantas
companheiras, em pragas de milho e seus inimigos naturais, em quatro tratamentos
diferentes: (1) milho monocultivo (Zea mays L., Poales: Poaceae), (2) milho com feijao-
guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp., Fabales: Fabaceae), (3) milho com capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schumach, Poales: Poaceae) e (4) milho com Crotalaria
spectabilis Roth (Fabales: Fabaceae). Dentre eles, as areas com plantas de milho e
C. spectabilis como cultura de bordadura apresentaram menor nimero de plantas de
milho com injdria severa da lagarta-do-cartucho em comparagdo com 0s outros
tratamentos. Esses resultados mostraram que ha um efeito negativo sobre a populacdo da
lagarta no milho quando cultivado com Crotalaria sp. Porém, ndo se sabe 0s mecanismos
envolvidos nesse processo, e por isso, é necessario conduzir novos estudos para entender
essas interacoes.

Através desses estudos preliminares, pode-se inferir que plantas do género
Crotalaria desempenham um importante papel nos programas de MIP, devido a sua
influéncia sobre a populacdo da lagarta-do-cartucho no milho. Entdo a hipotese é que
guando o milho € cultivado com Crotalaria sp., esta tenha um perfil quimico que interfere
negativamente na quimiotaxia da mariposa para encontrar as plantas de milho.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito dos semioquimicos
nas interacoes entre C. spectabilis, milho e a praga S. frugiperda. Para isto, foram
conduzidos estudos para a identificacdo quimica do perfil de compostos volateis e ndo
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volateis de C. spectabilis, com potencial de a¢do na defesa da planta, e que poderiam ter
efeito no comportamento de S. frugiperda em relacdo ao milho. Sendo assim, o trabalho
foi organizado de forma que no capitulo 1 foi avaliado se os perfis quimicos de compostos
volateis das plantas de C. spectabilis e de milho mudam quando injuriadas por herbivoria
de lagartas de S. frugiperda, e ainda, se estes volateis agem na quimiotaxia da mariposa
S. frugiperda. Ja no capitulo 2, foi avaliado o perfil quimico de compostos nédo volateis
das plantas de C. spectabilis, visando aplica¢cdes em estudos de Ecologia Quimica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do milho e sua principal praga, Spodoptera frugiperda

O milho, Zea mays L. (Poales: Poaceae) é o cereal mais produzido no mundo,
seguido do trigo e do arroz. Atualmente, cerca de 196,4 milhdes de hectares séo utilizados
ao redor do mundo para a producdo de milho, que gira em torno de 1133,9 milhGes de
toneladas. Na safra 2020/2021, os maiores produtores foram os Estados Unidos, a China
e o0 Brasil, com 360,3, 260,7 e 109 milhdes de toneladas, respectivamente (ABIMILHO,
2022). A producdo de milho no Brasil encontra-se em segundo lugar, atras apenas da soja,
e em relacdo a safra 2019/2020, houve uma reducdo de aproximadamente 15% de
produtividade do milho, que se deve principalmente as chuvas tardias no inicio do plantio,
chuvas na colheita, secas, geadas e pragas (CONAB, 2021).

Devido ao ataque de pragas, a produtividade do milho pode ser reduzida em até
57%, dependendo da época do cultivo e do hibrido utilizado (Burtet et al., 2017). No
Brasil, geralmente o milho é cultivado em duas épocas do ano na regido Centro-Oeste
(entre outubro e novembro, e de janeiro a abril), enquanto na regido Sul, a época tipica de
plantio é de agosto a janeiro. Entretanto, o uso da irrigacdo permitiu a producédo de milho
sem interrupgdes, o que favorece o uso de milho Bt durante todo o ano no Brasil. O milho
Bt é um milho transgénico que expressa proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (Bt), resistentes a varias lagartas da familia Noctuidae,
e assim contribuem na reducéo de pulverizagdes de inseticidas contra estas pragas. No
entanto, o uso continuo de plantas Bt sem o uso do reflgio recomendado, isto é, faixas de

plantas ndo transgénicas, geram uma pressdo de selecdo sobre as populagdes-alvo das



proteinas Bt, favorecendo a evolucdo da resisténcia dessas pragas (Farias et al., 2014;
Burtet et al., 2017).

Dentre as diversas pragas que podem atacar as plantacdes de milho, a lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), é a principal e
mais destrutiva espécie de praga na América Latina e na América do Norte (Lima et al.,
2021) e sua presenga ja foi confirmada nos continentes Africano (Niassy et al., 2021) e
Asiético (Sun et al., 2021). Essa praga passa por quatro fases de desenvolvimento durante
seu ciclo de vida: ovos, lagartas, pupas e adultos (mariposas). A fase que emerge do ovo
(Figura 1a) ¢ a lagarta (Figura 1b). Lagartas de S. frugiperda podem apresentar de cinco
a sete instares, e geralmente a maioria apresenta seis (instar € o estagio de crescimento ou
a forma do inseto entre duas mudas sucessivas, e a diferenca entre os instares sucessivos
€ 0 aumento no tamanho que ocorre ap6s cada muda). O fim do Gltimo instar marca o
comeco de uma fase pré-pupa. A pupa (Figura 1c) é contida dentro de um casulo de seda,
e apos esta fase, ocorre a emergéncia dos adultos (Figura 1d). O ciclo de vida do ovo ao
adulto dura cerca de 30 dias, podendo variar de acordo com a temperatura (Gullan &
Cranston, 2017; Du Plessis et al., 2020).

Figura 1. Fases de desenvolvimento de Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae). (a) massa de ovos; (b) lagartas no final do segundo instar; (c) pupa;
(d) adultos (mariposas) (imagens pessoais).



O ataque das lagartas de S. frugiperda pode causar injurias significativas em todas
as fases de desenvolvimento das plantas de milho. Por ter um comportamento alimentar
polifago (a alimentagdo se d& por uma ampla variedade de plantas), esta lagarta apresenta
um enorme potencial de dano também em outras culturas importantes para o Brasil, como
soja, arroz, algoddo, cana-de-acucar e trigo (Oliveira et al., 2021; Truzi et al., 2021). Com
isso, as consideraveis perdas econdémicas causadas pela lagarta-do-cartucho levaram os
produtores ao redor do mundo a contar com um manejo baseado no uso de inseticidas
quimicos organofosforados e piretroides (Toscano et al., 2012; Guan et al., 2021) e
plantas geneticamente modificadas, que foram adotados como estratégias de controle de
infestacBes. Porém, o uso excessivo de produtos quimicos gera efeitos negativos ao meio
ambiente, pois causam a morte de inimigos naturais e contribuem para a evolucdo da
resisténcia de S. frugiperda a maioria desses inseticidas (Omoto et al., 2015; Faria et al.,
2021).

Dessa forma, € necessario o desenvolvimento de estratégias de controle mais
sustentaveis para o sistema de cultivo de milho, inclusive para os pequenos agricultores,

que sao responsaveis por 12% da producdo de milho no Brasil (Embrapa, 2022).

2.2 Controle bioldgico de pragas

O controle bioldgico é uma técnica que tem como objetivo 0 manejo de pragas
agricolas através do uso de seus inimigos naturais, que podem incluir outros insetos,
predadores, parasitoides, e microrganismos como bactérias, fungos e virus, e € uma
ferramenta muito Gtil no manejo integrado de pragas (MIP). Como exemplo mais comum
de bactérias, B. thuringiensis produz proteinas com propriedades toxicas para insetos e
inofensivas para humanos e outros vertebrados, e por isso é utilizada como pesticida
bioldgico (Valicente, 2019). O fungo que se destaca por seu poder entomopatogénico é o
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae), que infecta o inseto,
forma suas col6nias e libera toxinas que estdo envolvidas no bloqueio do
desenvolvimento fisiolégico, ou seja, o fungo impede o inseto de exercer suas funcoes
vitais e pode leva-lo a morte (Peteira et al., 2011).

Ainda sobre os microrganismos, os baculovirus sdo virus entomopatogénicos que,
ao serem ingeridos pelo inseto, causam doenca e subsequentemente morte (Paredes-
Sanchez et al., 2021). Como inimigos naturais, o parasitoide de ovos Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é conhecido por sua eficiéncia no
controle de diversas lagartas da ordem Lepidoptera, por possuirem capacidade de busca
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mediada principalmente por estimulos quimicos dos hospedeiros (Vargas et al., 2021). O
parasitoide oviposita dentro dos ovos do hospedeiro, consome seus nutrientes e assim
interrompe o ciclo do herbivoro logo no inicio do seu desenvolvimento, impossibilitando
sua sobrevivéncia (Chen et al., 2021). Ainda sobre inimigos naturais, predadores como a
tesourinha (Doru luteipes Scudder, Dermaptera: Forficulidae) sdo considerados agentes
de controle bioldgico da lagarta-do-cartucho, por se alimentarem dos ovos e das lagartas
em estagio inicial de desenvolvimento (Tavares et al., 2011; Dias et al., 2016).

Outra estratégia que vem sendo utilizada é a chamada “push-pull”, sistema de
consorcio “atrai-repele”, que foi implementado com sucesso na cultura do milho no
Quénia e utiliza semioquimicos in natura, isto €, as plantas liberam os semioquimicos
que atuam no manejo e no controle de pragas e de seus inimigos naturais (Pickett & Khan,
2016). Esse sistema requer uma boa compreensdo da ecologia quimica das interacGes
planta-inseto nas diferentes culturas, pois utiliza plantas companheiras especificamente
escolhidas, que sdo cultivadas entre e ao redor da cultura principal, com o objetivo de
liberarem semioquimicos que repelem pragas da cultura principal (push) e atraem pragas
para uma cultura armadilha (pull) (Cook et al., 2007; Khan et al., 2010). No sistema
desenvolvido no Quénia para 0 manejo de pragas na cultura do milho, este foi consorciado
com uma leguminosa (Desmodium uncinatum Jacg., Fabales: Fabaceae) e uma graminea
(Pennisetum purpureum Schum., Poales: Poaceae), em que a leguminosa libera
compostos volateis que repelem as mariposas (Chilo partellus Swinhoe, Lepidoptera:
Crambidae) pragas do milho, ao mesmo tempo que a graminea libera volateis que atraem
essas mariposas, as quais preferem ovipositar na graminea ao invés de ovipositar nas
plantas de milho. Adicionalmente, D. uncinatum além de proporcionar uma boa cobertura
do solo, é uma leguminosa fixadora de nitrogénio, o que melhora a fertilidade do solo
(Khan et al., 2008; Magalhdes et al., 2020). Um outro estudo de campo utilizando a
estratégia push-pull revelou que os volateis de Desmodium spp. e Brachiaria spp. (Poales:
Poaceae) utilizados como plantas de consorcio e bordadura influenciaram o
comportamento das fémeas de S. frugiperda ao reduzir a oviposi¢do na cultura principal
de milho, e ao atrair vespas parasitoides, ou seja, foi possivel observar que a infestacéo
de S. frugiperda e os niveis de danos foram substancialmente reduzidos ao utilizar o
push-pull (Sobhy et al., 2022).

Além destas, existem outras estratégias propostas para o controle de lagartas do
género Spodoptera, que estdo relacionadas com o fato das plantas produzirem metabolitos

como mecanismo de defesa, que podem ter um efeito inibitdrio sobre os insetos, atuando
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como repelente, ovicida, inseticida, indutor de toxicidade celular, indutor de mortalidade,
supressor reprodutivo, redutor de fertilidade e fecundidade e inibidor de crescimento
(Paredes-Sanchez et al., 2021). Sendo assim, extratos de diferentes espécies de plantas
tém sido utilizados no controle de pragas (Boulogne et al., 2012), por possuirem
compostos com efeitos inseticidas, e quando usados no mesmo contexto em que sdo
produzidos na natureza, em geral ndo sdo toxicos ou apresentam menor toxicidade para
espécies ndo-alvo do que os inseticidas quimicos, como foi constatado por Pérez-
Gutiérrez e colaboradores (2011). Estes autores demonstraram que o extrato de sementes
de mamao em cloroférmio, com composicdo majoritaria dos acidos oleico, palmitico e
estearico, apresentou atividade inseticida contra S. frugiperda, sendo o &cido palmitico o
agente mais ativo, seguido pelos &cidos oleico e estearico. Portanto, a baixa toxicidade
dos componentes do extrato e sua eficacia no controle de insetos sdo propriedades
vantajosas, além de serem menos onerosas e mais seguras para 0 meio ambiente.

Da mesma maneira, diferentes espécies de Crotalaria sp. apresentaram um efeito
negativo para as lagartas de S. frugiperda, tanto em laboratério como no campo, e 0s
estudos sugerem que metabdlitos secundarios desta planta podem estar envolvidos neste
efeito (Tavares et al., 2011; Blassioli-Moraes et al., dados n&o publicados).

2.3 Leguminosas do género Crotalaria

As leguminosas, pertencentes a familia Fabaceae, sdo reconhecidas como a
segunda maior familia de plantas cultivadas com importancia econdmica, atrds somente
da Poaceae (familia do milho, arroz, trigo, sorgo, cana-de-aglUcar, entre outros)
(Tungmunnithum et al., 2021), e terceira maior familia em nimero de espécies de plantas
com flores, atras da Orchidaceae e Asteraceae (Asfaw & Abebe, 2021; Jha et al., 2022).
Entre os representantes de grande interesse econdémico dessa familia, estdo a soja, o feijdo
e a crotalaria, visto que a soja e o feijao sdo as leguminosas mais produzidas no Brasil
(Albuquerque et al., 2022; Oliveira Neto et al., 2022), e a crotalaria & umas das plantas
mais utilizadas na adubacéo verde (Berriel et al., 2020).

Pertencentes a subfamilia Papilionoideae e com cerca de 600 espécies ja
identificadas, Crotalaria sp. sdo plantas herbaceas, arbustivas, eretas, pouco ramificadas
e geralmente com flores na coloracdo amarela (Figura 2b), e podem ser encontradas nas
areas tropicais da Africa, América, Asia e Australia, sendo originarias da india (Pacheco
& Silva-Lopez, 2010; Sudanich et al., 2017).



Figura 2. Plantas de Crotalaria spectabilis Roth (Fabales: Fabaceae) com
aproximadamente (@) 45 dias apds a germinacdo e (b) 4 meses ap06s a germinacao, na fase
floral (imagens pessoais).

Plantas desse género séo conhecidas por apresentarem efeitos nematicidas, que
vém sendo estudados desde 1928, ap6s Godfrey ter observado que Crotalaria juncea L.
(Fabales: Fabaceae) tinha baixa infec¢éo pelos nematoides Meloidogyne spp (Tylenchida:
Heteroderidae) (Wang et al., 2002). Desde entdo, diversas espécies de Crotalaria sp.
foram testadas ao longo dos anos visando o manejo de diferentes espécies de nematoides.
Em destaque, quando as espécies C. juncea, C. retusa e C. spectabilis foram utilizadas
como plantas de cobertura, foi relatado que 0s nematoides economicamente mais
importantes (Meloidogyne spp., Heterodera glycines e Globodera rostochiensis) foram
suprimidos com sucesso (Wang et al., 2002; Thoden & Boppré, 2010). Dessa forma,
plantas desse género tém sido muito utilizadas no controle populacional de nematoides
como plantas armadilhas, visto que, apesar deles penetrarem as raizes, foi demonstrado
uma reducéo nas taxas de reprodugéo e desenvolvimento das fémeas (Wang et al., 2001),
além de ter sido confirmado que C. juncea e C. spectabilis reduzem a densidade
populacional de nematoides (Kushida et al., 2003).

Isso se deve aos efeitos dos compostos toxicos que as plantas de Crotalaria sp.
produzem, e podem influenciar negativamente no desenvolvimento de outros individuos,
e neste caso, refletem em impactos prejudiciais das plantas na relacdo com o
microrganismo (Wang et al., 2002). A classe dos alcaloides pirrolizidinicos possui
elevada toxicidade (Mattocks, 1968; Wiedenfeld, 2011) e estd presente em altas
concentragdes nas espécies de Crotalaria sp. Tendo o composto monocrotalina (Figura 3)
como alcaloide majoritario nas sementes de C. spectabilis, Scupinari e colaboradores

(2020) concluiram que a alta quantidade desse composto pode estar correlacionada com
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a toxicidade observada em nematoides endoparasitarios, e avaliaram o0 uso de
C. spectabilis, dentre outras do mesmo género, como um importante método natural para
combater a densidade populacional de nematoides e consequentemente aumentar a
produtividade agricola, especialmente para as lavouras de soja, milho (Souza et al., 2019;
Galeano et al., 2021), café (Rosado et al., 2021) e algod&o (Inomoto, 2016) no Brasil.

Figura 3. Estrutura quimica da monocrotalina.

Além disso, as plantas do género Crotalaria sdo muito empregadas como plantas
de cobertura ou adubacdo verde, técnica que consiste no plantio de espécies vegetais em
rotacdo ou em consdrcio com outras culturas de interesse econdémico, na intencdo de
enriquecer o solo (Mercante et al., 2014; Silva et al., 2021). Esse enriquecimento do solo
ocorre devido a alta capacidade da crotalaria em fixar nitrogénio da atmosfera, através da
associacao simbiodtica com bactérias do solo que séo fixadoras de nitrogénio, conhecidas
como rizoébios, que disponibilizam nitrogénio as plantas por meio da fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) (Embrapa, 2005; Sprent et al., 2017; Berriel et al., 2020).

Nas leguminosas, esse processo acontece dentro dos nddulos radiculares
(Figura4), que alojam as bactérias especializadas em realizar a conversdo de
N2 atmosférico em NHs, através da acdo da enzima nitrogenase (Christophe et al., 2011),
e é um processo energeticamente dispendioso: 16 moléculas de ATP e 8 pares de elétrons
produzem apenas 2 moléculas de NHs, 0 que torna o processo estritamente regulado, de
modo gque a amonia seja produzida apenas quando necessaria (Khare & Yadav, 2017;
Nelson & Cox, 2019).



PN, +8H" +8e+16ATP — 2 NH, + H, + 16 ADP+ 16 Pi %8
20 . : L %

Figura 4. Nodulos radiculares de Crotalaria spectabilis Roth (Fabales: Fabaceae) ricos
em nitrogénio (adaptado de Nelson & Cox, 2019 e Prado, 2022).

Essa relagcdo de simbiose é de suma importancia, visto que o nitrogénio € o
elemento mineral que as plantas necessitam em maiores quantidades, o que o torna
limitante para o crescimento e o desenvolvimento das plantas e para a producéo agricola
em todo o mundo (Christophe et al., 2011; Hoffman et al., 2014; Taiz et al., 2017). Como
resultado dessa simbiose, quantidades significativas de nitrogénio tornam-se disponiveis
apos o corte da leguminosa (Espindola et al., 2004), contribuindo para uma
autossuficiéncia desse elemento, e consequentemente, reduzindo a necessidade da
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados sintéticos, 0 que € vantajoso por ser um recurso
natural e renovavel (Almeida, 2012).

Atualmente a FBN esta presente em 75% da area cultivada de soja no Brasil
(Embrapa, 2018b), através da inoculacdo das sementes de soja com bactérias fixadoras
de nitrogénio, que resulta em uma economia estimada em US$ 14,4 bilhdes por safra,
além da contribui¢do ambiental, ao diminuir a emisséo de gases de efeito estufa e reduzir
a lixiviacdo de nitrato para rios, reservatorios de agua, lencais freaticos e lagos (Garcia et
al., 2021).
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2.4 A quimica das plantas - metabolismos primario e secundario

Os organismos Vvivos sintetizam um grande nimero de compostos organicos para
que possam Viver, crescer e se reproduzir, os quais sao classificados como metabdlitos
primarios e secundarios (Dewick, 2009). Nas plantas, os metabdlitos primarios sao
compostos diretamente relacionados com o seu crescimento e desenvolvimento, como
por exemplo os aminodcidos, as proteinas, os aglcares e as enzimas. J& 0s metabolitos
secundarios, por serem compostos espécie-especificos, expressam individualidade as
espeécies, e estdo na interface entre o metabolismo primario e a interagdo dos organismos
com o ambiente, regulando as interacdes benéficas, como atracdo de polinizadores,
agindo como moduladores da resposta ao estresse abiotico, e desempenhando um papel
fundamental no mecanismo de defesa das plantas contra herbivoros e patdégenos, além de
poderem apresentar efeitos negativos sobre o crescimento e o desenvolvimento de outros
organismos, sendo assim, considerados como toxicos (Taiz et al.,, 2017; Erb &
Kliebenstein, 2020). A formacdo destes compostos ocorre através de rea¢fes quimicas
reguladas e mediadas por enzimas, denominadas vias ou rotas metabolicas, conforme
demonstrado pelo Esquema 1 (Dewick, 2009).

Os blocos de construcdo empregados na biossintese dos metabolitos secundarios
sdo derivados do metabolismo primério, dos quais sdo provenientes os intermediarios
acetil coenzima A (acetil-CoA), &cido chiquimico, &cido meval6nico e fosfato de
metileritritol, que sdo utilizados nas rotas do acetato-malonato, do chiquimato, do
mevalonato e do fosfato de metileritritol (Dewick, 2009).

Os metabolitos secundarios mais estudados em plantas sdo pertencentes as classes
dos terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (Taiz et al., 2017; Erb & Kliebenstein,
2020).
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Esquema 1. Esquema simplificado das rotas do metabolismo secundario e suas relacoes
com o metabolismo primario (adaptado e modificado de Taiz & Zeiger, 2002).

2.4.1 Terpenos

Os terpenos constituem a maior classe de produtos naturais, com mais de 95000
compostos com vasta diversidade quimica e estrutural (Christianson, 2017; Faylo et al.,
2021), e possuem uma ampla gama de aplicacdes biotecnoldgicas (Frank & Groll, 2017),
por apresentarem propriedades anticancerigena, antimicrobiana e antioxidante (Couillaud
et al., 2021). Nas plantas, os terpenos podem atuar nas interacfes de atracdo a
polinizadores e como mecanismo de defesa contra herbivoros e patégenos (Dudareva et
al., 2013; Kantsa et al., 2019).

A biossintese dos terpenos nas plantas é compartimentalizada e pode ocorrer tanto
no citosol, através da rota metabdlica do mevalonato, como no plastidio, através da rota
metabolica do fosfato de metileritritol (Dudareva et al., 2013; Zhao et al., 2013; Frank &
Groll, 2017). Os terpenos sdo originados do bloco de construcdo que envolve os
precursores de cinco carbonos difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalila
(DMAPP), ambos anélogos de isopreno (Esquema 2). Cada unidade de IPP e DMAPP
pode ser ligada a outra atraves de reagdes de condensac¢do, combinando duas, trés, quatro,
cinco, seis e oito unidades de isopreno, e que sdo classificadas dependendo do nimero de
unidades de isopreno combinadas, como: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Coo), sesterterpenos (Cas), triterpenos (Cso) e
tetraterpenos (Cao) (Dewick, 2009; Frank & Groll, 2017; Couillaud et al., 2021). A

combinacéo de IPP e DMAPP catalisada por enzimas gera o difosfato de geranila (GPP),
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precursor na formacédo dos monoterpenos. Ja os sesquiterpenos sdo formados a partir da
adicdo de uma unidade de IPP ao GPP, que leva a formacdo do difosfato de farnesila
(FPP), e os diterpenos surgem do difosfato de geranilgeranila (GGPP), que é formado
pela adicdo de mais uma unidade de IPP ao FPP (Dewick, 2009), conforme apresentado

no Esquema 2.
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Esquema 2. A biossintese dos terpenos ocorre através de duas rotas metabdlicas (rota do
mevalonato e rota do fosfato de metileritritol), nomeadas a partir do seu respectivo
intermediério de reacdo (esquema adaptado de Dewick, 2009).

2.4.2 Volateis de folhas verdes — Lipoxigenases
Outra via existente na sintese de metabolitos secundarios de plantas é a rota das
lipoxigenases. As lipoxigenases (LOX) sdo enzimas distribuidas em plantas e animais
superiores, que utilizam como substrato os acidos graxos poli-insaturados acido linoleico
e a-linolénico, e a partir deles, sdo responsaveis pela biossintese de aldeidos, alcoois e
ésteres de seis carbonos (Esquema 3), que sdo emitidos principalmente quando as folhas
sdo danificadas, e por isso sdo conhecidos como volateis de folhas verdes (Silva et al.,
2001; Pinto-Zevallos et al., 2013; Vincenti et al., 2019).
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Esquema 3. Rota metabdlica das lipoxigenases, em que LOX sdo enzimas lipoxigenases
que oxigenam &cidos graxos insaturados, e E sdo enzimas especificas que atuam nas
reacOes subsequentes (esquema adaptado de Lin et al., 2019).

2.4.3 Compostos fenolicos

Os compostos fenodlicos podem ser derivados das rotas do chiquimato e do
acetato-malonato, que possuem respectivamente acido chiquimico e acetil-CoA como
intermediarios de reagdo (Dewick, 2009; Nabavi et al., 2020). Os compostos fenolicos
representam um grupo muito abundante de compostos organicos no reino vegetal,
possuem grande variabilidade estrutural, com pelo menos um anel aromatico com um
grupo hidroxila, e apresentam diferentes atividades na planta, como suporte estrutural,
protecdo contra radiacdo solar ultravioleta (UV), e protecdo contra estresse bidtico
(herbivoros e patdgenos) ou abidtico (temperatura e deficiéncia hidrica) (Rosa et al.,
2019). Os compostos fendlicos mais importantes em plantas podem ser pertencentes aos

acidos fenolicos e aos flavonoides.
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2.4.3.1 Acidos fenolicos

Os &cidos fendlicos contém um dnico grupo fenil com um grupo carboxilico e um
ou mais grupos OH, diferindo entre eles o comprimento da cadeia que contém o grupo
carboxilico, podendo ser divididos em acidos hidroxibenzoicos, hidroxicindmicos e

outros hidroxifenilicos (Figura 5) (Rosa et al., 2019).

Acidos hidroxibenzéicos Acidos hidroxicindmicos
HO o]
HO (o]
R =
Ry R,
R, R, R,
OH

Ri1 R2 R3 Ra Ri1 Rz

Acido p-hidroxibenzoico H H OH H Acido p-cumarico H H
Acido vanilico H OCH: OH H Acido cafeico OH H
Acido galico H OH OH OH Acido fertilico OCH: H

Figura 5. Exemplos de &cidos fenolicos e suas estruturas quimicas.

