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RESUMO

FIGUEIREDO, Taina Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
PERFIL METABOLOMICO DE SEMENTES DE DIFERENTES ESPECIES DE
CROTALARIA E AVALIACAO DA ATIVIDADE HERBICIDA. Orientador: Elson
Santiago de Alvarenga.

Plantas do género Crotalaria possuem um crescimento rapido e se adaptam bem ao
clima tropical, sendo de facil cultivo. Sdo Uteis para o controle de insetos, larvas e
nematoides, além do uso como adubo verde no sistema de rotagao de culturas. Tais
habilidades estdo ligadas aos metabdlitos especializados produzidos por essas
plantas. O presente trabalho teve como objetivo o estudo do perfil metabolémico de
sementes de diferentes espécies do género Crotalaria, e a avaliacdo da atividade
herbicida de seus respectivos extratos. A investigacao foi motivada pela necessidade
de desenvolver defensivos agricolas mais eficientes e sustentaveis, em um contexto
que valoriza a prospeccao de compostos bioativos a partir da biodiversidade
brasileira. Para isso, foram preparados extratos etandlicos e de solucdo aquosa
acida a partir das sementes das espécies Crotalaria ochroleuca, Crotalaria juncea,
Crotalaria breviflora e Crotalaria spectabilis. A caracterizacdo quimica foi conduzida
por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
de Alta Resolucdo (UPLC-QTOF-MSE), e os dados foram submetidos a analises
estatisticas multivariadas usando o modelo OPLS-DA (Orthogonal Partial Least
Squares Discriminant Analysis). A avaliacao biolégica consistiu em bioensaios de
germinacado para determinar o efeito dos extratos sobre o crescimento de diferentes
plantas. Os resultados da analise metabolémica evidenciaram perfis quimicos
distintos entre as espécies, com predominio do alcaloide monocrotalina em C.
spectabilis e de globiferina em C. juncea. Nos bioensaios, todos os extratos exibiram
notavel atividade herbicida, com inibicado acentuada do desenvolvimento do sistema
radicular das plantulas. A monocrotalina, um alcaloide pirrolizidinico, demonstrou
eficacia inibitdéria superior a do flavonoide quercetina, corroborando o potencial
fitotoxico desta classe de metabdlitos especializados. Adicionalmente, nao foi
observada seletividade pronunciada entre as espécies monocotiledéneas e
dicotiledéneas, o que sugere um amplo espectro de agdo para os extratos avaliados.
Portanto, os extratos de sementes de Crotalaria constituem uma fonte promissora de
compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento de novos herbicidas de
origem natural, caracterizados por um amplo espectro de agcdo e um impacto
expressivo sobre o sistema radicular das plantas.



Palavras-chave: metaboloma; alcaloides pirrolizidinicos; monocrotalina; produtos
naturais



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Taind Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2025.
METABOLOMIC PROFILE OF SEEDS OF DIFFERENT SPECIES OF
SUNFLOWER AND EVALUATION OF HERBICIDAL ACTIVITY. Adviser: Elson
Santiago de Alvarenga.

Plants of the Crotalaria genus exhibit rapid growth and adapt well to tropical climates,
making them easy to cultivate. They are useful in controlling insects, larvae, and
nematodes, in addition to being employed as green manure in crop rotation systems.
These abilities are associated with the secondary metabolites produced by these
plants. The present study aimed to investigate the metabolomic profile of seeds from
different species of the Crotalaria genus, as well as to evaluate the herbicidal activity
of their respective extracts. The research was motivated by the need to develop more
efficient and sustainable agricultural pesticides, in a context that values the
bioprospecting of bioactive compounds from Brazilian biodiversity. To this end,
ethanolic and acidic aqueous solution extracts were prepared from the seeds of
Crotalaria ochroleuca, Crotalaria juncea, Crotalaria breviflora and Crotalaria
spectabilis. Chemical characterization was conducted using Ultra Performance Liquid
Chromatography coupled with High-Resolution Mass Spectrometry (UPLC-QTOF-
MSE), and the data were subjected to multivariate statistical analyses, using the
OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis) model. The
biological evaluation consisted of germination bioassays to determine the effect of
the extracts on the growth of different plants. The metabolomic analysis results
revealed distinct chemical profiles among the species, with a predominance of the
alkaloid monocrotaline in C. spectabilis and globiferin in C. juncea. In the bioassays,
all extracts exhibited notable herbicidal activity, with marked inhibition of seedling root
system development. Monocrotaline, a pyrrolizidine alkaloid, demonstrated greater
inhibitory efficacy than the flavonoid quercetin, corroborating the phytotoxic potential
of this class of secondary metabolites. Additionally, no marked selectivity was
observed between monocotyledonous and dicotyledonous species, suggesting a
broad spectrum of action for the evaluated extracts. Therefore, Crotalaria seed
extracts represent a promising source of bioactive compounds with potential for the
development of new natural herbicides, characterized by a broad spectrum of action
and significant impact on plant root systems.

