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RESUMO

Santos, Arielly Celestino Rodrigues. Universidade Federal de Mato Grosso,
agosto de 2023. Desenvolvimento de novos bio-herbicidas para o controle
sustentavel de plantas invasoras do género Amaranthus. Orientadora: Prof. Dré.
Olivia Moreira Sampaio.

O objetivo deste trabalho € avaliar os extratos das plantas H. brevipes, H. crenata, H.
campestris, H. saxatilis e H. suaveolens como bio-herbicidas inibidores da fotossintese de
plantas daninhas do género Amaranthus. Primeiramente, esses extratos foram avaliados como
inibidores do fotossistema Il (PSII) através da medicdo de fluorescéncia da clorofila a (Chl
a).Neste estudo, o extrato de H. brevipes apresentou os melhores resultados, reduzindo os
indices de desempenho (PI abs, PICsm e PICSo) em 63, 58 e 65%, respectivamente.Além disso,
a diminuicdo dos parametros fenomenolégicos ABS/CSm, TRo/CSm, ETo/CSm e RC/CSm do
PSII, indicam que a baixa absorcdo de energia reduziu o transporte de elétrons. Com o bloqueio
o0 transporte de elétrons nessas secdes, toda a energia que seria gasta no processo foi dissipada
na forma de calor interrompendo o desenvolvimento da planta. O extrato de H. brevipes tém
acdo seletiva como herbicida poés-emergente. Uma vez que, esse extrato age de forma
independente da concentragdo nas espécies A. hybridus e em doses de alta concentragdo na
espécie A. Spinosus. De acordo com a anélise estatistica multivariada, a maioria dos metabolitos
correlacionados com a atividade foram da classe dos terpenoides, flavonoides e
fenilpropanoides. Estes resultados sugerem metabdlitos com acao bio-herbicida promissores no
extrato de H. brevipes. Assim, 0os comportamentos fitotdxicos baseados em extratos de plantas
podem servir como uma ferramenta valiosa no desenvolvimento de um bio-herbicida, uma vez
que os produtos naturais representam uma alternativa interessante para substituir os herbicidas
comerciais.

Palavras-Chave:Bio-herbicida, clorofila a, Hyptis, Analise multivariada, metaboloma



ABSTRACT

Santos, Arielly Celestino Rodrigues. Universidade Federal de Mato Grosso, agosto de
2023. Desenvolvimento de novos bio-herbicidas para o controle sustentavel de
plantas invasoras do género Amaranthus. Orientadora: Prof. Dré. Olivia Moreira
Sampaio.

The objective of this work is to evaluate extracts from the plants H. brevipes, H.
crenata, H. campestris, H. saxatilis and H. suaveolens as bioherbicides that inhibit the
photosynthesis of weeds of the genus Amaranthus. Firstly, these extracts were evaluated
as inhibitors of photosystem Il (PSII) by measuring chlorophyll a (Chl a) fluorescence.
In this study, the H. brevipes extract showed the best results, reducing performance
indices (Pl abs, PICsm and PICSo) by 63, 58 and 65%, respectively. Furthermore, the
decrease in the phenomenological parameters ABS/CSm, TRo/CSm, ETo/CSm and
RC/CSm of PSII indicate that the low energy absorption reduced transport of electrons.
By blocking the transport of electrons in these sections, all the energy that would have
been spent in the process was dissipated in the form of heat, interrupting the plant's
development. H. brevipes extract has selective action as a post-emergence herbicide.
Since this extract acts independently of concentration on the A. hybridus species and in
high concentration doses on the A. Spinosus species. According to multivariate
statistical analysis, the majority of metabolites correlated with activity were from the
class of terpenoids, flavonoids and phenylpropanoids. These results suggest metabolites
with promising bioherbicidal action in the H. brevipes extract. Thus, phytotoxic
behaviors based on plant extracts can serve as a valuable tool in the development of a
bioherbicide, since natural products represent an interesting alternative to replace
commercial herbicides.

Keywords: Bioherbicide, chlorophyll a, Hyptis, Multivariate analysis, metabolome
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1. INTRODUCAO

Plantas invasoras se reproduzem vegetativamente de forma autdnoma e
numerosa em locais indesejados, com maior capacidade competitiva e dispersiva
disputando diretamente com espécies nativas por recursos limitados, como agua, luz,
espaco e nutrientes do solo (MAGNO et al., 2011). A presenca de plantas daninhas
em areas agricolas é, portanto, um interferente negativo na agricultura em grande
escala, levando a queda na qualidade dos produtos até as perdas substanciais na
colheita (MANUCHEHRI et al., 2017; MOURA et al., 2020).

Na agricultura, o0 manejo de plantas daninhas é uma pratica agronémica
fundamental. O controle quimico € a tatica dominante utilizada para reduzir as
populacdes dessas plantas, por ser um método rapido e eficaz, além de contribuir para
0 aumento do rendimento e a qualidade agricola (ABOUZIENA; HAGGAG, 2016;
FAO, 2017; WAGNER et al., 2017). Segundo as pesquisas realizadas pela CEPEA
(Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada) em conjunto com CNA
(Confederagdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil), 0 agronegocio se destacou como
area importante da economia brasileira, contribuindo com 26,6% do PIB nacional
(CEPEA, 2020).

No Brasil, cerca de 77,7 milhdes de hectares sdo ocupados por plantagdes de
culturas como o milho, soja, feijao, algodao, arroz, com expectativa de expansdo da
area agricola. Esta grande economia agricola vem tornando o pais um dos maiores
consumidores de defensivos agricolas mundial, sendo os herbicidas os mais utilizados
(MAPA, 2018).

A aplicacdo de herbicidas sintéticos para controle eficaz de ervas daninhas
tornou-se indispensavel. Porém, esses herbicidas possuem alta toxicidade e o uso
indiscriminado desses herbicidas no mesmo campo para controlar ervas daninhas por
um periodo prolongado demonstrou causar resisténcia a herbicidas, residuos nas
lavouras, desequilibrio ecologico entre organismos nocivos e benéficos e poluicdo
ambiental (ROLAND et al., 2019).

A transicdo da agricultura convencional dependente de produtos quimicos
nocivos para praticas agricolas mais sustentaveis e ecoldgicas € uma das alternativas
de manejo de plantas daninhas (HASAN et al., 2021). O controle biologico das
espécies invasoras € um mecanismo para suprimir o desenvolvimento e o crescimento
de populacdes dessas daninhas a um nivel econdmico, utilizando inimigos naturais,

substancias naturais ou agentes bidticos (ANWAR et al., 2021).
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Os bio-herbicidas sdo considerados como um elemento crucial para o controle
de ervas daninhas. Visto que, muitos herbicidas como Cinmetilina, toxinas AAL,
Mesotrina, Artemisinina, Biolaphes, Glufosinato e Dicamba foram desenvolvidos a
partir de aleloquimicos de plantas (XIAO et al., 2017).

Bio-herbicidas desenvolvidos a partir de extratos de plantas e microrganismos
sdo uma abordagem dutil para o controle de plantas daninhas. Eles geralmente nédo
possuem caracteristicas persistentes, ou seja, possuem o tempo de meia-vida curta em
relacdo aos herbicidas sintéticos, baixa toxicidade, sio menos propensos a causar
contaminacdo do solo e da &gua e ndo causam efeitos adversos em organismos néo-
alvo, além de apresentar multiplos modos de acdo, o que reduz o risco de resisténcia
a herbicidas. Como resultado, os aleloquimicos servem como bons candidatos para o
desenvolvimento de bio-herbicidas, agentes antimicrobianos e reguladores de
crescimento (FAROOQ et al., 2020; KALISZ et al., 2021; STURM et al., 2018).

Neste trabalho é proposto o uso de cinco espécies de plantas (Hyptis
brevipes, Hyptis crenata, Hyptis campestris, Hyptis saxatilis e Hyptis suaveolens),
com o objetivo de avaliar seu potencial como bio-herbicida. O género Hyptis, da
familia Lamiaceae, possui grande valor na medicina popular com propriedades
terapéuticas, como curar feridas externas e internas (RUPA et al., 2017), atividade
anti-hipoglicémica (DANMALAM et al.,, 2009; MISHRA et al., 2021b),
hepatoprotetor e citoprotetor (GHAFFARI et al., 2012), antiparasitica (LIMACHI et
al., 2019), cicatrizacdo cutdnea em animais (MELO et al., 2021) dentre outras. Um
grande numero de espécies de plantas da familia Lamiaceae, apresentam potencial
alelopatico (RODRIGUES et al., 2012). Por exemplo, o &cido suavedlico, isolado e
identificado no extrato metanolico aquoso H. suaveolens, responsavel por afetar o
crescimento e a biodiversidade de individuos de outras espécies que crescem em
suas proximidades (ISLAM et al., 2014).

A notavel importancia econémica e o potencial farmacoldgico das espécies do
género Hyptis, torna necessario estudos objetivando a caracterizacdo e identificacao
de compostos bioativos (BRIDI et al., 2021). Visto que, o uso de substancias de
origem natural proporcionara novos produtos fitossanitarios em substituicdo aos
atuais sintéticos, que por muitas vezes sdo persistentes no solo e nocivos aos
humanos, animais e ambiente.

Devido a importancia do género Hyptis e a escassez de estudos fitoquimicos,
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farmacologicos e toxicologicos, este trabalho tem como objetivo, avaliar os extratos
de H. brevipes, H. crenata, H. campestris, H. saxatilis e H. suaveolens como bio-
herbicidas para o controle de plantas invasoras do género Amaranthus através da
inibicdo da fotossintese. Associado ao potencial fitossanitario o estudo do perfil
quimico das plantas sera investigado utilizando os dados de LC-MS/MS combinado
com analises estatisticas, com o intuito de selecionar o0s biomarcadores

correlacionados com a atividade bio-herbicida.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1  Implicagdes do uso de herbicidas

Na agricultura, o controle quimico é a estratégia principal para minimizar o0s
impactos negativos causados por plantas (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2018;
SAMPAIO et al., 2019). Desde a descoberta dos herbicidas sintéticos como o acido
(4-cloro-2-metilfenoxi) acético (MCPA) e o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
durante a segunda Guerra Mundial, os agricultores obtiveram sucesso no controle de
plantas invasoras, superando os métodos mecanicos de remocao, contribuindo desta
forma para o aumento da produtividade e eficiéncia agricola (MOSZCZYNSKI,
BIAEK, 2012).

Herbicidas sdo agentes quimicos de alta toxicidade que interferem no processo
bioquimico e fisiolégico das plantas, afetando o crescimento e impedindo o
desenvolvimento das mesmas. Com o aumento da populacdo mundial, 0 uso desses
produtos tornou-se indispensavel para garantir a produtividade agricola (SILVA et
al., 2014). O uso continuo e descontrolado de defensivos agricolas para o controle de
plantas daninhas resultou em mudangas no metabolismo dessas plantas, tornando seus
bidtipos resistentes a herbicidas.

