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ESTUDOS DOS MECANISMOS DE RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE ALGODAO
SUBMETIDOS A DIFERENTES CONDICOES BIOTICAS E ABIOTICAS.O algod&o é um
cultivar de grande interesse econémico, movimentando mundialmente cerca de 17
bilhdes de dolares por ano. A oferta de algoddo é marcada por diversos fatores
interligados como sinais de mercado, aspectos climaticos e pressdes de praga. O
complexo Spodoptera esta entre as principais pragas da cotonicultura, sendo interesse
econdmico o seu controle. Assim, este trabalho se propde a investigar as respostas de
defesa de diferentes genotipos de algodao e comparar o perfil quimico dos mesmos
guando submetidos a diferentes fatores de indugéo de resisténcia, contribuindo assim
para o desenvolvimento de propostas e politicas de manejo agricola sustentavel de
controle de insetos praga. Doze gendtipos de algodao foram estudados, comparando seu
perfil quimico quando submetido a herbivoria por Spodoptera cosmioides. Os genoétipos
FMT 701 e Delta Opal foram submetidos a seis tratamentos de inducdo de resisténcia:
aplicacdo da solucdo de jasmonato de metila ao solo na concentracéo de 20 pmolL? e
200 pmolL?, aplicacdo por pulverizacdo de jasmonato de metila nas folhas na
concentracdo de 200 umolL?, herbivoria por S. cosmioides, herbivoria por S. cosmioides
mais aplicacdo de jasmonato de metila (200 umolL?) no solo e estresse por déficit hidrico.
As metodologias de anélise por GC-MS e UPLC-QTof-MS foram desenvolvidas,
otimizadas e validadas. Todos 0s genoétipos apresentaram resposta de defesa a nivel
metabolico quando submetidos a herbivoria. Os gendétipos BRS 335 e BRS 336
apresentam perfis metabdlicos similares, bem como os cultivares Delta Opal e BRS 293.
Compostos como a-tocoferol, acido-p-cumarico, 1-linoleoilglicerol, 2-monopalmitina,
campesterol e heliotrina foram alguns dos metabdlitos associados a resposta de defesa
dos genatipos a herbivoria. A aplicacdo de jasmonato de metila exdgena nos genotipos
Delta Opal e FMT 701 mostrou-se mais efetiva quando realizada por pulverizagdo nas
folhas. N&o foi identificado acumulo de jasmonato de metila nos experimentos de
aplicacéo exdgena do composto, mas houve modificagcdo do perfil metabolémico, ou seja,
a aplicacdo de jasmonato de metila ndo causa seu acumulo, mas induz mudancas no
perfil metabolémico dos gendtipos. Observou-se uma correlagdo positiva entre a adigdo
de jasmonato de metila e o acumulo de acido linolénico, acido linoleico e acido jasmoénico
em Delta Opal e FMT 701, esses compostos sao conhecidos por sinalizarem respostas
de defesa em plantas. Os cultivares Delta Opal e FMT 701 ndo responderam
metabolicamente ao estresse hidrico. Pode-se concluir que o mecanismo de defesa do
algodao engloba diferentes metabolitos de diferentes rotas e nenhuma substancia
isoladamente é responsavel pela defesa da planta.

Palavras-chave: Metaboldmica, Spodoptera cosmioides, Delta Opal, FMT 701,
metabdlitos de defesa.
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STUDIES OF RESISTANCE MECHANISMS OF COTTON GENOTYPES SUBMITTED
TO DIFFERENT BIOTIC AND ABIOTIC CONDITIONS. Cotton is a cultivar of economic
interest, with a worldwide turnover around 17 billion dollars per year. Its supply is marked
by several interconnected factors such as market signals, climatic aspects and pest
pressures. The Spodoptera complex is among the main pests of cotton plantations, and
its control has economic interest. Thus, this work proposes to investigate the defense
responses of different cotton genotypes and compare their chemical profile when
subjected to different resistance inducing factors, thus contributing to the development of
proposals and policies for sustainable agricultural management to control pest insects.
Twelve cotton genotypes were studied, by comparing their chemical profile when
subjected to herbivory by Spodoptera cosmioides. The FMT 701 and Delta Opal
genotypes were submitted to six resistance induction treatments: application of methyl
jasmonate solution on the soil at concentrations of 20 umolL* and 200 umolL-t, application
by spraying methyl jasmonate on the leaves at a concentration of 200 umolL-1, herbivory
by S. cosmioides, herbivory by S. cosmioides and application of methyl jasmonate (200
pmolL-1) in the soil, and water deficit stress. GC-MS and UPLC-QTof-MS analysis
methodologies were developed, optimized and validated. Compounds such as a-
tocopherol, p-coumaric acid, 1-linoleoylglycerol, 2-monopalmitin, campesterol and
heliothrin were identified as metabolites associated to the defense response of genotypes
to herbivory. The exogenous application of methyl jasmonate to Delta Opal and FMT 701
genotypes was more effective when sprayed on leaves. No accumulation of methyl
jasmonate was identified in the experiments of exogenous application, but there was a
change in the metabolomic profile, that is, the application of methyl jasmonate does not
cause its accumulation but induces changes in the metabolism of the genotypes. A
positive correlation was observed between the addition of methyl jasmonate and the
accumulation of linolenic acid, linoleic acid and jasmonic acid in Delta Opal and FMT 701,
and these compounds are already known as signal defense responses in plants. The
Delta Opal and FMT 701 cultivars did not respond metabolically to water stress. It can be
concluded that the cotton defense mechanism encompasses different metabolites from
different routes and no single substance is responsible for the plant's defense.

Keywords: Metabolomics, Spodoptera cosmioides, Delta Opal, FMT 701, defense
metabolites.
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1 - Introducao

As plantas interagem com diferentes organismos em seu habitat, algumas dessas
interacdes podem causar prejuizo e assim as plantas desenvolveram um complexo
sistema de defesa que englobam arranjos estruturais e mecanismos bioquimicos. Por
exemplo, contra pragas e patdgenos destaca-se a producao de fitoalexinas, metabdlitos
secundarios com extensa atividade contra patdgenos e utilizados como marcadores de
resisténcia a doencas; e os fitormbnios, metabdlitos que modulam os mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos e regulam diferentes respostas da planta (AHUJA et al., 2012;
SHARMA et al., 2019; TAIZ et al., 2017).

Os mecanismos de defesa bioquimicos estéo divididos em i) respostas de defesa
constitutivas (RDCs), sdo os mecanismos de defesa sempre presentes que incluem a
grande maioria dos metabdlitos secundarios que podem ser especificos para grupos
taxonbmicos e atuarem como compostos de estocagem conjugados (reduzindo a
toxicidade), ou ainda como precursores ativos, sendo facilmente ativados em caso de
injuria; e ii) respostas de defesas induzidas (RDIs), este tipo de mecanismo inicia-se
somente apos dano, por exemplo a herbivoria, com a ativacdo de genes e expressao
proteica, ocasionando a producdo de metabdlitos secundarios de defesa de maneira
guase imediata (TAIZ et al., 2017).

Para uma resposta eficiente de defesa, a planta requer sistemas sensiveis de
percepcdo que detectem e neutralizem os agentes causadores de danos, sendo os
insetos uma das maiores ameacas devido a herbivoria. Assim, as plantas desenvolveram
mecanismos de reconhecimento a ameaca de herbivoria baseados nos habitos
comportamentais desses animais como o toque, a oviposi¢ao e a alimentacao (HILKER
e MEINERS, 2010)

O inseto ao pousar e caminhar sobre a folha exerce pressao sobre ela, o que
pode feri-la, ou mesmo secretar substancias. Consequentemente, as plantas respondem
a esses fatores quimicamente (FIGURA 1.1) (HILKER e MEINERS, 2016; FORTERRE et
al., 2005).

A oviposicdo de insetos herbivoros, também acarreta resposta de defesa pela
planta denominada de HIT - Imunidade Induzida por HAMPs (Padrdes moleculares
1



associados a Herbivoria) -podendo gerar necrose programada e/ou producdo de
substancias que inibam a eclosdo das larvas, dessecacdo ou desprendimento do ovo
(HILKER e FATOUROS, 20186).

A herbivoria, ao quebrar a integridade do tecido vegetal, desencadeia varios
mecanismos de resisténcia, séo eles: 1) Resisténcia Induzida por Injurias (WIR), iniciada
guando os Receptores de Reconhecimento Padréo identificam os Padrées Moleculares
Associados aos Danos (DAMPs), no caso os danos fisicos a planta; e 2) HIT, que se
inicia pelo reconhecimento de substancias liberadas pelo herbivoro durante a
alimentacdo, os HAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Herbivoros) (ERB et al.,
2012).

Além disso, os herbivoros podem produzir eliciadores (ou elicitores), que inibem
a producéo dos padrdes moleculares como forma de contradefesa as plantas. Estas, por
sua vez, podem responder diretamente aos elicitores por ETI - Imunidade Ativada por
Efetor- (ERB et al., 2012).

Vi i
Qviposicéo ) lHAMPs

HAMPs DAMPs

FIGURA 1.1 - Modelo de reconhecimento quimico vegetal associado a herbivoros.
Adaptado de ERB et al., 2012. HAMPs: Padrdes moleculares associados a Herbivoria;
DAMPs: Padrées Moleculares Associados aos Danos; HIT: Imunidade Induzida por HAMPSs;
WIR: Resisténcia Induzida por Injurias; ETI: Imunidade Ativada por Efetor.



Esse jogo de defesa/contra-defesa/defesa se constitui uma corrida a
sobrevivéncia do herbivoro e da planta. Desta forma, esses organismos desenvolvem
mecanismos complexos de resisténcia. Nas plantas, os mecanismos bioquimicos
representam um grande papel na defesa com ativacdo de rotas biossintéticas por
precursores quimicos, para producdo de fitorménios e fitoalexinas (AHUJA et al., 2012;
SHARMA et al., 2019).

Diversos trabalhos na literatura demonstram a agéao dos fitorménios na inducao
de producdo de uma extensa quantidade de metabdlitos secundérios que agem como
substancias de defesa. Como exemplo de fitormdénios destacam-se acido salicilico,
etileno, auxina, acido abscisico, giberelinas, citocininas, brassinosteroides e o acido
jasmonico e seus derivados (ERB et al., 2012). As fitoalexinas sao substancias de defesa
contra patégenos e a estresses fisicos e quimicos, como a camalexina na familia
Brasicaceae (PEDRAS e YAYA, 2010), medicarpinas na familia Fabaceae, kauralexinas
na familia Poaceae, entre outras (AHUJA et al., 2012; PEDRAS et al., 2006). Embora
muitas fitoalexinas ja tenham sido identificadas, ainda ha muitas espécies e cultivares
nao caracterizados, e muitos mecanismos de ac¢do ainda ndo elucidados (AHUJA et al.,
2012).

Compreender os mecanismos de defesa das plantas, como 0s insetos se
adaptam e contornam essas defesas e as substancias envolvidas nesses mecanismos é

fundamental na busca de controles biorracionais de pragas e patdgenos.

Os metabdlitos sdo os pontos finais das vias moleculares resultantes das
alteracbes de outras -6micas (protedmica e transcriptbmica). Portanto, o metaboloma
define o fenotipo individual, em contraste com a transcriptoma e proteoma (DJANDE et
al., 2020). Deste modo, estudos metaboldmicos sdo uma importante ferramenta na
construcdo de hipbéteses que buscam compreender a resposta de um organismo a

processos bioldgicos normais e a estresses e estimulos biéticos e abidticos.

Algumas plantas possuem seu arsenal defensivo bem conhecido. No entanto, a
eficacia e o0s mecanismos e metabolitos de defesa ainda permanecem pouco
caracterizados para o algodao. O intuito desse trabalho é avaliar as respostas de defesa

constitutivas e induzidas do algodao frente a estresse biético e abidtico.



2 - Reviséo bibliografica
2.1 - Algodéao

A familia Malvaceae possui 200 géneros e diversos representantes de valor
econdmico como o quiabo (Abelmoschus spp.), os hibiscos e malvaviscos (géneros
Hibiscus e Malvaviscus), o cacau (Theobroma spp.) e o algodao (Gossypium spp.). O
género Gossypium possui aproximadamente 50 espécies, 4 delas encontradas no Brasil:
0 Gossypium barbadense L., Gossypium herbaceum L. e Gossypium hirsutum L. ndo
endémicas, mas naturalizadas e cultivadas para uso na agricultura ou para
ornamentagdo, e a Gossypium mustelinum Miers como nativa na regidao nordeste
(FERNANDES-JUNIOR, 2022).

A importancia econdémica do cultivo de algoddo (Gossypium sp.) pode ser
representada pelo seu cultivo em todo os continentes e em aproximadamente 100 paises
e uma movimentacdo de aproximadamente 17 bilhdes de ddlares por ano (ABRAPA,
2018). O Brasil juntamente com india, Estados Unidos, China e Paquistdo sdo os cinco
maiores produtores mundiais de algoddo. De acordo com a CONAB, o Brasil foi
responsavel por 6% da producdo mundial de algoddo em pluma nos anos-safra 2006/07
a 2016/17, ocupando a 52 posicao como produtor mundial, € no mesmo periodo de anos-
safra foi responséavel por 7,85% do total de algoddo em pluma exportada no mundo
(OLIVEIRA NETO, 2016). Na safra de 2019/20, ocupou a quarta posi¢do do ranking
mundial de produtores de algoddo e a segunda posicdo em exportacdo, posicdo que
manteve na safra de 21/22 sendo responsavel por 23% do total de exportacao de algodao
em pluma, ficando atrds apenas dos EUA. No Brasil, o algodao é plantado principalmente
no centro oeste e nordeste do pais, com os estados de Mato Grosso e Bahia como os
maiores produtores nacionais (VATS, 2022; ICAC, 2021).

Além do uso da pluma na industria téxtil, outras subpartes séo aproveitadas pelas
industrias. A fibrilha é empregada na fabricacdo de especialidades téxteis como feltro,
tapete, pano de chéo, pavio, gaze, pellicia, veludo, fita e bordado; o caro¢o pode ser
transformado em Oleo, linter e farelo, que sdo utilizados nas industrias farmacéutica,
guimica e de alimentos, papel e celulose, adubos, racdo animal e biodiesel; e mais

recentemente o uso do algoddo como matéria-prima biodegradavel na producéo de
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moveis e artigos para casa ganhou espaco no mercado biossustentavel. Ao incluir o ciclo
de producao de matéria-prima, consumo e descarte consciente, o algodao se incorpora

no conceito emergente de Economia circular (ABRAPA, 2018).

O consumo de algodéo cresce 3% ao ano e em média tem-se plantado cerca de
30 milhdes de hectares para atender a demanda mundial. No entanto, a oferta de algodao
€ marcada por diversos fatores interligados como sinais de mercado, politicas e acdes
estatais, climaticos e pressdes de pragas que ndo sdo facilmente previstos e/ou
contornados (ICAC, 2021).

2.2 - Spodoptera cosmioides

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) estima que
anualmente até 40% da producao agricola global de cultivares de interesse comercial é
perdida por pragas, sendo 0s insetos responsaveis por custos de pelo menos 70 bilhdes
de dodlares ao ano (FAO, 2021). Lygus hesperus (BARMAN e PARAJULEE, 2013) e
Hemiptera: Pentatomidae (MEDRANO et al., 2011) séo alguns dos insetos pragas de

algodao que causam grandes danos as plantacdes e consequente diminuicdo do lucro.

No Brasil o Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro) e Spodoptera frugiperda
sao as pragas de maior impacto para a cotonicultura. O complexo Spodoptera spp. que
inclui Spodoptera fugiperda, S. eridania e S. cosmioides estdo entre as principais pragas
em varios cultivares de interesse econdmico, dentre eles o milho, soja, algodéo, feijao,
aveia, eucalipto e maga (MIRANDA, 2010).

Spodoptera cosmioides conhecida popularmente como lagarta-da-vagem ou
lagarta-preta é responsavel por perdas significativas em diversas culturas. As lagartas S.
cosmioides possuem habito gregario nos primeiros instars e depois se tornam solitarias;
sdo desfolhadoras, podendo devastar lavouras inteiras logo apdés a emergéncia, mas
também se alimentam perfurando botdes florais, frutos e até mesmo vagens de soja
guando atingem o terceiro instar. No algoddo ocorrem desde a fase inicial de
florescimento e durante todo o florescimento. (MIRANDA, 2010) (FIGURA 1.2 e 1.3).



SILVA e colaboradores (2017) relataram que S. cosmioides tem preferéncia
alimentar e de oviposicao por algodao e soja, em detrimento de milho, trigo e aveia. Além
disso, o consumo do algodao pela lagarta foi maior e apresentou maior digestédo e peso
final das lagartas que os outros cultivares estudados. A conclusdo dos autores é que S.
cosmioides é melhor adaptada a cultura do algodao (SILVA, 2014; SILVA et al. 2017).

A fase larval da Spodoptera cosmioides pode durar de 13 a 28 dias, com um ciclo
total ovo-adulto variando de 15 e 35 dias. Cada fémea ovoposita entre 150 e 500 ovos e
as lagartas eclodem apds trés a quatro dias apos a oviposi¢cdo, com um potencial biético
de 6.547 x 10% individuos/fémea/ano (BAVARESCO et al., 2003; SILVA et al., 2017;
SPECHT e ROQUE-SPECHT, 2019). Logo, a S. cosmioides tem um ciclo curto que se
completado produz uma nova geracdo numerosa e, somado ao seu habito polifago e seu

consumo alimentar, a posiciona como uma importante praga a ser controlada.

FIGURAL.2 - Lagarta Spodoptera cosmioides. Fonte: Carlos Alessandro de Freitas,
FCAV, UNESP-Jaboticabal.
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FIGURA 1.3 - Algodoeiro, S. cosmioides se alimentando de folhas de algod&o e folha de
algodao apos herbivoria por S. cosmioides (Fonte propria da autora).

Estudos tém sido realizados visando a melhoria da resisténcia da planta do
algodao a acéo de pragas, da qualidade e da quantidade da fibra produzida, além de
melhoria nas estratégias de manejo (QIN et al., 2017; SU et al., 2017; LUO et al., 2017;
NEVES e PINTO 2017). Uma das estratégias que tem ganhado cada vez mais espaco é

o melhoramento genético.

2.3 - Melhoramento genético e identificagcdo de metabolitos do algodao

O controle de pragas nem sempre utiliza substancias que mantenham a
gualidade do produto ou sdo ecologicamente corretas. Tentando minimizar os danos
causados pela herbivoria de forma biorracional, alguns estudos relatam variedades
genéticas de algodao que podem se recuperar mais rapido da herbivoria, ou modificacbes
em que as plantas possuem maior quantidade de taninos e terpenos |lhes conferindo
maior resisténcia ao ataque de insetos (SADRAS e FITTI, 1996) e (SADRAS e FITT,
1997).

Estas estratégias de melhoramento genético do algodao tém obtido sucesso no
controle de pragas. O inseto-praga Adelphocoris suturalis, principal praga do algod&o na
China, é resistente a Bacillus thuringiensis (Algodao Bt), até entdo usado como controle
biorracional. No trabalho de LUO e colaboradores (2017) uma linhagem de algodao

transgénico foi desenvolvida ao expressar um gene na planta que inibe o gene AsFAR,



responsavel pela reproducdo do inseto. A nova linhagem de algoddo suprimiu
significativamente o desenvolvimento de populacdes de A. suturalis e sdo resistentes aos

danos causados pela infestacéo dos insetos.

Considerando o cultivo de algoddo no Brasil, 33 genétipos de algodao foram
cultivados comercialmente na safra 2016/2017, em termos de area cultivada 88% séo de
cultivares resistentes simultaneamente a lagartas e herbicidas,11% s&o resistentes
apenas a herbicidas e apenas 1% € convencional ou ndo transgénico, demonstrando 0s

avancos no melhoramento genético da planta do algoddo (NEVES e PINTO 2017).

No ambito quimico, substancias de diversas partes do algoddao como flores,
sementes, raiz, caule, flores e folhas estéo descrita na literatura e a variedade metabdlica
compreende substancias das classes dos terpenos, flavonoides, acidos fendlicos e seus
analogos, taninos, cumarinas, acidos graxos, carboidratos, proteinas, dentre outros
(TABELA 1.1 e 1.2) (EGBUTA et al., 2017). E sabido que tanto substancias volateis
guanto ndo volateis fazem parte do mecanismo de defesa das plantas e podem ser
importantes indicadores da existéncia ou ndo de resisténcia a herbivoria. A TABELA 1.1
apresenta uma lista das substancias volateis ja relatadas para o algoddo e a TABELA 1.2

das substancias nao volateis.



TABELA 1.1 - Compostos volateis de Gossipium sp. relatados na literatura.

Substancia
identificada

Parte da planta

Referéncias

Acetato de Bornil

Acido
Dehidrohumulinico

Acido hexadecanoico

a-bergamoteno

B — bisabolol

»— bisaboleno

o-cadineno

y-cadineno

Canfeno

Cariofileno

/- cariofileno

S-cariofileno

a-cariofileno

Ciclo propil metil
cetona

Cis-hexanol

Folha

Folha

Folha

Flor
Folha

Flor
Folha

Flor
Folha

Flor

Folha

Folha

Folha

Flor

Folha

Folha

Folha

Folha

ESSIEN et al., 2011

PERVEEN et al., 2001a

PERVEEN et al., 2001a

AQUINO, 2020
MINYARD et al., 1966

AQUINO, 2020
MINYARD et al., 1966
ELZEN et al., 1984
OPTIZ et al., 2008

PERVEEN et al., 2001a
OPTIZ et al., 2008
MINYARD et al., 1966
ELZEN et al., 1984

MINYARD et al., 1966

ESSIEN et al., 2011

ESSIEN et al., 2011

AQUINO, 2020

MINYARD et al., 1966

ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a
OPTIZ et al., 2008
ELZEN et al., 1984
ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a

PERVEEN et al., 2001a

PERVEEN et al., 2001a



p-cimeno

1,4—cineol

Copaeno

Espatulenol

Farneseno

Gossonorol

a-guaieno

é-guaieno

n-hexanal

(E)-2-hexenal

(2)-2-hexenal

2,4-hexadien-1-ol

Humuleno

a-humuleno

Isoledeno

Limoneno

Mirceno

0-Muuroleno

Folha

Folha

Flor

Flor

Flor
Folha

Flor

Folha

Flor

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Flor
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

ESSIEN et al., 2011

AQUINO, 2020

MINYARD et al., 1966

ELZEN et al., 1984

AQUINO, 2020
MINYARD et al., 1966

ELZEN et al., 1984

AQUINO, 2020

MINYARD et al., 1966

AQUINO, 2020

AQUINO, 2020

AQUINO, 2020

PERVEEN et al., 2001a

AQUINO, 2020

PERVEEN et al., 2001a
MINYARD et al., 1966
ELZEN et al., 1984
OPTIZ et al., 2008

ESSIEN et al., 2011

AQUINO, 2020
ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a

AQUINO, 2020
ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a

AQUINO, 2020
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f-ocimeno

Oxido de bisaboleno

Oxido de a-cariofileno

a-pineno

S-pineno

Sabineno

a-santalol

Espatulenol

a-terpineno

y-terpineno

Terpinoleno

Tetradecanal

a-tujeno

Tricicleno

Veridiflorol

Folha

Flor

Flor

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

AQUINO, 2020
ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a
OPTIZ et al., 2008

HEDIN et al., 1972

MINYARD et al., 1966

AQUINO, 2020
ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a
OPTIZ et al., 2008

ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a
OPTIZ et al., 2008

ESSIEN et al., 2011

PERVEEN et al., 2001a

PERVEEN et al., 2001a

ESSIEN et al., 2011

ESSIEN et al., 2011

ESSIEN et al., 2011
PERVEEN et al., 2001a

AQUINO, 2020

AQUINO, 2020
ESSIEN et al.,, 2011

ESSIEN et al., 2011

PERVEEN et al., 2001a

11



TABELA 1.2 — Compostos néo volateis de Gossipium sp relatados na literatura.

Substancia

Férmula molecular

Massa

monoisotopica

fon Molecular

jons Relacionados

Referéncia

Acido benzoico &€

Acido chicérico -

Acido clorogénico -

Acido p-cumérico & ¢

Acido 3-p-
coumaroilquinico -

C7HsO2

C22H18012

C16H1809

CoHgO3

C16H180s

122.036781

474.07983

354.09508

164.04734

338.10017

[M+H]*= 123.0448

[M-H]'= 121.0306

[M+NH4]*= 492.1140

[M-H]= 473.0730

[M+H]*= 355.1014

[M+H]*= 165.0540

[M+H]*= 339.1070

[M+Na]*= 361.0890

77.04455; 95.05389

120.02131,; 92.02631

163.040024;
135.044815;
145.030075

149.008118;
179.03479;
135.042282

163.03566; 355.18753;

126.97653

119.0518; 91.0566;
91.0553

147.044464;
119.049065;
91.054176

147.044617;
215.054062

BOZOROV et al.,
2018

KIRKAN et al., 2018

KONAN et al., 2014

KONAN et al., 2014

PERVEEN et al.,
2001b

PERVEEN et al.,
2001b

KIRKAN et al., 2018

KONAN et al., 2014



Acido galico - ¢

Acido gentisico -

Acido jasménico -

Acido ferulico - ©

Acido p-hidroxibenzoico ©

Acido protocatecuico - ¢ 8

Acido siringico - ¢

Apigenina ©

C7HsOs

C7HeO4

C12H1803

C10H1004

C7HeO3

C7HeO4

CoH100s

Ci15H100s

244.07356

154.026611

210.1255

194.05791

138.03169

137.02442

198.05282

270.05282

13

[M-H]'= 169.0191

[M+H]*= 155.0338

[M-H]'= 209.1195

[M+H]*= 195.0650

[M-H]'= 193.0500

[M-H]'= 137.0239

[M-H]= 153.0205

[M+H]* = 199.0592

[M+H]*= 271.0601

125.0777

1 09.03394; 81.03571,
81.03192

59.01505; 59.01397,
59.01613

177.05447; 145.02829;
195.15729

134.03629; 178.02644,
193.05

93.0331

109.03104; 108.02219;
153.01828

140.04753; 140.05418;
140.0442

P.153.0152

PERVEEN et al.,
2001b

KIRKAN et al., 2018

PERVEEN et al.,
2001b

ZEBELO et al.,
2017

KONAN et al., 2014

PERVEEN et al.,
2001b

KIRKAN et al., 2018

KIRKAN et al., 2018

PERVEEN et al.,
2001b

KIRKAN et al., 2018

ZHANG et al., 1998

PERVEEN et al.,
2001b

KIRKAN et al., 2018

KIRKAN et al., 2018



Cafeoil-D-glucose *

Catequina - B

Cianidina -

Cianidina-3-(3-
glicosideo)”

Campesterol

Desoxihemigossipol ©

Desoxi-hemigossipol-6-

metil eter ©

(-)-Epicatequina ©

Eriodictiol ©

C15H1809

C15H1406

C15H1106*

C21H21011%

C2sHag0

Ci1sH1603

Ci16H1803

Ci15H1406

C15H1206

342.0951

290.07904

287.0556

449.10839

400.3705

244.1099

258.1256

290.0790

288.063388

14

[M-H]'=269.0520

[M-H] = 341.1

[M+H]*= 291.0811

[M]*= 287.0556

[M]*= 449.1067

[M-H]'= 447.27

[M+H]*= 291.0868

[M-H]'= 289.0719

[M+H]*= 289.0711

N. 151.0080;
149.0290; 117.0380

179; 161; 135

130.05025; 130.04865;
162.03555

213.05583; 137.0221

P. 186.9557,
221.1377,

N. 285.17

P. 139.0397,
123.0446; 147.0453

N. 245.08197,;
109.0287

163.0385; 153.0186

KONAN et al., 2014

KONAN et al., 2014

ZHANG et al., 1998

BOZOROV et al.,
2018

HANNY,1980

LUO et al., 2008

ALCHANATI et al.,
1998

ALCHANATI et al.,
1998

KIRKAN et al., 2018

KIRKAN et al., 2018



Galactinol - C12011H9 342.116211 [M-H]=341.1084 179.0563; 71.0151; BOZOROV et al.,

101.0247 2018
Gossipetina - C15H100s 318.0376 [M+H]*= 319.0000 137.0; 149.0; 169.0; KONAN et al., 2014
181.0

HEDIN et al., 1992

Gossipetina-3 ,7- C27H30018 642.5175 - - HANNY, 1980
diglicosideo F

Gossipetina-3-glicosideo C21H20013 480.0903 - - HANNY, 1980
[=
Gossipetina-7-glicosideo C21H20013 480.0903 - - HANNY, 1980
F
Gossipetina 8-O- C21H20013 480.0903 - - HEDIN et al., 1992
glicosideo - F HANNY, 1980
Gossipetina-3' 7- C21H20013 480.0903 - - HANNY, 1980
glicosideo F
Gossipetina 8-O- C21H20012 464.095476 - - HEDIN et al., 1992

Ramnosideo -

Gossivertina © C16H1804 274.1205 - - KARIMDZHANOV
et al.,1976
Gossipol - ¢ F C30H300s 518.194092 [M+H]*=519.2014 P 485.1860 EISENRING et al.,
2017
486.1894
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Heliocide H1 &S

