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RESUMO

ESTUDO DO PERFIL QUiMICO DE COMPOSTOS ORGANICOS PRODUZIDOS
POR VARIEDADES DE TOMATES COM DIFERENTES RESISTENCIAS AO
ATAQUE DE MOSCA-BRANCA (Bemisia tabaci). O tomate (Solanum lycopersicum L.) é
uma das hortalicas mais cultivadas no mundo. Entretanto, os produtores enfrentam grandes
riscos no cultivo devido ao ataque de pragas, como a mosca-branca (Bemisia tabaci). Para
tentar contornar esses problemas, as empresas t€ém desenvolvido variedades de tomates
resistentes a diversas pragas. Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil quimico de
Compostos Organicos Volateis (COVs) e Nao Volateis (CONVs) produzidos por duas
variedades de tomateiros, com diferentes resisténcias & mosca-branca [Dylla (TD) - resistente
e Norty (TN) - ndo resistente], quando submetidas ou ndo a herbivoria. Os COVs foram
coletados através de fibras por Microextracdo em Fase Solida e analisados por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Os CONVs foram obtidos a partir do
extrato etanolico das folhas frescas trituradas com etanol e submetidos as analises de CG-EM,
e Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas sequencial
(CLUE-EM/EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os resultados obtidos nas
analises de identificagdo dos compostos quimicos presentes nas folhas dos tomateiros foram
avaliados estatisticamente. As analises estatisticas confirmaram a diferenga de metabdlitos
produzidos pelas variedades de tomateiros e mostrou que TD produziu o 6xido de trans-
carvenona (43), ndo identificado para a variedade TN. Ao serem infestados por mosca-branca,
os tomateiros Dylla produziram grandes quantidades de d-2-careno (4); e a variedade Norty
apresentou maior quantidade de a-humuleno (70) e o composto nao identificado 65. A analise
dos extratos etandlicos por CG-EM mostrou que os tomateiros produziram, majoritariamente,
acidos e ésteres graxos nas duas condigdes experimentais (submetidas a herbivoria/horta e sob
condicdes controladas/estufa). Os dados das analises por CLUE-EM/EM foram processados
na plataforma GNPS, resultando na anotagdo de 21 compostos (majoritariamente flavonoides,
terpenoides e fenilpropanoides). Por RMN de 'H, '3C e mapas de contorno HSQC e HMBC
foi possivel confirmar a estrutura do composto fitol (94) e dos flavonoides quercetina-3-O-
rutinosideo (98) e quercetina (118). Desta forma, conclui-se que as variedades de tomateiros
TD e TN produzem compostos diferentes, os quais podem ser candidatos a semioquimicos e
aplicados em ensaios controlados para determinacdo da eficiéncia bioerbicida no combate a
mosca-branca.

Palavras-chave: semioquimicos; tomates; mosca-branca, analise estatistica.



ABSTRACT

PROFILE STUDY OF ORGANIC COMPOUNDS PRODUCED BY TOMATOES
VARIETIES WITH DIFFERENT RESISTANCE TO THE WHITEFLY (Bemisia
tabaci) ATTACK. Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most cultivated vegetables
around the world. However, producers face great risks in cultivation due to the attack of pests
such as the whitefly (Bemisia tabaci). To overcoming these problems, companies have
developed resistant tomato varieties to several pests. This work aims to analyze the chemical
profile of Volatile Organic Compounds (VOCs) and Non-Volatile Organic Compounds
(CONVs) produced by two tomato varieties, wich diferents resistence against whitefly [Dylla
(TD) - resistant and Norty (TN) - non-resistant], when exposed or not to herbivory. VOCs
were collected through fibers by Solid Phase Microextraction and analyzed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). CONVs were obtained from the
ethanolic extract of fresh leaves crushed with ethanol and subjected to GC-MS, Ultra-
Performance Liquid Chromatography coupled with Sequential Mass Spectrometry (UPLC-
MS/MS) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analyses. The results obtained in the
identification chemical compounds present in tomato leaves were statistically evaluated. The
statistical analysis confirmed the difference in tomato varieties metabolites and showed that
TD produced trans-carvenone oxide (43), a VOC not identified for TN variety. When infested
with whitefly, Dylla tomato plants produced large amounts of d-2-carene (4); and the Norty
variety showed the highest amount of a-humulene (70) and the unidentified compound 65.
The analysis of the extracts by GC-MS showed that the tomato plants produced mainly fatty
acids and esters in the two experimental conditions (exposed/garden and not exposed to
herbivory/greenhouse). The data from the analyzes by CLUE-MS/MS were processed on the
GNPS platform, resulting in the annotation of 21 compounds (mainly flavonoids, terpenoids
and phenylpropanoids). By 'H, °C NMR and #SQC and HMBC contour maps it was possible
to confirm the phytol compound structure (94) and the flavonoids quercetin-3-O-rutinoside
(98) and quercetin (118). Thus, concluded that the TD and TN tomato varieties produce
different compounds, which can be candidates for semiochemicals and applied in controlled

trials to determine the bioerbicide efficiency in combating the whitefly.

Keywords: semiochemicals; tomatos; whitefly, chemometrics.
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1. INTRODUCAO

Com o crescente aumento populacional, tem-se a necessidade da ampliacdo de produtividade
de alimentos (PINTO, et al., 2013). De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU -
2012) até o ano de 2050 a populagao mundial sera superior a 9,5 bilhdes de habitantes (SAATH E
FACHINELLO, 2018). Segundo os estudos da Food and Agriculture Organization (FAO), isso
implica diretamente no aumento de mais de 60% da produgdo alimentar (ASBRAN, 2020;
AGROSMART, 2020). No entanto, tem-se problemas relacionados a expansao territorial agricola,
pois dos 3 bilhdes de hectares disponiveis em diversos paises para tal expansdo, mais de 1,5 bilhdes
jé sdo utilizados na producao agricola mundial (SAATH E FACHINELLO, 2018).

Nesse panorama, o Brasil apresenta-se como um grande produtor mundial de alimentos e
possui um enorme potencial para contribuir com a expansao de oferta. Atualmente, a estratégia ¢
aumentar a producdo agricola no mesmo espago fisico, visando uma agricultura ecologicamente
correta e preservacao da biodiversidade (SAATH E FACHINELLO, 2018).

Desta forma, a Quimica juntamente com a Ecologia e Biologia Molecular, tém desenvolvido
novas tecnologias para contribuir significativamente com a elevacdo da produg¢do mundial de
alimentos. Essas contribui¢cdes permeiam desde o controle bioldgico de pragas (uso de pesticidas
sintéticos e biopesticidas) até¢ a obtencao de produtos geneticamente modificados (AGROSMART,
2020). No entanto, fatores ambientais (tempestades, secas, inundagdes) ou atividades
antropogénicas, exercem fortes influéncias no cultivo agricola, os quais estdo associados a atragdo

de pragas, doengas e ervas daninhas (WAR, et al., 2016).

1.1. Produc¢iao Mundial de Tomate

Dentre os maiores cultivares no mundo destaca-se o tomate (Solanum lycopersicum L., sin.
Licopersicum esculentum, pertencente a familia Solanaceae), um fruto distribuido pela maioria dos
paises em praticamente todos os continentes (SCHMIDT, et al., 2017). Trata-se de uma fonte
importante de vitaminas, sais minerais, acido folico, frutose e licopeno, além de antioxidante. Esse
fruto possui uma grande adaptabilidade climatica, o que o torna cultivdvel em climas tropicais,
subtropicais e temperados, considerando-o como a hortali¢a universal (ABCSEM, 2020).

Por oferecer varias opcoes de industrializagdo e produzir diversos tipos de derivados, o
tomate apresenta importdncia socioecondmica elevada, tanto na geracdo de renda quanto de

empregos. De acordo com a FAO, o Brasil esta entre os 10 maiores produtores mundiais de tomate,



com aproximadamente 3% da producdo mundial, sendo o ramnking liderado pela China com
producao de 35% (FAO, 2022).

No ano de 2021, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producao brasileira de tomates foi de 3,8 milhdes de toneladas, referente a 54,5 mil hectares de area
plantada e colhida. Dentre os estados brasileiros, destaca-se Goias como o segundo maior produtor
(26,1% - 1,01 milhdes toneladas), ficando atras apenas de Sao Paulo (26,2% - 1,02 milhdes
toneladas), seguido por Minas Gerais (14,2% - 553 mil toneladas), Parana (5,7% - 221 mil
toneladas) e Bahia (5,4% - 208 mil toneladas) (Figura 1).

Figura 1 — Principais estados brasileiros produtores de tomate em 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos 7,07 milhdes de hectares destinados a produgao agricola em Goias (Figura 2), 3,72
milhdes se destinam a producgdo de soja (52,6%), milho (25,4%) e cana-de-agtcar (13,0%). J& a
producdo de tomates ocupa uma area de aproximadamente 10,5 mil hectares (3%), tornando-o
destaque na producdo nacional (IBGE, 2022). Uma das justificativas pode estar relacionada a
presenga da EMBRAPA Hortalica no estado, a qual ja desenvolveu variedades de tomateiros

resistentes ao solo e clima da regido (GUIMARAES, et al., 2015).



Figura 2 — Relagdo de area plantada por produtos (hectares) em Goias durante o ano de 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar da producdo de tomate elevada no Brasil, os produtores enfrentam varios riscos no
cultivo, sendo um deles a possibilidade do ataque de pragas que podem acabar com todo o plantio,
como ¢ o caso da mosca-branca que ¢é responsavel por prejuizos econdmicos que podem variar entre
30 e 100% de perda da produtividade (SILVA, et al., 2017). Diante dessa problematica, diversas
empresas estdo investindo no desenvolvimento de variedades resistentes a diversos tipos de pragas e
variagdes climaticas. Como exemplo, tem-se o tomate Dylla (S. lycopersicum), variedade produzida
pela empresa Syngenta©, um hibrido do tipo salada (Figura 3) e destinado ao cultivo em areas
infestadas com o geminivirus, Vira-Cabeca e Fusarium raga 3 (SYNGENTA, 2022). Os tomates
Norty s@o hibridos do tipo Santa Cruz, desenvolvidos pelo grupo HM Clause© e apresentam

tolerancia ao Vira-Cabeca e geminivirus (CLAUSE, 2022).

Figura 3 - Ilustragdo dos tomeiros Solanum lycopersicum nas variedades: A) Dylla e B) Norty.

J‘ :

Fonte: SYNGENTA, 2002; CLAUSE, 2002.



1.2. Ataque de pragas na tomaticultura

O tomate ¢ alvo de ataques de inimeras pragas, gerando perdas severas na producdo. Para
tentar contornar esse problema, o mercado tem desenvolvido novos cultivares e hibridos, os quais
apresentam melhoramento genético com caracteristicas de resisténcia as pragas, alta produtividade,
precocidade e adaptagdo ao ambiente. Nos ultimos anos, buscando melhorias na produgdo
brasileira, a Embrapa langou diversas variedades de tomates e realizou a importagdo de diferentes
tipos de sementes (CARVALHO E PAGLIUCA, 2007).

Dentre as principais pragas associadas a tomaticultura (Figura 4), destacam-se a traca do
tomateiro (7Tuta absoluta), a mosca-branca (Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum), os acaros
(Tetranychus spp. E Aculops lycopersici), larvas minadoras (Liriomyza spp.), tripes (Frankliniella
spp. € Thrips spp.), pulgdes (Myzus persicae € Macrosiphum euphorbiae), lagarta-rosca (Agrotis
ipsilon), broca grande (Helicoverpa zea), broca pequena (Neuleocinodes elegantalis) e lagartas do
complexo Spodoptera. O ataque por esses artropodes-pragas causa danos em todas as fases de
desenvolvimento da planta (HAJI, et al., 1998; SOUZA E REIS, 2003; MOURA, et al., 2014;
GUIMARAES, et al., 2015).

Figura 4 - Ilustracao das principais pragas associadas a tomaticultura.
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Frankliniella spp. Myzus persicae Agrotis ipsilon Helicoverpa zea

Fonte: Elaborado pelo autor.



Uma espécie de inseto torna-se praga agricola quando sua populacdo cresce sem limites.
Este crescimento desenfreado, ou sem fatores limitantes, ¢ basicamente decorrente de quatro
componentes: oferta de alimento, alta taxa reprodutiva, habito alimentar polifago e auséncia de
inimigos naturais. A palavra-chave para a compreensdo desta situacdo ¢ diversidade. Na floresta
ndo ha insetos-praga porque existe muita diversidade, o que impede o crescimento desenfreado de
uma determinada espécie. No ambiente agricola ou agroecossistema a diversidade ¢ reduzida, o
monocultivo em grandes extensdes favorece o desaparecimento de muitas espécies de insetos,
principalmente os herbivoros monofagos ou especializados, insetos que se alimentam somente de
uma fonte de alimento vegetal. Com a diminuicdo da diversidade de insetos herbivoros também
diminui a diversidade de inimigos naturais. Neste momento se estabelece o inseto-praga;
geralmente uma espécie polifaga, que passa a se alimentar da espécie vegetal que estd sendo
cultivada, que possui uma alta taxa de reproducdo e que é favorecida pela quase total auséncia de
predadores. Neste cenario de grande oferta de alimento e auséncia de fatores limitantes, o
crescimento populacional deste inseto € quase incontrolavel (ZARBIN, et al., 2009).

O controle das pragas depende do sucesso no manejo dos insetos vetores (transmissores) em
escala regional. O controle quimico, quando adotado de forma equivocada, apresenta eficiéncia
muito limitada sobre o inseto vetor e consequentemente a transmissao de doengas, uma vez que ja
ha confirmagdo da resisténcia de populagdes de pragas a determinados inseticidas. Além disso, o
uso inadequado e indiscriminado de produtos quimicos, podem colocar em risco a vida dos
aplicadores e consumidores, comprometendo as condi¢des do ecossistema envolvido (PEREIRA, et

al., 2015).

1.2.1. Mosca-branca

Algumas das pragas mais conhecidas mundialmente sdo as moscas-brancas do complexo
Bemisia tabaci, as quais representam um dos grupos de pragas que atuam como vetores de centenas
de espécies de virus de plantas, destacando-se os virus do género Geminivirus (também chamado
Begomovirus), familia Geminiviridae (EMBRAPA, 2020; ROJAS, et al., 2018). Os insetos sao
sugadores muito pequenos (2 mm), pertencentes a familia Aleyrodidae (Figura 5). Quando adultos
possuem dorso de coloracdo amarelo palha, e asas membranosas recobertas com pulveruléncia
branca. O grupo de B. tabaci abrange uma grande diversidade genética e similaridade morfoldgica,
dividido nos biodtipos A, B (anteriormente denominado B. argentifolii) e Q. No Brasil ha relatos da

existéncia de todos os bidtipos (BOAVENTURA, et al., 2021; QUINTELA, et al., 2016;



BARBOSA, et al., 2016), sendo o bidtipo B disperso nas regides de Goias (CZEPAK, et al., 2017,
BOAS E BRANCO, 2009).

Figura 5 — Representagdo do ataque de moscas-brancas (B. fabaci) em uma folha vegetal.

Fonte: alavoura.com.br

Em tomateiros brasileiros, varios Geminivirus sao transmitidos por moscas-brancas.
Entretanto, os sintomas s3o bem semelhantes e dificultam a distingdo de qual virus causa a doenga
baseando simplesmente nos sintomas produzidos pelas plantas infectadas (GOUVEA, et al., 2017).
Os sintomas iniciam com o amarelamento das folhas (mosaico dourado), deformagdo e pouco
desenvolvimento delas, rugosidade, nanismo e, ocasionalmente, necrose (Figura 6). Os sintomas
podem ser severos em casos de infec¢c@o precoce, diminuindo a produtividade devido a produgdo de
menor numero ¢ tamanho de frutos, além de amadurecimento desuniforme e isoporizagdo
(BLEEKER, 2009).