O Brasil é um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo,
ficando em 2016 na posi¢do de 13° da lista (US$ 9 por tonelada), que mais uma vez foi
liderada por Japdo e Coreia do Sul. Este ranking mostra quanto cada pais gasta com
herbicidas tendo o tamanho da produgéo agricola como referéncia (ARAUJO FROTA;
SIQUEIRA, 2021; NUNES et al., 2021; PIGNATI et al., 2017). Em 2018 mais de
200 mil toneladas de glifosato e Paraquat foram vendidas no Brasil. Os dois
herbicidas lideram a lista de mortes por intoxicacdo (IPEA, 2019). Na Gltima década,
houve 45,7 mil atendimentos de intoxicacdes por agroquimicos (CARRANCA, 2021;
FIOCRUZ, 2018; FONSECA et al., 2020).

Tal elevado consumo de defensivos agricolas traz prejuizos para 0 meio
ambiente e principalmente para 0os humanos. A contaminacdo alimentar por residuos
de agroquimicos tem levado a populacdo a buscar alternativas sustentaveis no
consumo de alimentos. Hoje, a principal alternativa para melhorar o desenvolvimento
agricola esta na agricultura sustentavel (HASAN et al., 2021; RADHAKRISHNAN et
al., 2018).

O manejo sustentavel de daninhas compreende um conjunto de opcBes para o

18



controle de plantas invasoras, como exemplo, os bio-herbicidas, que substituem o uso de
herbicidas sintéticos (RADHAKRISHNAN et al., 2018). Visto que, os bio-herbicidas
derivados de produtos naturais ja sdo comercializados, como Collego™, GreenMatch™,
Weed Slayer®, WeedZap®, Beloukha®, entre outros, capazes de inibir o crescimento e
causar alteracfes no processo metabdlico em suas espécies alvo, sem causar acumulo
residual no meio ambiente demonstrando eficacia no manejo de populagdes de ervas
daninhas resistentes a herbicidas (HASAN et al., 2021).

2.2 Mecanismo de ac¢ao dos herbicidas

O conhecimento sobre atuacdo dos herbicidas é fundamental para
compreender os modos de agdo, sua especificidade e seu comportamento de atuacao
nas plantas e no meio ambiente (DAYAN et al.,, 2019). O mecanismo de acdo
descreve o caminho seguido pelo defensivo agricola para a interrupgdo ou mitigagéo
do crescimento regular e inibicdo das vias bioquimica das plantas (SHERWANI et
al., 2015). Esse processo é o primeiro de uma sequéncia de outras rea¢cdes quimicas
necessarias para causar danos irreversiveis, levando a eventual morte das plantas
invasoras (OLIVEIRA, 2011)

Os herbicidas sdo classificados de acordo com seu sitio de atuacdo, classe
quimica, tempo de aplicacdo e seletividade (SHERWANI et al., 2015). Existem
muitos grupos de herbicidas com diferentes composi¢cdes quimicas e diferentes
mecanismos toxicos de acdo. A classificagdo por mecanismo de acdo indica a
primeira enzima, proteina ou etapa bioquimica afetada na planta apos a aplicacdo
(MARCHI et al., 2008a):

¢ Inibidores da ACCase: Acetil coenzima A carboxilase faz parte da primeira
etapa da sintese lipidica. Assim, os inibidores de ACCase afetam a producao
de membrana celular nos meristemas da planta graminea.

e Inibidores da ALS: A acetolactato sintase faz parte da primeira etapa na
sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina).

Esses herbicidas afetam a producdo desses aminoacidos, o que eventualmente

leva a inibicdo da sintese de DNA. Eles afetam gramineas e dicotiledoneas.

e Inibidores de EPSPS: A enzima enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase é
usada na sintese dos aminoacidos triptofano, fenilalanina e tirosina. Eles

afetam gramineas e dicotileddneas.
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e Inibidores do tipo auxina: As auxinas sintéticas, em fungdo da similaridade
estrutural com a auxina natural das plantas acabam afetando o crescimento
das plantas. Possuem varios pontos de acdo na membrana celular, sendo
eficazes no controle de plantas dicotileddneas.

e Os inibidores do FSII: Os herbicidas inibidores do fotossistema Il reduzem o
fluxo de elétrons da 4gua para 0o NADP* na etapa fotoquimica da fotossintese.
Como consequéncia, ocorrem reagdes de oxidacao superiores as normalmente
toleradas pela célula levando a morte da planta.

e Os inibidores do FSI: Os herbicidas inibidores do fotossistema | capturam os
elétrons das ferredoxinas. Como resultado, sdo produzidas espécies reativas
de oxigénio e ocorrem reacBes de oxidagdo superiores as normalmente
toleradas pela célula, levando a morte da planta.

e Inibidores da divisdo celular: Sao divididos em trés grandes subgrupos: o
primeiro subgrupo é o K1 (Inibidores da formacdo de microtubulos), o K2
(Inibidores da mitose) e o K3 (Inibidores da sintese de acidos graxos de
cadeia muito longa). Estes subgrupos de herbicidas, tanto o K1 e 0 K3, sdo
considerados graminicidas.

¢ Inibidores da biossintese de carotendides: Quando a sintese de carotendides é
afetada, 0 excesso de energia é transferido para o oxigénio, resultando na
forma excitada (oxigénio no estado singleto, 10), que é altamente reativo e
causa danos foto-oxidativos (tais como peroxidacdo da membrana lipidica) e,
ao fim do processo, a morte da célula.

e Inibidores da PROTOX: a inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase
causa o bloqueio da producdo de clorofila e heme. Lipideos e proteinas sdo
atacados e oxidados, resultando em perda da clorofila e dos carotenoides e no
rompimento das membranas, levando a planta a morte.

e Inibidores da glutamina sintetase: Esse herbicida ocasiona a inibicdo da
enzima Glutamina Sintetase que realiza a reciclagem da amonia e tambeém a
transformacdo do glutamato em glutamina ocasionando o acumulo de aménio
na planta. Esse acimulo de amdénio na planta acaba impedindo que ocorra a
fotossintese, levando a planta a morte.

As principais categorias de herbicidas em uso atualmente, classificados de acordo

com mecanismos de agao e seus principais grupos quimicos estao descritos na Figura 1.
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Figura 1 : Grupos quimicos que representam a divisdo dos modos de ac¢do dos herbicidas. Inibidores da Acetil coenzima A (ACCase), Inibidores da
enzima acetolactato sintase (ALS), Inibidores da enzima enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), Inibidores da enzima protoporfirinogénic
oxidase(PROTOX), Inibidores do fotossistema Il e | (FSII e FSI), Inibidores do tipo auxinas, Inibidores da biossintese de carotenos e Inibidores da
divisao celular.
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O grupo dos inibidores da fotossintese, alvo deste trabalho, € um dos mais
promissores. As principais caracteristicas de atuacdo destes produtos sobre as espécies
alvo séo: queda de CO, poucas horas ap0s a aplicacdo, ndo apresentando problemas de
volatilizacdo, bem como, apresentam baixa toxicidade para mamiferos (SHERWANI et
al., 2015; ZHU et al., 2009). Possuem diferentes familias quimicas, entre as quais as
mais comuns sdo: fenilcarbamatos, piridazinonas, triazinas, triazinonas, triazolinonas,
uracilas, amidas, ureias, benzotiadiazinonas, nitrilas e fenilpiridazinas (BATTAGLINO
et al., 2021).

O processo fotossintético em condigdes fisioldgicas se inicia com 0 processo
deabsorcdo e aprisionamento de luz até os centros reacionais dos fotossistemas I e Il
(FSI e FSII). Em seguida, uma série de reacBes redox ocorrem entre 0s dois
fotossistemas, levando a producédo final de NADPH e ATP como mostra a Figura 2
(MIRKOVIC et al., 2005).

Figura 2: Representacdo esquematica em Z do processo da fotossintese no fotossistema Il e |
(FSII e FSI). Plastoquinona (PQ); Plastocianina (PC); Ferredoxina (Fd); Ferredoxina—NADP
redutase (FNR).
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Fonte:(SILVA et al., 2024)

Os inibidores de transporte de elétrons do fotossistema Il (FS Il) atuam
ligando-se ao sitio da proteina D1 no centro de reacdo conhecido como P680,
bloqueando a transferéncia de elétrons entre as plastoquinonas A e B (Qa-Qg)
(BATTAGLINO et al., 2021). A maioria dos herbicidas que atuam no FSII contém
um carbono sp? adjacente a um nitrogénio que possui um par de elétrons livre,

conferindo uma cinética de ligagdo competitiva com Qg parcialmente reduzida no
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sitio ativo da proteina D1, ocasionando o deslocamento da plastoquinona e
interrupcdo do fluxo de elétrons no pool das quinonas entre a Qa- Qg (TREBST,
2007).

A sintese de ATP e NADPH no cloroplasto, mas especificamente na membrana
dos tilacoides (BRUCE et al., 2002) sdo produzidos em condicdes fisioldgicas, mas na
presenca de um inibidor da fotossintese resultam na incapacidade de fixar CO, e
produzir nutrientes necesséarios para a sobrevivéncia da planta (ZHU et al., 2009). O
bloqueio da transferéncia de elétrons também causa estresse oxidativo e geracdo de
radicais que causam danos celulares. O composto 3-(3',4'-diclorofenil) -1,1-
dimetilureia (DCMU), também conhecido comercialmente como Diuron, € um dos
herbicidas comerciais com mecanismo de acdo esclarecido atuando como bloqueador
no lado aceptor de elétrons do FSII (RUTHERFORD; KRIEGER-LISZKAY, 2001).

O composto cloreto de 1,1-dimetil-4,4-dipiridinio ou metilviologénio
(paraquat — PQT?2*) € um dos herbicidas da classe dos bipiridilios, que afetam o
transporte de elétrons no FSI. O paraquat é aplicado as plantas na forma catidnica
divalente PQT?2*. O cation divalente éreduzido no FSI em cation monovalente PQT*.
Esse radical catidbnico monovalente reduz o oxigénio molecular a superdxidos,
induzindo a peroxidacdo lipidica exibindo outras respostas ao estresse oxidativo
((DAYAN et al., 2010; TIWARI et al., 2018)

A busca de herbicidas ecologicamente corretos, ou seja, mais seletivos, baixas
concentracOes e custos reduzidos, vém sendo explorados a partir de ensaios de
inibicdo das funcgbes fotossintéticas. Neste contexto, muitos trabalhos reportaram os
efeitos fitotoxicos significativos dos produtos naturais (MOURA et al., 2020;
SAMPAIO et al., 2018). A acdo de compostos isolados de plantas como inibidores da
fotossintese, demonstraram que a inibicdo no transporte de elétron no aparato
fotossintético € um sitio de acdo herbicida de grande eficiéncia, tornando os produtos
naturais uma alternativa para a substituicdo dos herbicidas atuais, ou seja, novas
tecnologias que ndo sejam tdo agressivas e nocivas ao ambiente e a salde humana
(CARVALHO et al., 2019; SAMPAIO et al., 2016; SANCHEZ-M UNOZ et al., 2012;
VAREJAO et al., 2015; VEIGA et al., 2007)
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2.3  Género Hyptis (Lamiaceae)
A familia Lamiaceae pertence a ordem Tubiflorae Lamiales, que contém em

torno de 258 géneros e 3.200 espécies, sendo que no Brasil ocorre a presenca de 23
géneros e 232 espécies (LIMA; CARDOSO, 2007). Sdo cosmopolitas, originarias
das regibes mediterraneas, do Oriente Meédio e das montanhas subtropicais
(TRINDADE et al., 2016). Espécies da familia Lamiaceae fornecem compostos
bioativos com propriedades inseticidas e diversas atividades farmacologicas, como
antioxidantes, anti-inflamatorios, antimicrobianos, antidiabéticos e anticancer
(GHAFFARI et al., 2012).