Nas plantas, a rota biossintética dos acidos fenolicos envolve a presenca dos
substratos fenilalanina e tirosina, provenientes da rota do chiquimato, a principal
responsavel pela sintese dos precursores da maioria dos fenolicos vegetais (Rosa et al.,
2019; Mondo et al., 2022). Na rota do chiquimato, o &cido corismico é produzido a partir
da reacdo de uma molécula de fosfoenolpiruvato (PEP) com o acido chiquimico
(Esquema 4). A partir do acido corismico e do seu isdmero posicional, &cido isocorismico,
sdo produzidos compostos como o &cido p-hidroxibenzéico e o &cido salicilico,
respectivamente, através de uma reacdo de eliminacdo do grupo O-C30.H (Dewick,
2009). Esses dois acidos sdo muito comuns nas mais diferentes espécies de plantas, e
estdo envolvidos com o seu sistema de defesa (Pieterse et al., 2009; Lopez-Raez et al.,
2010).
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Esquema 4. Rota metabdlica do chiquimato mostrando uma parte da biossintese dos
acidos fenolicos, em que E séo enzimas especificas que atuam nas rea¢des (adaptado de

Dewick, 2009 e Rosa et al., 2019).
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2.4.3.2 Flavonoides

Os flavonoides possuem como estrutura basica dois anéis fenil (A e B) unidos por
um anel pirano heterociclico (C) (Figura 6), e podem ser divididos em subgrupos, de
acordo com as diferencas no anel pirano, classificados em: flavonas, isoflavonas,
flavonois, flavanonas, flavanonois (ou dihidroflavonois), flavanois, antocianinas e
chalconas (Panche et al., 2016; Rosa et al., 2019; Nabavi et al., 2020).

Figura 6. Estrutura geral bésica dos flavonoides.

As flavonas sdo a estrutura mais basica dos flavonoides, com uma cetona em C4,
uma ligacéo dupla entre C2 e C3 e 0 anel B ligado em C2, enquanto nas isoflavonas o
diferencial é que o anel B estd ligado em C3. Representando esses subgrupos, temos
apigenina e daidzeina, respectivamente. Os flavondis sdo flavonas hidroxiladas em C3, e
tém como exemplo importante a quercetina. As flavanonas e os flavanondis (ou
dihidroflavonois) possuem o anel C saturado e uma cetona em C4, mas o diferencial é
que os flavanondis possuem um grupo OH em C3. A naringenina e a taxifolina sdo dois
exemplos desses subgrupos, respectivamente. Quando a estrutura possui o anel C
saturado e ndo possui a cetona em C4, é considerada um flavanol, tendo como
representante principal a catequina. Também sem a cetona em C4 existe 0 subgrupo das
antocianinas, que apresenta como caracteristica um grupo OH em C3 e duas ligacdes
duplas no anel C, o que as deixam sendo os Unicos flavonoides i6nicos, e possuem a
cianidina como exemplo. E por fim, as chalconas sdo caracterizadas pela auséncia do anel
C, e possuem a isoliquiritigenina como um exemplo desse subgrupo, que também pode
ser chamado de flavonoide de cadeia aberta (Figura 7) (Dewick, 2009; Panche et al., 2016;
Rosa et al., 2019). Vale ressaltar que diferentes posi¢Oes de substituintes nos flavonoides
resultam em propriedades quimicas e fisicas distintas, levando a atividades bioldgicas

variaveis (Nabavi et al., 2020).
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Figura 7. Estrutura basica dos subgrupos de flavonoides e seus respectivos exemplos.

A biossintese dos flavonoides ocorre através de duas rotas diferentes: rota do

acetato-malonato (formacéo do anel A) e rota do chiquimato (formacéo dos anéis B e C).

O anel A é sintetizado a partir de trés moléculas de malonil-CoA, enquanto os aneis B e

C sdo sintetizados a partir de p-cumaroil-CoA produzido a partir da fenilalanina pela rota

do chiquimato (Esquema 4). A condensacdo dos anéis A e B gera chalcona, que

posteriormente sofre ciclizacdo para formar flavanona, que é utilizada como composto de

partida para a sintese de outros flavonoides (Esquema 5) (Nabavi et al., 2020).
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Esquema 5. Rota metabdlica do chiquimato mostrando a biossintese dos flavonoides em
plantas, em que E sdo enzimas especificas que atuam nas rea¢Ges (adaptado de Han et al.,
2013 e Rosa et al., 2019).
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2.4.4 Alcaloides pirrolizidinicos

Outra classe de metabdlitos secundarios envolvidos na defesa das plantas é a
classe dos alcaloides. Estes sdo originados de aminoécidos, apresentam estruturas ciclicas
complexas com pelo menos um atomo de nitrogénio e geralmente exibem basicidade
(Dewick, 2009). Os alcaloides produzidos pelas plantas do género Crotalaria pertencem
a classe dos alcaloides pirrolizidinicos e estdo presentes principalmente em suas sementes
(Flores et al., 2009). Também sdo consideradas fitotoxinas produzidas constitutivamente
por mais de 6.000 espécies de plantas, e muitos destes compostos agem na defesa da
planta contra herbivoros e podem ser considerados perigosos para diferentes espécies de
animais (Ober & Kaltenegger, 2009; Schramm et al., 2019; He et al., 2021).

Os alcaloides pirrolizidinicos (Figura 8) sdo bases necinas esterificadas com
acidos nécicos, na qual as bases necinas consistem em um hidrocarboneto alifatico
biciclico com dois anéis fundidos de cinco membros, unidos por um atomo de nitrogénio,
que raramente ocorrem em sua forma livre (pirrolizidina — Figura 8a) (Dewick, 2009;
Schramm et al., 2019). Sdo agrupados em quatro tipos: retronecina, heliotridina,
otonecina e platinecina (Figura 8c), e os tipos que possuem uma ligacdo dupla entre os
carbonos 1 e 2 da base necina séo considerados altamente toxicos (Ma et al., 2018; He et
al., 2021). Esses compostos também podem se acumular na planta como N-6xidos polares
(Figura 8b), facilitando seu transporte e mantendo-os em uma forma menos tdxica

(Dewick, 2009; Schramm et al., 2019).
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Figura 8. (a) Estruturas basicas da pirrolizidina, (b) do N-éxido e (c) dos quatro tipos de
alcaloides pirrolizidinicos retronecina, heliotridina, otonecina e platinecina, com seus
respectivos exemplos monocrotalina, lasiocarpina, clivorina e platifilina.
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A biossintese da estrutura biciclica da pirrolizidina € iniciada a partir de putrescina
e espermidina, que sdo derivadas do aminodcido arginina, e juntas, formam a
homospermidina. A partir da homospermidina e uma sequéncia de reacdes, o esqueleto
da pirrolizidina é formado, passando por desaminacdo oxidativa, formacdo de imina e
reacdo intramolecular de Mannich. Em seguida, a retronecina € formada atraves de
desnaturacdo e hidroxilagdo por enzimas (Dewick, 2009; Schramm et al., 2019).
Enguanto as bases necinas sao sintetizadas pela mesma rota metabdlica (Esquema 6), 0s
diferentes acidos nécicos sdo formados por rotas metabolicas especificas (como por
exemplo, o &cido monocrotalico é formado a partir do aminoacido L-leucina), e a jungédo
da base necina com o &cido nécico para a formacdo do alcaloide pirrolizidinico
geralmente ocorre através da esterificagdo dos grupos hidroxi da base necina com os

acidos nécicos (Schramm et al., 2019).
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Esquema 6. Rota metabolica dos alcaloides pirrolizidinicos (adaptado de Dewick, 2009).
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2.5 Ecologia quimica

Todos 0s organismos usam sinais quimicos para transmitir informacGes
(Bergstrom, 2007). A éarea que explora as interagdes intra e interespecificas entre 0s
organismos e seu ambiente, mediadas por compostos quimicos, € um campo
interdisciplinar entre a biologia e a quimica, conhecido como ecologia quimica
(Bergstrom, 2007; Kuhlisch & Pohnert, 2015). Essa area de grande potencial e rapido
crescimento se expandiu ao longo das décadas e atualmente inclui estudos como a
investigacdo de volateis de plantas, feromonios, hidrocarbonetos cuticulares de insetos,
enzimas de desintoxicacdo e compostos que medeiam interacdes entre populacdes de
plantas, microrganismos, animais e fungos (Dyer et al., 2018).

As substéncias quimicas envolvidas na comunicacdo entre os seres vivos sdo
chamadas de semioquimicos, palavra que vem do grego semion, e significa sinais.
Quando essas substancias atuam nas interacGes intraespecificas, sdo denominadas
feromonios (do grego pherein, que significa carregar e horman, estimular), e quando
atuam nas interagdes interespecificas, sdo denominadas aleloquimicos (do grego allel,
que significa outro) (Esquema 7). Os tipos de feromdnios mais estudados sdo o sexual e
0 de agregacdo, mas também existem outros tipos como o de alarme, trilha, marcacdo e
oviposicao. Ja os aleloquimicos, por estarem envolvidos nas interagdes entre organismos
de espécies diferentes, sdo subdivididos de acordo com o organismo beneficiado na
interacdo: alomdnio, quando o composto quimico medeia uma interacdo que beneficia o
emissor; cairomonio, quando beneficia o receptor; e sinomdnio, quando o beneficio é para
ambos. Desta forma, os alomdnios geralmente sdo substancias de defesa dos seres vivos,
como os metabolitos secundarios de plantas ou substancias repelentes produzidas pelos
demais organismos. J& os cairomonios estdo relacionados com as interagdes entre presa-
predador ou parasitoide-hospedeiro, com alto potencial de uso no manejo de pragas. E os
sinomoénios podem ser representados pelos volateis florais e nectarios extraflorais, que
atraem os polinizadores, ou os volateis de fungos, que atraem insetos dispersores de
esporos (El-Shafie & Faleiro, 2017; Brezolin et al., 2018; Sharma et al., 2019; Magalhaes
et al., 2020).
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Esquema 7. Esquema representativo da classificagcdo dos semioquimicos.

Com relacdo a producdo, emissao e utilizacdo dos semioquimicos, 0s insetos e as
plantas sdo alguns dos organismos mais estudados. Compreender as interacdes,
determinar quais sdo as substancias bioativas e elucidar suas estruturas sdo etapas
importantes para entender 0s mecanismos da comunicacdo, que comecam a partir da
percepcao do sinal quimico. Isso € fundamental para entender as relacdes inseto-inseto,
planta-planta e inseto-planta, e serve como base para a pesquisa aplicada, que viabiliza o
uso de semioguimicos como um método valioso no manejo e no controle de pragas
(Kuhlisch & Pohnert, 2015).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa para reduzir os danos devido ao
ataque dos insetos. A defesa da planta contra a herbivoria de insetos pode ser
desencadeada direta ou indiretamente (Michereff et al., 2021), de modo que a planta pode
atuar intoxicando o herbivoro por meio da sua defesa direta, ou pode agir como defesa
indireta através de sinais de atracdo de inimigos naturais, como parasitoides e predadores
(Figura 9) (McCormick et al., 2012; Turlings & Erb, 2018; Bouwmeester et al., 2019),
portanto agindo neste Gltimo exemplo como sinomoénios, uma vez que a defesa indireta
gera um beneficio para as plantas e para os inimigos naturais (Dicke & Baldwin, 2010).
Em um contexto de interacdo inseto-planta, por exemplo, ja foi comprovado em diversos

estudos que uma das principais formas da planta responder a herbivoria é através da
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emissdo de compostos volateis que sdo induzidos pela herbivoria e desempenham papel
fundamental na defesa da planta (Pearse et al., 2020; Prada et al., 2021).
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Figura 9. Quando uma planta sofre herbivoria e gera efeitos prejudiciais no herbivoro, é
considerada defesa direta, e quando ela emite compostos que atraem inimigos naturais do
herbivoro, é considerada defesa indireta da planta (adaptado de Coppola et al., 2018).

Os semioquimicos de insetos, microrganismos e plantas sdo compostos ja
existentes na natureza, mas que podem também ser sintetizados em laboratério para

utilizagdo em campo, por meio de liberadores que simulam a taxa e a concentragao
emitidas pelos organismos. E essa utiliza¢cdo no monitoramento e controle de pragas vem
crescendo na agricultura (Magalhaes et al., 2020). De acordo com a Fortune Business

Insights (2021), o mercado global de semioquimicos foi de US$ 3,30 bilhdes em 2020, e

esta projetado para atingir US$ 9,70 bilhdes até 2028, com os feroménios sendo utilizados
em maiores proporgdes em comparacao aos aleloquimicos (Figura 10).

Participacido no mercado global de semioquimicos

Feromonios

Aleloquimicos

Figura 10. Gréafico representativo da proporcdo de semioquimicos na participacdo no
mercado global (fonte: Fortune Business Insights, 2021).
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Vale ressaltar que o uso de feromdnio ndo elimina a praga, mas as técnicas de uso
de feromdnio contribuem para a manter a populacéo da praga abaixo do nivel de dano
econdmico (Magalhdes et al., 2020). E os aleloquimicos, apresentam uma crescente
utilizacdo e eficacia no controle de ervas daninhas (Gaffke et al., 2021) e pragas agricolas,
podendo ser utilizados como extratos de plantas e culturas de consorcio (Kong et al.,
2019). Sendo assim, estes semioquimicos tém sido utilizados em tecnologias na
agricultura para monitorar e controlar o nivel populacional de pragas com eficiéncia,
contribuir no manejo da resisténcia de pragas perante o inseticida ao minimizar o seu uso
indiscriminado, e no aumento populacional de parasitoides e predadores (Saha &
Chandran, 2017; Borges & Blassioli-Moraes, 2017; Magalhdes et al., 2020; Hernandez-
Suérez & Beitia, 2021). Além disso, possuem a vantagem de serem eficientes em
pequenas quantidades, na faixa de poucos miligramas por hectare (Borges et al., 2011), e
por fim, contribuem com a reducédo de residuos quimicos no ambiente e nos alimentos,
consequentemente gerando uma agricultura mais sustentavel e menos nociva ao meio
ambiente (Sharma et al., 2019).

2.6 Técnicas utilizadas na analise de metabolitos secundarios de plantas

2.6.1 Cromatografias gasosa e liquida

A cromatografia € um método utilizado para a separacdo, identificacdo e
determinacdo de componentes quimicos em misturas complexas. Todas as separacdes
cromatograficas ttm em comum o uso de uma fase estacionaria e uma fase mével, em
gue os componentes da amostra sdo transportados através da fase estacionaria, pelo fluxo
da fase movel, e as separagdes ocorrem de tal forma que 0s componentes gque interagem
mais fortemente com a fase estacionaria movem-se mais lentamente no fluxo da fase
movel, enquanto os componentes que interagem mais fracamente com a fase estacionaria,
movem-se mais rapidamente (Holler et al., 2009; Skoog et al., 2015). Neste trabalho,
foram utilizadas as técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida para as
analises de metabdlitos secundarios de plantas. Essas duas técnicas utilizam colunas como
fase estacionaria, e como fase mdvel, utilizam gases inertes e solventes liquidos,
respectivamente.

Na cromatografia gasosa, a amostra é introduzida em uma coluna capilar por meio
de um sistema de injecdo, em que 0 uso de temperaturas convenientes possibilita a

vaporizacdo dos compostos presentes na amostra, visto que essa técnica € amplamente
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empregada na analise de compostos volateis e termicamente estaveis (Collins et al.,
2006). Quando a amostra é vaporizada, ela é introduzida em uma corrente de gas que
passa continuamente pela coluna, e dessa forma, 0s compostos presentes na amostra,
depois de separados pela coluna, chegam ao detector, que gera um sinal proporcional a
concentracdo de cada composto na amostra, obtendo-se entdo uma série de picos, que
juntos formam um cromatograma, Util em andlises quantitativas e qualitativas (Collins et
al., 2006; Skoog et al., 2015).

Na cromatografia liquida, sdo empregadas colunas empacotadas com materiais
especialmente preparados e de particulas pequenas (geralmente 1 a 10 um), e uma fase
movel liquida, eluida sob altas pressdes com o auxilio de uma bomba. A amostra também
é introduzida na coluna por meio de um sistema de injecdo, mas diferentemente da
cromatografia gasosa, a amostra deve estar no estado liquido e deve ser soltvel na fase
movel (Collins et al., 2006). Essa técnica € adequada para a analise de compostos de
média a alta polaridade, baixa volatilidade e termicamente instaveis (Silva & Collins,
2011). Similarmente a cromatografia gasosa, 0s compostos passam separadamente pelo
detector, possibilitando a obtencdo de um cromatograma.

Os detectores utilizados nessas duas técnicas sdo especificos e adequados para
cada uma. Na cromatografia gasosa, 0 mais empregado é o detector de ionizacdo em
chama, em que as moléculas da amostra sdo pirolisadas na chama, ocorrendo a formacéo
de ions, que sdo coletados por um eletrodo e detectados; mas também existem o detector
de condutividade térmica e o detector de captura de elétrons (Collins et al., 2006).

Ja na cromatografia liquida, os detectores mais amplamente empregados sdo
baseados na absorcéo de radiagdo no ultravioleta ou no visivel (UV-Vis), mas também
existem outros tipos como detectores por fluorescéncia, por indice de refracdo, por
espalhamento de luz e eletroquimicos (Collins et al., 2006; Skoog et al., 2015). O detector
UV-Vis apresenta boa sensibilidade, baixo limite de detecgéo e é estavel a mudancas na
composicdo da fase movel. Porém, para a sua utilizacdo, € necessario que os analitos
tenham cromoéforos, que sdo grupos funcionais organicos que absorvam na regido do
UV-Vis (Vervoort et al., 2008; Skoog et al., 2015). Alternativamente, o detector
evaporativo com espalhamento de luz (ELSD, do inglés evaporative light scattering
detector) pode ser empregado na analise de compostos que ndo possuem cromaoforos ou
que tenham grupos cromdforos fracos, como por exemplo, carboidratos, lipideos,
saponinas e alcaloides (Gonzalez et al., 2011). Esse detector também é empregado na
detec¢do de analitos pouco volateis e termicamente estaveis, e 0 seu principio de operagao
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consiste na nebulizacdo do eluente da coluna, evaporacdo da fase movel para gerar
particulas solidas do analito, que em seguida atravessam um feixe de radiagdo
eletromagnética, e a intensidade da luz espalhada pelas particulas do analito gera um sinal
proporcional ao numero de fotons espalhados, que sdo entdo detectados (Collins et al.,
2006; Gonzalez et al., 2011).

Além destes anteriormente citados, um dos mais poderosos detectores utilizados
em ambas as cromatografias é o espectrébmetro de massas, por permitir a identificacdo

dos compostos, mesmo quando presentes a nivel de tracos (Collins et al., 2006).

2.6.2 Espectrometria de massas

As cromatografias gasosa e liquida acopladas a espectrometria de massas séo
muito utilizadas na analise metabolémica, visto que os meétodos combinam suas
vantagens de alta resolucdo do sistema cromatografico e alta sensibilidade dos
espectrometros de massas (Zeki et al., 2020). Nessa técnica, a amostra sélida, liquida ou
gasosa € introduzida através do sistema de entrada, e entdo os componentes da amostra
precisam ser convertidos em ions em fase gasosa através do bombardeamento com
elétrons, fétons, ions ou moléculas, na fonte de ionizacdo. Em seguida, os ions séo
acelerados para o analisador de massas, que 0s separa de acordo com sua razéo
massa/carga (m/z). Entdo, os ions chegam no detector e o sinal ¢ registrado e processado
pelo sistema de dados, para produzir o espectro de massas (grafico do nimero de ions
detectados em funcdo de sua razdo m/z) (Esquema 8) (Skoog et al., 2015; Pavia et al.,
2016).
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de entrada de ion de massas
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Sistema Processador
de vicuo de sinal

Leitura

Esquema 8. Diagrama esquematico dos componentes de um espectrémetro de massas
(fonte: Skoog et al., 2015).
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Na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, o do fluxo gasoso
que sai do cromatdgrafo ¢ admitido na cdmara de ionizacdo do espectrdmetro de massas.
Do mesmo modo, na cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, as
substancias que eluem da coluna passam pela camara de ionizacdo e sdo detectadas pelo
espectrometro de massas. Os espectros de massas sao entdo analisados e comparados a
espectros encontrados em bibliotecas espectrais (Pavia et al., 2016).

Na cromatografia gasosa, 0 método de ionizagdo mais comum é a ionizagdo por
elétrons, em que as moléculas em fase gasosa sdo bombardeadas por um feixe de elétrons
de alta energia (geralmente 70 eV), e assim remove-se um elétron da molécula, criando
um cétion radical, conhecido como ion molecular (Silverstein et al., 2019). As vantagens
desse método de ionizacdo sdo que a energia transmitida para a amostra leva a uma
fragmentacdo significativa de ions moleculares e o padrdo de fragmentacdo de um
composto é reprodutivel, e por isso existem muitas bibliotecas espectrais de dados, o que
simplifica o processo de determinacao ou de confirmacdo da identidade de um composto.
Em contrapartida, existem desvantagens como o fato de alguns compostos serem muito
facilmente fragmentados, tornando o tempo de vida do ion molecular muito curto para
ser detectado pelo analisador de massa, além do fato de que a amostra deve ser
relativamente volatil para entrar em contato com o feixe de elétrons, o que dificulta a
analise de compostos de alto peso molecular (Pavia et al., 2016).

No caso da cromatografia liquida, as moléculas neutras em solucéo precisam ser
convertidas em ions em fase gasosa. O método de ionizacdo mais comum é chamado
electrospray, em que a solucdo com as moléculas neutras da amostra ¢ borrifada pela
ponta de um capilar fino com potencial de alta voltagem em sua superficie, para dentro
de uma camara aquecida. Assim, € formado um aerossol com pequenas goticulas
carregadas, que passam por um contrafluxo de um gas de secagem (em geral, nitrogénio),
para evaporar o solvente das goticulas, até que os ions da amostra fiquem na fase gasosa.
No electrospray, podem ser formados ions positivos e negativos (Pavia et al., 2016). A
vantagem desse método de ionizacdo € sua utilidade para estudar biomoléculas de baixo
a alto peso molecular e outros compostos labeis ou nédo volateis, enquanto a desvantagem
é a falta de reprodutibilidade dos padrfes de fragmentacgdo, visto que os espectros de
massas gerados dependem da energia utilizada, que ndo costuma ser fixa como na
ionizacdo por elétrons, e devido a isso, as bibliotecas espectrais ndo sdo tdo bem
desenvolvidas (Zeki et al., 2020). Outros tipos de fonte de ionizacdo podem ser
consultados na Tabela 1.
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Tabela 1. Fontes de ionizagédo e analisadores de massa utilizados na espectrometria de
massas.

Fontes de ionizacdo Analisadores de massa
ITonizacéo por elétrons (EI) Setor magnético (B)

Fase gasosa
Tonizacdo quimica (CI) Quadrupolar (Q)
Tonizac¢do Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) Armadilha de ions (IT)
Espectrometria de massa de ion secundario (SIMS) Ressonancia de ion ciclotron (ICR)
Bombardeamento rapido de atomos (FAB) Tempo de voo (TOF)

Dessor¢do -~ . o )
Tonizagdo por dessorcdo a laser assistido por matriz (MALDI)

Ionizacéo por electrospray (ESI)

Ionizacdo por termospray (TSI)

Ja os analisadores de massas podem ser comuns as duas cromatografias. Neste
trabalho, foram utilizados os analisadores quadrupolar e tempo de voo, mas existem
outros tipos, conforme listado na Tabela 1. O analisador de massa quadrupolar consiste
em quatro barras cilindricas paralelas na direcao do feixe de ions, que atuam como filtros
de massas, e permitem apenas a passagem de ions de determinadas razdes m/z, que
possuem uma trajetdria estavel. Barras opostas entre si sdo conectadas a voltagens de
corrente continua e de radiofrequéncia, gerando um campo eletrostatico oscilante na
regido entre as barras, de forma que é criado um caminho estavel para os ions passarem
através do analisador para o detector (Skoog et al., 2015; Pavia et al., 2016). J& no
analisador por tempo de voo, 0s ions sdo acelerados por um potencial, e possuem energias
cinéticas aproximadamente iguais, de forma que os ions de massas diferentes terdo
velocidades diferentes, variando de forma inversamente proporcional, ou seja, 0s ions
com baixa razdo m/z chegam ao detector mais rapidamente que aqueles com alta razédo
m/z (Skoog et al., 2015; Pavia et al., 2016; Silverstein et al., 2019).

2.7 Percepcao dos odores pelos insetos e a técnica de eletroantenografia

As interacOes ecoldgicas entre insetos e plantas podem ocorrer através da
percepcdo de semioquimicos. A comunica¢do quimica para os insetos é essencial para
sua sobrevivéncia, e € através do reconhecimento das moléculas odoriferas que o0s insetos
encontram oS parceiros sexuais, locais de oviposi¢do, alimentacdo e percebem os
inimigos. Essa percepgdo ocorre atraves de quimiorreceptores olfativos presentes nas
sensilas, estruturas sensoriais na forma de pelos, que processam a informacgéo do odor e
sdo localizadas principalmente nas antenas dos insetos (Figura 11) (De Bruyne & Baker,
2008).
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Figura 11. Esquema do processo de comunicacdo quimica, com a percepcdo do odor
pelos receptores olfativos presentes nas sensilas das antenas dos insetos (esquema
adaptado de Elgar et al., 2018).

E através dos poros presentes nas sensilas que ocorre a difusio de substancias
quimicas odoriferas do meio externo para os receptores olfativos (Matiello, 2008). As
moléculas odoriferas sdo geralmente hidrofébicas, enquanto nas sensilas a linfa sensiliar
¢ aquosa. Assim, ao entrarem na sensila, as moléculas de odores sdo ligadas a receptores,
que séo proteinas especificas que transportam as moléculas odoriferas hidrofébicas para
a membrana dendritica onde ocorre a transducdo do sinal para os neurénios (Shiota &
Sakurai, 2020).

Existem diferentes proteinas ligantes de odores, como por exemplo, as proteinas
de ligacdo a feromonio (PBPs, do inglés pheromone binding proteins), que ligam-se
especificamente aos componentes do feromonio, e as proteinas que se ligam a odores em
geral (GOBPs, do inglés general odorant binding protein), como o0s semioquimicos de
plantas (Leal et al., 2005; De Bruyne & Baker, 2008). Além de atuarem como
transportadores, GOBPs e PBPs também contribuem para a especificidade da deteccao
dos compostos volateis, através de ligacdes seletivas (Renou, 2014). As proteinas ligantes
de feroménio sdo capazes de reconhecer quantidades diminutas, e podem ser altamente
especificas, se ligando somente ao isdbmero correto, podendo distinguir a configuracdo
absoluta do feroménio, entre R e S, ou configuracdo geomeétrica, cis e trans, por exemplo
(Zhang et al., 2016; Elgar et al., 2018).

Sabendo-se que os insetos percebem odores por meio das sensilas nas antenas, €
possivel identificar quais sdo 0s compostos quimicos que as antenas possuem receptores
através de uma técnica chamada eletroantenografia (EAG). Essa técnica utiliza a antena

do inseto como um biossensor, que ao entrar em contato com compostos estimulantes ao
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inseto, sofre despolarizagdes, registrando uma variacdo do potencial elétrico (Blassioli-
Moraes et al., 2008).