Quando a infecg¢do por Geminivirus ou Crinivirus ocorre em plantas novas (entre 0 e 14 dias
do transplantio), o tomateiro ndao se desenvolve bem e a produg¢do de frutos é reduzida
drasticamente. Em infec¢des um pouco mais tardias, até um més apds o transplantio, os sintomas
sdo nitidos, mas os prejuizos sdo menores. Portanto, ¢ importante acompanhar todo o processo
produtivo dos tomateiros, de forma preventiva, evitando assim perdas maiores (EMBRAPA, 2020).

Diversas espécies de tomates silvestres apresentam resisténcia a mosca-branca, o que

desperta perspectivas na producdo de frutos resistentes (FIRDAUS, et al., 2012; FARINA, et al.,



2019). O desenvolvimento de tomateiros com altos niveis de resisténcia ¢ de grande importancia no
manejo integrado de pragas, pois contribui para a reducdo das aplicagdes de inseticidas, custos de
producdo, vantagens associadas a reducdo nos riscos a saude do agricultor, além de reduzir presenga
de residuos (provenientes do uso abusivo de pesticidas) no produto final (FIRDAUS, et al., 2012;
GOUVEA, et al., 2017; FARINA, et al., 2019).

Figura 6 — Sintomas apresentados por tomateiros infestados por mosca-branca: A) amarelamento

das folhas; B) nanismo e rugosidade foliar; C) manchas cloroticas e necrose foliar; e, D)

amadurecimento desuniforme e isoporizacgao.

Fonte: FILHO E INOUE-NAGATA, 2015 (Adaptado).

1.3. Mecanismo de defesa das plantas

Naturalmente as plantas estdo expostas a diferentes fatores de estresse bidticos (patdgenos e
insetos) e abidticos (seca radia¢do ultravioleta, temperaturas elevadas ou reduzidas, salinidade),
afetando diretamente o rendimento, crescimento, qualidade e desempenho do vegetal (VAZQUEZ-
HERNANDEZ, ef al., 2019). As praticas agricolas e horticultura para a produgdo de alimentos
visam o cultivo com diferentes tipos de produ¢do, minimizando o estresse produtivo (WAR, et al.,

2011).



Entretanto, quando um inseto herbivoro inicia o processo de alimentagdo de uma planta, ela
desenvolve mecanismos sofisticados de defesa que induz producdo de diversos sinais, levando a
diferentes respostas. Antes de ativar essa sinalizacdo, as plantas possuem a capacidade de
reconhecer a alimentacdo de um inseto herbivoro, sendo capazes de distinguir entre os danos
produzidos por um inseto ou forca mecanica (granizo, vento). Isso se faz necessario para evitar
desperdicios de recursos de defesa, uma vez que ha consumo energético metabdlico (MAFFEL
2010; FURSTENBERG-HAGG, et al., 2013).

Em plantas atacadas por herbivoros, em poucos minutos a expressdao de sinais de defesa ¢
induzida em folhas ndo danificadas (FURSTENBERG-HAGG, et al, 2013). A sinalizagio
sistémica da indu¢do de inibidores de proteinas em S. licopersicum (Solanaceae) foi descoberta ha
mais de 40 anos, sendo base para estudos de modelos de defesa em outras plantas. Dentre os
componentes identificados na inducdo de respostas a defesa, tém-se peptideos derivados de
proteinas por processamento proteolitico (RYAN E PEARCE, 2002), jasmonatos (PEARCE, et al.,
1991; RYAN E PEARCE, 2003) e oligogalacturonideos, classificados como DAMPs (Damage-
Associated Molecular Patterns, que significa Padroes Moleculares Associados ao Dano)
(ACEVEDQO, et al., 2015).

O sistema de defesa por indugdo desencadeia a ativagdo das vias octa e hexadecanoide,
resultando na produ¢do de hormonios jasmonatos, como acido jasmonico (I), jasmonato de metila
(I) (FARMER E RYAN, 1990) e (+)-7-epi-jasmonil-L-isoleucina (I11) (MAFFEI, 2010; FARMER
E RYAN, 1992) (Figura 5). No entanto, o acido jasmoénico nao induz diretamente a atividade
génica. A resposta se da frente a agdo de importantes proteinas de regulagdo de genes sensiveis ao
jasmonato, as quais ativam a expressdo génica, assemelhando ao aumento transitorio do proprio
acido jasmoénico, um dos compostos encontrados em plantas apds ferimento ou alimentacdo de
insetos a curto prazo (HEIL, 2008). Tais hormonios podem ser encontrados em monocotiledoneas e
dicotiledoneas, e estdo envolvidos em outras atividades fisioldgicas, como germinag¢dao das
sementes, desenvolvimento reprodutivo e senescéncia (FURSTENBERG-HAGG, et al., 2013).

Os fitopatégenos podem induzir a producdo de Compostos Organicos Volateis (COVs) que
apresentam atividades antimicrobianas, podendo estes, inibir a disseminag¢dao de patdgenos nos
tecidos vegetais. Uma espécie de tomate mutante, suscetivel a acaros e tripes por apresentar
deficiéncia na biossintese da via octadecanoide, demonstra restaurag@o a resisténcia apos tratamento
com jasmonato de metila (MeJA). Em tomateiros, varios metabolitos secundarios produzidos pelas
folhas, como salicilato de metila (IV) e 2-hexenal (XXYV), ativam genes de defesa (MAFFEI, 2010).
Alguns desses sao lipofilicos de baixo peso molecular e alta pressdo de vapor, volatilizando

facilmente na atmosfera normal, formando misturas complexas denominadas de COVs



(PICHERSKY, et al., 2006; DUDAREVA, et al., 2013), os quais desempenham pap€is importantes
nas interagdes planta-ambiente e planta-inseto (SHRIVASTAVA, et al., 2010). Estes compostos sdo
classificados como semioquimicos e despertam interesse no aumento da perspectiva de
manipulacao da emissdo de COVs para potencializar a prote¢ao das culturas (SOBHY, et al., 2017).

Atualmente, centenas de plantas ja possuem compostos volateis identificados, sendo esses
compostos pertencentes aos grupos dos terpenoides, compostos fendlicos e derivados de acidos
graxos (Figura 7). Os compostos volateis aromaticos sdo produzidos a partir da via do chiquimato,
destacando o salicilato de metila (IV) que é um derivado do acido salicilico e importante metabdlito
associado ao sinal de defesa. Dentre os terpenos volateis, t€m-se os monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos, sintetizados a partir da via do mevalonato e ndo-mevalonato. Os isoprenoides sdo
produzidos a partir dos precursores dimetilalil-difosfato (DMAPP) e seu isdmero isopentenil
difosfato (IPP), que sdo sintetizados pela via da desoxixilulose-5-fosfato nos cloroplastos (DXP —
também conhecida como via MEP — metileritritol-fosfato) e pelo mevalonato (MVA) no
citoplasma. Acredita-se que ha uma cooperagdo entre as duas vias, implicando-as em nao ser
totalmente autdnomas. Ha sugestdes de que precursores de monoterpenos sdo sintetizados via MEP,
enquanto, sesquiterpenos sejam sintetizados via MVA. Os COVs derivados de acidos graxos sao
sintetizados pela via da lipoxigenase, como acido linolénico (V) e linoleico (VI), além de aldeidos e
alcoois conhecidos também por Volateis de Folhas Verdes — VFVs (GLVs — Green Leaves
Volatile). (PICHERSKY, et al., 2006; MAFFEI, 2010; SHRIVASTAVA, et al, 2010;
DUDAREVA, et al., 2013).

Os COVs podem atuar de diversas formas na defesa contra insetos, como defesa direta e
defesa indireta. Dentre as principais funcdes desses compostos facilmente transportados pelo ar,
destacam-se as defesas das plantas contra herbivoros e patdégenos, a atracdo por polinizadores,
dispersores de sementes e microrganismos benéficos, ou ainda, para servir como sinalizadores na
comunicag¢do planta-planta.

Quando esses compostos atuam como toxinas para herbivoros ou reduzem a digestibilidade
das plantas, sdo chamados de defesa direta (MAFFEI, 2010; ERB E REYMOND, 2019). Linalol
(VII) e acido jasmonico (I) sdo exemplos de Volateis Produzidos em Indu¢ao por Herbivoros —
VPIH (HIPVs — Herbivore-Induced Plant Volatiles). Na defesa indireta, as plantas podem produzir
compostos que realizardo interagdes troficas, atraindo predadores carnivoros, parasitoides e
inimigos naturais, prevenindo ou reduzindo os danos. Esses compostos também podem sinalizar
plantas vizinhas sobre uma ameaca de perigo (KESSLER E BALDWIN, 2001; MAFFEI, 2010;
PICKETT E KHAN, 2016).
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Na Figura 8 sdo demonstradas como ocorrem essas interacdes planta-ambiente e planta-
inseto e as substancias quimicas (Figura 7) produzidas a partir dessas intera¢des. Sob condigdes de
herbivoria (A), as membranas fosfolipidicas vegetais ativam a cascata octadecanoide que inicia as
atividades com a liberacdo de acido linolénico (V) e através de vérias etapas enzimaéticas, sintetiza
acido jasmonico (I) (B). Tal produgdo induz a liberacdo de COVs e Néctar Extrafloral (NEF) em
folhas danificadas (C) e intactas (MAFFEI, 2010). Muitos desses volateis, como o acetato de Z-3-
hexenila (D), induzem defesas indiretas, atraindo vespas parasitas (E) que parasitam lagartas
herbivoras (F) ou besouros, e atraem acaros predadores (G), os quais se alimentam de herbivoros
menores (WAR, et al.., 2011). As formigas (H) também se alimentam de NEF e podem ser alojadas
no vegetal. Para a resposta de herbivoria, ha liberacdo de compostos como TMTT (4,8,12-trimetil-
1,3,7,11-tridecatetraecno) e MeSA (salicilato de metila — IV), ocorrendo atragdo (I) ou efeitos
repelentes (J) pelos COVs. Esses compostos volateis também podem ser percebidos por outras
plantas da mesma espécie ou de espécie diferente (K), que podem ser iniciadas ou induzidas
diretamente, dependendo da concentracao de volateis no espago livre. As mesmas interagdes podem
ocorrer por baixo do solo, através de sinais sistémicos para as raizes, provocando a sintese de
compostos defensivos, como a nicotina, enquanto larvas de besouros se alimentam das raizes (L).
Nessa etapa, por exemplo, a planta pode induzir a liberagdo de COVs (M), como f-cariofileno
(XIV), que também provocam sinais sistémicos e levam a produ¢do induzida de NEF ou liberagao
de COVs nas partes acima do solo (N) (HEIL, 2008).

Os tomateiros, quando atacados por mosca-branca liberam diversos COVs que preparam as
plantas vizinhas contra o ataque de patdogenos. Apos a infestagdo, as defesas mediadas pelo acido
salicilico (VIII), podem gradualmente suprimirem as vias metabolicas do acido jasmonico (1),
deixando assim as plantas mais suscetiveis ao ataque de insetos, incluindo moscas-brancas
(ROWEN, et al., 2017; ERB E REYMOND, 2019). Os herbivoros podem montar contra-ataques
mediados pela secrecdo de efetores produzidos pelo proprio organismo ou simbiontes associados, €
suprimirem as defesas da planta. Essas secrecdes e salivas dos insetos contém substancias
denominadas de Padrdes Moleculares Associados a Herbivoros — PMAHs (HAMPs — Herbivore-
Associated Molecular Patterns) os quais sdao responsaveis por tal supressao (ACEVEDO, et al.,
2015).

Alguns testes realizados envolvendo a aplicagdo de acido jasmonico (I) exdgeno estimulam
também a producao enddogena do mesmo, o que afeta diretamente as quantidades e identidades dos
volateis liberados pelo tomateiro. Volateis de folha verde, como 3-hexenal (IX), 3-hexen-1-ol (X), e
terpenoides (do tipo monoterpenos e sesquiterpenos) como a-pineno (XI), a e f-felandreno (XII e

XIII), p-cariofileno (XIV), p-cimeno (XV) e a-humuleno (XVI) sdo metabolizados em
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concentragdes significativamente mais altas por plantas tratadas com I do que pelas plantas sem
aplicacao (SHI, et al., 2016). Outros compostos, como a-terpineno (XVII) e f-ocimeno (XVIII),
substancias quimicas volateis que as plantas liberam em resposta a herbivoria, s6 sdo encontrados
em plantas tratadas com I (MAFFEIL 2010).

Estudos com semioquimicos repelentes, f-felandreno (XIII) e a-terpineno (XVII),
diminuem significativamente a atratividade do tomate para moscas-brancas, comprovado através de
experimentos de Eletroantenografria (EAG), em que as antenas do inseto acopladas a um

Cromatografo a Gas (CG) sdo capazes de detectar estes compostos, mesmo em concentragdes

baixas (ZHANG, et al., 2019).

Figura 7 — Compostos Organicos Volateis identificados em plantas (semioquimicos).
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Continuacéo figura 7
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Figura 8 — Efeitos e interagdes plantas-insetos envolvendo COVs e NEF.
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Fonte: HEIL, 2008 (Adaptado).
1.4. Importancia dos Semioquimicos
Os insetos exercem suas relacdes ecologicas com o ambiente e com os outros organismos de

varias maneiras, sendo a comunicacao por meio de compostos quimicos, uma das relagdes mais

importantes. As substancias envolvidas nesse processo sdo denominadas de semioquimicos, os
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quais agem como gatilhos fisiologicos de reacdes comportamentais especificas. Esses compostos
quimicos s3o os principais responsaveis pelo acasalamento, alimentacdo ou captura de presa,
escolha de local para oviposicdo, defesa contra predadores e organiza¢do de suas comunidades, no
caso dos insetos sociais (ZARBIN, et al., 2009).

A palavra semioquimico esta relacionada com a palavra grega semeion, que significa sinal,
sendo assim, designada semioquimicos (sinais quimicos) relacionados nas intermedia¢des dos seres
vivos. As substancias descritas na Figura 9 podem exercer agdes entre individuos da mesma
espécie, intraespecifica (feromonios), ou em individuos de espécies distintas, interespecificas
(aleloquimicos). A Figura 10 mostra a classificagdo e comportamento desses compostos (CORREA
E SANT’ANNA, 2007).

Os feromonios podem desempenhar diversas fungdes entre os individuos de uma mesma
espécie. O primeiro feromodnio sexual isolado de um inseto foi o bombicol (XXVII), substancia
produzida pela mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) e que apo6s 20 anos de pesquisa, esse
estudo consagrou o Nobel de Quimica ao alemao Adolf Friedrich Johann Butenandt em 1939
(ZARBIN, et al., 2009). Em 1996, Berger identificou o acetato cis-7-dodecen-1-ol (XXVIII),
primeiro feromonio sexual das mariposas Trichoplusia ni, um inseto-praga também encontrado na
agricultura brasileira.

Os aleloquimicos se diferenciam de acordo com o tipo de organismo que sera beneficiado
durante o processo de comunicagdo. Se somente o agente receptor for beneficiado no processo de
comunicagdo através dos sinais quimicos liberados, essas substancias sdo denominadas de
cairomoénios. O pinheiro amarelo (Pinus ponderosa), quando atacado pelo besouro Dendroctonus
brevicomis, produz grandes quantidades de mirceno (XIX), um terpeno que age sinergicamente com
o feromonio de agregacdo do inseto, atraindo ainda mais insetos para a planta (BEDARD, et al.,
1969).

Ao contrario, quando os sinais quimicos beneficiam apenas a espécie emissora do sinal, sdo
denominados alomoénios e sdo utilizados como mecanismos de defesa por diversos insetos. O
percevejo Lygus lineolaris ¢ uma praga encontrada em diversas plantagdes e sob situacdes de perigo
produz uma mistura de compostos [(£)-2-hexenal (XXV), hexanol (XXIX), (£)-2-hexenol (XXX),
hexil butirato (XXXI), (£)-2-hexenil butirato (XXXII) e (£)-2,4-oxoexenal (XXXIII)] usada na
defesa contra predadores (WARDLE, et al., 2003).