Espécies de Hyptis apresentam ampla distribuicdo geogréfica no territério
brasileiro, com maior nimero de espécies da familia Lamiaceae, ocorrendo com
maior frequéncia nas regides de cerrado, em &reas antropizadas de cultivo de
soja, onde pode atingir altas densidades populacionais (GRAVENA et al., 2002).
As Hyptis séo conhecidas vulgarmente como hortela do mato, tapera velha, cheirosa,
horteld brava e horteldzinha (DURIGAN et al., 2018; GAZZIERO et al., 2015;
SILVA-LUZ et al., 2012). Séo utilizadas para fins medicinais devido as variedades
farmacologicas presentes em seu 6leo essencial com atividades: antimicrobiana
(DELLE MONACHE et al., 1990), inseticida (FRAGOSO-SERRANO et al., 1999),
antiulcerogénica (BARBOSA; RAMOS, 1992), entre outras.

H. suaveolens é uma espécie de grande importancia econdmica e
etnofarmacologica (VIOLANTE et al., 2012b). Possui atividades descritas na
literatura como inseticida (JAYA et al., 2014; PANDEY et al., 1982),
antinociceptiva (BEGUM et al., 2016), antioxidante, antibacteriana (OSCAR et al.,
2020; XU, D. H. et al., 2013), anticonvulsivante (AKAH; NWAMBIE, 1993),
nematicida (BABU; SUKUL, 1990; OKECHALU et al., 2020), antifingico
(PANDEY et al., 1982), antiplasmodial (CHUKWUJEKWU et al., 2005), antitlcera
(JESUS et al., 2013), larvicida e repelente (CONTI et al., 2012; ELUMALAI et al.,
2017)

A espécie H. crenata € uma planta utilizada na medicina popular na forma de
ché para o tratamento de distarbios gastrointestinais, incluindo Glceras gastricas, bem
como,o uso de suas folhas como repelente de insetos (DINIZ et al., 2013b). E rica
em os Oleos essenciais, bem conhecidos por suas propriedades bioldgicas
significativas, incluindo atividade antioxidante (REBELO et al., 2009),
antibacteriana, antifingica, antiparasitario (VIOLANTE et al., 2012),
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antiulcerogénica (DINIZ et al., 2013), antiedematogénica (Coelho-De-souza et al.,
2021), antimicrobiana (VIOLANTE et al., 2012a), bem como efeito hepatoprotetor
(LIMA et al., 2018).

H. brevipes é frequentemente utilizada no tratamento de infecgdes
gastrointestinais, colicas e dores, asma, malaria, conservacdo de cereais, repelente,
bem como em infecgbes de pele (MOREIRA; BRAGANCA, 2010).Para
essa espécie, estudos bioldgicos demonstraram atividades antibacteriana, antifungica
(GOUN et al., 2003; NAZRUL et al., 2010), inseticida (HAMED SAKR, 2014;
SAKR et al., 2013), bem como propriedades de intercalagdo de DNA (GUPTA et
al., 1996), atividade antitumoral, antioxidante (XU, D. H. et al., 2013),
antiparasitaria  (LIMACHI et al., 2019), antiasmatica e antimalarica
(ADJANOHOUN, 1986)

Poucas espécies foram caracterizadas quimicamente e/ou sua atividade
biologica relacionada a um composto especifico. Como exemplo, as especies H.
campestris que apresenta atividade antioxidante (SANTOS et al., 2018) e H.
saxatilis atividade antifungica (SEDANO-PARTIDA et al., 2020b; SOUZA et al.,
2002) possuem poucos relatos na literatura sobre seu perfil quimico e bioatividades.

As Hyptis produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios
associados as atividades bioldgicas, tais como: terpenos (FRAGOSO-SERRANO et
al., 1999; OHSAKI et al., 2005), flavonoides (MISHRA et al., 2021a), compostos
fenolicos (MISHRA et al., 2021a; SEDANO-PARTIDA et al., 2020), lactonas (DE
VIVAR et al., 1991), lignanas (TSAI; LEE, 2014), acidos graxos (SAHU et al.,
2020), brevipolideos (DENG et al., 2009), dihidro-furanonas (MARTINEZ-
FRUCTUOSO et al., 2020), saponinas (RICCIO et al., 1988), entre outros. Essas
classes de compostos quimicos sdo descritas na literatura por atuarem diretamente no
controle vegetal, na inibicao da fotossintese e na germinacgdo de sementes. Portanto, as
Hyptis podem contribuir para 0o avango da tecnoldgico agricola na descoberta de
potenciais produtos fitossanitarios na atuagdo como bio-herbicidas (LACERDA et al.,
2020; MOREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2021; PADUA et al., 2021; SILVA
MENDES et al., 2019).
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2.4  Plantas invasoras do género Amaranthus
Areas de cultivo agricola e pastagens, ambientes fortemente caracterizados por

distdrbios antrdpicos, estdo particularmente associadas a disseminacdo de plantas
exoticas invasoras (TORRA et al., 2020). Todavia, uso intensivo de um sistema
predominante de implantacdo das culturas, aliado a dependéncia e continuidade do
uso de herbicidas, tem causado mudancgas rapidas nas comunidades de plantas
daninhas nos campos agricolas (WASELKOV et al., 2020).

Essas plantas invasoras estdo desenvolvendo bidtipos resistentes aos
defensivos agricolas comerciais, em ascensao as espéecies do género Amaranthus, que
desenvolveram resisténcia, principalmente ao glifosato utilizado como herbicida no
controle das espécies desse género (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020). Essa
resisténcia a herbicidas € uma caracteristica evolutiva das plantas daninhas e a
evolucdo continua da resisténcia representa uma ameaca significativa a seguranca
alimentar global, resultando em perdas consideraveis para a agricultura (MARCHI, G.
et al., 2008; XU et al., 2020).

Existem cerca de 75 espécies do género Amaranthus, parte da familia
Amaranthaceae, em todo mundo, causando prejuizos principalmente em culturas
de algoddo, milho e soja nos Estados Unidos, Argentina, Brasil e Canada (HEAP,
2021; STECKEL, 2007). As espécies de Amaranthus possuem alta tolerancia ao
estresse, como calor intenso e baixa precipitagdo. Do ponto de vista agronémico, sao
consideradas problematicas varias espécies de Amaranthus spp. presente em todos 0s
continentes (SILVA et al., 2019; TORRA et al., 2020).

Dentre todas as espécies desse género, Amaranthus hybridus, Amaranthus
spinosus e Amaranthus viridis sdo as mais importantes e problematicas no quesito
controle em areas agricolas (CARVALHO et al, 2008; GOMES;
CHRISTOFFOLETI, 2008; KASPARY et al., 2017; MAGNO et al.,, 2011;
SCHERER et al., 2017; STIGGER et al., 2013; VARGAS; SCHERER ROMAN,
2006). Essas espécies sao prolificas produtoras de sementes, uma Unica planta produz
em média variando de 200.000 a 600.000 de sementes, uma grande propor¢cdo das
quais sdo férteis, com viabilidade por pelo menos trés anos (CHAHAL et al., 2015;
TORRA et al., 2020; VAZIN, 2012; WARD et al., 2013).

Varios atributos conferem a essas espécies o potencial de se tornarem plantas
invasoras, incluindo o extenso periodo de germinacdo do banco de sementes, rapido

crescimento e desenvolvimento, eficiéncia fotossintética, e longa viabilidade de suas
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sementes no solo, além de servir como hospedeiros alternativos para pragas e
patogenos (KASPARY et al., 2017). S&o dispersas pelo vento, permitindo a troca de
genes, essa disperssao contribui para a variabilidade genética. A variabilidade genética
é considerada um fator que aumenta o desenvolvimento de cepas resistentes a
herbicidas, tornando-as alvos primarios de programas de manejo de ervas daninhas
(CARVALHO et al., 2008; GOMES; CHRISTOFFOLET]I, 2008; MONTGOMERY
et al., 2020).
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é avaliar extratos de H. brevipes, H. crenata, H.
campestris, H. saxatilis e H. suaveolens como bio-herbicidas inibidores da
fotossintese de plantas daninhas do género Amaranthus. Associado ao efeito
bioldgico, a descoberta dos biomarcadores responsaveis pela atividade serd executada

utilizando a estratégia metabolémica.

3.2  Objetivos Especificos

e Levantamento bibliografico e planejamento experimental;

e Coleta do material vegetal: H. suaveolens, H. crenata, H. brevipes, H.
campestris, H.saxatilis;

e Preparo dos extratos etandlicos das cinco plantas coletadas;

e Ensaio semi in vivo da fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em discos foliares;

¢ Plantio e cultivo das plantas daninhas A. hybridus, A. spinosus, A.viridis em
casa de vegetacdo para ensaio bio-herbicida;

e Auvaliar a atividade de inibicdo da fotossintese in vivo das espécies de plantas
daninhas;

e Auvaliar e identificar classes de metabdlitos especiais dos extratos brutos de
plantas por LC-MS/MS;

e Avaliar e interpretar os resultados obtidos pelos experimentos de metabolémica.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta e preparo dos extratos vegetais

Espécies H. brevipes (1) H. suaveolens (2), H. crenata (3), e H. campestris (4)
H. saxatilis (5) foram coletadas na cidade de Cuiab& e Santo Antonio do Leverger em
Maio de 2021, regido que engloba o Pantanal matogrossense. Com as seguintes
localizagGes geogréficas: (1,5) - R. L 1, 9 - Trés Barras, Cuiaba - MT, 78095-350.
15°31'55.6"S 56°02'06.7"W, (2) - Chécara da Lagoa - Santo Anténio do Leverger,
MT. 15°50'30.1"S 56°04'28.0"W, (3) - Barranco Alto - Santo Antonio do Leverger,
MT. S15°55°53,3""; W 055°56°18.7"", (4) - Recanto AME+, Varginha - Santo
Anténio do Leverger, MT. 15°48'17.9"S 56°04'47.6"W. As exsicatas foram
depositadas no Herbario Central da UFMT sob o nimero de registo UFMT 44470,
UFMT 45386, UFMT 44471, U9, UFMT 44469 e UFMT 44472, respectivamente. Os
extratos etanolicos das 5 Hyptis foram obtidos ap6s o material vegetal fresco de cada
espécie (1-240g; 2-340g; 3-460g; 4-230g; 5-360g) ser colocado em pequenas porcdes
em erlenmeyer de 500 mL contendo 150mL etanol HPLC e triturado empregando um
dispersor/nomogeneizador ultra turrax com 12.000 rpm por 15 segundos. Apoés
secagem do solvente, os extratos foram liofilizados e armazenados em freezer a -80°
C.