O primeiro estudo eletrofisiolégico foi realizado em 1957 por Schneider, que
mediu a resposta da antena de machos da mariposa Bombyx mori Linneau (Lepidoptera:
Bombycidae) ao feroménio sexual produzido pelas fémeas coespecificas. Para isto a
antena do macho foi cortada e colocada entre dois eletrodos, sendo que a parte apical da
antena, onde est4 a maior parte da sensilas, foi fixada no eletrodo de trabalho, e a parte
basal foi fixada no eletrodo de referéncia (aterrado). Uma solucgéo salina foi usada para
fechar o circuito e o sistema foi conectado a um osciloscopio. Quando a antena recebeu
um “puff” de uma solug@o contendo o feromonio sexual da fémea houve a despolarizacéo
da antena e uma deflexdo negativa de poucos milivolts foi observada no osciloscépio
(Cork et al., 1990).

Ja em 1969, Moorhoouse e colaboradores conduziram o primeiro experimento
acoplando o detector de eletroantenografia (DEA ou EAD, do inglés
electroantennographic detector) a um cromatdgrafo gasoso. Para o acoplamento, o fluxo
da coluna foi divido, assim uma parte do fluxo era direcionada para o detector de
ionizacdo de chama do cromatégrafo gasoso e a outra parte para o detector de
eletroantenografia na antena do inseto, obtendo a resposta de forma simultanea nos dois
detectores, 0 que se chamou de cromatografia gasosa acoplada ao detector de
eletroantenografia (CG-DEA ou GC-EAD, do inglés gas chromatography coupled to
electroantennographic detector) (Figuras 12 e 13).

No geral, a resposta da antena do inseto é da ordem de poucos milivolts, muitas
vezes menor que 1 mV, assim é necessario amplificar e digitalizar o sinal usando sistemas
eletronicos e transdutores especificos. Com esta técnica, é possivel fazer a andlise de
misturas de volateis complexas obtidas de insetos ou plantas, e com isso identificar quais
sdo 0s compostos com potencial de alterarem o comportamento dos insetos (Blassioli-
Moraes et al., 2008).
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Figura 12. Esquema representativo de um sistema GC-EAD, demonstrando a divisdo do
fluxo da coluna para o detector de ionizacdo de chama e para o detector de

eletroantenografia (adaptado de Zarbin et al., 1999).
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CAPITULO 1
Influéncia dos compostos volateis produzidos por Crotalaria spectabilis e milho, na
comunicagdo quimica com Spodoptera frugiperda.

1. INTRODUCAO

As plantas emitem uma série de compostos orgéanicos volateis (COVs), que por
definicdo sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, biossintetizados a partir
das rotas do mevalonato, do fosfato de metileritritol e da lipoxigenase, e sdo consequéncia
de sua interacdo com fatores bidticos e abiodticos. Podem ser usados como sinais de
comunicacdo quimica entre plantas e outros organismos, como nas interacfes planta-
polinizador, planta-herbivoro e até mesmo interacfes planta-planta (Austin & Ballare,
2014; Picazo-Aragonés et al., 2020).

No contexto das interagdes planta-planta e planta-herbivoro, apds injarias por
herbivoros, as plantas, no geral, emitem COVs para se defenderem contra o invasor, que
também podem atuar como um sinal de alerta para plantas vizinhas ou para partes néo
injuriadas da mesma planta, que ativam o seu sistema de defesa contra o agente estressor
(Brosset & Blande, 2022). As chamadas plantas “inteligentes” foram adaptadas para
responderem rapidamente aos compostos volateis de defesa, em resposta as injarias
causadas por pragas, para o recrutamento de inimigos naturais (Michereff et al., 2019;
Blassioli-Moraes et al., 2022).

A sinalizacdo volatil de defesa induzida produzida por plantas de milho devido as
injarias causadas pela lagarta Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)
pode variar com o genétipo de milho, e um gendtipo especifico, Sintético Spodoptera,
responde de forma mais rapida e mais intensa (produz mais volateis) que os outros cinco
gendtipos de milho avaliados por Michereff e colaboradores (2019). Neste mesmo
trabalho, foi demonstrado que o milho é capaz de produzir uma variedade de COVs
majoritarios, como acetato de (E)-2-hexenila, acetato de (Z)-3-hexenila, linalol, DMNT,
indol, ciclosativeno, B-cariofileno, (E)-B-farneseno, a-humuleno, 8-cadineno e TMTT
(Figura 1), e que alguns desses compostos apresentaram aumento de emisséo ao longo do
tempo apos injuria de S. frugiperda. Os COVs que sdo produzidos pelas plantas devido a
injaria de um herbivoro e agem na defesa das plantas sdo chamados de volateis de plantas

induzidos por herbivoria (VPIHS).
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O ataque de lagartas também pode aumentar significativamente a emissdo de
compostos volateis nas folhas em comparacdo a quando sdo submetidas a injaria
mecanica. Isto foi observado quando plantas de Crotalaria nitens Kunth (Fabales:
Fabaceae) foram atacadas pela lagarta especialista Utetheisa ornatrix L. (Lepidoptera:
Arctiidae) e produziram diversos COVs majoritarios como (E)-B-ocimeno, DMNT,
acetato de (2)-3-hexenila, B-cariofileno, a-humuleno, (E)-a-farneseno, salicilato de
metila e indol (Figura 1), que ndo foram todos detectados quando a planta sofreu a injuria
mecanica (Prada et al., 2021).
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Figura 1. Estrutura quimica de alguns COVs emitidos por plantas.

A capacidade das plantas lidarem com as injarias dos herbivoros é alcancada
através do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (Dudareva et al., 2013).
Estudos de campo anteriormente citados, mostraram que ha um efeito negativo sobre a
populacdo de S. frugiperda em milho quando cultivado em consorcio com Crotalaria
spectabilis Roth (Fabales: Fabaceae) (Tavares et al., 2011; Dias et al., 2016; Viana, 2016;
Blassioli-Moraes et al., dados ndo publicados). Os trabalhos sugerem que pode haver uma
interacdo quimica envolvida entre herbivoros e Crotalaria sp., mas sdo necessarias

pesquisas para entender as interacdes quimicas e ecoldgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a quimica dos COVs das plantas de C. spectabilis e de milho, que possam

estar envolvidos na interacdo dessas duas plantas com a mariposa S. frugiperda.

2.2 Objetivos Especificos

- Identificar e quantificar por cromatografia gasosa e espectrometria de massas o
perfil quimico dos COVs emitidos por plantas de C. spectabilis e de milho, com e sem
injuria de herbivoria de lagartas de segundo instar de S. frugiperda;

- Avaliar se as plantas de C. spectabilis e de milho respondem a injuria de
herbivoria mudando seu perfil quimico de COVs;

- Comparar o perfil quimico dos COVs emitidos pelas plantas de C. spectabilis e
de milho nos periodos 0-24 e 24-48 h;

- Identificar quais COVs das plantas de C. spectabilis e de milho tém potencial de
afetar a resposta comportamental da mariposa S. frugiperda através de analises
eletrofisioldgicas;

- Avaliar se a mariposa S. frugiperda é capaz de discriminar os COVs emitidos
por plantas de C. spectabilis e de milho com injdria de herbivoria;

- Avaliar por meio de bioensaios comportamentais a taxa de oviposi¢do das

fémeas de S. frugiperda nas plantas de C. spectabilis e de milho.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local
Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Semioquimicos da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF, Brasil.

3.2 Criagao de Spodoptera frugiperda

Os insetos foram provenientes da Plataforma de Criacdo de Insetos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia-DF, mantidos em salas climatizadas sob
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 14 h. As lagartas
foram obtidas de coldnia de laboratorio, mantidas em recipientes de plastico com dieta
artificial a base de feijdo, Phaseolus vulgaris L. (Fabales: Fabaceae), segundo a
metodologia descrita por Schmidt e colaboradores (2001). As lagartas utilizadas nos
experimentos estavam no final do segundo instar, e sua dieta foi retirada 24 h antes da
conducdo dos experimentos. As pupas foram separadas por sexo e as mariposas recém
emergidas foram transferidas para gaiolas de plastico de 3000 mL, contendo um frasco

de vidro de 10 mL com alimento (solucdo de 10% de mel em agua).

3.3 Cultivo de plantas

As sementes de crotalaria (C. spectabilis) foram obtidas da Sementes Caicara
LTDA, sediada em Brejo Alegre - SP. As sementes de milho foram obtidas do banco de
germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas - MG, e pertencem ao gen6tipo
Sintético Spodoptera, que possui resisténcia a S. frugiperda. As sementes de crotalaria e
de milho foram germinadas em papel imido por dois dias.

A semeadura foi feita em vasos de plastico de 10 cm de altura, com diametro de
12 cm na parte superior e 9 cm na parte inferior, preenchidos com uma mistura de solo
autoclavado e substrato organico (Maxfertil Substratos, Pouso Redondo - SC) na
proporcdo de 1:1. Em cada vaso foram depositadas cinco sementes, e sete dias apos a
semeadura foi realizado um desbaste, deixando apenas trés plantas por vaso. Os vasos
foram mantidos em casa de vegetacao e as plantas foram irrigadas a cada dois dias.

Em todos os experimentos, as plantas de crotalaria foram utilizadas com 40-45
dias apds a germinacdo, e as plantas de milho foram utilizadas com 12-17 dias ap0s a
germinacdo. Nesses periodos, ambas estavam no estagio vegetativo e com alturas

semelhantes.
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Cada planta foi submetida a dois tratamentos: plantas sadias sem injuria de insetos
(controle) e plantas submetidas & injaria de herbivoria de lagartas de S. frugiperda no
final do segundo instar (tratamento). Para o tratamento, cada planta recebeu trés lagartas.

3.4 Coleta de volateis

A coleta de volateis das plantas de crotalaria e de milho foi conduzida usando a
técnica de aeracdo. Afim de minimizar possiveis contaminacdes dos volateis do solo, 0s
vasos de plastico e suas superficies foram revestidos com papel aluminio, e cada vaso
contendo trés plantas de crotalaria ou de milho foi colocado dentro de cdmaras de vidro
individuais (volume interno de 10 L). No sistema de aeracdo (Figura 2), o ar entrava na
parte inferior das camaras impulsionado por meio de um compressor com corrente de ar
de 1,0 L/min. O ar foi filtrado por um filtro de carvéo ativado (20-40 mesh, Supelco,
Bellefonte, PA, EUA), permitindo somente a entrada de ar purificado na cdmara. A saida
do ar ocorreu através de uma bomba de vacuo com vazdo de 0,6 L/min, conectada a um
tubo de vidro (comprimento 10 cm, diametro interno 0,5 cm) contendo 100 mg do
polimero adsorvente Porapak Q (50-80 mesh, Supelco, Bellefonte, PA, EUA) na parte
superior da camara. As conexdes da entrada de ar foram todas via tubos de
politetrafluoretileno (PTFE). Os fluxos de ar de entrada e de saida da camara foram
ajustados de forma a criar um sistema de pressao positiva.

Os volateis foram coletados e eluidos dos tubos adsorventes usando 500 uL do
solvente organico hexano. Foram avaliados dois periodos de coleta de volateis (0-24 e
24-48 h), visto que a lagarta se alimenta rapidamente do milho e este responde a injuria
logo nas primeiras horas, enquanto para a crotalaria poderia haver uma certa resisténcia
por parte da lagarta em se alimentar nas primeiras horas, por ndo ser o seu hospedeiro

preferencial. Foram feitas seis replicatas para controle e seis para tratamento.
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Figura 2. Sistema de aeracdo utilizado para a coleta dos compostos organicos volateis
das plantas de (a) Crotalaria spectabilis e de (b) milho (genétipo Sintético Spodoptera),
em que 1 representa o tubo de vidro contendo o polimero adsorvente Porapak Q (por onde
é feita a saida do ar), e 2 representa o filtro de carvéo ativado conectado ao tubo de teflon
e entrando na parte inferior da cadmara, por onde ocorre a entrada de ar purificado
(imagens pessoais).

Entre cada coleta, o adsorvente foi limpo com 1,0 mL de hexano e recondicionado
em um forno a 180 °C durante 1 hora, sob fluxo constante de nitrogénio. Cada amostra
obtida foi armazenada a -20 °C até sua utilizagdo para as analises quimicas.

3.5 Analises quimicas

As analises quantitativas dos COVs coletados das plantas com e sem injdria de
herbivoria foram realizadas através do método do padrdo interno (PI). Para isto, cada
amostra foi acrescida de 1 pL do PI tetracosano 0,25 mg/mL, preparado em hexano
destilado. Posteriormente, as amostras foram concentradas para um volume final de 50 uL

sob fluxo de nitrogénio, e uma aliquota de 2 uL de cada amostra foi injetada no
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cromatografo gasoso com detector de ionizacao de chama (CG-DIC ou GC-FID, do inglés
gas chromatography with flame ionization detector) (Agilent 7890A, EUA).

O GC-FID estava equipado com uma coluna capilar apolar DB-5MS (0,25 mm
de didmetro x 30 m de comprimento e filme de 0,25 um; J&W Scientific, Folsom, CA,
EUA). As amostras foram analisadas usando um programa com gradiente de temperatura,
iniciando a 40 °C por 2 min, aumentando gradualmente 5 °C/min até atingir 180 °C,
seguido de um segundo gradiente de 10 °C/min até atingir 280 °C, que foi mantido por
15 min. Temperatura do injetor a 250 °C, e do detector a 270 °C, usando 0 modo splitless
e tendo o hélio como gas de arraste com fluxo de 1,5 mL/min. A quantificacdo dos
compostos liberados pelas plantas foi realizada através da comparacdo das areas de cada
composto com a area do Pl utilizado, considerando-se o fator de resposta do detector para
todos os compostos igual a 1,0. Os dados foram coletados e analisados com o software
GC OpenLab CDS ChemStation (Agilent, EUA) e tabulados com o programa Excel
(Microsoft Office 2019, Microsoft Corporation, EUA).

Para as andlises qualitativas, uma aliquota de 1 uL de amostras previamente
selecionadas foi injetada no cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas
(CG-EM ou GC-MS, do inglés gas chromatography coupled to mass spectrometry)
(Agilent 5975 MSD, China), equipado com um analisador quadrupolar e coluna capilar
apolar DB-5MS (0,25 mm de didmetro x 30 m de comprimento e filme de 0,25 um; J&W
Scientific, Folsom, CA, EUA), fonte de ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV, a
temperatura de 200 °C), temperatura do injetor a 250 °C, usando o modo splitless e
interface a 280 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. O
mesmo programa de temperatura descrito anteriormente foi utilizado. Os dados foram
coletados e analisados com o software MassHunter Workstation 10.1.49 (Agilent, EUA).

A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparacao do padréo de
fragmentacdo dos compostos da amostra com os dados catalogados em bibliotecas
espectrais (NIST, 2020), e também pelo célculo do indice de retencédo (IR). Para o célculo
do IR, uma mistura de padrdes de n-alcanos lineares (Cs-Cz6) de concentragédo
0,03 mg/mL foi injetada nas mesmas condigdes anteriormente descritas, para comparagédo

de resultados com dados da literatura, podendo ser calculado através da equacao (1):

IR =100 X | n+ (N —n) Zleompostorm | (1)

!
)
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em que IR = Indice de Retencdo, n = 0 nimero de 4tomos de carbono do n-alcano de

menor cadeia, N = o0 nlmero de atomos de carbono do n-alcano de maior cadeia,

!

tr (composto) = 1€MPO de retencdo do composto a ser identificado, t, ,) = tempo de

retengdo do composto com o menor ndmero de atomos de carbono, t; ), = tempo de

retencdo do composto com o maior numero de &tomos de carbono.
Para confirmacdo final da identificagdo dos compostos, foram injetados os

padrdes sintéticos disponiveis na concentracdo de 0,01 mg/mL.

3.6 Anélises eletrofisioldgicas

Para verificar para quais COVs dos extratos de herbivoria as antenas de fémeas
e de machos de S. frugiperda possuiam receptores, foram realizadas analises de
cromatografia gasosa acoplada ao detector de eletroantenografia (CG-DEA ou GC-EAD,
do inglés gas chromatography coupled to electroantennographic detector). As antenas
de machos e de fémeas, virgens e acasalados, foram cortadas e posicionadas em um
eletrodo de acgo inoxidavel, contendo gel condutor de corrente elétrica (Mercur, Brasil),
conforme mostrado na Figura 3. Uma aliquota de 2 uL de amostras previamente
selecionadas de extratos com injuria de herbivoria de lagartas de S. frugiperda em
crotalaria e em milho foi injetada em um cromatografo gasoso (Perkin EImer Clarus 680)
equipado com coluna capilar apolar DB-5MS (0,25 mm de didametro x 30 m de
comprimento e filme de 0,25 um; J&W Scientific, Folsom, CA, EUA), detector de
ionizacao de chama (FID), e acoplado ao detector de eletroantenografia (EAD).

Para analise dos extratos, foi usado um programa com rampa de temperatura,
iniciando a 40 °C por 1 min, aumentando gradualmente 8 °C/min até atingir 250 °C, e
mantendo por 5 min. Temperatura do injetor a 250 °C, e do detector a 270 °C, usando o
modo splitless e tendo o hélio como gas de arraste com fluxo de 1,5 mL/min. No GC-EAD
o fluxo da coluna foi dividido, de forma que metade do volume injetado foi direcionado
para o detector FID e a outra metade foi para a antena do inseto junto ao detector EAD.
A interface do GC com o detector EAD foi mantida a 250 °C. As respostas das antenas
foram medidas em despolarizagbes (mV), os sinais das respostas das antenas foram
amplificados por um amplificador de alta impedancia (UN-06, Syntech, Holanda), e os
registros simultaneos das respostas do EAD e do FID foram analisados utilizando o
software GcEad v1.2.5 2014 (Syntech, Alemanha). Foram realizadas seis repeti¢des para

cada sexo e condicéo (virgem ou acasalado) e cada antena foi utilizada apenas uma vez.
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Figura 3. Sistema empregado para as analises eletrofisiologicas. (a) eletrodo de aco
inoxidavel; (b) extremidades da antena de Spodoptera frugiperda posicionadas no
eletrodo de aco inoxidavel, contendo gel condutor de corrente elétrica (imagens pessoais).

Apo6s a identificacdo dos compostos com atividade eletrofisiolégica no
GC-EAD, foi testada a resposta dos padrdes sintéticos puros por eletroantenografia
(EAG). O sistema que direcionava os estimulos odoriferos a antena consistia em uma
pipeta Pasteur de vidro com um pedaco de papel filtro (2 x 2 cm) em seu interior, que
estava impregnado com 10 uL das solugdes dos padrdes sintéticos na concentragdo de
1,0 mg/mL (em hexano destilado). Um fluxo de 1,0 L/min de ar filtrado e umidificado
passava pela pipeta levando os volateis a antena. O estimulo de cada composto foi feito
em triplicata, e entre cada triplicata de composto, foi feita uma triplicata de hexano para
ter o sinal do branco. Ent&o, foi feita a média das respostas para a mesma antena, seguida
da média entre as replicatas das diferentes antenas. Foram testadas doze antenas de cada
sexo virgens e cinco antenas de cada sexo acasaladas (o numero inferior de antenas
utilizadas para os insetos acasalados foi devido ao fato de as respostas serem similares as
antenas dos insetos virgens) e cada antena foi utilizada apenas uma vez. As respostas das
antenas foram normalizadas em relacdo ao sinal do hexano e foram gravadas utilizando o
software GcEad v1.2.5 2014 (Syntech, Alemanha).

3.7 Bioensaio de oviposi¢cdo em gaiolas

Para avaliar a preferéncia de oviposicdo de mariposas fémeas de S. frugiperda
nas plantas de crotalaria e de milho ao longo de sete dias, foi montado um experimento
sem chance e com chance de escolha entre as plantas. Para isso, foram montadas trés
gaiolas de madeira (40 cm de altura x 50 cm de largura x 30 cm de profundidade) cobertas
por tecido tule. Duas destas gaiolas receberam um vaso com trés plantas de crotalaria ou

trés plantas de milho (experimento sem chance de escolha), e a terceira gaiola recebeu
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vasos com trés plantas de crotalaria e trés plantas de milho (experimento com chance de
escolha), sendo que os vasos foram posicionados em cada extremidade da gaiola,
conforme mostrado na Figura 4. Dentro de cada gaiola, foi colocado um frasco de vidro
de 10 mL com alimento (solucdo de 10% de mel em agua), uma fémea e dois machos de
S. frugiperda, com um dia na fase adulta. Apds os insetos serem colocados nas gaiolas,
as gaiolas e as plantas foram inspecionadas a cada 24 h, e a quantidade total de posturas
(massa de ovos depositados) das mariposas nas plantas de crotalaria e de milho foram
contabilizadas. Ap6s a contagem, as plantas com posturas eram trocadas por plantas

sadias. O experimento foi acompanhado durante sete dias, e repetido sete vezes.

Controle Milho zf::;
| TR -

‘5| Controle Crotalaria [\ - \ Controle Crotalaria |

Figura 4. Gaiolas de madeira utilizadas no bioensaio de oviposi¢cdo de mariposas de
Spodoptera frugiperda, sem e com chance de escolha, em Crotalaria spectabilis e em
milho (genotipo Sintético Spodoptera) (imagem pessoal).

3.8 Preparo dos septos utilizados nos bioensaios em tinel de vento

Para a realizacdo dos bioensaios no tunel de vento (metodologia 3.9), foram
utilizados septos de borracha (Figura 5b) impregnados com soluges sintéticas contendo
os volateis de milho e de crotalaria que foram eletrofisiologicamente ativos nos estudos
de EAD. Em cada septo foi colocado 300 puL dessa solucdo preparada em hexano
destilado. A quantidade impregnada nos septos correspondia ao que a planta emite em
1 h, com os compostos na mesma proporcao que a planta libera, sendo que o composto
majoritario foi ajustado a 1 mg/mL, de forma que a concentra¢do dos outros compostos
foi calculada proporcionalmente. Apds a adi¢do dos 300 uL em cada septo, estes foram
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deixados overnight na capela, em temperatura ambiente, até toda a absor¢éo da solucéo,
antes de serem montadas as aeragoes.

Para determinar a proporgédo e quantidade liberada dos compostos ao longo de
30 dias, foram conduzidas aeracdes dos septos usando seringas de vidro de 10 mL e um
sistema dinamico de captura de volateis (aeracao). No sistema de aeracdo (Figura 5a), o
ar entrava purificado por um filtro de carvéo ativado (20-40 mesh, Supelco, Bellefonte,
PA, EUA), e a saida do ar ocorria através de uma bomba de vacuo com vazdo de
0,6 L/min, conectada a um tubo de vidro (comprimento 10 cm, didametro interno 0,5 cm)
contendo 100 mg do polimero adsorvente Porapak Q (50-80 mesh, Supelco, Bellefonte,
PA, EUA) na parte lateral da seringa. As conexdes foram todas via tubos de
politetrafluoretileno (PTFE). Os compostos foram coletados e eluidos dos tubos
adsorventes usando 500 uL do solvente orgénico hexano. Foram feitas trés replicatas

sendo que em cada seringa foi colocado um septo.
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Figura5. (a) Sistema de aeracdo utilizado para a coleta dos compostos organicos volateis
impregnados no (b) septo de borracha (imagens pessoais).

Para as analises quantitativas dos compostos, as amostras foram concentradas
para um volume final de 300 pL sob fluxo de nitrogénio, e uma aliquota de 1 uL de cada
amostra foi injetada GC-FID, que estava equipado nas mesmas condic¢des da metodologia
descrita em 3.5, com excecdo do método utilizado, na qual as amostras foram analisadas
através de um programa com gradiente de temperatura, iniciando a 40 °C por 2 min,
aumentando gradualmente 15 °C/min até atingir 250 °C, que foi mantido por 10 min. A
quantificacdo dos compostos foi realizada através de curvas de calibragdo dos compostos,
com concentragdes variando entre 0,07 e 0,001 mg/mL, e em seguida, foi feita uma média
entre as trés replicatas, para cada composto. Os dados foram coletados e analisados com
o0 software GC OpenLab CDS ChemStation (Agilent, EUA) e tabulados com o programa
Excel (Microsoft Office 2019, Microsoft Corporation, EUA).
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3.9 Bioensaios em tunel de vento

Foram conduzidos bioensaios em tinel de vento para avaliar se as mariposas de
S. frugiperda eram capazes de discriminar os COVs emitidos por plantas de crotalaria e
de milho com injuria de herbivoria. O tinel de vento consiste em um vidro retangular
(50 cm de altura x 150 cm de largura x 50 cm de profundidade) dividido igualmente em
trés areas (Figura 6). O fluxo de ar dentro do tunel de vento foi estabelecido em 0,43 m/s.
Na érea 1, onde ocorria a liberacdo dos insetos, foi colocada uma plataforma aonde eram
colocadas as mariposas, enquanto na area 3, uma gaiola de malha metalica foi pendurada
em um suporte a 15 cm acima do piso do tunel de vento, com o septo de um dos
tratamentos em seu interior. Todas as mariposas testadas (fémeas e machos, virgens e
acasalados) foram mantidas no ciclo biol6gico normal e estavam com idade entre 24 a
72 h ap6s a emergéncia.

As respostas comportamentais monitoradas das mariposas foram: repouso (sem
resposta), colocar antenas em V, batimento de asas, andar na plataforma, chegar nas areas
1, 2 ou 3, pousar na fonte de odor ou préximo a ela. Com isso, foram realizados dois
tratamentos: o primeiro consistiu em avaliar as respostas comportamentais das mariposas
em relacdo ao septo contendo os compostos volateis do milho que tiveram resposta
eletrofisioldgica, e 0 segundo consistiu em avaliar as mesmas respostas comportamentais
das mariposas em relacdo ao septo contendo os compostos volateis da crotalaria que
tiveram resposta eletrofisiologica. E para cada tratamento, foi feito o controle para avaliar
as mesmas respostas comportamentais das mariposas em relagdo ao ar. Os septos foram
utilizados nos bioensaios a partir de 10 dias apds a preparacdo, quando a liberacdo dos
compostos se tornava mais constante.

Todos os bioensaios foram conduzidos em temperaturas entre 16,7 e 27,8 °C,
umidade relativa entre 25 e 61%, e periodos entre 7 e 11 h da manha. Para cada
tratamento, foram realizadas 30 repeticdes com duracdo de 10 minutos em cada

observacao, e todas as mariposas foram utilizadas apenas uma vez.
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Figura 6. Tunel de vento utilizado nos bioensaios, dividido em trés areas (imagem
pessoal).