Em outros casos, os sinais liberados podem beneficiar a espécie do emissor e receptor do
sinal, denominados de sinomdnios (CORREA, 2007). Diversas espécies de flores produzem
volateis responsaveis por seus odores florais, os quais atraem insetos para auxiliarem no processo

de polinizacdo, beneficiando-os na alimentagdo e acasalamento. A orquidea Bulbophyllum cheiri
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produz metil-eugenol (XXXIV), responsavel pela atragdo de moscas da fruta do género Bactrocera
(B. carambolae, B. papayae € B. umbrosa) (TAN, et al., 2002).

Embora exista uma ampla variedade de opc¢des de controle de pragas agricolas, a eficacia no
manejo desses vetores na agricultura organica continua desafiadora. Ao desenvolver novos métodos
¢ importante levar em consideracdo os mecanismos de defesa natural da planta, bem como os
mecanismos de interagdes da planta hospedeira com seu ambiente. Atualmente, ha um enorme
interesse académico e comercial em elucidar tais mecanismos, pois estdo diretamente ligados ao
aumento da resisténcia de insetos, tornando os semioquimicos um método alternativo no controle de

pragas (SHRIVASTAVA, et al., 2010; WAR, et al., 2011; ROWEN, et al., 2017).

Figura 9 — Semioquimicos responsaveis por comunicagdes intra e interespecificas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Classificagdo dos semioquimicos e respectivos comportamentos.
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1.5. Modelos Experimentais para Analises de Semioquimicos

Existe uma variedade de métodos utilizados na extracdo e identificacdo dos semioquimicos
produzidos por seres vivos. A metodologia mais adequada dependera do tipo de material em estudo
e da disponibilidade de equipamentos adequados. Em andlises que possuem como objetivo a
identificacdo de semioquimicos por métodos cromatograficos, a amostra deve ser obtida no estado
liquido ou gasoso.

Uma técnica bastante utilizada na extracdo dessas substancias quimicas é a Microextracao
em Fase Solida (SPME — Solid Phase Microextraction), na qual se utiliza uma fibra de silica
fundida, revestida com uma fase estacionaria de cromatografia em fase gasosa. Desta forma, os
volateis produzidos pelos organismos podem ser coletados e posteriormente analisados pelo método
de cromatografia gasosa (EL-SHAFIE E FALEIRO, 2017). A selecdo da fibra para coleta dos
volateis deve levar em consideracdo a seletividade do recobrimento para os analitos-alvo, sua
compatibilidade com a matriz e espessura do filme extrator, visando maximizar a seletividade e
sensibilidade do método (AUGUSTO, et al., 2015). Na Tabela 1 sdo apresentados alguns dos

modelos de fibras SPME disponiveis comercialmente.

Tabela 1 — Modelos de Fibras SPME.

Recobrimento pm AT (°C) Aplicacao tipica
100 200-270 Apolar, volatil
Polidimetilsiloxano [ e
(PDMS) 30 200-270 Apolar, volatil e semivolatil
7 220-320 Apolar, semivolatil e ndo volatil
Poliacrilato (PA) 85 220-310 Polar, uso geral
Carbowax/divinilbenzeno** (e
(CW/DVB) 65 200-260 Polar, volatil
65 200-270
PDMS/DVB** Polar (HPLC)
60 ---
Carboxen/PDMS** (L i
(CAR/PDMS) 75 240-300 Volatil, gasosos, analise de tracos
Carbowax/templated resin
(CW/TPR) 50 --- Polar (HPLC)
PDMS/DVB/CAR 50/30 - Ampla faixa de polaridade (C3 a C20)

pm: espessura de recobrimento; **mecanismo de extragdo predominante: sor¢ao.

Fonte: AUGUSTO, et al., 2015
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Outras técnicas de coleta de substiancias volateis também sdo utilizadas, como € o caso do
método de extracdo por headspace, onde materiais poliméricos como Porapak Q® (copolimero de
p-divinilbenzeno-vinilbenzeno) ou Tenax® (polifenilenoxida na base de 2,6-difenilfenol), sdo
utilizados na producdo de tubos para coleta dos compostos (SANT’ANNA E STEIN, 2007). Os
volateis podem ser dessorvidos por meio de extracdo com solventes, podendo ser isolados e
purificados, dependendo da quantidade de material que for obtido.

Com a finalidade de quantificar e qualificar a resposta motora dos organismos frente ao
estimulo dos volateis coletados, sdo utilizados bioensaios comportamentais. Existe uma variedade
de bioensaios que podem ser utilizados para medir essa resposta frente a determinado estimulo. A
escolha mais adequada depende da biologia e do comportamento do organismo em estudo, bem
como das caracteristicas das amostras a serem testadas (BATISTA-PEREIRA, 2007). A
olfatometria em tubo-Y, produz uma corrente de ar que entra em contato com um material de
estimulo, formando uma pluma de odor retilinea em direcdo ao inseto. Essa pluma tem a funcao de
guiar ou repelir o inseto até a fonte de estimulo. O método eletroantenografico (EAG) é uma técnica
que mede a soma das mudangas dos potenciais de agdo de neurdnios receptores, que uma vez
estimulados, desencadeiam uma série de respostas simultaneas de varias células olfativas receptivas
a um determinado odor, ao longo de toda antena (EL-SHAFIE E FALEIRO, 2017).

Os estudos experimentais para coleta dos COVs e técnicas de andlises utilizadas,
determinaram a confiabilidade das respostas encontradas. A técnica de headspace em conjunto com
tubos com adsorventes apresenta menor custo € uma boa aplicabilidade, justificando assim, a
elevada aplicacdo. Embora o uso de fibras SPME apresente resultados experimentais com alta
resolucdo, as mesmas possuem custo elevado e nao permitem extragdo da amostra para utilizagdo
em estudos posteriores, reduzindo assim o seu uso (DYER, ef al., 2018). A Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) ¢ a técnica mais utilizada para analise de volateis,

pois apresenta alta resolu¢o e exatidao para tais analises (CHIARADIA, ef al., 2008).

1.5.1. Analise Estatistica Multivariada

A andlise cromatografica gera dados complexos, os quais, por vezes, sdo de dificil
tratamento. O uso de ferramentas estatisticas reduz o numero de dados e aumenta a confiabilidade
dos resultados obtidos pelo analista, fomentando conclusdes inequivocas com a natureza dos dados
(BRO E SMILDE, 2014). Segundo Svante Wold, et al., “a quimiometria é uma disciplina que

utiliza ferramentas matemadticas e estatisticas para auxiliar na interpreta¢do de dados e extra¢do
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de informagoes relevantes, possibilitando o melhor entendimento da natureza dos dados
avaliados”.

A Andlise de Componentes Principais (PCA — Principal Component Analysis) ¢ uma das
maiores ferramentas quimiométricas para interpretagdo de conjuntos diversificados de dados com
maior éxito (MARTINS, et al., 2015). O conjunto de dados originais (matriz X) ¢ decomposto em
duas novas matrizes denominadas de scores ou escores (matriz T) e a outra loadings ou pesos
(matriz P), conforme a Equacdo I, em que E representa uma matriz de erros (VALDERRAMA, et
al., 2016). Essas matrizes sdao convertidas em graficos informativos, em que scores contemplam
informagdes relacionadas as amostras e loadings informam sobre as varidveis responsaveis por
determinadas configuragdes de dados. Juntos, os dois graficos permitem identificar as similaridades
entre amostras, classificacdo ndo supervisionada e deteccdo de amostras anomalas (outliers). Na
Figura 11 ¢ demonstrado um esquema geral da aplicacio da PCA em um conjunto de dados

quimicos.

X=TPT+E Equacao (I)

Figura 11 — Esquema geral da aplicacdo da PCA em um conjunto de dados quimicos (matriz n x
m).

Variavel 1 Variavel 2 ...  Variavel n

Amostra 1 ~ \ (Redugéo da dimenséo original dos dados \
Amostra 2

- Classificagéo

Matriz de dados - Previséo
(nxm) - Detecgéo de amostras anémalas (outliers)

- Simplificagéo dos dados

- Melhor interpretagao
Amostra n . ) k P /

Fonte: MARTINS, et al.., 2015

Essa nova projecdo gera eixos que sdo projetados no espago multidimensional dos dados,
onde as componentes principais (PCs) sdo tracadas de modo que consigam explicar a maior
porcentagem de varidancia em uma dada dimensdo, sendo estas, ortogonais entre si
(VALDERRAMA, et al., 2016). Desta forma, uma PC agrupa informagdes correlacionadas entre si,
reduzindo a dimensionalidade dos dados experimentais de maneira interpretavel, preservando

informagdes dos dados (Figura 12) (JOLLIFFE E CADIMA, 2016). Essa simplificagdo mantém as
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tendéncias e padrdes, reduz o numero de varidveis preditoras em um conjunto de dados em

componentes mais importantes e descritivas (LEVER, et al., 2017).

Figura 12 — Ilustracdo da transformagdo da PCA com redugdo do numero de varidveis.

dados originais no espago
esnaco da comnonente

varidaval R

variavel 2

variavel 1

Fonte: SCHOLZ, 2006 (Adaptado)

Originalmente este método esta ligado a algebra linear, o qual cria combinagdes (lineares
ponderadas) das varidveis originais em um conjunto de dados, com a intengdo de que as novas
combinagdes capturem o maximo possivel de variagdo (ou seja, a separagdo entre pontos) no
conjunto de dados, enquanto elimina as correlagdes, ou seja, redundancia (VALDERRAMA, et al.,
2016). As variaveis da PCA sao transformadas em novos valores, centralizados na média, que sao
fungdes lineares (vetores ortogonais) daquelas no conjunto de dados originais (JOLLIFFE E
CADIMA, 2016). Na Figura 13 ¢ representada essa nova proje¢cdo que ocorre com os valores do
espaco multidimensional, em que X1, X2, X3, X4 ¢ X5 s3o pontos pertencentes a um espago 2D,

que sd@o mapeados no novo espago unidimensional, (P1, P2, P3, P4 e P5) dispersos pela linha cinza

pontilhada.

Figura 13 — Transformacao espacial 2D em unidimensional (1D).

P2
X2 ./O X3
J__
P4
‘/Q .P5
X5

X4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nos casos onde héd informacdes especificas da amostra, a andlise por minimos quadrados
parciais (PLS) gera uma decomposi¢do dos dados facilitando a interpretacdo e aumentando a
eficiéncia. O PLS maximiza a covariancia entre as varidveis explicativas (x) e a variavel resposta
(y), que por sua vez, também formam vetores score e loading. Quando a técnica ¢ usada para
analises discriminatorias (PLS-DA), ha a maximizagdo para avaliar a matriz de covariancia entre as
classes (LILAND, 2011).

O OPLS-DA (Analise Discriminatdria por Minimos Quadrados Parciais Ortogonais) ¢ um
método supervisionado introduzido como uma melhoria do método PLS-DA (Analises
Discriminantes por Minimos Quadrados Parciais). Trata-se de uma metodologia empregada para
discriminar duas ou mais classes com varidveis que afetam diretamente a separacdo
(WESTERHUIS et al., 2010). A partir do método de analise, torna-se possivel a obtengao de
graficos capazes de informar a relagdo entre duas varidveis. O método OPLS e OPLS-DA sdo
variagdes do PLS e PLS-DA, respectivamente, que separam as variaveis respostas ortogonais em
componentes (x) por meio de rotagdes no PLS e PLSDA originais. A principal vantagem das
variagdes do método ¢ a facilidade de interpretagdo, pois tais rotagdes sdo benéficas para o grafico
de componentes e suas dire¢des. Desta forma, as analises metabolomicas tém empregado cada vez

mais o uso das analises OPLS e OPLS-DA (WESTERHUIS et al., 2010; TRYGG E WOLD, 2002).

1.5.2. Plataforma GNPS

Os estudos metabolomicos tém buscado formas alternativas que acelerem e aumentem a
confianga dos dados obtidos experimentalmente diante da interpretacdo, armazenamento,
organizagdo, mapeamento e andlise conjunta de resultados. A analise por redes moleculares
(Molecular Networking) vem despertando atencdo e expandindo a aplicagdo diante dos estudos de
classes metabodlicas, fungdes organicas e substituintes em estruturas complexas de produtos
naturais. Com os dados espectrais aplicados as redes moleculares, torna-se possivel a identificagao
de padrdes de semelhancgas ou diferengas entre as amostras (PILON, ef al., 2021).

A plataforma online Global Natural Products Social Networking, conhecida como GNPS, ¢
uma ferramente com livre acesso para obtencdo das redes moleculares a partir de dados de
espectrometria de massas (WANG, et al., 2016). Inicialmente o intuito da plataforma era auxiliar
nos estudos protedmicos, que por sua vez, foi adaptada para estudos metabolicos de organismos
marinhos e atualmente tém se difundido na comunidade de quimica de produtos naturais (FOX
RAMOS, et al., 2017; BANDEIRA, ef al., 2007). Devido a eficiéncia e facilidade na organizacao

de grandes conjuntos de dados de EM, a plataforma sofreu expansdo de seu prototipo de aplicagdo,
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tornando-se uma ferramenta com interface simples e sem necessidade de conhecimentos avancados
de programagao. O uso do repositorio de dados comunitarios MassIVE (Mass spectrometry Virtual
Interactive Environment) ¢ um suporte da plataforma GNPS, levando-a para aplicagdes e uso
internacional de tratamento e visualizacdo de grandes conjuntos de dados (PILON, et al., 2021).

A primeira ferramenta desenvolvida dentro da rede molecular ficou conhecida como Classic
Molecular Networking, que dispensa etapas de pré processamento avangado dos dados, como por
exemplo, a quantificacdo dos features. Esse modo de analise permite utilizar dados de CLAE ou
CLUE-EM/EM e MALDI-EM. O processo inicia-se pela remog¢ao de ruidos dos espectros de
fragmentacdo (EM), no qual o usudario pode selecionar o nimero de picos mais intensos em janelas
de +/- 50 unidades de m/z ao longo do espectro. Na sequéncia, o GNPS ira utilizar o algoritmo
MSCluster para criar os espectros consenso, que sdo 0s espectros pertencentes a um Unico sinal
cromatografico. Dentro dessa etapa ¢ possivel delinear os pardmetros de agrupamento dos espectros
com ajuste da tolerancia de massa referentes ao ion precursor e aos ions produto. A escolha desse
parametro dependera da performance do equipamento de massas. Para equipamentos de baixa
resolugdo, o valor recomendado ¢ de 1.0 Da, no entanto, equipamento com alta resolucdo podem

utilizar tolerancias menores que 1.0 Da (PILON, et al., 2021).

Figura 14 - Repesenta¢do da formag@o de uma rede molecular a partir dos dados de EM.

Mesm;?ubstén_cia Dados de EM? s30 /NODO éformado pelo Acima de um valor
em Diterentes comparados Espectro CONSenso I mfz . ?STBDE!ECIdO de
Amostras (R;) {mesmo precursor e EM?) similaridade, os nodos

ex.amostras 1, 2, 3) NODO 1- Consenso 1

J\_, 11N NODO

sd30 conectados por arcos

NODO 2- Consenso 2

90%
Arnostra 2 AGRUPAMENTO
o 70%
A cor e largura dos arcos
representamograu
Espectro Consenso 1 - de similaridade
2 : Mix dos espectros a8 By 8§ entre os nodos
11.0 11.5 min. m/z dasubst.1,2,3 NODQ 3- Consenso 3 /

Fonte: PILON, et al., 2021.

Na Figura 14 ¢ ilustrado como ocorre a formacdo das redes moleculares. Inicialmente os
dados da amostra sdo comparados e aqueles EM que apresentarem consenso (mesmo ion precursor)

serdo agrupados, formando um nodo. As redes moleculares irdo se formar a partir do agrupamento
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desses nodos, o qual ocorrera de acordo com a similaridade. Os nodos representam os espectros de
EM/EM e os ions moleculares, e as arestas das redes representam a similaridade entre os nos, as

quais serao distintas de acordo com os valores de cosseno, em que 0 representa espectros totalmente

diferentes e 1 iguais (WANG et al., 2016).
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi analisar o perfil quimico de Compostos Organicos

Volateis (COVs) e Nao Volateis (CONVs) produzidos por duas variedades de tomateiros, Tomate

Dylla (TD) e Tomate Norty (TN), com diferentes resisténcias & mosca-branca (TD - resistente e TN

- ndo resistente), quando submetidas ou ndo a herbivoria.