Keywords: metabolome; pyrrolizidine alkaloids; monocrotaline; natural products
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui uma grande oferta de terra aravel e recursos hidricos abundantes, além
de um clima adequado ao desenvolvimento agricola presente em quase todo o territorio do pais,
o que favorece o desenvolvimento do agronegocio. No entanto, seu bom desempenho nao esta
relacionado apenas a disponibilidade de recursos naturais, mas também ao uso de tecnologia e
manejo, como o uso de defensivos agricolas, que auxiliam no controle de pragas e doengas que
afetam a agricultura (FAROOQ et al., 2024).

Ao longo das décadas, a agricultura brasileira passou por profundas mudancgas
tecnoldgicas impulsionadas por diferentes desafios e melhoras na tecnologia. Nas décadas de
1960 e 1970, o foco estava em insumos agricolas, como fertilizantes, pesticidas e sementes
melhoradas. Nas décadas seguintes, surgiram demandas mais complexas, como gestdo do
agronegocio, preocupagdes ambientais e exigéncias dos consumidores, o que impulsionou
inovagoes mais sustentaveis (SAMPAIO et al., 2023).

O uso de herbicidas tem sido a técnica mais utilizada para o controle de plantas daninhas
Jj& que sua maioria acarreta um menor custo sem perda de eficiéncia. Por isso, nos ultimos anos,
a industria agroquimica tem investido no desenvolvimento de herbicidas mais eficientes,
especificos e com menor agressividade ao meio ambiente. Esse movimento tem contribuido
para a valorizagdo e o avan¢o da quimica de produtos naturais no Brasil, que vem ganhando
destaque e se desenvolvendo de forma significativa no século XXI (BORGES et al., 2017).

O Brasil possui um setor produtivo amplo e estruturado voltado para produtos naturais,
com destaque para os segmentos de alimentos, medicamentos e cosméticos. Para garantir sua
sustentabilidade e aumentar sua competitividade, ¢ essencial investir em inovagdo
(CAMARGO et al., 2021). Essa area, uma das mais antigas da quimica orgénica, tem se
fortalecido com o avanco de novas ferramentas da biologia molecular, que permitem explorar
com mais profundidade o metabolismo secundario dos organismos, abrindo caminho para o
desenvolvimento de novos compostos e aplicagcdes (BORGES et al., 2017).

Os metabdlitos especializados sdo compostos quimicos produzidas pelas plantas que
desempenham um papel importante na sua interagdo com o ambiente. Esses compostos tém
grande potencial de uso nas dreas farmacéutica e industrial. Estudar os metabolitos
especializados € essencial para compreender melhor a biologia vegetal, seus mecanismos de
adaptagdo ao ambiente e suas possiveis aplicagdes em diversos setores econdmicos,

principalmente na farmacologia e na agricultura (MORAIS; VIEIRA, 2021).
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Além de tudo que foi discutido, o Brasil ocupa uma posicao privilegiada nesse campo
por abrigar uma das maiores biodiversidades do planeta, o que amplia as possibilidades de
descobertas. Nesse cendrio, o estudo e a busca de novos compostos com potencial terapéutico,
agricola ou biotecnoldgico ganham importancia estratégica, justificando os investimentos em
pesquisas cientificas voltadas a valorizagdo e ao aproveitamento sustentavel dos recursos
naturais (BORGES et al., 2017)

Na busca por novos compostos para o controle quimico de plantas daninhas, os produtos
naturais vém se destacando como uma fonte altamente promissora. Diversas classes de
substancias de origem natural tém apresentado atividades reguladoras de crescimento, incluindo

compostos encontrados em plantas do género Crotalaria.
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CAPITULO 1

ESTUDO DO METABOLOMA DE SEMENTES DE DIFERENTES ESPECIES DE
CROTALARIA
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 O GENERO CROTALARIA

O controle de ervas daninhas na agricultura € crucial para alcangar a produtividade
desejada, uma vez que essas plantas competem com as culturas por luz, nutrientes e agua.
Atualmente, a principal estratégia para o controle dessas pragas ¢ o uso de herbicidas sintéticos,
cuja aplicagdo pode resultar em diversos problemas ambientais e sociais, além de implicar altos
custos financeiros (CARVALHO et al., 2024).