Heliocide H2 -

Heliocide H3 -

Heliocide H4 &S

C25H300s

C25H300s

C25H3005

C25H300s

[M-H]'= 517.1860 N 489.191162;
231.102234;
259.096924
410.209320 - 314; 313; 275; 136;
135; 107
410.209320 [M-H]'= 409.2010 395.2217; 389.2111;
269.0808
410.209320
410.209320 [M-H]'= 409.2015 408; 341; 323; 314;

313; 276, 136,135 107

16

ZEBELO et al.,
2017

KONAN et al., 2014
HEDIN et al., 1992

HANNY, 1980

EISENRING et al.,
2017

OPTIZ et al., 2008
BELL et al., 1978

STIPANOVIC et al.,
1978

OPTIZ et al., 2008

BELL et al., 1978

OPTIZ et al., 2008

BELL et al., 1978

EISENRING et
al.,2017

OPTIZ et al., 2008
BELL et al., 1978

STIPANOQVIC et al.,
1978



Hemigossipol ©

Hemigossipolona -

HemigossipoCI-G-metiI eter
p-hidroxibenzoato -
3-Hidroxi-a-calacoreno S
Inositol (mioinositol) -

Isoquercitrina B

kaempferol

3-0-a-L-
ramnopiranosil(1-2)-[a-L-
ramnopiranosil (1-6)]-a-
glicopiranosideo S

C15H1604

C15H140s

Ci16H1804

CsHsO3

Ci15H200

CeH1206

C21H20012

C27H30015

260.28500

274.0841

274.3120

137.02442

216.151415

180.063385

464.0955

594.15844

[M+H]*=275.0919

[M-H]'=273.0763

[M-H]= 179.0584

P. 257.0814 205.051;
177.0552

N. 161.0239; 39.0235

87.007180

ALCHANATI et al.,
1998

EISENRING et al.,
2017

STIPANOVIC et al.,
1993

OPTIZ et al., 2008

BELL et al., 1978

ALCHANATI et al.,
1998

PERVEEN et al.,
2001b

STIPANOQVIC et al.,
2006

BOZOROV et al.,
2018

ZHANG et al., 1998

YUAN et al., 2012


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H20O12

Kaempferol 3-O-B-D-
apiofruranosil (1-2)-8-D-
glicopiranosideo

Piceatanol -
Pteroestilbeno t

Quercetina 3-O-[a-D-
apiofuranosil(1-5)-8-D-
apiofuranosil(1-2)]-a-L-

ramnopiranosil(1-6)-8-D-
glicopiranosideo S

Quercetina ©

Quercetina diglicosideo 1
e2t

guercetin-3-diglicosideo *

quercetin-3,7-diglicosideo
[=

Quercetina 3-O
glicosideo - F

C14H1204

C16H1603

C37H45024

C15H1007

C27H30017

C27H30017

C27H30017

C21H20012

244.07356

256.10994

873.2301

302.042653

626.1483

626.1483

626.1483

464.095476
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[M-H] = 243.0674

[M+H]*= 257.1162

[M+H]*= 875

[M-H]'= 873.2309

[M+H]*= 303.0496

[M-H]= 302.1770

[M+H]*= 627.155

[M+H]*= 627.155

[M+H]*= 627.155

[M-H-]=463.0557

243.07034; 243.0674,
159.04637

133.06496; 121.06453;
119.05016

743; 611, 597; 465 303

P.229.0461; 153.0180

N.245.0447; 152.0184;
150.9975

303.051788;
465.106506;
304.055145

301.0159; 271.0072;
255.0134

YUAN et al., 2012

KONAN et al., 2014

KONAN et al., 2014

YUAN et al., 2012

KIRKAN et al., 2018

HEDIN et al., 1992

HANNY, 1980

HANNY, 1980

HEDIN et al., 1992

HANNY, 1980



Quercetina 3'-0
glicosideo - F

Quercetina 7-O
glicosideo -

Quercetina 3-O-ramnosil
glicosideo - F

quercetin-7-ramnosil
glicosideo *

Raimondal t

Raimondalona -

1,2,3,4-tetra-

hidro - 1a,2B,7 - trihidroxi
- 18,6 - dimetil - 48 - iso-

propilnaftaleno-1-O-B-D-
glicosideo B

1,2,3,4-tetrahidro-
1la,2B,7-tri-

hidroxi- 18,6-dimetil-43-
isopropolnaftaleno- 2-

O-B-D-glicosideo B

C21H20012

C21H20012

C27H30017

C27H30017

C1605H17

Ci16H1606

C21H320s

C21H3208

464.095476

464.095476

626.1483

626.1483

290.1154

304.09469

412.2097

412.2097
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[M-H-]=463.0557

[M-H-]=463.0557

[M+H]*= 627.155

[M+H]*= 627.155

[M]*=2901154

[M]*=304

[M+Na]*= 435.1969

[M+Na]*= 435.2007

275.090781;
272.10367; 257.08031

289; 274, 259; 246

HEDIN et al., 1992

HANNY, 1980

HEDIN et al., 1992

HEDIN et al., 1992

HANNY, 1980

HANNY, 1980

STIPANOQOVIC et al.,
1980

STIPANOQOVIC et al.,
1993

ZHANG et al., 1997

ZHANG et al., 1997



Sitosterol

Tirosina t

Trans-resveratrol -

Vanillina ©

C29Hs00

CoH11NOs3

C14H1203

CsHsO3

414.3862

181.07389

228.07864

152.047344

LUO et al., 2008

163.039139 BOZOROV et al.,
119.048943 2018
93.033142; 72.007607

[M-H] =180.065857

[M+H]*= 229.0859 135.0440; 107.0500;

81.0550

KONAN et al., 2014

[M+H]"= 153.0445 P.125.0598; 111.0443 KIRKAN et al., 2018

[M-H]" = 151.0392  N. 136.0155; 108.0202

C= caule; L= folhas; F= Flores; S=sementes; B=Casca. P.= Fragmentagdo em modo positivo, N.= Fragmenta¢cdo em modo Negativo
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2.4 - Acido jasménico

Os fitormb6nios regulam diversos aspectos das plantas como crescimento,
desenvolvimento e resposta de defesa, constituindo-se moléculas essenciais de
sinalizacdo que modulam a variacdo fenotipica da planta para adaptacdo a fatores
bidticos e abidticos de maneira complexa (CHINI et al., 2017). Desta maneira, quando ha
uma perturbacdo na integridade vegetal durante a alimentacdo de herbivoros, um
mecanismo de resposta é desencadeado pela planta e sinalizado pelos fitorménios que
modulam a inducé&o de defesa, agindo em fatores de transcricdo de genes de defesa
vegetal (ERB et al., 2012).

Dentre os fitormbnios o acido jasménico (JA) e seus derivados, tal como o
jasmonato de metila (Me-JA), tem ganhado destaque com diversos estudos
demonstrando suas respostas de defesa (CREELMAN e MULLET 1995). Por exemplo, 0
tratamento com JA em Piceas abies induziu a formagé&o de dutos de resina e acumulo de
mono e sesquiterpenos para a defesa contra patégenos, demonstrando que o JA

promove alteracdes quimicas e anatébmicas (ZENELI et al., 2006)

TRETNER e colaboradores (2008) ao aplicarem mecanoestimulacdo em plantas
observou o acumulo de JA e a expressao de genes que codificam as enzimas AOC,
responsaveis pela biossintese do acido jasmonico, e DXS2, responsavel pela biossintese

de isoprendides.

Em respostas a fatores biodticos, FUJIMOTO e colaboradores (2011)
demonstraram que ao tratar Meloidogyne incognita com Me-JA houve ativagao de genes
de multicisteina e inibidores de proteinase e relacionaram esse resultado com a reducao
do numero de nematoides na raiz. DINIZ e colaboradores (2017) observaram que o
tratamento com JA ativou genes de defesa inibindo o crescimento do fungo
Colletotrichum kahawae patdégeno do cafeeiro. Além disso, estudos demonstraram que
niveis baixos de JA causa preferéncia a oviposicdo e herbivoria (ATAIDE et al., 2016;
BOSH et al., 2014).

Ao induzir a herbivoria em diferentes genotipos de Nicotiana attenuata observou-
se uma diminuicdo na producao de carboidratos, relacionados ao crescimento da planta
e um aumento na producao de &cido jasmonico, estes resultados reforcam o modelo
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custo/beneficio, onde as plantas direcionam a energia gasta no crescimento para
mecanismos de defesa (MACHADO et al., 2017).

O catabolismo do JA, pode levar além da formacdo de Me-JA, a formacdo de
diversas classes de metabdlitos secundarios com diferentes atividades bioldgicas. Assim,
nao é necessariamente observado o acumulo de JA, mas sim a sintese de metabdlitos,
por ativacdo de genes induzidos por este fitormdnio, tais como alcaloides, terpenos,
flavonoides, cumarinas, estilbenos, entre outros (CREELMAN e MULLET, 1997; AHUJA
et al., 2012; KONAN et al., 2014).

2.5 - Metabolémica

A metabolémica pode ser definida como a abordagem analitica de estudo de
todas as moléculas de baixo peso molecular, ou tantas quanto forem possiveis, presentes
em uma determinada matriz bioldgica, seja ela animal, vegetal ou de microrganismos
(VUCKOVIC, 2012; MARTIAS et al., 2021; GONCALVES et al., 2022). A metabolomica
se baseia em dados de forma multidisciplinar, abrangendo bioquimica, quimica analitica,
informatica e bioestatistica, com uma gama de aplicacbes, tais como descoberta de
biomarcadores, efeitos da nutricdo, compreensao de doencas, toxicologia, melhoramento
genético de plantas, compreensdo de processos bioldgicos e estudo de interacbes
ecoldgicas (ALAMGIR et al., 2016; OH et al., 2021; GUIJARRO-DIEZ et al., 2015).

KIM e VERPOORTE (2010) consideram que ha trés passos fundamentais em um
estudo metabolémico de plantas: a preparacdo da amostra, a aquisicdo dos dados e a

analise quimiométrica.

Em uma matriz vegetal a preparacdo da amostra para estudo metabolémico
envolve coleta, secagem, extracdo e preparo da amostra, este considerado o pré-
processamento antes da andlise propriamente dita. A escolha da rotina empregada nédo
€ simples, mesmo se tratando de material vegetal cada matriz é Gnica e requer um
preparo de amostra proprio, que depende também do objetivo do estudo e dos métodos
de analise (KIM e VERPOORTE, 2010).

A coleta pode ser feita de um espécime em estado natural, em dia e horério

especifico ou ndo, ou cultivada em laboratorio sob condi¢cdes controladas. Também é
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necessario ter um cuidado para que ela realmente seja representativa e padronizada,
pois a idade da folha, altura em que caule ou folha foram coletados influenciam no perfil
metabolomico (GARCIA et al.,, 2018; LIU et al.,, 2019; ALBRECHT et al., 2012). O
congelamento da amostra imediatamente apds a coleta também é aconselhavel, para
evitar que os metabolitos sofram degradacdo enzimatica; ou ainda héa casos que a anélise
e feita de forma direta imediatamente apés a coleta (MAHMUD et al., 2015; FREUND et
al., 2017).

O material vegetal pode passar por secagem ou ser utilizado in natura. As duas
maneiras tém vantagens e desvantagens, uma vez que ao secar as folhas os metabolitos
podem ser degradados ou perdidos, como no caso de volateis; entretanto, a presenca de
agua torna o meio propicio para degradacdo enzimatica e niveis diferentes de agua na
matriz atrapalham as analises de quantificacdo dos metabdlitos. A secagem do material
vegetal pode ser feita por liofilizagdo, secagem ambiente ou em estufa, dentre outras
(MAHMUD et al., 2015; MANAGA et al., 2020). Além do mais, a possibilidade de moer a
amostra antes pode ser vantajosa, pois diminui o tempo e melhora a eficiéncia da
secagem (KIM e VERPOORTE, 2010).

A extracao é um outro desafio, pois a ampla diversidade de compostos presentes
na matriz vegetal com diferentes caracteristicas de polaridade, basicidade-acidez e
massa molar, torna dificil a busca por um solvente que englobe toda essa
heterogeneidade (SALEM et al., 2020). Os solventes metanol e etanol sdao os mais
utilizados, por serem capazes de extrair diferentes classes metabdlicas de maneira
maximizada. Contudo, diferentes solventes como acetona, acetonitrila, cloroférmio,
acetato de etila e dgua também sao utilizados, além da mistura entre dois ou mais
solventes (BIJTTEBIER et al., 2016; SOARES et al., 2011). Outras variaveis aplicadas a
extragdo sao temperatura, tempo, razdo solvente:amostra e instrumentacéo
empregadas. A metodologia de extracdo pode envolver extracdo em repouso ou por
agitacao, sonificacao, turbdlise e forno micro-ondas, esta ultima € pouco empregada no
campo da metabolémica (CASTRO e DELGADO-POVEDANO, 2014). Ha também a
extracdo com fluido supercritico, mas essa técnica ainda é pouco popular na
metabolémica (BIMARK et al., 2011).
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A Ultima etapa antes da andlise na instrumentacao selecionada € o preparo da
amostra. Esse preparo pode ser simples, apenas uma aliquota da amostra a ser inserida
no aparelho - como no caso de analises por RMN ou espectrometria de massas direta,
OuU passar por etapas necessérias a adequacdo desse extrato ao aparelho de analise
(SALEM et al., 2020).

Para analise em Cromatografia em fase Gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) uma aliquota da amostra pode ser inserida e se o intuito € analisar os
compostos volateis, esta pode ser injetada por injecao direta ou por headspace (FARIAS
et al., 2018; ANDREU-COLL et al., 2020). Contudo, se o intuito é analisar compostos nao
volateis é necessario fazer uma etapa de derivatizacdo para aumentar a volatilidade e
estabilidade dos metabdlitos (ROSENTAL et al., 2016).

Na analise por Cromatografia em fase Liquida (LC) o preparo da amostra deve
buscar o equilibrio entre a necessidade de adequacéo da amostra ao equipamento de
analise ao passo que também precisa evitar a perda de metabdlitos e reprodutibilidade
com excessivas manipula¢des (VUCKOVIC, 2012). A mais comum das técnicas é a
utilizacéo de cartuchos de Extracdo por Fase Solida (SPE) e a filtracdo com filtros com
poros de 0,22 um, cada um com diversos adsorventes disponiveis sendo a escolha
baseada principalmente nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos de interesse
(LEME et al., 2014). A centrifugacgéo e coleta de uma aliquota do sobrenadante também
pode ser utilizada, com a vantagem de ser simples e rapida e com menos passos de

manipulacédo da amostra (LI et al., 2017).

O segundo passo em um estudo metabolémico é a aquisicdo dos dados e foi 0
avanco das técnicas de analise que permitiu uma melhor cobertura de analitos e
possibilitou que os estudos metaboldomicos ganhassem espaco. As técnicas acopladas
garantiram uma maior automacao e robustez aos estudos e sdo hoje amplamente
empregadas (PATEL et al.,, 2021). A cromatografia gasosa e a cromatografia liquida
acoplada a espectrometros de massas (GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS) tem obtido éxito nos
estudos metaboldomicos bem como a cromatografia liquida acoplada a ressonancia
magnética nuclear (LC-HRMS), utilizada mais recentemente (HUMBERTY et al., 2020;
GIKA et al., 2019; SILVA et al., 2021; FLAMINI et al., 2014). Com isso, diversos estudos
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sdo dedicados ao desenvolvimento, otimizacao e validacao dos métodos cromatograficos
e de analise (CARERE et al., 2016; BADER et al., 2016; VECHIA et al., 2016).

Assim, a metabolémica cada vez mais passou a gerar grandes conjuntos de
dados multidimensionais a serem analisados, que requerem um tratamento e
processamento refinado e multivariado. Dessa forma, a Quimiometria emerge da
necessidade de extrair informagdes dentro dos metadados adquiridos, dispondo de
técnicas estatisticas apropriadas como analise de componentes principais (PCA),
agrupamento hierarquico (HCA) e analise discriminante pelo método de quadrados
minimos (PLS-DA), com softwares dedicados para esse fim tais como o Matlab, RSudio
e Mass Profiler Professional (MPP) (FERREIRA, 2015; RAFIEI e SLENO, 2015; FLAMINI
et al., 2014). Adicionalmente, softwares e bancos de dados sdo empregados na
deconvolucao e identificacdo dos compostos, dentre eles o proprio MPP, Nist, GNPS e
Mass Hunter (XIAO et al., 2012; FLAMINI et al., 2014; OH et al., 2021).

T'KINDT e colaboradores (2009) avaliaram seis diferentes abordagens de
extracdo variando solventes, tempo, temperatura e ordem de adicdo dos solventes a fim
de estabelecer um protocolo de analise mais adequado para metabolémica das folhas de
Arabidopsis thaliana por GC-MS e UPLC-MS. Os dados de LC-MS foram processados
utilizando QuanLynx® e MarkerLynx® (Waters, Milford, MA) e para GC-MS o AMDIS
(Automated Mass Spectral Deconvolution and ldentification System) foi utilizado para
identificagdo dos compostos. Além disso, o software SIMCA-P (Umetrics, Umea,
Sweden) foi utilizado para processamento multivariado. Apesar de indicar a melhor
extracdo em termos de quantidade de metabolito extraidos, os autores afirmam que nao
importa o quanto os métodos de extracdo diferentes busquem maior abrangéncia de

metabdlitos, nenhum método é capaz de uma cobertura total.

O estudo metabolomico conduzido por LI e colaboradores (2018), avaliou 13
cultivares de ch& chinés com o intuito de observar as diferengas metabdlicas entre eles.
O preparo de amostra foi realizado de maneira simples por extracdo com metanol/agua
(7:3) e centrifugacao, seguido da filtracdo de uma aliquota do sobrenadante em filtro com
membrana de 0,22uL. As andlises foram realizadas por LC-QTof-MS e os dados
processados por MassHunter Profinder - versdo B.08.00 (Agilent Technologies, Santa

Clara, CA, USA). A analise multivariada foi realizada utilizando o Mass Profiler
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Professional, versédo 13.0 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Com o estudo
foi possivel observar uma separacédo entre dois grupos de cultivares, os cultivares do
grupo GT produziam mais flavonoides glicosilados, enquanto os cultivares do grupo
G&BT produziam mais catequinas e acidos fendlicos. Além disso, 73 compostos foram
provisoriamente identificados, entre eles aminodacidos, catequinas, flavonoides

glicosilados, acidos fendlicos e alcaloides.

A indicacdo do acido cafeoilquinico e do éster metilico do &cido ferulico como
biomarcadores de escurecimento precoce em folhas de alface também foi resultado do
estudo metabolémico ndo direcionado com mais de 30 cultivares de alface. A coleta foi
realizada em trés dias diferentes e as amostras congeladas com nitrogénio liquido até a
extracdo. A analise foi realizada por UPLC-MS QTOF e diferentes softwares de analise e
estatistica multivariada foram utilizados tais como Mass Profiler Professional, SIMCA e
The Unscrambler (GARCIA et al., 2018).

AUSTEL e coloboradores (2021) avaliaram o efeito da herbivoria por
Brassicogethes aeneus em botdes de flores de 24 espécies de Brassica sp. O tratamento
estatistico e a analise de dados foram realizados com software RStudio (version 1.0.143)
e MassHunter (versao B.06.01). O perfil metabolémico por LC-ESI-QTof-MS demonstrou
a separacao das 24 espécies em trés grupos. Além disso, as espécies Barbarea vulgaris
e Raphanus sativus apresentaram mais de 1000 entidades especificas ap0s a herbivoria
e 53 metabolitos foram anotados de diferentes classes como saponinas, flavonoides e

acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos.
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3 — Objetivos
3.1 — Objetivo Geral

Desenvolver estudos de ecologia quimica investigando as relagdes entre o perfil
guimico de plantas de algoddo submetidas a diferentes mecanismos de inducédo de
resisténcia, contribuindo assim para identificacdo de metabdlitos de defesa constitutiva e

induzida do algodao.

3.2 — Objetivos especificos

- Cultivar 12 variedades de algodao em condigcdes normais e sob herbivoria;

- Selecionar dois cultivares, um resistente e um suscetivel, e cultivd-los em diferentes

condicBes de estresses bidticos e abioticos;

- Desenvolver metodologias de analise dos metabdlitos da folha do algodédo por UPLC-
QTof-MS e GC-MS;

- Analisar o perfil quimico de 12 cultivares de algoddo bem como as defesas constitutivas

e defesa induzida deles;

- Avaliar as variacdes quimicas entre cultivares sobre os diferentes sistemas de

estresses;

- Detectar as substancias relacionadas a resposta da planta nas condi¢des de estresse.
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4 - Materiais e métodos

4.1 — Cultivo de Gossypium sp.

Os experimentos foram realizados com 12 diferentes cultivares de algod&o. Os
cultivares foram selecionados por possuirem relato de resisténcia ou suscetibilidade a
espécies-pragas ou por serem utilizados na agricultura brasileira, como descrito na
TABELA 4.1. O cultivo das plantas foi realizado no Laboratério de Resisténcia de Plantas
a Insetos do Departamento de Ciéncias da Producéo Agricola da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinaria, Unesp-Jaboticabal pelo Dr. Carlos Alessandro de Freitas sob

supervisao do professor Dr. Arlindo Leal Boiga-Junior.

As plantas foram cultivadas em vasos de 12L, contendo substrato composto por
solo, esterco bovino e areia (3:1:1). Cada cultivar foi semeado em trés vasos, cada vaso
contendo cinco plantas e considerado como uma replicata. Os vasos foram mantidos em
casa de vegetacdo vedada com tela anti-afideo e irrigados sempre que necessério,
tomando o cuidado de ndo causar nenhum tipo de estresse hidrico. Apds 60 dias de

emergéncia os experimentos foram conduzidos (Item 4.3).
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TABELA: 4.1: Genotipos de algodéo estudados, origem e historico de resisténcia dos
gendtipos. Fonte: FREITAS (2019).

Gendétipo Origem Historico de resisténcia
1 BRS 286 Embrapa N&o avaliado
2 BRS 293 Embrapa Néao avaliado
3 BRS 335 Embrapa N&o avaliado
4 BRS 336 Embrapa N&o avaliado
5 BRS 368 RF Embrapa N&o avaliado
6 BRS 372 Embrapa N&o avaliado
7 Delta Opal D&PL Brasil Ltda Suscetivel a Alabama argillacea (BOICA

JUNIOR et al., 2012) e Spodoptera
frugiperda (JESUS et al., 2014).
8 FMT 701 Fundacdo MT antixenose e/ou antibiose a A. argillacea
(BOICA JUNIOR et al., 2012) e S.
frugiperda (JESUS et al., 2014).

9 FMT 707 Fundacdo MT N&o avaliado

10 FMT 709 Fundacdo MT N&o avaliado

11 FMX 910 Bayer S.A. Antibiose de A. argillacea (BOICA JUNIOR
et al., 2012).

12 FMX 993 Bayer S.A. Suscetivel a Chrysodeixis includens

(FUNICHELLO et al. 2013).

4.2 — Insetos utilizados para herbivoria

As lagartas de Spodoptera cosmioides utilizadas faziam parte da colonia do
laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos do Departamento de Ciéncias da
Producdo Agricola da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindria da Unesp-
Jaboticabal, esta colénia anualmente recebe individuos coletados no campo para
manutencao da diversidade genética. As lagartas pertenciam a 192- 222 geracdo e

estavam no 5° instar no momento do experimento.

4.3 — Experimentos de cultivo de Gossypium sp.

4.3.1 — Experimento de defesa constitutiva

Os doze genotipos foram cultivados em triplicata como descrito no item 4.1, e

apos 60 dias de emergéncia, a terceira e a quarta folha - a partir da base de cada planta,
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foram coletadas, totalizando 10 folhas por vaso, cada vaso foi considerado uma réplica
da triplicata. As folhas foram imediatamente congeladas com Nitrogénio liquido para
promover o quenching metabdlico e armazenadas em ultrafreezer -80°C (SANYO,
Modelo MDF-U56VC) (FREITAS, 2020).

4.3.2 — Experimento de resisténcia induzida por herbivoria

O experimento de inducdo de herbivoria foi realizado com os 12 gendétipos e
lagartas da espécie Spodoptera cosmioides mantidas sem alimentag&o por 3 h antes dos
ensaios. A lagarta foi posicionada sobre a segunda folha a partir da base, envolta em
uma gaiola de tecido “voile” (20 x 15 cm), mantida por 16 h, resultando em um consumo
da éarea foliar de 80%, e entdo removida. Depois de trés dias da remocao da lagarta, a
terceira e quarta folha, a partir da base das plantas, dos dois grupos, controle e injuria
por herbivoria, foram coletadas (FREITAS, 2020). As folhas foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C. O experimento de

defesa constitutiva (item 4.3.1) foi realizado em paralelo e utilizado como grupo controle.

4.3.3 — Experimento de Resisténcia induzida por fatores bioticos e abibticos

A resisténcia induzida por fatores bidticos e abiéticos foi conduzida com 6
diferentes tratamentos e dois genoétipos a fim de observar a resposta metabdlica dos
genotipos a diferentes condicdes de estresse. Os gendtipos FMT 701 e Delta Opal foram
escolhidos como representantes de cultivar resistente e suscetivel, respectivamente. Os
dois gendtipos foram cultivados como descrito no item 4.1 e ap6s 60 dias de emergéncia
foram induzidos a resisténcia, como descrito a seguir. As folhas apds coleta eram

imediatamente congeladas e armazenadas em freezer -80°C.
a) Adicao de jasmonato de metila ao solo na concentragéo de 20 pumolL* (20S):

Uma solucdo de jasmonato de metila na concentracdo de 20 pmolL?! foi
preparada com jasmonato de metila (95%, Sigma-Aldrich) utilizando 0,01% de Tween®

80 como veiculo. Com uma pipeta de Pasteur®, 10 ml da solucdo foi adicionada
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diretamente na superficie do solo de cada vaso. As folhas foram coletadas dois dias apés

a adicao da solucao de jasmonato de metila.
b) Adicdo de jasmonato de metila ao solo na concentragcéo de 200 pmoLlI* (200S):

Uma solucdo de jasmonato de metila na concentracdo de 200 pmolL* foi
preparada com jasmonato de metila (95%, Sigma-Aldrich) utilizando 0,01% de Tween®
80 como veiculo. Com uma pipeta de Pasteur® 10 ml da solucdo foi adicionada
diretamente na superficie do solo de cada vaso. As folhas foram coletadas dois dias ap6s
a adicao de jasmonato de metila.

c) Pulverizacéo de jasmonato de metila nas folhas (200P):

Um volume de 2ml da solucéo de jasmonato de metila na concentracao de 200
umolL™ foi pulverizada sobre as folhas de cada planta com auxilio de borrifador. As folhas

foram coletadas dois dias apds a adicdo da solucao.
d) Herbivoria (Herb)

As lagartas de Spodoptera cosmioides, no 5° instar de desenvolvimento, foram
mantidas 3 horas sem alimento antes dos experimentos. Em seguida, uma lagarta era
posicionada na segunda folha, a partir da base de cada planta, e envolta em uma gaiola
de tecido voile (20 x15 cm). Ap6s 16 h, tempo em que 50-60% da éarea foliar foi
consumida, as lagartas eram removidas. As folhas foram coletadas trés dias apds a

remocao das lagartas.

e) Herbivoria mais jasmonato de metila (Herb 200S)

A herbivoria foi realizada como descrita no item anterior (item 4.3.3d). Apos 24 h
da remocéao da lagarta 10 ml da solucéao de jasmonato de metila na concentracéao de 200
umolL! foi adicionado no solo (preparada como em Adicdo de jasmonato de metila ao
solo na concentragéo de 200 pumolL? item 4.3.3b). A coleta das folhas foi realizada apds

2 dias da adicdo da solucéo de jasmonato de metila.
f) Estresse hidrico (Hid)
As plantas foram mantidas em estresse por déficit hidrico durante 5 dias, neste

periodo as plantas ndo foram regadas. Apés os 5 dias as folhas foram coletadas.
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4.4 — Analise metaboldmica

4.4.1 — Estudo da secagem do material vegetal

A fim de avaliar qual a melhor condicéo de extracdao do material vegetal, as folhas
foram moidas em um moinho IKA® modelo All basic, e trés metodologias foram
avaliadas: material in natura (ou seja, ndo seco), material seco em estufa de ar circulante

a 40°C e material seco por liofilizagao.

A extracao foi realizada com 300 mg do material, de cada uma das trés condi¢des
avaliadas, e 3 ml de metanol por um processo de turbdlise. A turbdlise ocorreu por 1 min
nos tempos 0, 15 e 30 min e em seguida a amostra foi centrifugada por 5 min e o
sobrenadante reservado. A extracao foi realizada duas vezes consecutivas, totalizando 6
ml de extrato liquido. O solvente foi evaporado e o extrato ressolubilizado em 2 ml de
metanol, esta solucdo foi centrifugada por 20 min a 25°C e 12.000xg e 1 ml do

sobrenadante foi armazenada em vials para analise cromatografica.

O perfil cromatografico das amostras foi adquirido por UPLC-DAD-QDa (Waters
Corp., Milford, MA, USA — Acquity H-class equipado com detector de arranjo de fotodiodo
“‘PDA” e um detector de massa single quadrupolo “QDA”, Software Empower ®, Coluna:
Waters CSH C18 -1.7 um; 2.1x10 Omm) com injecéo de 1 pL do extrato e eluicdo em
MeOH/H20 em modo gradiente (5 —-100% em 25 min), permanecendo em 100% metanol
até 30 minutos. Os perfis foram comparados e a metodologia por secagem em estufa de

ar circulante foi escolhida como método de secagem.