2.1. Objetivos Especificos

Dentro dos objetivos especificos deste trabalho os principais foram:

1.

Avaliar o perfil de compostos organicos volateis (COVs) liberados pelas variedades de
tomateiros, Norty e Dylla, quando infestadas pela mosca-branca utilizando
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

Avaliar o perfil de compostos organicos nao-volateis (CONVs) produzidos pelas duas
variedades de tomateiros (TD e TN) na presengca de mosca-branca utilizando
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), Cromatografia
Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas sequencial (CLUE-
EM/EM), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN de 'H e 1*C)
uni e bidimensional (2D);

Realizar a comparacao do perfil quimico de COVs ¢ CONVs das variedades resistente
(Dylla) e nao resistente (Norty) por andlise estatistica multivariada (Andlise de
Componentes Principais e Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Ortogonais
Parciais);

Realizar o estudo dos CONVs através da plataforma GNPS para anotagdo dos
compostos identificados por Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a

Espectrometria de Massas sequencial (CLUE-EM/EM).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Cultivo do Material Vegetal

As sementes de tomateiros (Solanum lycopersicum) das variedades Dylla (TD) e Norty
(TN), foram doadas pelas empresas Syngenta© e HM. Clause©, respectivamente (Figura 15). As
escolhas das sementes foram de acordo com os diferentes niveis de resisténcia a mosca-branca,
apresentados pelos catalogos dos produtores, sendo TD uma variedade descrita como resistente ao
inseto. As sementes foram germinadas durante 30 dias (durante o més de abril de 2019), em
parceria com a casa de vegetacdo “Horta dos Baianos™ na cidade de Cataldao — GO. As condicdes de
cultivo foram, luminosidade natural e irrigacdo manual diariamente.

Depois de germinadas, as 20 mudas de tomateiros foram divididas em dois grupos:
a) HORTA DOS BAIANOS: 5 individuos de cada variedade (TD e TN) foram transplantados
(més de maio de 2019) no campo (horta) em um mesmo canteiro de cultivo, com distanciamento
aproximado de 30 cm cada;
b) ESTUFAS: 5 individuos de cada variedade (TD e TN) foram transplantados (més de maio) para
vasos € armazenados em estufas com acesso controlado localizadas no campus 1 da Universidade
Federal de Cataldo. As variedades foram cultivadas separadas em duas diferentes estufas para serem
utilizadas como controle positivo, isolando assim os tomateiros de contato com qualquer tipo de
inseto. As estufas (100 cm x 100 cm x 200 cm) foram recobertas com tela de sombreamento € o
solo utilizado nos vasos foi coletado da horta, garantindo as mesmas condi¢des de nutrientes para
todos os vegetais.

A cada 15 dias, os cultivares da horta e estufa, foram adubados com fertilizante 00-25-20
(NPK) para garantir quantidades necessarias de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K), conforme
apresentado na Figura 15. Vale ressaltar que a distancia entre as estufas e a horta foi de

aproximadamente 2,2 Km.

3.2. Coleta e Analise dos Compostos Organicos Volateis (COVs)

Com 45 dias de transplantio, realizou-se a otimizagao do método de coleta de compostos
organicos volateis (COVs) baseado em um planejamento experimental univariado com
microextragdo em fase soélida (SPME). Inicialmente, o experimento foi realizado com trés fibras
SPME (Supelco): DVB/CAR/PDMS (50/30 pm), PDMS (100 pm) e PA (85 um), sendo todos os

kits compostos por fibras em triplicatas. Utilizaram-se para a otimizacdo, os individuos da
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variedade resistente cultivados na estufa. Trés cultivares TD foram selecionados aleatoriamente e
submetidos a técnica de headspace, in vivo, utilizando-se embalagens de polimero celofane (marca
Wyda), para retencdo dos COVs, com 60 min de adsor¢do para cada fibra. Apds determinacao da
fibra com melhor sor¢do, submeteu-se o planejamento as variacdes de tempos de adsor¢do, sendo
testados 20, 40 e 60 min em hadspace, in vivo (Figura 15).

Apos determinadas as condi¢des de analise para o método de extragdo dos COVs, foram
escolhidos aleatoriamente trés individuos de cada uma das variedades estudadas (TD e TN): a)
cultivadas na estufa (controle sem herbivoria de insetos); b) cultivadas na horta, as quais foram
atacadas por mosca-branca. Decorrido o tempo de adsorgdo, a fibra SPME foi cuidadosamente

retirada, inserida em tubo de ensaio com tampa e armazenada no refrigerador a 5 °C (Tabela 2).

Tabela 2 — Amostras coletadas por fibras SPME em variedades de tomateiros cultivadas em estufa

e na horta.
Local de Cultivo Variedade Codigo
E-TD1
Dylla E-TD2
E-TD3
Estufa
E-TN1
Norty E-TN2
E-TN3
H-TD1
Dylla H-TD2
H-TD3
Horta
H-TN1
Norty H-TN2
H-TN3

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para analise dos constituintes adsorvidos nas fibras, estas foram rosqueadas em um aplicador
(holder) e injetadas em um Cromatografo a Gas acoplado a um Espectrometro de Massas (CG-EM)
para dessor¢cdo dos COVs. Para separagdo dos constituintes quimicos volateis utilizou-se um CG
7820 A (Agilent Technologies) equipado a uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 250 um e filme
0,25 um). O método de injecao foi otimizado até chegar nas condi¢des de andlise, citadas a seguir.

As injecdes foram realizadas no modo splitless, com condigdes de temperatura do forno em 40 °C
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por 2 min, com rampa de 5 °C/min até 200 °C, mantendo uma isoterma por 2 min. Utilizou-se hélio
como gas de arraste num fluxo constante de 1,0 mL/min. A deteccdo e identificacdo foram
realizadas por um EM Series MSD 5975 (Agilent) com operagdo em modo impacto por elétrons
(IE, energia de ionizagdo, 70 eV, temperatura da fonte 230 °C). A aquisi¢ao dos dados foi realizada
no modo de varredura (faixa de m/z 35-250; seis varreduras por segundo). Os cromatogramas e
espectros de massas foram processados pelo software Enhanced ChemStation (MSD ChemStation
E.02.02.1431, Agilent Technologies).

A 1identificacdo dos compostos volateis foi realizada comparando-se os espectros de massas
experimentais com os da biblioteca NIST Mass Spectral 2.0 e determinagéo dos Indices de Retengdo
de Kovats com padrdes de hidrocarbonetos (C6-C34) injetados nas mesmas condi¢des de analise

por CG-EM. Todos os padroes comerciais foram adquiridos da Sigma — Aldrich.

3.3. Coleta e Analise dos Compostos Organicos Nao Volateis (CONVs)

Para determinagdo de possiveis compostos organicos ndo volateis (CONVs) com possivel
atividade toxica para insetos, realizou-se a analise do perfil quimico dos extratos etanolicos que
foram produzidos logo ap6s a coleta dos COVs. Coletou-se 50 g de folhas frescas de cada individuo
utilizado na metodologia descrita no item 3.2 e o material vegetal foi submetido a trituracdo com
500 mL de etanol ultrapuro (Merck) utilizando um Homogeneizador ULTRA TURRAX T18 digital
(IKA), sob agitagdo de 15000 rpm, durante 10 min (Figura 15). Em seguida, o solvente foi
evaporado em evaporador rotativo de baixa pressao com banho de aquecimento (Fisatom 802) e
bomba de vacuo (Vacuubrand, modelo ME-1C), obtendo o extrato etanolico bruto de cada uma das
variedades de tomate cultivadas na horta e na estufa (Tabela 3).

Para analise dos constituintes quimicos dos extratos etanolicos, foram preparadas amostras
utilizando-se 5 mg de extrato seco, dissolvidos em 1 mL de acetona ultrapura. Para cada individuo
estudado as amostras foram preparadas em triplicata totalizando 36 amostras, as quais foram
analisadas por CG-EM, conforme descrito na metodologia item 3.2. As inje¢des foram realizadas
automaticamente no modo splitless, com tempo delay de 2 min. Apds otimizagdes do método de
injecdo, adotou-se as seguintes condigdes: temperatura do forno 50 °C por 2 min, com gradiente de

4°C/min até 70 °C, 25 °C/min até 200 °C, 4 °C até 300 °C, mantendo uma isoterma por 3 min.
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Tabela 3 — Amostras dos extratos etanodlicos produzidos a partir de variedades de tomateiros

cultivadas em estufa e na horta.

Cultivo Variedade Codigo
EE-TD1

Dylla EE-TD2
EE-TD3

EE-TN1

Norty EE-TN2
EE-TN3

EH-TD1

Dylla EH-TD2
EH-TD3

EH-TN1

Norty EH-TN2
EH-TN3

Estufa

Horta

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4. Medidas Espectroscopicas por Ressonincia Magnética Nuclear de '"H (RMN de 'H)

As medidas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
'H) para os extratos etandlicos contendo os CONVs foram realizadas em colabora¢do com o Prof.
Dr. Antonio Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), Sao Carlos/SP. Nestes experimentos, 5 mg de cada amostra de extrato, conforme Tabela
3, foram dissolvidas em 500 pL de DMSO deuterado ((CD3)2SO), com TMS como referéncia
interna (6 0,0 ppm). As amostras foram analisadas em um equipamento Bruker AVANCE III de 9,4
Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio). Os espectros de RMN 'H foram processados no

software ACD/Labs, Versao 12.1 e os dados comparados com os dados da literatura.

3.5. Analise por Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de

Massas sequencial

Para determinagdo do perfil quimico de compostos ndo-volateis, realizou-se também
analises por Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas

sequencial, realizadas em colaboracdo com a Profa. Dra. Quezia Bezerra Cass e Profa. Dra. Regina
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Vincenzi Oliveira, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Sao Carlos/SP. As analises foram realizadas em uma coluna Ascentis® Express C18 (2,7 um,
2,1x100mm) e modo gradiente de eluicdo, empregando-se como fase mdvel agua acidificada com
0,1% &cido féormico (A) e acetonitrila (B), variando-se de 5 a 95% B em 20 min, de 95% a 100%
em 1 min e mantido por mais 1 min, seguido de uma etapa de reequilibrio da coluna (5% B) por 3
min (tempo total de 25 min); vazdo de 0,4 mL/min e temperatura de 40 °C. As amostras foram
solubilizadas em MeOH grau HPLC, contendo concentragdo igual a 1mg/mL. Os estoques das 36
amostras foram homogeneizados em ultrassom por 15 min, seguido de centrifugagdo por 5 min 24
°C a 12.000 rpm. O volume de amostra injetado foi de 10 uL, com concentragdo igual a 500 pg/mL.

As analises foram realizadas utilizando-se um cromatografo liquido de ultra eficiéncia
Agilent 1290 Infinity II (Agilent Technologies), equipado com uma bomba binaria G7120A,
autoamostrador e compartimento de colunas G7129B e detector de ultravioleta de comprimento de
onda variavel G7114B, acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugdo com analisador
hibrido tipo Q-ToF (Impact HD, Bruker Daltonics) equipado com fonte de eletrospray (IES).

A deteccdo foi realizada por meio do espectrometro de massas operando em modo positivo
e negativo de ionizagdo, em uma faixa de m/z de 100 a 1100 Da e empregando-se as condi¢des que
seguem: voltagem do capilar, 3600 V; pressdo do nebulizador (N2), 4,0 bar; energia do quadrupolo
5 eV, gas de secagem (N2), 8,0 L/min a 180 °C; tempo de transferéncia de 90 ps e pré-pulso de 6,0
us. A calibracdo do EM foi realizada com uma solugao de formiato de sédio I mM com massas de
referéncias de 100-1100 Da. Apds a corrida cromatografica os dados de EM foram recalibrados
com o mesmo calibrante, na mesma faixa de massas (100-1100 Da). O espectrometro de massas foi
programado para aquisi¢ao em modo auto EM/EM (ciclo de tempo de 3 segundos) em experimentos

com diferentes energias de colisdes (de 20 a 50 eV) para todas as faixas de razao m/z.
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Figura 15 — Representacdo do procedimento experimental deste trabalho, contemplando as etapas
de germinacao, cultivo dos tomateiros, coleta dos compostos organicos volateis, € compostos nao

volateis via obtengao dos extratos etanolicos.
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NPK: Fertilizante a base de nitrogénio, fosforo e potassio.

DVB/CAR/PDMS: fibra de microextragao em fase solida revestida com adsorvente do tipo divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsi-loxano.
PDMS: fibra de microextragdo em fase solida revestida com adsorvente do tipo polidimetilsiloxano.

PA: fibra de microextragdo em fase solida revestida com adsorvente do tipo poliacrilato.

CG-EM: Cromatrografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.

CL-EM-EM: Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas sequencial.

DMSO: solvente dimetilsulféxido.



29

3.6. Analise quimiométrica dos dados cromatograficos

O método estatistico multivariado ndo supervisionado por analise de componentes principais
(PCA) foi realizado para investigar a variabilidade de COVs produzidos pelas folhas das duas
variedades de tomate, Dylla (resistente) e Norty (ndo resistente) a mosca-branca, cada uma avaliada
na estufa (ambiente controlado, sem mosca-branca) e na horta (sob influéncia da mosca-branca).
Portanto, uma matriz numérica contendo 36 cromatogramas (quatro tipos de amostras adquiridas
em nove réplicas) foi criada pela conversdo dos cromatogramas em arquivos American Standard
Code for Information Interchange (ASCII), utilizando-se os tempos de retengdo entre 9 e 23 min
(SARAIVA, et al., 2022). Para reduzir a dimensionalidade dos dados originais e observar as
tendéncias de composi¢cdo das amostras, a matriz numérica foi exportada para avaliagdo da PCA
usando o software PLS-Toolbox™ (versdo 8.6.2, Eigenvector Research Incorporated).

Apos a aplicagdo de uma correg@o de linha de base e alinhamento de sinais pelo algoritmo
Correlation Optimized Warping (COW) sob flutuacao de sinais 5 e tamanho dos espagos 50, a area
dos sinais foi normalizada. As amostras foram centradas na média e o algoritmo Singular Value
Decomposition (SVD) foi aplicado para decompor a matriz original em escores e loadings, com
nivel de confianca de 95%. As informagdes relevantes da variabilidade dos dados com base no

objetivo do estudo foram obtidas nas duas primeiras componentes principais (PCs).

3.7. Anilise quimiométrica dos dados de RMN de 'H

A matriz numérica foi criada conforme descrito no item 3.5, que continha um total de 36
espectros de RMN de 'H usando os deslocamentos quimicos entre & 0,4 ¢ 10,0 ppm. Com a
finalidade de melhorar a identificacdo da variabilidade quimica e maximizar a discriminagdo das
amostras de extratos etanolicos das folhas dos tomateiros (resistente ou suscetivel a mosca-branca)
e em resposta a infestagdo (estufa ou horta), utilizou-se o método estatistico multivariado
supervisionado por andlise discriminante de minimos quadrados ortogonais parciais (OPLS-DA). A
analise foi desenvolvida usando o mesmo software PLS-Toolbox™, considerando os quatro tipos
de amostras (resistente na estufa, resistente na horta, suscetivel na estufa e suscetivel na horta)
como classes categoricas.

Conforme desenvolvido para o conjunto de dados CG-EM, aplicou-se ao conjunto de dados
de RMN de 'H: corre¢do de linha de base, alinhamento de sinais pelo algoritmo COW (flutuacio de
sinais 5 e tamanho dos espacos 50), normalizacdo da area dos sinais e centralizacdo na média. O

algoritmo PLS Simplificado (SIMPLS) foi aplicado para construir os modelos de classificagcdao. O
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numero de varidveis latentes (LV) foi selecionado de acordo com os parametros estatisticos:
variancia total capturada; Erro quadratico médio de calibragao (RMSEC); Erro quadratico médio da
validagdo cruzada (RMSECYV), valores de viés de validacao cruzada (viés CV); e sensibilidade e
especificidade do modelo. O método Venetian Blinds foi aplicado para validacdo cruzada de

modelos com nivel de confianga de 95%.