3.10 Analises estatisticas

A gquantidade total de COVs emitidos em cada tratamento foi analisada usando
modelos lineares generalizados (MLG ou GLM, do inglés generalized linear model), com
distribuicdo gama e funcdo de ligacdo inversa, seguida pela analise de variancia (Anova),
através do software estatistico R (Foundation for Statistical Computing, versédo 4.1.1)
usando o pacote carData. Para determinar a contribuigdo de cada composto no perfil de
separacdo entre controle e tratamento, foram realizadas andlises multivariadas de
componentes principais (ACP ou PCA, do inglés principal component analysis), usando
a matriz de varidncia-covariancia. Esta analise fornece uma representacdo grafica dos
compostos que mais contribuem para os niveis de agrupamento dos tratamentos. A PCA
foi realizada utilizando o software Past (Paleontological Statistics, verséo 4.04) (Hammer
etal., 2001).

As respostas eletrofisiologicas das antenas de machos e de fémeas aos volateis
sintéticos da planta foram comparadas em relacdo ao hexano (controle), e foram
analisadas usando teste-t uni-caudal, através do programa Excel (Microsoft Office 2019,
Microsoft Corporation, EUA).

A resposta de oviposicdo de fémeas de S. frugiperda nas plantas de crotalaria e
de milho foi analisada usando GLM, com distribuicdo Poisson e funcdo de ligagéo log,
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seguida pela analise de variancia (Anova), através do software estatistico R (Foundation

for Statistical Computing, verséo 4.1.1).

3.11 Origem dos compostos

Os compostos hexanal (98%), decanal (98%), undecanal (97%), canfeno (95%),
(E)-3-hexen-1-ol (97%), acetato de (Z)-3-hexenila (98%), a-pineno (98%), B-pineno
(99%), B-mirceno (95%), B-ocimeno (mistura de isdmeros, > 90%), benzotiazol (96%),
limoneno (97%), benzaldeido (99%), indol (98,5%), salicilato de metila, 6-metil-5-
hepten-2-ona (99%), 3-octanona (98%), 3-octanol (99%), p-cariofileno (98%),
cariofileno éxido (99%), geranilacetona (97%), ciclosativeno (99%), a-humuleno (96%),
palmitato de metila (99%) e tetracosano (99%) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). (E)-2-Hexenal (95%) e (Z)-3-hexen-1-ol (98%) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Gillingham, Reino Unido). B-Elemeno (98%) foi obtido da Sigma-
Aldrich (Buchs, Suica). p-Farneseno (98%) foi fornecido por Shin-Etsu (Japdo) e a-
farneseno foi obtido da Chemos GmbH&CoKG (Altdorf, Alemanha). Acetato de (E)-2-
hexenila (97%) e linalol foram adquiridos da TCIl-Ameérica (Portland, EUA). Os
compostos 1-octen-3-ol, octanal, nonanal, 2-etilhexan-1-ol, a-terpineol, a-muroleno e -
bisaboleno foram doados pelo Dr. Jeffrey Aldrich (Agricultural Research Service —
USDA). Os compostos (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno (DMNT) (95%) e (E,E)-4,8,12-
trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT) (97%) foram sintetizados por outros membros
do grupo do laboratério, a partir do geraniol e (E,E)-farnesol, respectivamente, por
oxidacdo de seus aldeidos correspondentes, seguida por metilenacdo de Wittig (Leopold,
1990). O composto B-sesquifelandreno foi purificado do 6leo essencial de gengibre, e 0
composto 6-cadineno foi purificado do dleo essencial cade organic, da Oshadhi (Bihl,
Alemanha). O hexano (97%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e re-

destilado antes do uso.
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4. RESULTADOS

4.1 Anélises quimicas por cromatografia gasosa

A analise dos extratos de aeracdo contendo os volateis das plantas permitiu a
deteccdo de 39 compostos para a crotalaria e 41 compostos para 0 milho (Tabelas 1 e 2).
Comparando o perfil quimico de volateis obtido nas plantas sadias (controle) com as
plantas submetidas & injaria de herbivoria da lagarta S. frugiperda (tratamento) (Figuras
7 e 8), foi possivel observar diferencas qualitativas e quantitativas, tanto para a crotalaria
quanto para o milho. As plantas submetidas a herbivoria emitiram uma quantidade
significativamente maior dos compostos (Figura 9).

Os COVs identificados foram encontrados em todas as replicatas, mesmo que em
pequenas quantidades (tracos), assim nao houve diferencas qualitativas entre as replicatas
dos mesmos tratamentos. N&o houve diferenca significativa com relacdo a quantidade
total de COVs emitidos pela crotaléria ao comparar os periodos 0-24 e 24-48 h para o
controle (y?> = 0,743; gl = 1; p = 0,389) e para o tratamento (x> = 0,255; gl = 1; p = 0,614).
Houve diferenca na quantidade total de COVs emitidos quando comparado as plantas
sadias com as plantas submetidas a injuria de herbivoria, visto que estas liberaram uma
quantidade significativamente maior de volateis nos dois periodos avaliados 0-24 h
(x*=164,69; gl =1; p<0,001) e 24-48 h (y°= 117,56; gl = 1; p < 0,001) (Figura 9a). Os
principais compostos que foram emitidos em maior quantidade pelas plantas com injuria
de herbivoria foram os volateis de folhas verdes (E) e (Z)-3-hexen-1-ol e acetato de
(2)-3-hexenila, o A&lcool 1-octen-3-ol e a cetona 3-octanona, 0S monoterpenos

(E)-B-ocimeno e linalol, e os sesquiterpenos f3-cariofileno e a-farneseno.

Tabela 1. Quantidade média dos compostos organicos volateis de Crotalaria spectabilis,
emitidos por plantas sadias (controle) e plantas submetidas a injuria de herbivoria
provocada por Spodoptera frugiperda, coletados nos periodos 0-24 e 24-48 h (meédia +
erro padrdo, em ng/h).

N° Composto IR Controle 0-24 h Herbivoria 0-24h  Controle 24-48 h  Herbivoria 24-48 h
1 (E)-3-Hexen-1-ol 856 0.000 £ 0.000 6.834 £0.776 0.000 + 0.000 9.281 £ 2.945

2 (2)-3-Hexen-1-ol 858 0.000 £ 0.000 20.005 * 2.837 0.000 + 0.000 15.658 + 2.375
3 a-Pineno 935 0.968 £ 0.261 0.798 £ 0.246 1.239 £ 0.441 0.889 £ 0.336

4 Canfeno 951 Tragos Tragos Tragos Tragos

5 B-Pineno 979 0.487 £0.125 0.332 £ 0.047 0.504 +0.167 0.379+£0.117

6  1-Octen-3-ol 981 0.000 £ 0.000 7.732£1.274 0.000 + 0.000 6.634 £0.728

7  6-Metil-5-hepten-2-ona 986 0.767 £0.200 0.000 + 0.000 0.778 £ 0.259 0.000 + 0.000

8  3-Octanona 986 0.000 £ 0.000 11.256 + 2.604 0.000 + 0.000 14.827 + 2.947
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9  B-Mirceno 989 0.000 + 0.000 1.995 + 0.663 0.000 + 0.000 2.130 £ 0.393
10  3-Octanol 996 0.000 + 0.000 3.462 £ 0.565 0.000 + 0.000 3.914 £ 0.422
11  Octanal 1003 1.119+0.389 Tragos 1.471 +0.547 Tragos

12 Acetato de (Z)-3-hexenila 1004 0.000 + 0.000 26.018 + 6.480 0.000 + 0.000 16.070 + 2.424
13 2-Etilhexan-1-ol 1029 1.582 +0.302 1.450 +0.179 2.461 +£1.064 1.302 +0.168
14 Limoneno 1030 0.925 +0.195 0.861 £0.185 0.908 +0.279 0.924 +0.233
15 N.IL* 1034 0.000 + 0.000 0.703 £ 0.342 0.000 + 0.000 0.773 £0.232
16  (2)-B-Ocimeno 1037 0.000 + 0.000 1.008 +0.234 0.000 + 0.000 1.235+0.238
17 (E)-p-Ocimeno 1048 0.000 + 0.000 31.545 +6.732 0.000 + 0.000 37.211+7.448
18  N.IL* 1075 3.508 +1.104 2428 £1.189 6.234 +1.854 2.789 £ 0.940
19 Linalol 1099 0.000 + 0.000 26.024 +5.185 0.000 + 0.000 26.684 + 3.256
20  Nonanal 1104 1.965 +0.514 2.197 £0.260 2.061 £ 0.860 1.601+0.314
21 a-Terpineol 1196 Tragos Tragos Tragos Tragos

22 Decanal 1206 2.253 +0.360 2.818 £0.320 2.170 £0.414 2.227 £0.380
23 Benzotiazol 1229 1.600 + 0.168 1.566 + 0.245 2.039 £0.198 1.865 + 0.087
24 Indol 1292 0.000 + 0.000 4.957 +0.902 0.000 + 0.000 7.786 £2.235
25  Undecanal 1307 0.371 £ 0.055 0.324 £0.045 0.349 £ 0.070 0.333 £0.053
26 Ester N.I.* 1322 0.000 + 0.000 2.906 +1.724 0.000 + 0.000 3.316 £1.149
27 2-Aminobenzoato de metila* 1341 0.000 + 0.000 1.111 +£0.205 0.000 + 0.000 1.752 +0.788
28 Ester N.I.* 1383 0.000 + 0.000 3.565 + 1.004 0.000 + 0.000 4.930 £ 2.493
29  B-Elemeno 1390 0.000 + 0.000 0.389 +0.043 0.000 + 0.000 0.675+0.122
30 Dodecanal * 1406 0.000 + 0.000 0.360 £ 0.040 0.000 + 0.000 0.322 £0.033
31  B-Cariofileno 1422 0.000 + 0.000 5.034 +0.969 0.000 + 0.000 7.621 £1.751
32 trans Geranilacetona 1448 0.915+0.110 1.004 +£0.071 0.761 +0.120 0.577 £ 0.103
33 Sesquiterpeno N.I. * 1482 0.000 + 0.000 0.538 £ 0.155 0.000 + 0.000 0.824 £0.213
34  a-Selineno * 1489 0.000 + 0.000 0.316 £ 0.044 0.000 + 0.000 0.638 +0.082
35 a-Farneseno 1503 0.000 + 0.000 14.197 + 1.869 0.000 + 0.000 22.426 +3.490
36 TMTT! 1572 1.804 £ 0.512 1.781 + 0.504 1.235+0.225 1.484 +0.236
37  Cariofileno 6xido 1585 0.000 + 0.000 2.045 £ 0.290 0.000 + 0.000 2.785+0.530
38  Sesquiterpeno N.I. * 1674 0.000 + 0.000 0.473 £0.083 0.000 + 0.000 0.331 £ 0.088
39  Palmitato de metila 1923 0.717 £ 0.088 0.632 £ 0.048 0.419 £ 0.051 0.379 £ 0.087

Total - 18.982+4.384b  188.664+38.356a 22.629+6.549b  202.570+39.434 a

Obs.: valores seguidos pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si, de acordo com GLM e Anova (a = 95%).
* Tentativa de identificacdo dos compostos.

LTMTT: (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno.
IR: indice de retencéo calculado em coluna DB-5MS.
N.1.: N&o identificado.
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Figura 7. Perfil cromatografico dos compostos organicos volateis de Crotalaria
spectabilis (a) sem injuria de herbivoria (azul) e (b) com injdria de herbivoria (vermelho)
provocada por Spodoptera frugiperda. Os numeros dos compostos sdo correspondentes
aos nimeros da Tabela 1 e X = contaminacao.

Para 0 milho, todos os COVs identificados também foram encontrados em todas
as replicatas do mesmo tratamento, ainda que em tracos. Houve diferenca significativa
com relacdo a quantidade total de COVs emitidos pelo milho ao comparar os periodos
0-24 e 24-48 h para o controle (x* = 7,285; gl = 1; p = 0,007), mas ndo houve diferenca
significativa para o tratamento (x* = 0,459; gl = 1; p = 0,498). Também houve diferenca
ao comparar os COVs totais emitidos entre o controle e o tratamento nos dois periodos
avaliados, para 0-24 h (% = 42,043; gl = 1; p < 0,001) e 24-48 h (*> = 113,56; gl = 1;
p <0,001) (Figura 9b). No milho, os principais compostos produzidos em maior
quantidade pelas plantas com injuria de herbivoria foram os volateis de folhas verdes
(E)-2-hexenal, (Z)-3-hexen-1-ol e acetato de (Z)-3-hexenila, o0 monoterpeno linalol, o

homoterpeno DMNT e o sesquiterpeno p-farneseno.

Tabela 2. Quantidade média dos compostos organicos volateis do milho (genotipo
Sintético Spodoptera) emitidos por plantas sadias (controle) e plantas submetidas a injuria
de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda, coletados nos periodos 0-24 e
24-48 h (média * erro padrdo, em ng/h).

N° Composto IR Controle 0-24 h Herbivoria 0-24 h Controle 24-48 h  Herbivoria 24-48 h

1  Hexanal 803 0.000 £ 0.000 3.340 £ 0.905 0.000 + 0.000 2.403 £0.226
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2 (E)-2-Hexenal 855 0.000 + 0.000 15.057 +5.398 0.000 + 0.000 24.216 +10.874
3 (2)-3-Hexen-1-ol 858 0.000 + 0.000 6.453 £ 1.524 0.000 + 0.000 9.319 +3.236
4 Acetato de isopentila * 877 0.000 + 0.000 0.236 £ 0.038 0.000 + 0.000 0.276 +0.059
5  o-Pineno 935 0.000 + 0.000 0.342 £0.030 0.000 + 0.000 0.338 £0.051
6  Canfeno 951 0.000 + 0.000 0.312 £ 0.021 0.000 + 0.000 0.102 £ 0.065
7  Benzaldeido 965 0.000 + 0.000 1.148 +0.278 0.000 + 0.000 1.220 + 0.403
8  6-Metil-5-hepten-2-ona 985 0.653 +£0.117 1.025+0.244 0.323 £0.017 0.425 +0.058
9  B-Mirceno 989 0.756 £ 0.217 2.302 £0.421 0.548 £ 0.127 2.721 £ 0.662
10  Acetato de (Z)-3-hexenila 1004  0.000 + 0.000 23.403 + 6.382 0.000 + 0.000 23.489 + 6.652
11  Acetato de (E)-2-hexenila 1015  0.000 + 0.000 3.111+1.014 0.000 + 0.000 1.798 + 0.488
12 2-Etilhexan-1-ol 1029  1.243+0.234 1.776 £ 0.411 0.909 +0.142 0.959 +0.198
13 Limoneno 1030  0.580 +0.064 0.740 £ 0.116 0.461 £ 0.092 0.487 £0.094
14 (E)-p-Ocimeno 1048  0.000 + 0.000 0.718 £ 0.182 0.000 + 0.000 0.993 £0.218
15  Benzoato de metila * 1095  0.000 + 0.000 0.432 £0.070 0.000 + 0.000 0.253 £ 0.036
16  Linalol 1099  2.251+0.510 22.310+4.224 0.991 +0.192 30.575 +4.573
17 Nonanal 1104 4311 £1.015 4.418 + 0.455 1.666 + 0.367 1.786 £ 0.221
18 DMNT! 1113 0.871+0.276 22,634 +5.124 0.419 £ 0.181 26.872 + 4.659
19  Salicilato de metila 1194  0.000 + 0.000 Tragos 0.000 + 0.000 Tragos

20  Decanal 1206  3.669 +0.626 4.211 +0.637 1.975+0.341 1.741+0.212
21  Benzotiazol 1229  0.343+0.147 0.780 £ 0.223 0.419 £ 0.104 0.667 £ 0.154
22 Indol 1292 0.000 + 0.000 5.256 + 1.063 0.000 + 0.000 6.750 + 1.503
23 Undecanal 1307  0.499 +0.070 0.642 £0.070 0.351 +0.020 0.428 £ 0.067
24  Ciclosativeno 1371 7.468 +1.156 8.641 +2.006 7.049 £ 0.932 8.254 +1.743
25  Acetato de geranila * 1377  0.000 + 0.000 1.153 £ 0.276 0.000 + 0.000 1.878 £ 0.462
26  B-Elemeno 1390  0.000 + 0.000 0.335+0.031 0.000 + 0.000 0.411£0.078
27  Dodecanal * 1406  0.000 + 0.000 0.509 + 0.061 0.000 + 0.000 0.311 £ 0.025
28  B-Cariofileno 1422 0.000 + 0.000 8.932 £2911 0.000 + 0.000 11.089 + 2.825
29  o-Bergamoteno * 1434 0.000 + 0.000 2.958 +1.084 0.000 + 0.000 7.720 £2.312
30 trans Geranilacetona 1448  1521+0.372 1.809 + 0.455 0.668 + 0.104 0.488 + 0.066
31 B-Farneseno 1452 0.602 +0.140 7.733 £2.225 0.373 £0.048 21.289 +5.061
32 a-Humuleno 1457  0.000 + 0.000 2.618 +1.452 0.000 + 0.000 2.087 £1.148
33 a-Muroleno 1494 0.000 £ 0.000 Tragos 0.000 £ 0.000 Tragos

34 Sesquiterpeno N.I. * 1498  0.000 + 0.000 1.144 +0.213 0.000 + 0.000 1.001 +0.287
35 B-Bisaboleno 1503  0.000 + 0.000 1.199 + 0.411 0.000 + 0.000 1.018 +0.281
36  Sesquiterpeno N.I. * 1514  0.000 + 0.000 0.604 +0.127 0.000 + 0.000 0.721£0.171
37  §-Cadineno 1519  0.803+0.176 0.977 £0.258 0.946 £ 0.100 0.936 + 0,203
38  B-Sesquifelandreno 1525 0.000 £ 0.000 Tragos 0.000 £ 0.000 Tragos

39  Sesquiterpeno N.I. * 1528 0.000 £ 0.000 Tragos 0.000 £ 0.000 Tragos

40  Sesquiterpeno N.I. * 1538 0.000 £ 0.000 Tragos 0.000 £ 0.000 Tragos

41 TMTT? 1572 1.150 + 0.437 3.370 £ 0.953 0.788 £0.125 4.065 £ 0.969

Total - 26.719+5556b  162.627 £41.291a  17.888+2.892c  199.086 +50.339 a

Obs.: valores seguidos pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, de acordo com GLM e Anova (a = 95%).
* Tentativa de identificacdo dos compostos.

1 DMNT: (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno.

2TMTT: (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno.
IR: indice de retencéo calculado em coluna DB-5MS.

N.I.: Néo identificado.
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Figura 8. Perfil cromatografico dos compostos organicos volateis do milho (gendtipo
Sintético Spodoptera) (a) sem injuria de herbivoria (azul) e (b) com injaria de herbivoria
(vermelho) provocada por Spodoptera frugiperda. Os numeros dos compostos sdo
correspondentes aos nimeros da Tabela 2 e X = contaminagéo.
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Figura 9. Quantidade total de compostos organicos volateis emitidos por (a) Crotalaria
spectabilis e (b) milho (gendtipo Sintético Spodoptera) nos diferentes tratamentos e
periodos avaliados. Barras seguidas pela mesma letra entre os tratamentos nao diferem
entre si, de acordo com GLM seguido de Anova (o = 95%).
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Dos 39 compostos detectados para a crotalaria, 30 foram confirmados com
padrdes auténticos, 3 foram inferidos e 6 ndo foram identificados, enquanto para o milho,
dos 41 compostos detectados, 32 foram confirmados com padrdes auténticos, 5 foram
inferidos e 4 ndo foram identificados. Os compostos confirmados e inferidos foram
identificados através da comparacdo do padrdo de fragmentacdo dos compostos da
amostra com os dados catalogados em bibliotecas espectrais (que podem ser consultados
no Apéndice 1), e através da comparagdo do indice de retencdo calculado com os valores
constados na literatura. Os ésteres e sesquiterpenos nao identificados tiveram sua classe
quimica identificada através do padrdo de fragmentacdo comum a essas classes. Os
compostos canfeno, a-terpineol, salicilato de metila, a-muroleno e B-sesquifelandreno
ndo foram quantificados devido a quantidade muito baixa produzida pelas plantas. Todos
0s compostos identificados sdo pertencentes as classes de alcoois, aldeidos, cetonas,
compostos aromaticos, ésteres e terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos e
homoterpenos).

De acordo com os diagramas obtidos pela PCA (Figura 10) para os COVs emitidos
pela crotalaria, é possivel observar a separacao entre o controle (circulado em vermelho)
e 0 tratamento, quase todos 0s compostos estdo relacionados com o tratamento das plantas
submetidas a injaria de herbivoria, e destaca-se a contribuicdo dos compostos
(E)-B-ocimeno e acetato de (Z)-3-hexenila para os volateis emitidos de 0-24 h, que foram
produzidos em maiores quantidades apds a herbivoria e ndo foram observados no
controle, e dos compostos acetato de (Z)-3-hexenila, (E)-3-hexen-1-ol, indol,
a-farneseno, (Z)-3-hexen-1-ol, linalol, 3-octanona e (E)-B-ocimeno, para 0s volateis
emitidos de 24-48 h.
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Figura 10. Anéalise de componentes principais dos compostos organicos volateis emitidos
por Crotalaria spectabilis, com e sem injuria de herbivoria provocada por Spodoptera
frugiperda, nos periodos de (a) 0-24 e (b) 24-48 h. Circulado em vermelho esta o
tratamento controle.
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Para os COVs emitidos pelo milho, é possivel observar que os diagramas obtidos
pela PCA (Figura 11) demonstraram separacdo entre o controle (circulado em vermelho)
e o tratamento. Novamente todos 0s compostos estdo relacionados ao tratamento das
plantas submetidas a injuria de herbivoria, com uma contribuicdo significativa dos
compostos B-cariofileno, DMNT, linalol, acetato de (Z)-3-hexenila, (E)-2-hexenal, e

B-farneseno, tanto para os volateis emitidos de 0-24 h, quanto de 24-48 h.
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Figura 11. Analise de componentes principais dos compostos organicos volateis emitidos
pelo milho (gendtipo Sintético Spodoptera), com e sem injuria de herbivoria provocada
por Spodoptera frugiperda, nos periodos de (a) 0-24 e (b) 24-48 h. Circulado em
vermelho est4 o tratamento controle.
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4.2 Andlises eletrofisioldgicas

As analises de GC-EAD das antenas de fémeas e de machos, virgens e acasalados
de S. frugiperda, revelaram respectivamente seis e doze compostos
eletrofisiologicamente ativos nos extratos de COVs de crotalaria e de milho (Figuras 12
e 13). As antenas de fémeas e de machos mostraram resposta eletrofisiologica para os
compostos: (E)-2-hexenal, DMNT, salicilato de metila, decanal, ciclosativeno, TMTT,
acetato de (Z)-3-hexenila, (E)-p-ocimeno, linalol, nonanal, indol e B-cariofileno, sendo os
seis primeiros exclusivos para o0 milho e os seis ultimos em comum aos dois extratos.

Nos trés eletroantenogramas correspondentes ao extrato de COVs de herbivoria
em crotalaria (Figura 12), € possivel observar resposta inconclusiva para 0s compostos
indol e B-cariofileno, comparada aos demais, mas que parecem ter indicios de resposta
obtidas em outras replicatas (que podem ser conferidas no Apéndice Il), que foram
confirmadas através dos pulsos feitos com os padrdes sintéticos (Figura 14).

Nos trés eletroantenogramas correspondentes ao extrato de COVs de herbivoria
em milho (Figura 13), é possivel observar que os compostos salicilato de metila e decanal
tiveram resposta mais conclusiva para as fémeas em comparagdo aos machos, sendo o
salicilato de metila um composto atrativo para a oviposi¢do de fémeas de S. frugiperda
(Yactayo-Chang et al., 2021). Os compostos indol, ciclosativeno, pB-cariofileno e TMTT
tiveram uma resposta baixa tanto para as fémeas quanto para 0s machos, comparado aos
demais compostos, que em consequéncia dos ruidos, podem ter tido o sinal suprimido
(sinais para esses compostos obtidos em outras replicatas podem ser conferidos no
Apéndice I). Ainda assim, sugerimos que a antena responde para esses quatro compostos,
pois os pulsos feitos com os padrdes sintéticos demonstraram respostas eletrofisioldgicas
(Figura 14).

Os eletroantenogramas das Figuras 12 e 13 sdo representativos para fémeas e
machos virgens e acasalados, de forma que nao foi observada diferenca de resposta com

relacdo as condicOes sexuais das mariposas.
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Figura 12. Respostas das antenas de (a) fémeas e (b) machos de Spodoptera frugiperda
ao extrato de compostos organicos volateis de Crotalaria spectabilis com herbivoria
provocada pelas lagartas S. frugiperda, em andlise por cromatografia gasosa acoplada a
um detector de eletroantenografia (GC-EAD). Os trés graficos superiores representam os
sinais das respostas das antenas obtidos pelo detector de eletroantenografia, e a resposta
inferior corresponde ao cromatograma do extrato, obtido pelo detector de ionizacdo de
chama. Os compostos eletrofisiologicamente ativos foram: 1. acetato de (Z)-3-hexenila;
2. (E)-p-ocimeno; 3. linalol; 4. nonanal; 5. indol; 6. B-cariofileno.
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Figura 13. Respostas das antenas de (a) fémeas e (b) machos de Spodoptera frugiperda
ao extrato de compostos organicos volateis do milho (genotipo Sintético Spodoptera),
com herbivoria provocada pelas lagartas S. frugiperda, em anélise por cromatografia
gasosa acoplada a um detector de eletroantenografia (GC-EAD). Os trés graficos
superiores representam 0s sinais das respostas das antenas obtidos pelo detector de
eletroantenografia, e a resposta inferior corresponde ao cromatograma do extrato, obtido
pelo detector de ionizagdo de chama. Os compostos eletrofisiologicamente ativos foram:
1. (E)-2-hexenal; 2. acetato de (Z)-3-hexenila; 3. (E)-B-ocimeno; 4. linalol; 5. nonanal;
6. DMNT,; 7. salicilato de metila; 8. decanal; 9. indol; 10. ciclosativeno; 11. B-cariofileno;
12. TMTT.
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Foram também avaliadas as respostas eletroantenograficas (EAG) das antenas de
fémeas e de machos, virgens e acasalados, e os resultados mostraram que 0s insetos
também respondem aos compostos sintéticos e que a condi¢éo fisioldgica do inseto ndo
interferiu na resposta, visto que no GC-EAD, as antenas responderam para um total de
doze compostos, e que essas respostas foram confirmadas ao mostrarem diferencas
significativas as solugdes contendo os padrdes puros de cada composto a 1,0 mg/mL em
hexano, quando comparado com a resposta da antena somente ao hexano, com exce¢ao
do ciclosativeno para os insetos acasalados, que ndo teve diferenca significativa em

relacdo ao controle hexano, apresentando uma resposta marginal (Figura 14, Tabela 3).