4.4.2 — Métodos de analise
4.4.2.1-GC-MS

4.4.2.1.1 - Equipamento

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo a gas modelo 2010 Plus acoplado
a um espectrometro de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo TQ-8040 (GC-
MS) (Shimadzu, Kyoto, Japao), injetor automatico com amostrador AOC 5000 (Shimadzu,

Kyoto, Japao). O gas Heélio 5.0 (99.999%) (White Martins, Sado Carlos, SP, Brasil) foi
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usado como gas de arraste. Os dados foram obtidos utilizando Software GC-MS Solution

(Shimadzu, Kyoto, Japéo).

4.4.2.1.2 - Extracéo

Com o intuido de analisar diferentes classes de metabdlitos, optou-se pela
analise por GC-MS com amostras derivatizadas das folhas de algoddo. Duas
metodologias de extracao foram realizadas a fim de avaliar qual seria mais efetiva. Os
testes de extracdo foram feitos com uma mistura foliar (folhas secas) dos 12 diferentes
gendtipos. A escolha da metodologia de extracdo considerou além da quantidade de
picos, as classes de substancias observadas. A identificacdo dos metabdlitos foi efetuada
por comparacao dos espectros de massa em base de dados NIST (NIST 21, NIST 05,
NIST 17-1, NIST 107, WILEY 8) e comparacao dos indices de Kovats.

Extracéo 1

As folhas de algoddo secas e moidas foram diretamente derivatizadas,
adicionando-se 60 pL de piridina a 5 mg de material vegetal. A solucao ficou em repouso
por 5 min a 60°C. Apds este tempo, foram adicionados 100 pL do derivatizante
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e seguiu-se um novo repouso de 30 minutos.
Posteriormente, a solugdo foi filtrada e reservadas em vials, acrescida de 340 pL de

cloroférmio e injetadas em GC-MS.

Extracao 2

Nesta metodologia as amostras de GC-MS foram preparadas obtendo-se o
extrato foliar antes da derivatizacdo. Uma quantidade de 150 mg de folha secas de
algodao foi extraida com 4 ml de solvente extrator por turbdlise durante 4 minutos, em
seguida, o extrato ficou em repouso por 30 minutos, e entdo foi filtrado e seco. Um
planejamento fatorial simples foi realizado para a escolha do solvente e temperatura de
extracdo (TABELA 4.2). O experimento 4 foi escolhido por apresentar o maior nimero de
picos. A derivatizagéo foi realizada do mesmo modo que a extracdo 1, contudo utilizando

5 mg do extrato seco.
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A extracdo e derivatizacdo de todas as amostras foi realizada como descrito

neste item utilizando CHsCIl/MeOH (1:1) a temperatura ambiente de 25°C.

A andlise foi realizada em gradiente exploratorio iniciado a 75°C, com rampa de
temperatura de 5°Cmint até atingir 300°C, fluxo de gas 1 mimin-t, modo de injecéo split
no valor de 1:10 e temperatura de injecédo igual a 280°C, em coluna RTX-5MS (30m x
0,25mm x 0,25 mm).

TABELA 4.2 - Experimento fatorial para otimizagédo da extragcédo 2 para GC-MS.

CHCl3/MeOH Temperatura (°C)
Exp. 1 8:2 55
Exp. 2 8:2 25
Exp. 3 11 55
Exp. 4 11 25
Exp. 5 65:35 40
Exp. 6 65:35 40
Exp. 7 65:35 40

4.4.2.1.3 -. Otimizagdo cromatografica

Um gradiente exploratorio foi desenvolvido, variando a temperatura inicial (50 e
70 °C), o modo de injecéo (Split de 10, 20 e 50) e o gradiente de temperatura (5, 7 e
10°C/min). O método foi escolhido considerando a otimiza¢do do tempo e a resolucéo
cromatografica (TABELA 4.3). A sequéncia de injecdo das amostras foi realizada

utilizando o padréo: 6 amostras e uma injecao de solvente.
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TABELA 4.3 - Condi¢des cromatograficas no GC-MS.

Rtx-5MS (30m x 0,25 Temp. do

[0}
Coluna mm x 0,25m) injetor 280 °C
Gas de 75°C por 1min, 75-
arraste Hélio (1 mimin?) Temp. do forno  300°C em 5°Cmin,
300°C por 5 min
Volume de Temp. o
injecao 1ub Interface 300°C
Split 10:1 o E)n‘ffafé’;cfe 300°C
Fonte de .
ionizacao El (m/z: 45-1000)

4.4.2.1.4 - Analise dos dados

Os picos cromatograficos foram integrados manualmente de maneira
comparativa, desconsiderando ruidos e os sinais do branco da amostra. A planilhas de
dados foram geradas no Microsoft® Excel a partir da area dos picos e tempos de

retencdo, que foram normalizados utilizando o mentol, como padré&o interno.

4.4.2.2 — UPLC-QTof-MS

4.4.2.2.1 — Equipamento

As analises dos compostos nao volateis foram realizadas em um sistema UPLC-
QTof-MS, com cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra High Performance Liquid
Chromatography, UPLC - Agilent 1290, Agilent Technologies, CA, United States)
acoplado ao espectrometro de massas do tipo quadrupolo-tempo de voo (Quadruple
Time of Flight Mass Spectrometry, QTof-MS - Agilent 6545) equipado com fonte de

ionizacao do tipo electrospray (ESI) e software Mass Hunter.
4.4.2.2.2 — Extracao

A fim de obter uma extracdo otimizada as variaveis independentes: solvente,
método de extracdo e razdo solvente/amostra foram avaliados em até trés niveis e
35



codificados de acordo com a TABELA 4.4. O planejamento fatorial completo 2° foi

realizado como descrito na TABELA 4.5.

Os extratos foram preparados utilizando 300 mg de material seco em estufa de
ar circulante a 40°C. Cada extracdo teve um periodo de 30 minutos e a amostra foi
submetida a agitacdo por dois minutos no inicio do processo e nos tempos 15 e 30
minutos. O extrato foi entdo centrifugado e o sobrenadante reservado. A extracéo foi
realizada por duas vezes consecutivas totalizando 6 ml de extrato. O preparo da amostra

e anéalise no UPLC-DAD-MS foi realizada como descrito no item 4.4.1.

Os aparelhos usados para extracdo foram Turrax IKA, T 10 basic ULTRA-
TURRAX® Package (Turrax 1); Turrax IKA, ULTRA-TURRAX® Tube Drive, 2 x ST-20, 2 x
DT-20 (Turrax 2) e Vortex IKA, 3365000 Lab dancer (Vortex).

TABELA 4.4- Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial.

Nivel -1 0 1
Equipamento Turrax 1 Turrax 2 Vértex
Solvente EtOH/H20 (8:2) MeOH (8:2) -

Volume (ml) 3 6 -
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TABELA 4.5-Planejamento fatorial para otimizacao da metodologia de extracao.
Experimento Equipamento Solvente Volume

Expl -1 -1 -1
Exp2 -1 -1 0
Exp3 -1 0 -1
Exp4 -1 0 0
Exp5 0 -1 -1
Exp6 0 -1 0
Exp7 0 0 -1
Exp8 0 0 0
Exp9 1 -1 -1
Exp10 1 -1 0
Expl1l 1 0 -1
Exp12 1 0 0

Os perfis cromatograficos dos experimentos foram comparados e as condigdes
do experimento 3 foram escolhidas para a extracdo (TABELA 4.3). Apés otimizacéo da

extracdo, a extracdo padréao de todas as amostras foi realizada como descrita a seguir.

As folhas foram moidas com moinho IKA® modelo All basic, secas em estufa
de ar circulante a 40°C e submetidas a extragdo por turbolise com Metanol/Hz20 (8:2) duas
vezes consecutivas, utilizando 150 mg de folha seca e 3 ml de solvente extrator. A
agitacao por turbdlise aconteceu por dois minutos nos tempos 0, 15 e 30 min. O extrato
foi centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante reservado. Ao final das duas extragoes,
todo o extrato foi centrifugado por 20 minutos e 2 ml do sobrenadante reservado em vials
e armazenados em freezer a -20°C. Antes da analise cromatogréfica o extrato foi filtrado
em membrana PVDF de 0,22 um. A amostra para inje¢ao consistiu em 900 L de extrato
filtrado e 100 pL de solucdo padrdo de cafeina (0,1 mgml?), utilizada como padrédo

interno.
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4.4.2.2.3 - Otimizagao cromatogréfica

Uma amostra contendo uma mistura dos doze genotipos, foi extraida como
descrito no item anterior (item 4.4.2.2.2), a fim de desenvolver um método cromatogréafico

satisfatorio para todos os genotipos.

A analise dos metabdlitos foi realizada utilizando UHPLC-QTof-MS (Agilent LC-
6545B, item 4.4.2.2.1). Variaveis como temperatura (25 e 45 °C), eluente (MeOH/H20 ou
ACN/H20) e a adi¢céo ou ndo de Acido férmico 1% como modificador na fase moével foram
testadas. Além disso, as analises foram realizadas no modo positivo e negativo, variando
os parametros de fragmentacdo, voltagem do capilar e do nozzle. O método foi
selecionado de acordo com o maior numero de picos apresentados, ap0s otimizacao.
Desta forma, a aquisicdo de dados foi realizada de acordo com os métodos descritos na
TABELA 4.6 e 4.7. As sequéncias de injecdo foram feitas de forma aleatéria seguindo um
padréo de repeticao de 6 injecdes de amostras e uma injecao de solvente, utilizado como
intervalo.

TABELA 4.6 - Método cromatografico para analise das folhas de algoddo em
cromatografia liquida.

Coluna Agilent Zorbax Eclipese Plus C18(2.1x50mm 1.8 um)
Fluxo 0,3 mi/minl
Vol. De Injegéo 1pL
Eluente Acetonitrila/Agua
Modificador Acido férmico 0,1% (apenas no modo positivo)
Temrégllratnu;a da 40°C
Gradiente ACN/H20 5%-100% em 15 min 100% de ACN por 5 min.
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TABELA 4.7 - Condi¢cdes de analise para o espectrometro de massas do UPLC-QTOF-
MS

Modo Modo
positivo Negativo

Gés Temp 320°C Fragmentador 150 150
Drying Gas 8 VCap 4.000 1000
Nebulizador 35 Nozzle Voltagem 1500 3000
ShTe::nGpas 350°C

heme n

Skimmer 65

4.4.2.2.4 - Estudos de desempenho analitico

Dois flavonoides, Daidzeina (0,2 mgml?) e Naringenina (0,5 miml?), foram
escolhidos para avaliar seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo do método de

analise.

Para o estudo de seletividade e linearidade adicionou-se 200, 350, 550, 750, 900
pL de daidzeina a 6 ml de MeOH/H20 (8:2), e uma aliquota de 900 pL de cada uma
destas solucbes foi reservada para a curva de calibracdo dos padrdes em solvente,
lembrando que 100 pL de cafeina foi adicionada como padrado interno. As amostras de
folha de algodédo secas e moidas foram dopadas nas mesmas concentracfes e, apos
evaporacao do solvente, extraidas de acordo com a metodologia de extracdo (item
4.5.2.2). O mesmo procedimento foi realizado com a Naringenina, no entanto com a
adicao de 50, 200, 350, 550, 750 e 900 pL. As estimativas dos coeficientes das curvas

foram realizadas por regressao linear.

A precisao foi aferida pelo desvio padrdo absoluto de um nimero determinado
de amostras, que pode ser expressa por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A ANVISA (2017), para estudo de repetitividade, sugere a avaliacao
com um numero minimo de 9 repeticOes, abrangendo 3 concentracdes: baixa, média e
alta, em triplicata. Neste estudo, utilizamos concentracées de 60, 425 e 800 pL dos

padrdes.
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A exatidao foi medida por meio de ensaio de recuperacao, com adicao de 60, 425
e 800 pL das solucbes padrao daidzeina e naringenina como compostos substitutos, o

experimento foi realizado em triplicata.

A analise dos dados de validacao foi realizada utilizando as &reas dos picos m/z
de cada padrdao com o auxilio do software MassHunter Quantitative Analysis, e os graficos

de regresséo linear foram construidos utilizando o programa OriginPro 8.5.

4.4.2.2.5 - Analise dos dados

Os dados brutos adquiridos foram pré-processados no Software MassHunter
Qualitative Analysis Workflows (versdo B.08.00). Os dados foram deconvoluidos
utilizando a fungao “Find by Molecular Feature”, os picos extraidos no tempo de retencao
de 1-17 min e m/z de 50,0000 a 800,0000. Os picos com alturas inferiores a 5000 counts
foram removidos e a qualidade minima aceita foi de 90%. Os picos m/z detectados nas

analises do branco foram desconsiderados e as tabelas geradas em modo “.cef”.

4.4.3 - Analise multivariada

Com o intuito de visualizar os padroes de semelhancas e diferencas entre os
diferentes genotipos e tratamentos, realizou-se analises multivariadas, tais quais Analise
de Componentes Principais (PCA), Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA), Graficos
de Volcano e Diagramas de Venn, utilizando o Software MPP (Mass Profiler Professional
— Agilent). Para isso os dados foram alinhados e normalizados utilizando como padrao
interno a cafeina, para as analises por UPLC-QTof-MS, e o mentol, para analise por GC-
MS. As entidades foram filtradas de acordo com sua presenca nas triplicatas de uma
mesma amostra, p<0,05 e cut-off de 2.0. A ANOVA foi realizada por Teste-t e teste de
correcdo Benjamin and Hochberg - FDR. A anélise multivariada foi realizada com a lista
de potenciais metabodlitos filtrados que apresentaram significAncia estatistica pelo teste
de ANOVA aplicado.
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5 - Resultados e discussao
5.1 - Analise metaboldmica

5.1.1 - Secagem do material vegetal

A secagem do material € uma etapa importante no processo de extracdo e
preparo de amostra. Além da secagem evitar a decomposi¢cdo dos metabdlitos, pois a
agua fornece o meio para reacdes enzimaticas que podem ocorrer durante a preparacao
da amostra, diferentes quantidades de agua na amostra modifica os resultados da

guantificacdo, o que comprometeria o objetivo deste estudo (KIM E VERPOORTE, 2010).

Trés abordagens foram avaliadas em relagdo ao método de secagem do material
vegetal utilizado para extragédo, extracdo realizada com as folhas frescas — in natura,

folhas secas por liofilizacao, e folhas secas em estufa de ar circulante a 40°C.

Ao comparar 0s cromatogramas observa-se que a extracdo com diferentes
tratamentos do material vegetal apresentou variagdes, principalmente quantitativas, entre
o0 material seco e in natura (FIGURA 5.1). O material seco, seja por estufa ou por
liofilizacdo apresentou uma maior quantidade de picos cromatograficos, além de maior
intensidade, indicativo de maior concentracdo dos metabdlitos, corroborando com o que
discutido por KIM e VERPOORTE (2010). Diante disso, optou-se pela secagem do
material vegetal por estufa de ar circulante, por demandar menor tempo que a secagem

por liofilizagéo, e as duas metodologias resultarem em perfis quimicos semelhantes.
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FIGURA 5.1 - Perfil cromatografico obtido por UPLC Waters (Acquity UPLC H-Class
System) dos extratos de algodao com diferentes metodologias para secagem da amostra.
Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), eluicdo em gradiente com MeOH/H20 10% — 100%

em 25min, permanecendo em 100% metanol até 30 min, 0,3 mimin™.
Azul: material seco em estufa de ar circulante, Preto: material seco por liofilizagdo, Verde: material in
natura.

5.1.2 - Analise por GC-MS

Duas metodologias de preparo de amostra para analise dos ndo-volateis foram
avaliadas neste estudo: derivatizacdo direta das folhas (D-D) e extracdo com
CHCI3/MeOH (1:1) com posterior derivatizagdo (E-D), como descrito na se¢éo 4.5.1.2
(FIGURA 5.2 e 5.3). A TABELA 5.1 apresenta os picos observados nas duas
metodologias, a identificagdo destes picos e a comparagdo qualitativa das duas
metodologias. A identificacdo dos compostos foi feita por comparagcdo dos espectros

massas com bases de dados NIST e pelo indice de Kovats.

No preparo de amostras por derivatizacdo direta (D-D) € possivel observar
majoritariamente acucares e derivados de acgucares e algumas substancias volateis da
classe dos terpenos, como limoneno, cariofileno e humuleno. Na metodologia de extragéo

com CHCIs/MeOH (1:1) e posterior derivatizagédo (E-D) diferentes classes de substancias
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foram observadas dentre elas acidos graxos de cadeia longa, acidos organicos, acucares

e derivados, aminoacidos e esteroides (TABELA 5.1).

A extracdo com CHCI3/MeOH (1:1) e posterior derivatizagdo (E-D) foi escolhida
como metodologia de extracdo, uma vez que permitiu observar um ndmero maior de
substancias, 141 picos, de diferentes classes (FIGURA 5.2, TABELA 5.1).

Em contrapartida, a metodologia com derivatizacao direta (D-D) das folhas néo
se mostrou interessante para nosso objetivo. Embora tenha a vantagem de ser mais
simples e utilizar menos solvente e tempo, a D-D resultou em 61 picos, nUmero bem
inferior a E-D, os picos se caracterizaram em sua maioria de aglUcares, com apenas
algumas substancias diferentes, e apesar de possibilitar a analise de alguns compostos
volateis estes ja foram estudados por AQUINO (2020) ndo sendo de interesse para as
andlises aqui propostas (FIGURA 5.3 e 5.4). Vale ressaltar que os agucares possuem
espectros de massa e indice de retencao (IR) semelhantes, o que dificulta a identificacao
dos mesmos, sendo considerados irrelevantes para o estudo metabolémico aqui proposto
(TABELA 5.12).
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FIGURA 5.2 - Cromatograma obtido por analise de GC-MS das folhas de algodao,
metodologia derivatizagdo direta das folhas. Coluna RTX-5MS (30m; 0,25 mm; 0,25um),
75°C por 1 min, 5°Cmin! até 300°C, 300°C por 5 min.
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FIGURA 5.3 - Cromatograma obtido por analise de GC-MS das folhas de algodao,
metodologia de extracdo com CHCIs/MeOH seguida de derivatizagdo. Coluna RTX-5MS
(30m; 0,25 mm; 0,25um), 75°C por 1 min, 5°Cmin-t até 300°C, 300°C por 5 min.
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FIGURA 5.4 - Cromatograma comparativo da analise por GC-MS das folhas de algodao
metodologia de extragcao direta (preto) e extracédo seguida de derivatizacdo (rosa). Coluna
RTX-5MS (30m; 0,25 mm; 0,25um), 75°C por 1 min, 5°Cmint até 300°C, 300°C por 5
min.
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TABELA 5.1 - Identificacdo das substancias das folhas de algodédo analisadas por GC-
MS e comparacao das duas metodologias de preparo de amostra estudadas.

IR

Composto TR E-D D-D exp, IR lit,
Limoneno 5,162 - + 1028 1031
NI 5,316 + - 1035 ND
Acido latico, 2 TMS 5795  + + 1057 1065
Acido glicélico, 2 TMS 6,105 + tr 1072 1080
L-Valina, TMS 6,330 + - 1082 1083,2
NI 6,475 + tr 1089 ND
NI 6,915 + - 1109 ND
Acido propanoico TMS 7,680  + - 1144 1151
L-Leucina, TMS 7,920 + - 1155 1155,7
Acido 3-hidroxibutirico, 2 TMS 8,085  + - 1163 1167
Isoleucina, TMS 8,432 + - 1179 1178,6
Glicerol, 2 TMS 8,929 - + 1202 *
Acido 3-hidroxisovalérico, 2 TMS 9,290 + tr 1216 1216
Acido 4-hidroxibutanoico, 2 TMS 9,925  + - 1241 1246
Acido benzoico, TMS 10,155 + - 1251 1257
NI 10,275 + - 1255 ND
NI 10,825 + - 1277 ND
NI 10,970 + - 1283 ND
Glicerol, 3 TMS 11,075 + + 1287 1292
Niacina, TMS 11,315 + - 1297 1298
Acido benzenoacético, TMS 11,455  + tr 1303 12951
Acido butenodioico, 2 TMS 11,930 + tr 1321 1321
Acido glicérico, 3 TMS 12,530 + + 1345 1344
Acido 2-butenedioico, 2 TMS 12,750 + - 1354 1358
Acido Nonanoico, TMS 12,995 + - 1364 1369
Cariofileno 14,575 - 1428 1421
Humuleno 15,411 - 1464 1465
Acido L- aspartico, 3 TMS 16,035 + - 1490 1502,4
Acido malico, 3 TMS 16,485 + - 1509 *
NI 17,095 + tr 1534 ND
Acido piroglutamico 17,145  + tr 1536 *
Acido 4-Aminobutanoico, 3 TMS 17,296  + - 1542 1541
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Acido eritrénico, 4 TMS
NI
NI
Acido benzoico, 2 TMS
Monossacarideo
Monossacarideo

Acido 4-hidroxibenzenoacético,
2TMS

Acido dodecanoico, 1 TMS
Monossacarideo
Monossacarideo
Monossacarideo

Acido subérico, 2 TMS
Ribitol, 5 TMS
Monossacarideo, 3 TMS
Xilitol, 5 TMS
Adonitol, 5 TMS
NI
NI
Acido azelaico, 2TMS
NI
NI
Monossacarideo
Monossacarideo
Monossacarideo
Monossacarideo
Acido miristico, TMS
Monossacarideo
Monossacarideo
NI
Monossacarideo
NI
Monossacarideo
Monossacarideo
NI

17,952
18,375
18,529
19,478
19,551
19,641

19,768

19,936
20,340
20,392
20,835
21,075
21,467
21,535
22,009
22,112
22,445
22,998
23,168
23,267
23,330
23,804
23,856
23,964
24,044
24,112
24,180
24,656
24,725
24,930
25,402
25,565
25,814
26,041

+ 4+ 4+ + + o+

+

= o+ o+

+ 4+ 4+ + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + o+

tr

tr

tr

tr

tr
tr

1570
1588
1594
1637
1640
1645

1650

1658
1677
1679
1699
1710
1728
1732
1753
1758
1773
1799
1807
1812
1815
1839
1842
1847
1851
1855
1858
1882
1886
1896
1920
1928
1941
1952

1569
ND
ND
1637
ND
ND

1650

1657
ND
ND
ND
1710
1727,1
1724
1748
1756
ND
ND
1806
ND
ND
ND
ND
ND
ND
1850
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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D-mannitol, 6TMS
NI
Monossacarideo
Monossacarideo
Monossacarideo
Acido D-Glucénico, 6TMS
Acido palmitico, TMS
Mio-Inositol (isom1l), 6 TMS
Acido galactarico, 6TMS
NI
Monossacarideo
Mio-inositol, (isbmero 2), 6TMS
Acido heptadecanoico, TMS
Alcool estearilico, TMS
Acido linoleico, TMS
Acido a-linolénico, TMS
Acido oleico, TMS
Monossacarideo
Acido estearico, TMS
NI
NI
Monossacarideo
Monossacarideo
NI
NI
1-Monomiristina, 2TMS
Acido eicosanoico, TMS
Uridina, 3 TMS
NI
1-Monopalmitina 2TMS
NI
Acido beénico, TMS
NI
NI
NI

26,335
26,494
27,005
27,407
27,591
27,725
27,940
28,222
28,546
28,881
28,978
29,302
29,724
29,916
30,914
31,049
31,123
31,312
31,448
31,756
32,312
32,397
33,044
33,184
33,356
34,158
34,692
35,200
36,460
37,126
37,541
37,697
38,512
38,877
39,763

+

+ 4+ 4+ + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + o+ o+

tr
tr

tr

tr

tr

tr

1967
1975
2001
2023
2033
2040
2052
2068
2085
2104
2109
2127
2150
2161
2217
2225
2230
2241
2249
2268
2301
2306
2345
2353
2364
2412
2447
2480
2561
2605
2634
2645
2702
2727
2783

1969
ND
ND
ND
ND

2037

2047

2073,7

2085
ND
ND

2130

2144

2154

2210

2218

2229
ND

2243
ND
ND

2301
ND
ND
ND

2418

2451

2470
ND

2606
ND

2644
ND
ND
ND
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2-Monostearina, 2TMS 39,906 + + 2779 2806

NI 39,984 + + 2805 ND
NI 40,127 + - 2815 ND
NI 40,138 - + 2816 ND
NI 40,428 + 2838 ND
NI 41,290 + 2902 ND
NI 41,734 - + 2936 ND
NI 43,783  + - 3095 ND
NI 43,886 + 3103 ND
1-Octacosanol 44,434  + 3147 3139
NI 45,187 + tr 3207 ND
NI 46,848 + + 3348 ND
Estigmast-5-eno, 1TMS 47,279  + + 3384 *
NI 50,234 - + 3634 ND

TR: Tempo de retencéo; IR exp: indice de retencdo experimental; IR lit: indice de retenc&o relatado na
literatura; D-D: Derivatizacdo direta das folhas; E-D: Extracdo seguida de derivatizacdo; NI: N&o
identificado; ND: N&o determinado, tr= traco.

Desta forma, a extracdo seguida de derivatizacao foi utilizada para as analises
por GC-MS, pois demonstrou-se satisfatoria com a deteccdo de diversas classes de
metabalitos, incluindo metabdlitos primarios como a leucina, isoleucina, xilitol e niacina;
acidos graxos dentre eles acido estearico e acido beénico, além dos acidos linolénicos e
linoleico jA conhecidos como participantes de mecanismos de defesa de plantas
(SUMAYO et al., 2014; BABENKO et al., 2017); diferentes acidos organicos tais como

acido propanoico, acido latico e acido 2-butenodioico; e o esteroide estigmast-5-eno.
5.1.2.1 - Estabilidade da anélise

A avaliacdo da estabilidade da amostra e método de andlise foi realizada
injetando a amostra nos tempos 0, 3, 6 e 12 horas apés a derivatizagdo. Os
cromatogramas de cada analise foram comparados e examinados em termos qualitativos
e guantitativos. Na FIGURA 5.5 pode-se observar que ndao houve alteracdo no perfil

cromatografico no decorrer do tempo e que 0os cromatogramas possuem perfis idénticos.
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FIGURA 5.5 — Comparacao do perfil quimico de algoddo por GC-MS nos tempos 0Oh, 3h,

6h e 12h apds metodologia de extracdo seguida de derivatizac&o. oh preto; 3h azul; 6h rosa;
12h verde

Para ilustrar a estabilidade da amostra em termos quantitativos os compostos
glicerol, 4cido mélico, acido a-linoleico e sigmat-5-eno foram monitorados e os valores
representados em abundancia relativa ao padréo interno mentol (TABELA 5.2). O critério
de escolha desses compostos se deve ao fato de pertencerem as diferentes classes de
moléculas observadas e por se encontrarem em tempos de retencdo que abrangem todo
o cromatograma. Os valores de desvio padréo relativo estdo em uma faixa entre 0,5 —
7,3, condizentes com as exigéncias da FDA (2018) que estipula valores de até 20% em
casos de amostras biolégicas analisadas por cromatografia. Pode-se observar também
gue os valores ap6s 3 h ficam ainda mais semelhantes, o que confere reprodutibilidade

e estabilidade da metodologia empregada.

TABELA 5.2 — Monitoramento da area relativa dos picos analisados por GC-MS em
diferentes tempos apoés a derivatizacao.

Composto/ Tempo Oh 3h 6h 12h DPR
Glicerol 67,39 68,08 68,14 68,20 0,56
Acido malico 14,41 15,97 16,41 16,63 6,31
Acido alfalinoleico 59,55 62,98 61,06 63,66 3,02
Sigmast-5-eno 17,72 19,44 19,39 21,15 7,22

DPR: Desvio Padréo relativo
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5.1.3 - Analise por UPLC-QTof-MS

5.1.3.1 - Extracdo do material vegetal

Um dos maiores desafios em um estudo metabolémico é a escolha do solvente
em virtude da diversidade das propriedades fisico-quimicas dos metabdlitos presentes
em matrizes biolégicas, como polaridade, massa molecular e carater acido-base. Como
ndao ha um solvente capaz de extrair todos 0os compostos presentes em razdo da
variedade metabdlica, o que se observa € um perfil limitado, como uma janela de
extracdo, e ndo a totalidade metabolémica. Portanto, o solvente escolhido para uma
andalise metabolémica devera ser capaz de extrair o0 maior numero de compostos, das
mais diferentes classes e em maior quantidade, além de ser compativel com o sistema
analitico (HALL, 2006; KIM e VERPOORTE,2010).

A fim de obter uma extracdo otimizada, um planejamento fatorial foi realizado,
como descrito na metodologia, item 4.4.2.2.2. Os aspectos avaliados foram método de
extracdo, utilizando 3 equipamentos Vortex - maceracdo, Ultraturrax 1 (IKA T10) ou
Turrax 2 (IKA Tube Drive) - turbdlise; solvente extrator, MeOH/H20 (8:2) ou EtOH/H20
(8:2) e proporcédo amostra/solvente extrator, 150 mg de folhas e 3 ml ou 6 ml de solvente.
Os solventes e/ou a mistura de solventes metanol, etanol e 4gua apresentam-se como
interessantes para extracdo sendo comumente utilizados em analises cromatogréficas e
metabolémica (LEME et al., 2014; BIJTTEBIER et al., 2016).