3.8. Anotacdo dos compostos organicos das folhas dos tomateiros por rede molecular e

espectrometria de massas

Os dados obtidos por CLUE-IES-QqTOF-EM/EM foram analisados através da metodologia
de rede molecular de acordo com a WANG et al., (2016), seguindo as especificagdes padrao
estabelecidas pela plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS).
Inicialmente os dados cromatograficos/espectrométricos, tanto para modo positivo quanto negativo,
foram convertidos para o formato mzXML através do software MSConvert (KESSNER et al.,
2008) e a conversao dos dados avaliada pelo software SeeMS. Posteriormente, os arquivos
convertidos foram submetidos aos procedimentos padrdes da plataforma, descritos no link a seguir:
https://GNPS.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/ GNPS-splash.jsp. Para cada modo de ionizagdo (positivo
e negativo) gerou-se uma rede molecular de compostos. Os arquivos foram inseridos na plataforma
através do software WinSCP.

Para constru¢ao das redes moleculares (modo positivo e negativo) foi utilizada a
metodologia aplicando os seguintes parametros:

i) aplicagdo de filtro nos dados removendo os picos EM/EM dentro de +/- 17 u do ion

precursor m/z;

ii) filtrou-se os espectros EM/EM por janela, escolhendo 6 picos na janela de +/- 50 u em
todo o espectro;

iii) admitiu-se tolerancia de massa do ion precursor e do ion do fragmento EM/EM de 0,02
Da, por serem dados obtidos em EM de alta resolucao;

iv) para as op¢des de rede, foi adotado valor de cosseno igual ou maior que 0,7; com nd
minimo 6 espectros correspondentes. As arestas entre dois nds foram mantidas na rede
se, ¢ somente se, cada um dos nos tivesse aparecido nos respectivos 10 principais nos
mais comuns.

v) os espectros obtidos na rede foram comparados com as bibliotecas espectrais do GNPS,
adotando a mesma configuracdo para os dados de entrada. As bibliotecas utilizadas

foram: Sam Sik Kang Legacy, CASMI Spectral, GNPS Sciex, NIH Clinical Collection 2,
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FDA 1 e 2, Pesticides, LDB Lichen Database, NIH Natural Products 1 e 2, Berkeley
Lab MS/MS, Pacific Northwest National Lab (PNNL) Lipids, GNPS Matches to NIST14
e IQAMDB IsoQuinoline and Annonaceous Metabolites Database.

Apds obtidas as redes moleculares no GNPS (através da aplicacdo do algoritmo
computacional com o software MSCluster), os dados foram importados para o software Cytoscape
3.9.1 para visualizagdo das redes. Na visualizagdo, os grupos (clusters) sdo constituidos de nos
(node), os quais se unem por arestas (edge) para os compostos com ions produtos semelhantes. A
rede molecular ¢ entdo analisada, onde a organizagdo das substincias semelhantes nesses grupos,

facilita a identificagdo de novos compostos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo dos compostos organicos volateis e ndo-volateis das variedades de tomateiros foi
realizado com o propdsito de determinar quais compostos sdo produzidos pela variedade resistente
(TD) que, por sua vez, ndo sdo produzidos pela variedade ndo resistente (TN), em condi¢do normal
e de herbivoria. Para isso, o trabalho foi dividido em trés partes: primeiramente, utilizando a técnica
de CG-EM, em que realizou-se a identificagdo dos compostos volateis produzidos pelas folhas (in
vivo) das duas variedades de tomateiros assim como a analise dos compostos presentes no extrato
etanolico das folhas; posteriormente foi realizada a andlise estatistica dos dados cromatograficos
obtidos para determinagdo dos compostos responsaveis pela variabilidade da composi¢do quimica
das duas variedades de tomateiros; e, por fim, a identificagdo de outros metabdlitos através da
combinagdo de dados de EM/EM associados as redes moleculares obtidas pelo GNPS e analise dos
extratos por RMN de 'H acompanhado da analise estatistica.

Sendo assim, para facilitar a compreensao dos resultados, a discussao foi dividida em quatro
etapas: (1) identificacdo dos compostos organicos volateis analisados por CG-EM; (2) identificagao
dos compostos organicos nao-volateis analisados por CG-EM; (3) anotagdo dos compostos
presentes nas folhas dos tomateiros utilizando-se as redes moleculares e (4) identificacdo dos
compostos majoritarios e responsaveis pelas diferengas de perfil quimico das variedades de

tomateiros através de RMN de 'H.

4.1 Estudo do perfil de compostos organicos volateis por CG-EM

4.1.1 Otimizacao do método de investigacio dos COVs

Para determinacdo dos COVs, iniciou-se com a otimizacdo do método de coleta dos
compostos utilizando a variedade resistente (TD). No planejamento experimental univariado, foi
analisado primeiramente qual dos polimeros teria maior eficiéncia na sor¢ao dos volateis, baseado
nos diferentes tipos de fibras de microextracdo em fase solida (SPME) com tempo fixo de analise
em headspace. Conforme mostrado na Tabela 4, o maior desempenho de adsor¢do foi observado
pela fibra revestida com divinilbenzeno, carboxen e polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). O
resultado da eficiéncia adsortiva ¢ corroborado com Augusto, ef al. (2015), o qual descreve a ampla
capacidade de tal recobrimento para adsorver efetivamente analitos em faixas de ampla polaridades

e volatilidade, sendo amplamente indicada para analises de varredura de amostras complexas. Na
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Figura 16 ¢ possivel observar o maior desempenho da fibra DVB/CAR/PDMS, baseado na

quantidade de compostos organicos volateis adsorvidos.

Tabela 4 — Resultados para avaliagdo da eficiéncia de extragdo por tipos de fibras SPME

Quociente de area do pico

Recobrimento N° picos*
Fibra 1 Fibra 2 Fibra 3
PA 4,15x 107 6,20 x 10’ 1,94 x 107 16+£22
DVB/CAR/PDMS 1,85 x 10° 1,60 x 10° 1,95 x 10° 131+29
PDMS 3,42x10% 3,03 x 10® 2,51 x 10% 47+2,1

*Numeros médio de picos com respectivos desvios padrdes obtidos nas adsorgdes em triplicatas.

Apo6s determinar a fibra com maior sor¢do em headspace (DVB/CAR/PDMS), realizou-se o
estudo da influéncia do tempo de contato do material adsorvente (20, 40 e 60 min) com 0 meio em
estudo, buscando maior adsor¢do em menor tempo possivel. As analises com 40 e 60 minutos nao
apresentaram diferenca de eficiéncia quanto a adsor¢do dos COVs majoritarios, no entanto, o tempo
de 60 min foi mais eficiente na adsor¢ao dos COVs minoritarios (Tabela 5 e Figura 17), sendo este

tempo de analise adotado para o método otimizado.

Tabela 5 — Resultados para avaliagdo de tempos de adsor¢des com fibra DVB/CAR/PDMS.

Recobrimento Tempo de.Adsorg:ao Quocnent.e Area dos N° picos
(min) picos
20 3,49 x 10® 25
DVB/CAR/PDMS 40 1,63 x 10° 46

60 1,71 x 10° 52




‘oye[oerjod odr) Op 9JUSAIOSPE WO BPIISIAI BPI[OS OB WA ORILNIXO0IIIU P BIQY 1Y d
‘ouexofis[powiprjod odi op 9JUIAIOSPE WO BPIISIASI BPI[OS 9SEJ WS 0BILI)XI0I0IW 3P eIqY ‘SINAJ
*OUBXO[-IS[1IoWIPI0d /U9X0qIEd /OUIZUSQIUIAIP 0dI) OP 9JUSAIOSPE WO BPIISIAI BPI[OS OSB] WA 0BIBNXO0IdIW 9P vIqY :SINAJL/AVI/dAd

DO'FE ODZE OOCQE OOBE ODSOZ OO®E OOCSE ODOZ 008l 009l .n_ﬁ_E. 00°ZL 000F 008 Eum_ 00’y 002 el

..__...._._.._...r__.u.._. N T T U R T ST TN G Y T T W 7 WO T

b € i _1_..4:‘_,1#_ v Vo

[ FOD00001

ﬁ 0000002

Eo i R T

0062 0082 0042 009 OOST O0PZ OOEZ 0022 O0E 83 Sm_ no.m« Q0L 00'9L OO'GL 0OFL OOEL 000000¢c

000000k

0000005

(0000009

0000004

0000008

0000006

L0231

SINQd = .
4Vv2/9AA/SINAd m L 10+231°|
Vd B

2ouUepUNGY
"AINS selql} ap sodny sojuardfip so eied oediospe op seweI3ojewol)) - 9] eangiy

123



OO+E OOCE OOOE OOBE OOSZ OOFWE OOCZZ OOOZ OOGE 009 OOFL OOCE OOOL OO® ©O09 OOF

Y T N O T O TN I O O OV T T O T T Y O Y M O T P N o T I T T T N W O T

‘oye[oejod odr) op 9JUSAIOSPE WO BPIISIAI BPI[OS OSB W OBILNIXO0IIIU P vIQY 1Y d
‘ouexofis[powprjod odi) Op 9JUIAIOSPE WOI BPIISIASI BPI[OS 9SBJ WD 0BILIXI0I0IW 3P BIqY :SINAJ
*OUBXO[-IS[1}oWIpI0d/UaX0qIE0/0UZUAqIUIAIP 0dI) OP 9JUSAIOSPE WOJ EPIISIARI BPI[OS 9SB] WA 0RILNIXO0IdI dp vIql :SINAL/IVI/dAd

PR NI TGN I S [ W P S TN N 0 1

T T |

00

==L |

uw oo m
uiw o m
uiw o m

133

J—: A P+ T

ogdiospe ap sodwid} souaIdfIp sou SINAJ/ AVI/GAd ©1qy & eied seweidojewior) - £ eangi

0

000000

00000

-000000E

-000000%

0000005

000009

-000000.L

r0000008

FO000006

rl0+2L

FLO+1 )

rL0+8Z" )

[ LO+2E" |

FI0+8% L

FLO+EGS |
aouepungy’



36

4.1.2 Analise dos compostos organicos volateis por CG-EM

Para identificacdo dos compostos volateis envolvidos nas interagdes inseto-planta, foram
cultivadas duas variedades de tomateiros em dois locais distintos: na horta (ponto de exposi¢do dos
cultivares a mosca-branca) e nas estufas (sem sofrerem herbivoria). Na Tabela 6 sdo apresentados
os COVs detectados por andlise headspace com SPME recoberta com DVB/CAR/PDMS e
analisadas por CG-EM, para as variedades de tomateiros resistentes (TD — Dylla) e ndo resistente
(TN — Norty). Ao todo foram identificados 65 compostos, classificados como aldeidos, alcoois,
cetonas, diterpenos, sesquiterpenos e hidrocarbonetos aromaticos, cujas formulas estruturais estdo
descritas na Figura 18. As identificacdes foram baseadas nos Indice de Retengio (IR) e similaridade
de espectros de massa experimentais confrontados a biblioteca NIST (correspondéncia > 850).
Quinze compostos ndo apresentaram IR conhecido (descrito na literatura) e os espectros de massas
obtidos experimentalmente encontram-se no ANEXO 1. Onze compostos ndo puderam ser
identificados e estdo descritos na tabela como N/D.

Os compostos a-pineno (1), verbeneno (2), mirceno (3), J-2-careno (4), a-felandreno (5), a-
terpineno (6), S-felandreno (7), cis-f-ocimeno (8), o-cimeno (9), trans-f-ocimeno (10), y-terpineno
(11), 1,3,8-p-mentatrieno (12), y-terpinoleno (16), o-elemeno (57), a-copaeno (62), f-elemene (63),
[S-cariofileno (67), a-humuleno (70) e (E,E)-TMTT (73) ja foram relatados em estudos de
identificagdo de COV presentes em S. lycopersicum (SILVA, et al., 2018; LOPEZ-GRESA, et al,
2017; MAS, et al. 2014; TAKAYAMA, et al., 2012; BLEEKER, et al., 2011; RAGHAVA, et al.,
2010; XU E BARRINGER, 2010; BESSER, et al., 2009). Tomateiros infestados por mosca-branca
mostraram diferengas quantitativas nas emissdes de a-humuleno, (£)-f-cariofileno quando
comparados com suas variedades de plantas intactas (DARSHANEE, et al., 2017). Entretanto, a
infestagdo de B. fabacci pode regular a expressao de genes de defesa da planta, resultando em um

perfil variado de metabdlitos secundarios (KEMPEMA, et al., 2007).
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Figura 18 - Compostos Orgéanicos Volateis identificados nos tomateiros TN e TD, cultivadas

na horta (condi¢ao de herbivoria) e estufa (condi¢do normal).
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Continuacao da Figura 18
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4.1.3 Analise estatistica multivariada dos compostos organicos volateis por CG-EM

Como o conjunto de amostras analisadas por SPMFE apresenta um numero expressivo
de variaveis espectrais obtidas por CG-EM, torna-se 1til a aplicagcdo de tratamentos estatistico
dos dados. Desta forma, empregou-se o método estatistico multivariado supervisionado por
analise discriminante de minimos quadrados ortogonais parciais (OPLS-DA) para exploragdo
das regides espectrais mais significativas a partir de métodos de reducao de dimensao.

O modelo de estatistica de OPLS-DA utilizado foi aplicado a partir de uma matriz
(tabela) contendo 36 cromatogramas obtidos a partir de trés amostras de cada individuo das
variedades analisadas (em triplicata) para os tomateiros (TD — Dylla/Resistente a mosca-
branca e TN — Norty/suscetivel a mosca-branca) nas diferentes condi¢des de cultivo (horta —
condicdo de herbivoria e estufa — condi¢do normal). Os dados dos cromatogramas foram
centrados na média e aplicado o ajuste OPLS-DA. As amostras que apresentaram significancia
inferior a 90% foram descartadas por ndo interferir no resultado da analise.

Na Figura 19a e 19b ¢ ilustrado o grafico de scores referentes as amostras de tomateiro
resistente - TD (azul) e suscetiveis - TN (vermelho) a mosca-branca cultivados na estufa
(controle negativo, sem mosca-branca). Como pode ser observado, LV2 foi a principal
variavel latente de discriminacdo das amostras. A variedade resistente (Dylla — TD)
apresentou compostos volateis que nao foram identificados na variedade suscetivel (Norty —
TN), sendo estes p-felandreno (7), 6xido de tranms-carvenona (43) e os compostos nao
identificados 53, 54 e 65. J4 a variedade ndo resistente manteve altas quantidades dos
compostos verbeneno (2), 0-2-careno (4) e f-cariofileno (67).

Na horta (Figura 19c e 169d), os scores azuis (TD) e vermelhos (TN) mostram a
separacdo das amostras sob condi¢des de exposi¢do ao vetor mosca-branca. A variedade
resistente mostrou aumento na producdo do composto 4, enquanto a variedade suscetivel
apresentou concentragdes superiores de d-elemeno (57), f-cariofileno (67) e a-humuleno (70).
Além disso, observa-se no grafico loadings que 4 teve produ¢do invertida nas condi¢des de

exposi¢cao a praga em estudo.
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Figura 19 - a) Grafico de scores das varidveis latentes LV1 x LV2 obtida pela avaliagao das
folhas de tomates resistentes (azul) e suscetiveis (vermelho) a mosca-branca cultivada na
estufa, b) com os loadings de LV1 plotados em linhas. c) Grafico de scores das variaveis
latentes LV1 x LV2 a partir da avaliagdo das folhas de tomates resistentes - TD (azul) e
suscetiveis - TN (vermelho) a mosca-branca cultivada na horta, com os /loadings LV1
plotados em linhas (d). Loadings plotados na mesma intensidade com nimeros de compostos

correspondentes a Tabela 6.
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Apo6s compreender a variabilidade geral dos compostos volateis entre as variedades de
tomateiros Dylla (TD) e Norty (TN) frente as influéncias da exposi¢do a mosca-branca,
realizou-se a avaliacdo do perfil de COVs produzidos por TD e TN isoladamente sob
influéncia do inseto praga. As Figuras 20a e 20b apresentam os graficos de scores e loadings,
respectivamente, para a variedade Dylla (resistente) cultivadas na estufa (verde) e na horta
(laranja). Como pode ser observado, os resultados detalhados da OPLS-DA revelaram a forte
correlacdo do composto 6xido de trans-carvenona (43) com a variedade resistente cultivada
na estufa e o0-2-careno (4) quando a mesma variedade foi exposta a mosca-branca. A
variedade suscetivel (TN) apresentou maior quantidade de a-humuleno (70), enquanto, os
compostos ndo identificados 54 e 65, foram observados para variedade resistente na estufa e
suscetivel na horta. Observa-se ainda, que o composto ndo identificado 65 foi produzido em
maior quantidade por TN cultivada na horta, ja que o composto nao foi observado na varidade
da estufa.