(a) Respostas eletroantenogréficas das antenas de Spodoptera frugiperda virgens
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Figura 14. Respostas eletroantenograficas (EAG) (média + erro padrdo) das antenas de
(a) fémeas e machos virgens e (b) acasalados de Spodoptera frugiperda, as solugdes
sintéticas de padrBes puros de concentracdo 1,0 mg/mL. Compostos: 1. (E)-2-hexenal;
2. acetato de (Z)-3-hexenila; 3. (E)-p-ocimeno; 4. linalol; 5. nonanal; 6. DMNT;
7.salicilato de metila; 8. decanal; 9. indol; 10. ciclosativeno; 11. B-cariofileno;
12. TMTT. As respostas eletrofisiologicas foram comparadas em relacdo ao hexano
(controle), usando teste-t uni-caudal. Barras seguidas pela mesma letra entre os
tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com o teste-t (o = 95%).
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Tabela 3. Valores da andlise estatistica das respostas eletrofisioldgicas das antenas de
fémeas e de machos, virgens e acasalados de Spodoptera frugiperda, aos compostos
sintéticos da planta comparadas em relacdo ao hexano (controle). A resposta dos
compostos foi analisada usando teste-t uni-caudal.

Fémeas virgens

teste-t

Machos virgens

teste-t

Fémeas acasaladas

teste-t

Machos acasalados

teste-t

(E)-2-Hexenal
Acetato de (2)-3-hexenila
(E)-B-Ocimeno
Linalol

Nonanal

DMNT?

Salicilato de metila
Decanal
Ciclosativeno
Indol

B-Cariofileno

TMTT?

t=7,496; p<0,001
t=6,808; p<0,001
t=5,926; p<0,001
t=7,164; p<0,001
t=10,396; p<0,001
t=5,229; p<0,001
t=6,814; p<0,001
t=12,286; p<0,001
t=3,673; p<0,001
t=8,629; p<0,001
t=5,718; p<0,001
t=9,100; p<0,001

t=8,372; p<0,001
t=8,448; p<0,001
t=10,761; p<0,001
t=7,587; p<0,001
t=17,225; p<0,001
t=7,774; p<0,001
t=11,076; p<0,001
t=16,206; p<0,001
t=2,887; p=0,004
t=9,204; p<0,001
t=8,585; p<0,001
t=8,637; p<0,001

t=14,335; p<0,001
t=9,617; p<0,001
t=5,948; p<0,001
t=13,762; p<0,001
t=15,385; p<0,001
t=6,241; p<0,001
t=6,205; p<0,001
t=18,680; p<0,001
t=3,149; p=0,007
t=8,427; p<0,001
t=7,024; p<0,001
t=7,192; p<0,001

t=14,572; p<0,001
t=10,607; p<0,001
t=6,511; p<0,001
t=17,997; p<0,001
t=12,541; p<0,001
t=4,773; p<0,001
t=13,958; p<0,001
t=9,167; p<0,001
t=1,637; p=0,070
t=9,077; p<0,001
t=3,598; p=0,004
t=4,455; p=0,001

I DMNT: (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno.
2TMTT: (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno.

4.3 Bioensaio de oviposi¢ao em gaiolas

Os bioensaios comportamentais para avaliar a preferéncia de oviposi¢do das

fémeas de S. frugiperda nas plantas de crotalaria e de milho, mostraram que elas

ovipositaram preferencialmente nas plantas de milho. Considerando a quantidade total de

posturas ao longo dos sete dias, houve diferenca significativa no nimero de posturas

realizadas no milho comparada a crotalaria, tanto para 0s experimentos sem escolha

(x*=4,615; gl = 1; p = 0,032), quanto para os experimentos com escolha (x> = 6,794;

gl =1; p =0,009), como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15. Quantidade total de posturas das fémeas de Spodoptera frugiperda nas plantas
de Crotalaria spectabilis e milho (gen6tipo Sintético Spodoptera), ao longo dos sete dias,
nos experimentos sem e com chance de escolha (N = 7).

4.4 Proporcao de liberacdo dos compostos dos septos utilizados nos bioensaios
em tanel de vento

Através das aeragdes dos septos contendo os doze compostos que obtiveram
resposta eletrofisiolégica na técnica de eletroantenografia, foi possivel determinar o
comportamento de variagcdo dos compostos através da proporcao de liberagéo entre eles
ao longo de 30 dias. A partir do grafico da Figura 16, foi possivel observar que compostos
mais volateis como (E)-2-hexenal, acetato de (Z)-3-hexenila e (E)-B-ocimeno diminuem
a proporc¢do de liberacdo com o passar dos dias. Enquanto compostos menos volateis
como P-cariofileno e TMTT tém sua propor¢do aumentada com o passar dos dias. Essa
proporcao de liberacdo dos compostos impregnados nos septos de borracha pode ser
comparada a propor¢do natural de liberacdo das plantas (Figura 17).

"TMTT
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Figura 16. Proporcdo de liberacdo entre os doze compostos contidos nos septos de
borracha, que obtiveram resposta eletrofisioldgica na técnica de eletroantenografia, ao
longo de 30 dias.
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Figura 17. Proporcdo de liberagdo entre os compostos que obtiveram resposta
eletrofisiol6gica na técnica de eletroantenografia, na propor¢do em que as plantas de
(a) Crotalaria spectabilis e (b) milho (gendtipo Sintético Spodoptera) liberam nos
periodos de 0-24 e 24-48 h.

4.5 Bioensaios em tunel de vento

Os bioensaios comportamentais em tdnel de vento mostraram que as mariposas
de S. frugiperda foram capazes de distinguir os COVs emitidos por plantas de crotalaria
e de milho quando injuriadas por lagartas coespecificas. Considerando a quantidade total
de replicatas para cada sexo e condicao sexual (virgem ou acasalado), foi observado que
para o0 septo contendo os volateis do milho, 32,35 e 51,02% das fémeas virgens e
acasaladas, respectivamente, se movimentaram no tanel, enquanto para os machos, foram
observados movimentos em 18,75 e 26,78% dos virgens e acasalados (Figura 18). Ja para
0 septo contendo os volateis da crotalaria, apenas 13,33 e 3,33% das fémeas virgens e
acasaladas, respectivamente, se movimentaram no tanel, enquanto para os machos, foram
observados movimentos em apenas 3,33 e 6,66% dos virgens e acasalados, ou seja,
aproximadamente cerca de 90% das mariposas se mantiveram em repouso nesses
tratamentos (Figura 19). As propor¢Oes de todas as respostas comportamentais
monitoradas das mariposas em relacdo aos tratamentos com septos contendo 0s
compostos volateis do milho ou da crotalaria, e seus respectivos controles (ar), estdo

apresentados nas Figuras 20 e 21.
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Figura 18. Respostas de mariposas de Spodoptera frugiperda em bioensaios em tunel de
vento para o tratamento do septo contendo os compostos organicos volateis do milho
(gendtipo Sintético Spodoptera), e o controle em relacdo ao ar, considerando (a) fémeas
virgens, (b) fémeas acasaladas, (c) machos virgens e (d) machos acasalados.
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Figura 19. Respostas de mariposas de Spodoptera frugiperda em bioensaios em tunel de
vento para o tratamento do septo contendo os compostos organicos volateis de Crotalaria
spectabilis, e o controle em relacdo ao ar, considerando (a) fémeas virgens, (b) fémeas
acasaladas, (c) machos virgens e (d) machos acasalados.
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Figura 20. Proporcdo das respostas comportamentais das mariposas em relagdo ao
tratamento com septo contendo os compostos organicos volateis do milho (genétipo
Sintético Spodoptera), e o controle em relagdo ao ar, avaliando os seguintes aspectos:
repouso (sem resposta), antenas em V, batimento de asas, andar na plataforma, chegar
nas areas 1, 2 ou 3, pousar na fonte de odor ou proximo a ela, para (a) fémeas e
(b) machos.
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Figura 21. Proporgdo das respostas comportamentais das mariposas em relagdo ao
tratamento com septo contendo 0s compostos organicos volateis de Crotalaria
spectabilis, e o controle em relacdo ao ar, avaliando os seguintes aspectos: repouso (sem
resposta), antenas em V, batimento de asas, andar na plataforma, chegar nas areas 1, 2 ou
3, pousar na fonte de odor ou proximo a ela, para (a) fémeas e (b) machos.
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5. DISCUSSAO

As plantas estdo em constante comunicacdo com 0s organismos em seu ambiente,
por meio dos COVSs, que sdo produzidos e liberados em diferentes quantidades e
proporcdes (Dudareva et al., 2004; Bouwmeester et al., 2019). Esses COVs geralmente
sdo emitidos na atmosfera em pequenas quantidades quando as plantas estdo saudaveis e
intactas, mas durante a infestacao por herbivoros ou patégenos, a injdria causada por estes
estressores ativa a defesa das plantas, desencadeando uma cascata de respostas
metabolicas, que inclui a liberacdo de compostos volateis em maiores quantidades pela
planta, e esses volateis podem ser usados na defesa das plantas, tanto diretamente contra
o0 herbivoro, como indiretamente atraindo inimigos naturais dos herbivoros (Das et al.,
2013).

Essa inducdo de compostos volateis foi observada em nossos estudos nas plantas
de crotalaria e de milho, quando infestadas com as lagartas de segundo instar de
S. frugiperda. Interessante notar que mesmo a S. frugiperda ndo sendo uma praga que
ataca plantas de crotalaria na natureza, estas plantas responderam a injuria de herbivoria
provocada por este inseto, produzindo um perfil de volateis diferente das plantas sadias.
Esse resultado sugere que provavelmente € uma resposta inata das plantas de
C. spectabilis a injdria de herbivoria ou injaria mecanica provocada pelo inseto quando
se alimenta da planta. Estudos futuros precisam ser conduzidos para avaliar se 0s volateis
emitidos pela planta de crotalaria estdo relacionados com o sistema de defesa, isto €, se
estes volateis tém alguma acdo deletéria para a mariposa ou se € atrativo aos inimigos
naturais da mariposa, por exemplo. Os compostos induzidos pela herbivoria nas plantas
de milho sdo compostos que ja foram relatados na literatura como compostos relacionados
com a defesa da planta, por atrairem os inimigos naturais da mariposa S. frugiperda, como
0 parasitoide de ovos Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae) (Michereff
etal., 2019).

Nas plantas de crotalaria e de milho no estagio vegetativo, ap6s injarias causadas
por herbivoria da lagarta S. frugiperda, foi possivel observar uma grande diferenca
quantitativa e qualitativa em relacdo aos volateis emitidos comparando com as plantas
controle, sendo que os principais compostos estavam majoritariamente relacionados com
a rota metabolica dos terpenos e das lipoxigenases. 1sso pode ser relacionado com o tipo
de injuria causada pelo herbivoro. Geralmente, as injurias causadas por insetos sugadores

ativam a emissdo de compostos provenientes da rota do chiquimato, enquanto insetos
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mastigadores ativam a emissdo de compostos relacionados com a rota do &cido jasmonico
e a rota das lipoxigenases (Schweiger et al., 2014; Vincenti et al., 2019). As injurias nas
plantas aqui estudadas, causadas pela herbivoria da lagarta mastigadora S. frugiperda,
induziram a emissdo de uma série de volateis de folhas verdes (provenientes da rota das
lipoxigenases) e terpenos.

Os resultados também mostraram diferenca qualitativa nos perfis de COVs
quando se comparou o perfil da crotalaria com o do milho, o que ja era esperado, pois a
composicao dos COVs emitidos por plantas é frequentemente espécie-especifica, ou seja,
mesmo que as plantas estejam infestadas pela mesma ou diferentes espécies de
herbivoros, os volateis emitidos pelas diferentes espécies vegetais apresentardo diferencas
(Dicke, 2007; Das et al., 2013). Essa variabilidade de compostos que cada planta pode
emitir apos a herbivoria é de grande importancia para as defesas direta e indireta, pois
podem atuar intoxicando o herbivoro (defesa direta) e podem agir como sinais de atracao
de seus inimigos naturais (defesa indireta), como parasitoides e predadores (McCormick
et al., 2012; Turlings & Erb, 2018; Bouwmeester et al., 2019).

Os compostos 1-octen-3-ol, 3-octanona, 3-octanol, octanal, 2-aminobenzoato de
metila, B-pineno, a-selineno, cariofileno 0xido e palmitato de metila, foram produzidos
somente pela crotaléria ap6s a injaria por herbivoria. Destaca-se que 0s trés primeiros
compostos dessa lista ndo séo comumente relatados em plantas, mas sdo conhecidos por
serem liberados por fungos (Silva et al., 2022) e outros microrganismos (Wang et al.,
2016). Como esses compostos apareceram apds o ataque da lagarta, eles podem ser uma
consequéncia da presenca da saliva da lagarta na planta, que pode conter virus, fungos e
bactérias, que podem colonizar a planta e produzir os compostos, ou mesmo serem
produzidos por fungos endofiticos, que ja estdo presentes na planta. Ndo existem
evidéncias para saber ao certo se isso foi uma producéo direta da planta ou se existe algum
microrganismo proveniente da planta ou da lagarta, que produziu esses compostos, além
do fato de que pouco se sabe sobre a composi¢do dos volateis liberados por plantas do
género Crotalaria. Prada e colaboradores (2021) analisaram a emissdo de COVs de
C. nitens apds o ataque da Lepidoptera U. ornatrix, um herbivoro especialista, e também
identificaram esses trés compostos, entre outros em comum com os identificados neste
trabalho, como (E)-B-ocimeno, acetato de (Z)-3-hexenila, (Z)-3-hexen-1-ol, linalol,
B-cariofileno, a-farneseno e indol. Além disso, foram identificados alguns compostos

diferenciais entre as duas espécies de crotalaria estudadas, mostrando que plantas do
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mesmo género, injuriadas pelas diferentes espécies de lagartas, induzem uma resposta
diferente nas plantas em termos de producdo de volateis.

Embora exista essa variabilidade qualitativa, uma ampla gama de espécies de
plantas emitem um perfil qualitativo de volateis muito semelhantes, mas em proporcdes
diferentes, como por exemplo os terpenos (E)-B-ocimeno, linalol ¢ B-cariofileno, e os
voléteis de folhas verdes (Z)-3-hexen-1-ol e acetato de (Z)-3-hexenila (Kigathi et al.,
2009; Danner et al., 2011; McCormick et al., 2012; Michereff et al., 2019), e a proporg¢éo
entre 0os componentes é que da a especificidade para as plantas, sendo uma informacéo
utilizada na comunicacéo planta-planta e planta-inseto (Dudareva et al., 2013).

Os COVs produzidos por plantas de milho ap6s o ataque da lagarta especialista
S. frugiperda ja foram anteriormente descritos por Michereff e colaboradores (2019), que
revelaram a emissdo de 21 compostos. Todos 0s 21 compostos foram identificados neste
trabalho, com o acréscimo de 16 novos compostos, entre eles hexanal, acetato de
isopentila, a-pineno, benzaldeido, 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-etilhexan-1-ol, limoneno,
nonanal, salicilato de metila, decanal, undecanal, p-elemeno, dodecanal, a-muroleno,
B-bisaboleno e B-sesquifelandreno. As diferencas no perfil quimico podem estar
relacionadas as caracteristicas genéticas de cada gendtipo de milho e as condi¢des de
cultivo, e podem ser decorrentes da resposta especifica das plantas de milho aos
herbivoros utilizados (Michereff et al., 2019). Como usamos 0 mesmo gen6tipo de milho,
Sintético Spodoptera, e 0 mesmo herbivoro, as diferencas observadas no perfil de volateis
devem estar relacionadas com as condic@es de cultivo, como adubacéo e luminosidade.

Nossos resultados mostraram que os compostos volateis emitidos por milho e
crotaléria sdo reconhecidos pela mariposa S. frugiperda, que tem receptores para alguns
destes compostos nas antenas, indicando que sdo usados como possivel informacéo da
condicdo das plantas. Spodoptera frugiperda tem receptores para varios compostos
volateis, indicando que provavelmente ndo utiliza um Gnico composto para encontrar sua
planta hospedeira, e que além da qualidade, provavelmente a proporcdo entre 0s
componentes deva ser importante. A crotalaria e o milho tém compostos em comum, mas
em proporcdes diferentes, e isso deve permitir a mariposa, juntamente com toda a mistura
de volateis, identificar que sdo plantas diferentes.

Embora os compostos decanal, indol e TMTT também tenham sido identificados
nos extratos de COVs de herbivoria em crotalaria, por estarem presentes em menores
quantidades nesses extratos em comparacdo aos de milho, ndo apresentaram resposta

eletrofisiologica. O que pode justificar este acontecimento € o fato de as respostas das
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antenas serem dose-dependente (Rharrabe et al., 2014), ou seja, provavelmente esses
compostos sO seriam percebidos em maiores concentracbes. As respostas por
eletrofisiologia s&o somente um indicativo de que um composto pode ter um efeito
comportamental, ou seja, uma resposta positiva no EAG nédo quer dizer que 0 composto
tera acdo comportamental. Somente ap6s estudos de bioensaios comportamentais, é que
se pode confirmar a acdo de um determinado composto sobre um inseto.

Através dos bioensaios em tdnel de vento conduzidos neste trabalho, foi possivel
observar que as mariposas de S. frugiperda tiveram diferentes respostas comportamentais
apenas para os volateis do milho, o que pode ser um indicativo de que elas reconhecem
os volateis para localizar essas plantas. Entretanto, cerca de 90% das mariposas avaliadas
no segundo tratamento, ndo demonstraram acdo comportamental para os volateis da
crotalaria, mesmo apresentando resposta eletrofisiolégica no EAG. Dessa forma, os
resultados sugerem gue 0s seis compostos presentes no septo da crotaléria (acetato de
(2)-3-hexenila, (E)-p-ocimeno, linalol, nonanal, indol e B-cariofileno), mesmo também
estando presentes no septo do milho, ndo foram suficientes para produzir uma resposta
comportamental nas mariposas, de forma que os outros seis compostos ((E)-2-hexenal,
DMNT, salicilato de metila, decanal, ciclosativeno e TMTT), exclusivos para o milho,
devem possuir relevancia na localizacdo desta planta, assim como a proporcao entre eles
e 0s demais compostos. Além disso, vale ressaltar que dentre as condi¢Ges avaliadas das
mariposas, as fémeas acasaladas apresentaram maior porcentagem de respostas
comportamentais em relacdo aos volateis do milho, o que nos leva a concluir que elas
podem utilizar esses volateis para encontrar a planta hospedeira e depositar seus ovos.

A atracdo por volateis induzidos por herbivoria ja foi demonstrada para
S. frugiperda e outras lagartas do género Spodoptera. Carroll e colaboradores (2006)
mostraram que as lagartas S. frugiperda sdo significativamente mais atraidas por odores
de plantas hospedeiras danificadas por herbivoros coespecificos, comparada a atracéo a
plantas ndo danificadas. Os estudos comportamentais conduzidos indicaram que o
monoterpeno linalol foi o composto responsavel pela atratividade. As lagartas S. littoralis
Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae) também foram atraidas pelos COVs emitidos por
plantas com injaria de herbivoria por lagartas coespecificas (von Mérey et al., 2013). Em
outro estudo, foi demonstrado que a selecdo de plantas de repolho pela lagarta S. litura
Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) estava positivamente correlacionada com a liberacao
dos compostos (E)-2-hexenal, 1-buteno, 4-isotiocianato e decanal, e negativamente

correlacionada com a liberacdo dos compostos limoneno, nonanal, hexadecano,
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heptadecano e octadecano, mostrando que a lagarta € capaz de reconhecer diferentes
perfis de volateis (Du et al., 2022). Nesse mesmo estudo, 0s autores mostraram que as
lagartas tém uma menor preferéncia pelas plantas de repolho ja injuriadas por herbivoria
de coespecificos, o que demonstra que S. litura pode utilizar essa informacéo para
encontrar os hospedeiros mais adequados e evitar possiveis competidores pela planta
hospedeira.

Os compostos volateis induzidos por herbivoria liberados pelas plantas sdo usados
como informacao pelos insetos para encontrar alimento, sitio de oviposi¢ao ou protecdo
(Dicke & Baldwin, 2010; von Mérey et al., 2013). Estudos com mariposas da ordem
Lepidoptera mostraram que estas forrageiam plantas hospedeiras para depositar seus
ovos, e que também podem ser repelidas por COVs induzidos por herbivoros,
provavelmente para evitar competicdo e inimigos naturais (von Mérey et al., 2013). Esta
ocorréncia foi observada no comportamento das mariposas U. ornatrix, que reduziram
significativamente sua oviposicdo em plantas de C. nitens previamente atacadas,
preferindo as plantas intactas (Prada et al., 2021). Levando em conta esse comportamento,
muitos estudos investigaram a relacéo entre a preferéncia de oviposicdo de fémeas adultas
e 0 desempenho de seus descendentes, concluindo que as fémeas pdem mais ovos nos
tipos de plantas propicios ao desempenho da prole (Gripenberg et al., 2010; Silva et al.,
2017).

Os bioensaios conduzidos de preferéncia de oviposicdo mostraram uma clara
preferéncia das mariposas de S. frugiperda de ovipositarem nas plantas de milho em
relagdo as plantas de crotalaria, nos experimentos com e sem chance de escolha de
resposta. Essa escolha pode estar envolvida com 0s compostos volateis, bem como outras
caracteristicas quimicas e fisicas das plantas. O experimento sem chance de escolha, onde
a mariposa tem somente uma Unica espécie de planta para ovipositar, mostrou um nimero
consideravel de ovos sendo colocados nas plantas de crotalaria, o que indica que apesar
de ndo preferir, ndo had uma repeléncia da planta de crotalaria as mariposas de
S. frugiperda. A menor preferéncia por plantas de crotalaria e o ndo desenvolvimento de
lagartas nessa planta ja foi observado anteriormente (apenas 7% de sobrevivéncia em
condigdes de casa de vegetacdo), desfavorecendo a sua multiplicagdo e estabelecimento
na cultura (Tavares et al., 2011; Dias et al., 2016; Viana, 2016). Assim, a crotalaria pode
ser usada como uma planta armadilha, como planta de bordadura, por exemplo. A
crotalaria ndo repele as mariposas, e estas ovipositam na mesma, mas a prole ndo

consegue se desenvolver,
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Esses aspectos comportamentais devem ser levados em consideracdo em estudos
de interacdo inseto-planta e na escolha de qual espécie usar como planta de cobertura ou
planta armadilha. Plantas do género Crotalaria séo eficientes como planta de cobertura
em cultivos de milho e ainda podem auxiliar no controle da principal praga do milho,
podendo ser utilizada como uma ferramenta de manejo eficiente e sustentavel. Entender
essas interacdes € fundamental, e elas estdo correlacionadas com 0s compostos quimicos

que cada planta libera e usa como fonte de atrac&o ou repeléncia para as pragas.
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CAPITULO 2

Composi¢do quimica dos metabdlitos secundarios ndo volateis de Crotalaria spectabilis.

1. INTRODUCAO

A biossintese de metabolitos secundarios ndo volateis de baixo peso molecular
pode estar relacionada com a defesa quimica das plantas contra herbivoros e patdgenos
(Erb & Kliebenstein, 2020). Assim como nos metabdlitos secundarios volateis, 0s
metabolitos secundarios nao volateis também sdo biossintetizados de maneira organizada,
a partir de rotas biossintéticas com intermediarios chaves.

Os metabolitos secundarios ndo volateis envolvidos na defesa das plantas,
pertencem majoritariamente as classes dos compostos fendlicos e alcaloides, possuem
diversas atividades bioldgicas, como inseticida e antifungica (Boulogne et al., 2012),
antimicrobiana (Awouafack et al., 2011), anti-inflamatoria, anticancerigena e
antioxidante (Munim et al., 2003; Xie et al., 2017), e também podem apresentar elevada
toxicidade a diferentes organismos como insetos, mamiferos e passaros (Ji et al., 2005;
Kopp et al., 2020).

A resisténcia da soja a percevejos e lagartas pode estar relacionada a concentracao
de flavonoides em sementes e folhas, conforme relatado por Piubelli e colaboradores
(2003 e 2005), que os compostos daidzina, genistina e rutina (Figura 1) estdo associados
ao mecanismos de resisténcia de algumas cultivares de soja contra o percevejo Nezara
viridula L. (Heteroptera: Pentatomidae) e a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hlbner
(Lepidoptera: Noctuidae).

Ja as plantas do género Crotalaria sintetizam uma variedade de flavonoides e
alcaloides pirrolizidinicos. Awouafack e colaboradores (2011) descreveram a atividade
antimicrobiana de dois novos flavonoides encontrados em Crotalaria lachnophora A.
Rich. (Fabales: Fabaceae), enquanto Ko e colaboradores (2004) relataram atividades
anti-inflamatorias de flavonoides j& conhecidos, como daidzeina e apigenina (Figura 1),
isolados de C. pallida Aiton (Fabales: Fabaceae) e C. assamica Benth (Fabales:
Fabaceae) destacando a importancia desses compostos no tratamento e prevencdo de
doencas inflamatorias. Atividades antioxidantes também foram descritas através de
isoorientina, um flavonoide glicosilado produzido por C. globosa Wight & Arn (Fabales:
Fabaceae) e C. sessiliflora L. (Fabales: Fabaceae), que foram consideradas plantas uteis

na protecdo do organismo humano aos danos mediados pelos radicais livres, visto que
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produzem varios outros compostos com fortes atividades antioxidantes (Munim et al.,
2003; Deepha et al., 2014). Recentemente, C. spectabilis Roth. (Fabales: Fabaceae)
também foi relatada como fonte de flavonoides glicosilados e alcaloides como

monocrotalina e seu respectivo N-0xido (Figura 1) (Scupinari et al., 2020).

Flavonoides agliconas Flavonoides glicosilados Alcaloides pirrolizidinicos

N
|
o

o
|
OH © Ruti HO 0
utina 2 7 %
% Monocrotalina N-6xido

Apigenina OH

Figura 1. Estrutura quimica de alguns flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados e
alcaloides pirrolizidinicos.

Entretanto, vale ressaltar que a monocrotalina € um composto tdxico, e esta
presente em altas concentracdes nas sementes de Crotalaria sp. (Munim et al., 2003;
Scupinari et al., 2020; Prada et al., 2020). Portanto, mesmo sabendo que os flavonoides
citados anteriormente foram encontrados principalmente nas folhas, seu uso medicinal
deve ser restrito devido ao alto teor de alcaloides pirrolizidinicos nas sementes ou até
mesmo sua presenca em baixas concentragdes nas folhas (Rech et al., 2022).