Diante desses desafios, ha uma crescente demanda por métodos alternativos de controle
de pragas. Entre esses métodos, destaca-se a utilizagdo de plantas com potencial alelopatico,
que se refere a capacidade de uma planta de estimular ou inibir o desenvolvimento de outras
espécies vegetais ao seu redor. A Crotalaria ¢ um exemplo notavel desse tipo de planta, com
potencial para contribuir na gestdo de ervas daninhas em sistemas agricolas (HOLANDA et
al., 2024).

As Crotalarias, pertencentes a familia Fabaceae, sdo um grupo de plantas amplamente
distribuidas globalmente, com cerca de 600 espécies identificadas, principalmente no México,
Brasil, India e Africa. Essas plantas adaptam-se bem a climas tropicais e subtropicais (SOTO-
ESTRADA; CRUZ-DURAN, 2023).

As espécies do género Crotalaria apresentam notavel adaptabilidade a solos arenosos e
de baixa fertilidade, o que pode resultar em incrementos significativos na produtividade das
culturas subsequentes (RECH et al., 2024). Tratando-se de leguminosas, essas plantas possuem
um crescimento acelerado. Suas folhas sdo simples e alternadas e as flores, geralmente
amarelas, apresentam um célice maior que a corola. As vagens sdo cilindricas e se propagam
por meio de sementes, que exibem variagdes na coloracdo do tegumento (ANDRADE et al.,

2007)(Figura 1).
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Figura 1. Plantas de Crotalaria ochroleuca

As espécies do género Crotalaria apresentam diversas aplicacdes na agricultura, além
de propriedades terapéuticas significativas, como atividade anticancerigena, anti-inflamatoria e
hepatotoxica, o que tem atraido o interesse de multiplos grupos de pesquisa (XIA et al., 2020).
Especificamente, algumas espécies demonstram potencial como agentes anticancerigenos,
especialmente em relacdo ao cancer de mama e colo do tutero, oferecendo assim uma alternativa
natural para o tratamento dessas neoplasias (PRABHAKAR et al., 2024).

Muitos estudos recentes direcionados a essas plantas comprovam sua aplicabilidade na
agricultura como o uso da Crotalaria juncea para melhora a disponibilidade de nutrientes no
solo, favorecendo a produgao de compostos bioativos relevantes para a plantas medicinais como
a Lippia dulcis (SALOMON et al., 2025). Além disso, o uso da Crotalaria spectabilis ¢
recomendado como uma estratégia eficaz para controlar o nematoide Pratylenchus brachyurus
em plantas de soja e outras culturas, contribuindo para a redugdo de infestagcdes e perdas
agricolas (CARVALHO et al., 2025).

O género Crotalaria ¢ caracterizado por uma ampla diversidade de espécies, entre as
quais se destacam C. retusa, C. ochroleuca, C. juncea, C. breviflora e C. spectabilis, que serdo
objeto deste estudo. Todas as espécies de Crotalaria tém a capacidade de sintetizar o alcaloide
pirrolizidinico conhecido como monocrotalina, além de outros compostos que ainda estao sob
investigacao. Registros apontam o uso de C. spectabilis e C. juncea por pequenas comunidades
na América do Sul e na India no tratamento de diversas doengas de pele, como sarna e psoriase
(MAREGESI et al.,, 2007). Recentemente, a espécie C. heteromorpha foi identificada,
adicionando-se assim a vasta lista de espécies do género (SOTO-ESTRADA; CRUZ-DURAN,
2023).

As Crotalarias t€ém sido amplamente utilizadas na agricultura como adubo verde,

contribuindo para a melhoria das condi¢des do solo e para o controle da erosdo. Além disso,
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essas plantas reduzem as populacdes de nematoides, inibem o crescimento de insetos e larvas,
e limitam a proliferacdo de plantas daninhas. Essas atividades bioldgicas estdo diretamente
relacionadas a sua composi¢ao quimica, incluindo a presenga de alcaloides pirrolizidinicos (AP)
(OLIVEIRA et al., 2018). A predominancia de nitrogénio em sua forma livre resulta em
incrementos significativos na biomassa (CHAGAS et al., 2024).

A toxicidade das espécies de Crotalaria ¢ atribuida a presenca de alcaloides
pirrolizidinicos (GAO et al., 2020). A toxicidade, em sua maioria carcinogénica, afeta tanto
animais quanto humanos e resulta da ingestao da planta, seguida pela absor¢ao intestinal de
suas moléculas. Essas substancias sdo metabolicamente ativadas no figado, onde podem reagir
com macromoléculas celulares, iniciando assim a a¢do toxica aguda ou cronica e provocando
efeitos mutagénicos em mamiferos (KEMPF et al., 2010). No Brasil, ha diversos relatos de
intoxicagdo em animais decorrente da ingestdo dessas plantas, especialmente em contextos de
escassez alimentar, onde a Crotalaria se torna uma espécie invasora predominante nos pastos

(QUEIROZ et al., 2013).
1.1.2 ALCALOIDES

As plantas do género Crotalaria sintetizam uma ampla gama de compostos
biologicamente ativos, incluindo alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos e saponinas, os quais
demonstram propriedades antitumorais. Os flavonoides presentes nessas espécies exibem
atividade alelopética, enquanto os alcaloides sdo responsdveis por intoxicagdes em animais que
se alimentam delas (KUSAR et al., 2024).