Um estudo avaliou a infestacdo de tomateiros Solanum lycopersicon L. (variedade
Santa Clara) por B. tabaci, a qual induz a produgdo de uma mistura composta por
concentragdes elevadas de terpenos, como a-pineno (1), mirceno (3), a-terpineno (6), f-
felandreno (7), S-ocimeno (8), y-terpineno (11), terpinoleno (16), f-elemeno (63), p-
cariofileno (67), a-humuleno (70) (SILVA, et al., 2018). A emissdao de a-felandreno, a-
terpineno e p-cimeno foram identificados positivamente como compostos repelentes da
mosca-branca em bioensaios de olfatometria (BLEEKER, et al, 2009).

O uso de compostos volateis pode ser uma alternativa promissora no controle de
pragas, visto que, os agrotoxicos sintéticos utilizados no controle da mosca-branca podem
resultar na evolugdo de genotipos resistentes e na redugdo de inimigos naturais. Desta forma,
a escolha de estratégias de controle ambientalmente corretas tem se mostrado uma grande
preocupacdo no setor agroindustrial. Os COVs atuam como repelentes de insetos e elicitores
de defesa de plantas, controlando a infestagdo de moscas-brancas em tomateiros. Conboy, et
al, (2020) avaliaram a eficacia do limoneno como método de protecdo contra mosca-branca
em cultivos de tomates, oferecendo método de controle barato, seguro e ambientalmente

correto.
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Figura 20 - a) Grafico de scores das varidveis latentes LV1 x LV2 obtido pela avaliacdo dos
extratos etanolicos das folhas de tomates resistente a mosca-branca cultivadas na estufa
(verde) e cultivadas na horta (laranja), b) com os loadings de LV1 plotados em linhas. c)
Grafico de scores das variaveis latentes de LV1 x LV2 a partir da avaliagdo dos extratos
etandlicos da variedade de tomateiro suscetivel & mosca-branca cultivadas na estufa (verde) e
cultivadas na horta (laranja), com os loadings LV1 plotados em linhas (d). Loadings plotados

na mesma intensidade com niimeros de compostos correspondentes a Tabela 6.

a) Scores 0.02 Resistente:
0 .
o® d o Estufa
X 0.00{ :
g_ Qo
(-]
N
$ -0.02
‘; e}
- o
. -0.04 v ; ;
b) Loadings -0.02 0.00 0.02
1 LV1 - 37.63%
0.4
[72]
=4
5 0.2
©
o
-
= 0.0
> i d \'d L AAl
-l
Voo '
0.2 43 54 65
10 15 20 25 30
c) Scores Variaveis (min)
0.03 ,
: Suscetivel:
0.024 Estufa
< :
S 0.01
< Y
“ 0.00; 32
o @0
2 -0.01
i -0.02 . ; :
d) Loadings 20.04 2002 0.00 0.02
_ o
0.44 LV1 -53.23%
%
2 0.2
> ]
3 0.0-‘—'\qu T 1 f
b
> ]
-0.2-

10 15 20 25 30
Variaveis (min)

Fonte: Elaborada pelo autor.



48

O diagrama de Venn a seguir (Figura 21) ilustra a variacdo do perfil de compostos
volateis identificados nas variedades de tomateiros resistente (TD) e ndo resistente
(suscetivel) (TN), sob as condi¢des de cultivo de herbivoria (horta — EH) e ndo herbivoria
(estufa — EE) a partir da analise quimiométrica. Como € possivel observar, os compostos 2, 4,
7, 67 e 70 foram identificados neste trabalho e ja foram relatados em outros estudos
envolvendo tomates da espécie S. lycopersicum. Nao ha relatos da presenca do composto
trans-carvenona (43) em tomateiros € os compostos 53, 54 e 65 ndo foram identificados. As
intersecdes dos conjuntos que contém numeros, indicam que tais compostos foram

identificados nas duas amostras.

Figura 21 - Diagrama de Venn para ilustracdo das semelhancas e diferencas de compostos
volateis destacados na andlise estatistica multivariada por TD e TN nas duas condi¢des de

cultivo (horta e estufa).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Estudo do perfil de compostos organicos nao-volateis por CG-EM

4.2.1 Analise dos compostos orginicos nao-volateis por CG-EM

Com a finalidade de determinar o perfil de compostos organicos ndo-volateis

(CONVs) com possiveis atividade citotoxica para a mosca-branca, foram preparados os

extratos etanolicos das duas variedades de tomateiros (TN e TD) cultivadas na horta e nas
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estufas. Na Tabela 7 sdao apresentados os CONVs separados e detectados por CG-EM (Figura
22), sendo possivel identificar 17 destes compostos utilizando-se o Indice de Retencéo (IR) e
a similaridade de espectros de massa experimentais confrontados a biblioteca NIST
(correspondéncia > 850). Os espectros de massa dos compostos identificados que ndo
apresentaram IR conhecidos estdo no ANEXO 2. Os compostos majoritarios sdo pertencentes
a classe dos ésteres de cadeia longa. Trés (03) compostos ndo foram identificados e estdo

representados na tabela por N/D.



‘g1 eInJr] eu sepeiussardar 0g)ss SAN(OD SOP SeINNISS Sy "BPEUItLIoNep OgU Bpure eIninnsy (/N
"BINEIS)I] P OP1]O JEUIT 0gSUJAI 9P d0IpU] :LITNYT {[epuoLodxy Jeaur] 0gdua)ay op 1pu] XAy T LIB[NIJ[OIN BnuiIo] ] ‘TepuduIadxy 0gdua)ay op odwa [, Xy,

1102 “T4ZQ 4 STMAT SNDOQD IL1T 99¢¢C ©[1)3 op ojeus[oul] 90¢ LOYHD)  ST60T 96

110T “/v 72 SIOHSNAVd 911¢ LEIT 103y 96¢C OYH"D 88681 16

L10T ‘SWVAVv $60C 001¢ B[jow op oOjesjout] v6C COYHSYD 6P 81 T6

L10T ‘SWVav 661 100T e[1o op ojeyrufed ¥8¢ LO%HYD  8S8'ST 06

- 0L61 B[13 9P 0}ROUSLIERIIPLIO-CT T 6 90¢ COYHSTD  89¢' ST 88

L10T ‘SWVAVv 1261 8161 e[now ap ojeyrwyed 0LC WOYHEYD  SSSvT 98

- 8681 [03} 9p O1ejaoe 8¢ WOYH®D  0£9°¢€l #8

- 1081 oorjordoid-(jrxa0[o1o[nau-g-[1doidosi-z-1xoIpiy-1)-¢ oprog 8¢€T ©OWH"D  0SL'TI 8

- SLST a/N 9¢¢ WO%HTD 65801 08

=" SIST a/N 8¢ COUDUH!D  6LE0T 8L

“BJJSO 9 BLIOY BU SEPRAI[NO NI 9 (I SOIIOJBWIO} 9P SOPEPALIEA SBU SOPBOFUapI SANOD - L B[dqeL



51

Figura 22 - Compostos Orgéanicos Nao Volateis (CONVs) identificados nos tomateiros TN e

TD, cultivadas na horta e estufa.
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Conforme visto na Tabela 7, a maioria dos compostos identificados nos extratos

etanolicos das folhas dos tomateiros e sdo pertencentes a classe dos lipideos. O mecanismo de

defesa de S. lycopersicum, através da chamada via octadecanoide, comprova que o ferimento

leva a regulagdo positiva de varios genes derivados de tal processo (WASTERNACK, et al.,

1998). No entanto, os estudos sobre compostos ndo-volateis associados ao mecanismo de

defesa de tomateiros ainda sdo escassos. De acordo com os dados da literatura, ha relatos de

identificagdo para os compostos neofitadieno (83), palmitato de metila (86), acido

hexadecanoico (87), linoleato de metila (92), linolenato de metila (93) e fitol (94)

(CACERES, et al., 2015; SOLABERRIETA, et al., 2012; HORI, et al., 2011).
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4.2.2 Analise quimiométrica dos compostos organicos nao-volateis por GC-EM

Inicialmente, desenvolveu-se a identificacdo dos principais compostos organicos nao-
volateis (CONVs) nos extratos de folhas de tomateiro, os quais estdo descritos na Tabela 7
com seus respectivos parametros de caracterizagdo. Devido a complexidade do conjunto de
dados advindos da CG-EM pelo elevado numero de CONVs e variabilidade experimental
(variedades resistentes e suscetiveis, com e sem influéncia da mosca-branca), foi executada
uma analise estatistica exploratdria multivariada por PCA para avaliagdao da variabilidade da
composic¢do das folhas sob influéncia da mosca-branca. Nas Figuras 23a e 23b ilustram os
graficos de scores e loadings, respectivamente, para a analise dos extratos etanolicos de folhas
de tomates resistentes - TD (azul) e suscetiveis - TN (vermelho) a mosca-branca cultivada na
estufa (ambiente controlado, sem mosca-branca); e nas Figuras 23c e 23d sdo apresentados os
graficos de scores e loadings, respectivamente, para os extratos das folhas de tomates
resistentes (azul) e suscetiveis (vermelho) a mosca-branca cultivada na horta (com influéncia
da mosca-branca).

Com base nos scores € loadings, a avaliacdo das espécies suscetiveis e resistentes a
mosca-branca na estufa (Fig. 23a e 23b, respectivamente), PCI/ foi o principal eixo de
discriminagdo das amostras. Naturalmente a variedade resistente (Dylla — TD) apresentou
maiores quantidades dos compostos nao identificados 78, 79, 4-(6,6-dimetil-2-
metilenociclohex-3-enilideno)pentan-2-ol (81), neofitadieno (83), hexadecanol (85), acido
hexadecanoico (87), 9-hexadecenoato de etila (89) e trans-9-hexadecen-1-o0l (91); e a
variedade suscetivel (Norty — TN) maiores quantidades de palmitato de metila (86), palmitato
de etila (90), linolenato de metila (93) e linolenato de etila (96). Na horta, sob influéncia da
mosca-branca (Figura 23c e 23d), a variedade TD manteve quantidades elevadas de 81, 83,
85, 87 e 91, além de produzir o novo composto numerado como 94 (fitol). Além disso, a alta
quantidade do composto ndo identificado 79 foi invertida para a variedade suscetivel,
juntamente com altas produ¢ao dos metabolitos 86 ¢ 90. Houve ainda, aumento na produgdo
de linoleato de metila (92), linolenato de metila (93), linoleato de propila (95) e linolenato de

etila (96) pela mesma variedade quando cultivada na horta.
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Figura 23 - a) Sistema de coordenadas de scores PC1 x PC2 a partir da avaliagdo das folhas
de tomates resistentes (azul) e suscetiveis (vermelho) a mosca-branca cultivada na estufa, b)
com as loadings de PC1 plotadas em linhas. c) Sistema de coordenadas de scores PC1 x PC2
a partir da avaliacdo das folhas de tomates resistentes (azul) e suscetiveis (vermelho) a mosca-
branca cultivada na horta d) com as loadings PC1 plotadas em linhas. Loadings plotados na

mesma intensidade com nimeros de compostos correspondentes a Tabela 7.
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Apds a compreensdao geral da variabilidade natural de CONVs entre as variedades
resistentes e suscetiveis a B. fabacci, ¢ o aumento de CONVs com base na influéncia da
mosca-branca (horta), avaliagcdes adicionais de PCA foram desenvolvidas para detalhar a
variabilidade da composicdo dos extratos etanodlicos das folhas das variedades de tomate
(resistente e suscetivel) pela influéncia da mosca-branca. Nas Figuras 24a e 24b sdo
apresentados os graficos de scores e loadings, respectivamente, para tomates resistentes a
mosca-branca cultivada na estufa (verde) e horta (laranja); e nas Figuras 24c e 24d sao
ilustrados os scores e loadings, respectivamente, dos tomates nao resistentes cultivados na
estufa (verde) e horta (laranja).

Os resultados detalhados da PCA revelaram que a produgao dos compostos palmitato
de etila (90), linolenato de metila (93), fitol (94), linolenato de proprila (95), linolenato de
etila (96) estdo fortemente correlacionado com a influéncia da mosca-branca em ambas as
variedades (resistente e suscetivel). No entanto, a maior intensidade no pico do composto 94,
sugere o aumento na variedade resistente comparada a suscetivel, quando cultivada na horta,

sendo claramente verificada pela comparagdo do grafico de loadings.
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Figura 24 - a) Sistema de coordenadas de scores PC1 x PC2 a partir da avaliagdo das folhas

de tomates resistentes a mosca-branca cultivadas em casa de vegetacao (verde) e horta

(laranja), b) com os loadings de PC1 plotados em linhas. c) Sistema de coordenadas de scores

PC1 x PC2 de tomates suscetiveis a mosca-branca cultivada em estufa (verde) e horta

(laranja), d) com os loadings PCI1 plotados em linhas. Loadings plotados na mesma

intensidade com niimeros de compostos correspondentes & Tabela 7.
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O diagrama de Venn (Figura 25) ilustra a variagao do perfil de compostos nao-volateis
identificados nas variedades de tomateiros (resistente — TD e suscetivel — TN), sob as duas
condi¢des de cultivo (horta — EH e estufa — EE). Os compostos 83, 86, 87, 92, 93 ¢ 94 foram
identificados neste trabalho por andlise CG-EM e ha relatos na literatura da presenga desses
compostos em tomateiros da espécie S. lycopersicum. No entanto, para os compostos 81, 85,
89, 90, 91, 95 e 96 nao ha dados sobre a presenca em tomateiros. Os compostos 78 € 79 nao
puderam ser identificados. As interse¢des dos conjuntos que contém numeros, indicam que

tais compostos foram identificados nos dois grupos de amostras.

Figura 25 - Diagrama de Venn para ilustragdo das semelhancas e diferengas de compostos
ndo volateis (CONVs) destacados na anélise estatistica multivariada por TD e TN nas duas

condig¢des de cultivo (horta e estufa).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Anotacdo dos compostos orginicos através da espectrometria de massas e de redes

moleculares.

A identificacdo dos metabolitos presentes nos tomateiros, provenientes das analises
por CLUE-EM/EM, foi realizada utilizando-se a estratégia de analises de dados que permitem
a organizagao e interpretacdo dos mesmos de forma mais rapida e simplificada. A plataforma
online, GNPS, foi utilizada por ser uma ferramenta gratuita, de armazenamento, analise ¢

divulgacdo de conhecimento de espectros EM/EM. Com GNPS ¢ possivel compartilhar
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espectros brutos, anotacdes continuas de dados depositados, espectros de referéncia,
agrupamento e organizagdo de conjuntos de dados por meio da criacdo de redes moleculares
(Molecular Networking) (WANG et al., 2016).

Numa abordagem geral, dentro das redes moleculares cada nodo representa uma
molécula, que por sua vez, ao aglomerarem formam os clusters (aglomerados de moléculas
correlacionadas estruturalmente). Os clusters sdo formados de acordo com a similaridade dos
seus espectros (cosseno) e padroes de fragmentacdo, constituindo familias moleculares
(CARABALLO-RODRIGUEZ, et al., 2017).