Para identificar esses compostos, a técnica mais utilizada é a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM ou LC-MS, do inglés liquid
chromatography coupled to mass spectrometry). A alta resolucdo das colunas
cromatograficas em uso atualmente e a alta sensibilidade do detector permitem que uma
ampla gama de metabdlitos com diferentes polaridades e baixa volatilidade, provenientes
de extratos de plantas, sejam identificados (Wang et al., 2011; Pezzatti et al., 2020). Outra
técnica que também pode ser utilizada na identificacdo de metabolitos secundarios ndo

volateis de plantas € a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas
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(CG-EM ou GC-MS, do inglés gas chromatography coupled to mass spectrometry) com
ionizacdo por impacto de elétrons. No entanto, essa técnica requer que 0S compostos
passem previamente por um processo que aumente sua volatilidade, e portanto sdo
submetidos a derivatizacdo, com reagentes como N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA) e N,O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA), por
serem doadores eficazes de trimetilsilil (TMS) (Yilmaz & Arslan, 2009; Beale et al.,
2018). A derivatizacdo consiste na transformagéo de um composto quimico em outro com
estrutura quimica semelhante, e em nosso estudo, a derivatizacdo consistiu em substituir
grupos funcionais de alta polaridade por grupos funcionais de baixa polaridade (como
TMS), com o objetivo de aumentar a volatilidade do composto. A derivatizacdo mais
comumente utilizada é a sililacdo, reacdo na qual o hidrogénio mais instavel de &cidos,
alcoois e aminas é substituido por TMS (Koek et al., 2006; Pessoa et al., 2012; Takeo et

al., 2017), como exemplificado no Esquema 1.

HO o 8 5
O ‘ e & | >5i’ F OH
2 >‘\r(N\ P | | + 2 FH
F si
) O |7® | F N—
OH o o si

o7
Daidzeina MSTFA Daidzeina bis(TMS)

Esquema 1. Reacdo de derivatizacdo entre o flavonoide daidzeina e o reagente
derivatizante MSTFA.

Desta forma, 0 uso das duas técnicas de cromatografias liquida e gasosa favorece
uma identificagdo mais aprimorada dos metabolitos, de modo que cada uma das técnicas
possui vantagens exclusivas e sdo mais adequadas para cada tipo de metabolito que se

deseja identificar.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar duas metodologias analiticas (cromatografias liquida e gasosa acopladas
a espectrometria de massas) na elucidacdo do perfil dos metabolitos secundarios ndo
voléteis de diferentes partes da planta C. spectabilis, visando aplicagdes em estudos de
Ecologia Quimica.

2.2 Objetivos Especificos

- Extrair os compostos ndo volateis de raizes, folhas e sementes de C. spectabilis;

- Identificar e quantificar por cromatografia liquida e espectrometria de massas 0s
principais metabolitos secundarios ndo volateis de raizes, folhas e sementes de
C. spectabilis;

- Identificar e quantificar por cromatografia gasosa e espectrometria de massas 0s
principais metabdlitos secundarios ndo volateis de raizes, folhas e sementes de
C. spectabilis;

- Explorar e discutir vantagens e desvantagens das diferentes técnicas utilizadas
para as analises quantitativas e qualitativas dos metabdlitos secundarios ndo volateis de
C. spectabilis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Semioquimicos (LSE) da
Embrapa Recursos Genéeticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF, Brasil, e no
Laboratério de Quimica de Biomassa e Biocombustiveis (LQB), da Embrapa
Agroenergia, Brasilia-DF, Brasil.

3.2 Cultivo de plantas

As sementes de C. spectabilis foram obtidas da Sementes Caicara LTDA, sediada
em Brejo Alegre - SP, e foram germinadas em papel imido por dois dias. A semeadura
foi feita em vasos de plastico de 10 cm de altura, com diametro de 12 cm na parte superior
e 9 cm na parte inferior, preenchidos com uma mistura de solo autoclavado e substrato
organico (Maxfertil Substratos, Pouso Redondo - SC) na proporcdo de 1:1. Em cada vaso
foram depositadas cinco sementes, e sete dias ap6s a semeadura foi realizado um desbaste,
deixando apenas trés plantas por vaso. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacéo e

as plantas foram irrigadas a cada dois dias.

3.3 Extragao de compostos

Para a extracdo dos compostos ndo volateis de raizes e de folhas de C. spectabilis,
foram usadas plantas com 45 dias ap6s a germinacgdo, no estagio vegetativo. As raizes e
as folhas foram previamente secas em estufa a 40 °C durante 24 h, e em seguida foram
separadamente trituradas utilizando um pistilo e almofariz, até virar p6 (Esquema 2). As
sementes foram trituradas até obter um po6 fino utilizando um blender (31BL41, Waring
Commercial). Para a extragdo dos compostos, aproximadamente 40 mg de raizes, 200 mg
de folhas e 200 mg de sementes em p6 foram colocados em frascos de vidro &mbar de
15 mL, e na sequéncia foi adicionado respectivamente 2,0, 5,0 e 5,0 mL do solvente de
extracdo (etanol/agua 8:2) em cada frasco correspondente as raizes, folhas e sementes. A
extracdo foi realizada a temperatura ambiente e sem agitacdo durante 24 h, conforme
metodologia descrita por Scupinari e colaboradores (2020). Passadas as 24 h, os extratos
hidroetandlicos foram filtrados em papel filtro com poros de 14 pum (J. Prolab),
centrifugados a 4500 rcf por 5 min (microcentrifuga EBA 12, Hettich Zentrifugen), e o
sobrenadante foi separado e filtrado em filtro milipore PTFE (4 mm de diametro com
poros de 0,45 um; Millex). Os extratos obtidos foram armazenados em geladeira a 10 °C
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para posteriores analises quimicas. Foram realizadas dez replicatas para cada parte da
planta avaliada. As amostras de raizes, folhas e sementes estavam nas concentragoes de
aproximadamente 20, 40 e 40 mg de material vegetal/mL, respectivamente (considerando

a massa do po triturado e o volume de solvente utilizado para a extracéo).

W .
5 s : — ~. === Filtragio
Trituragdo Centrigugagdo
Secagem (pistilo e almofariz) Filtracdo
40 °C por 24 h Extragdo por 24 h
Etanol/agua (8:2 v/v) Armazenamento a 10 °C
8 -
Fas -
LE 40 mg de raiz 2mL
. R 200 mg de folha SmL
Trituragao (blender) 200 mg de semente SmL

1 min

Esquema 2. Metodologia utilizada para extragdo dos compostos ndo volateis de raizes,
folhas e sementes de Crotalaria spectabilis.

3.4 Analises quimicas dos extratos hidroetanolicos

3.4.1 Andlises qualitativas dos extratos hidroetandlicos por HPLC-UV

Para avaliar a qualidade dos extratos obtidos, que seriam posteriormente
analisados por LC-MS, todos os extratos obtidos foram previamente analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés high performance
liquid chromatography) com detector de ultravioleta (UV) de arranjo de fotodiodos
(PDA, do inglés photodiode array). Uma aliquota de 10 puL de cada extrato obtido de
raizes, folhas e sementes foi analisada em HPLC (Flexar, Perkin Elmer, EUA), equipado
com uma bomba quaternaria. Uma coluna C18 (ZORBAX Eclipse Plus C18 4,6 mm de
didmetro x 250 mm de comprimento, particulas de 5 um; Agilent, EUA) foi utilizada
como fase estaciondria, enquanto os solventes da fase mével foram agua (A) e acetonitrila
(B), ambos acidificados com 0,1% de &cido trifluoroacético. O gradiente utilizado
consistiu de 10% B por 5 min, seguido de 10 a 30% B em 45 min, um segundo gradiente
de 30 a2 95% B em 1 min, mantendo-se por 5 min, seguido de um terceiro gradiente de 95
a 10% B em 1 min, voltando as condi¢@es iniciais. O tempo total da corrida foi de 65 min,
o fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min e a temperatura do forno foi mantida a 25 °C. Os
solventes utilizados foram de grau HPLC. Foi utilizado um detector espectrofotométrico

com lampada de tungsténio, monitorando os comprimentos de onda 228, 260 e 280 nm.
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3.4.2 Analises qualitativas dos extratos hidroetandlicos por UHPLC-HRMS

Para identificar os compostos presentes nos extratos de raizes, folhas e sementes,
amostras previamente selecionadas pela analise de HPLC com detector UV foram
analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um espectrometro de
massas de alta resolucdo (UHPLC-HRMS, do inglés ultra-high performance liquid
chromatography coupled to high resolution mass spectrometry). Para isto, uma aliquota
de 0,5 uL de cada extrato obtido de raizes, folhas e sementes foi injetado no sistema
Nexera X2 UHPLC (Shimadzu Corporation, Japao), equipado com uma coluna C18 de
fase reversa (Acquity UPLC HSS T3 2,1 mm de didmetro x 150 mm de comprimento,
particulas de 1,8 um; Waters Technologies, Irlanda), mantida a 40 °C. Para a fase movel,
foram utilizados os solventes &gua (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1%
de acido formico. Os parametros da corrida cromatografica foram: proporcao inicial de
5% de B, gradiente linear até 55% de B em 15 min, gradiente linear até 100% de B em
3 min, isocratico com 100% de B por 2 min, e reequilibrio nas condices iniciais (5% de
B) por 5 min (tempo total de anélise de 25 min). A vazédo da fase movel foi fixada em
400 puL/min. Foi analisada uma replicata de cada parte da planta avaliada, e as amostras
ficaram armazenadas por cerca de doze meses ap0s a extracao, até serem analisadas.

Os cromatogramas foram adquiridos utilizando espectrémetro de massas de alta
resolucdo (HRMS) modelo maXis 4G g-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemanha) usando
fonte de electrospray nos modos de ion positivo e negativo, (ESI(+)-MS e ESI(—)-MS),
utilizando a ferramenta Auto-MS para obtencio de espectros MS2. As configuracdes do
instrumento MS utilizadas foram: deslocamento da placa terminal, 500 V; tenséo capilar,
3800 V; pressdo do nebulizador, 4 bar; fluxo de gas nitrogénio, 9 L/min e temperatura
igual a 200 °C. A taxa de espectro de aquisicdo foi de 3,00 Hz, monitorando uma faixa
de massa de 70 a 1200 m/z. A solucdo de formato de sodio (solugdo de NaOH 10 mM em
isopropanol/agua 50:50 contendo 0,2% de acido formico) foi injetada diretamente através
de uma vélvula de 6 portas no inicio de cada corrida cromatografica para calibragdo
interna das massas.

O sistema UHPLC-HRMS/MS foi operado utilizando o pacote Compass 1.7
(Bruker Daltonics, Alemanha), composto pelos softwares otofControl 3.4 e HyStar 3.2.
Os dados brutos foram processados utilizando o software DataAnalysis 4.2 (Bruker
Daltonics, Alemanha), e tratados com o algoritmo Dissect, em que é criada uma lista de
compostos com a média dos espectros de massas de primeira e segunda ordem para cada
composto, tornando possivel diferenciar picos sobrepostos.
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3.4.3 Analises dos espectros por UHPLC-HRMS

Para avaliar os espectros de primeira ordem (MS), foram utilizadas as ferramentas
SmartFormula e CompoundCrawler, constituintes do software DataAnalysis. O
SmartFormula utiliza o valor medido de massa/carga (m/z) para calcular possiveis
formulas moleculares, que sdo ordenadas em valores de erro em ppm — baseados na
diferenga entre a massa medida e a massa calculada —, e de mSigma — baseado na
diferenca entre o padrao de distribuicdo isotopica medido e o tedrico. Subsequentemente
ao SmartFormula, foi utilizado o CompoundCrawler, que realiza buscas das formulas
candidatas em bancos de dados disponiveis online, tais como PubChem e KEGG.

Para avaliar os espectros de segunda ordem (MS/MS), foi utilizada a ferramenta
MetFrag (Ruttkies et al., 2016), um software de acesso aberto baseado na web

(https://msbi.ipb-halle.de/MetFragBeta) para anotacdo de espectros de massas em tandem

de alta resolucdo. A identificacdo das estruturas quimicas dos compostos nas amostras foi
realizada através de um algoritmo de comparacdo dos valores de massa/carga obtidos nos
espectros analisados com moléculas candidatas fragmentadas in silico de diferentes
bancos de dados, tais como PubChem e KEGG. Desta forma, foi calculada uma pontuacao
(escore) usando as correspondéncias de pico de fragmento, fornecendo informacGes sobre
a qualidade da atribuicdo do espectro candidato.

As estruturas sugeridas de forma putativa por meio da avaliagcdo dos espectros de
primeira e segunda ordem foram compiladas em tabelas, e quando possivel, comparadas

com dados da literatura cientifica (Tabelas 1, 2 e 3).

3.4.4 Analises quantitativas dos extratos hidroetanolicos por UPLC-PDA-ELSD

As andlises quantitativas foram feitas atraves das curvas de calibragcdo dos
compostos sintéticos disponiveis, nas concentracfes entre 0,00025 e 0,01 mg/mL para 0s
flavonoides, e entre 0,1 e 4,0 mg/mL para a monocrotalina. As amostras e os padrdes das
curvas de calibracdo foram analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC) acoplada ao detector UV-Vis de arranjo de fotodiodos (PDA) e detector
evaporativo de espalhamento de luz (ELSD, do inglés evaporative light scattering
detector) (UPLC-PDA-ELSD). O sistema UPLC Acquity H-Class (Waters Technologies,
EUA) foi equipado com uma coluna C18 de fase reversa (Acquity UPLC HSS T3 2,1 mm
de didmetro x 150 mm de comprimento, particulas de 1,8 um; Waters Technologies,
Irlanda), mantida a 40 °C. Para a fase mdvel, foram utilizados os solventes agua (A) e
acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1% de &cido trifluoroacético. Os parametros
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da corrida cromatografica foram: proporcdo inicial de 5% de B, gradiente linear até 55%
de B em 15 min, gradiente linear até 100% de B em 3 min, isocratico com 100% de B por
2 min, e reequilibrio nas condigdes iniciais (5% de B) por 5 min (tempo total de analise
de 25 min). A vazao da fase maével foi fixada em 400 pL/min e o volume de injegdo igual
a 1 pL. O sistema UPLC-PDA-ELSD foi operado utilizando o software Empower 3
(Waters Technologies).

As configuracdes utilizadas no detector PDA foram: range de aquisic¢éo de 210 a
400 nm, resolucdo de 1,2 nm, taxa de aquisi¢cdo em 20 pontos/segundo, e os canais de
aquisicdo foram fixos em 248 nm para a daidzeina, 260 nm para a genisteina e 290 nm
para a naringenina, pois eram os comprimentos de onda de méaxima absorcéo para cada
um desses compostos (0s espectros UV desses compostos podem ser consultados no
Apéndice I11). As configuracdes do detector ELSD foram: nebulizador no modo cooling,

pressdo de nitrogénio a 40 psi e temperatura do drift tube a 50 °C.

3.5 Derivatizagdo

Para possibilitar as analises dos compostos nao volateis em cromatografia gasosa,
as amostras dos extratos hidroetandlicos foram derivatizadas utilizando o reagente
N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA) com o objetivo de aumentar a
volatilidade dos compostos. Para isso, uma aliquota de 1 mL dos extratos hidroetanolicos
de raizes, de folhas e de sementes foram previamente submetidos a uma extracdo de 3x
com 1 mL de éter etilico, para eliminar acUcares e outras moléculas com alta polaridade.
Analises prévias mostraram a presenca significativa de agucares, 0 que estava suprimindo
e coeluindo com compostos minoritarios de interesse. Ap0s a extracao, as fases organicas
em éter etilico foram combinadas, foi adicionada uma pequena quantidade de MgSO4
para eliminar possiveis resquicios de agua, e em seguida, as fases organicas em éter etilico
foram concentradas sob fluxo de nitrogénio para 300 uL. Em seguida, uma aliquota de
100 pL de cada extrato foi adicionada separadamente em frascos de 2 mL de vidro de
fundo cbnico, o solvente foi evaporado até a secura sob fluxo de nitrogénio, e 100 uL do
reagente de derivatizagdo MSTFA foi adicionado. A mistura amostra + agente
derivatizante foi deixada reagir sem agitacdo, a 70 °C em placa de aquecimento (C-MAG
HS 7, IKA) durante 60 min (Esquema 3) (Borges et al., 2006). Foram derivatizadas seis
replicatas para cada parte da planta avaliada. Apds a derivatizacdo, as amostras foram

conduzidas as analises quimicas.
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100 pL de MSTFA
- EEM ;__
= -y

Extragdo com  Aliquota de 100 pL  Evaporagio Adigao Amostra
éter etilico em do solvente do reagente +
funil de separacdo até secura derivatizante  reagente derivatizante

(70 °C durante 60 min)

Esquema 3. Metodologia utilizada para derivatizagdo (imagens pessoais).

3.6 Analises quimicas dos extratos derivatizados por GC-FID e GC-MS

Para as analises quantitativas dos compostos derivatizados, cada amostra foi
acrescida de 1 pL do padrdo interno (PI) &cido galico 1,0 mg/mL, preparado em etanol.
Posteriormente, as amostras com PI foram derivatizadas conforme metodologia descrita
em 3.5 e uma aliquota de 1 uL de cada amostra foi injetada no cromatdgrafo gasoso com
detector de ionizagéo de chama (CG-DIC ou GC-FID, do inglés gas chromatography with
flame ionization detector) (Agilent 7890A, EUA). Os compostos foram quantificados em
mg de composto/g de material vegetal.

O GC-FID estava equipado com uma coluna capilar apolar DB-5MS (0,25 mm
de didmetro x 30 m de comprimento e filme de 0,25 um; J&W Scientific, Folsom, CA,
EUA). As amostras foram analisadas usando um programa com gradiente de temperatura,
iniciando a 60 °C por 2 min, aumentando gradualmente 5 °C/min até atingir 180 °C,
seguido de um segundo gradiente de 3 °C/min até atingir 280 °C, que foi mantido por
10 min. Temperatura do injetor a 250 °C, e do detector a 270 °C, usando 0 modo splitless
e tendo o hélio como gés de arraste com fluxo de 1,5 mL/min. A quantificacdo dos
compostos produzidos pela planta foi realizada através da comparagéo das areas de cada
composto com a area do padréo interno utilizado, considerando-se o fator de resposta do
detector para todos os compostos igual a 1,0. Os dados foram coletados e analisados com
o software GC OpenLab CDS ChemStation (Agilent, EUA) e tabulados com o programa
Excel (Microsoft Office 2019, Microsoft Corporation, EUA).

Para as andlises qualitativas, uma aliquota de 1 uL de amostras previamente
selecionadas foram injetadas no cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de
massas (GC-MS) (Agilent 5975 MSD, China), equipado com um analisador quadrupolar
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e coluna capilar apolar DB-5MS (0,25 mm de diametro x 30 m de comprimento e filme
de 0,25 pum; J&W Scientific, Folsom, CA, EUA), fonte de ionizacdo por impacto de
elétrons (70 eV, a temperatura de 200 °C), temperatura do injetor a 250 °C, usando 0
modo splitless, interface a 280 °C. Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de
1,0 mL/min. O mesmo programa de temperatura descrito anteriormente foi utilizado. Os
dados foram coletados e analisados com o software MassHunter Workstation 10.1.49
(Agilent, EUA). Os compostos foram identificados na forma derivatizada através da
comparacdo do padrdo de fragmentacdo com os dados catalogados em bibliotecas
espectrais (NIST, 2020), pelo calculo do indice de retencdo (IR), e checados quando
possivel com padrBes auténticos também na forma derivatizada, na concentragcdo de
0,02 mg/mL.

Para o célculo do IR, uma mistura de padrdes de n-alcanos (Cs-Cao) 0,01 mg/mL
foi injetada nas mesmas condicGes anteriormente descritas, para comparacdo de
resultados com dados da literatura, da mesma forma como descrito no capitulo 1, para 0s
compostos volateis.

3.7 Anélises estatisticas

Os dados de quantidade total de compostos ndo volateis derivatizados de cada
classe quimica (acidos carboxilicos, &cidos fendlicos, flavonoides e alcaloides
pirrolizidinicos) de raizes, folhas e sementes foram avaliados para o requisito de
normalidade utilizando teste de Shapiro-Wilk, e quando os dados ndo tiveram
normalidade, foi aplicado o log. Na sequéncia, para avaliar se havia diferenca na
quantidade total de compostos ndo volateis, foi aplicada anélise de variancia (Anova) e
teste de Tukey, através do software estatistico R (Foundation for Statistical Computing,
versao 4.1.1) usando o pacote carData.

Para diferenciar os tratamentos e procurar as similaridades a partir do perfil dos
compostos ndo volateis derivatizados das raizes, folhas e sementes, foram realizadas
analises multivariadas de componentes principais (ACP ou PCA, do inglés principal
component analysis), usando a matriz de variancia-covariancia. Esta analise fornece uma
representacdo grafica dos compostos que mais contribuem para os niveis de agrupamento
dos tratamentos. A PCA foi realizada utilizando o software Past (Paleontological
Statistics, versao 4.04) (Hammer et al., 2001).
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3.8 Origem dos compostos

Os compostos quimicos &cido palmitico (99%), acido oleico (99%), &cido
estedrico  (99,5%), é&cido nonanoico (96%), acido benzoico (99,5%), acido
p-hidroxibenzoico (99%), acido cafeico (98%), acido vanilico (97%), acido galico
(97,5%), acido p-cumarico (98%), naringenina (95%), MSTFA (98,5%), é&cido
trifluoroacético (99%) e é&cido férmico (98%) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). O composto &cido decanoico (98%) foi obtido da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA). O composto monocrotalina (98%) foi obtido da Sigma-Aldrich (China).
Os compostos acido linoleico, daidzeina, genisteina e quercetina (95%) foram obtidos da
Cayman Chemical Company (Michigan, EUA). O acido heptadecanoico (97%) foi obtido
da Proton Research. Os solventes &lcool etilico (99,7%) e acetonitrila (99,98%) foram
obtidos da JT Baker (Cidade do México, México), e o éter etilico (99,8%) foi obtido da

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e re-destilado antes do uso.
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4. RESULTADOS

4.1 Analises qualitativas dos extratos hidroetanolicos por HPLC-UV

A partir das analises dos extratos hidroetanolicos por HPLC-UV, foi possivel
obter o perfil cromatografico de cada parte da planta avaliada. O método utilizado
apresentou uma separagdo eficiente dos compostos. O extrato de raizes apresentou um
perfil cromatografico com menor nimero de picos (Figura 2) comparado com o perfil
cromatografico obtido para os extratos de folhas e de sementes (Figuras 3 e 4). O extrato
de sementes apresentou um perfil cromatografico com uma maior quantidade de picos
(Figura 4).

Foram injetadas oito replicatas de cada parte da planta, e todas as replicatas
apresentaram repetibilidade no perfil cromatografico. Desta forma, foi possivel selecionar
uma amostra representativa de cada parte da planta, para posteriormente conduzir as
andlises por UHPLC-HRMS.
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Figura 2. Perfil cromatografico obtido na analise de HPLC-UV do extrato de raizes de
Crotalaria spectabilis, no comprimento de onda 260 nm.
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Figura 3. Perfil cromatografico obtido na analise de HPLC-UV do extrato de folhas de
Crotalaria spectabilis, no comprimento de onda 260 nm.
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Figura 4. Perfil cromatografico obtido na analise de HPLC-UV do extrato de sementes
de Crotalaria spectabilis, no comprimento de onda 260 nm.
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4.2 Andlises qualitativas dos extratos hidroetanélicos por UHPLC-HRMS

Os dados dos extratos hidroetandlicos analisados por UHPLC-HRMS foram
tratados com o algoritmo Dissect, que criou uma lista de compostos com a média dos
espectros de massas de primeira e de segunda ordens. No modo positivo de aquisicao dos
ions foi possivel detectar 68 picos nas raizes (Figura 5a e Tabela 1), 63 nas folhas
(Figura 6a e Tabela 2) e 77 nas sementes (Figura 7a e Tabela 3) de C. spectabilis. J& no
modo negativo, um nimero menor de picos foi detectado, com 39 nas raizes (Figura 5b e
Tabela 1), 52 nas folhas (Figura 6b e Tabela 2) e 55 nas sementes (Figura 7b e Tabela 3).
Os numeros dos picos em cada um dos cromatogramas sdo correspondentes aos niumeros
das Tabelas 1, 2 e 3. Os picos que estdo presentes nos cromatogramas, mas nao tém
numeracdo e ndo aparecem nas tabelas, ndo foram identificados por ndo obterem éxito ao
terem seus espectros comparados com espectros de moléculas candidatas fragmentadas
in silico de diferentes bancos de dados disponiveis.

Os compostos monocrotalina, daidzeina, genisteina, naringenina e &cido
p-cumarico foram confirmados com padrBes auténticos, e por isso obtiveram nivel de
confiancaigual a 1, de acordo com a definicdo dos niveis de confianca para a identificacdo
de um composto, proposta pela Metabolomics Standards Initiative (MSI), que pode ser
consultada no Anexo | (Blazenovic et al., 2018).

A andlise no modo de ion positivo permitiu a identificacdo dos alcaloides
pirrolizidinicos monocrotalina e monocrotalina N-6xido nas trés partes analisadas da
planta, 14-hidroximonocrotalina, 14-metilmonocrotalina, retusina, crotaleschenina,
crispatina e integerrimina nas sementes; dos flavonoides genisteina nas raizes e sementes,
apigenina, daidzeina e prunetina nas raizes, e naringenina nas sementes; e dos flavonoides
glicosilados isovitexina nas raizes, quercetina glicosilada nas folhas, rutina e isoorientina
nas sementes. J& a analise no modo de ion negativo permitiu a identificacdo dos
flavonoides genisteina nas raizes e nas sementes, apigenina e daidzeina nas raizes, e
naringenina nas sementes; dos flavonoides glicosilados quercetina glicosilada nas folhas
e isoorientina nas sementes; e do acido fendlico acido p-cumarico nas sementes. Nenhum

alcaloide pirrolizidinico foi detectado no modo de ion negativo.
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Figura 5. Perfil cromatografico de ions totais obtido na analise de UHPLC-HRMS do
extrato hidroetandlico de raizes de Crotalaria spectabilis, ap6s o uso do algoritmo
Dissect, analisados nos modos de ion (a) positivo e (b) negativo. Os nimeros dos

compostos sao correspondentes aos nimeros da Tabela 1.

Intens.
x108

20

0.5 4

0.0 -

Intens.

x105 ]

1 4

o

(a) 8
|
35
32
\ \6 ﬁ l i ﬁ \‘
L LN P LT a by A Uiy AN
2 4 6 8 10 12 14 16 Tempo de retengao (min)
(b)
32
| ‘ 35
‘20‘ 27 A
14 19
wh A N4 AAM“AAL,LW . , - ol gl |
2 4 6 8 10 12 14 16 Tempo de retengéo (min)

Figura 6. Perfil cromatografico de ions totais obtido na analise de UHPLC-HRMS do
extrato hidroetandlico de folhas de Crotalaria spectabilis, apds o uso do algoritmo
Dissect, analisados nos modos de ion (a) positivo e (b) negativo. Os nimeros dos

compostos sao correspondentes aos nimeros da Tabela 2.
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Figura 7. Perfil cromatogréfico de ions totais obtido na anélise de UHPLC-HRMS do
extrato hidroetanélico de sementes de Crotalaria spectabilis, ap6s o uso do algoritmo
Dissect, analisados nos modos de ion (a) positivo e (b) negativo. Os nimeros dos
compostos sao correspondentes aos nimeros da Tabela 3.
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Tabela 1. Dados cromatogréaficos e de espectrometria de massas dos compostos identificados na analise do extrato hidroetandlico de raizes de Crotalaria
spectabilis, por UHPLC-HRMS/MS, nos modos de ion positivo e negativo. O nimero de cada composto corresponde ao numero do pico marcado no
cromatograma da Figura 5.