4.2  Estudos da fluorescéncia da clorofila a (Chl a) em discos de espinafre
De acordo com um procedimento modificado da literatura (MACIAS-

RUBALCAVA et al., 2017), dez discos de folhas de Spinacia oleracea (1,0 cm de
didmetro) foram colocados em placas de Petri contendo 20 mL de meio de Krebs,
mantidos sob agitacdo constante por um fotoperiodo de 12 horas & temperatura
ambiente. Apds o fotoperiodo, os extratos 1-5 foram adicionados como solugdes de
DMSO a 20mg/L a cada placa de Petri e incubados por mais 6 horas. Em seguida, 0s
discos foram adaptados a ausencia de luz durante 30 min. As medidas de
fluorescéncia de Chl a foram adquiridas empregando o equipamento Hansatech
Handy PEA (Plant Efficient Analyzer). Os controles negativo e positivo foram
realizados usando DMSO e DCMU, respectivamente. O volume de DMSO
adicionado foi equivalente ao utilizado na dissolugéo dos extratos. Todas as medidas

foram realizadas em triplicatas.

Os resultados das medic¢des de fluorescéncia de Chl a foram expressos como
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médias + erros padrdes. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e as médias de tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey
(Diferengas honestamente significativas, em p < 0,01 e p < 0,05). O Tukey identifica
qualquer diferenca entre as medias dos dados. Todas as anlises estatisticas foram

realizadas no programa SPSS versdo 25.0 ( Padua et al., 2021).
4.3  Testes de inibi¢éo da fotossintese in vivo

5 sementes de A.hybridus, A. spinosus e A. viridis foram cultivadas em vasos de
500 mL (diametro superior, 10,5 cm; diametro inferior, 7,5 cm; altura, 7,0 cm)
preenchidos com aproximadamente 100 g de uma mistura de 80:20 p/p
solo/vermiculita. Todos os vasos foram regados diariamente, mantidos em casa de
vegetacdo a 30-35 °C e sob iluminacgdo diurna/noturna normal (12 h/12 h). As plantas
foram selecionadas por uniformidade de tamanho apos 44 dias. Plantas de tamanho
semelhante foram separadas e divididas em trés grupos: controle negativo (DMSO),
DCMU como controle positivo e amostras experimentais. Foram pulverizadas
manualmente de forma individual, solugbes de 20 mL dos extratos que apresentaram
atividade bio-herbicida no ensaio semi in vivo (10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L, 80 mg/L)
e distribuidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). As aliquotas dos
extratos foram solubilizadas em uma solugdo de Tween-20 (0,05%). As medi¢des de
emissdo da fluorescéncia da Chl a foram efetuadas no periodo de 24 horas. Antes de
cada medida, as plantas foram adaptadas a auséncia de luz durante 30 min. As
medidas de fluorescéncia de Chl a foram adquiridas empregando o equipamento
Hansatech Handy PEA (Plant Efficient Analyzer). O processamento dos dados foi
realizado com o programa Biolyzer HP3, para avaliagio dos parametros
fotossintéticos e as curvas polifasicas transientes. Os extratos foram testados em
triplicata de duas plantas por copo. (MENDES et al., 2019; MOURA et al., 2020;
SOUZA et al., 2020).

Os resultados das medic¢des de fluorescéncia de Chl a foram expressos como
médias * erros padrdes. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e as médias de tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey
(Diferengas honestamente significativas, em p < 0,01 e p <0,05). O Tukey identifica
qualquer diferenca entre as médias dos dados. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no programa SPSS versio 25.0 (PADUA et al., 2021).
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4.4  Preparo de amostras e aquisicdo de Dados de Espectrometria de
Massas

Os extratos etanolicos de Hyptis foram obtidos ap6s a pesagem de 1g do
material vegetal de cada espécie em erlenmeyer de 50mL contendo 25mL de etanol
HPLC e triturado empregando um dispersor/homogeneizador ultra turrax com 12.000
rpm por 15 segundos. Esse procedimento foi realizado em 5 replicatas para cada
especie de Hyptis. Apos secagem do solvente, os extratos foram liofilizados e

armazenados em freezer a -80° C.

Os extratos de Hyptis foram analisados empregando o sistema de cromatografia
MicroTOF-QII (Bruker®) acoplado a um espectrometro de massa de alta resolugédo
ESI-MicroTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As analises de LC foram
realizadas usando um sistema Shimadzu UFLC-DAD, equipado com uma coluna de
fase reversa (coluna cromatografica Phenomenex-Kinetex C-18, 150 mm x 4,6 mm de
diametro interno, com tamanho de particula de 5,0 um) a 35 °C. As fases moveis foram
acido formico 0,1% (v/v) em &gua ultrapura (A) e &cido formico 0,1% (v/v) em
metanol (B). A condi¢do de eluicédo aplicada foi de 0 — 20 min. 5-100% (B); 20 -
23min. 100% (B); 24 — 30 min. 100-5% (B). A vazéo foi de 1,0 mL/min e o volume de
injecdo foi 1 pL.

A analise MS foi realizada na aquisicdo dependente de dados MS?! e MS?, e 0s
espectros de massa foram adquiridos variando de 50 a 1500 Da, foram selecionados os
5 ions mais intenso. A fonte de ionizacao foi operada no modo ESI positivo e a tenséo
capilar foi ajustada para 3500 V, com um potencial final da placa de -450 V. Os
parametros do gas seco foram ajustados para 10,0 L/min a 200 °C com um gas de

nebulizagdo com pressdo de 5 bar.
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45  Processamento de Dados e Analise Estatistica multivariada
Os dados de MS/MS obtidos foram convertidos para arquivo .mzXML

utilizando CompassXport (Bruker Compass DataAnalysis) e analisados utilizando o
software MZmine 2.53 com pardmetros de método estabelecidos de acordo com
aspectos gerais do cromatograma: deteccdo de massa (nivel de ruido: 1.0E3),
construtor de cromatograma (threshold: 1,0E4, tolerancia m/z 0,002), deconvolucdo
(threshold: 5%; RT: Faixa 0,02 min; altura relativa minima: 15%), deis6topo
(tolerancia m/z: 5 ppm; tolerancia RT: 0,2 min), alinhamento (tolerancia m/z do
alinhador de juncdo: 5 ppm; tolerdncia RT: 0,2 min; peso para m/z: 15 e para RT: 0,1
min), preenchimento de lacunas (intensidade, tolerancia m/z e RT, respectivamente:
10%; 5 ppm e 0,2 min) e anotacdo (m/z e tolerancia RT: 5 ppm e 30 min),

respectivamente.

A analise estatistica multivariada foi realizada por métodos ndo
supervisionados (Principal Component Analysis-PCA) e supervisionados (Partial
Least Square Discriminant Analysis-PLS-DA e Volcano Plot-VP), utilizando o
software MetaboAnalyst 5.0 (Montreal, QC, Canada). A analise foi realizada usando
uma matriz de dados (30 amostras x 1895 variaveis) composta pelas amostras
promissoras, ndo promissoras e 0 branco com base nos resultados do ensaio de bio-
herbicida. A matriz de dados foi normalizada por soma, transformada por log e
centralizacdo meédia escalonada para analise PCA e PLS-DA, amostras em branco
foram excluidas e a validacdo cruzada foi feita por CV de 10 vezes para analise PLS-
DA. Os VP foram obtidos por tipo de andlise: ndo pareado, limite de mudanca de

dobra: 2,0, direcdo de comparacgédo: nao promissor/promissor e limite do valor p: 0,1.

A correlagdo da atividade do bio-herbicida e as variaveis importantes para a
projecdo (VIP) foram obtidas por PLS-DA, usando quatro componentes e a correlacédo
com amostras promissoras foi analisada por meio de VP. Os metabdlitos com valores
de VIP acima de 1,0 e valores negativos de log2(FC) considerados biomacadores da
atividade biologica foram anotados. (NICACIO et al., 2022)

4.6  Anotacdo dos Biomarcadores
A anotacéo foi realizada com o auxilio do banco de dados in house, que foi
construido a partir de substancias ja relatadas na literatura como produtos naturais
isolados de espécies de Hyptis e rede molecular GNPS. A desreplicacdo também foi

apoiada pela verificacdo no Dictionary of Natural Products © (DNP), PubChem e nas
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plataformas cientificas online SciFinder®. De acordo com os padrdes de identificacdo
metabol6mica atuais, o nivel de confianga de identificacdo foi designado como nivel
trés (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2018; TAWFIKE et al., 2018; WU et al., 2015).

4.7  Molecular Networking — GNPS
Os dados de LC-MS/MS dos extratos de Hyptis foram submetidos a analise de

rede molecular GNPS disponivel online (https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-

splash.jsp). Os dados de MS/MS convertidos para mzXML foram carregados na
plataforma GNPS usando WinSCP versdo 5.21.3. Para 0 MS-Cluster e a pesquisa da
biblioteca espectral, a massa do ion precursor e a tolerancia do ion do fragmento
MS/MS foram definidas em 0,02 Da para criar espectros de consenso.

As ligacBes entre os nodos foram criadas quando a pontua¢do do cosseno
estivesse acima de 0,5 e um ndimero minimo de 6 ions de fragmentos comuns foram
compartilhados por pelo menos um espectro de MS/MS. A rede molecular esta
disponivel em:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=69e21aad73fa480f841dacc4a40525d7

As amostras foram separadas em diferentes grupos, os arquivos de espectro do
extrato 1 foram carregados como grupo 1 (G1), extrato 3 (G2), extrato 4 (G3), extrato 2
(G4), extrato 5 (G5) e branco (G6.) Para cada grupo, arquivos quintuplicados foram
carregados.

As anotacdes da biblioteca foram obtidas a partir da comparagdo entre 0s
espectros MS/MS com varias bibliotecas espectrais, incluindo GNPS, NIST17, HMDB
e Massbank e os dados MN obtidos foram visualizados no software Cytoscape
3.8.1(VINCENTI et al., 2020). Os espectros de fragmentacéo de ions com semelhancas
com as bibliotecas espectrais de massa tiveram o0s espectros de fragmentagéo

verificados com tolerancia de erro de massa inferior a 5 ppm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Medidas de fluorescéncia da Chl a em discos de espinafre

Os extratos das Hyptis 1-5 (1-1.0892g; 2-3.3306g; 3- 10.0806g¢; 4-2.025169; 5-
3,0830g) foram avaliados por ensaios semi in vivo em discos de espinafre. Neste
ensaio foram realizadas medidas de Chl a, e os principais parametros biofisicos do
aparato fotossintético foram adquiridos. Este ensaio semi in vivo é sensivel na
deteccédo de danos ou estresse que a planta pode ter sofrido na presenca dos extratos.
Desta forma, estas analises foram utilizadas para selecionar os extratos mais
promissores para 0s ensaios in vivo.