Ao analisar os cromatogramas observa-se que o processo de turbodlise foi mais
efetivo que a agitacdo por vortex (FIGURA 5.6), isto acontece porque a turbdlise ao
quebrar a parede celular extrai de forma mais eficiente as substancias presentes no
interior da folha, enquanto o VOrtex promove apenas uma agitacdo vigorosa, com
equilibrio e saturacdo entre o solvente e o interior da célula sem uma completa extracao
dos compostos (MELLO e VALONE, 2022).
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FIGURA 5.6 - Perfil quimico comparativo das folhas de algodéo obtido por UPLC-DAD-

MS (Waters) dos experimentos 7 e 11. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), eluigdo em gradiente com
MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100% metanol até 30 min, 0,3 mimint. Exp 7
(preto): Turrax 2; Expll (azul): Vértex. Solvente: 3 ml de MeOH/H20 (8:2)

Ao compararmos os perfis cromatograficos dos experimentos 1, 2 ,3 e 4 com 0S
experimentos 5, 6, 7 e 8 observa-se que ndo ha diferenca significativa ente os Turrax 1 e
2 (FIGURAS 5.7 e 5.8). No entanto, o experimento com Turrax 2 inviabiliza a realizagéo
de experimentos de quantificacdo, por necessitar de varias etapas de transferéncia de
amostra aumentando assim o erro operacional (CANUTO et al., 2018). Assim, a turbdlise

utilizando o Turrax 1 foi escolhida como método de extracao.
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FIGURA 5.7 - Perfil quimico comparativo do algodao obtido por UPLC-DAD-MS (Waters)

dos experimentos 1 e 5 da metodologia de extracdo. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), elui¢do
em gradiente com MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100% metanol até 30 min, 0,3
mimint.Exp 1(preto): Turrax 1; Exp 5 (azul): Turrax 2; Solvente: 3ml de EtOH/H20 (8:2)
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FIGURA 5.8 - Perfil quimico comparativo do algodé&o obtido por UPLC-DAD-MS (Waters)

dos experimentos 3 e 7 da metodologia de extragao. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), elui¢do
em gradiente com MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100% metanol até 30 min, 0,3
mimint.Exp 3(preto): Turrax 1; Exp 7 (azul): Turrax 2; Solvente: 3ml de MeOH/H-0 (8:2)
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Considerando os experimentos 1-4 (FIGURAS 5.9 e 5.10) verifica-se que ha 2
picos cromatograficos préximos a 24 min a mais nos perfis 3 e 4, extraidos com
metanol/dgua, que ndo sdo observadas nos experimentos 1 e 2, extraidos com
etanol/agua. Diante disto, o solvente MeOH/H20 (8:2) foi escolhido como solvente
extrator, porquanto foi capaz de extrair maior numero de metabdlitos, abrangendo

também todos os metabolitos extraidos com etanol/agua.

A variavel propor¢ao solvente/massa ndo demonstrou influéncia na extracdo nas
proporcdes testadas, 3 ml ou 6 ml de solvente extrator para 150 mg de folhas, indicando
que o volume de 3 ml é suficiente para extrair os metabdlitos. Com isso, optou-se por
utilizar 3 ml para minimizar o consumo de solvente. Portanto, a andlise dos
cromatogramas dos experimentos do planejamento fatorial apontou que o Exp 3 possui
a melhor condicéo de extragdo, utilizando o Turrax 1 e 3 ml de MeOH/Agua (8:2) como
solvente extrator (FIGURA 5.11, TABELA 4.5). Assim a extracao foi realizada conforme

descrito no item 4.5.2.2.
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FIGURA 5.9 - Perfil quimico comparativo do algodao obtido por UPLC-DAD-MS (Waters)

dos experimentos 1 e 3 da metodologia de extragao. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), elui¢do
em gradiente com MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100% metanol até 30 min, 0,3
mimin. Exp 1(preto): EtOH/H20 (8:2); Exp 3 (azul): MeOH/H20 (8:2); Turrax 1, 3 ml de solvente extrator.
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FIGURA 5.10 - Perfil quimico comparativo do algoddo obtido por UPLC-DAD-MS
(Waters) dos experimentos 2 e 4 da metodologia de extracdo. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x

10mm), eluicdo em gradiente com MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100% metanol
até 30 min, 0,3 mimint. Exp 2(preto): EtOH/H20 (8:2); Exp 4 (azul): MeOH/H20 (8:2); Turrax 2, 3 ml de
solvente extrator.

O preparo de amostra utilizando extracdo por fase sdlida (SPE) € um dos
métodos mais empregados, mas pode diminuir a gama de compostos observados, em
consequéncia da seletividade durante o procedimento (VUCKOVIC, 2012). Desta forma,
decidiu-se que o sobrenadante dos extratos centrifugados seria apenas filtrado com filtros
de seringa PVDF, membrana de 0,22um, antes da inje¢céo, resultando em uma etapa a
menos no procedimento com consequente diminuicdo do erro operacional. Uma aliquota
de 100 pL do padrdo cafeina (0,1 mgml?) foi adicionada aos vials contendo 900 L do
extrato filtrado, a fim de ser utilizada como padrao interno para a ionizagéo e quantificacédo
relativa dos compostos. A cafeina foi escolhida como padrao interno por nao fazer parte
dos metabdlitos descritos para o algodao e por apresentar caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes as esperadas para as classes dos compostos extraidos. A FIGURA 5.11
mostra a analise cromatografica realizada em trés comprimentos de onda diferentes
utilizando a metodologia descrita para as andlises por UPLC-DAD-MS (Waters), item
4.4.1. AFIGURA 5. 13 (Sec¢do 5.1.3.3) apresenta a analise cromatografica realizada em
modo positivo e negativo apos extracéo utilizando a metodologia otimizada e aplicada

para as analises por UPLC-QTof-MS (Agilent).
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FIGURA 5 11 - Perfil quimico do algoddo em UPLC-DAD-MS (Waters) - experimento 3 - nos comprimentos de onda 254nm,

310nm e 280nm. Coluna C18 (1.7um; 2.1 x 10mm), eluicdo em gradiente com MeOH/H20 10% — 100% em 25min, permanecendo em 100%
metanol até 30 min, 0,3 mimin™t.
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5.1.3.2 - Estudo dos parametros de desempenho analitico

A validacdo parcial da metodologia de analises foi realizada avaliando os
parametros de desempenho analitico como seletividade, linearidade, preciséo e exatidao,
uma vez que estes séo alguns dos parametros a serem avaliados na validacdo de um
método bioanalitico (CASSIANO et al., 2009).

Devido a impossibilidade de obter uma matriz isenta dos analitos de interesse, o
método de adicao de padréao foi aplicado para validagéo parcial do método (RIBANI et al.,
2003). A daidzeina e naringenina foram utilizados como os padrdes de referéncia
adicionados, pois sao dois flavonoides que ndo foram detectados nas analises por UPLC-
QTof-MS e sdo da mesma classe dos potenciais metabolitos de interesse, como
compostos participantes dos mecanismos de defesa de planta (RUTTANAPHAN et al.,
2022; GOMEZ et al., 2018).

Duas curvas analiticas foram construidas e comparadas, uma curva contendo 0s
padrées em solucao e outra contendo os padrdes na matriz (FIGURA 5.12). De acordo
com os artigos 29 e 30 da resolucdo 166/2017 da ANVISA a auséncia do efeito de matriz
€ comprovada quando as curvas de calibracdo dos padrdes de referéncia em solucéo e

na amostra fortificada sao paralelas.

Na FIGURA 5.12 observa-se o paralelismo entre as curvas do padrao daidzeina
em solucéo e na amostra sendo possivel inferir que ndo ha interferéncia da matriz na
determinacao da substancia e o método pode ser considerado seletivo e ndo apresenta

efeito de matriz.

O efeito de matriz € um importante parametro a ser avaliado, pois ele aponta o
nivel de interferéncia das substéncias presentes na matriz durante a deteccdo das
substancias de interesse; permitindo a avaliacdo da confiabilidade e seletividade do
método (MATSZEWSKI et al., 2003).
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Para o padrdo Naringenina observa-se um efeito de matriz principalmente nas
concentragcdes mais altas, ou seja, as altas concentracdes podem ter afetado a deteccao
do analito diminuindo a eficiéncia de ionizagcdo do mesmo, se configurando no efeito de
matriz observado (FIGURA 5.12) (MATUSZEWSKI et al., 2003). Entretanto, o efeito pode
ser aceitavel pois se trata de uma matriz complexa e os estudos de recuperagao
demonstram que os niveis de naringenina recuperados ainda estédo dentro do aceitavel,
bem como os desvio padrdes, de modo que como as analises sdo comparativas entre
uma amostra e outra o efeito de matriz ndo exerce forte influéncia nos resultados que
serao apresentados.

A linearidade do método foi analisada pelo coeficiente de correlacéo das curvas
analiticas (r). Um coeficiente proximo de 1,0 demonstra que ha pouca dispersao dos
pontos experimentais e a ANVISA recomenda que este valor seja acima de 0,990. O
coeficiente de determinacéo das curvas (r?) foram 0,98897 e 0,99358 para daidzeina e
naringenina, respectivamente, o que demonstra que o método escolhido possui

linearidade.

O ensaio de repetitividade como medida de preciséo foi realizado com pontos em
concentracdo alta, média e baixa. De acordo com a ANVISA (2017), desvios padrbes de
até 20% sao aceitos para amostras complexas, como € o caso de uma matriz vegetal.
Na dopagem com volume de 60, 425 e 810 uL dos padrbes dadzeina e naringenina, o
maior desvio padrao foi 4,41% (810 uL) para dadzeina e 18,41% (60 pL) para naringenina
na matriz vegetal (TABELA 5.3).

TABELA 5.3 - Dados de recuperacdo nos niveis baixo, médio e alto dos padrdes
daidzeina e naringenina na matriz vegetal.

Volume Daidzeina* Naringenina*
adicionado Area + DP %DP  %Rec Area + DP %DP  %Rec
60 16,575+0,08 0,49 78,62 1,44+0,27 18,41 60,43
425 92,30+2,20 2,39 92,82 10,9140,72 6,56 103,20
810 150,43+6,63 441 82,61 14,95+2,29 13,35 54,33

Area: Area do pico 108, DP: Desvio Padréo; %Rec: Porcentagem recuperado do analito; * Daidzeina= 0,2
mgml?, Naringenina= 0,5 mgmi=.
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Utilizando ensaios de recuperacdo, nas mesmas concentracdes utilizadas no
ensaio de repetitividade, analisamos a exatiddo do método. Para amostras complexas
valores de recuperacao entre 50 e 120% s&o aceitaveis. As porcentagens de recuperacao
para daidzeina e naringenina estao dentro da faixa aceita indicando que o método possui
exatidao (TABELA 5.3).

Diante disso, o0 método de analise foi considerado satisfatorio, possuindo bom

desempenho analitico sendo aplicado nas analises deste estudo.

5.1.3.3 — Identificacdo dos metabdlitos

Em metabolémica a identificacdo € comumente classificada em niveis, que
abrangem desde substancias caracterizadas, inclusive com determinacdo da
estereoquimica, a substancias ndo identificadas, mas que sdo monitoradas pois
configuram-se em metabodlitos diferenciais designados em anélises (BLAZENOVIC et al.,
2018 e SUMNER et al., 2007), como descrito na tabela a seguir.

TABELA 5.4— Niveis de confianca de identificacdo dos compostos.

Nivel O Isolado Composto puro, isolado e com estrutura 3D
determinada.

Nivel 1 Identificado Comparacdo com padrao de referéncia ou
elucidacao 2D. Utilizacao de pelo menos duas
técnicas ortogonais (ex. MS/MS e RT)

Nivel 2 Anotado Provavel estrutura com similaridade espectral com
bancos de dados ou literatura e evidéncias que
excluem outros candidatos.

Nivel 3 Caracterizado  Possivel estrutura ou classe, incluindo diferentes
isdmeros. Pelo menos uma informacgé&o que apoie a
caracterizacao proposta como similaridade
espectral com compostos conhecidos de uma
classe quimica.

Nivel 4 Monitorado Candidato de interesse, porém néo identificados ou
caracterizados, mas que podem ser monitorados e
quantificados.

Fonte: Adaptado de BLAZENOVIC et al., 2018 e SUMNER et al., 2007.
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As sugestdes de identificacdo dos compostos presentes nas folhas de algodéo
estdo apresentadas na TABELA 5.5. Uma diversidade de classes metabdlicas foi
observada, incluindo flavonoides, alcaloides, &cidos graxos, acidos fendlicos,
aminodcidos e esteroides (FIGURA 5.13 e TABELA 5.5).

As substéancias rutina e gossipol foram identificadas em nivel 1, por comparacéo
com padrées analiticos. Embora HANNY (1980) tenha relatado a presenca de
guercetinas diglicosiladas, este é o primeiro relato de rutina como componente das folhas

de algodao.

Algumas das substancias identificadas ja foram relatadas para o algoddao como
anteriormente apresentado nas TABELAS 1.1 e 1.2 (Secao 2.3), por exemplo o gossipol
e a hemigossipolona, o acido cumarico - também observado nas andlises por GC-MS,
pelo menos dois isbmeros de heliocide e diversas quercetinas e kaempferois glicosilados.
Os flavonoides glicosilados possuem diversos isbmeros o que torna sua identificacédo
dificil e por vezes inviavel, uma vez que o método de andlise néo foi otimizado para uma
substancia especifica e os padrdes de fragmentacdo desses compostos pelo método
escolhido ndo forneceu dados suficientes para a diferenciacdo desses isébmeros, a

maioria foi identificado a nivel 3.
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FIGURA 5.13 - Cromatograma modo positivo (a) e negativo (b) das folhas de algodao

analisadas por UPLC QTof MS. Coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8um; 2.1 x 50mm), eluigio
em gradiente com ACN/H20 5% — 100% em 15min, permanecendo em 100% de acetonitrila por 5min, 0,3

mimin=. Condi¢Ges de andlise Tabela 4.6 e 4.7.
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TABELA 5.5 — Identificacdo dos metabdlitos das folhas de algodao analisadas por UPLC-QTof-MS.

Tempo Erro de . =
N , Massa Formula Fragmentacéo observada
Anotacdao de m/z experimental L massa
= monoisotopica molecular MS/MS (m/z)
retencao (ppm)

N-(D-fructos-1-il)-L-fenilalanina  1.92 [M+H]*=328.1387 327.1313 14 Ci15H21NO7 167.0864; 166.0865;
127.0495; 121;0841;
120.0809;

acido p-cumarico 2.09 [M+H]*=165.0543 164.0473 CoHsOs3 165.0543; 148.0471;

acido m-cumnarico 147.0440; 120.0520;
119.0488

2-O-cafeoilglucarato 2.70 [M+Na]*=395.0591 370.0536 CisH16011 181.0498; 164.0424;
163.0394
145.0284; 135.0441

acido p-cumérico 3.50 [M+H]*=165.0543 164.0473 CoHgOs3 165.0545; 148.0474;

Acido m-cumarico 1470442, 1200533,
119.0491

Quercetina 3-O-(6” -malonil- 3.50 [M+Na]*=735.1375 712.1487 C30H32020 735.1375; 554.0925;

glicosideo) 7- glucosideo 303.0493

Acido cafeico 4-O- 3.71 [M+H]*=379.0644 378.0571 -2.18 Ci5H16010 401.0459; 757.1183;

glucuronideo 779.1031

Acido cafeico 3-O-

glucuronideo

Cafeoil C1-glucuronideo

Gossipetina 3,5,8,3',4'- 4.13 [M+Na]*=411.1057 388.1158 -0.45 C20H200s8 411.1057; 303.0497

pentametiléter

Jasmonato de metila 4.27 [M+H]"=225.1485 224.1412 0.01 Ci13H2003 225.1485
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Quercetina diglucosideo
Miricetina diglucosideo

Acido 3,7 dimetil, 2,6-
decadien-1,10-dioico

Rutina

Kaempferol-pent-glicosideo

Kaempferol-glicosideo

Quercetina-hexose

Quercetina-malonilglicosideo

Quercetina-pentose

4.70

5.06

5.09

5.17

5,60

5.25

5.44

5.49

[M+H]"=627.1564 626.1483

[M-H]-=625.1390

[M+H]*= 227.1280 226.1207
[M+Na]*= 249.1107
[2M+Na]*= 475.2329

[M+H]"=611.1604 610.1533

[M-H]'=609.1433

[M+H]*=581.1487 580.1423
[M+Na]*=603.1304

[M+H]*= 449.1069 448.1005
[M+Na]*= 471.0886

[M+H]*= 465.1044

[M-H]-= 463.0905

[M+H]*= 551.1017 550.0959
[M+Na]*= 273.0829

[M+H]*= 435.0911 434.0949
[M+NaJ*= 457.0723

-0.99

0.91

-1.05

C27H30017

C12H1804

C27H30017

C27H30016

C21H20011

C21H20012

C24H22015

C15H1809

649.1383; 303.0504
465.1021

633.1427; 619.1277;
597.1457

465.1033; 435.0923,;
455.1729

303.0505
595.1340

449.1066; 287.0545

287.0586

487.0855; 303.0509;
951.1802

927.1829

303.0486

303.0490
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Acido jasménico

Kaempferol - pentose

Heliotrina

Acido Hidroxitetradecanoico

N-jasmonoilisoleucina

4’-metilliquiritigenina 7-

raminosideo

Jasmolona

Celastrol

N-linolenoil glutamina

Hemigossipol

5.61

5.79

4.45

6.82

7.10

7.21

9.08

10.95

11.81

14,48

[M+H]*=211.1331

[M+H]*= 419.0961

[M+H]"=314.1960
[M+Na]*= 336.1782

[M+NH4*]*= 262.2379

[M+H]*= 324.2169

[M+NH4]*=434.1793

[M+H]"=181.1226

[M+H]"=451.2844

[M+H]*= 407.2901

[M+Na]*= 429.2731

[M+H]*= 261.1120

210.1256

313.1889

323.2093

416.1471

180.1150

450.2769

406.2828

260.1047

1.26

0.04

-0.42

-1.09

-1.2

-0.16

-0.77

-0.16

Ci12H1803

C20H18010

C16H27NOs

C14H2803

C18H29NO4

C22H240s

C11H1602

C29H3804

C23H38N204

Ci5H1604

287.0542

195.1742; 177.1635

203.1045; 163.1120

473.2656

277.2174; 317.2090;
121.1011; 135.1168
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Heliocide B2

Heliocide H1, H2, H3 ou H4

Gossipol

Heliocide H1, H2, H3 ou H4

N-linolenoil- valina

1-Monopalmitin

2-Monopalmitin

Cis-jasmona

14.49

14.93

14.96

15.08

15.19

15.72

15.78

[M+H]*=425.2316
[M+Na]*= 447.2122

[M+H]*=411.2169

[M+H]*= 519.1290

[M+H]*=411.2171

[M+H]*= 380.3168
[M+Na]*= 402.3013

[M+H]*=331.2829
[M+Na]*= 353.26.52

[M+H]"=165.1268

424.2236

410.1093

518.5630

410.1093

379.3093

330.2764

164.1201

-3.24

-0.45

-0.98

1.76

1.96

-2.26

C26H3205

C25H3005

C30H300s

C25H300s5

C23H41NOs3

C19H3804

C11H160

433.1988

433.1986

121.1010; 135.1168;
277.2161; 295.2291,
317.2086;

313.2729; 281.2468,;
257.2466; 239.2367,
138.1021; 124.0875

*identificada por compara¢é@o com padréo analitico
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Devido a grande quantidade de dados e a diversidade de classes metabdlicas e
de metabdlitos n&o é possivel realizar uma identificacdo completa e precisa de todos os
metabdlitos presentes nos diferentes gendtipos e experimentos. Adicionalmente, existe
uma deficiéncia de cobertura dos bancos de dados uma vez que se trata de uma técnica
relativamente recente (CAO et al., 2016). A existéncia de isbmeros com possibilidade de
substituintes em diferentes posi¢cées também se configura como um desafio para uma
identificacdo precisa, pois 0s espectros de massa obtidos ndo permitiram a diferenciagéo
desses isémeros. Por isso, os metabolitos foram anotados na TABELA 5.5 levando em
consideragao principalmente a maior precisdo de identificacdo dentre aqueles que se

destacaram em algum experimento ou genotipo.

5.2 — Resisténcia constitutiva

Apés o desenvolvimento dos métodos de preparo e analise das amostras, 0s
meétodos foram aplicados nos experimentos propostos com os 12 genotipos de algodao

a fim de observar o perfil metabolémico e a variabilidade metabdlica dos cultivares.

As analises apontaram a presenca dos esteroides estigmasterol e estigmast-5-
ene e o flavonoide rutina que sdo aqui descritos pela primeira vez para o algodao, sendo
encontrados nos doze genotipos. Além deles, algumas substancias ndo identificadas na
analise de desenvolvimento do método para GC-MS (TABELA 5.1) foram detectadas na
analise individual dos genotipos, dentre elas: o campesterol, y-sitosterol, a-tocoferol, 1-

linolenaoilglicerol e 2-linolenoilglicerol (Apéndice A).

A andlise dos componentes principais foi realizada utilizando os dados obtidos
por GC-MS e UPLC-QTof-MS, separadamente, com intuito de observar os dados
multivariados em um espago dimensional menor possibilitando examinar as relagdes
entre as amostras sem que elas sejam afetadas e simultaneamente examinar as
diferencas existente entre os genétipos (FERREIRA, 2015). As FIGURAS 5.14 e 5.15
apresentam os graficos de PCA dos 12 genotipos analisados por GC-MS e UPLC-QTof-

MS, respectivamente.
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O PCA dos 12 gendtipos por analise do GC-MS condensou graficamente apenas
48,37% das informacbes (FIGURA 5.14a). No entanto, ainda é possivel observar a
separacao dos genétipos FMX 993, FMX 910, FMT 709, FMT 701 e FMT 707 dos demais
genotipos pela PC1 (FIGURA 5.14b).

A PCA com o perfil metaboldmico por UPLC-QTof-MS explicou 64,57% das
informacdes dos dados, com 41,85% para PC1, 13,02% para PC2 e 9,7% para PC3
(FIGURA 5.15a). Do lado inferior direito estdo agrupados os genétipos BRS 286, BRS
335 e BRS 336, indicando semelhanca metabdlica entre entres, estes separam-se dos
demais gendtipos pela PC1 e do genétipo FMT 709 pela PC1 e PC2 (FIGURA 5.15b).

A diferenca metabdlica entre os cultivares era esperada, pois apesar de ser a
mesma espécie sao variedades genéticas diferentes e consequentemente essas
modificacdes genéticas onde genes sdo expressos ou silenciados alteram as rotas
biossintéticas modificando o perfil quimico observado, uma vez que os metabdlitos sao
os produtos finais destas rotas (OLIVER et al. 2002).
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FIGURA 5.14 - Analise dos Componentes principais dos dados do perfil metabolémico
dos doze gendtipos de algodao analisados por GC-MS. (a) Grafico dos escores PC1 x
PC2 x PC3 e (b) Grafico dos scores PC1 x PC2
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FIGURA 5.15 - Analise dos Componentes principais dos dados do perfil metabolémico
dos doze genotipos de algodao analisados por UPLC-QTof-MS. (a) Grafico dos escores
PC1 x PC2 PC3 e (b) Grafico dos scores PC1 x PC2

As analises hierarquicas foram realizadas com o método Ward e os
dendrogramas apresentam as amostras distribuidas em dois grupos principais. Contudo,
0s agrupamentos sado diferentes dependendo dos dados utilizados, isto €, se o perfil
metabolémico foi adquirido por GC-MS ou por UPLC-QTof-MS (FIGURAS 5.16 e 5.18).

Entende-se que o0s agrupamentos distintos sdo decorrentes dos perfis
metabolomicos diferentes analisados, mesmo tratando-se da mesma matriz vegetal.
Enquanto no método aplicado de extracéo, preparo de amostra e as analises por GC-MS

observa-se principalmente metabdlitos primarios como agucares, acidos graxos e
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aminoéacidos, além de metabdlitos secundarios mais apolares como 0s terpenos; na
metodologia empregada para analise por UPLC-QTof-MS observa-se metabdlitos

secundarios mais polares como os flavonoides e alcaloides.

No dendrograma com os dados do perfil quimico por GC-MS a separacao parece
ocorrer pela empresa de origem do genétipo, com os gendétipos FMT 701 e FMT 707 (G1),
FMX 910 e FMX 993 (G2), e os gendtipos BRS 286, BRS 335 e BRS 336 (G3) formando
subgrupos entre si (FIGURA 5.16), provavelmente por cada empresa utilizar processos

tecnoldgicos semelhantes que deu origem as suas variedades.

O cultivar FMT 701 possui alta tolerancia aos nematoides Rotylenchulus
reniforms e Meloidogyne incégnita (nematoide das galhas) e possui ciclo tardio, enquanto
o cultivar FMT 707 possui resisténcia a ramularia e nematoéides e € mais indicado para
comeco de plantio, sendo de ciclo médio (GIRASSOL AGRICOLA, 2022; GAZETA
DIGITAL, 2008, PIMENTEL, 2012).

Essas duas variedades, FMT 701 e FMT 707, formam um grupo menor (G1)
sendo discriminado de todos as outras variedades agrupadas com uma distancia maior
que 22,0 demonstrando a baixa similaridade entre G1 e os demais grupos. Com isso
entende-se que os gendtipos FMT 701 e FMT 707 possuem perfis quimicos semelhantes
- adquiridos por GC-MS - como apresentado no dendrograma e no PCA, em que 0s
genotipos estdo posicionados no mesmo quadrante (FIGURAS 5.14b e 5.16). Tal
semelhanca metabdlica também foi observada pelos estudos de AQUINO (2020) que
analisou os compostos volateis dos mesmos 12 genotipos de algodao e verificou também

a semelhanca entre os dois gendétipos na HCA (FIGURA 5.17).

FREITAS (2019), avaliando a influéncia de diferentes genétipos de algodéo sobre
0s habitos alimentares, desenvolvimento e parametros nutricionais de Spodoptera
cosmioides, demonstrou que lagartas que se alimentavam de FMT 701 e FMT 707
apresentam o mesmo periodo de desenvolvimento larval. Além disso, o cultivar FMT 701
apresentou repeléncia em comparacdo aos outros cultivares e o FMT 707 apesar de
apresentar-se como neutro no teste de repeléncia, apresenta menor consumo foliar pelas
lagartas. O pesquisador conclui que o gendtipo FMT 707 possui efeito de antibiose e que
possivelmente ha alguma caracteristica da planta que influencia negativamente o

comportamento de alimentacdo de Spodoptera cosmidides.
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As analises por GC-MS apontam 3 compostos responsaveis pela maior
diferenciacdo de FMT 707 com os demais genotipos, a uracila, a timina e o fitol. A uracila
(RT= 12,95 min) esta presente apenas no genoétipo FMT 707 e no gendtipo FMX 993,
guando este é submetido a herbivoria; a timina (RT= 14,52 min) est4 presente no
gendtipo FMT 701 e nos gendtipos FMX 993 e BRS 293 sob condi¢des de herbivoria; e
o fitol observado em quase todos o0s gendtipos submetidos a herbivoria e amostras
controle, exceto no BRS 372 em que esta presente apenas sob condi¢des de inducédo de
resisténcia por herbivoria. Adicionalmente, verifica-se que o fitol, embora esteja presente

em 11 gendtipos, esta em maior quantidade no genétipo FMT 707 (Apéndice A).

G1 [FMT 701]
[FMT 707]

G2 [F L 210]

| 3
[FIM% 993]
G [BRS 286]
24, 12. 40 0.0

| [BRS 335] oo
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[FMT 709]
[ERS 358 RF
[BRS 372]
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FIGURA 5. 16 — Dendograma dos perfis quimicos das folhas de 12 gendétipos de algodéao
analisados por GC-MS.
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FIGURA 5. 17 — Dendograma dos componentes volateis das folhas de 12 gendtipos de
algodéao analisados por GC-MS. Fonte: AQUINO, 2020.
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FIGURA 5. 18 — Dendograma dos perfis quimicos das folhas de 12 genétipos de algodao
analisados por UPLC-QTof-MS.

Para as andlises UPLC-QTof-MS apesar dos cultivares FMT 701 e FMT 707
estarem posicionados no mesmo grupo na HCA, eles se encontram em subgrupos
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diferentes, com uma distancia de 961 e o genétipo FMT 707 se diferenciando de todos
0s demais genatipos do subgrupo (FIGURA 5.18). A PCA também apresenta o cultivar
FMT 707 como ndo agrupado com nenhum outro genoétipo, demonstrando que ha

diferencas a nivel metabdlico entre eles (FIGURA 5.15).

O dendrograma das andlises por UPLC-QTof-MS apontou dois grupos principais.
O G1 formado pelos gendtipos BRS 336, BRS 335 e BRS 286 e 0 G2 por todos os demais
cultivares que se posicionaram em outros subgrupos. A similaridade entre as variedades
genéticas contidas no grupo G1 também foi observada no HCA das analises por GC-MS
em que os trés gendtipos se agruparam no subgrupo G3. Além disso a semelhanca
metabolica entre os gendtipos BRS 335 e BRS 336 foi apontada por AQUINO (2020) ao
estudar os volateis das folhas de algodéao (FIGURA 5.17).