» T.R. lonprecursor Formula Erro

(min)  (m/2) molecular neutra  (ppm) Composto Fragmentagcdes MS/MS (m/z)  Classe quimica N.C. Referéncia
Modo Positivo
94.0646, 120.0802, 121.0879, Scupinari et al.,
. 138.0909, 164.1064, 194.1166, T 2020; Zhang et al.,
6 320 326.1597 C16H23NOs 0.0 Monocrotalina 237.1353 238.1412, 280.1538, Alcaloide pirrolizidinico 1 2017 Prada et al.,
298.1643 2020.
94.0651, 119.0725, 120.0795, Prada et al., 2020;
8 423 342.1545 C16H23NOy 0.7 Monocrotalina N-6xido 136.0754, 137.0827, 138.0886, Alcaloide pirrolizidinico 2 Scupinari et al.,
236.1276, 296.1484 2020.
12 511 579.1723 C27H30014 -2.6 Flavonoide glicosilado N.I. i??g?gg 256.0684, 297.0749, Flavonoide glicosilado 3 -
137.0228, 201.0539, 215.0690, Yoo et al., 2004;
18 6.16 433.1141 C21H20010 -3.3 Isovitexina 239.0695, 271.0597, 272.0628, Flavonoide glicosilado 2  Tangetal., 2017,
273.0648 Xie et al., 2017.
. L 137.0224, 199.0745, 227.0692, . L
22 698 417.1189 C21H2009 -2.4 Flavonoide glicosilado N.I. 255.0646, 256.0679. 257.0707 Flavonoide glicosilado 3 -
25 763 5191139  CoHpOus 1.0 Flavonoide glicosilado N.I. ;3;82;3 201.0543, 271.0595,  rpovonoide glicosilado 3 -
26 7.68 417.1184 C21H2009 -0.8 Flavonoide glicosilado N.I. ;g?g;ii 255.0644, 256.0687, Flavonoide glicosilado 3 -
. L 199.0744, 227.0700, 255.0647, . L
31 8.38 503.1195 C24H2,012 -2.5 Flavonoide glicosilado N.I. 256.0681, 257.0702 Flavonoide glicosilado 3 -
137.0227, 173.0593, 197.0589, Ko et al., 2004;
36 949 271.0598 Ci5H100s 15 Apigenina 201.0540, 202.0571, 215.0695, Flavonoide 2 Renieretal.,, 2008;
243.0637, 253.0482 Sinan et al., 2020.
37 955 5191134 C24H22,013 -0.5 Flavonoide glicosilado N.I.  271.0591, 272.0628 Flavonoide glicosilado 3 -
137.0227, 153.0691, 181.0643,
40 10.56 255.0650 Ci5H1004 1.3 Daidzeina 199.0748, 200.0779, 227.0694,  Flavonoide 1  Koetal, 2004.
237.0539
137.0226, 197.0586, 213.0535, Awouafack et al.,
42 10.87 285.0753 C16H1205 2.3 Prunetina 225.0533, 253.0478, 269.0447, Flavonoide 2 2011; Beszterda et
270.0513, 271.0550 al., 2020.
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149.0228, 153.0176, 197.0594,
215.0694, 243.0645

123.0435, 171.0798, 185.0952,
46 18.47 323.1274 C20H1804 1.2 Flavonoide N.I. 187.0748, 199.0733, 200.0822, Flavonoide 3 -
201.0897, 213.0898

45 1249 271.0597 Ci5H100s 2.1 Genisteina Flavonoide 1 Elgindi et al., 2009.

Modo Negativo

22 6.94 415.1026 C21H2009 2.2 Flavonoide glicosilado N.I.  252.0418, 253.0497, 254.0524  Flavonoide glicosilado 3 -
Ko et al., 2004;
36 948 2600449  CisHiOs 21 Apigenina 239033;'713250822'7122'%3& Flavonoide 2 Renier etal., 2008;
' ' ' ’ ' Sinan et al., 2020.
91.0183, 133.0288, 135.0081,
40 10.54 253.0500 Ci5H1004 24 Daidzeina 197.0598, 209.0600, 224.0465, Flavonoide 1 Ko et al., 2004.
225.0547
45 1245 269.0446 Ci5H1005 1.3 Genisteina 133.0286 Flavonoide 1 Elgindi et al., 2009.
46 18.47 321.1125 CooH1804 2.4 Flavonoide N.I. 91.0544, 109.0288, 135.0447, Flavonoide 3 -

173.0601, 199.0760

T.R.: Tempo de retencéo.
N.C.: Nivel de confianga (a descri¢do dos niveis de confianga pode ser consultada no Anexo I).
N.1.: Néo identificado.

Tabela 2. Dados cromatograficos e de espectrometria de massas dos compostos identificados na analise do extrato hidroetandélico de folhas de Crotalaria
spectabilis, por UHPLC-HRMS/MS, nos modos de ion positivo e negativo. O nimero de cada composto corresponde ao nimero do pico marcado no
cromatograma da Figura 6.

T.R.  lon precursor Férmula Erro

N*® (min) (m/z) molecular neutra  (ppm)

Composto Fragmentacdes MS/MS (m/z)  Classe quimica N.C. Referéncia

Modo Positivo

94.0649, 95.0726, 120.0807,

121.0883, 138.0913, 164.1069, Scupinari etal., 2020;

6 319 326.1611 C16H23NOs -4.0 Monocrotalina 104.1178, 237.1362. 238.1421. Alcaloide pirrolizidinico 1 g?aa:jnfeitaz?l.,foozloﬁ
280.1549, 298.1652 N ‘
94.0650, 118.0651, 119.0729,

8 421 342.1575 C16H23NO7 -8.8 Monocrotalina N-6xido 120.0805, 136.0758, 137.0836, Alcaloide pirrolizidinico Prada et al., 2020,

138.0893, 154.0863, 236.1287,
253.1315, 296.1498

Scupinari et al., 2020.
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14 555 597.1482
20 6.55 595.1689
27 7.86  759.1817
32 8.79 449.1093
35 9.24  757.2022

41 10.76 757.2010

Modo Negativo

14 555 595.1318
19 6.16 771.2002
20 6.54 593.1524
27 7.84  757.1626
32 880 447.0932
35 9.25 755.1819

Ca6H28016

Ca7H30015

CasH34019

Ca1H20011

CasH36018

CasH36018

Ca6H28016

CasHs0021

Ca7H30015

CasH34019

C21H20011

CasH36018

-2.0

-1.9

-2.2

0.1

0.0

11

Quercetina 3-O-[beta-D-
xilosil-(1->2)-beta-D-
glucosideo]

Flavonoide glicosilado N.I.
Flavonoide glicosilado N.I.

Quercetina-O-
desoxihexosideo

Flavonoide glicosilado N.I.

Flavonoide glicosilado N.I.

Quercetina 3-O-[beta-D-
xilosil-(1->2)-beta-D-
glucosideo]

Flavonoide glicosilado N.I.
Flavonoide glicosilado N.I.
Flavonoide glicosilado N.I.

Quercetina-O-
desoxihexosideo

Flavonoide glicosilado N.I.

303.0505, 304.0533, 305.0550,
465.1044, 466.1080

85.0283, 287.0558, 288.0584,

289.0610, 449.1098, 450.1133
97.0282, 115.0387, 163.0392,

217.0498, 277.0711, 295.0814,
303.0503, 465.1042

129.0544, 147.0649, 303.0510,
304.0539, 305.0559

109.0282, 119.0488, 147.0444,
148.0475, 165.0547, 291.0871,
303.0504, 309.0979, 419.1354
147.0443, 148.0476, 291.0858,
303.0501, 304.0530, 309.0980

299.0201, 301.0346, 462.0806,
463.0873

301.0351, 462.0816, 463.0892

283.0245, 285.0405, 446.0856

301.0351, 463.0885, 464.0919,
595.1109

151.0034, 178.9983, 255.0291,
271.0242, 272.0285, 300.0270,
301.0338, 302.0370

178.9980, 300.0269, 301.0346,
609.1459, 610.1496

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado
Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Scupinari et al., 2020.

Scupinari et al., 2020.

T.R.: Tempo de retencéo.

N.C.: Nivel de confianca (a descricdo dos niveis de confianga pode ser consultada no Anexo ).

N.I.: No identificado.
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Tabela 3. Dados cromatograficos e de espectrometria de massas dos compostos identificados na analise do extrato hidroetandlico de sementes de
Crotalaria spectabilis, por UHPLC-HRMS/MS, nos modos de ion positivo e negativo. O numero de cada composto corresponde ao nimero do pico
marcado no cromatograma da Figura 7.

. T.R.
(min)

fon precursor
(m/z)

Modo Positivo

1 111
2 123
3 201
4 262
5 282
6 3.09
7 4.00
8 422
9 44

156.1019

342.1553

342.1549

326.1616

340.1759

326.1622

340.1757

342.1563

340.1763

Formula
molecular neutra

CgH13sNO2

C16H23NO7

C16H23NO7

C16H23NOs

C17H25NOs

C16H23NOs

C17H25NOs

C16H23NO7

C17H25NOs

Erro
(ppm)

-1.9

-1.0

-1.1

-7.3

-1.3

-2.9

Composto

Heliotridina

14-Hidroximonocrotalina

Alcaloide pirrolizidinico N.1.

Alcaloide pirrolizidinico N.I.

Alcaloide pirrolizidinico N.1.

Monocrotalina

Alcaloide pirrolizidinico N.I.

Monocrotalina N-6xido

14-Metilmonocrotalina

Fragmentacdes MS/MS (m/z)

87.0438, 98.9837, 110.0336,
110.0957, 120.0803, 135.0298,
138.0912, 153.0409

94.0651, 120.0805, 121.0876,
132.1016, 138.0913, 140.1059,
210.1126, 228.1233, 253.1300,
296.1480, 324.1444

94.0647, 120.0804, 121.0880,
138.0912, 140.1066, 210.1125,
228.1230, 253.1304, 296.1490,
324.1442

94.0650, 120.0808, 121.0884,
138.0912, 194.1177, 210.1122,
228.1223, 237.1362

94.0644, 107.0725, 120.0803,
134.0958, 135.1039, 198.1125,
251.1514

94.0652, 106.0649, 108.0807,
120.0814, 121.0893, 122.0952,
138.0915, 164.1072, 184.0971,
194.1180, 237.1365, 238.1420,
280.1548, 298.1653

94.0643, 120.0803, 121.0879,
138.0909, 208.1329, 251.1523,
294.1704

94.0647, 118.0648, 119.0724,
120.0802, 136.0756, 137.0833,
236.1278

94.0649, 120.0805, 121.0881,
138.0910, 164.1067, 208.1332,
236.1275, 251.1515, 294.1699

Classe quimica

Alcaloide

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

N.C. Referéncia

N

Prada et al.,
2020.

Prada et al.,
2020;
Scupinari et
al., 2020;
Zhang et al.,
2017.

Prada et al.,
2020;
Scupinari et
al., 2020.

Prada et al.,
2020.
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10

11

13

15

16

17

21

23

28

30

33

38

43

44

4.71

4.99

5.32

5.56

5.90

6.02

6.55

7.10

7.87

8.29

8.81

9.49

10.87

12.36

310.1647

312.1806

310.1646

310.1649

773.2153

611.1636

595.1676

336.1806

289.0705

305.0655

449.1089

787.2093

289.0713

273.0760

C16H23NOs

C16H25NOs

C16H23NOs

C16H23NOs

Ca3H0021

Ca7H30016

Ca7H30015

C18H25NOs

C15H1206

CisH1207

C21H20011

Ca7H3g019

C15H1206

C15H1205

0.3

1.2

0.7

-2.6

3.5

-1.2

0.4

0.3

-2.4

-1.7

-2.0

-1.1

Alcaloide pirrolizidinico N.I.

Retusina

Crotaleschenina

Crispatina

Flavonoide glicosilado N.I.

Rutina

Flavonoide glicosilado N.I.

Integerrimina

Flavonoide N.I.

Flavonoide N.I.

Isoorientina

Flavonoide glicosilado N.I.

Flavonoide N.I.

Naringenina

94.0648, 120.0803, 121.0842,
138.0907

96.0800, 120.0803, 122.0959,
140.1067, 158.1173, 266.1747,
284.1854

94.0647, 120.0800, 138.0909,
156.1007, 282.1700

94.0649, 120.0798, 138.0907,
266.1379

85.0280, 129.0541, 303.0498,
304.0524, 465.1033, 466.1051,
611.1620

85.0282, 129.0542, 303.0501,
304.0532, 305.0547, 465.1035,
466.1064, 467.1073

85.0280, 129.0535, 287.0546,
288.0588, 449.1078

94.0650, 120.0801, 138.0911,
308.1858

135.0437, 153.0177, 163.0377

123.0437, 149.0229, 153.0178,
185.0594, 213.0539, 231.0648,
241.0488, 259.0594, 287.0542

124.0383, 153.0175, 229.0485,
303.0496, 304.0512

85.0281, 177.0542, 178.0572,
303.0490, 304.0530, 321.0961,
339.1071, 641.1512, 642.1533
89.0382, 107.0485, 117.0329,
123.0436, 135.0436, 145.0280,
153.0181, 154.0211, 163.0388,
164.0422, 179.0332, 271.0594
91.0538, 119.0486, 123.0435,
147.0438, 148.0472, 153.0180,
154.0211, 255.0640

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Alcaloide pirrolizidinico

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Alcaloide pirrolizidinico

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado

Flavonoide

Flavonoide

Prada et al.,
2020.

Prada et al.,
2020.

Prada et al.,
2020.

Prada et al.,
2020.

Sutel al.,
2020; Sinan et
al., 2020.

Prada et al.,
2020; Zhang et
al., 2017.

Deepha et al.,
2014; Xie et
al., 2017.

Ko et al.,
2004; Sinan et
al., 2020.
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45 12.48 271.0597

Modo Negativo

16 5.88 771.2022
24 7.45 163.0400
29 7.90 449.1097
30 831 303.0520
33 881 447.0945
34 8.90 433.1149
39 9.57 287.0568
43 10.86 287.0572
44 1236 271.0626
45 1246 269.0463

C15H1005

Ca3Hs0021

CoHgO3

Ca1H22011

CisH1207

Ca1H20011

Ca1H22020

C15H1206

C15H1206

C15H1205

C15H1005

2.4

Genisteina

Flavonoide glicosilado N.I.

Acido p-cumérico

Flavonoide glicosilado N.I.

Flavonoide N.I.

Isoorientina

Flavonoide glicosilado N.I.

Flavonoide N.I.

Flavonoide N.I.

Naringenina

Genisteina

91.0538, 119.0488, 147.0436,
153.0178, 215.0697, 243.0646,
253.0483

299.0197, 462.0818, 463.0858,
609.1480

119.0502

135.0451, 151.0039, 175.0039,
287.0568, 288.0603

83.0134, 123.0452, 125.0245,
151.0039, 152.0112, 153.0192,
175.0402, 217.0510, 275.0570,
285.0414

135.0451, 151.0039, 255.0304,
271.0251, 287.0568, 300.0282,
301.0349, 302.0382

271.0618

125.0243, 177.0561, 259.0619

83.0138, 107.0136, 135.0453,
136.0486, 151.0040

83.0135, 93.0343, 107.0138,
119.0505, 120.0537, 151.0041,
177.0196, 187.0407

119.0503, 133.0294

Flavonoide

Flavonoide glicosilado
Fendlico

Flavonoide glicosilado

Flavonoide

Flavonoide glicosilado

Flavonoide glicosilado
Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Elgindi et al.

2009.

Sinan et al.,
2020.

Deepha et al
2014; Xie et
al., 2017.

Koetal.,
2004; Sinan
al., 2020

Elgindi et al.

20009.

et

T.R.: Tempo de retencéo.

N.C.: Nivel de confianca (a descricdo dos niveis de confianga pode ser consultada no Anexo ).

N.I.: No identificado.
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4.3 Andlises quantitativas dos extratos hidroetanolicos por UPLC-UV-ELSD

A andlise quantitativa dos extratos hidroetandlicos através das curvas de
calibracdo (Figura 8) permitiu a quantificacdo dos compostos daidzeina e genisteina nas
raizes, e monocrotalina, naringenina e genisteina nas sementes (Tabela 4). Os compostos
monocrotalina nas raizes, daidzeina nas sementes e 0s quatro compostos nas folhas nédo
estavam presentes nas amostras a nivel de detec¢do, e por isso ndo foram quantificados
nestas partes da planta. Os espectros UV desses compostos nas amostras e de seus

respectivos padrdes podem ser consultados no Apéndice I11.

(a) (b)

(c) (d)

o .
042 0 4+%

Concentragdo (mg/mL) Concentracdo (mg/mL)

Figura 8. Curvas de calibracdo dos padrdes de (a) monocrotalina, (b) daidzeina,
(c) naringenina e (d) genisteina.

Tabela 4. Quantidade média dos compostos monocrotalina, daidzeina, naringenina e
genisteina produzidos por raizes e sementes de Crotalaria spectabilis (media + erro
padréo, em mg/g).

Composto T.R. (min) Raizes (mg/g) Sementes (mg/g)
Monocrotalina 3.99 - 27.721 £ 1.005
Daidzeina 9.53 0.197 £ 0.064 -
Naringenina 11.21 - 0.214 £ 0.003
Genisteina 11.33 0.033 + 0.006 0.013 + 0.0002

T.R.: Tempo de retencéo.
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4.4 Andlises quimicas dos extratos derivatizados por GC-FID e GC-MS

A andlise por GC-MS dos extratos derivatizados permitiu a detecgdo de 20
compostos nas raizes (Figura 9), 21 compostos nas folhas (Figura 10) e 26 compostos nas
sementes (Figura 11) de C. spectabilis, conforme demonstra a Tabela 5. Os nimeros dos
picos em cada um dos cromatogramas sdo correspondentes aos nimeros da Tabela 5. Os
espectros de massas correspondentes aos compostos identificados estdo apresentados no
Apéndice I.

Todos os compostos encontrados nos extratos foram detectados pelo GC-MS em
sua forma derivatizada. Para os alcaloides pirrolizidinicos nao identificados, foi feita uma
prévia identificacdo da classe quimica, com base na anélise dos padrdes de fragmentacéo,
que é comum a esta classe, gerando ions caracteristicos em m/z 93, 120, 136 e 236 (Flores
et al., 2009). Os espectros de massas correspondentes a esses compostos estdo
apresentados no Apéndice IV.

Foram identificados quatro compostos fendlicos nos extratos de C. spectabilis
(Tabela 5), sendo os acidos p-hidroxibenzoico e p-cumarico encontrados em raizes, folhas
e sementes, 0 &cido vanilico em raizes e folhas, e 0 &cido cafeico somente nas folhas. Os
alcaloides pirrolizidinicos foram identificados nas sementes. A monocrotalina, que é
encontrada em grande quantidade nas sementes de crotalaria (Scupinari et al., 2020), foi
também detectada na analise por LC-MS nas raizes e nas folhas, no modo de ion positivo
(Figuras 5a e 6a), indicando que pode haver translocacao desse composto da semente para
outras partes da planta, conforme o seu desenvolvimento. Esse composto ndo foi
detectado nem a nivel de tragos nas raizes e nas folhas nas analises por GC-MS.

Os compostos da rota das lipoxigenases como os &cidos linoleico, a-linolénico,
acidos cis e trans 9-octadecenoico e 0 4cido estearico foram identificados em todas as
partes da planta avaliadas nas analises por GC-MS, sendo que os &cidos a-linolénico e
cis-9-octadecenoico (compostos 16 e 17) estavam coeluindo no mesmo pico. Os
flavonoides identificados por GC-MS, todos na forma aglicona, foram naringenina nas
sementes, quercetina nas folhas, e genisteina e daidzeina nas trés partes avaliadas.
Diversos flavonoides glicosilados foram identificados nas analises por LC-MS, mas nao

foram detectados nas analises por GC-MS.
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Figura 9. Perfil cromatografico obtido na andlise por GC-MS dos extratos derivatizados com MSTFA de raizes de Crotalaria spectabilis. Os

nimeros dos compostos sdo correspondentes aos nimeros da Tabela 5.
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Figura 10. Perfil cromatografico obtido na analise por GC-MS dos extratos derivatizados com MSTFA de folhas de Crotalaria spectabilis. Os

nimeros dos compostos sdo correspondentes aos nimeros da Tabela 5.
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Figura 11. Perfil cromatografico obtido na analise por GC-MS dos extratos derivatizados com MSTFA de sementes de Crotalaria spectabilis. Os
nimeros dos compostos sdo correspondentes aos nimeros da Tabela 5.

Tabela 5. Quantidade média dos compostos identificados nas analises por GC-MS dos extratos derivatizados com MSTFA de raizes, folhas e
sementes de Crotalaria spectabilis (média £ erro padrao, em mg/g). O nimero de cada composto corresponde ao nimero do pico marcado nos
cromatogramas das Figuras 9, 10 e 11.

Formula

N° Composto IR molecular Classe quimica Raizes Folhas Sementes

1 Acido benzoico (TMS) 1247  CyoH1405Si Acido carboxilico 0.056 + 0.007 0.050 + 0.012 0.046 + 0.003
2 Acido succinico bis(TMS) * 1312 CyoH220.Si> Acido carboxilico 0.023 + 0.006 0.040 + 0.009 0.043 £ 0.001
3 Acido fumarico bis(TMS) * 1351  CioH2004Si>  Acido carboxilico 0.010 + 0.003 0.010 + 0.001 0.016 + 0.001
4 Acido nonanoico (TMS) 1360  Ci2H2602Si Acido carboxilico 0.018 £ 0.005 0.009 £ 0.001 0.016 £ 0.001
5  Acido glutarico bis(TMS) * 1403 C11H2404Si> Acido carboxilico 0.006 £ 0.001 0.013 £ 0.003 0.008 £ 0.001
6 Acido decanoico (TMS) 1457  Ci3H2s0,Si Acido carboxilico 0.014 + 0.005 0.012 + 0.002 0.014 +0.001
7 Acido p-hidroxibenzoico bis(TMS) 1623  Ci3H20:Si,  Acido fendlico 0.018 + 0.004 0.015 + 0.005 0.049 + 0.002
8  Acido vanilico bis(TMS) 1758  CiH2404Si;  Acido fendlico 0.013+0.003 0.080 + 0.023 0.028 + 0.001
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9  Acido tetradecanoico (TMS) * 1846  Ci7H360-Si Acido carboxilico 0.016 £ 0.003 0.011 £ 0.002 0.020 £ 0.002
10 Acido p-cumérico bis(TMS) 1933  CisH2403Si; Acido fenélico 0.016 £ 0.002 0.021 £ 0.004 0.060 £ 0.002
11  Acido pentadecanoico (TMS) 1945  CigH30,Si Acido carboxilico 0.181 + 0.082 - -
12 Acido palmitico (TMS) 2044 Ci9Ha00:Si Acido carboxilico 1.324 £0.120 0.402 £ 0.035 0.396 £ 0.010
13 Acido cafeico tris(TMS) 2133 CigH304Sis  Acido fendlico - 0.009 + 0.002 -
14 Acido heptadecanoico (TMS) 2143  CyoHa20,Si Acido carboxilico 0.023 £ 0.002 0.008 £ 0.001 0.009 £ 0.001
15  Acido linoleico (TMS) 2206  Cu1HaoO:Si Acido carboxilico 1.224 £ 0.082 0.222 + 0.033 0.362 +0.024
16  Acido a-linolénico (TMS) 2211  Cy1H3s0,Si Acido carboxilico

o ) ) a o 0.382 +£0.033 1.028 £ 0.112 0.112 +0.009
17  Acido cis-9-octadecenoico (TMS) 2214 CyH40,Si Acido carboxilico
18  Acido trans-9-octadecenoico (TMS) 2220  Cy1H420,Si Acido carboxilico 0.049 + 0.008 0.009 + 0.001 0.019 + 0.002
19  Acido estearico (TMS) 2242 Cy1HaaO,Si Acido carboxilico 0.186 +0.018 0.110 + 0.007 0.088 + 0.002
20 Alcaloide pirrolizidinico N.I. * 2321 - Alcaloide pirrolizidinico - - 0.066 £ 0.003
21 Alcaloide pirrolizidinico N.I. * 2358 - Alcaloide pirrolizidinico - - 0.041 £ 0.003
22 Monocrotalina (TMS) 2379 Ci9Hz1NOeSi  Alcaloide pirrolizidinico - - 0.288 + 0.022
23 Alcaloide pirrolizidinico N.I. * 2459 - Alcaloide pirrolizidinico - - 0.063 £ 0.005
24 Alcaloide pirrolizidinico N.I. * 2531 - Alcaloide pirrolizidinico - - 0.367 £ 0.027
25 Alcaloide pirrolizidinico N.I. * 2547 - Alcaloide pirrolizidinico - - 0.109 £ 0.025
26  Naringenina tris(TMS) 2861  Cu4H3605Sis Flavonoide - - 0.036 + 0.004
27 Daidzeina bis(TMS) 2898  Cu4H340s5Sis Flavonoide 0.135+0.034 0.010 + 0.005 0.017 £ 0.001
28 Genisteina tris(TMS) 2930  Cu1H2604Si2 Flavonoide 0.019 + 0.002 0.015 + 0.001 0.015 +0.001
29 Quercetina penta(TMS) 3174 C3oHs007Sis Flavonoide - 0.021 +0.004 -
TMS: Trimetilsilil.

* Tentativa de identificacdo dos compostos.
IR: indice de retencéo calculado em coluna DB-5MS.