O indice de desempenho (PI) fotossintético € um indicador da vitalidade e
comportamento do FSII. O Pl é multiparamétrico e pode ser expresso como: secao
transversal (Plcso ou Plcsm) ou absorcdo (Plass) (SINGH et al., 2022; ZHANG et al.,
2021). A figura 3 mostra os resultados obtidos com os ensaios utilizando solugdes dos

extratos de 1-5 na concentracdo de 20mg/L.

Figura 3: Indice de desempenho (Plabs — verde claro; Plcso - verde esmeralda; Plcsm - verde
escuro) de discos de folha de espinafre submetidos a H. brevipes (1) H. suaveolens (2), H. crenata (3),
H. campestris (4) e H. saxatilis (5). Os valores sdo expressos como média + EP. Diferencas
significativas entre as médias foram identificadas por ANOVA com teste de Tukey (HSD). As
barras marcadas com a mesma letra em um grupo néo diferem significativamente entre si em p <
0,01.
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Observando o grafico com os resultados das porcentagens de reducéo dos PI’s,
dos 5 extratos avaliados, o 1 e 2 foram considerados ativos, pois, inibiram os valores

dos PI’s no minimo em 50% quando comparados ao controle, enquanto os extratos 3-
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5 foram considerados inativos na concentracdo. Este resultado foi observado através
da avaliacdo dos parametros fisiologicos de indices de desempenho: Plaps (calculado
com base na absorg¢do), Plcs (calculado com base na densidade de Qa- centros de
reacdo redutores do FSII em to ou tmax) (Figura 3).

Os extratos de 1 e 2 diminuiram o parametro Plaws em 63 e 55%,
respectivamente, indicando um estresse no aparato fotossintético no FSII.
Adicionalmente, a redugdo do parametro Plcso em 58% e 48%, na presenca dos
extratosl e 2, respectivamente. Da mesma forma, o pardmetro Plcsm reduziu em 65 e
54% em contato com os extratos 1 e 2, respectivamente. Estes pardmetros € uma das
principais variaveis avaliadas, pois € a mais sensivel para a deteccdo e quantificacdo de
danos as plantas, o qual relaciona & eficiéncia de absor¢édo, captura e transferéncia de
energia de excitagdo do FSII, proporcionando uma melhor definicdo do grau de efeito
do ambiente estressante.

A classificacdo da atividade dos extratos e a possivel localizacdo do efeito
foram atribuidas de acordo com os resultados observados através dos ensaios da
fluorescéncia da Chl a. Todas os parametros avaliados sdo calculos quanticos baseados
nos quatro acontecimentos principais da fotossintese Absor¢do de fotons (ABS),
Aprisionamento de Energia (TR), Transferéncia de Elétrons (ET) e Reducdo dos
aceptores finais (RE) (KUMAR et al., 2022).

Na busca pelo fator que influenciou essa alteracdo para as substancias 1 e 2,
foram avaliados os parametros de fluxos fenomenoldgicos de energia: Centros de reacdo
ativos por secdo transversal (RC/CSm), Fluxo de absorcdo por secdo transversal
(ABS/CSm), fluxo de energia aprisionada por secdo transversal (TRo/CSm), Fluxo de
transporte de elétrons por segédo transversal (ETo/CSm) e Fluxo de energia dissipada
(Dlo/Csm) Figura 4.
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Figura 4: Gréficos de radar dos efeitos de H. brevipes (1) e H. suaveolens (2) nos parametros
fenomenold6gicos medidos em discos de folhas de espinafre a 20 mg/L.
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Observando o grafico de radar, o extrato 1 apresentou reducdo em todos o0s
parametros que envolvem reducdo da capacidade de transferéncia eletrdnica enquanto o
extrato 2 ndo mostrou variacOes relevantes nos parametros fenomenologicos avaliados.

Para o extrato 1, os parametros ABS/CSm, TRo/CSm e ETo/CSm reduziram
7%, 13% e 19% respectivamente, indicando que o funcionamento normal do processo
fotossintético foi danificado. Em condigdes fisioldgicas, para que a fotossintese ocorra
0s pigmentos fotossintéticos absorvem energia no complexo antena e na sequéncia
excitam os elétrons, iniciando o processo de transferéncia eletronica. Na presenca do
extrato 1 esse efeito foi comprometido como observado pela reducdo dos parametros
fenomenoldgicos. Com a baixa absor¢cdo de energia o transporte de elétrons foi
reduzido.

O parametro RC/CSm apresentou uma redugdo em 31% na presenca do extrato
1. Este parametro descreve quantitativamente a quantidade de centros reacionais em
atividade no aparato fotossintético. Quando diminuido, o processo completo da
fotossintese fica interrompido, pois os centros de reacdo do FSII foram desativados apos
o contato com a solugéo do extrato (MACIAS-RUBALCAVA et al., 2017; RUAN et al.,

2017). Com o bloqueio o transporte de elétrons nessas se¢des, toda energia que seria
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gasta no processo foi dissipada, efeito acompanhado pelo aumento de DIo/CSm em
13%.

Os extratos 1 demonstrou um efeito permanente no FSII, confirmando a agdo no
lado aceptor de elétrons, impedindo o processo redox Qa*-Qa~. A Qa € a principal
molécula receptora de elétrons no FSII e esta relacionado com a reducdo da Qg, € 0
acumulo de Qa" indica que os elétrons ndo foram transferidos para o Qg, demonstrando
uma inibicao do fluxo de elétrons no pool de quinonas (MOURA et al., 2020).

Portanto, os resultados dos ensaios em disco indicaram o potencial do extrato 1
como inibidor da fotossintese. Com base nos parametros funcionais do comportamento
do aparato fotossintético avaliados, as respostas obtidas sugerem que o extrato 1 esta
atuando na cadeia de transporte de elétron no FSII. Assim, o extrato 1 foi selecionado

para testes de atividade bio-herbicida em plantas daninhas do género Amaranthus.

5.2 Medidas de fluorescéncia de Chl a in vivo

O extrato 1 que apresentou resultados significativos na avaliacdo da
fluorescéncia Chl a em disco, foi testado em experimentos in vivo empregando as
plantas daninhas A. hybridus, A. spinosus e A. viridis, nas concentracdes de 10 mg/L, 20
mg/L, 40 mg/L e 80 mg/L.

ApoOs 24 horas de tratamento com o extrato 1 nas especies A. hybridus, A.
spinosus e A. viridis, foram realizadas medidas de fluorescéncia da Chl a e os
parametros fotossintéticos avaliados (Figura 5).
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Figura 5: Indice de desempenho (Plabs — verde claro; Plcso - verde esmeralda; Plcsm - verde
escuro) de A. hybridus (A), A. spinosus (B) e A. viridis (C) na presenca de H. brevipes. Os valores sédo
expressos como média + EP. Diferencas significativas entre as médias foram identificadas por
ANOVA com teste de Tukey (HSD). As barras marcadas com a mesma letra em um grupo néo
diferem significativamente entre si em p <0,01.
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Na espécie A. hybridus, o extrato 1 reduziu o pardmetro Plas em 50-66% nas
concentragdes de 10, 20, 40 e 80 mg/L, respectivamente, quando comparado ao
controle. Adicionalmente, o pardmetro Plcso reduziu em 48-60% nas concentracdes de
10, 20, 40 e 80 mg/L, respectivamente. Da mesma forma, os valores Plcsm reduziram
em 53-68% nas concentragdes de 10, 20, 40 e 80 mg/L, respectivamente. Essa reducdo
indica que o aparato fotossintético estd sofrendo algum tipo de interferéncia, ou seja,
esté sofrendo um estresse.

Em relacdo a espécie A. spinosus, resultados promissores foram observados em
todas as concentracdes testadas, principalmente nas concentragbes de 40 mg/L e 80
mg/L. O pardmetro Plaps reduziu em 37, 20, 40 e 48% nas concentragdes de 10, 20, 40 ¢
80 mg/L, respectivamente. Adicionalmente, o parametro Plcso, reduziu em 32, 20, 47 e

46% nas concentragfes 10, 20, 40 ¢ 80 mg/L, respectivamente. Da mesma forma, 0s
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valores Plcsm reduziram 36%, 20%, 52% e 52% nas concentracOes de 10, 20, 40 e 80
mg/L, respectivamente. Esses resultados revelaram que a reducdo dos PI’s promoveu
danos no aparato fotossintético, impossibilitando uma perfeita atividade fotoquimica.

Houve redugdo dos pardmetros Plass, Plcso € Plecsm em 27, 23 e 27%,
respectivamente, na concentracdo de 20 mg/L na espécie A. viridis. Entretanto, a
presenca do extrato 1 na A. viridis ndo apresentou diferengas estatisticamente
significativas (p > 0,01), nao sendo considerado inibidor fotossintético.

O extrato 1 demonstrou um efeito permanente no FSII para a espécies A.
hybridus, que em geral, apresentou atividade em todas as concentragOes testadas e A.
spinosus em altas concentracBes (40mg/L e 80 mg/L). Este mesmo extrato néo
apresentou atividade bio-herbicida na espécie A. viridis o que faz deste extrato seletivo
apenas para o controle do crescimento das duas primeiras espécies de Amaranthus.

De acordo com os resultados observados nos parametros de indice de
desempenho, o extrato 1 foi ativo nas espécies A. hybridus e A. spinosus e atividade
inibitéria do FSII foi verificada através das variacGes nos parametros fenomenoldgicos
(Figura 6).

Figura 6: Graficos de radar dos parédmetros fenomenoldgicos das espécies de A. hybridus (A) e A. spinosus
(B) na presenca do extrato 1 a 10, 20, 40 e 80 mg/L.
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Na espécie A. hybridus, o extrato 1 reduziu parametro ABS/CSm em 6-9%, nas
concentracdes de 10 mg/L, 20 mg/L e 40 mg/L respectivamente. Adicionalmente, o
parametro ETo/CSm apresentou reducdo de 24-34% nas concentracdes de 10, 20, 40 e
80 mg/L, respectivamente. Da mesma forma, TRo/CSm reduziu 9-15%, nas

concentracGes de 10, 20, 40 e 80 mg/L, respectivamente. lgualmente, o parametro
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RC/CSm apresentou uma redugdo de 17-22%, nas concentragOes de 10,20 e 80 mg/L,
respectivamente. A reducdo desses parametros indica que a baixa absorcdo de energia
reduziu o transporte de elétrons. Com o bloqueio o transporte de elétrons nessas secdes,
toda a energia que seria gasta no processo foi dissipada, efeito acompanhado pelo
aumento de DIlo/CSm em 6-14% nas concentragbes de 10, 20, 40 e 80 mg/L,
respectivamente.