Os cultivares Delta Opal e BRS 293 também demonstraram possuir perfis
guimicos semelhantes entre si, sendo agrupados no mesmo subgrupo nos HCAs pelos
dois métodos de analise bem como no estudo dos voléateis por Aquino (2020). Na
avaliacdo de FREITAS (2019) os dois cultivares foram considerados moderadamente
resistentes a Spodoptera cosmioides. Embora o cultivar BRS 293 possa atrair mais as
lagartas S. cosmioides, ele apresentou menor area foliar consumida quando comparado
aos outros genotipos no teste sem chance de escolha, viabilidade total, além de baixa
adaptabilidade da lagarta. Para o Delta Opal o consumo foliar foi elevado, mas observou-
se baixa viabilidade larval e total, além de baixo indice de adaptacdo e RGR (taxa de
crescimento relativo), assim a lagarta parece ter tentado suprir um desequilibrio
nutricional elevando sua taxa de consumo. Desta forma, mesmo por causas
aparentemente distintas de defesa, os gendtipos possuem resisténcia moderada por
efeito de antibiose. Portanto, a semelhanca metabdlica apontada nas analises
multivariadas e o efeito de antibiose descrito por FREITAS (2019) para os dois genoétipos

parecem estar em concordancia.

A TABELA dos dados de GC-MS com as substancias observadas para cada um
dos gendtipos e suas perspectivas areas relativas ao padrdo interno mentol esta

apresentada no apéndice A.
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5.3 — Resisténcia induzida por herbivoria com Spodoptera cosmioides

A resposta dos genoétipos de algodao frente a herbivoria por S. cosmioides foi
avaliada e os dados multivariados foram projetados nos gréaficos de PCA geral - os doze
gendtipos e seus respectivos experimentos de injaria por herbivoria (FIGURA 5.19 e
5.20). No PCA com os dados de GC-MS a variancia total explicada foi de apenas 32,17%
e para os dados de UPLC-QTof-MS de 56,14% (FIGURA 19a e 20a), sendo possivel ter
uma visdo geral sobre os experimentos, mas com informag&o insuficiente para direcionar

a busca por diferencas metabdlicas.

Diante disso, graficos de PCA individuais para cada gendtipo — genaétipo versus
genotipo submetido a herbivoria — foram realizados a fim de ter uma resposta mais direta
para cada genotipo. Todos os genoétipos demonstraram resposta metabolica a herbivoria
pelos dois métodos de andlise, sendo separados principalmente pela PC1l com
explicacdo de até 98,76% da variancia explicada dos dados de GC-MS e 99,48% para o
UPLC-MS-QTof (Apéndice B).
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FIGURA 5.19 — Analise dos Componentes Principais dos dados do perfil metabolémico
dos doze gendtipos de algoddo, gendtipo controle (bolinha) e gendtipo submetido a
herbivoria por S. cosmioides (triangulo) analisados por GC-MS. (a) Gréfico dos escores

PC1 x PC2 x PC3 e (b) Grafico dos scores PC1 x PC2
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FIGURA 5.20 - Andlise dos Componentes Principais dos dados do perfil metabolémico
dos doze gendtipos de algoddo, gendtipo controle (bolinha) e genétipo submetido a
herbivoria por S. cosmioides (triangulo) analisados por UPLC-QTof-MS. (a) Gréfico dos
escores PC1 x PC2 x PC3 e (b) Grafico dos scores PC1 x PC2

Ao analisar as respostas da herbivoria a nivel metabdlico e correlacionar aos
resultados obtidos por AQUINO (2020) e FREITAS (2019) alguns genadtipos
demonstraram-se interessantes e uma investigacado mais detalhada foi realizada com os
gendtipos escolhidos. Com os genotipos Delta Opal e FMT 701 experimentos adicionais

foram realizados e os resultados da inducéo por herbivoria estdo discutidos no item 5.4.
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= BRS 286

O cultivar BRS 286 foi desenvolvido para os biomas cerrado e caatinga pela
Fundacdo Bahia, EMBRAPA Algodao e EDBA (Empresa Bahiana de Desenvolvimento
Agricola). Este cultivar possui boa produtividade em pluma e caroco, superando outros
genotipos ja utilizados como BRS Ipé e BRS Camacari e apresenta resisténcia as
principais pragas que atinge o algodao cultivado no cerrado e semi-arido da Bahia - a
mancha angular, mosaico de nervura e mosaico comum - e possui resisténcia moderada
ao complexo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum - Meloidogyne
incégnita/Rotylenchulis reniforme (EMBRAPA, 2009). O gendtipo BRS 286 também foi
testado para interacdo com Bacillus thuringiensis (Bt) a fim de promover resisténcia a
Spodoptera frugiperda, no entanto, a inoculagéo ndo ocasionou resultados diferentes dos
observados para o grupo controle e testes adicionais ndo foram realizados (COSTA,
2020).

A avaliacdo da resisténcia induzida por injdria causada por S. cosmioides no
genotipo BRS 286 indicou que o cultivar apresenta resposta metabdlica significativa ao
ser submetido a esta herbivoria. As FIGURAS 5.21 e 5.22 apresentam os gréaficos de
PC1 versus PC2 obtidos pela analise de GC-MS e UPLC-QTof-MS, respectivamente, do
genotipo BRS 286 e do gendtipo submetido a inducéo de resisténcia por S. cosmioides
(BRS 286 In). As amostras foram separadas principalmente pela PC1, que foi capaz de
explicar 98,76% da variancia observada nas analises por GC-MS e 98,99% da variancia
nas analises por UPLC-MS. AQUINO (2020) também observou variacdo metabdlica dos
compostos volateis neste cultivar ao ser submetido a injaria por S. cosmioides. e
FREITAS (2019) afirma que esse gendtipo apresenta resisténcia a S cosmioides ao

realizar testes de consumo foliar
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FIGURA 5.21 — Grafico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de GC-MS do
genotipo BRS 286. Preto: BRS 286; Vermelho: BRS 286 In.
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FIGURA 5.22 — Grafico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de UPLC-QTof-
MS do genétipo BRS 286. Preto: BRS 286; Vermelho: BRS 286 In.

Os graficos de Volcano mostram a dispersdo dos metabdlitos dos experimentos
entre o gendtipo controle e o gendtipo submetido a herbivoria (FIGURA 5.23). Cada ponto
no grafico corresponde a um pico de m/z nos perfis, o que pode significar um metabolito
diferente. O eixo x é a taxa média de variacdo relativa de cada metabdlito e o eixo y
representa a razédo do valor-p de cada metabdlito. Picos que possuem abundancias
semelhante entre as duas amostras sao plotados préximos ao ponto zero da vertical do
eixo X, no centro do grafico. Picos que sdo abundantes em uma das duas amostras séo
plotados a esquerda ou a direita da origem do eixo x. A ordem dos metabdlitos no eixo y

€ determinada pela significancia estatistica da razéo do valor-p; assim, picos com valores
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p significativos se encontram no canto superior direito ou no canto superior esquerdo. Os
pontos em verde indicam a down regulation dos gendtipos submetidos a herbivoria, ou
seja, 0s picos que estdao em menor quantidade; e os pontos em lilds a up regulation, picos
gue estdo mais abundantes no experimento com inducdo de resisténcia por herbivoria
(HUR et al.,2013). As tabelas com os dados dos graficos de volcano apresentados nessa

secao estdao no Apéndice C.

O gréfico de volcano BRS 286 versus BRS 286 In exibe a regulacdo dos
compostos analisados por GC-MS do genétipo BRS 286 submetido a herbivoria (FIGURA
5.23). Observa-se em lilas do lado direito os compostos em up-regulation, dentre eles o
acido glicdlico (1, TR= 6,38 min), acido fosfoérico (2, TR= 11,25 min), glicerol (3, TR=11,34
min), acido linoleico (4, TR= 31,87), uridina (5, TR= 35,71 min), 2-linoleoil glicerol (6,
TR=40,48 min) e o estigmasterol (7, TR= 47,37 min), além de 6 compostos nao
identificados (NI). No limiar do up-regulation, em laranja, encontra-se o0 acido palmitico
(8, TR=28.89), a-metil linolenato (9, TR=29,28), acido a-linolénico (10, TR= 31,98 min),
acido estearico (11, TR=32,48 min), 2-monoestearina (12, TR=40,89 min) e Estigmast-5-
eno (TR=48,29 min).
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FIGURA 5.23 — Gréfico de volcano para os dados de GC-MS das amostras BRS 286
versus BRS 286 In
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As analises por GC-MS indicaram que além das substancias observadas em
maior quantidade - up-regulation- no genoétipo ao ser submetido a injaria (BRS 286 In),
outros 34 compostos foram produzidos apenas quando BRS 286 sofreu herbivoria,
destes, 22 compostos nao foram identificados e os demais estao indicados na TABELA
5.6 e FIGURA 5.24. Aminoéacidos e acidos graxos de cadeia longa foram a classe mais
observadas na diferenciacdo metabolica, com destaque também para os terpenos a-

tocoferol e campesterol.

O campesterol € um fitoesteroide que esta relacionado a um efeito negativo no
ganho de massa de lagartas Spodoptera littoralis pela inibicdo de consumo foliar das
folhas de milho em que esse composto estd abundante; a S. littoralis pertence ao mesmo
género da S. cosmioides e ambas possuem habitos similares e fazem parte do complexo
Spodoptera. Embora os fitoesteroides ndo sejam ligados diretamente a defesa das
plantas contra herbivoros, ha evidéncias que apoiam que eles possuem resisténcia

contra insetos por nao preferéncia alimentar (SANTOS et al., 2019).

As analises de GC-MS demonstraram que os genoétipos BRS 286, BRS 335 e
BRS 336, quando submetidos a herbivoria com S. cosmioides, produziram a-tocoferol,
ndo havendo niveis detectaveis deste metabdlito nas amostras controle dos genotipos
(TABELA 5.6, FIGURA 5.24). O a-tocoferol é um antioxidante lipossolivel comum em
plantas, que pode ser encontrado no cloroplasto das folhas e faz parte do mecanismo de
reducdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo acumulado durante estresses
biéticos e abioticos (TAIZ et al. 2017). FREITAS (2019) indica que esses trés genotipos
devem possuir substancias capazes de interferir negativamente no comportamento de
alimentacdo de S. cosmioides, sendo possivel fazer correlacdo com as observacdes de
PAVELA et al. (2014), onde os autores descreveram que as fragoes 1 e 2 do extrato de
Ailanthus altissima possuem alto teor de tocoferol e sdo capazes de causar inibicdo do
crescimento e toxicidade cronica as larvas de Spodoptera littoralis. Portanto, o a-tocoferol
pode ser apontado como resposta de defesa a herbivoria e um dos compostos que
contribui para o menor consumo foliar e menores taxas de crescimento da S. cosmioides
observados por FREITAS (2019).
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TABELA 5.6 - Compostos diferenciais entre amostra controle e injuria dos genoétipos BRS 286, BRS 335 e BRS 336
identificados por GC-MS.

IR IR

Composto TR exp teo BRS 286 BRS286In BRS335 BRS335In BRS 336 BRS 336 1In
a-pineno 3,93 936 935 X
Acido 3,3-dimetilacrilico, 500 1004 1003 X X X
TMS
L-valina 6,70 1083 - X X X X
Acido hidracrilico, 2TMS 8,02 1139 1145 X
L-leucina 8,32 1151 - X X X X
L-isoleucina 8,85 1172 - X
Acido acetoacético, 2TMS 955 1200 1221 X
Niacina, TMS 11,85 1289 1297 X
(E) Acido 2-butenodioico,
>TMS 13,39 1349 1348 X X X X X
Acido 3,4-dihidroxibutanoico,
3TMS 15,47 1430 1439 X
L-5-Oxo-prolina, 2 TMS 17,54 1514 1524 X
Acido p-cumarico, 2TMS 26,77 1934 1940 X X X
Fitol 30,08 2106 2106 X X
Acido heptadecanoico, TMS 30,72 2142 2148 X X
2’ — desoxiuridina, 2TMS 34,90 2383 - X X X X X
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2-monopalmitin, 2TMS
2-linoleoilglicerol, 2TMS
1-linoleoilglicerol
a-tocoferol, TMS
Campesterol, TMS

Estigmasterol, TMS

37,56
40,48
40,58
45,60
47,02

47,37

2551

2747

2754

3126

3233

3257

2540

2739

2752

3136

3250

3262
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FIGURA 5. 24 — Compostos diferencias entre genotipo e gendétipo submetido a herbivoria,
gendtipos BRS 286, BRS 335 e BRS 336.
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Diferencas quantitativas e qualitativas entre os perfis quimicos das amostras de
BRS 286 sob inducao de herbivoria e as amostras controles também foram observadas
nas analises por UPLC-QTof-MS (FIGURA 5.30).

A maioria dos flavonoides identificados no gendtipo BRS 286 estdo em menor
guantidade nas amostras sob inducao de herbivoria e foram identificados como dois
kampferois glicosilados, com m/z = 287.0545 correspondente a por¢cao aglicona; e quatro
guercetinas glicosiladas, por¢cao aglicona m/z=303.0493 (FIGURAS 5.25-27), sendo uma
delas a rutina (RT= 5,09 min, [M+H*]= 611.1604), identificada por comparacdo com
padrdo analitico (TABELA 5.5). Embora os flavonoides sejam conhecidos como
participantes de mecanismos de defesa, a diminuicdo de sua producdo observada
guando o cultivar sofreu herbivoria indica que esse ndo deve ser o mecanismo de defesa
induzido desse gendtipo (GOMEZ et al., 2018).

OH
OH
OH
HO 0] HO 0
OH OH
OH @] OH o]
Kaempferol Quercetina

FIGURA 5.25: Porcao aglicona dos flavonoides anotados. Destaque em azul para as
posi¢cdes mais comum em que ocorre substituicdo glicosidica nos flavonoides.
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FIGURA 5.26 — Espectros de massas dos conjugados de kaempferol. (a) kaempferol-

hexose-pentose e (b) kaempferol-hexose.
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FIGURA 5.27 — Espectros de massas dos conjugados de Quercetina. (a) quercetina-

hexose, (b) quercetina-malonil-hexose e (c) quercetina-pentose

A comparacdo dos cromatogramas aponta pelo menos 15 picos em maior

abundancia no BRS 286 ap0s sofrer herbivoria (BRS 286 In), enquanto o gréafico de Venn

indica 966 potenciais metabolitos diferenciais produzidos como resposta a herbivoria
(FIGURA 5.28 e 5.30).

86



O diagrama de Venn é utilizado para comparar multiplos conjuntos de dados de
forma simples indicando as relagdes dos candidatos a metabdlitos que sdo comuns entre
0s conjuntos ou candidatos Unicos detectados apenas para uma amostra. Este tipo de
diagrama esta sendo cada vez mais explorado nos estudos metaboldmicos e protedmicos
por ilustrar de forma simples e de facil interpretacdo os dados multivariados e outros
modelos com associacdes mais complexas estdo sendo desenvolvidos (LIN et al., 2016;
AUSTEL et al., 2020).

Todavia, mesmo com 966 metabdlitos candidatos como resposta de defesa as
sugestbes de identificacdo dos potenciais metabdlitos ndo puderam ser melhor
fundamentadas, pois a maior parte se refere a aminoacidos e acidos graxos conjugados
com glicosideos ou aminoacidos. A substancia cis-jasmona foi anotada com 79,87% de
similaridade e uma diferenca de massa de -2.26 ppm e € um dos picos indicado como
substancia acumulada apo6s herbivoria por S. cosmioides (TABELA 5.5 e FIGURA 5.29).

O cis-jasmona é um elicitor de defesa de plantas contra herbivoros, inclusive
participa dos mecanismos de defesa do algod&do. Por exemplo, a aplicacdo de cis-
jasmona em plantas de algodao induziu a produgcéo de COVs (Compostos Organicos
Voléateis) com capacidade repelente contra Aphis gossypii - pulgéo de algoddo (HEDGE
et al., 2012). Desta forma, a indicacdo de uma maior quantidade de cis-jasmona no
genotipo BRS 286 sob inducdo de herbivoria parece valida e consistente com os
mecanismos de defesa conhecidos para o algodao e sugere-se que o genétipo BRS 286
utiliza essa via como defesa contra S. cosmioides e que a cis-jasmona pode ser uma das
substancias responsaveis pela repeléncia de S. cosmioides observada por FREITAS

(2019) no gendtipo.

[BRS 286]
2671 entities

[BRS 286 In]
2868 entities

FIGURA 5.28 — Diagrama de Venn com os dados da andlise por UPLC-QTof-MS do
genotipo BRS 226 versus BRS 286 sob inducédo de herbivoria por S. cosmioides (BRS
286 In).
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FIGURA 5.29 — Espectro de massas obtido na analise de BRS 286 In por UPLC-QTof-
MS indicando o composto cis-jasmona
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FIGURA 5.30 — Perfil quimico do genétipo BRS 286 (preto) e BRS 286 In (azul) analisados por UPLC-QTof-MS
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= BRS 335

O genotipo BRS 335 foi desenvolvido a partir do cruzamento entre os cultivares
DP 4049, CNPA ITA96 e Delta Opal visando alta produtividade. Esse genoétipo é
resistente a mancha angular, moderadamente suscetivel ao nematoide-das-galhas,
murcha-de-fusério, doenca-azul e mancha-de-ramuléria; e suscetivel a ramulose
(EMBRAPA, 2011a).

As analises dos componentes principais apontaram diferenciacdo a nivel
metabdlico do cultivar ao ser submetido a herbivoria por S. cosmioides, com variancia
explicada de 97,32% para PC1 nas analises por GC-MS e 99,48% nas analises por

UPLC-QTof-MS diferenciando o genétipo e o gendtipo submetido a herbivoria (BRS 335
In) (FIGURAS 5.31 e 5.32).

(o)

)

Componente 2 (2.11%)
%
=]

4 2 0 2 4 6 8
Componente 1 (97.32%)

FIGURA 5.31 - Grafico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de GC-MS do
genotipo BRS 335. Preto: BRS 335; Azul: BRS 335 In.
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FIGURA 5.32 - Gréfico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de UPLC-QTof-
MS do gendétipo BRS 335. Preto: BRS 335; Azul: BRS 335 In.
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FIGURA 5.33 — Gréfico de volcano para os dados de GC-MS das amostras BRS 335
versus BRS 335 In

No gréfico de volcano BRS 335 In versus BRS 335 os compostos em down-

regulation foram o acido malico (1, TR=16,84 min), acido hexanodioico (2, TR=17,29
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min), L-5-oxoprolina (3, TR=17.54 min), &cido eritrénico (4, TR=18,14 min) e o 1-
octasanol (5, TR= 45,74 min), ademais o acido hidracrilico (6, TR= 8,02) foi observado
apenas no controle bem como outras 5 substéncias néo identificadas (Apéndice C,
FIGURA 5.33).

As analises por GC-MS apontaram 29 compostos como resposta a herbivoria por
Spodoptera cosmioides, esses compostos foram observados apenas no BRS 335 In e
nao observados no controle (Apéndice A). Destes, 19 compostos ndo foram identificados,

e 0s compostos identificados estdo apresentados na TABELA 5.6, dentre eles o a-pineno.

Embora o a-pineno tenha sido observado apenas no BRS 335 In e n&o no
controle, AQUINO (2020) observou o composto como presente também no gendtipo sem
injuria, mas em maior quantidade quando submetido a herbivoria. Isso pode ser explicado
pelo método de extracdo e andlise diferente entre os dois estudos, pois o0 objetivo de
AQUINO eram os compostos volateis e os observou com mais eficiéncia que a analise
proposta no presente estudo. No entanto, em termos comparativos entre controle e
herbivoria tanto o estudo de AQUINO como os resultados apresentados nesta Tese
apontam o a-pineno como resposta a herbivoria. O a-pineno € um monoterpeno biciclico
toxico para insetos e € encontrado como composto de estocagem. Esse tipo de composto
geralmente é armazenado em organelas de armazenamento - como vacuolos, ductos de
resina ou tricomas glandulares; relativamente isolados de tecidos susceptiveis para que
ndo haja dano a planta, sendo liberados imediatamente ap6s os danos causados por
herbivoros (TAIZ et al. 2017). Assim, a observagdo de uma maior quantidade desta
substancia no genétipo BRS 335 apds inducdo de herbivoria demonstra que esse
genotipo utiliza o a-pineno como um dos mecanismos de defesa contra herbivoria por S.

cosmioides.

O grafico de volcano com as analises de UPLC-QToF-Ms do genétipo BRS 335
indicou um elevado numero de substancias como up-regulation ou down-regulation,
resultado da observacdo de intermediarios e substancias que devem ser blocos de
construcdo de metabdlitos secundarios, como € o caso da hidroxiadenina (98,85% de
similaridade, diferenca de -0.24 ppm) apresentada em up-regulation para o BRS 335 In
(FIGURA 5.34 e 5.35). Ainda assim, € possivel pontuar algumas diferencas metabdlicas
resultantes da resposta do gendtipo a herbivoria da S. cosmioides.
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FIGURA 5.34 — Gréfico de volcano para os dados de UPLC-QTof-MS das amostras
BRS 335 In versus BRS 335
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FIGURA 5.35 — Espectro de massa do composto indicado como hidroxiadenina apontado
como up-regulation no BRS 335 In.

O cultivar BRS 335 apresenta um comportamento semelhante ao BRS 286, com

os mesmos flavonoides descritos - kaempferol-hexose-pentose, kaempferol-hexose,

guercetina-hexose, quercetina-malonilglicosideo e quercetina-pentose - em maior

abundancia nas amostras controle do que no genotipo submetido a herbivoria (FIGURAS

5.26 e 5.27). Adicionalmente, dois outros flavonoides anotados como kaempferol-pentose
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e metil-liquiritigenin-raminosideo ([M+NH4*] = 434.1793, 86,64% de similaridade e
diferenca de -2,11 ppm) estdo em down-regulation no BRS 335 In (FIGURAS 5.36 e 5.37),
assim como os compostos heliotrina (RT= 4,60 min; m/z=314.1966) e cafeoil-glucunoride
(RT=2.57 min; m/z= 357.1966).

x105 +ESIScan (rt: 5.794 min) Frag=150.0vV C2B d
5] 132.0419
4
[M+Na]*
3. - 21.9815
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA 5.36 — Espectro de massas do composto anotado como Kaempeferol-pentose
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FIGURA 5.37 — Espectro de massas do composto anotado como 4- metil liquiritigenina-
7-ramnosideo

Dentre as substancias com maior acumulo apdés herbivoria (BRS 335 In) temos o

acido p-cumarico e uma banda cromatografica em 3,31 min em que pelo menos duas
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substancias coeluem, um composto caracterizado como um flavonoide diglicosilado
(m/z=654.1709, C2sH28017) e uma substancia néo identificada com m/z=561.1710.

O &cido p-coumarico € um composto fendlico, comumente presente em plantas,
e seu acumulo foi observado tanto nas analises por GC-MS quanto por UPLC-QTof-MS
no genotipo BRS 335 submetido a herbivoria (FIGURA 5.38). Este composto também foi
apontado como resposta metabdlica de defesa dos gendtipos BRS 286 e BRS 336 a
herbivoria de S. cosmioides (TABELA 5.6). De acordo com SAMBANGI e RANI (2016), o
acido cumérico apresenta atividade antialimentar em larvas da espécie Spodoptera litura
F. e Amsacta albistriga W., além de reduzir o peso das larvas em dose-dependente. RANI
e PRATYUSHA (2014) relataram acumulo desse composto fendlico em folhas de
mamona infestadas com S. litura na propor¢cao de quatro vezes mais em comparagao a
plantas saudaveis. Também foi observada a diminuicdo do peso larval e o aumento do
periodo de pupacéo das lagartas ao se alimentarem de folhas com maior quantidade de
acido cumarico, e, apesar do composto apresentar um estimulo a oviposi¢ao da S. litura,
ele também estimula o parasitismo dos ovos pelo patégeno Trichogramma chilonis.
Assim, os autores afirmam que o acido cumarico desempenha funcfes de defesa direta
e indireta. Com isso, podemos relacionar o acimulo de acido p-cuméarico observado nos
genotipos sob herbivoria de S. cosmioides como uma resposta de defesa desses

genotipos ao ataque do herbivoro.

x105 p-Coumaric acid: +ESI Scan (rt: 3.769 min) Frag=150.0V BRS 335 HerbB.d
147.0440
9 ([C9 H6 P2]+H)+
O
8
7 OH
6
s 119.0492 HO
4 ([C8 H6 OJ+H)+
3
124.0868
2 165.0544
([C9 H8 O3]+H)+
1 J 161.1070
0 \. M ‘ TSI S ) " s i d | A " L

115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA 5.38 — Espectro de massas do acido p-cumarico obtido por UPLC-QTof-MS.
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FIGURA 5.39 — Perfil quimico comparativo entre o genétipo BRS 335 (preto) e o gendtipo BRS 335 submetido a herbivoria
por S. cosmioides (azul).
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= BRS 336

Lancado em 2011, juntamente com o BRS 335, o BRS 336 foi produzido pelo
cruzamento entre os cultivares CHACO 520, BRS Itatuba e Delta Opal, sua principal
caracteristica é a alta qualidade da fibra, com fibras mais longas. Este gendétipo é
resistente a mancha-angular e mancha de alternaria; moderadamente resistente a
doenca-azul; moderadamente suscetivel a mancha-de-ramularia e a ramulose; e
suscetivel a murcha-de-fusario e ao nematoide-das-galha (EMBRAPA, 2011b e CIA et al.
2014).

A andlise dos componentes principais indicou que o cultivar responde
metabolicamente a injuria por herbivoria. A primeira componente principal, PC1, descreve
96,7% da informacéo original dos dados obtidos por GC-MS, diferenciando gendtipo sob
injuria do grupo controle (FIGURA 5.40). Para os dados obtidos por UPLC-QTof-MS, a
PC1 foi capaz de descrever 99,26% das informacdes e também diferenciar os dois grupos
de amostra (FIGURA 5.41)

Componente 2 (2.93%)

%]
I -

4 2 0
Componente 1 (96.7%)

FIGURA 5.40 - Grafico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de GC-MS do
genotipo BRS 336. Preto: BRS 336; Azul: BRS 336 In.
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FIGURA 5.41 - Gréfico dos scores de PC1 versus PC2, para os dados de UPLC-QTof-
MS do gendétipo BRS 336. Preto: BRS 336; Azul: BRS 336 In.
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FIGURA 5.42 — Gréfico de volcano para os dados de GC-MS das amostras BRS 336 In
versus BRS 336

Considerando a andlise por GC-MS, pelo menos sete substancias foram

suprimidas quando o genétipo BRS 336 sofreu herbivoria, a L-valina (1, TR= 6,70 min),
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L-leucina (2, TR 8,32 min), glicerol (3, TR=9,22 min) e outras 4 substancias nao
identificadas (FIGURA 5.42). Em contrapartida, 35 substancias passaram a ser
produzidas pelo cultivar quando este foi submetido a herbivoria, 22 ndo identificadas e
outras 13 identificadas, dentre elas o a-tocoferol, estigmasterol e o &cido p-cumarico
(TABELA 5.6, FIGURA 5.24 e APENDICE A).

As analises multivariadas obtidas com os dados de UPLC-QTof-MS apontam que
a heliotrina encontra-se em maior abundéancia quando o genétipo BRS 336 € submetido
a herbivoria por S. cosmioides (FIGURA 5.43 e 5.44).

A heliotrina é um alcaloide pirrolizidinico, essa classe de composto € conhecida
por suas propriedades téxicas e muitas vezes utilizada como mecanismo de defesa de
plantas contra herbivoros. Entretanto, alguns insetos se adaptaram e fazem detoxificacao
dessas substancias as utilizando em beneficio préprio (HARTMANN et al., 1997 apud
STEGEMANN et al., 2019); como no caso da lagarta Utetheisa ornatrix que utiliza os
alcaloides pirrolizidinicos de defesa da planta Crotalaria spp. como precursor de
feromonios (CONNER et al., 1981). SIVLINGHAM e BRINK (1998) relatam que a
heliotrina tem efeito teratogénico em Drosophila, sendo a fase pupal a mais afetada. No
entanto, na literatura consultada ndo foram encontrados relatos sobre a toxicidade da
heliotrina frente a S. cosmioides, e ha apenas um estudo relacionando heliotrina a uma
lagarta do género Spodoptera em que os autores indicam que a S. litorallis elimina
eficientemente esse alcaloide quando ingerido (LINDIGKEIT et al.,1997). Assim, ndo se
pode afirmar se a heliotrina é eficiente ou ndo na defesa do algodéo contra o ataque por
S. cosmioides, contudo, o acumulo desse alcaloide no gendtipo BRS 336 quando
submetido a herbivoria infere que o gendtipo utiliza essa substancia como resposta de

defesa.

FIGURA 5.43 — Estrutura da heliotrina (C16H27NOs)
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FIGURA 5.44 — (a) Cromatograma e (b) espectro de massas comparativos do composto
anotado como heliotrina nas amostras BRS 336 (preto) e BRS 336 In (laranja).

Além da heliotrina, 2 bandas cromatograficas demonstraram-se interessantes,
pois séo observadas de forma abundante em BRS 336 In e estdo em pequena quantidade
em BRS 336, sao elas as bandas em 9,53 min e 9,60 min que parecem ser compostos
de cadeia longa substituidos, sendo que o segundo assemelha-se a um alcool de cadeia
longa (FIGURA 5.45). Essas observacOes estao coerentes com as apontadas pelas
analises GC-MS, em que BRS 336 In apresenta acidos de cadeia longa como o 1-
linoleoilglicerol, 2-linolenoilglicerol, acido heptadecanoico e 2-monopalmitina como
resposta de defesa e 0s mesmos compostos ndo estdo em niveis detectaveis no genétipo

sem ataque por S. cosmoides (BRS 336).