N.l.: Nao identificado.
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Para as analises estatisticas por classe quimica, dos compostos derivatizados, foi
possivel observar diferencas significativas entre as produgfes por cada parte da planta.
Para os acidos carboxilicos, todas as trés partes da planta avaliadas apresentaram
diferenca significativa (F = 64,259; gl = 2; p < 0,001). Para os &cidos fendlicos e
flavonoides, ndo houve diferenca significativa na producao entre as folhas e as sementes,
mas houve diferenca entre as raizes comparada com as folhas e sementes (acidos
fendlicos: F = 8,509; gl = 2; p = 0,003 e flavonoides: F = 7,365; gl = 2; p = 0,006). E
quanto a classe dos alcaloides pirrolizidinicos, foram produzidos somente pelas sementes
(Figura 12).
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Figura 12. Quantidade total de compostos dos extratos derivatizados com MSTFA das
raizes, folhas e sementes de Crotalaria spectabilis (soma £ erro padrdo, em mg/g),
separados pelas classes quimicas (a) &cidos carboxilicos, (b) éacidos fendlicos,
(c) flavonoides e (d) alcaloides pirrolizidinicos. Barras seguidas pela mesma letra entre
os tratamentos ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (o = 95%).
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De acordo com o diagrama obtido pela PCA (Figura 13) para 0s compostos nao
volateis derivatizados das raizes, folhas e sementes de crotalaria, é possivel observar a
separagdo entre as trés partes da planta avaliados, e destaca-se e a contribuicdo dos
compostos acido palmitico (TMS) e acido linoleico (TMS) para as raizes, dos acidos
a-linolénico (TMS) e cis-9-octadecenoico (TMS) para as folhas, e dos alcaloides

pirrolizidinicos monocrotalina (TMS) e um dos ndo identificados para as sementes.

Raizes Acido a-linolénico (TMS) +
Folhas acido cis-9-octadecengico (TMS)

® Sementes & 0.8

0.6

Acido palmitico (TMS)

Acido linoleico (TWIS)

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.5 1.0 1.5 2.0
Monocrotalina (TMS)
-0.

Componente 2 (29,23 %)

Alqaloide pirrolizidinico N.I.
0.4

-0.6 4

-0.8

Componente 1 (65,35 %)

Figura 13. Analise de componentes principais dos compostos ndo volateis derivatizados
com MSTFA das raizes, folhas e sementes de Crotalaria spectabilis.
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5. DISCUSSAO

As plantas do género Crotalaria sintetizam alcaloides pirrolizidinicos e seus
N-oOxidos (Prada et al., 2020; Scupinari et al., 2020), bem como uma diversidade de
flavonoides (Awouafack et al., 2011; Hu et al., 2017). Neste trabalho, foi avaliado o perfil
quimico dos metabdlitos secundarios nao volateis de C. spectabilis, pertencentes as duas
classes quimicas anteriormente citadas. Muitos dos compostos identificados estdo de
acordo com trabalhos ja publicados na literatura para diferentes espécies deste género, o
que pode ser verificado pelas referéncias contidas nas Tabelas 1, 2 e 3.

Para a obtencéo do perfil quimico de compostos nao voléateis, foram utilizadas as
técnicas de cromatografias liquida e gasosa acopladas ao espectrdmetro de massas
(LC-MS e GC-MS). Para a analise deste tipo de metabdlitos secundarios, a técnica mais
usualmente utilizada é a cromatografia liquida, por serem compostos de maior polaridade
e peso molecular, e consequentemente pouco ou nao volateis e termolébeis, e assim ndo
serem adequados para analises em cromatografia gasosa, que é mais apropriada para a
analise de compostos volateis (Allwood & Goodacre, 2010). Porém, com uma reacdo de
derivatizacdo, torna-se viavel a analise desse tipo de compostos por cromatografia gasosa,
uma vez que ela reduz a polaridade do composto e aumenta a sua volatilidade (Takeo et
al., 2017; Beale et al., 2018) mantendo a estrutura quimica semelhante a original. A
desvantagem é o aumento de etapas experimentais até a preparacdo final da amostra que
sera analisada, visto que, para isso, € necessario fazer uma etapa de extracdo e
posteriormente a reagdo com o reagente derivatizante, o que leva a um gasto maior de
tempo e torna este método mais complexo e trabalhoso.

Além disso, para amostras complexas, 0 método utilizado no cromatografo gasoso
precisa ser longo e com uma rampa de temperatura com um gradiente mais lento, uma
vez que, mesmo que a reagdo confira volatilidade aos compostos, ainda assim eles tém
maior peso molecular e precisam de temperaturas elevadas para volatilizarem e chegarem
até o detector. Ja na cromatografia liquida, ndo ha a necessidade de derivatizar os
compostos antes da analise.

Ainda assim, a técnica de LC-MS possui desvantagens, como a supressao de sinal
devido a efeitos de matriz, especialmente quando € usada ionizacdo por electrospray
(Pezzatti et al., 2020), e a falta de reprodutibilidade, uma vez que os espectros de massas
gerados dependem das condigdes experimentais, como energia utilizada, composicao da

fase movel e solvente utilizado na amostra, situagdo que ndo ocorre na ionizagdo por
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elétrons em GC-MS, que fornece espectros altamente reprodutiveis e independentes
desses fatores, e devido a essa capacidade de reproduzir consistentemente padrdes de
fragmentacéo, as bibliotecas de GC-MS sdo melhores desenvolvidas em comparagéo com
as de LC-MS, que dependem de bancos de dados e softwares de fragmentacéo in silico
para comparacgdo dos espectros MS/MS, que apesar de ser realizada para reduzir erros,
ainda apresentam varias limitacbes (Dudzik et al., 2018; Zeki et al., 2020; Pezzatti et al.,
2020). Além disso, os indices de retencdo em cromatografia gasosa sdo usados como uma
etapa secundaria independente de massa na identificacdo de metabdlitos, o que também
aumenta a confiabilidade na identificacdo (Zeki et al., 2020).

Desta forma, identificar metabdlitos em LC-MS é uma etapa desafiadora. Todas
essas ferramentas sdo Uteis para auxiliar, porém, devido a variabilidade dos compostos
sugeridos ser muito grande, ainda é imprescindivel o olhar do especialista. A medida que
a tecnologia avanca, e com a quantidade de bancos de dados disponiveis, os algoritmos
tendem a ficar cada vez melhores e mais confiaveis.

Na metabolomica por exemplo, para a elucidagdo completa de uma estrutura, sao
requeridas diversas informacfes do composto, que nem sempre sdo de facil acesso, e
devido a isso, é possivel determinar diferentes niveis de confianca para a identificacdo de
um composto, através das descriches estabelecidas pela Metabolomics Standards
Initiative (MSI), que definiu niveis de confianga de 0 a 4, aumentando-se a confianga
conforme diminui-se o valor do nivel, a depender da combinacdo de uma, duas ou mais
propriedades ortogonais (descricdes de cada nivel podem ser consultadas no Anexo 1)
(Blazenovic et al., 2018; Pezzatti et al., 2020). Nas analises por LC-MS apresentadas
neste capitulo, foi observado que alguns flavonoides glicosilados ndo tiveram
identificacdo precisa da estrutura, mas foi possivel dizer a qual classe quimica pertenciam,
0 que se encaixa no nivel 3 de confianga para a tentativa de identificacdo de um composto,
por exemplo.

Cabe ressaltar que esses flavonoides glicosilados foram encontrados com variadas
estruturas e ions precursores nas analises por LC-MS, mas ndo foram detectados no
GC-MS. Esses compostos possuem diversas hidroxilas e alto peso molecular, e quando
derivatizados, ficam fora do alcance de massas do GC-MS utilizado. Em contrapartida,
uma diversidade de &cidos fenolicos e carboxilicos foi encontrada nas analises por
GC-MS e nédo foram detectados nas anéalises por LC-MS, uma vez que estes compostos
tém uma capacidade de ionizagdo por electrospray muito baixa. Este fato nos ajuda a
concluir que o ideal é a combinag&o entre as técnicas de GC-MS e LC-MS, para se obter
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a identificacdo precisa dos metabdlitos, visto que cada uma das técnicas possui vantagens
exclusivas entre si e sdo mais adequadas para cada tipo de metabdlito que se deseja
identificar.

Os alcaloides pirrolizidinicos foram detectados nos extratos de sementes pelas
duas técnicas, e o alcaloide pirrolizidinico majoritario monocrotalina foi identificado por
LC-MS em todas as partes analisadas da planta, mas ndo foi encontrado nas raizes e folhas
por GC-MS, e isso se deve a menor sensibilidade da técnica. Nas anélises de LC-MS foi
utilizada uma aliquota do extrato, que corresponde a 0,02 mg de material vegetal por puL
para as raizes e 0,04 mg/uL para as folhas e sementes, ja na anélise de GC-MS utilizou-se
o correspondente a 0,07 mg de material vegetal por uL para raizes ¢ 0,17 mg/uL para
folhas e sementes, o que indica a maior sensibilidade da técnica de LC-MS em relagdo a
técnica de GC-MS para esse grupo de substancias. No entanto, alguns compostos que
possuem baixa ionizacao por electrospray, como é o caso de ésteres metilicos e etilicos,
acidos carboxilicos, hidrocarbonetos e terpenos, mesmo com cadeia longa, a analise por
GC-MS é mais indicada, pois esses compostos ionizam melhor pelo método de ionizagdo
por elétrons. Isso explica por que os &cidos graxos como palmitico, linoleico,
a-linolénico, cis e trans 9-octadecenoico e estearico, que sdo importante precursores de
uma série de metabdlitos secundarios da rota das lipoxigenases em plantas, ndo foram
detectados por LC-MS com ionizagéo por electrospray.

Em contrapartida, monocrotalina N-6xido foi detectada por LC-MS mas néo foi
detectada por GC-MS, devido ao fato dos N-6xidos serem termicamente instaveis e se
decomporem na porta de injecdo do cromatografo gasoso, o que ndo ocorre na interface
do electrospray em LC-MS (Prada et al., 2020). A monocrotalina e seu N-0xido também
ndo foram detectados nos espectros de UV conduzidos tanto pelo HPLC quanto pelo
UHPLC, embora haja relato na literatura da ocorréncia de absor¢do desses compostos
entre 220-230 nm (Wang et al., 2009; Aydin & Letzel, 2013; Tang et al., 2017).
Entretanto, pelo detector de massas no LC-MS foi possivel observar os picos relativos a
esses compostos. Além disso, vale ressaltar que todos os alcaloides pirrolizidinicos
encontrados nas analises de LC-MS foram detectados somente no modo de ion positivo.
Esses compostos apresentam um atomo de nitrogénio, o que confere basicidade a
molécula, e devido a isso, possuem facilidade para serem protonadas e dificuldade para
serem desprotonadas, fazendo com que consequentemente nao aparegam nas analises em
modo de ion negativo. Isso também explica por que o &cido p-cumarico foi detectado

somente nas analises em modo de ion negativo, visto que acidos sdo mais facilmente
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desprotonados e, consequentemente, observados no modo de ion negativo (Crotti et al.,
2006).

A anélise quimica dos extratos por LC-MS e GC-MS permitiu identificar o perfil
de metabolitos secundarios de C. spectabilis. Alguns flavonoides e alcaloides
pirrolizidinicos ja foram descritos, mas pela primeira vez para essa espécie de Crotalaria
foram identificados os flavonoides daidzeina, genisteina, quercetina e naringenina.
Compostos da classe quimica dos flavonoides podem ter efeito deletério para diferentes
espeécies de insetos em outras culturas, como na soja para o percevejo N. viridula e para
a lagarta A. gemmatalis (Piubelli, et al., 2003; Piubelli, et al., 2005). Estudos futuros
poderiam avaliar se estes compostos presentes nas raizes e folhas de C. spectabilis
conferem resisténcia as plantas contra herbivoros.

Um estudo recente com sementes e folhas de C. spectabilis, com plantas com 90
dias ap0s a germinacdo, mostrou a presenca de monocrotalina, monocrotalina N-0xido,
acido citrico, quercetina glicosilada e isoharmetina glicosilada, e dois acucares di e tri
hexose somente (Scupinari et al., 2020). Em nosso estudo, foram utilizadas plantas com
45 dias ap0s a germinacdo, o que explicaria a maior quantidade de metabdlitos
secundarios identificados aqui, visto que as plantas no inicio do estagio vegetativo
investem mais na producdo de compostos quimicos que atuam na sua defesa, e conforme
desenvolvem-se, passam a investir mais na quimica envolvida no seu desenvolvimento e
na formacéo das estruturas do estagio reprodutivo, flores e frutos (Taiz et al., 2017).

As analises realizadas neste trabalho mostraram que a presenca dos alcaloides
pirrolizidinicos concentram-se nas sementes, indicando que estes compostos podem ter
efeito contra patdgenos como nematoides (Wang et al., 2002; Thoden & Boppré, 2010),
fungos, bactérias, e herbivoros de sementes e plantulas, protegendo a planta no inicio da
sua germinagdo. Os estudos conduzidos indicam que a quantidade de alcaloides
pirrolizidinicos nas sementes e nos primeiros dias apds a germinacdo sejam altos,
protegendo as plantas do ataque dos insetos e outras pragas quando jovem, e conforme a
planta desenvolve-se, 0s niveis desses compostos vdo diminuindo. Scupinari e
colaboradores (2020) relataram uma quantidade de monocrotalina igual a 17,393 +
0,528 mg/g de material vegetal seco nas sementes de C. spectabilis e 0,141 + 0,008 mg/g
nas folhas com 90 dias ap0s a germinacgéo, 0 que corresponde a uma concentracdo 123
vezes maior nas sementes do que nas folhas. Ja Prada e colaboradores (2020) relataram
uma quantidade de monocrotalina igual a 15 mg/g nas sementes, 0,1 mg/g nas folhas,
0,7 mg/g nas raizes e 0,6 mg/g nas flores de C. spectabilis no estagio reprodutivo, o que
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corresponde a uma concentracao 150 vezes maior nas sementes do que nas folhas. Em
nosso estudo, foi encontrada uma quantidade de 27,721 + 1,005 mg/g de monocrotalina
nas sementes de C. spectabilis, e esse mesmo composto ndo foi encontrado nas folhas
nem nas raizes a nivel quantificavel pelo detector por espalhamento de luz. Estudos
futuros poderiam avaliar se 0s niveis de monocrotalina diminuem com o desenvolvimento
da planta.

Para a andlise quantitativa da monocrotalina nas sementes, a técnica de GC-FID
associada a derivatizacdo revelou valores cerca de 100 vezes menores comparada as
quantidades encontradas através do UPLC-ELSD, o que nos leva a inferir que essa ndo
seja a técnica mais adequada para a anélise desse composto. Isso pode ter acontecido
devido ao processo de extracdo em éter etilico, uma vez que a monocrotalina tem baixa
solubilidade neste solvente, fazendo com que a maior parte desse composto
provavelmente tenha permanecido na fase aquosa da extracdo. Outro motivo para essa
diferenca de quantidade pode estar relacionado com a reacdo de derivatizagdo, uma vez
que a monocrotalina esta presente em grandes quantidades nos extratos de sementes, e a
quantidade de reagente derivatizante utilizada pode ter sido menor do que a necessaria.
Para confirmar isso, testes podem ser feitos para determinar qual seria a quantidade ideal
de MSTFA para reagir com toda a monocrotalina presente nas amostras. Além disso, o
acido galico, composto utilizado como padréo interno, possui estrutura semelhante com
os fenolicos, mas ndo com a monocrotalina, de modo que esse composto ndo seja o ideal
para quantificar compostos com estruturas semelhantes a da monocrotalina, uma vez que
eles véo se comportar de diferentes maneiras no detector. O ideal seria quantificar a
monocrotalina através de uma curva de calibragdo utilizando o padréo sintético.

Entretanto, para os compostos fendlicos, a extracdo em éter etilico foi eficiente,
de modo que a analise quantitativa dos flavonoides daidzeina nas raizes e genisteina nas
raizes e sementes através das técnicas de GC e LC apresentaram valores semelhantes, o
que nos leva a inferir que, mesmo a técnica de LC sendo a mais usual para a analise desses
compostos, a técnica de GC associada & extracdo em éter etilico e ao método de
derivatizacdo utilizando um padréo interno com grupo fenolico para quantificar também
pode ser eficaz.

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo conhecidos por seus efeitos negativos em insetos
herbivoros, podem atuar como inibidores de alimentacdo e ja tiveram sua toxicidade
relatada para algumas lagartas do género Spodoptera (Macel et al., 2005; Nuringtyas et

al., 2014). A toxicidade de alcaloides pirrolizidinicos produzidos pela planta Jacobaea
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vulgaris Gaertn (Asterales: Asteraceae) foi testada em lagartas de Spodoptera exigua
Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), em que os compostos testados foram isolados das
plantas com 14 dias, preparados em solucdo etandlica e injetados na hemolinfa das
lagartas de terceiro instar em concentracfes de 0-50 pg/lagarta, e foi observado que os
alcaloides jacobina e erucifolina foram os mais toxicos, e senecionina ndo foi tdxica nas
concentracgdes testadas, sugerindo o importante papel de alguns deles na defesa da planta
contra herbivoros generalistas (Nuringtyas et al., 2014). Ja Macel e colaboradores (2005)
encontraram indicacGes de que a mistura sintética dos alcaloides pirrolizidinicos
senecionina, senecifilina e senecircina adicionada a dieta das lagartas de terceiro instar de
S. exigua nas concentracdes de 0,3 a 3 vezes 0 equivalente ao encontrado nas plantas de
Senecio jacobaea L. (Asterales: Asteraceae) pode ser mais dissuasiva do que 0s
compostos individuais para as lagartas.

Outro estudo relatou que alcaloides pirrolizidinicos como monocrotalina,
acetilusaramina e otosenina apresentaram efeitos toxicos ao serem inseridos na dieta das
lagartas de sexto instar de Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae),
demonstrando que esses compostos possuem efeitos deletérios para a lagarta (Dominguez
et al., 2008). Esses estudos mostram que os efeitos toxicos dos alcaloides pirrolizidinicos
sdo dependentes da estrutura e podem ter diferentes efeitos entre as espécies de insetos,
de modo que a variacdo estrutural desses compostos pode influenciar sua eficacia na
defesa da planta. Esses compostos ndo estdo presentes nas plantas de milho, de modo que
pode ser um dos motivos desta planta ser o hospedeiro preferencial de S. frugiperda,
lagarta do mesmo género das anteriormente citadas.

Sendo assim, plantas do género Crotalaria produzem alcaloides pirrolizidinicos
como defesa direta contra herbivoros generalistas. Entretanto, herbivoros especialistas
podem ser fisiologicamente adaptados para tolerar toxinas ou até mesmo usa-las para se
beneficiar contra predacdo, de forma que podem sequestrar, transformar e usar compostos
toxicos sem efeitos negativos ou com um impacto menos prejudicial (Ali & Agrawal,
2012). As lagartas especialistas U. ornatrix se alimentam principalmente de sementes
verdes de diferentes espécies de Crotalaria, parte da planta que contém as maiores
concentragOes de alcaloides pirrolizidinicos, e esses alcaloides demonstraram proteger
diferentes estagios de desenvolvimento desses insetos contra predadores (Ferro et al.,
2006; Cogni & Trigo, 2016), uma vez que as lagartas os retém por metamorfose, ou seja,
elas passam esses compostos para os adultos, que ficam protegidos contra aranhas, e ao

ovipositarem, os transmitem em parte aos ovos, protegendo-os contra formigas, besouros
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coccinelideos e vespas parasitoides (del Campo et al., 2005; Cogni et al., 2012). Além
disso, esses alcaloides pirrolizidinicos também agem como precursores na biossintese dos
feromonios sexuais de machos (Flores et al., 2009), que sdo derivados de hidroxidanaidal
(Figura 14). Estudos demonstraram que machos com alta concentracdo desses compostos
sdo selecionados pelas fémeas, que sdo capazes de avaliar a quantidade desses compostos
no corpo do macho, que serd transferida para elas através do acasalamento, e
consequentemente proporcionara uma melhor defesa para elas e seus descendentes (Kelly
et al., 2012). Ja no milho, herbivoros especialistas como a lagarta S. frugiperda também
sdo capazes de lidar com benzoxazinoides (Figura 14), compostos que sdo conhecidos
por fornecerem resisténcia ao milho contra herbivoros e patdgenos, enquanto herbivoros
generalistas, como S. exigua e S. littoralis tém seu desenvolvimento afetado por esses
compostos (Meyer et al., 2016; Medeiros et al., 2021; Michereff et al., 2022). Estes fatos
podem auxiliar a entender o motivo dos compostos da crotalaria serem toxicos para a

S. frugiperda, e os compostos do milho, néo.
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Figura 14. Estruturas quimicas do hidroxidanaidal e dos benzoxazinoides DIMBOA e
DIMBOA-GIc.

Ainda ndo se sabe exatamente quais sdo os efeitos desses compostos produzidos
por C. spectabilis, que podem estar agindo negativamente nas lagartas de S. frugiperda.
Por isso, a identificacdo e quantificacdo desses compostos € de suma importancia para
determinar o nivel de toxicidade da planta e avaliar como isso pode estar relacionado aos

seus mecanismos de defesa direta e resisténcia.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

As plantas de crotalaria e de milho, ao serem submetidas a injaria de herbivoria
da lagarta S. frugiperda, emitiram uma quantidade significativamente maior de
compostos, comparado ao que a planta sem herbivoria libera, nos dois periodos avaliados
(0-24 e 24-48 h), com a emissdo de 39 compostos para a crotaléria e 41 compostos para
o milho. Dentre os compostos induzidos pela herbivoria, doze revelaram ser
eletrofisiologicamente ativos pelas antenas de fémeas e de machos de S. frugiperda, sendo
seis exclusivos para o milho e seis em comum aos extratos das duas plantas.

Os bioensaios comportamentais mostraram que, apesar das fémeas de
S. frugiperda ovipositarem preferencialmente nas plantas de milho, elas também
ovipositaram nas plantas de crotalaria, o que indica que ndo houve uma repeléncia das
plantas de crotalaria as mariposas de S. frugiperda. Os bioensaios em tanel de vento
mostraram que somente os compostos sintéticos do milho induziram uma resposta
comportamental nas mariposas, indicando que os compostos da crotalaria ndo devem ser
utilizados pelos adultos de S. frugiperda. 1sso nos leva a sugerir que as plantas de
crotalaria, quando utilizadas como plantas de bordadura, ndo devem interferir na
comunicacdo quimica entre S. frugiperda e plantas de milho. Desta forma, pode-se
concluir que as plantas de crotalaria ndo repelem as mariposas, visto que as mariposas
ovipositam nelas, e as lagartas, ao emergirem dos ovos e se alimentarem da crotalaria,
possuem uma baixa taxa de sobrevivéncia, devido a presenca dos compostos ndo volateis
que sdo toxicos aos herbivoros generalistas, como as lagartas de S. frugiperda, atuando
como defesa direta da planta.

A partir da identificacdo dos compostos ndo volateis da crotaléria, pelas duas
técnicas de cromatografias liquida e gasosa, foi possivel sugerir que 0s compostos da
classe dos alcaloides pirrolizidinicos e dos flavonoides podem estar relacionados aos
mecanismos de defesa direta e resisténcia da planta, conforme evidéncias na literatura de
que diversos compostos pertencentes a estas classes possuem efeitos toxicos para

diferentes espécies de herbivoros.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Ainda ndo se sabe se 0s compostos volateis da crotalaria induzidos por herbivoria
das lagartas de S. frugiperda, podem ser utilizados como sinais de reconhecimento e
atracdo de inimigos naturais dessas pragas. Diante disso, estudos adicionais podem ser
conduzidos para avaliar os diferentes aspectos da comunicacao quimica entre as plantas
de crotalaria e de milho, e entre S. frugiperda e seus inimigos naturais. Alem disso,
bioensaios comportamentais em tunel de vento utilizando as plantas ao invés de septos,
poderiam avaliar se ha uma diferenca nas respostas, em relagdo as condigdes fisicas e
visuais.

Com relacdo aos compostos que tiveram resposta eletrofisioldgica nas antenas de
S. frugiperda, estudos futuros poderiam avaliar se 0os compostos individualmente
possuem resposta significativa de atracdo, ou se realmente é necessario o conjunto dos
compostos.

Sabendo-se que os alcaloides pirrolizidinicos estdo presentes majoritariamente
nas sementes de C. spectabilis, futuramente poderia ser estudado se essa quantidade
diminui com o desenvolvimento da planta. E com relacdo a quantificacdo da
monocrotalina através da técnica de cromatografia gasosa, poderiam ser realizados testes
de solubilidade em diferentes solventes organicos que fossem compativeis a este
composto, para posteriormente fazer a quantificacdo através de uma curva de calibracéo
utilizando o padrdo sintético.

Por fim, estudos futuros poderiam avaliar se os compostos nao volateis produzidos
por C. spectabilis conferem resisténcia as plantas contra herbivoros e patdgenos, e quais
desses compostos estariam diretamente associados a menor taxa de sobrevivéncia das

lagartas de S. frugiperda.
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Respostas eletrofisioldgicas das antenas de mariposas fémeas de Spodoptera frugiperda
obtidas no GC-EAD para os compostos (a) (E)-2-hexenal; (b) acetato de (Z)-3-hexenila;
(c) (E)-p-ocimeno; (d) linalol; (e) nonanal; (f) DMNT; (g) salicilato de metila;
(h) decanal; (i) indol; (j) ciclosativeno; (k) B-cariofileno; (I) TMTT.
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Respostas eletrofisiologicas das antenas de mariposas machos de Spodoptera frugiperda
obtidas no GC-EAD para os compostos (a) (E)-2-hexenal; (b) acetato de (Z)-3-hexenila;
(c) (E)-B-ocimeno; (d) linalol; (e) nonanal; (f) DMNT; (g) salicilato de metila;
(h) decanal; (i) indol; (j) ciclosativeno; (k) B-cariofileno; (I) TMTT.
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Espectros com os padroes de fragmentacdo correspondentes aos compostos
monocrotalina e aos alcaloides pirrolizidinicos ndo identificados, com os ions
caracteristicos para esta classe, em m/z 93, 120, 136 e 236. (a) monocrotalina (TMS); (b)
composto 20; (c) composto 21; (d) composto 23; (e) composto 24; (f) composto 25.
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ANEXO |

Niveis de confianca para anota¢des dos compostos e respectivas descri¢oes*

Nivel de

confianca Descricéo Requisitos minimos de dados

Estrutura 3D inequivoca: composto puro  Determinacdo da estrutura 3D,

Nivel 0 isolado, incluindo estereoquimica seguindo as orienta¢6es do produto
completa natural
Estrutura 2D confiavel: usa o padrdo de  Pelo menos duas técnicas ortogonais

Nivel 1 referéncia correspondente ou elucidagdo  que definem a estrutura 2D com
completa da estrutura 2D confianca, como MS/MS e TR
Estrutura provavel: compativel com Pelo menos duas informacGes

Nivel 2  dados da literatura ou bancos de dados ortogonais, incluindo evidéncias que
por evidéncias diagndsticas excluam todos os outros candidatos
Estrutura ou classe possivel: estrutura Um ou varios candidatos possiveis,

Nivel 3 mais provavel, isbmeros possiveis, classe requer pelo menos uma informagao
de substancia ou match de subestrutura de apoio ao candidato proposto

Nivel 4  Desconhecido Presente na amostra

*Fonte: Blazenovic et al., 2018.
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