Muitas drogas e medicamentos derivados de alcaloides tém origem vegetal, por
exemplo, a morfina, a quinina, a cafeina e a nicotina (MORALIS; VIEIRA, 2021). Os alcaloides
sdo substancias nitrogenadas de origem natural, caracterizadas pela presenga de um nitrogénio
em estrutura heterociclica e possuem a¢do farmacologica. Uma caracteristica comum desses
compostos ¢ o seu comportamento como uma base (CHEN et al., 2024).

Os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes das plantas, podendo acumular-
se em quantidades variaveis em orgdos especificos, e desempenham diversas fungdes, sendo a
mais comum a atuagdo no sistema de defesa das plantas. Devido a sua composi¢ao, esses
compostos constituem alternativas viaveis para a recuperacao de terras degradadas e para a
melhoria do acumulo de nutrientes no solo, uma vez que apresentam alta eficiéncia na fixagao

biologica de nitrogénio (CARVALHO et al., 2024).
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1.1.3 ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS

Estima-se que mais de 660 tipos de alcaldides pirrolizidinicos estejam presentes em
mais de 6.000 plantas de espécies das familias Asteraceae, Apocynaceae, Fabaceae e
Borraginaceae. A maioria dos AP existe em duas formas, incluindo aminas tercidrias ou N-
oxidos. Os diferentes tipos sdo formados a partir de combinagdes de diferentes anéis pirrdlicos
duplos fundidos (CHEN et al., 2024).

Alcaloides pirrolizidinicos sdo bislactonas (ésteres de aminoalcoois com um nucleo de
base necina (Figura 2) e acidos alifaticos (4cidos nécicos). As necinas caracterizam-se por
apresentar um sistema biciclico com um nitrogénio terciario como "cabeca de ponte", um

grupamento hidroximetila em C1 e uma hidroxila em C7 (MEDEIROS ET AL., 2006).

Figura 2. Estrutura basica de uma necina

A unido entre um nucleo pirrolidina (base necina) e acidos alifaticos pode resultar na
formacdo de monoésteres e diésteres de trés tipos: retronecina, otonecina e platinecina
respectivamente (SHI et al., 2018), (Figura 3). A base necina difere no grau de hidroxilagao,

estereoquimica, substituintes e no grau de insaturacao do anel (OLIVEIRA et al., 2018).

OH

Figura 3. Estruturas das bases retronecina, otonecina e platinecina

A toxicidade dos AP depende principalmente da natureza da ligagdo na posicdo 1,2 do
sistema de anel da pirrolidina. Para exercer toxicidade, pelo menos um grupo hidroxila deve ser
esterificado com um acido ramificado. A toxicidade induzida pelo alcaloide pirrolizidinico esta
intimamente relacionada ao processo metabolico da planta (CHEN et al., 2024).

Os alcaloides pirrolizidinicos geralmente sdo encontrados em plantas, mas também ja

foram isolados e identificados em animais. No caso de animais selvagens, os alcaloides
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pirrolizidinicos foram isolados principalmente de sapos e insetos e presume-se que esses
animais ndo sintetizem esses compostos € sim os consomem e armazenam através da sua dieta
vegetal, que posteriormente utilizam como defesa contra os seus predadores (SCOTT
CHIALVO et al., 2018; WINK, 2019).

A medida que as moléculas foram isoladas e caracterizadas no género Crotalaria, suas
propriedades farmacoldgicas foram sendo investigadas, assim como uma grande diversidade de
fungdes e suas possiveis aplicacdes foram reportadas. Dentre estas, a modulacao da resposta
imune, seu poder antioxidante, efeitos microbicidas e como inibidores da digestdo e do
crescimento de insetos e larvas (MAREGESI et al., 2007).