Os flavonoides presentes no gendtipo nao apresentaram diferencas quantitativas
significativas entre as amostras controle de BRS 336 e as amostras submetidas a injuria
ndo podendo serem relacionados aos mecanismos de defesa do gen6tipo BRS336 contra
S. cosmioides.
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FIGURA 5.45 — Espectros de massas das bandas cromatogréficas em 9,53 min (a) e 9,60
min (b), substancias néao identificadas.
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FIGURA 5. 46 — Perfil quimico comparativo do gen6tipo BRS 336 (preto) e BRS 336 In (azul) UPLC-QTof-MS

102



5.4 - Resisténcia induzida por fatores bioticos e abidticos

O estudo de resisténcia induzida foi planejado a fim de se observar a resposta
guimica do algodéo a fatores bioticos e abioticos e buscar correlacionar essas respostas

a resisténcia observada.

Dois genoétipos de algoddo foram selecionados, o FMT 701 como cultivar
resistente e Delta Opal como suscetivel frente a Alabama argillacea e Spodoptera
frugiperda (BOICA JUNIOR et al. 2012; JESUS et al. 2014). Ademais, testes com FMT
701 e Delta Opal demonstraram que S. cosmiodes possuem menor atratividade e menor
consumo foliar para o genétipo FMT 701 e que, embora Delta Opal tenha tido uma maior
area foliar consumida, o gendtipo apresenta efeitos de antibiose com menor viabilidade
larval e total. Assim, os dois gendtipos possuem algum mecanismo de defesa contra S.

cosmiodes e o gendtipo Delta Opal € moderadamente resistente (FREITAS, 2019).

As FIGURAS 5.47 e 5.48 comparam os perfis cromatograficos dos genotipos
FMT 701 e Delta Opal por GC-MS e UPLC Q-Tof-MS, respectivamente. De forma geral,
as duas variedades possuem perfis semelhantes, algo esperado pois sdo da mesma
espécie. Contudo, também € possivel observar diferencas, principalmente quantitativas,
gue séo justificadas por se tratar de variedades genéticas diferentes. Como anteriormente
discutido, os diferentes gendétipos possuem perfis quimicos distintos em consequéncia de
sua variedade genética, uma vez que quando genes sdo expressos ou silenciados as

rotas biossintéticas sao alteradas (OLIVER et al., 2002).

Ao plotarmos um gréfico de PCA entre Delta Opal e FMT 701 nota-se que elas
se diferenciam pela PC1 com variancia total de 82,96%, com 60,48% de variancia
explicada pela PC1 e 22,48% pela PC2 na analise por GC-MS (FIGURA 5.49). Na analise
por UPLC QTof-MS a variancia total explicada foi de 99,9%, com 99,79% para PC1 e
0,11% para PC2 (FIGURA 5.50). O agrupamento em lados opostos da PC1, nos dois
gréficos, demonstra que ha diversificacdo de seus perfis quimicos, corroborando a ideia

de que os dois genotipos possuem diferencas metabdlicas significativas.
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FIGURA 5.47 Perfil guimico dos gendtipos Delta Opal e FMT 701 por GC-MS. Delta Opal
em preto; FMT 701 em azul, (a): Cromatograma completo, (b): Expansédo cromatografica nos tempos de 0
a 27,5 min; (c): Expansao cromatografica nos tempos de 27,5- 50 minutos.
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FIGURA 5.48 — Perfil quimico dos genotipos Delta Opal e FMT 701 por UPLC-QTof-MS
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FIGURA 5.49- PCA dos metabdlitos dos genétipos FMT e DO analisados por GC-MS.
DO:vermelho; FMT: Verde.
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FIGURA 5.50- PCA dos metabdlitos dos genoétipos FTM e DO analisados por UPLC-
QTof-MS. DO:vermelho; FMT: Verde.

Com intuito de observar como cada gendtipo se comporta quimicamente aos
fatores bibticos e abibticos, as duas variedades genéticas foram submetidas a seis
tratamentos: aplicacdo da solucdo de jasmonato de metila ao solo na concentracéo de
20pmolL* e 200 pmolL™, aplicacéo por pulverizacdo de jasmonato de metila nas folhas
na concentracdo de 200 umolL?, herbivoria por Spodoptera cosmioides, herbivoria por
S. cosmioides mais aplicacédo de jasmonato de metila (200 umolL?) no solo e estresse

por déficit hidrico.

O jasmonato de metila foi escolhido em razdo de ser um fitormdnio, e como tal
modula a inducdo de defesa da planta, e aplicado em concentracdes diferentes e em
partes diferentes da planta a fim de mensurar a resposta de defesa da planta a ele
(KONAN et al., 2014). A herbivoria por S. cosmioides foi selecionada como uma forma
de avaliar diretamente o comportamento de defesa da planta ao ataque de um herbivoro
e a aplicacao de jasmonato de metila juntamente a herbivoria com intuito de observar se
a planta seria mais efetiva em sua resposta de defesa. O estresse por déficit hidrico foi
uma tentativa de observar as mudancas a nivel metabdlico causadas pelo estresse de

escassez de um componente indispensavel para a planta como a agua.
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5.4.1 - Analise por GC-MS

A analise dos componentes principais (PCA) foi realizada utilizando as areas dos
picos das substancias observadas no GC-MS para os genétipos Delta Opal e FMT
controle e os diferentes tratamentos a que foram submetidos, com o intuito de reduzir a
dimensionalidade dos dados e ao mesmo tempo manter o méximo de informagéo,
dispondo assim, de uma visao geral e maximizada da similaridade ou diferenca entre o

grupo controle e os grupos tratamentos.

A FIGURA 5.51 apresenta os resultados da PCAs dos diversos tratamentos de
estresse do gendétipo Delta Opal através do gréafico bi-plot (scores e loadings) sob a
perspectivas da PC1l e PC2. Em todas as inducBes de resisténcia, Delta Opal se
distinguiu do controle pela PC1, com maior variancia explicada para o tratamento de
herbivoria mais jasmonato de metila com 85,34% (DO Herb 200S) e menor para o
tratamento com herbivoria mais adicao de metil jasmonato nas folhas com 69,83% (DO
Herb 200S). A maior separacdo é observada nos tratamentos com aplicagdo de
jasmonato de metila no solo, nas duas concentracdes testadas (DO 20S e DO 200S) e
no tratamento submetido a herbivoria mais adicdo de jasmonato de metila (DO Herb
200S). Portanto, o genotipo Delta Opal, demonstrou responder a nivel metabdlico

significativamente as inducdes de resisténcia estudadas.
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Os gréficos de volcano Delta Opal (DO) controle versus DO experimentos foram
gerados a fim de identificar quais picos mais influenciam na diferenciacdo apontada pelo
PCA, os dados dos gréaficos de volcano dos experimentos com o gendtipo Delta Opal
estdo no Apéndice D. A FIGURA 5.52 apresenta os graficos de volcano entre o Delta
Opal Controle versus A) Delta Opal com adi¢ao de jasmonato de metila na concentragéo
de 20 umolL* ao solo (DO 20S), B) Delta Opal com adicdo da solugdo de jasmonato de
metila na concentracdo de 200 umolL* no solo (DO 200S), C) Delta Opal com adicéo de
jasmonato de metila (200 pmolL1) nas folhas (DO 200P), reunindo assim os gréaficos da

regulacdo metabolémica decorrente da adi¢cdo do jasmonato de metila.

O ponto lilas em up regulation no volcano de DO 20S corresponde ao composto
nao identificado (NI) (1, TR= 12.96), esse composto esta presente no DO 20S, mas ndo
€ encontrado no controle. Vale ressaltar que esse mesmo composto aparece no volcano
do DO 200P, como o ponto laranja no limiar superior direito do cut-offs, ou seja, ele
também aparece em up regulation no DO 200P. Para o tratamento DO 200S a up
regulation se devem ao acido linoleico (6, TR=32.31), acido linolénico (7, TR= 32.42) e
uridina (8, TR=36.16) presentes em ambas as amostras, mas em maior quantidade no
tratamento DO 200S que no DO Controle. O mesmo ocorre com o glicerol (10, TR=11.81)
no DO 200P (FIGURA 5.52).

Em down regulation temos os isbmeros 1 e 2 do mio-inositol (2, TR=28.87 e 3,
TR= 30.01) nos experimentos DO 20S e DO 200P. O somatorio dos acucares em 20 (4)
e 25 (5) minutos também se apresenta em down regulation para DO 20S. No tratamento
DO 200S o acido dodecandico (9, TR=36.64) estda em menor quantidade que no DO
Controle.
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FIGURA 5.52 — Gréfico de Volcano para as amostras de DO Controle versus tratamentos com adicdo de jasmonato de metila.
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A FIGURA 5.53 apresenta os gréficos de Volcano dos tratamentos A) pés
herbivoria (DO Herb) e B) pos herbivoria mais adi¢cdo de jasmonato de metila (200 pmolL"
1) ao solo (DO Herb 200S). No tratamento DO Herb temos up regulation para o acido
linolénico (TR=32.42) e um esteroide nao identificado (11, TR=49.27). Alguns pontos no
limiar do cut-off/up regulation no tratamento DO Herb mostraram-se interessantes, como
0 acido linoleico (6, TR=32.31), presente como up-regulation no tratamento DO 200S;
uma substancia glicosilada ndo identificada (12, TR=41.52) e um outro pico nao
identificado em 49.11 min (13), ambos também aparecem em up-regularion no
experimento DO Herb 200S.

Além dos picos em 41.52 (12) e 49.11 (13) min, o &cido butanoico (14, RT=12.89)
e mais dois outros picos néao identificados (RT= 12.96; 32.05) aparecem em maior
concentracdo nas amostras induzidas de DO Herb 200S (up-regulation). O composto néo
identificado em 12.96 min (1) ja foi apontado em up-regulation nos tratamentos DO 20S
e DO 200P e néo esta presente na amostra sem indug¢éo (DO Controle). No limiar cut-
offs/up-regulation temos o esteroide nao identificado (11, TR=49.27) que também esta
em up-regulation no DO Herb, o acido malico (16, TR=17.30) e o pico em 43.97 min (17)
gue aparece apenas na inducédo DO Herb 200S e n&o estéa presente no controle, podendo
ser uma resposta de defesa a herbivoria expressada quando ha o precursor jasmonato

de metila em excesso.
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FIGURA 5.53 — Graficos de Volcano de DO Controle versus tratamentos submetidos a

herbivoria.
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No grafico de volcano DO controle versus tratamento de estresse por déficit
hidrico (DO Hid) apenas uma substancia foi apontada em up regulation, um esteroide nao
identificado (11, TR= 49.27). Em contrapartida, ha doze pontos em down regulation,
dentre eles o acido propanoico (18, TR=13.27), o mio inositol (isbmero 1, TR=28.87) e 0

somatorio dos agucares entre 20-25 minutos (5) (FIGURA 5.54).

Essa diminuicdo na quantidade de algumas substancias pode ser explicada pela
necessidade da planta de redirecionar seu metabolismo a fim de regular os danos
causados por estresses sejam eles abidticos ou bidticos (TAIZ et al., 2017). A FIGURA
5.55 demonstra essa variagdo para o mio inositol (isbmero 1 e 2) que aparecem em
menor quantidade nos experimentos DO Hid, DO Herb, DO Herb 200S e nos
experimentos DO 200P e DO 20S. KOSAR e colaboradores (2021) observaram que o
estresse hidrico além de prejudicar os parametros de crescimento da planta supriu a
producéo de proteinas sollveis totais, da clorofila e dos acidos palmitico e linoleico em
dois cultivares de girassois (Hysun 33 e FH 598). Uma diminui¢do analoga foi observada
para o DO Hid com menores quantidades de pelo menos 11 metabdlitos além dos

acucares totais.
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FIGURA 5.54- Grafico de Volcano DO Controle versus DO Hidrico
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FIGURA 5.55- Variacdo do Mio-inositol isbmero 1 (preto) e 2 (roxo) nos diferentes
tratamentos.

Os graficos de PCA para o gendtipo FMT 701 e os respectivos experimentos de
inducdo a defesa estdo representados na FIGURA 5.56. Cada PCA condensou
graficamente mais de 70% da informacdo multivariada considerando apenas o0s
componentes principais PC1 e PC2, apresentados, respectivamente, nos eixos x e Y.
Pode-se observar que o FMT 701 Controle e os experimentos de indugédo foram
convenientemente separados em quase todos o0s experimentos, exceto para 0s
experimentos de adicdo de jasmonato de metila na concentracéo de 20 umolL* no solo
(FMT 20S) e no estresse por déficit hidrico (FMT 701 Hid). Assim, infere-se que nao
houve diferenciacdo a nivel metabdlico significativa nos experimentos FMT 20S e FMT
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Hid, uma vez que as amostras desses experimentos e do controle estdo agrupadas. Em

contrapartida, nos demais experimentos as separa¢cdes observadas por meio da PC1, no

grafico de scores de PC1 versus PC2 entre tratamentos induzidos e controle, indica que

houve inducgéo de resisténcia significativa para esses experimentos.
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FIGURA 5.56- Graficos dos escores de PC1 versus PC2 dos experimentos de FMT 701
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Os graficos de volcano dos experimentos que indicaram diferenciacdo metabdlica
foram gerados utilizando o método de test-t moderado e a fold-change a fim de identificar
os metabdlitos diferenciais, com o log 2 (fold change) plotado no eixo x contra o log 10
(valor p) do test-t plotado no eixo y. Os dados dos gréaficos de volcano dos experimentos

com o gendétipo FMT 701 estdo no Apéndice D.

A adicdo de jasmonato de metila na concentracéo de 200 pmolL* no solo (FMT
200S) induziu a producédo do campesterol (1, TR=47.53 min) e do glicerol (2, TR=11.81
min) e suprimiu a producédo do acucar nao identificado (3, TR= 14.79 min) (FIGURA 5.57).

L

w
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N
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FIGURA 5.57 - Gréfico de Volcano FMT Controle versus FMT 200S

Para o experimento com adi¢cdo de jasmonato de metila pulverizado nas folhas
(FMT 200P) novamente o grafico de volcano apresenta o glicerol (2), campesterol (1) e 0
acucar nao identificado em 14.79 min (3) como metabdlitos diferenciais, além de 3 outros
picos ndo identificados em 16.52, 17.43 e 17.89 min. O glicerol e o acucar NI como up-

regulation e o campesterol com down regulation. Os picos NI em 17.43 e 17.89 estao
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presentes apenas em FMT 200P e ndo estdo presentes no FMT controle e o pico o agUcar
NI (TR= 4.79) esta presente apenas no FMT Controle (FIGURA 5.58).

-loglO(correctedPvalue)

log2(Fold change)

FIGURA 5.58 - Gréafico de Volcano FMT Controle versus FMT 200P

No experimento de herbivoria como genoétipo FMT 701 (FMT Herb) o &cido
succinico (4, TR=12.89 min), &cido linoleico (5, TR=32.31 min) e mais 4 picos estao
presentes como up-regulation e o pico em 4.06 min esta em down regulation. O
tratamento com herbivoria mais adicdo de metil jasmonato (FMT Herb 200S) apontou 18
metabdlitos diferenciais, 16 em up-regulation dentre eles os mesmos 6 encontrados em
up-regulation no tratamento FMT Herb mais o campesterol (1) e o glicerol (2); e 6 em
down regulation, um deles sendo um acucar (TR= 21.62 min) presente apenas neste
tratamento (FIGURA 5.59).
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FIGURA 5.59 - Gréaficos de volcano FMT Controle versus FMT Herb e FMT Herb 200S

A FIGURA 5.60 apresenta as flutuacdes de alguns dos metabdlitos nos diferentes
experimentos para FMT. Pode-se observar que o campesterol e o glicerol tiveram
diferencas significativas sendo expressos em maior quantidade nos experimentos de
FMT Herb e FMT Herb 200S em comparacao ao FMT Controle. Entretanto, o pico em
50.11 min estad mais presente no controle que em todos os experimentos de inducao de

resisténcia.

Como anteriormente discutido o campesterol esta relacionado a menor consumo
alimentar de S. litorallis acompanhado de um menor ganho de massa da lagarta
(SANTOS et al. 2019). Esse composto foi identificado como metabdlito diferencial de
defesa contra S. cosmioides para 0s genoétipos BRS 286 e BRS 336 e as flutuacoes
guantitativas observadas para esse composto no genotipo FMT 701 sugere que ele
também faz parte do mecanismo de defesa do gendtipo sendo mais produzido quando

ocorre herbivoria.

A substéancia glicosilada néo identificada em 41.52 min (FIGURA 5.61) aparece
nos experimentos FMT Herb, FMT Herb 200S, DO Herb e DO Herb 200S e ndo esta
presente nos genoétipos nos grupos controle, FMT Controle e DO Controle, e nem nas

outras inducdes de resisténcia. Além do mais, ela se encontra em maior quantidade
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guando ha inducdo por herbivoria mais adicdo de jasmonato de metila ao solo na
concentracdo de 200 pmolL' e o comportamento de resposta da planta em relacdo a
esta substancia € semelhante nos dois genoétipos. Assim, pode-se inferir que esta
substancia é uma resposta de defesa da planta a herbivoria, e na presenca de jasmonato
de metila e herbivoria é expressa em maior quantidade. (FIGURA 5.62). A substancia é
indicada como glicosilada, pois apresenta pico base em m/z = 204, caracteristico de
acucar, além de ser apontada como acgucar pela comparacao do seu espectro de massas
com o da base de dados NIST, no entanto, o indice de reteng@o néo é compativel a mono
ou dissacarideos. Desta forma, infere-se que se trata de uma substancia com um acucar
como grupo substituinte. Contudo, ela ndo pode ser identificada, apenas monitorada e

indicada como parte dos mecanismos de defesa dos dois genoétipos contra S. cosmioides
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FIGURA 5.60 — VariagOes do campesterol (amarelo), glicerol (vinho) e NI 50.51 min (azul) nos experimentos de FMT.
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FIGURA 5.61 — Espectro de massa da banda cromatografica em 41.42 min
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FIGURA 5.62 — Variacado do composto NI em 41.52 minutos nos experimentos com Delta Opal e FMT 701
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A resposta da planta representada pelos acido linoleico e acido linolénico
também foi semelhante para os gendtipos Delta Opal (DO) e FMT 701 (FMT). Nas
inducdes de resisténcia com adi¢cdo de jasmonato de metila no solo (20S e 200S), sob
herbivoria (Herb) e herbivoria mais jasmonato de metila (Herb 200S) observou-se uma
maior quantidade de &cido linoleico e &cido linolénico nos dois gendtipos em comparagao
aos grupos controle (FIGURA 5.64-5.67). Para o gendtipo FMT ndo se observou
diferenca quantitativa significante dos acidos ao compararmos 0s experimentos com
herbivoria (FMT Herb) e herbivoria mais jasmonato de metila (FMT Herb 200S) (FIGURA
5.66 e 5.67).

A aplicacao de jasmonato de metila por pulverizagéo parece nao ter sido capaz
de provocar o acumulo desses acidos no gendtipo DO, apresentando niveis semelhantes
entre DO 200P e DO controle. No entanto, observou-se o acumulo do acido linolénico em
FMT 200P com quantidades semelhantes a FMT 200S, demonstrando que as vias de
aplicacao, pulverizacdo nas folhas ou aplicagdo no solo, induzem de forma similar a
producéo desses acidos no genoétipo FMT 701 (FIGURAS 5.64 e 5.65).

Os acidos linolénico e linoleico sdo conhecidos por sinalizarem resposta de
defesa em plantas (SUMAYO et al., 2014; BABENKO et al., 2017), seu acumulo pode ser
observado nos gendtipos DO e FMT submetidos a herbivoria - DO/FMT Herb e DO/FMT
Herb 200S - demonstrando que esses gendtipos também utilizam os acidos linolénico e
linoleico como parte de sua resposta e mecanismos de defesa ao sofrerem herbivoria por

Spodoptera cosmioides.

O acumulo dos acidos linolénico e linoleico também foi observado nos
tratamentos com aplicacdes de jasmonato de metila exdgeno ao solo na concentracao
de 20 e 200 umolL. Em plantas o &cido jasmonico e o acido linolénico séo sinalizadores
e precursores de mecanismos de defesa e participam da mesma rota biossintética, sendo
0 acido linolénico precursor do acido jasmoénico, pela rota conhecida como rota dos
octadendides, conforme apresentado na FIGURA 5.63 (DEWICK, 2009 e TAIZ et al.,
2017) (FIGURA 5.63).
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FIGURA 5.63 — Rota de biossintese de formacdo do acido jasmonico a partir do acido
linolénico. Fonte: DEWICK, 2009.

CAO e colaboradores (2016) observaram que o metabolismo do &cido a-
linolénico foi ativado por tratamento com jasmonato de metila exébgeno em Arabidopsi,
sugerindo que apesar do &cido linoleico ser precursor de acido jasmoénico, o &cido
jasmoénico é regulado por um circuito fechado e pode se autorregular e regular
positivamente acidos graxos derivados do acido linolénico. Além de observarem
variagdes similares a dos mecanismos de acido linolénico nos mecanismos de lipideos
do tipo prenol e esterol, indicando que o acido jasmbnico também interage
sinergicamente com eles. Esses resultados estdo de acordo com o acumulo observado
dos acidos linoleico e linolénico nos genotipos Delta Opal e FMT 701 confirmando a
regulacao positiva entre esses acidos e a adi¢do de jasmonato de metila em plantas.
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FIGURA 5.64 — Variacdo do acido linoleico nos diferentes tratamentos com o genétipo
Delta Opal.
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FIGURA 5.65 — Variacao do &cido linolénico nos diferentes tratamentos com o genotipo
Delta Opal.
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FIGURA 5.66 — Variacdo do acido linoleico nos diferentes tratamentos com o genoétipo
FMT 701.
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FIGURA 5.67 — Variacdo do &cido linolénico nos diferentes tratamentos com o genotipo
FMT 701.
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5.4.2 - Analise por UPLC-QTof-MS

A anélise dos componentes principais foi realizada com todos os tratamentos de
cada um dos gendtipos Delta Opal e FMT 701 e demostrou uma separacéo clara entre
os tratamentos, indicando um efeito significativo e diferencial das indugdes de resisténcia
nos dois gendtipos a nivel metabdlico (FIGURA 5.68 e 5.74).

5.4.2.1 — Delta Opal

No gendtipo Delta Opal (DO), considerado o gendtipo suscetivel, a PCA explicou
81,02% da variancia total, com a primeira componente principal explicando 42,09%, a
segunda 24,87% e a terceira 14,06%.
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FIGURA 5.68 - PCA 3D e PCA 2D (PC1 X PC2) dos experimentos de inducdo de
resisténcia com o genotipo Delta Opal.
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Os tratamentos com adicdo de jasmonato de metila ao solo (DO 20S e DO 200S)
demonstraram modificacdo metabdlica semelhantes e separaram-se do DO Controle pela
PC1 e PC2 (FIGURA 5.68), ou seja, 0 genoétipo Delta Opal responde metabolicamente a
aplicacdo de jasmonato de metila no solo. No entanto, DO 20S e DO 200S estdo
agrupadas, indicando que nédo ha diferenca significativa entre as duas concentragcdes
avaliadas. No diagrama de Venn é possivel observar mais claramente essa semelhanca
(FIGURA 5.69). O DO 20S e DO 200S compartilham 196 entidades como resposta da
inducéo - aproximadamente metade das entidades consideradas para cada um, além das
159 entidade em comum ao DO controle, totalizando 355 potenciais metabdlitos iguais;
ademais cada tratamento possui quantidades de potenciais metabdlitos especificos
similares - DO 20S com 61 e DO 200S com 68 entidades, demonstrando a similaridade
da resposta metabdlica entre os dois experimentos. Portanto, a aplicacdo de jasmonato
de metila no solo de DO gera uma resposta metabdlica, mas a concentracdo, seja ela
alta (200 pmolL1) ou baixa (20 pmolL1), ndo demonstra ser um fator discriminante para
essa resposta. Podendo assim, 0 uso de concentracdes baixas de jasmonato de metila
no solo ja ser suficiente para induzir modificagdes no perfil metabolémico no gendétipo
Delta Opal. Adicionalmente, os testes feitos por AQUINO (2020) apontam que S.
cosmioides apresenta menor preferéncia alimentar e atratividade no experimento de DO
20S quando comparado ao controle e o0 mesmo ndo foi observado para DO 200S.
Afirmando a vantagem da adicdo de jasmonato de metila exdégeno em baixa

concentragdo (20 pmolLt).

[DO 200S]
432 entities

[DO 20S]
425 entities

[DO Controle]
617 entities

FIGURA 5.69 — Diagrama de Venn dos potenciais metabolitos dos experimentos DO
Controle, DO 20S e DO 200S.
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O tratamento com jasmonato de metila (200 pmolL1) pulverizado nas folhas (DO
200P) se diferenciou do DO Controle por PC1 e PC2, indicando que a aplicacdo nas
folhas promove alteragcdes metabdlicas no gendtipo; além de DO 200P também se
distinguir dos outros tratamentos com aplicacédo de metil jasmonato no solo (DO 20S e
DO 200S) pela PC1 (FIGURA 5.68). O diagrama de Venn indica que 1171 potenciais
metabolitos foram induzidos com a pulverizacdo de jasmonato de metila nas folhas,
destes ao menos 1030 entidades séo especificas para DO 200P, ndo sendo encontradas
no DO 20S e DO 200S (FIGURA 5.70).

[DO 200P] [DO Controle]
1545 entities 617 entities

[DO 200P]

il [DO Controle] | (po 200s) [DO 20S]
1545 entities

617 entities 432 entities 425 entities

FIGURA 5.70 - Diagrama de Venn dos potenciais metabolitos dos experimentos DO
Controle, DO 20S e DO 200S.

O maior numero de possiveis metabdlitos induzidos em DO 200P, comparado a
DO 20S e DO 200S, demonstra que a eficiéncia do jasmonato de metila exégeno como
precursor de novos metabolitos € maior se ele for pulverizado nas folhas que aplicado no
solo. AQUINO (2020) analisando o perfil quimico dos volateis e o consumo foliar por
Spodoptera cosmioides, nesses mesmos tratamentos com Delta Opal, relatou que o
tratamento DO 200P foi o Unico a apresentar diferencas significativas tanto no perfil
qguimico quanto no ensaio biolégico de consumo foliar em relagcdo ao grupo controle,
indicando que a aplicacdo de jasmonato de metila nas folhas pode causar inducédo de
resisténcia a S. cosmioides. Este resultado esta de acordo com o observado para o perfil
guimico dos metabdlitos fixos aqui estudados, sendo o tratamento DO 200P o que
apresentou maior diferenciacdo metabdlica, dentre todos os tratamentos com Delta Opal,
na analise por UPLC-QTof-MS (FIGURA 5.68).
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Os tratamentos herbivoria (DO Herb) e herbivoria mais jasmonato de metila (DO
Herb 200S) demonstraram semelhanca na resposta metabdlica entre si e separaram-se
do DO Controle principalmente pela PC2. O DO Herb e DO Herb 200S compartilham 194
entidades como resposta as indugdes de resisténcia, 139 encontradas em DO Herb e DO
Herb 200S e 55 encontradas em DO Herb, DO Herb 200S e DO 200S. Além de 99
potenciais metabdlitos diferenciais para DO Herb e 46 para DO Herb 200S, destes 34
séo respostas especificas do sinergismo entre a herbivoria e a aplicacdo de jasmonato
de metila exdgeno (FIGURA 5.71), como € o caso do derivado do acido caféico ((M+H*]=
379.0644, Tr=3.713 min) e um esteroide caracterizado como celastrol ([M+H*]=
450.2769, Tr=10.947 min) (TABELA 5.5).

[DO Controle]
617 entities

[DO Herb]
603 entities [DO 200S] [DO Herb 200S]
432 entities 553 entities

[DO Herb 200S] [DO Controle] S \ [DO Herb]
553 entities 617 entities < 603 entities

FIGURA 5.71 - Diagrama de Venn dos potenciais metabolitos dos experimentos DO
Controle, DO 20S e DO 200S.

Na FIGURA 5.72 pode-se observar a diferenciacdo entre DO Herb e DO Herb
200S em termos quantitativos. A aplicacdo de jasmonato de metila juntamente com a
herbivoria (DO Herb 200S) parece estimular a producéo dos flavonoides, com os picos
indicados como flavonoides em maior intensidade em DO Herb 200S que em DO Herb.

Tal acumulo de flavonoides em plantas submetidas a aplicacao de jasmonato de
metila tem sido frequentemente descrito na literatura (WANG et al., 2015; IQBAL et al.,
2018; HORBOWICZ et al., 2021). PREMATHILAKE e colaboradores (2020) relataram o
aumento da expressédo de genes estruturais da via de biossintese de flavonoides com a
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aplicacdo de jasmonato de metila exdgeno em calos de pera e o0 aumento significativo do

acumulo de flavonoides.

%106

55
5
451
4
3.5+
3
2.5+
24
1.5
14
0.5
0,

34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82
Counts vs. Acquisition Time (min)

FIGURA 5.72 - Perfil cromatogréafico de DO Herb e DO Herb 200S obtido por UPLC-QTof-
MS. DO Herb: laranja; DO Herb 200S :preto; Nimeros destacando os picos indicados como flavonoides.