Em relacdo a espécie A. spinosus, o extrato 1 reduziu o parametro ABS/CSm em
8 e 5%, respectivamente, nas concentracbes de 40 e 80 mg/L. Adicionalmente,
TRo/CSm reduziu em 6% nas concentragdes 40 e 80 mg/L. De modo igual, ETo/CSm
reduziu 17 e 18%, nas concentragdes de 40 e 80 mg/L, respectivamente. Tais resultados
indicam que o processo fotossintético foi danificado, a baixa absor¢éo de energia pelos
pigmentos fotossintéticos no complexo antena e posterior reducao dos elétrons excitados
prejudicou o processo de transferéncia eletrbnica ap6s o contato com a solucdo do

extrato 1.

A redugdo dos parametros ABS/CSm, TRo/CSm, ETo/CSm e RC/CSm nas
especies A. hybridus e A. spinosus indicam uma diminui¢do na eficiéncia da energia de
absorcdo, transporte de elétrons do FSII por secdo transversal. Em condicdes de
estresse, a energia disponivel para fotoquimica é reduzida prejudicando o fluxo

eletrénico.

Esses resultados corroboram as atividades inibitorias do FSII demonstradas pelo
ensaio de fluorescéncia de Chl a, indicando que o extrato 1 tém acdo seletiva como
herbicida pds-emergente, bloqueando o processo de transferéncia de elétrons no FSII
nessas plantas. Uma vez que, esse extrato age de forma independente da concentracao
nas espécies A. hybridus e em doses de alta concentracdo na espécie A. spinosus
(GAUTAM et al., 2014; RUAN et al., 2017).

5.3  Analises estatisticas multivariadas

Andlises estatisticas tm sido utilizadas para obter informacdes abrangentes
sobre perfil metabodlico utilizando informacdes espectrais obtidas através de analises de
LC-MS/MS (BORGES et al., 2019; XU, J. et al., 2013). Anélises como a de Componentes
Principais (PCA) e analise discriminante com calibragdo multivariada por minimos
quadrados parciais (PLS-DA) podem visualizar a correlagdo entre cada classe

agrupando ou separando observacdes no grafico de pontuacao. Neste estudo, os graficos
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de pontuacdo dos métodos PCA e PLS-DA mostraram resultados satisfatérios em
relacdo a reprodutibilidade e separacdo das amostras.

Para investigar alteracGes entre os perfis metabolémicos dos extratos 1, 2, 3, 4 e
5, os dados de LC-MS/MS no modo positivo foram integradas e coanalisadas utilizando
PCA. O PCA é um método de agrupamento ndo supervisionado que ndo requer
conhecimento do conjunto de dados e atua para reduzir a dimensionalidade dos dados
multivariados, preservando a maior parte da variancia interna (BORGES et al., 2019; XU,
J. et al., 2013). As componentes principais explicaram 44,8% combinados da variancia
no modelo de dados. Em geral, os gréficos de pontuacdo PC1 e PC2 (Figura 7) dos
perfis metabolémicos de LC-MS revelaram boa reprodutibilidade entre as replicatas e
boa separacéo entre diferentes grupos de amostras.

Figura 7: Gréficos de escores de PCA com base em dados cromatograficos de LC-MS/MS das
amostras promissoras (azul), ndo promissoras (verde) e branco (vermelho).
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O extrato 1, H. brevipes, esta descrita em azul como a espécie promissora € as
demais em verde como ndo promissoras. As informac6es inseridas na matriz da analise
foram baseadas nos efeitos bio-herbicidas apresentados pelos extratos nos ensaios de
inibicdo da fotossintese em disco e in vivo.

Para discriminar as classes amostrais e analisar melhor a influéncia das amostras
promissoras e ndo promissoras nos perfis metaboldmicos, uma analise supervisionada
adicional utilizando PLS-DA foi realizada. O PLS-DA é um modelo de classificacdo

linear usado para classificar uma amostra com base em seus atributos (XU, J. et al.,
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2013). Esse modelo utiliza redugdo de dimensionalidade, juntamente com anéalise
discriminante para agrupar as amostras em suas respectivas classes. O PLS-DA também
gera uma lista dos atributos (metabdlitos) com maior pontuacdo em termos de
importancia variavel correspondente nos graficos de projecéo (VIP) Figura 8.

Conforme mostrado nos graficos de pontuacdo PLS-DA (Figura 8a) realizado
para identificar os grupos entre as amostras promissoras e ndo promissoras, apresentou
clara separacédo entre os dois grupos em funcédo da primeira componente mantendo do
lado direito as espécies de H. brevipes, promissora e na esquerda as demais espécies
classificadas como ndo promissoras.

O grafico de pontuacdo dos VIPs (Figura 8b), descreve através das cores, a
importancia de cada ion presente no espectro de massas. Neste grafico todos os ions em
vermelho marcados para o grupo dos promissores foram registrados como variaveis
importantes com alta concentracdo no extrato promissor, indicando no total 112
biomarcadores como responsaveis pela agdo bio-herbicida. A coloracdo azul neste

gréfico indica que o determinado ion tem baixa concentracdo no extrato promissor.

Figura 8: Gréfico de pontuacdo de PLS-DA com base em dados cromatograficos de LC-MS/MS das amostras
promissoras (verde) e ndo promissoras (azul) supervisionados pelo perfil bio-herbicida das amostras (b) Varidveis
capazes de discriminar entre amostras promissoras e ndo promissoras sdo apresentadas, ordenadas pelo escore
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A validacdo cruzada do modelo gerado pela PLS-DA apresentou coeficiente de
determinacdo (R?) = 0,997 e coeficiente de determinacdo da validacdo cruzada (Q?) =
0,981 que é considerado um método adequado para a discriminacdo entre amostras

promissoras e ndo promissoras, indicando diferenca estatisticamente significativa na
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composi¢do quimica entre as amostras. Os metabodlitos correlacionados como
biomarcadores e potenciais candidatos a atividade bio-herbicida de acordo com PLS-DA
e pontuacdo de VIP > 1.0 estdo listados na Tabela 1 (Anexo 1) (YULIANA et al.,
2010). 47 ions foram anotados de acordo com o banco de dados in house, GNPS e
Dictionary of Natural Products (DNP).

5.4  AnotacOes dos biomarcadores
Os resultados no ensaio semi in vivo e in vivo da emissdo da fluorescéncia da

Chl a, mostram que os efeitos apresentados no extrato de Hyptis brevipes, pode ser
associado a moléculas com potencial bio-herbicida presentes em seu perfil quimico.

Do total dos biomarcadores registrados, 47 ions foram anotados, sendo 13
anotacdes do banco in house, 29 do DNP e 5 anotacdes do GNPS. Os metabolitos foram
classificados em: terpendides (1-27), flavonoides (28-33), fenilpropanoides (34-39)

pentanoides (40-45), derivados fendlicos (46) e hexenilvicianosideo (47). (Figura 9).
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Figura 9: Sugestdo de anotacéo de biomarcadores obtidos pelas bases de dados in house, GNPS e DNP.
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A classe majoritaria de metabdlitos secundarios positivamente correlacionados
com a acdo bio-herbicida foi identificada como terpenoides. Essa classe pode afetar o
organismo Vvivo inibindo suas vias fotossintéticas, interrompendo a atividade de enzimas
metabdlicas, afetando adversamente a respiracdo mitocondrial, inibindo o processo
mitético, aumentando o estresse oxidativo, alterando a composi¢do da lignina, inibindo
a divisdo celular e as fungdes enziméticas e inativando a sintese de proteinas (HASAN
etal.,2021).

As andlises de anotacdo dos biomarcadores classificados como terpenoides,
sugerem 27 metabdlitos (triterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, monoterpenos e
meroterpenos). Sendo, os triterpenos e diterpenos 0s mais atrativos devido a sua ampla
gama de atividades bioldgicas, incluindo fitotoxicos e atividades bioherbida (MACIAS
etal., 1994).

De acordo com Wang et al. (2014) acido ursélico (1) pode atuar como um
herbicida natural no controle do crescimento de ervas daninhas. Esse triterpeno revelou
efeitos inibitérios a 10 M ou acima, no crescimento radicular de Brassica chinensis
(CHOU et al., 2009), inibiu a germinacéo e fisiologia de sementes de Bidens pilosa e
Vigna radiata Causou reducdo na taxa de transporte de elétrons (ETR) nas mudas de
Cucumis sativus (SELVI; KADAMBAN, 2009; WANG et al., 2014).

Essas observagdes apoiam que 0s possiveis terpendides presentes no extrato de
H. brevipes podem desempenhar o papel de bons candidatos como estruturas lideres,
sendo otimizados para o desenvolvimento de novos herbicidas.

Em busca de novos aleloquimicos naturais como herbicidas, 6 flavonoides foram
anotados. Os efeitos dos flavonoides no transporte de elétrons no FSII ja foram relatados
como uma importante classe de agentes alelopéticos (King-Diaz et al., 2015.

ALMEIDA et al., 2008 avaliaram a atividade alelopéatica do flavonoide 7-O-
Metilapigenina (30) frente a germinacdo e crescimento inicial de Lactuca sativa. Na
maior concentracdo testada (10 ~#+ M) foi responsavel pela inibicdo da germinacdo e
alongamento radicular.

Os flavonoides sdo mais um exemplo de produtos naturais que inibem diversos
processos fisioldgicos, enzimaticos, o crescimento radicular, bem como o transporte
fotossintético de elétrons nas membranas tilacéides, competindo pelo local de ligacao da
plastoquinona no FSII (KING-DIAZ et al., 2015; RAMESOVA et al., 2012)

Os compostos fenolicos e seus derivados sdo uma das classes que tem

apresentado resultados satisfatorios, particularmente os fenois simples como os acidos
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fendlicos e seus derivados, que afetam a permeabilidade da membrana, inibindo a
sintese de proteinas, reduz o uso da agua, inibi a expansao foliar € o comprimento da
raiz, diminui as taxas de fotossintese ¢ absor¢ao de nutrientes (REIGOSA et al., 2006).
Como exemplo, o acido cafeico (34), inibiu o transporte de elétrons, germinagdo, o
alongamento de raizes e o crescimento de Euphorbia esula (BARKOSKY et al., 2000),
reduziu a atividade da fosforilase e da peroxidase em folhas de espinafre
(MORELAND; NOVITZKY, 1987). Ainda, este acido induz a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, resultando em mudancas na atividade da peroxidase, o que causa
reducdo na penetrabilidade da membrana celular, no crescimento da raiz e hipocétilo
nas plantas (ZHOU; YU, 2006)

Essas anotacdes indicam que os metabolitos anotados possivelmente séo
responsaveis pela atividade do extrato de H. brevipes, promissor na inibicdo do
transporte de elétrons no FSII. Visto que, os metabdlitos 1, 30 e 34 ja foram reportados
no género, nas espécies H. albida, H. capitata, H. emoryi, H. fasciculata, H. lanceolata,
H. mutabilis, H. rhomboidea, H. verticilata, H. oblongifolia, H. platanifolia, H.
comaroides, H. monticola, H. radicans, H. spicigera, H. urticoides, H. pectinata e H.
suaveolens (BELLAMPALLI et al., 2019; BONILLA-LANDA et al., 2022; BRIDI, et
al., 2021; KASHIWADA et al., 1998; KUHN et al., 2015; LIANZA et al., 2022;
PICKING et al., 2013; RICCIO et al., 1988; TCHEUKO et al., 2021).