Os alcaldides pirrolizidinicos pertencem a uma classe de metabolitos especializados,
eles sdo responsaveis pela protecdo contra patdgenos e pragas nas plantas na qual estdo
presentes. (CHEN et al., 2024). Adicionalmente, os alcaloides pirrolizidinicos demonstraram
expressivos efeitos nematicidas e repelentes de diferentes parasitas de plantas e nematoides,
contudo, os efeitos foram mais pronunciados para os alcaloides pirrolizidinicos terciarios do
que para os oxidados, representando assim importantes candidatos para novas estratégias de
manejo contra os nematoides de solo (SUBAEDAH; ALADIN; NIRWANA, 2016).

Os alcaloides pirrolizidinicos potencialmente toxicos exibem caracteristicas essenciais
em sua estrutura, como: 1) um anel do pirrolizidinico insaturado; 2) um ou dois grupos hidroxila
ligados ao anel; 3) um ou dois grupamentos ésteres e 4) a molécula de 4cido ramificada. Apesar
da sua rica diversidade todos compartilham uma estrutura em comum: sdo alcaloides compostos
por necina esterificada com um ou mais acidos nécicos (PACHECO, 2010). Essa toxicidade
pode levar a varios efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos ja relatados ao longo da historia
(GAO et al., 2020; HONORIO JUNIOR et al., 2010; SCHRAMM et al., 2019; SCHRENK,
2020).

Alguns insetos desenvolveram estratégias para utilizar esses aleloquimicos em sua
propria defesa contra predadores. Um exemplo notavel dessa adaptacdo sdo as borboletas
neotropicais da subfamilia Ithomiinae, que absorvem AP exclusivamente através do néctar das
flores ou de galhos secos, o que as protege de predadores como a aranha Nephila clavipes
(CHEN et al., 2024).

As diversas estruturas apresentadas pelos alcaloides estdo diretamente relacionadas com
a sua toxidez. A retronicina e a otonecina, por exemplo, apresentam ligacao dupla nas posigoes
1 e 2 da base necina, o que confere alta toxicidade, dentre elas hepatotdxicas, genotoxicos e
pneumotoxicos (GAO et al., 2020; HONORIO JUNIOR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2018;
SCHRAMM; KOHLER; ROZHON, 2019). J4 a platinecina nio contém instauracdo na base
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necina, tornando-a de baixa ou nenhuma toxicidade (SHI et al., 2018). Segundo anélise de
dados apresentados na literatura, a exposicao de seres humanos aos alcaloides pirrolizidinicos

nao gera o cancer (PRAKASH et al., 1999).
1.1.4 MONOCROTALINA

As espécies do género Crotalaria sdo reconhecidas por sua composi¢do que inclui
aminodcidos ndo proteicos e alcaloides pirrolizidinicos, além disso, a Crotalaria produz o
alcaloide pirrolizidinico monocrotalina (Figura 4) que se destaca como o principal componente

(RECH et al., 2024).

Figura 4. Formula estrutural da monocrotalina

Geralmente, as espécies de Crotalaria s3o reconhecidas pela alta producdo de
monocrotalina, embora outros alcaloides pirrolizidinicos possam estar presentes em
quantidades menores. Em algumas espécies de Crotalaria, a monocrotalina pode compor até
5% do peso seco das sementes. A estrutura deste composto consiste em uma base nitrogenada
retronecina ligada ao 4cido monocrotéalico (RECH et al., 2024).

A monocrotalina ¢ uma substancia altamente toxica para vertebrados, incluindo
bovinos, suinos, ovinos, equideos, entre outros, sendo documentados casos de intoxica¢ao no
Brasil. No Estado da Paraiba, observaram-se sinais clinicos em cavalos, como encefalopatia
hepética, comportamento locomotor compulsivo e descontrolado, além de perda de peso. A
analise da area de intoxicacdo revelou uma presencga significativa de C. refusa, cujo consumo
foi associado a intoxicacao dos animais. Esses achados evidenciam claramente os efeitos
adversos provocados por essa planta especifica na satide dos equinos na regido estudada.
(MEDEIROS et al., 2004).

A producdo de monocrotalina pode ser influenciada por diversos fatores, como a
disponibilidade de agua, a nutri¢do das plantas e a incidéncia de pragas e/ou doengas. Sabe-se
que a decomposicao da massa seca da Crotalaria pode liberar monocrotalina e outros compostos
para o solo, os quais podem interferir nas pragas presentes (RECH et al., 2024a). Sabendo da

alta toxicidade da monocrotalina e de seus efeitos indesejados vem se buscando métodos
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alternativos para minimizar a acdo deste composto, utilizando produtos naturais como
flavonoides e cumarinas (SHI et al., 2018).