A aplicagdo dos dados cromatograficos na obtengdo das redes moleculares resultou na
formagdo de 160 agrupamentos moleculares no modo de ionizagao negativo (Figura 26) e 72
agrupamentos moleculares no modo de ionizag¢do positivo (Figura 27). A andlise manual dos
clusters, através dos perfis dos espectros (nivel 2) resultou na anotagdo de 21 compostos, 0s
quais estdo descritos na Tabela 10 (Figura 28). Os metabdlitos sdo pertencentes,
majoritariamente, as classes dos flavonoides, fenillpropanoides e terpenoides. Na andlise da
rede molecular, os compostos que apresentaram erro superior a 5 ppm e espectros de massa
ndo correspondentes foram descartados.

Inicialmente, analisou-se as redes moleculares e compostos anotados provenientes da
ionizacdo no modo negativo. Dentre as duas substancias anotadas a partir da ionizagdo no

modo positivo, todas j& haviam sido encontradas no modo de ionizag@o negativo.
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Figura 26 - Rede molecular com os dados de CLUE-IES-QqTOF-EM/EM para os extratos de

tomateiros no modo negativo através do classical molecular networking.
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Figura 27 - Rede molecular com os dados de CLUE-IES-QqTOF-EM/EM para os extratos de

tomateiros no modo positivo através do classical molecular networking.
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Para melhor visualiza¢do das redes moleculares, foram atribuidas cores aos nodos, no
Cytoscape, para diferenciar a presenca dos metabolitos em cada condi¢do de cultivo (estufa-
EE e horta - EH) e tipo de tomateiros (Norty - TN e Dylla - TD), sendo: vermelho (EE-TD),
verde (EH-TD), azul (EE-TN) e amarelo (EH-TN).

Dentre os clusters observados, um mostrou agrupamento de ions correspondentes a
flavonoides com e sem unidades glicosidicas (Figura 29), incluindo as estruturas dos
compostos 98, 100, 101, 104 ¢ 107. Como pode ser observado, o composto kaemferol-3-O-
rutinosideo (100) se difere de quercetina-3-O-rutinoside (98), pela auséncia de uma hidroxila
na posicdo 5’ do anel B dos flavonoides. Essa diferen¢a pode ser visualizada nos nodos, sendo
os ions precursores iguais a m/z 609,148 e m/z 593,153 [M — OH]. Desta forma, nota-se um
cosseno proximo de 1,0 para os nodos citados na rede molecular. A mesma analise pode ser
evidenciada ao comparar 98 com quercetina-3-O-glucosideo (101), se diferindo por uma
unidade glicosidica de massa menor igual a 146 ua. A confirmacgao das estruturas foi realizada
pela anotacdo na plataforma GNPS pela comparacao dos dados dos ions produtos obtidos com
dados na literatura. Na Figura 30 é mostrado o EM/EM da substancia quercetina-3-O-

glucosideo (101) e a proposta de fragmentacao (Figura 31).

Figura 29 - Familia de ions de fenilpropanoides anotados pela plataforma GNPS em rede

molecular (modo negativo) para as variedades de tomateiros Dylla e Norty.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A fragmentacdo inicial de flavonoides glicosilados ¢ demonstrada pela perda da
unidade glicosidica a partir de uma fragmentagdo na ligacdo O-C (carbono anomérico). Para a
molécula de quercetina-3-O-glucosideo, confirma-se a perda de uma hexose (162 ua) e
formacdo da aglicona quercetina (m/z 301). Os mecanismos de retro Diels-Alder (RDA)
também desempenham papel importante nas fragmentacdes de flavonoides. A fragmentacao
no anel C pode ocorrer em todas as subclasses de flavonoides, e 0 mecanismo RDA pode
variar de acordo com a subclasse estrutural (DEMARQUE, et al., 2015; DUENAS, et al.,
2013). A partir dos ions m/z 301,0316, o mecanismo de RDA leva a formagao do ion m/z
151,0033, com a carga localizada no anel A. O fragmento observado com m/z 271,0241

refere-se a quebra do anel pirano e liberagdo de CO (CAMPIDELLI, 2017).

Figura 30 - Espectro de EM/EM representativo do ion precursor de m/z 463,0870 referente ao
metabolito quercetina-3-O-glucosideo (101).
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Fonte: Software Compass DataAnalysis.

A qualidade dos espectros obtidos pela analise EM/EM ¢ de fundamental importancia
para formacdo das redes moleculares. Durante a aquisi¢do dos dados espectrais, podem
ocorrer a geracao de espectros com diferentes qualidades, desde o inicio ao fim da aquisicao,
obtendo-se assim, espectros de qualidade inferior (OLIVA, et al., 2017). Em muitas das redes
obtidas pela andlise no GNPS, tanto para modo positivo quanto negativo, foi possivel
observar o agrupamento de espectros relativos a mesma substancia em diferentes noés (Figura
29). Entretanto, essa observagdo ndo interferiu na qualidade e interpretacdo das redes geradas.

Os flavonoides apresentam papel importante na defesa das plantas contra patdgenos,
herbivoros e estresse ambiental (TREUTTER, 2005). O alto nivel de flavonoides produzidos
por tomateiros confere resisténcia a infestagao por adultos de B. tabaci e reduz a disseminagao
de TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus), doenga que encraquela e amarela as folhas da

planta (YAO, et al., 2019). Estudos metabolomicos de tomates infectados por fungos
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mostraram maiores concentragdes de flavonoides, como rutina e quercetina-3-galactosideo

(GARCIA, et al., 2018).
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Os compostos quimicos da classe dos fenilpropanoides compreendem uma importante
classe de metabolitos secundarios de plantas. O metabolismo dessa classe de compostos ¢
ativado sob condi¢des de estresse, como ferimentos, ataques de patdégenos ou radiacdo UV
(OLIVA, et al., 2020). Concentracdes expressivas de fenilpropanoides foram encontradas em
folhas de tomateiros, associando-os ao papel defensivo da planta. A maior concentragdao em
folhas de plantas “jovens” reflete a necessidade desses tecidos em aumentarem o seu potencial
de defesa (LOPEZ-GRESA, et al., 2012). O cluster representado na Figura 32 ilustra o
agrupamento de ions fenilpropanoides anotados na rede molecular via ionizagdo no modo

negativo. Como pode ser observado, os compostos anotados nesse c/uster foram 99 e 105.

Figura 32 - Familia molecular de ions de fenilpropanoides anotados na rede molecular (modo

negativo) para os tomateiros.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 33 ¢ apresentado o espectro de massas do acido clorogénico (99), composto
da classe dos fenilpropanoides anotado para os tomateiros. A fragmentacdo (Figura 34) do
acido clorogénico correlaciona-se com o espectro de massas obtido experimentalmente. O
pico com m/z 353,0866 ([M-H]"), apos clivagem da ligacao éster entre o acido quinico e acido
cafeico, produz o ion m/z 191,0561 [M-H-162]. A fragmentag¢ao da unidade do acido cafeico

e quinico produzem o ion cafeoil (m/z 179,0346) e o ion quinato com m/z 173,0453, que apoés
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perder uma unidade de didxido de carbono produz o ion m/z 135,0448 (WILLEMS et al.,
2016).

Figura 33 - Espectro de EM/EM representativo do 4cido clorogénico (99).
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Fonte: Software Compass DataAnalysis.
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Figura 34 - Proposta de fragmentacao para a molécula de acido clorogénico ([M-H]).
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Fonte: WILLEMS, 2016 (Adaptada).

Alguns triterpenoides da classe ursano e oleano foram anotados em um tnico
cluster no modo negativo (Figura 35). Na rede molecular foram encontrados os compostos

108, 109, 110 e 116, sendo que os trés ultimos estavam pesentes somente na variedade TD
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cultivada na estufa. Quando comparadas as estruturas de 109 e 110, observa-se que a unica
diferenca entre os dois compostos ¢ a presen¢a de uma hidroxila na posi¢ao 6 do triterpeno,
sendo observada a diferenca de 16 ua entre os dois nodos. As estruturas podem ser
confirmadas a partir da andlise do espectro representativo de EM/EM em comparagdo com
dados da literatura e biblioteca da plataforma GNPS. Na Figura 36 ¢ mostrado o EM/EM da
substancia acido (2a,3p,5x1,9x1,19a)-2,3,19-triidroxi-olean-12-en-28-oico (116) e a proposta

de fragmentacgao (Figura 37).

Figura 35 - Familias moleculares de ions de triterpenos anotados na rede molecular dos

tomateiros.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 36 - Espectro de EM/EM representativo do ion precursor de m/z 471,3420 referente ao

composto 116.
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Fonte: Software Compass DataAnalysis.
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A proposta de fragmenta¢do do acido (2a,3f,5x1,9x1,19a)-2,3,19-triidroxi-olean-12-
en-28-oico (116) corrobora com o espectro de massas obtido no modo positivo. O composto
apresenta massa molecular aproximada de 488 g/mol. No entanto, ao sofrer ionizagdo em
modo positivo, os grupos hidroxila da molécula podem sofrer desidratacdo e perder
facilmente uma molécula de agua, gerando no espectro EM/EM o ion precursor com m/z
471,3420 ([M+H-H20]"). A partir desse ion, sucessivas desidratagdes ([M+H-H,O]")
produzem os ions com m/z 453,3362 ¢ m/z 435,3234. Pelo mecanismo de retro Diels-Alder
(RDA), fragmentacdo tipica no anel C de olean-12-enos e ursan-12-enos (RADOSEVICH, et
al., 1985), o espectro revela a formagao dos ions m/z 223,1713 e m/z 247,1700, dependendo
da localizagdo da carga no processo de desidratacao.

Os triterpenos estdo associados as funcdes fisioldgicas nas plantas e fazem parte dos
sistemas de defesa, aumentando a resisténcia contra a invasdo de patogenos, defesa contra o
estresse e producao de mecanismos de reparo para feridas e lesdes (DOMINGO, et al., 2009).
Testes com o acido ursolico, aplicado de forma exdgena, mostraram aumento na indugao de
mecanismos de resposta a resisténcia em graos de sorgo, associando ao aumento na produgao
de acido salicilico. Desta forma, por apresentar baixa toxicidade e efeitos antifingicos contra
patogenos, o estudo mostrou o grande potencial do triterpeno para aplicacdo como fungicida
pos-colheita (SHAIK, et al., 2016).

Um metabolito secundario da classe dos alcaloides (Figura 38) foi anotado na rede
molecular obtidas pela ionizagdo em modo negativo, sendo denominado de riboflavina (111).
O nodo nao foi agrupado com nenhum dos outros nds, formando um nodo isolado. O

composto foi encontrado apenas no extrato etanolico da estufa para a variedade resistente

(EE-TD).

Figura 38 - Nodo do alcaloide 111 anotado na rede molecular (modo negativo) para TD.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os alcaloides sdo metabolitos ja conhecidos por atuarem na prote¢do de plantas contra
insetos, fungos, bactérias e virus (FUKUHARA, et al., 2004; FRIEDMAN, 2002). A
riboflavina (vitamina B2) pode atuar como um ativador da resisténcia das plantas contra o

estresse de patogenos (AZAMI-SARDOOE], et al., 2010; DONG E BEER, 2000).

4.4 Anilise dos compostos organicos nao-volateis por RMN de 'H

4.4.1 Variabilidade de compostos orginicos nio-volateis por RMN de 'H

Os extratos etandlicos das variedades TN e TD, pertencentes a espécie Solanum
lycopersicum, foram obtidos a partir das folhas dos vegetais cultivados na horta (em
condicdes de herbivoria) e estufa (controle). Com o objetivo de melhorar a identificacdo da
variabilidade quimica das amostras. Ainda na forma bruta, os extratos foram submetidos a
analise de RMN de 'H e seus espectros (Figura 39) apresentaram bastante similaridade,
embora os sinais sejam bastante heterogéneos. Em funcdo da complexidade quimica dos
extratos e das similaridades espectrais, realizou-se as analises estatisticas multivariadas que se
fizeram necessarias para melhor compreensdo dos resultados. Para isso, foi desenvolvida a
andlise de OPLS-DA, que consite na ortogonalizagdo da modelagem para melhoraria na
identificacdo de alteragdes quimicas, removendo a variancia sistemdtica ndo relacionada de
acordo com as classes de amostras (TRYGG E WOLD, 2002; DA SILVA, et al., 2021).

Nas Figuras 40a e 40b s3o ilustrados os graficos de scores e loadings,
respectivamente, para a analise dos extratos etanolicos de folhas de tomates resistentes (azul)
e suscetiveis (vermelho) a mosca-branca cultivada na estufa (ambiente controlado, sem
mosca-branca); e nas Figuras 40c e 40d sdo apresentados os graficos de scores e loadings,
respectivamente, para os extratos das folhas de tomates resistentes (azul) e suscetiveis
(vermelho) a mosca-branca cultivada na horta (com influéncia da mosca-branca).

De acordo com os dados de scores e loadings, LV1 foi a principal variavel latente de
discriminagdo das amostras. A variedade TN, cultivada na estufa apresentou maior variagao
de sinais referentes aos acidos graxos insaturados, quando comparada a TD (Figura 40a e
40b). Na analise dos dados obtidos a partir dos extratos das folhas com as duas variedades
cultivadas na horta, observa-se a presen¢a de sinais na regiao dos aromaticos (Figura 40c e
40d) para a variedade néo resistente (TN). E possivel observar que os sinais dos espectros tém
maior variabilidade quando comparadas as amostras de variedades cultivadas na estufa

(controle) com aquelas que tiveram expostas a mosca-branca (horta).
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Figura 39 - Comparagao entre os espectros de RMN de 'H (DMSO, 600 MHz) dos extratos de TN e TD, cultivados em horta e estufa.
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Figura 40 - a) Grafico de scores das varidveis latentes LV1 x LV2 obtida pela avaliagao das
folhas de tomates resistentes (azul) e suscetiveis (vermelho) a mosca-branca cultivada na
estufa, b) com os loadings de LV1 plotados em linhas. c) Grafico de scores das variaveis
latentes LV1 x LV2 a partir da avaliagdo das folhas de tomates resistentes (azul) e suscetiveis

(vermelho) a mosca-branca cultivada na horta, com os loadings LV1 plotados em linhas (d).
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Depois de compreendida a variabilidade dos sinais de RMN de 'H para os extratos de
tomateiros resistentes e suscetiveis a B. tabacci, bem como a influéncia do vetor transmissor
de geminivirus, novas avaliagoes de OPLS-DA foram desenvolvidas para compreender essa
variagdo. Nas figuras 4la e 41b sdo apresentados os graficos de scores e loadings,
respectivamente, para tomateiros resistentes a mosca-branca cultivadas na estufa (verde) e
horta (laranja); e nas Figuras 41c e 41d sdo ilustrados os graficos de scores e loadings,
respectivamente, para tomateiros suscetiveis cultivados na estufa (verde) e horta (laranja).

A partir da analise detalhada, observou-se que a variedade resistente produziu maior
quantidade de compostos graxos ao ser cultivada na estufa, quando comparado com o cultivo
na horta. Tais os dados sugerem que os tomateiros, por apresentarem resisténcia a praga em
estudo, ndo produziram grandes quantidades dos metabdlitos graxos. Esses compostos sdo
produzidos a partir da cascata octadecanoide quando as plantas sdo expostas em condicdes de
estresse (PICHERSKY, et al., 2006).