Existe uma grande diversidade nas estruturas quimicas dos aleloquimicos. Nos
resultados apresentados, é possivel observar a semelhanca entre as moléculas que
possuem atividade bio-herbicida com as moléculas anotadas, pois, possuem 0 mesmo
esqueleto base, diferindo pela presenca de grupos 4&cidos, metilas, metoxidos,
glicosideos, hidroxila, entre outros, sugerindo que essas moléculas podem estar afetando
0 desenvolvimento da planta. O uso desses produtos no manejo das culturas resultaria
em diversos beneficios para os agrossistemas: reducdo da poluicdo do solo e dos
recursos hidricos; producdo de alimentos mais saudaveis e a reducdo dos gastos com
produtos quimicos comerciais (ANWAR et al., 2021).

Portanto, com o aumento da conscientizacdo publica sobre seguranca e questdes
ambientais associadas ao uso constante de herbicidas sintéticos que causam resisténcia,
residuos nas lavouras, desequilibrio ecolégico entre organismos nocivos e benéficos e
poluicdo ambiental, resultou em maior énfase no desenvolvimento bio-herbicidas
baseados em produtos naturais. A identificacdo de novos metabolitos de plantas,

incluindo aleloquimicos, é uma ferramenta chave no manejo integrado de ervas
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daninhas. Pois, ndo permanecem ativos no ambiente por longos periodos, menos
propensos a causar contamina¢do do solo e agua, ndo causam efeitos adversos em

organismos nao-alvos, curta duracdo e baixa toxicidade (REIGOSA et al., 2006)
6  CONCLUSOES

O potencial herbicida de 5 espécies de Hyptis (1-5) foi avaliado em ensaio semi
in vivo e in vivo da emissao da fluorescéncia da Chl a, como bio-herbicidas inibidores
da fotossintese de plantas daninhas do género Amaranthus. O extrato 1 demonstrou
atividade promissora sobre o aparato fotossintético tanto no ensaio em disco (semi in
vivo) como no ensaio em folhas intactas (in vivo), visto que, apresentaram reducao
acima de 50% nos parametros de indice de desempenho fotossintético, uma das
varidveis mais sensiveis a ser avaliada.

De acordo com a analise dos demais parametros fotossintético fenomenologicos
sugeriu que a acao observada pelo Plabs, tenha acontecido na cadeia do transporte de
elétron, mais especificamente no FSII, indicando que o extrato 1 tém acéo seletiva como
herbicida pds-emergente, bloqueando o processo de transferéncia de elétrons no FSII
nas especies A. hybridus e A. spinosus.

Analises estatisticas multivariada e estratégias metabolémicas foram aplicadas a
este estudo para detectar diferencas nos perfis metabélicos das espécies de Hyptis. Este
estudo traz resultados preliminares promissores em relagdo & composi¢do quimica
diversificada das Hyptis, das quais H. brevipes exibiu atividade bio-herbicida
significativa, enquanto as outras espécies estudadas nao.

A analise exploratoria neste trabalho anotou moléculas que sdo biomarcadores
correlacionados com a atividade exibida. Os principais marcadores anotados foram o
acido ursolico, 7-O-Metilapigenina e acido cafeico, classes nas quais propriedades bio-
herbicidas ja foram descritas na literatura, corroborando nossos achados. Portanto, esses
resultados podem ser empregados na busca de novos potenciais compostos bio-herbicida
e contribuir para a compreensao dos efeitos das Hyptis no desenvolvimento de espécies
invasoras e seus efeitos inibitorios. Além disso, moléculas com atividade bio-herbicida

descritas na literatura ja foram isoladas no género Hyptis.
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ANEXO 1

Tabela 1: Marcadores anotados provisoriamente correlacionados com a inibicédo de fotossintese,

ordenados de acordo com suas pontuagdes de valor VIP.

ID | vIP m/z FM (ﬁgrﬁ(])) log2(FC) |  Aduto Base Nome
15 4.6 451.1579 | CyoH2010| -0.4 -13.871 M+Na In house Monticolideo A
11 4.3 423.1265 | C1gH24010| -1.65 -13.524 M+Na DNP Synargentolide E
38 4.2 323.1133 | CisH1307 | -2.4 -14.018 M+H DNP Applanatumol H
16 4.1 406.1184 -13.554 -
54 4.0 203.0730 -13.04 -
43 4.0 281.1028 | Ci4H160s | -0.7 -12.743 M+H DNP Applanatumol Z
269 | 39 221.0855 -13.042 -
4 3.9 423.1263 | CigH2010| -1.6 -12.837 M+Na DNP 6'-O-Acetilswerésido
71 3.8 341.1237 | CieH2200 | -1.1 -11.587 | M-H,O0+H DNP Anagallosideo
48 3.8 383.1336 | CigH200 | -2.8 -12.288 M+H In house 10-epi-olguine
56 3.8 400.1601 -12.75 -
77 3.6 423.1263 | CigH240p| -1.65 | -11.278 M+Na DNP Dracunculifésido E
75 3.6 363.1046 | Ci6H200s -4.1 -10.674 M+Na DNP Xilariaciclone A
62 35 823.2646 | CagHisOn| -2.4 -11.363 M+H DNP Dalmaisiose A
457 | 34 407.1202 -11.507 -
351 3.4 779.1798 | C3eHacO1s| -0.7 -8.2939 M+Na DNP Roripanésido
283 3.4 683.1980 -11.261 -
51 33 3411237 | CieH2200 | -1.1 -10.588 | M-H,0+H | DNP Gardaloside
39 3.2 787.2419 -10.168 -
24 2.9 163.0394 CyHsO4 45 -7.1344 M-H,O+H houlsne;G acido cafeico
NPS
76 2.8 621.3068 -14.305 -
140 | 28 773.1667 -4.9309 -
126 2.7 181.0505 CyHsO,4 -3.6 -7.5629 M+H holunse; acido cafeico
GNPS
115 2.7 383.1336 | CigH2209 1.7 -9.0167 M+H In house olguine
343 | 27 344.2278 -7.7253 -
196 | 2.7 284.3308 -8.2977 -
9 2.6 423.1263 | Ci1gH24010| -1.65 | -8.1923 M+Na DNP Rigenolideo F
342 | 26 423.3082 -6.314 -
290 2.6 489.3388 | CasHisOs | 2.9 -7.1887 | M-H.O+H | DNP Ascironona C
Ca2H32010 Azuleno[4,5-b]furan-2(3H)-
ona, 8-(p-D-
glucopiranosiloxi)decahidro-
175 24 479.1879 -3.9 -4.2323 M+Na DNP 4-hidroxi-3-(metoximetil)-
6,9-bis(metileno)-, [3R -
(30,3a0,4p,620,8p,9a0,9bp) -
(Zcn
1H- Benz [e] indeno- 6-
345 2.3 329.1726 | CigH2604 -2.4 -9.0959 M+Na DNP acido acético, dodeca hidro-

6, 9a, 9b- trimetil- 3, 7-
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dioxo- , [3aR- (3aa, Saa, 60,
9af, 9ba )] - (9CI)-