A monocrotalina foi o primeiro alcaloide a ser isolado do género Crotalaria
(SCHRENK, 2020). Devido a sua acao toxica a monocrotalina traz um grande interesse de

estudiosos a fim de avaliar melhor e minimizar os efeitos.
1.1.5 METABOLOMA

Nos ultimos anos, observou-se um crescente interesse na exploracao de diversas fontes
de biomoléculas, como plantas, micro-organismos, insetos e outros organismos. Sendo a busca
por moléculas bioativas com potencial farmacéutico e agrondomico um dos principais focos de
pesquisa (BORGES et al., 2017).

A Dbioeconomia surge como uma alternativa estratégica para promover o
desenvolvimento sustentavel e estimular o crescimento economico de forma verde, em
consonancia com as metas da Agenda 2030 e os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) (CAMARGQO et al., 2021). O avanco das ciéncias Omicas, como metabolomica,
protedmica e metagenomica, ampliou significativamente as possibilidades de investigacao,
permitindo uma compreensao mais ampla e detalhada do metabolismo secundario (BORGES
etal.,2017).

Metabolitos especializados sdo compostos quimicos produzidos pelas plantas (e por
outros organismos vivos) que ndo estdo diretamente envolvidos nos processos essenciais de
crescimento, desenvolvimento e reproducdo, que sdo considerados metabolitos primarios
(PILON et al., 2020). Eles desempenham fungdes essenciais na sua defesa, comunicagdo e
adaptacdo ao ambiente e fungdes especificas como a defesa contra ataques de patdgenos,
protecdo contra radiagdo UV, atra¢do de polinizadores e adaptagdo ao ambiente (MORAIS;
VIEIRA, 2021).

Apesar de ndo serem essenciais para a sobrevivéncia imediata, esses metabolitos,
possuem atividades farmacoldgicas diversas, antibacteriana, antifungica, antioxidante,
anticancerigena, entre outras, sendo utilizados na fabricacdo de medicamentos e na industria
agricola. O conhecimento aprofundado dessas classes quimicas possibilita a prospeccao de
novos compostos bioativos ¢ o desenvolvimento de produtos a partir de fontes naturais
(MORALIS; VIEIRA, 2021).

O metaboloma ¢ particularmente complexo devido a enorme diversidade estrutural dos
metabolitos e variacdes na quantidade, além das dificuldades associadas a sua analise e

identificacdo, ¢ um grupo de compostos altamente dinamico e variado (MATOS et al., 2023).
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O metaboloma refere-se ao conjunto completo de metabolitos presentes em um
organismo, tecido, célula ou sistema bioldgico em um dado momento. Os metabdlitos sdao
pequenas moléculas envolvidas no metabolismo, incluindo tantos metabolitos primarios, que
sdo essenciais para funcdes basicas como crescimento, energia € compostos estruturais, quanto
metabolitos especializados, que frequentemente participam de processos de interagdo com o
ambiente, defesa, comunicagdo e adaptacdo (PILON et al., 2020).

A metabolomica se apresenta como uma ferramenta essencial para a compreensao
abrangente do funcionamento dos organismos vegetais. Essa abordagem envolve estratégias
metodologicas especificas, além de enfrentar desafios relacionados a complexidade e
diversidade dos metabdlitos. Sendo assim, ¢ notdria a necessidade de integrar estudos
computacionais com experimentos bioldgicos para validar resultados e promover avangos
cientificos sustentaveis nessa area (MATOS et al., 2023).

Os métodos utilizados sdo apoiados por softwares especializados, capazes de processar
e interpretar dados multidimensionais, possibilitando a identificacdo e quantificacdo precisa dos
metabolitos presentes nas amostras vegetais (MATOS et al., 2023).

O estudo do metaboloma ¢ fundamental para entender os processos bioquimicos que
sustentam a vida e as interagdes entre os organismos e seu ambiente. Embora a metabolomica
de plantas tenha avangado significativamente com o desenvolvimento de tecnologias, a
cobertura total do material vegetal ainda ¢ um grande desafio devido a vastidao e complexidade
desses perfis metabolicos (MATOS et al., 2023). O avango dessa area no pais € bastante
promissor por se beneficiar da biodiversidade brasileira, com um movimento crescente de

projetos em diversas areas relacionadas a pesquisa de produtos naturais (BORGES et al., 2017).
1.1.6 TECNICA AVANCADA UPLC-QTOF-MSE

A caracterizagdo quimica de extratos vegetais e outras matrizes biologicas ¢ um grande
desafio devido a sua enorme diversidade estrutural.(MATOS ef al., 2023). Para superar essa
complexidade, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) acoplada a espectrometria de
massas de alta resolu¢do emergiu como uma plataforma robusta e essencial. Essa combinagao
possibilita a separacao e a identificacdo simultanea de um grande nimero de compostos em
uma unica analise, oferecendo uma visao abrangente do perfil quimico (LEI et al., 2023).