No tratamento sob estresse por déficit hidrico (DO Hid) ndo houve diferenciacéo
significativa em relac&o ao controle (DO Controle), com DO Hid e DO Controle agrupados
na PCA, pela PC1 e PC2 (FIGURA 5.68). No diagrama de Venn, observa-se que 69,2%
dos candidatos a metabdlitos, equivalente a 522 entidades, estdo presentes nos dois
grupos e apenas 137 séo especificas para o tratamento sob estresse hidrico. A diferenca
pouco expressiva entre o tratamento sob estresse hidrico e o grupo controle também foi
observado na andlise por GC-MS, sugerindo que o gendtipo DO néo responde a nivel
metabdlico ao estresse hidrico ou que o estresse hidrico a que foi submetido nos

experimentos nao foi o suficiente para induzir uma resposta significativa na planta.

[DO Controle]
617 entities

[DO Hid] [DO Controle]
659 entities | 617 entities

[DO Hid]
659 entities

FIGURA 5.73 — Diagrama de Venn dos potenciais metabdlitos de DO Controle e DO Hid
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5.4.2.2 -FMT 701

A andlise dos componentes principais do genétipo FMT 701 explicou 71,24% da
variancia total, com 36,4% para PC1, 27,4% para PC2 e 7,44 % para PC3, além de
demonstrar uma boa separacao estatistica, como € possivel observar pela disposi¢céo
espacial dos experimentos na FIGURA 5.74. O PCA 2D dividiu claramente os tratamentos
em trés grupos, FMT Controle e FMT Hid do lado esquerdo, FMT 20S, FMT 200P e FMT
Herb e FMT Herb 200S a direita e o tratamento FMT 200S apresentou-se sozinho no

canto superior direito separado de todos os demais tratamentos.

Eixo Y

EoX o & T~ _EixoZ

W FMT 200P

304

FMT 2005

204

FMT 205

FMT Controle

Componente 2 (27.4%)
o

FMT Herb

-204

FMT Herb 2005

u
|
E E B B @

30 20 10 0 10 20 30 .
FMT Hid
Componente 1 (36 .4%)

FIGURA 5.74 — PCA 3D e PCA 2D (PC1 X PC2) dos experimentos de inducéo de
resisténcia com o genoétipo FMT 701.
A analise do dendrograma demonstra os niveis de similaridade entre os

diferentes tratamentos com o genoétipo FMT 701 e os agrupamentos naturais existentes
entre eles (FIGURA 5.75), as cores mais frias (azul) significam menor concentracdo dos
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potenciais metabdlitos e as corres mais quentes (vermelho) maior concentracdo. Ao
estabelecer uma distancia igual a 285 os experimentos dividem-se em 3 grupos. Os
experimentos FMT Controle e FMT Hid estdo agrupados a uma distancia de 165, o que
indica que os experimentos sdo semelhantes e que ha pouca diferenciacdo metabdlica
entre os dois experimentos, 0 mesmo acontece com 0s experimentos FMT Herb e FMT

Herb 200S que também sdo similares; com uma distancia igual a 114 é possivel
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FIGURA 5.75- Dendograma obtido para os experimentos com o genotipo FMT 701 com
o0 método de agrupamento Ward.

discriminar os sete experimentos.

285 165114 00

e —

O experimento de estresse hidrico nhovamente € 0 mais semelhante ao grupo
controle - o0 qual encontra-se agrupado pela PC1 e PC2 (FIGURA 5.74), demonstrando
menor distancia euclidiana no dendrograma e apresentando resposta similar, com
81,58% de entidades compartilhadas entre eles, e uma diferenciagao discreta com 13

entidades em down regulation para FMT Hid e 18 em up regulation (FIGURA 5.76).
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FIGURA 5.76 - Diagrama de Venn e Gréfico de Volcano para FMT Hid versus FMT
Controle

Sabe-se que as plantas respondem ao estresse hidrico, seja ele por excesso ou
escassez de agua, e que a resposta e sua eficiéncia dependem da espécie e do gendtipo
estudado (SHARMA et al., 2019; KHAN et al., 2021).

As plantas de algodéo necessitam de maior quantidade de agua um pouco antes
e durante a floracdo, e a escassez de agua no periodo de frutificacdo causa prejuizo a
producdo e qualidade de fibora (CORDAO SOBRINHO et al., 2015; REICHARD, 1990
apud RODRIGUES et al. 2016; LUZ et al., 1997). Gendtipos que toleram melhor a seca
e utilizam mecanismos de defesa para que suportem periodos de estiagem sao
economicamente interessantes para minimizar custos ou perdas por mudancas
climaticas. No entanto, os gendtipos FMT 701 e Delta Opal parecem ndo possuirem

essas capacidades.

A similaridade entre os tratamentos sob estresse hidrico e grupo controle também
foi observada na analise dos metabdlitos fixos por GC-MS e no genatipo Delta Opal, bem
como nas analises dos volateis dos dois gendtipos submetidos a estresse hidrico
realizada por AQUINO (2020). Essas observaces podem indicar que os dois genotipos
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nao respondem a nivel metabdlico ao estresse hidrico, sendo susceptiveis a variacfes
de irrigacdo, ou que os experimentos a que foram submetidos néo se configuraram como

estressantes o bastante para induzir uma resposta significativa na planta

BALDO et al. (2009) avaliando o cultivar Delta Opal relatou que a planta nao
tolera déficit hidricos de 25% de VTP (volume total de poros), ocorrendo
comprometimento no seu desenvolvimento e estruturas reprodutivas, mas que genotipo

tolera bem excesso de agua.

PEREIRA (2017) avaliou a tolerancia ao estresse hidrico em 9 gendtipos de
algodao, dentre eles o FMT 701. O gendtipo FMT 701 demonstrou sensibilidade ao
ambiente com limitacdo hidrica e lentiddo no restabelecimento do crescimento apos a
reidratacdo. O estresse hidrico ocasionou diminui¢cdo na resisténcia da fibra, algo ndo
desejavel e tolerado pela industria. O autor ainda afirma que essas observacdes estao
de acordo com as condicbes genéticas desse cultivar, que foi desenvolvido para
expressar um maior potencial produtor em climas de cerrado e ndo possui caracteristicas

genéticas para tolerar estresse hidrico prolongado.

Correlacionando os resultados encontrados por BALDO e colaboradores (2009),
PEREIRA (2017) e os observados na analise metabolémica de Delta Opal e FMT 701,
pode-se afirmar que os dois gendtipos ndo possuem um forte mecanismo de defesa conta
o déficit hidrico, sendo susceptiveis a estresse hidrico, e respondem metabolicamente de

forma discreta a mudancas quando submetido a escassez de agua.

Os tratamentos com adicdo de jasmonato de metila exdgeno separaram-se do
grupo controle na PCA demonstrando que ha inducdo de novos metabdlitos (FIGURA
5.74). Curiosamente, FMT 20S se assemelha mais a FMT 200P que a FMT 200S. O
diagrama de Venn mostra que FMT 20S compartilha 373 potenciais metabolitos com FMT
200P; em contrapartida, um nimero bem menor de candidatos, 241, sdo comuns a FMT
20S e FMT 200S. Apesar do FMT 200S possuir 127 entidades especificas, seu grau de
distingdo com FMT controle € menor, cerca de 54,41% de candidatos diferentes do
controle, contra 59,50% para FMT 20S e 60,2% para FMT 200P. A pulverizacdo de

jasmonato de metila nas folhas (200P) demonstra ser o meio mais efetivo de adicdo do
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fitorménio, pois induz uma maior resposta metabdlica nos genétipos FMT 701 e Delta
Opal (FIGURA 5.77).

[FMT 200P] [FMT Controle]
500 entities 555 entities

[FMT 2005] [FMT 20S]
408 entities 479 entities

FIGURA 5.77 — Diagrama de Venn com os potenciais metabdlitos de FMT Controle e
experimentos com adicao de jasmonato de metila exégeno.

Segundo AQUINO (2020) as lagartas de Spodoptera cosmiodes tiveram menor
preferéncia alimentar pelo tratamento FMT 20S e FMT 200P, preferindo as folhas do
grupo controle. No entanto, 0 mesmo comportamento nao foi observado com o genotipo
FMT 200S, que ndo apresentou diferenca estatistica de consumo foliar com o FMT
Controle. Adicionalmente, as lagartas mostraram-se repelidas pelo tratamento FMT 200P
corroborando que a pulverizagdo com jasmonato de metila induz uma maior resposta da
planta e € a forma mais eficiente de utilizar o jasmonato de metila como precursor de
resisténcia (FIGURA 5.78 e 5.79).
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FIGURA 5.78 - Area foliar consumida (cm?) por lagartas de 3° instar de Spodoptera
cosmioides em diferentes tratamentos de inducao de resisténcia em cultivares de algodao

(Fonte: AQUINO, 2020). * O tratamento apresenta diferenca significativa pelo teste t (P < 0,05). ™ O
tratamento ndo apresenta diferenca significativa pelo teste t (P < 0,05).
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FIGURA 5.79 - indice de atratividade (IA) por lagartas de 3° instar de Spodoptera
cosmioides em diferentes tratamentos para inducdo de resisténcia em cultivares de

algodao (Fonte: AQUINO, 2020). IA + E.P. > 1 repeléncia pelo tratamento em relagio ao controle;
IA + E.P. < 1 preferéncia pelo tratamento em relacdo ao controle; IA + E.P. = 1 neutralidade.
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As respostas metabodlicas de FMT Herb e FMT Herb 200S sdo semelhantes e
diferem-se do FMT Controle (FIGURA 5.80). O FMT Herb 200S apresentou 551
potenciais metabdlitos, destes 309 (56,07%) comuns a FMT Controle e 445 (80,76%)
comuns a FMT Herb. O FMT Herb apresentou 210 potenciais metabdlitos como resposta
a herbivoria, sendo 45 entidades como resposta especifica a herbivoria e 165 candidatos
presentes também em FMT Herb 200S. O FMT Herb 200S indicou 77 potenciais
metabdlitos especificos ao sinergismo entre a herbivoria e a adicdo de jasmonato de
metila ao solo (FIGURA 5.80).

[FMT Herb]
516 entities

[FMT Controle]
555 entities

[FMT Herb 200S]
551 entities

FIGURA 5.80 — Diagrama de Venn com os potenciais metabdlitos de FMT Controle,
FMT Herb e FMT Herb 200S.

Dois flavonoides foram monitorados e identificados como sendo os flavonoides
rutina e a quercetina hexose (FIGURA 5.27). Estes flavonoides estdo em maior
guantidade em FMT Herb 200S que em FMT Herb e FMT Controle. No entanto, para a
guercetina-hexose a diferenca ndo € significativa. Para a rutina a herbivoria parece
induzir sua producdo e no experimento FMT Herb 200S ela é ainda mais expressada
(TABELA 5.7). Os demais potenciais metabolitos diferenciais ndo puderam ser
identificados, pois apresentaram baixa similaridade na comparagdo com os bancos de
dados consultados. Isto é uma dificuldade da técnica ja mencionada anteriormente, uma

vez que os bancos de dados ainda séo escassos e incompletos (CAO et al., 2016).
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TABELA 5.7 — Variacdo de rutina e quercetina-hexose em experimentos com FMT 701.

Rutina Quercetina-hexose
FMT Controle 173,91a 154,48a
FMT Herb 214,49ab 166,40a
FMT Herb 200S 226,41b 184,59a

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste Tukey
(p<0,05).

Os tratamentos FMT Herb e FMT Herb 200S demonstraram repeléncia contra S.
cosmioides quando comparado a FMT néo induzido (FMT Controle), indicando que a
diferenciacdo metabodlica apresentadas por esses tratamentos sdo resultados da
resposta de defesa da planta e que esta resposta é eficiente (FIGURA 5.79) (AQUINO,
2020).

5.4.3 — Fitormonios e substancia de defesa

Os fitormbnios sdo mensageiros quimicos que regulam e coordenam o
metabolismo, o crescimento e a morfogénese das plantas. O desenvolvimento das
plantas é regulado por nove hormonios principias dentre eles os jasmonatos, mas as
funcdes deles ndo estado ligadas apenas ao desenvolvimento vegetal. O acido jasmonico
ativa os genes relacionados a defesa e desliga o crescimento da planta para que o0s
recursos sejam realocados para as rotas metabdlicas envolvidas na defesa. Ele ativa ndo
s6 as rotas para producdo de metabdlicos toxicos ou repelentes, mas também
desencadeia a biossintese de proteinas que interferem no trato gastrointestinal do inseto.
Desta forma, quando ha ataque por herbivoros os niveis de acido jasmonico aumentam
rapidamente, sendo produzido pela rota dos octadecanoides (TAIZ et al,. 2017) (FIGURA
5.63).

O derivado jasmonato de metila também é conhecido por sua atividade de
inducéo de defesa, que, por ser lipossoluvel, atravessa facilmente as membranas e pode
ser transportado pelas organelas vasculares e floema e sua volatilizagcado permite que

alcance outros 6rgéos (KONAN et al., 2014; FAGAN et al., 2015); por isso ele foi utilizado
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para induzir resisténcia em alguns dos experimentos com os cultivares FMT 701 e Delta

Opal

A compreensao de como esses hormonios agem na defesa e quais as rotas sao
ativadas por eles nos grupos vegetais auxilia no entendimento e elaboragdo de novas

intervencdes e estratégias de manejo agricola.

HO

Acido jasménico Metil jasmonato Jasmolona

FIGURA 5.81- Estrutura das substancias monitoradas nos experimentos com DO e FMT

O monitoramento desses fitormdnios apontou que 0s nhiveis de jasmonato de
metila nos experimentos com DO foram em sua maioria estatisticamente semelhantes ao
DO Controle, mesmo aqueles em que houve aplicacdo do composto nas folhas ou no
solo. Apenas DO Hid foi significativamente diferente com um maior acumulo. Para os
experimentos com FMT n&o houve diferenca significativa na quantidade de jasmonato de
metila monitorada dos experimentos em relagéo ao grupo controle (TABELA 5.8 e 5.9).

Quanto ao acido jasmoénico nos experimentos com DO, apenas o DO 200P
apresentou um maior acumulo em relacdo ao grupo controle e os demais experimentos
tiveram niveis similares ao DO Controle. Nos experimentos com FMT, novamente o
tratamento com pulverizacao de jasmonato de metila nas folhas (FMT 200P) apresentou
acumulo do acido jasmonico em relacéo ao grupo controle, ademais o FMT Herb também
apresentou acumulo com quantidade distinta da encontrada para FMT Controle, mas em
menor quantidade que para FMT 200P. Os unicos com niveis de acido jasmonico
significativamente diferentes do FMT Controle foram o FMT Herb e FMT 200P. Ao

relacionar essas observacdes com as encontradas na analise metabolémica em que DO
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200P se diferenciou de todos os outros experimentos e FMT 200P também demonstrou
maior diferenciagcdo metabodlica em relacdo a FMT Controle que os experimentos FMT
20S e FMT 200S; corrobora-se a afirmacao de que a pulverizagdo com jasmonato de

metila nas folhas € o meio mais efetivo de aplicacdo para inducéo de resisténcia.

O ndo acumulo de jasmonato de metila, principalmente, e acido jasménico
mesmo nos experimentos em que houve a aplicacdo de Me-JA podem ser resultado do
mecanismo de cascata em que esses compostos detém o papel de precursores
biossintéticos de novos metabdlitos, como jA mencionado, ao invés de serem acumulados

pela planta.

Outra substancia monitorada foi a jasmolona. A jasmolona provavelmente
pertence a mesma rota biossintética do acido jasmonico, mas sua biossintese ainda €&
pouco conhecida. Ela é um dos trés alcoodis que ao se ligar com o &cido transcrisantémico
ou acido pirétrico formam as piretrinas, inseticidas fortemente eficientes (DEWICK et al.,
2009; YAN et al., 2021; MATSUI et al., 2020).

O pico anotado como esta substancia foi monitorado e a aplicacédo de jasmonato
de metila parece causar uma diminui¢cdo na producdo da mesma no genétipo Delta Opal,
em que os experimentos com DO 20S, DO 200S e DO 200P tiveram menor quantidade
gue o DO Controle, e o experimento DO Herb 200S apresenta quantidade menor e
significativamente diferente de jasmolona em relacdo a DO Herb. Para o FMT nao houve
diferenca quantitativa significativa entre os experimentos e o grupo controle do composto
anotado como jasmolona (FMT Controle).

FREITAS (2020) observou para o cultivar Delta Opal um alto consumo foliar por
S. cosmioides acompanhado de baixa viabilidade total das lagartas, considerando assim
0 genotipo moderadamente resistente a esse herbivoro. Se as piretrinas fazem parte do
mecanismo de defesa do algoddo e contribuem para a resisténcia observada, as
guantidades iguais de jasmolona entre os diferentes experimentos e grupo controle
podem indicar que ha uma resisténcia constitutiva no genotipo. Outras hipéteses também
podem ser consideradas, como a menor quantidade nos experimentos com adicdo de
metil jasmonato indicar ativacdo de outras rotas em detrimento da producéo de jasmolona

e consequentemente de piretrinas. Contudo, piretrinas ndo puderam ser detectadas e
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apenas o monitoramento da jasmolona ndo é suficiente para obter resultados

conclusivos.

TABELA 5.8 — Variacdo de jasmonato de metila, acido jasménico e jasmolona analisados
por UPLC-QTof-MS nos experimentos com o genétipo Delta Opal.

Jasmonato de

metila Acido jasménico Jasmolona
DO Controle 2,70bc 0,38b 13,76ab
DO 20S 2,00c 0,45b 6,95c
DO 200S 2,02c 0,34b 7,68c
DO 200P 3,73bc 0,93a 9,36¢
DO Herb 2,71bc 0,32b 16,07a
DO Herb 200S 3,14ab 0,25b 12,07b
DO Hid 3,82a 0,59ab 12,84b

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste Tukey
(p<0,05).

TABELA 5.9 — Variacdo de jasmonato de metila, acido jasménico e jasmolona analisados
por UPLC-QTof-MS nos experimentos com o genétipo FMT 701.

Jasmonato de

metila Acido jasménico Jasmolona

FMT Controle 2,91abc 0,28c 8,78ab
FMT 20S 2,78bc 0,30c 7,55b
FMT 200S 2,45c 0,42bc 6,23b

FMT 200P 3,05abc 0,87a 11,07ab

FMT Herb 3,67abc 0,54b 10,87ab
FMT Herb 200S 3,71ab 0,38bc 13,61a

FMT Hid 3,74a 0,23c 11,60ab

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste Tukey
(p<0,05).
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6 — Conclusao

Os métodos de analise por GC-MS e UPCL-MS-QTof demonstram-se
satisfatdrias para obten¢éo do perfil metabdlico dos 12 genotipos de algodéo.

Os gendtipos de algodao estudados apresentam similaridade metabdlica, mas
também possuem metabdlitos diferenciais. Os gendtipos FMT 701 e FMT 707
apresentaram perfil quimico dos metabdlitos primarios semelhantes e os genétipos BRS
335 e BRS 336 apresentam perfis metabolémicos similares tanto nas analises por GC-
MS quanto por UPLC-QTof-MS, assim como os cultivares Delta Opal e BRS 293.

Todos os genotipos apresentaram mudanca a nivel metabdlico ao serem
submetidos a herbivoria por Spodoptera cosmidides. Compostos como a-tocoferol, acido-
p-cumarico, 1-linoleoilglicerol, 2-monopalmitina, campesterol e heliotrina foram alguns

dos metabdlitos associados a resposta de defesa dos gendétipos a herbivoria.

A aplicagdo de jasmonato de metila exdgena nos gendtipos Delta Opal e FMT
701 é mais efetiva, produz maior diferenciagdo metabdlica, se for realizada por
pulverizacdo nas folhas. A aplicacdo de jasmonato de metila no solo também foi capaz
de induzir mudancas a nivel metabdlico, no entanto, a concentracdo de solucao aplicada
nao parece ser determinante para a indugao, pois nas duas concentracdes testadas, 200

umol Lt e 20 umol L1, a resposta metabdlica foi semelhante.

Os cultivares Delta Opal e FMT 701 ndo responderam metabolicamente ao
estresse hidrico e outros estudos apontam os dois como sendo susceptiveis a esse

estresse.

Observou-se uma correlagao positiva entre a adicao de jasmonato de metila e o
acumulo de acido linolénico, acido linoleico e acido jasménico em Delta Opal e FMT 701,
esses compostos sdo conhecidos por sinalizarem respostas de defesa em plantas. Nao
foi identificado acumulo de jasmonato de metila nos experimentos de aplicacdo exégena
do composto, mas houve modificacdo do perfil metabolomico, ou seja, a aplicagdo de
jasmonato de metila ndo causa seu acumulo, mas induz mudancas no metabolismo dos

genotipos.
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Diante do estudado, corrobora-se o entendimento que as plantas ndo utilizam um
composto isoladamente para defesa, mas todo um sistema com diversos metabdlitos de

diferentes rotas biossintéticas comp8e seu mecanismo de defesa

Assim, este trabalho contribui na compreensdo da relacdo ecoldgica planta-
inseto com uma abordagem a nivel de metabdlitos e de modificagbes genéticas, visando
a melhoria do processo produtivo do algodao, trazendo observacdes relevantes acerca
dos mecanismos de resposta a fatores biéticos e abidticos a fim de conduzir melhor as

estratégias de manejo de cultivares de interesse socioecondmico.
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Apéndice

Apéndice A

TABELA GC-MS para os doze genétipos de algodao versus injuria.

https://1drv.ms/x/s!Ar-7t W-f gbgal9g5uLynkVflbYsq?e=RTZWPq

Apéndice B

Andlise dos componentes principais PC1 versus PC2 das amostras dos genaétipos versus
genotipo sob inducéo de resisténcia por herbivoria com os dados de GC-MS e UPLC-
Qtof-MS, respectivamente.
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Apéndice C

Experimentos de resisténcia induzida com Spodoptera cosmioides - Dados graficos de volcano.
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1.0@47.37  0.008837809  0.09950718  20.351.913 up 20.351.913 094798255  -0.07706759  10.251.644
1.0@40.649  0.018299283 0.1264314  31510.131 down 31510131 -0.68264174  0.5507994  -16.558.157
1.0@40.580 0.019419162 0.13118723  20.584.738 down 120.584.738 -0.5142032  0.95958954  -10.415.751
1.0@40.479  0.017564017 0.1264314  29.865.491 up 20.865.491 05405712  -0.8874434  15.784.794
1.0@38.830  0.0063792723 0.080140874 25.166.621 up 25.166.621  30.392.294  16.037.055 13.315.115
1.0@38.439 0.01137934  0.109346196  4.434.611 up 4.434.611 07016005  -0.51127833  21.488.075
1.0@37.319  0.0045946892 0.080140874 300.879 down -300.879 -0.66764045  0.5828567  -15.891.834
1.0@35.709  0.005861611 0.080140874 23.827.653 up 23.827.653 7.811.835  29.656.615 12.526.368
1.0@35.370  0.006590532 0.080140874  2.978.769 up 2078769  10.589.089 0.08257853  15.747.162
1.0@35.33  0.0021254877 0.07619306  57.739.863 up 57.730.863  17.720.516 0.8254206  25.295.677
1.0@34.439  0.014092914  0.11900683 382.447 down -382.447 -0.73852587  0.43727964 -19.352.598
1.0@34.360  0.0055399165 0.080140874 47.507.157 down 47.507.157 -0.78950536  0.34097904  -22.481.449
1.0@31.8700 0.0025063506 0.07619306  2.113.209 up 2113209  13.495511 37.544.076 10.794.355
1.0@31.6200 0.016342128  0.1264314 2.310.941 up 2310941 0.84621423  -0.24090514 12.140.881
1.0@29.780  0.0032171148 0.07653578  20.796.194 up 20.796.194 05820832  -0.78070265 10.563.195
1.0@26.770  0.003085539 0.07653578  26.669.364 down 126.669.364 -0.6250379  0.6779844  -14.151.834
1.0@265  0.022958523 0.14540398  33.484.316 down 133.484.316 -0.7013527  0.51178795 -17.434.855
1.0@23.380 4,68E+01 0.0014223472  8.887.197 up 8.887.197 0.8874786  -0.17221577 31.517.284
1.0@17.829 0.02557654  0.15550536  26.042.607 up 26.042.607 0.81407076  -0.29677388  13.808.738
1.0@17.060 1,63E+02 0.012413286 32.004.855 down 132.004.855 -0.6875474  0.54046893 -16.782.907
1.0@15.989 9,77E+00 0.0014856476 23.274.846 down 23.274.846 -0.5703516  0.81007653 -12.187.716



1.0@15.150
1.0@13.869
1.0@13.489
1.0@13.390
1.0@11.349
1.0@11.25
1.0@8.019
1.0@7.200
1.0@6.380
1.0@5.070
1.0@5.010
1.0@4.899
1.0@3.850

2,65E+03

0.005928115
0.020079084

9,74E+02

0.018183006
0.004851442

7,39E+02

0.002376553
0.008790252
0.010481966
0.016409814
0.005862865
0.011758083

0.016092192
0.080140874
0.13269655
0.042290978
0.1264314
0.080140874

0.0074912366

0.07619306
0.09950718
0.10621725
0.1264314
0.080140874
0.109346196

34.945.288
8.530.237
26.476.643
26.308.079
2.058.508
27.517.836
4.913.734
28.154.035
2.645.112
4.373.598
32.006.843
7.188.456
33.069.692

down
down
down
down
up

up

down
down
up

down
down
down
down

-34.945.288
-8.530.237
-26.476.643
-26.308.079
2.058.508
27.517.836
-4.913.734
-28.154.035
2.645.112
-4.373.598
-32.006.843
-7.188.456
-33.069.692

-0.7138384
-0.88276994
-0.6223086
-0.61988866

25.702.738
75.886.197

-0.79648876
-0.64481115
0.504078
-0.7713553
-0.6875668
-0.86088806
-0.69760835

0.4863306
0.17989059
0.68429786
0.689919
46.838.503
29.238.374
0.3282741
0.6330514
-0.9882812
0.3745326
0.54042816
0.21610244
0.5195108

-18.050.979
-30.925.858
-14.047.202
-13.955.059
1.041.599
1.460.367
-22.968.197
-14.933.417
14.033.288
-21.288.207
-16.783.804
-2.845.682
-17.255.095
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BRS 335

Corr FC (abs Regulation Log FC
?fen%ppoougg Fl)ng[\B/sR[SB?I’s’SS ([BFI)?(S 335)In] ([BR(S 33)5 ([BgRS 335 5%‘555‘2 Abund Diff  Abund Diff ([BRgS 335
retenco) 335]) Vs [BRS In] Vs [BRS In] Vs [BRS 335]) (Raw) (Log2) In] Vs [BRS

335)) 335)  [BRS 335)) 335))
1.0@3.850 9,15E+00 3,48E+02  3.324.138 down 3324138 -0.6991701  0.5162846  -17.329.803
1.0@3.929 4,16E+01 1,15E+03  71.305.256 down 71.305.256 -0.8597579  0.21799763  -28.340.085
1.0@4.720 6,32E+01 1,60E+03  44.269.915 down 44260915 -0.774113  0.36938303  -21.463.265
1.0@5.010 3,13E+03 0.0033965067 36.141.667 down 36.141.667 -0.72331107 0.46731186  -18.536.631
1.0@5.070 6,75E+02 0.0059196684  4.919.503 down 4.919.503 -0.7967274  0.32784188  -22.985.127
1.0@6.450 8,45E-03 1,28E+01  68.806.887 down .68.806.887 -0.8546657  0.22656788  -2.782.553
1.0@6.739 3,51E-02 2136402 51.212.163 down 51212163 -0.8047339  0.31341633  -23.564.866
1.0@7.299  0.006068321  0.03689539 6.101.319 down 6.101.319 -0.836101  0.25825086  -2.609.121
1.0@8.019  0.0011499464 0.008963685  3.531.439 up 3531439 07168293  -0.4802985  18.202.562
1.0@9.549 3,49E+00 1,06E+04 11.570.616 down 111.570.616 -0.91357416 0.13040625  -35.323.937
1.0@10.580 1,10E+02 0.00174 26.446.135 down 126.446.135 -0.6218729  0.68530834  -14.030.569
1.0@15.679 5,47E+02 0.005197622  32.925.012 down 132.925.012 -0.6506349  0.62007993  -17.191.839
1.0@15.989 9,13E+00 3,48E+02  3.778.273 up 3.778.273 0.7353288  -0.4435386  1.917.727
1.0@16.130  0.004692021  0.03034839 223012 up 223012 055159366 -0.8583222  11.571.213
1.0@16.840  0.0035250713 0.024355039  26.973.555 down 26973555 -60.770.063  -2.603.361 -14.315.456
1.0@17.219 1,05E-03 3,18E-02 23.625271 up 23625271 05767244  -0.794046  12.403.309
1.0@17.29 1,55E+02 3,63E+02  25.806.231 down -25.806.231 -0.7799649  0.35851884  -13.677.194
1.0@17.54 2,06E+02 4,47E+03  4.769.574 down 4769574 -0.8839192  0.17801364  -22.538.605
1.0@18.140 214E+03 0.0027095564  2.243.478 down 2.243.478 -0.59120154 0.7582781  -1.165.737
1.0@18.780 1,08E+02 0.00174 30.483.954 down -30.483.954 -0.67195857  0.5735558 -160.805
1.0@21.229 2, 27E+02 4,60E+02  54.223.485 down .54.223.485 -0.8155781  0.29410505 -24.389.179
1.0@26.770 1,26E+03 0.00174 31.862.833 down 131.862.833 -0.6861547  0.54339415  -16.718.745
1.0@29.079 9,01E+01 0.00174 4.146.286 down 4146286 -0.7588203  0.39816982  -20.518.196
1.0@29.379 1,15E403 0.00174 30.458.942 down 139.458.942 -0.746572  0.42164665  -19.803.523
1.0@30.200  0.002026353  0.015024667  43.515.368 down 43515.368 -0.77019614 0.3767022  -2.121525
1.0@30.719 1,39E+01 4,68E+01  38.057.787 down -38.057.787 -0.7372417  0.43979046  -19.281.917
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1.0@33.510
1.0@37.659
1.0@38.43