40 2.3 511.3393 | CsoHasOs -2.1 -9.3975 M+Na GNPS Acido Asiético
Acido lanosta-8,20(22)-dien-
26-0ico, 12-(acetiloxi)-7,15-
346 2.3 621.3064 | CasHasO0 3.0 -12.635 M+H DNP di-hidroxi-3,11,23-trioxo-,
éster etilico, (7B,12p,20Z)-
(ACI)
73 2.3 327.2283 -4.8672 -
6 2.2 371.2196 | Cy1H3204 1.7 -9.0421 M+Na In house 14-Metoxitaxodiona
47 2.2 384.1932 -10.429 -
92 2.1 546.3983 -10.886 -
29 2.1 301.1420 | CigH2004 -8.3 -10.728 M+H GNPS Angoletin
i i 11(15—1)-Abeo-11-taxeno-
5 2.1 425.2154 | CyoH340s 0.4 9.4518 M+H DNP 2.5.7.9,10,13.15,20-octol
82 2.1 401.0850 | Ci5H22010| -1.2 -5.5712 M+K DNP Antirrinosideo
acido 5-(1,2,4a,5-tetrametil-
7-0x0-3,4,8,8a-tetrahidro-2H-
46 2.1 343.2243 | CyoH320s -3.2 -7.2147 M+Na GNPS naftalen-1-il)-3-
metilpentandico
7,8-epoxi-1,3,11-
447 2.1 327.2283 | CyoH320; -6.7 -3.2648 M+Na GNPS cembratrien-15-ol
i i 8a-hidroxilabd-14(15)-eno
10 2.0 463.3031 | Cu5H440s 2.1 9.1718 M+Na DNP 13(S)-O-p-D-ribopiranésido
68 2.0 701.4798 -9.5355 -
5,6,3-Trihidroxi-3,7,4"-
237 2.0 361.0921 | CigH160s -1.9 -5.726 M+H In house trimetoxiflavona
12 2.0 419.2766 | Ci3H400s -2.8 -9.6235 M+Na DNP Palmadorin Q
152 2.0 459.2224 -3.4729 -
282 1.9 678.4773 -2.1308 -
55 1.9 371.3147 -9.8729 -
154 1.9 919.1693 -1.0362
7(8—9)-Abeo-3,7-di-hidroxi-
8 1.9 413.2663 | Ca4H3504 -2.4 -9.7182 M-+Na DNP 22,23,24,25,26,27-
hexanorlanostano-8,20-diona
347 1.9 477.3309 -5.56312
353 1.9 813.5130 -2.858 -
41 1.9 353.2654 -9.2915
227 1.9 371.2213 -8.1016 -
49 1.8 639.4070
78 1.8 683.4332 -9.1688
22 1.8 551.3548 -8.9365
434 1.8 156.9522 -5.4505
Acido 15-hidroxi-7a-metoxi-
23 1.8 375.2503 | Cu1H3604 -3.4 -5.4378 M+Na DNP 8-labden-17-6ico
(25S)-5a-Colestano-
14 1.8 507.3287 | Co7Has0Or -3.1 -8.8336 M+Na DNP 3B,6a,70,8,150,160,26-
heptaol
21 1.8 424.3107 -7.7761 -
103 1.8 881.1926 -3.0349 -
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18 1.8 424.3107 -4.9107 -
107 1.7 481.2032 | CpoH34O10 | -4.7 -3.3356 M+Na DNP Marioside C
32 1.7 521.1091 | Co7H22012| 0.5 -3.3054 | M-H,O+H DNP Acido Clinopddico J
37 1.7 381.2251 -8.3976
139 1.7 177.0546 -4.7961
74 1.7 147.0635 -7.5641
1756 | 1.7 384.1935 -9.7729
26 1.6 479.3497 | C3oH4503 -1.8 -6.4932 M+Na In house acido ursolico
188 1.6 | 1079.2455 -2.8678
357 15 561.1899 -3.748
151 14 285.0763 | Ci6H120s -1.7 -2.135 M+H In house 7-O-Metilapigenina
69 1.4 129.0523 -6.7549
acido 5-(1,2,4a,5-tetrametil-
204 | 14 | 3432235 | CwMwOs| -55 | -57784 | M+Na | GNPS 7'°X°'ig'tg'lii'_tf_tirf)‘g‘fro'ZH'
metilpentandico
166 1.4 481.2038 -2.7497
91 1.4 149.0214 -7.9263
132 13 315.0868 | C17H140s 5.4 -3.2266 M+H In house | Kaempferol-7,4'-dimetil éter
399 1.3 423.3085 -7.4355
268 1.3 509.3224 | CaoH460s | -4.7 -2.4414 M+Na DNP acido ceandtico
212 1.2 177.0545 -2.2967
414 1.2 493.3271 -2.8091
94 1.2 721.1776 | C36H32016 0.8 -1.6193 M+H In house Acido Sagerinico
1757 | 1.2 381.2260 -8.0521
455 1.2 427.0761 -1.7864
192 1.2 | 1221.3130 -2.2439
2 1.2 394.2997 -6.4909 -
33 1.1 383.1328 -3.9524
474 1.1 883.2063 -1.9294 -
355 1.1 595.1673 -2.8417 -
286 1.1 533.3644 -1.1546
291 1.1 417.1726 | C17H140s -3.8 -2.762 M+Na GNPS (2)-3-Hexenilvicianosideo
84 1.1 481.1684 | Cy17H1406 -1.4 -1.7467 M+Na In house Pectinolideo F
C34H5203 29,30-Dinoroleana-12,21-
329 | 11 | 531.3838 13078 | M+Na | DNP g'rf;;‘énzlzhd'g'lﬁgt;ﬁ;ti
(2a)- (ACI)
81 1.1 389.1198 | CigH220s -4.8 -3.6467 M+Na In house Pectinolideo G
59 1.0 437.1426 | CioH26010 | -0.6 -3.6297 M+Na DNP Tinctoroid
359 1.0 359.0892 | Cz0H160s -0.8 -3.5835 M+Na DNP Alpinumisoflavona
1755 | 1.0 424.3112 -7.0051
134 1.0 421.0899 | CpiHigOs | -1.1 -3.5569 M-+Na DNP acet"pecg'lgr?éringenina
258 1.0 509.3226 | CsoHss0s | -4.3 -3.0361 M+Na GNPS 11-anidro-16-oxoalisol A
156 1.0 383.1322 -3.5149 -
65 1.0 | 1061.2530 -1.5086 -
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1753 1.0 423.3085 -6.3343
284 1.0 1059.2585 -1.3801
362 1.0 381.1160 -3.4644
202 1.0 719.1614 -2.212
63 1.0 1060.2555 -1.4846
52 1.0 765.2008 -3.3603
403 1.0 495.3426 -3.0604
1778 1.0 156.9521 -2.6982
79 1.0 443.0912 -3.2593
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Figura 10: Espectro MS? Monticolideo A
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Figura 11: Espectro MS? Synargentolide E
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Figura 12: Espectro MS? Applanatumol H
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Figura 13: Espectro MS? Applanatumol Z.
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Figura 14: Espectro MS? 6'-O-Acetilswerosido.
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Figura 15: Espectro MS? Anagallosideo.
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Figura 16: Espectro MS? 10-epi-olguine.
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Figura 17: Espectro MS? Dracunculifésido E.
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Figura 18: Espectro MS? Xilariaciclone A.

Intens. +MS2(363.1046), 20.4-51.1eV, 7.5min #884
1 OH, ., OMe 363.1046
1200 4 MeOQ_@)H *
| O
(0} OH
1000 303.0787
800
600
400
200
| 309.4631 321.1223 333.1074337.6264 345.2122 l |
0 [ A | | | | | | l Ll
T T T T T T T
300 310 320 330 340 350 360 mz
Figura 19: Espectro MS? Dalmaisiose A.
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Figura 20: Espectro MS? Roripandsido.
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Figura 21: Espectro MS? Gardaloside.
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Figura 22: Espectro MS? Acido Cafeico.
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Figura 23: Espectro de espelho correspondente ao acido cafeico.

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00003139221
Precursor m/z: 163.0390 Charge: 1

Cosine similarity = 0.7816
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Figura 25: Espectro MS? Acido Cafeico.
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Figura 24: Espectro de espelho correspondente ao acido cafeico.

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIBO0006679256
Precursor m/z: 181.0500 Charge: 1

Cosine similarity = 0.5792
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Figura 26: Espectro MS? Olguine.
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Figura 27: Espectro MS? Rigenolideo F.
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Figura 28: Espectro MS? Ascironona C.
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Figura 29: Espectro MS? Azuleno [4,5-b]furan-2(3H)-ona, 8-(B-D-glucopiranosiloxi)decahidro-4-
hidroxi-3-(metoximetil)-6,9-bis(metileno)-, [3R -(3a,3aa,4p,6a0,8p,9aa,9bp)]- (ZCl).
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Figura 30: Espectro MS? 1H- Benz [e] indeno- 6- acido acético, dodeca hidro- 6, 9a, 9b- trimetil- 3,
7- dioxo- , [3aR- (3aa, 5aa, 60, 9ap, 9ba )] - (9CI)-.
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Figura 31: Espectro MS? Acido Asiatico.
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Figura 32: Espectro de espelho correspondente ao Acido Asiatico

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00004693938
Precursor m/z: 511.3390 Charge: 1

gosine similarity = 0.9913
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Figura 33: Espectro MS? Acido lanosta-8,20(22)-dien-26-6ico, 12-(acetiloxi)-7,15-di-hidroxi-3,11,23-

trioxo-, éster etilico, (7B,12p,20Z)- (ACI ).

+MS2(621.3064), 25.0-62.5eV, 22.9-23.0min #2733-2739
621.3064

2
1
461.2326
433.2321 447 2176 505.2269 533.2537 561.2813
0 T T T T T T T T T
400 425 450 475 500 525 550 575 600 mz
Figura 34: Espectro MS? 14-Metoxitaxodiona.
Intens. | +MS2(371.2196), 20.7-51.8eV, 17.1min #2030
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Figura 35: Espectro MS? Angoletin.
Intens. +MS2(301.1420), 20.0-50.0eV, 17.1min #2036
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Figura 36: Espectro de espelho correspondente ao Angoletin

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00004719499
Precursor m/z: 301.1430 Charge: 1

Cosine similarity = 0.7798
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Figura 37: Espectro MS? 11(15—1)-Abeo-11-taxeno-2,5,7,9,10,13,15,20-octol.
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Figura 38: Espectro MS? Antirrinosideo.
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Figura 39: Espectro M$? 7,8-epoxi-1,3,11-cembratrien-15-ol.
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Figura 40: Espectro de espelho correspondente ao 7,8-epoxi-1,3,11-cembratrien-15-ol.

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00005463836
Precursor m/z: 327.2200 Charge: 1

Cosine similarity = 0.7128
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Figura 41: Espectro MS? 8a-hidroxilabd-14(15)-eno 13(S)-O-p-D-ribopirandsido.
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Figura 42: Espectro M$? 5,6,3'-Trihidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona.
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Figura 43: Espectro MS? Palmadorin Q.
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Figura 44: Espectro MS? 7(8—9)-Abeo-3,7-di-hidroxi-22,23,24,25,26,27-hexanorlanostano-8,20
diona.

Intens. | +MS2(413.2660), 22.1-55.3eV, 22.3min #2656
x10% 413.2660
N *

4] OH

HO

301.1387

0 , - , , , , , L
280 300 320 340 360 380 400 mz

77



Figura 45: Espectro MS? Acido 15-hidroxi-7a-metoxi-8-labden-17-6ico.
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Figura 46: Espectro M$? (25S)-5a-Colestano-3p,6a,70,8,15a,168,26-heptaol.
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Figura 47: Espectro MS? Marioside C.
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Figura 48: Espectro MS? Acido Clinopédico J.
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Figura 49: Espectro MS? acido ursdlico.
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Figura 50: Espectro MS? 7-O-Metilapigenina.
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Figura 51: Espectro MS? &cido 5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-oxo-3,4,8,8a-tetrahidro-2H-naftalen-1-il)-3-
metilpentandico.

Intens. ] +MS2(343.2235), 20.0-50.0eV, 17.2min #2052

x104] (0]

3.0

OH

254 343.:235
204 [6)
15

1.0

05

0.0 T T T T T T T T
280 290 300 310 320 330 340 m'z

Figura 52: Espectro de espelho correspondente ao 5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-oxo-3,4,8,8a-tetrahidro-
2H-naftalen-1-il)-3-metilpentandico.

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00004695513
Precursor m/z: 343.2240 Charge: 1

Cosine similarity = 0.9688
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Figura 53: Espectro MS? Kaempferol-7,4'-dimetil éter.
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Figura 54: Espectro MS? &cido ceandtico.
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Figura 55: Espectro MS2 Acido Sagerinico.
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Figura 56: Espectro MS? (Z)-3-Hexenilvicianosideo
Intens. +MS2(417.1726), 22.2-55.6eV, 8.0min #954
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Figura 57: Espectro de espelho correspondente ao (Z2)-3-Hexenilvicianosideo.

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB0O0000852631
Precursor m/z: 417.1730 Charge: 1

Cosine similarity = 0.9842
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Figura 58: Espectro MS2 Pectinolideo F.
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Figura 59: Espectro MS2 29,30-Dinoroleana-12,21-dieno-2,21-diol, 20-(1E)-1-propen-1-il-, 21-
butanoato, (2a)- (ACI).
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Figura 60: Espectro MS? Tinctoroid.
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Figura 61: Espectro MS? Alpinumisoflavona.
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Figura 62: Espectro MS? Di-O-acetilpectolinaringenina.
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Figura 63: Espectro MS? 11-anidro-16-oxoalisol A.
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Figura 64: Espectro de espelho correspondente 11-anidro-16-oxoalisol A.

Intensity

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB0O0000846964

Precursor m/z: 509.3240 Charge: 1
Cosine similarity = 0.9052
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