A principal vantagem da UPLC em relagdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) eesta no uso de colunas recheadas com particulas de didmetro reduzido que operam
sob pressoes elevadas. Essa configuracao resulta em ganhos expressivos de eficiéncia,

resolucdo e sensibilidade, permitindo a distingdo precisa de compostos estruturalmente
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semelhantes. Além disso, a maior velocidade de andlise otimiza o processamento de amostras
em escala laboratorial, reduzindo o tempo de execucdo sem comprometer a qualidade dos
resultados (SUN et al., 2019; ZHANG et al., 2012).

Associado a UPLC, o espectrometro de massas hibrido QTOF acrescenta a precisao
necessaria para uma identificagdo confidvel. A capacidade do analisador TOF de medir massas
exatas com alta resolugdo possibilita a determinag@o sem grandes erros de formulas moleculares
aumentando a confiabilidade do método (SUN et al., 2019). Uma evolugao desta abordagem ¢
o modo de aquisicdo MSE, no qual a energia de colisdo alterna entre baixa e alta durante a
andlise. Esse procedimento garante a aquisi¢do simultdnea de ions precursores e fragmentos,
proporcionando um registro digital completo do perfil quimico da amostra e minimizando a
perda de informacgdes (YANG et al., 2020).

A interpretacao dos grandes volumes de dados produzidos por UPLC-QTOF-MSE exige
a aplicacdo de ferramentas quimiométricas avangadas. Entre elas, destacam-se as andlises
multivariadas, como a Analise de Componentes Principais (PCA) e a Andlise Discriminante
por Projecdes Ortogonais a Estruturas Latentes (OPLS-DA) (ZHANG et al., 2012). A
confiabilidade de um estudo metabolomico ndo depende apenas da instrumentagdo, mas
também da adog¢do de protocolos rigorosos de controle de qualidade. A aquisi¢cao de dados em
modos de ionizacdo positivo e negativo aumenta a abrangéncia quimica do estudo (YANG et
al., 2020).

A etapa final de anotagdo dos compostos integra diferentes parametros, como massa
exata, perfil isotopico, padrdes de fragmentacdo e comparagdes com bibliotecas espectrais
publicas ou privadas, resultando em identificagdes de alta confiabilidade (LEI et al., 2023).
Assim, a combinagao sinérgica de UPLC, espectrometria de massas de alta resolu¢do e métodos
quimiométricos oferecem uma plataforma capaz de revelar em profundidade a composi¢ado

quimica de matrizes bioldgicas complexas.
1.2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

No contexto brasileiro, a quimica de produtos naturais tem avancado de maneira
significativa, sendo esses progressos atribuidos a ampla biodiversidade do pais e aos esforgos
de numerosos pesquisadores. A demanda pelo estudo de produtos naturais tem crescido
consideravelmente, em virtude de suas diversas aplica¢des tecnologicas, incluindo a producao
de medicamentos, defensivos agricolas e alimentos, entre outros (BLANK et al., 2023).

O emprego dessas técnicas visa aumentar a produgdao de biomassa e de metabodlitos

especializados especificos de interesse, por meio de novos métodos biotecnoldgicos. Dentre as
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investigacoes realizadas, destacam-se as pesquisas sobre plantas do género Crotalaria, que
produzem uma variedade de compostos com potencial para o combate a diferentes tipos de
pragas e doengas.

Além das preocupagdes relacionadas a intoxicagdo de animais e a0 impacto econdomico
associado a sua toxicidade, outros fatores sdo relevantes no estudo das espécies de Crotalaria.
Essas plantas apresentam propriedades que possibilitam sua utilizacdo como adubo verde,
contribuindo para a melhoria da qualidade do solo durante a rotacao de culturas. Ademais, sdo
eficazes no controle de pragas, como nematoides, insetos e larvas.

A cultura de Crotalaria ¢ amplamente empregada na agricultura devido a sua capacidade
de produzir elevada biomassa e facilitar a ciclagem de nutrientes, especialmente do nitrogénio
(RECH et al., 2024). Assim, o estudo dessas plantas pode ter um impacto significativo no setor
agricola e econdmico, contribuindo para um manejo de pragas de forma mais natural € menos
prejudicial.

Portanto, ¢ fundamental realizar mais estudos sobre a concentra¢ao de alcaloides e
flavonoides nas espécies de Crotalaria, bem como a elucidacao dos efeitos desses compostos
sobre o0s principais insetos e pragas que afetam as culturas a serem protegidas.