Os dados apresentados nas Figuras 4lc e 41d representam a variabilidade de
compostos produzidos pela variedade nao resistente, os quais evidenciam a presenga de
compostos aromaticos nas amostras de tomateiros cultivados na estufa em quantidades
superiores aos cultivados na horta. Nota-se também, que os tomateiros ndo resistentes
cultivados na horta produziram maiores quantidades de compostos graxos, sugerindo uma

possivel via metabolica de defesa ao sofrerem herbivoria pela mosca-branca.
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Figura 41 - a) Sistema scores de coordenadas de LV1 x LV2 a partir da avaliacao das folhas

de tomates resistentes a mosca-branca cultivadas na horta (verde) e estufa (laranja), b) com os

loadings de LV1 plotados em linhas. c) Sistema scores de coordenadas de LV1 x LV2 de

tomates suscetiveis a mosca-branca cultivada em estufa (verde) e horta (laranja), d) com os

loadings PC1 plotados em linhas.
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4.4.2 Analise dos espectros de RMN de 'H

A anélise visual dos dados de RMN de 'H obtidos a partir dos extratos etanélicos das
folhas dos tomateiros Dylla (TD) e Norty (TN), nas duas condi¢des de analise (cultivados na
horta e estufa) mostram deslocamentos quimicos caracteristicos de regides conhecidas no
espectro como alifatica (0 a 1,5 ppm), acilica (2,0 a 2,5 ppm), metoxilica (3,5 a 3,8 ppm),
olefinica (4,5 a 7,0 ppm), aromatica (6,8 a 8,0 ppm) e carbonilica (9,0 a 12,0 ppm). Conforme
observado na Figura 39 e em conjunto com os dados de CG-EM (Figura 22, Tabela 7), nota-
se majoritariamente sinais caracteristicos de compostos organicos pertencentes a classe dos
¢ésteres graxos saturados e insaturados. Entretanto, € possivel observar alguns sinais na regiao
dos compostos aromaticos, condizentes com os dados obtidos na andlise de CLUE-EM/EM
(Figura 28, Tabela 8).

Baseado na comparagao dos dados experimentais confrontados com os da literatura
(HEYDARI, 2020; IBRAHIM, et al., 2018; OLIVEIRA, 2018; SIMOES, 2007; ARIGONI, et
al., 1999), os sinais dos ésteres e alcoois graxos podem ser reconhecidos. Em & 0,85 foi
observado a presenga de sinais referentes aos grupos metilas das extensas cadeias dos ésteres
e alcoois. Como o éster linolenato possui uma metila proxima a uma ligacdo dupla, esta
encontra-se mais desblindada que as demais, apresentando sinal em 6 0,93. O sinal em 6 1,23
foi atribuido aos grupos metilénicos, com exce¢do dos grupos o ¢ S carbonilicos e o olefinicos
dos ésteres graxos. Estes, por tltimo descritos, foram atribuidos aos deslocamentos em 6 1,55
(f carbonilicos), 6 2,02 (a olefinicos) e 6 2,24 (« carbonilicos). Os hidrogénios o de ésteres
sdo mais desblindados que os alifaticos, devido ao efeito gerado pelo campo anisotropico do
grupo carbonila. Os hidrogénios o hidroxila foram atribuidos aos sinais em 6 3,40, com maior
deslocamento quimico devido ao efeito de desblindagem provocado pela eletronegatividade
do oxigénio, que esta ligado no mesmo carbono (PAVIA, 2015). Os hidrogénios dos grupos
metilénicos localizados entre as olefinas (linoleatos e linolenatos), foram atribuidos aos sinais
em & 2,77. Os hidrogénios ligados a carbonos hibridizados em sp? dos grupos olefinas de
¢ésteres insaturados estao localizados proximo de 6 5,32. Alguns dos compostos associados as
diferengas entre os cultivares de tomates, conforme observado na analise de CG-EM, estdo
descritos na Tabela 9 e foram caracterizados através dos deslocamentos quimicos de RMN de

'H em comparagdo com os dados da literatura.
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Pela analise estatistica multivariada foi possivel verificar que a variedade resistente
(TD), quando infestada pela mosca-branca, produziu quantidade significativa de fitol (94).
Estudos evidenciaram que espécies de plantas supridas com fitol exdgeno aumentaram a
producao de tocoferois e ésteres de fitol, compostos igualmente induzidos sob condi¢des de
estresses (ISCHEBECK, et al., 2006). Para confirmar a presenga e caracterizagao do
composto 94, realizou-se experimentos de '*C, HSOC e HMBC para as amostras de extratos
das folhas de tomates Dylla (TD) e Norty (TN), nas condi¢des de herbivoria pela mosca-
branca na horta (EH) e estufa (EE).

Ao analisar o espectro de RMN de '*C (Figura 42, Tabela 10), obtido a partir da
amostra EH-TD, verificou-se em 6 59,38 um deslocamento caracteristico de grupamento
alcool (C-OH), além dos sinais em & 123,22 e 141,42 referentes aos deslocamentos de
carbonos hidrizados sp?. Na regido de & 13,8 — 53,04 ¢é possivel observar sinais com

deslocamentos de carbonos metilicos, metinicos e metilénicos.

Figura 42 - Espectro de RMN de '*C (CDCls, 150 MHz) para a amostra EH-TD.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pelo mapa de contorno de HSQC (Tabela 10; Figuras 43 e 44) foi possivel
correlacionar hidrogénios e carbonos diretamente ligados (!Jcn). Desta forma, foi observada a
correlagao dos H-1 com o carbono em ¢ 62,2 atribuindo este sinal ao C-1. Um sinal referente
a Csp2 em 0 125,3 foi atribuido ao C-2. O sinal em 6 140,0 referente ao C-3, ndo foi observado
por ser carbono quaternario € ndo possuir hidrogénio diretamente ligado. Também foi possivel

verificar que os sinais referentes aos hidrogénios das metilas (H-16 a H-20) fazem correlacao
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direta com os carbonos em 6 22,9 (16-CH3 e 17-CHz3) e 6 20,1 (18-CH3 e 19-CH3z) e 6 17,3
(20-CHa).

Figura 43 - Mapa de contorno HSQC para a amostra EH-TD, mostrando as correlacdes do

composto fitol (94).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 44 - Ampliacao (0,5 a 3,0 ppm) do mapa de contorno HSQC para a amostra EH-TD,
mostrando as correlagdes dos atomos de H e C do composto fitol (94).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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No experimento de HMBC (Tabela 10, Figura 45 e 46), em que as correlacdes H-C
podem ser observadas a uma distancia maior de ligacdo (%Jcu, >Jcn ou até “Jcn), o hidrogénio
ligado a Csp? & 5,32 (H-2) mostrou correlagio com o sinal da Me-20 (8 17,3) e com C-4 (5
39,3). O sinal em 6 1,49 (H-5 e H-15) mostrou correlagdes para H-5 com & 141,4 (C-3), 6 39,3
(C-4) e 24,8 (C-5); e, para H-15 com 0 22,9 (C-16 e C-17). Observa-se ainda as correlagdes

das metilas Me-18 e Me-19 com seus respectivos carbonos em 6 31,7 (C-11 e C-7).

Figura 45 - Esquema de algumas correlagdes observadas no mapa de contorno de HMBC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Portanto, as andlises conjuntas dos espectros de RMN de 'H e '3C, dos mapas de
contorno de HSQC e HMBC, em comparacdo com dados da literatura (IBRAHIM, 2018;
ARIGONI, 1999), permitiram definir a substancia 94 como sendo o fitol.

Ao analisar a regido mais desblindada do espectro de RMN de 'H, foi possivel
observar sinais caracteristicos de compostos aromaticos, podendo estes serem atribuidos a
presenca de flavonoides. Na Figura 47 é apresentado o espectro de RMN de 'H da amostra
EH-TN, que quando confrontado com os dados da literatura sugere a presenca da quercetina
(SANTOS, et al., 2017) e seus derivados glicosilados, substancias estas encontradas em todas
as amostras de extratos das folhas de tomates quando também analisadas por CLUE-EM/EM
(Tabela 10). Os sinais referentes aos glicosideos estdo localizados na regido com
deslocamento proximo de 3,5-4,0 ppm (Figura 47), sugerindo também a presenga da
quercetina-3-0- rutinosideo (101), de acordo com os dados de quimiometria (Figuras 41 e 42)
e GNPS. A Tabela 11 apresenta os dados RMN de 'H, '*C, HSOC, HMBC obtidos para a

quercetina (118) na forma aglicona, a partir da amostra EH-TN.
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) para a amostra EH-TN.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de RMN de 'H mostra sinais caracteristicos de acoplamento do tipo meta
entre os sinais de H-6 e H-8, com deslocamentos em 6,20 ppm (d, J= 1,8 Hz) € 6 6,42 (d, J =
1,8 Hz), ambos os hidrogénios pertencentes ao anel A dos flavonoides. Também foi
observada a presenga de trés sinais sendo um dupleto em o 7,55 (J = 1,6 Hz, H-2’), um
dupleto em 6 6,89 (J = 8,6 Hz, H-5") e um duplo dupleto em 6 6,88 (J = 8,6, 1,6 Hz, H-6"),
atribuidos aos hidrogénios do anel B. As constantes evidenciam acoplamento em meta e orto
(PAVIA, et al., 2015), condizentes com o padrao de substitui¢ao do anel B para quercetina.

Por meio do mapa de contorno de HSQC (Figura 48) sao ilustradas as correlagdes de
hidrogénios e carbonos diretamente ligados ('Jcn). E possivel observar as correlagdes de H-6
e H-8 com seus respectivos carbonos & 99,1 e 8 93,6. Os hidrogénios do anel B do flavonoide
mostram correlagdes de H-2° com C-2” (6 115,4), H-5" com C-5" (8 115,9) e H-6" com C-6’
(6 121,2) (Tabela 11).
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Figura 48 - Mapa de contorno HSQC para a amostra EH-TN, mostrando as correlagdes do

flavonoide quercetina (118).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O mapa de contorno HMBC (Figura 50) mostra as correlagdes dos hidrogénios a
multiplas ligacdes, sendo possivel destacar as principais correlagdes (Figura 49) para os
hidrogénios do anel A (H-6 e H-8, com C-2, C-5, C-6, C-7, C-8 e C-10) e para o anel B (HS’
e H-6’, com C-3°, C-4’ ¢ C-6’). Além disso, H-2’ correlaciona com trés carbonos do anel B
(C-3’,C-4’ e C-6"), e ainda com C-2 do anel C (Tabela 13).

Sendo assim, a associacdo das analises dos espectros de RMN de 'H e °C, dos mapas
de contorno de HSQC e HMBC, em comparagdo com dados da literatura (SANTOS, et al.,

2017), permitiram definir a substancia 118 como sendo a quercetina.

Figura 49 - Esquema de algumas correlagdes observadas no mapa de contorno de HMBC

para o flavonoide quercetina.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento quimico das
variedades de tomateiros pertencentes a espécie Solanum lycopersicum, além da identificacdao
de possiveis candidatos a semioquimicos frente as interagdes com a mosca-branca. As
analises quimiométricas das duas variedades de tomateiros mostraram diferengas e
semelhancas no perfil de compostos organicos volateis e ndo volateis produzidos sob
condigdes naturais e estresse por herbivoria.

Na analise por CG-EM foi possivel identificar 82 compostos quimicos, sendo 65
COVs e 17 CONVs. Através do estudo quimiométrico, as andlises estatisticas OPLS-DA
aplicadas para os dados obtidos no estudo dos COVs confirmaram a diferenca de metabolitos
produzidos pelas variedades de tomateiros e mostrou que a variedade de tomate resistente
(Dylla - TD) produziu o 6xido de trans-carvenona (43). Este composto nao foi identificado
para a variedade ndo resistente (Norty - TN). Ao serem infestados por mosca-branca, os
tomateiros Dylla produziram grandes quantidades de J-2-careno (4); e a variedade Norty
apresentou maior quantidade de a-humuleno (70) ¢ o composto ndo identificado 65. Os
resultados de PCA, realizados com os dados cromatograficos obtidos a partir dos extratos
etanolicos analisados por CG-EM, mostraram fortes correlacdes de TD e TN com a produgdo
dos compostos palmitato de etila (90), linolenato de metila (93), fitol (94), linolenato de
proprila (95), linolenato de etila (96). No entanto, o fitol (94) foi produzido em maiores
quantidades por TD.

Na analise por CLUE-EM/EM, os dados obtidos foram processados na plataforma
GNPS, levando na na anotacao de 20 compostos. Dentre estes, nenhum dos compostos foram
identificados por CG-EM. Majoritariamente, os metabolitos anotados pertencem as classes
dos flavonoides, terpenoides, fenilpropanoides e alcaloides. Através da analise no GNPS foi
possivel observar a formacao de clusters com agrupamentos de classes de metabolitos, tanto
para modo positivo como negativo, demonstrando as fortes correlagdes entre os espectros de
massas obtidos. Alguns compostos estavam presentes em ambas as variedades, no entanto,
outros se destacaram apenas na variedade TD, formando clusters agrupados de terpenos,
alcaloides e fenilpropanoides. Dentre os compostos anotados, foi proposta a analise e
identificacao do flavonoide, quercetina-3-O-glucosideo (101); do fenilpropanoide, &cido
clorogénico (99) e do triterpenoide, acido (2a,34,5xi1,9x1,19a)-2,3,19-trihidroxi-olean-12-en-
28-oico (116).
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A analise por RMN de 'H foi condizente com o perfil de compostos identificados por
CG-EM e CLUE-EM/EM, sendo evidenciado sinais no espectro de RMN de 'H para alcoois,
¢ésteres e acidos graxos e alguns sinais na regido dos aromaticos. Apos identificagdo das
principais diferengas entre as variedades de tomateiros, as andlises complementares de '*C,
mapas de contorno HSQC e HMBC permitiram a caracterizacdo da estrutura do fitol (94) e
dos flavonides quercetina (118) e quercetina-3-O-rutinosideo (98).

Sendo assim, ¢ possivel concluir que as variedades de tomateiros produziram
compostos diferentes nas duas situagdes da andlise, sob condigdes de herbivoria e na estufa
isolados de qualquer tipo de praga. Portanto, a partir desse conhecimento ¢ possivel iniciar
estudos de confirmagdo dos compostos como possiveis semioquimicos e a partir dai realizar
aplicagdes em ensaios controlados para verificar a eficiéncia dos compostos quimicos na

repeléncia da mosca-branca.
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ANEXO 1

COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS

18. (E,Z2)-2-etilideno-6-metill-3,5-heptadienal
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23. 1,5,5-trimetil-6-metileno-ciclohexeno
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24. cis-1-etilidenoctahidro-7a-metil-1H-indeno
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25. dihidroumbelulona

jo0 69 81
a5 110
50+ "
152
55
91
136
50 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Espectro de massas obtido experimentalmente para 25.
100 95
41 69
97
67 81 ‘.
83 =0
50 152
39 55
/ 137
43
53
59 79 123
i R A
PR Y 1 9 R 4 1 1 O Y |
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 25.



113

31. ascaridol (estereoisomero)
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32. cis-sabinol (estereoisomero)
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38. 4(10)-tujen-3-ol (estereoisdmero)
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 38.
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60. 1-acetil-2-(1-hidroxietil)-ciclohexeno

100- =
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 60.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 60.
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61. a-limonene diepoxido
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 61.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 61.
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68. 4-hidroxi-6-isopropil-3-metilciclohex-2-enona
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 68.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 68.
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71. 4,4-dimetil-3-(3-metillbut-3-enilideno)-2-metilenebiciclo[4.1.0]heptano

100 4
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 7T1.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto T1.



74. 2,6,10-trimetil-tetradecano
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 74.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 74.
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75. 4,4-dimetil-tetraciclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol

1004 136
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 75.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 75.
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ANEXO 2

ESPECTROS DE MASSA E PROPOSTAS DE FRAGMENTACAO PARA OS
COMPOSTOS ORGANICOS NAO VOLATEIS

81. 4-(6,6-dimetil-2-metillenecicloex-3-enilideno)pentan-2-ol
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 81.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 81.
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82. acido 3-(1-hidroxi-2-isopropil-5-metilcicloexil)-propiolico
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 82.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 82.
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88. 9,12,15-octadecatrienoato de etila

100 1
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 88.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 88.
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91. trans-9-hexadecen-1-ol
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 91.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 91.
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95. linoleato de propila
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Espectro de massas obtido experimentalmente para 95.
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Espectro de massas sugerido pela biblioteca NIST para composto 95.