1.0@38.719
1.0@40.580
1.0@45.600
1.0@45.739
1.0@45.870
1.0@46.370
1.0@49.820

2,59E-01
6,82E+03
3,84E+03
6,56E+02
1,23E+03
2,12E+00
2,69E+03
2,23E+03
4,51E+03
8,93E+02

1,97E+02
0.0059196684
0.004028969
0.0059196684
0.00174

1,97E+02
0.003033245
0.002717037
0.0044226404
0.0071475534

4.543.828
22.341.967
32.197.142

2.146.501
26.369.293
27.694.373
23.150.206
62.476.554

2.587.727
20.998.952

down
down
down
down
down
down
down
down
up

up

-4.543.828
-22.341.967
-32.197.142

-2.146.501
-26.369.293
-27.694.373
-23.150.206
-62.476.554

2.587.727
20.998.952

-0.77992123
-0.5524118
-0.6894134
-0.53412557
-0.62077105
-0.63891584
-12.490.726
-16.082.155
3.996.454
3.869.204

0.35859966
0.85618395
0.5365587
0.90474916
0.6878668
0.6463022
-0.3208573
-0.6854607
19.987.205
19.520.369

-21.839.082
-11.597.562
-16.869.326
-11.019.869
-13.988.589
-14.695.928

-1.211.025
-26.433.148

13.716.854

10.703.174
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BRS 336

FC (abs)

Corr Regulation Log FC

Compound f’ng[ss[SB:‘sSS ([BFI)?(S336)In] ([Efrﬁsvz% ([BgRS 336 §3%ﬁ[rﬁF§/Ss Abund Diff  Abund Diff ([BRgS 336

336]) Vs [BRS [BRS In] Vs [BRS 336]) (Raw) (Log2) In] Vs [BRS

336]) e,  [BRS336) 336))

1.0@4190  0.0019246327 0.017208481 54.907.403 down '54.907.403 -0.8178752  0.29004738  -24.570.007
1.0@5.010 6,96E-+00 2,01E+03 36.665.406 up 36.665.406 0.72726333  -0.45945024  18.744.195
1.0@5.070 3,05E+03 0.0038606005 37.049.704 up 37.049.704 07300923  -0.45384926 1.889.462
1.0@6.450 5,26E+03 0.0055113677 37.869.875 down -37.860.875 -0.73593783  0.4423442 -19.210.507
1.0@6.609 0.0056905462 0.04324815  22.244.391 down 22244391 -0.46706927  10.982.915  -11534.417
1.0@6.700 0.004710642 0.036718853  25.203.755 up 25.203.755 0.6032337  -0.7292111 13.336.387
1.0@8.019 7,27E+00 2,01E+03 63.381.543 down 63.381.543 -0.8422254  0.24772176  -26.640.627
1.0@8.320 1,33E+01 8,58E+01 27.926.881 up 27.926.881 0.6419221  -0.6395298 14.816.544
1.0@8.880 1,82E+02 0.0026895658  4.023.033 down 4.023.033 -0.75143135  0.4122868 -20.082.836
1.0@9.229 1,77E+01 8,99E+01  2.140.266 down -2.140.266 -0.53276837 0.90841967 1109.779
1.0@11.119 6,91E+00 2, 01E+03 36.148.996 down 136.148.996 -0.72336715  0.4672 -18.539.556
1.0@13.869 2,06E-01 2,09E+02  5.668.507 down 5668507 -0.8235867  0.28000757  -25.029.688
1.0@14.090 2,96E+01 6,91E+01 65.494.785 down 65.404.785 -0.8473161  0.23902784 271.138
1.0@15.469 1,96E+00 2,09E+02  494.093 down 494.093 -0.797609  0.32624647  -23.047.826
1.0@16.7 218E+03 0.0028792967 24.645.038 down 24.645.038 -0.5042388  0.75088525  -13.012.972
1.0@17.219 8,41E+01 0.0015985434 24.227.395 down 24227395 -0.58724415 0.76796764  -12.766.392
1.0@18.780 1,58E+03 0.0025272807 60.333.543 down 60.333.543 -0.83425474 0.26144013  -25.929.604
1.0@18.880 0.0023250536 0.02019475  40.575.213 down 40575.213 -0.7535441  0.40823618  -20.205.986
1.0@24.489 1,02E+03 0.0026895658  5.354.135 down 5354135 -0.8132285  0.20826733  -24.206.536
1.0@24.780 0.0018866587 0.017208481 20.353.718 up 20.353.718  8.861.093  31.474.845  10.252.923
1.0@29.379 6,11E+01 0.0012984065 4.157.669 down 4.157.669 -0.7594806  0.396915 -2.055.775
1.0@29.689 1,78E+02 4.501092E-4a 31.068.711 down -31.068.711 -0.30230337 1725931  -16.354.624
1.0@30.719 1,05E+03 0.0017654859 5.018.957 down 5.018.957 -0.8007554  0.3205665 -23.273.876
1.0@31.439 2,30E+01 9,09E+01  7.273.712 down 7273712 -0.8625186 021337251  -28.626.919
1.0@36.729 9,00E+01 0.0017654859 30.647.135 down 130.647.135 -0.6737052  0.5698106 -16.157.522
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1.0@36.780 0.0011949207

1.0@37.560
1.0@37.889
1.0@40.580
1.0@40.649
1.0@41.219

4,10E+03
4,98E+03
4,60E+03
1,95E+03
1,41E+01

0.011351747
0.004982456

0.00541131

0.0051816427
0.0026895658
8,58E+01

23.673.263
2.493.661
21.572.661
20.058.687
4.185.935
21.241.033

down
down
up

down
down
down

-23.673.263
-2.493.661
21.572.661
-20.058.687
-4.185.935
-21.241.033

-0.5775825
-0.59898317
0.6223478
-0.5014629
-0.7611047
-0.52921313

0.7919011
0.7394126
-0.6842071
0.9957852
0.39383316
0.91807926

-12.432.585
-13.182.653

11.092.042
-10.042.272
-20.655.499
-10.868.539
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Apéndice D

Experimentos de resisténcia induzida com os genotipos Delta Opal e FMT 701 — Dados gréficos de Volcano.

Delta Opal: Adicdo de metil jasmonato ao solo na concentragdo de 20 pmolL* (DO 20S)

Compound p ([DO20S] p (Corr) ([DO FC (abs) Regulation  FC ([DO Abund Diff ~ Abund Diff Log FC (IDO

(Tempo de Vs [DO 20S] Vs [DO ([DO 20S] ([DO 20S] 20S] Vs (Raw) (Log2) 20S] Vs [DO

retencao) Controle]) Controle]) Vs [DO Vs [DO [DO Controle])

Controle]) Controle])  Controle])

1.0@4.78 1,81E-02 1,63E+01 4.883.243 down -4.883.243 -76.359.955  -62.547.445 -22.878.397
1.0@5.1199994 0.005260946  0.031565677 3.612.192 down -3.612.192 -26.121.914  -13.852.606 -18.528.745
1.0@7.7399993 2,15E+00 6,46E+01 10.893.833 down -10.893.833 -66.779.256 -27.394 -34.454.398
1.0@7.8800006 6,95E-02 3,13E+01 46.213.527 down -46.213.527 -28.814.929  -15.268.165 -22.083.151
1.0@9.69 0.008972782  0.04486391 27.768.443 down -27.768.443 -0.8431316 0.24617027 -14.734.462
1.0@11.06 3,33E+01 7,48E+01 52.261.367 down -52.261.367 -4.704.774  -22.341.254 -23.857.448
1.0@11.59 1,02E+04 0.0015298887 7.656.928 down -7.656.928 -30.061.276  -15.879.062 -29.367.657
1.0@12.96 1,26E+02 2,27E+03 24.396.012 up 24.396.012 14.396.012 0.5256692 12.866.453
1.0@20.0 7,57E+02 0.009736787 24.272.277 down -24.272.277 -12.780.839  -69.978.385 -12.793.095
1.0@25.0 0.0020183737 0.017942287 2.103.707 down -2.103.707 -37.698.538 -8.558.365 -10.729.338
1.0@28.87 0.0018701905 0.017942287 37.158.432 down -37.158.432 -12.254.534  -36.152.437 -18.936.896
1.0@30.01 0.0023417328 0.017942287 26.047.468 down -26.047.468 -42.387.342  -20.836.334 -13.811.431
1.0@31.78 0.0023923048 0.017942287 270.065 down -270.065 -0.8398951 0.25171888 -14.333.067
1.0@40.89 0.0070256535 0.039519303 2.165.422 down -2.165.422 -0.5381962 0.89379585 -11.146.482
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Delta Opal: Adicdo de metil jasmonato ao solo na concentracdo de 200 pmolL* (DO 200S)

Compound p ([DO 200S] p (Corr) FC (abs) Regulation FC (DO Abund Diff  Abund Diff Log FC ([DO

(Tempo de Vs [DO ([DO 200S] ([DO 200S] ([DO 200S] 200S] Vs (Raw) (Log2) 200S] Vs [DO

retencao) Controle]) Vs [DO Vs [DO Vs [DO [DO Controle])

Controle]) Controle]) Controle]) Controle])

1.0@5.94 1,08E+02 1,94E+03 33.246.593 down -33.246.593 -0.6992173 0.5161872 -17.332.065
1.0@22.1 3,67E-01 1,65E+02 28.285.751 down -28.285.751 -0.64646506  0.62935567 -15.000.755
1.0@32.31 0.0034366448 0.02061987 22.501.185 up 22.501.185 789.939 29.817.412 11.700.009
1.0@32.42 0.0015307078 0.011480309 2.499.004 up 2.499.004 36.465.942 5.188.478 13.213.531
1.0@36.16 0.009162327  0.04234909 28.112.423 up 28.112.423 1.523.021 0.6069358 14.912.078
1.0@36.64 8,90E+02 0.009397058 3.508.869 down -3.508.869 -0.5928473 0.7542676 -18.110.061
1.0@37.99 5,40E+01 1,21E+03 24.655.666 down -24.655.666 -0.59441376  0.75046057 -13.019.192
1.0@40.89 8,14E-02 7,33E+01 22.331.705 down -22.331.705 -0.55220616  0.8567211 -11.590.934
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Delta Opal: Pulverizacdo de metil jasmonato as folhas (DO 200P)

Compound  p ([DO 200P]  p (Corr) ([DO ([E%(gggg’] geo%ugacﬂ)%r]] zFo%é[]D\Z Abund Diff  Abund Diff -9 FC (DO
(TempoNde Vs [DO 200P] Vs [DO Vs [DO Vs [DO [DO (Raw) (Log2) 200P] Vs [DO
retencéo) Controle]) Controle]) Controle])  Controle])  Controle]) Controle])
1.0@4.78 5,45E-01 2,45E+01 43.695.993 down -43.695.993  -7.404.847 -6.210.398 -2.127.501
1.0@5.124 0.00538536 0.035895374 3.612.192 down -3.612.192  -26.121.914 -13.852.606 -18.528.745
1.0@6.799 0.0040747216 0.032146446 2.025.577 down -2.025.577 -0.44351944  11.729.307 -1.018.333
1.0@7.739 7,89E+00 2,37E+02 11.457.224 down -11.457.224 -67.111.154 -27.465.525 -35.181.856
1.0@7.880 1,50E+03 0.0019330231 39.277.935 down -39.277.935 -2.740.991  -14.546.976 -1.973.719
1.0@11.06 8,68E+01 1,56E+02 4.689.889 down -4.689.889  -45.774.827 -21.945.543 -22.295.537
1.0@11.59 4,84E+02 7,27E+03 9.183.683 down -9.183.683 -3.081.201  -16.234.928 -31.990.728
1.0@11.81 7,13E-01 1,56E+02 30.639.813 up 30.639.813  20.858.847 77.045.155 16.154.075
1.0@14.979 0.0020228557 0.0182057 20.215.058 down -20.215.058 -0.50531924 0.984733 -10.154.303
1.0@18.49 0.0077218395 0.043435346  22.025.936 down -22.025.936 -0.37743723 14.056.914 -11.392.033
1.0@20.839 0.005583725 0.035895374 2.998.441 down -2.998.441  -0.6664934  0.58533746 -15.842.125
1.0@28.87 0.006444334 0.038666002 24.848.335 down -24.848.335 -10.019.127 -33.246.849 -13.131.492
1.0@30.01 5,36E+02 0.0060264994 31.633.873 down -31.633.873 -47.051.888 -22.342.527 -16.614.702
1.0@36.64 0.004286193 0.032146446 2.821.451 down -2.821.451 -0.53527504  0.9016477 -14.964.372
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Delta Opal: Herbivoria por Spodoptera cosmioides (DO Herb)

FC (@bS)  pegulation  FC (DO Log FC ([DO
%Toe”rl]ppoougg P ([\E’So[ggrb] Iﬂe(ﬁ)‘}r\?s([[gg HéEE]OVS ([D% Herb] Hertg[] Vs Abund Diff  Abund Diff I—?erb] gs
retencao) Controle]) Controle]) [DO Vs [DO [DO (Raw) (Log2) [DO

Controle]) Controle]) Controle]) Controle])
1.0@4.06 0.0030686583 0.010622279 4.059.208 down -4.059.208 -10.618.007 -0.08651302 -20.211.983
1.0@4.78 4,79E-03 2,16E+00 45.520.043 down -45.520.043 -7.492.905 -6.227.453 -2.186.502
1.0@5.119 0.005385118 0.017950393 3.612.192 down -3.612.192 -26.121.914 -13.852.606  -18.528.745
1.0@5.299 7,64E+03 0.0036177384 21.689.544 down -21.689.544 -0.53894836  0.89178103 -11.169.997
1.0@6.7999 0.0022535957 0.008112945 26.771.326 down -26.771.326 -0.5487704 0.86572534 -14.206.886
1.0@7.7399 1,84E-02 5,31E+00 9.513.814 down -9.513.814 -658.002 -2.718.092 -32.500.238
1.0@7.880 2,36E-01 5,31E+00 44.083.266 down -44.083.266 -28.430.421 -15.074.354  -21.402.311
1.0@11.06 1,85E+02 1,67E+03 49.183.874 down -49.183.874 -4.635.116 -22.126.055 -22.981.853
1.0@11.59 3,08E-01 5,54E-01 53.347.855 down -53.347.855 -28.095.632 -14.903.458 -24.154.303
1.0@13.270 3,12E+01 0.0021627278 21.277.835 down -21.277.835 -21.077.304 -10.756.904 -10.893.514
1.0@14.87 1,29E+03 9,64E+03 27.817.452 down -27.817.452 -11.437.633 -0.19378853 -14.759.903
1.0@18.58 4,61E+03 0.0029083265  2.498.447 down -2.498.447 -11.014.955 -0.1394636 -13.210.316
1.0@28.87 0.0011337415 0.0046380335 274.256 down -274.256 -10.653.224 -34.132.183 -14.555.231
1.0@30.01 4,85E+03 0.0029083265 21.116.884 down -21.116.884 -36.219.995 -18.567.864 -10.783.969
1.0@32.42 8,13E+02 0.0036584118 20.426.683 up 20.426.683 25.364.746 4.664.753 1.030.455
1.0@45.89 0.011947951 0.035843853 25.084.183 down -25.084.183 -44.595.337 -21.568.928 -13.267.779
1.0@49.27 0.0060560806 0.019465974  22.704.546 up 22.704.546 19.287.924 0.9476978 11.829.813
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Delta Opal: Herbivoria por S. cosmioides mais metil jasmonato (DO Herb 200S)
Compound p ([DO Herb p (Corr) (DO FC (abs) Regulation FC ([DO Abund Diff Abund Diff Log FC ([DO
(Tempo de 200S] Vs Herb 200S] ([DO Herb (DO Herb  Herb 200S] (Raw) (Log2) Herb 200S]
retencao) [Controle]) Vs 200S] Vs 200S] Vs Vs Vs
[Controle]) [Controle]) [Controle]) [Controle]) [Controle])
1.0@49.11 5,36E+02 0.005364934 20.735.264 up 20.735.264 56.076.574 24.873.981 10.520.864
1.0@41.52 7,24E+01 2,17E+03 27.761.633 up 27.761.633 17.761.633 0.82876426 14.730.924
1.0@34.77 0.0052095484 0.020385189 27.470.815 down -27.470.815 -0.63597727 0.6529529 -14.578.997
1.0@32.05 8,96E+01 0.0073307124 4.902.723 up 4.902.723 19.441.801 0.9591619 22.935.832
1.0@30.01 0.0039310586 0.020385189 26.194.468 down -26.194.468 -4.253.557 -20.886.698  -13.892.621
1.0@28.87 0.0012169378 0.008424954 31.026.587 down -31.026.587 -11.362.772 -3.506.243 -1.633.505
1.0@12.96 0.00224922 0.0134953195 20.706.818 up 20.706.818 10.706.816 0.09852947 10.501.058
1.0@12.89 0.0011901449 0.008424954 2.308.269 up 2.308.269 9.704.317 32.786.267 12.068.113
1.0@11.59 6,45E-04 5,81E-01 34.577.065 down -34.577.065 -24.577.065 -12.973.126 -17.898.154
1.0@11.06 6,86E+01 0.0010285596 8.936.156 down -8.936.156 -51.669.636 -23.693.168 -31.596.544
1.0@7.880 1,58E+01 7,11E+01 52.593.617 down -52.593.617 -2.978.018 -15.743.525 -23.948.877
1.0@7.739 1,23E+02 2,77TE+03 1.191.446 down -1.191.446 -67.357.445  -27.518.375 -35.746.417
1.0@5.119 0.0050105276 0.020385189 3.612.192 down -3.612.192 -26.121.914  -13.852.606 -18.528.745
1.0@4.78 1,84E+02 3,31E+03 7.662.489 down -7.662.489 -8.349.223 -638.357 -2.937.813
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Delta Opal: Estresse hidrico (DO Hid)

. Regulation
Coppound PO (om0 FE 08D (onm (%0 awnabir amnapir FECI0
retencéo) [Controle]) [Controle]) [Controle]) [Controle]) [Controle]) 9 [Controle])
1.0@4.78 1,74E-01 1,57E+01 52.564.125 down -52.564.125 -7.775.596  -62.808.814  -23.940.785
1.0@5.119 0.005385459  0.030293206 3.612.192 down -3.612.192 -26.121.914  -13.852.606  -18.528.745
1.0@7.739 8,59E-01 3,87E+02 9.876.124 down -9.876.124 -66.083.727  -27.242.951 -3.303.945
1.0@7.880 2,42E+00 7,26E+01 25.270.834 down -25.270.834 -3.5631.677 -18.203.534  -46.594.014
1.0@9.69 0.0033381465 0.025036098 38.068.838 down -38.068.838 -0.9715214 0.041682355  -19.286.106
1.0@11.06 6,95E+01 0.0012517676 62.992.477 down -62.992.477 -48.944.225 -22.911.386  -26.551.795
1.0@11.59 5,24E+02 0.0011779604 8.429.526 down -8.429.526 -30.475.166  -16.076.341  -30.754.516
1.0@13.270 0.00373486 0.025633143 22.775.815 down -22.775.815 -223.065 -11.574.641  -11.875.026
1.0@18.49 0.0030660704 0.025036098 21.100.442 down -21.100.442 -0.36367124 14.592.932  -10.772.732
1.0@25.0 0.0010306354 0.013251027 2.152.597 down -2.152.597 -38.474.286 -858.775  -11.060.781
1.0@28.87 0.00942481 0.04244846 30.527.084 down -30.527.084 -11.274.347 -3.494.972  -16.100.898
1.0@45.89 0.009432991  0.04244846 27.826.142 down -27.826.142 -47.508.574  -22.481.878  -14.764.409
1.0@49.27 0.0048006894 0.028804136 24.329.379 up 24.329.379 21.754.732 11.213.293 12.826.995
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FMT 701: Adicédo de metil jasmonato ao solo na concentracdo de 20 pmolLt (FMT 20S)

p (Corr) FC (abs) Regulation FC ([FMT Log FC
%Toer:‘npoougg P (\[/';'\E';\igs] (FMT20S]  ([FMT20S] ([FMT20S]  20S]Vs  Abund Diff  Abund Diff  ([FMT 20S]
retenp 30) Controle]) Vs [FMT Vs [FMT Vs [FMT [FMT (Raw) (Log2) Vs [FMT
¢ Controle]) Controle]) Controle])  Controle]) Controle])
1.0@14.79 1,82E+02 0.0018059049 29.873.288 up 29.873.288 0.6652528 -0.5880254 1.578.856
1.0@14.979 0.0019635924 0.03814709 31.460.588 down -31.460.588 -0.682142 0.551856 -16.535.456
1.0@16.520 1,15E+04 0.0057070195 21.897.388 up 21.897.388 0.28580427 -18.069.006 11.307.588
1.0@24.160 1,94E+03 0.00639377 23.633.676 up 23.633.676 13.088.279 0.38827538 1.240.844
1.0@35.790 0.0035996777 0.04454601 5.481.386 down -5.481.386 -0.81756437  0.29059577 -24.545.407
1.0@47.44 9,42E+02 0.02332457 40.881.886 up 40.881.886 30.881.877 16.267.605 20.314.617
1.0@49.27 0.004243421  0.04667763 28.842.974 down -28.842.974 -26.358.476 -13.982.669 -15.282.199
FMT 701: Adicdo de metil jasmonato ao solo na concentragdo de 200 pmolLt (FMT 200S)
Compound p ([FMT p (Corr) FC (abs) Regulation FC ([FMT Abund Abund Diff Log FC ([FMT
(Tempode 200S]Vs ([FMT 200S] ([FMT 200S] ([FMT 200S] Vs  Diff (Raw) (Log2) 200S] Vs [FMT
retencao) [FMT Vs [FMT Vs [FMT 200S] Vs [FMT Controle])
Controle]) Controle]) Controle]) [FMT Controle])
Controle])
1.0@11.81 0.00466113 0.046145186 25.708.728 up 25.708.728  5.964.328 5.898.288 13.622.582
1.0@14.79 1,98E+01 4,89E+02 29.873.288 up 29.873.288 0.6652528 -0.5880254 1.578.856
1.0@47.53 1,49E+02 4,89E+02 2.834.877 up 2.834.877 13.493.013 0.4322126 15.032.861
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FMT 701: Pulverizacdo de metil jasmonato as folhas (FMT 200P)

Compound p ([FMT p (Corr) FC (abs) Regulation FC ((FMT  Abund Diff  Abund Diff Log FC
(Tempode 200P]Vs  ([FMT 200P] ([FMT 200P] ([FMT 200P] Vs (Raw) (Log?2) ([FMT 200P]
retencao) [FMT Vs [FMT Vs [FMT 200P] Vs [FMT Vs [FMT
Controle])  Controle]) Controle]) [FMT Controle]) Controle])
Controle])
1.0@47.53 7,00E+01 0.0013850208 2.264.128 down -2.264.128 -0.4105746 12.842.838  -11.789.554
1.0@17.89 1,33E-02 1,32E+00 51.474.223 down -51.474.223 -0.805728 0.31163517 -236.385
1.0@17.43 3,27E+01 1,62E+03 4.087.245 down -4.087.245 -0.7553364 0.4048088 -20.311.286
1.0@16.520 1,67E+03 0.0027488775 412.195 up 412.195 0.74996847 -0.41509816 2.043.327
1.0@14.79 1,86E+02 4,60E+03 29.873.288 up 29.873.288 0.6652528 -0.5880254 1.578.856
1.0@11.81 8,14E+00 2,69E+03 72.001.014 up 72.001.014 23.540.701 78.790.135 28.480.172
FMT 701: Herbivoria por Spodoptera cosmioides (FMT Herb)
Compound p ([FMT p (Corr) FC (abs) Regulation  FC ([FMT Abund Diff  Abund Diff Log FC
(Tempo de Herb] Vs ([FMT Herb]  ([FMT Herb] ([FMT Herb] Vs (Raw) (Log2) ([FMT Herb]
retencao) [FMT Vs [FMT Vs [FMT Herb] Vs [FMT Vs [FMT
Controle]) Controle]) Controle]) [FMT Controle]) Controle])
Controle])

1.0@4.06 0.0054315263 0.036397595 4.642.118 down -4.642.118 -0.78458107  0.35000557 -22.147.832
1.0@14.79 1,66E+02 5,49E+02 29.873.288 up 29.873.288 0.6652528 -0.5880254 1.578.856
1.0@18.49 0.005514787 0.036397595 28.906.572 up 28.906.572 0.5314213 -0.912072 15.313.975
1.0@24.160 0.0023504405 0.02326936 23.782.747 up 23.782.747 13.231.387 0.4039643 12.499.154
1.0@32.05 0.0096957 0.04244357 21.196.692 up 21.196.692 11.196.692 0.16307256 1.083.839
1.0@32.31 0.006868102 0.03923388 22.748.456 up 22.748.456 48.926.477 22.906.153 11.857.686
1.0@34.77 0.001029842 0.011328261 23.870.468 down -23.870.468 -0.58107233 0.78321034 -12.552.269
1.0@41.52 0.003077433 0.027696896 2.224.367 up 2.224.367 12.243.669 0.29203594 11.533.948
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FMT 701: Herbivoria por S. cosmioides mais metil jasmonato (FMT Herb 200S)

Compound p ([FMT Herb p (Corr) FC (abs) Regulation  FC ([FMT Abund Diff ~ Abund Diff Log FC
(Tempo de 200S] Vs ([FMT Herb ([FMT ([FMT Herb 200S] (Raw) (Log2) ([FMT Herb
retencao) [FMT 200S] Vs Herb Herb Vs [FMT 200S] Vs
Controle]) [FMT 200S] Vs 200S] Vs Controle]) [FMT
Controle]) [FMT [FMT Controle])
Controle]) Controle])

1.0@11.06 541E+02 0.0038281218 20.045.946 down -20.045.946 -0.5140527 0.96001184 -10.033.104
1.0@11.81 1,45E+02 2,39E+03 5.678.712 up 5.678.712 17.764.246 74.728.327 25.055.637
1.0@14.79 1,39E+02 2,39E+03 29.873.288 up 29.873.288 0.6652528 -0.5880254 1.578.856
1.0@14.979 0.002475426  0.011669866  24.281.008 down -24.281.008 -0.5881555 0.76573044 -12.798.283
1.0@16.449 0.0040907166 0.016403772  29.918.199 up 29.918.199 0.39524508 -13.391.806 15.810.233
1.0@18.49 5,02E+02 0.0038281218 35.577.374 up 35.577.374 0.7189225 -0.47609186 183.096
1.0@19.020 0.00967302 0.030891256  21.283.555 down -21.283.555 -0.7256444 0.46266535 -10.897.391
1.0@21.62 3,90E+01 4,82E+03 27.797.754 down -27.797.754 -0.64025867 0.64327323 -14.749.683
1.0@29.14 8,55E+03 0.005292039  26.348.739 up 26.348.739 0.82875276  -0.27098632 13.977.339
1.0@30.97 0.0045004725 0.017136414 2.200.004 down -2.200.004 -0.54545534  0.874467 -11.375.062
1.0@31.78 0.005619533 0.020604953  22.548.053 up 22.548.053 0.6327222 -0.66035587 11.730.028
1.0@32.05 9,50E+00 2,35E+02 250.944 up 250.944 15.094.402 0.5940136 13.273.654
1.0@32.31 0.003918467 0.016403772 2.467.514 up 2.467.514 56.320.763 2.493.667 13.030.583
1.0@34.03 0.006647827 0.022694306  24.691.272 up 24.691.272 1.464.246 0.55015796 13.040.011
1.0@35.26 0.011395573  0.035255052  20.657.532 up 20.657.532 0.6444107 -0.63394755 10.466.679
1.0@41.52 5,41E-01 1,79E+02  2.671.455 wup 2.671.455 16.714.551 0.74110466 14.176.257
1.0@47.53 4,98E+02 0.0038281218 21.574.743 up 21.574.743 0.8511643 -0.23249048 11.093.433
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FMT 701: Estresse hidrico (FMT Hid)

Compound p ([FMT Hid] p (Corr) FC (abs) Regulation FC ([FMT Abund Abund Diff Log FC
(Tempo de Vs [FMT ([FMT Hid]  (JFMT Hid] ([FMT Hid] Hid] Vs Diff (Raw) (Log?2) ([FMT Hid]
retencao) Controle]) Vs [FMT Vs [FMT Vs [FMT [FMT Vs [FMT
Controle])  Controle]) Controle]) Controle]) Controle])
1.0@24.160 0.0020010497 0.04952598 3.087.527 up 3.087.527 20.040.183  10.028.957 16.264.517
1.0@38.86 3,57E+03 0.011793596 21.548.007 up 21.548.007 13.653.966 0.44932008 11.075.544
1.0@47.44 1,86E+02 9,22E+03 43.803.816 up 43.803.816 33.803.816 1.757.186 21.310.565
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