O presente trabalho tem como objetivo identificar metabolitos especializadoss extraidos
de sementes de algumas espécies de Crotalaria, utilizando-se da analise por UPLC-QTOF-MSE
além de fazer analises estatisticas dos metabolomas comparando seus compostos e atividades.
Além disso, foi realizado um teste bioldgico para andlise da atividade herbicida desses extratos

e um estudo comparativo entre um alcaloide, a Monocrotalina, € um flavonoide, a Quercetina.
1.3 METODOLOGIA
1.3.1 MATERIAL VEGETAL

As sementes das espécies de Crotalaria de alta pureza foram adquiridas da empresa
Brseeds Sementes Ltda na safra de 2023. Sendo escolhidas as espécies de Crotalaria

ochroleuca, Crotalaria juncea, Crotalaria breviflora e Crotalaria spectabilis.
1.3.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS SEMENTES DE CROTALARIA

As sementes das espécies de Crotalaria (3 kg) foram pesadas individualmente e
submetidas a um processo de trituragao utilizando um liquidificador industrial. Para que essa
trituragdo ocorresse de forma eficiente as sementes foram submetidas a uma hidratagdo prévia

por imersdo em agua destilada durante a noite (12 h) para facilitar o processo de maceragao.
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Posteriormente, foi realizada a extracdo dos compostos bioativos, riturando as sementes
hidratadas utilizando etanol comercial a 96°GL, na propor¢ao de 9L durante um periodo de
cinco dias. A solugdo etandlica foi agitada diariamente para assegurar a homogeneizacao e a
extracdao dos compostos. Ao término do periodo de extragdo, realizou-se uma filtragdo simples,
obtendo-se um filtrado, que foi entdo concentrado em um evaporador rotatorio. Apos esse
processo, o liquido, sem as sementes, foi levado para a liofilizagdo para retirar a 4gua presente
no extrato, obtendo-se o extrato etanolico bruto.

Além dessa extracdo, foi realizada outra apenas para as espécies C. ochroleuca e C.
breviflora. O bagaco residual das sementes retiradas do alcool foi submetido a uma nova
extra¢cdo com solugdo aquosa acida (dgua:HCI, 95:5). A solucdo obtida foi liofilizada, obtendo-

se o extrato bruto aquoso.
1.3.3 ANALISE POR UPLC-QTOF-MSE

Os extratos foram analisados por UPLC-QTOF-MSE para a anotagao de pico.

Os reagentes e solventes utilizados foram a Leucina-encefalina (Waters Technologies,
EUA) e quercetina (> 95%, grau HPLC; Sigma-Aldrich, EUA) foram utilizadas como padroes
de controle de qualidade externo. Acido formico LiChropur™ (98—100%, grau HPLC; Merck,
Alemanha), assim como acetonitrila e metanol Chromasolv™ (>99,9%, grau LC-MS;
Honeywell, Alemanha), foram empregados como solventes cromatograficos. Todas as solu¢des
aquosas foram preparadas com agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ-cm), obtida a partir
de um sistema de purificagdo Milli-Q™ (Millipore, EUA).

As analises foram realizadas em um sistema ACQUITY™ UPLC I-Class Plus (Waters
Corp., Milford, MA, EUA), acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugdo Xevo G3
QTof, equipado com uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI) operando em modo de ions
positivos. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna ACQUITY UPLC HSS T3
(2,1 x 100 mm, 1,8 um de tamanho de particula), mantida a 40 °C. A fase movel foi composta
pelo solvente A (agua com 0,1% de 4cido férmico) e solvente

A fase movel foi composta pelo solvente A (dgua com 0,1% de acido formico) e solvente
B (acetonitrila com 0,1% de acido formico), entregue a uma vazao de 0,450 mL/min segundo o
seguinte programa de gradiente: 0,00—1,00 min, 5% B; 1,00-7,00 min, aumento linear até 70%
B; 7,00-8,00 min, rampa até 99% B; 8,00—-10,00 min, mantido em 99% B; 10,10—12,00 min,
reequilibrio para 5% B. O volume de injecéo foi de 3 pL.

Os dados de espectrometria de massas foram adquiridos em modo MSE, com varreduras

alternadas de baixa energia (6 eV) e alta energia (com rampa de 25 a 45 eV). Os dados foram
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coletados no modo centroid dentro de uma faixa de m/z 50—1500. Os parametros do instrumento
incluiram voltagem do capilar de 2,0kV e voltagem do cone de amostragem de 40 V. A
temperatura de dessolvatacdo foi ajustada para 500 °C, com fluxo de gas de nitrogénio de
800 L/h. O controle do equipamento e a aquisi¢ao de dados foram realizados com o software
MassLynx, versdo 4.1 (Waters Corp.).

O perfil quimico das amostras foi realizado com o sistema Waters ACQUITY UPLC
acoplado ao espectrometro de massas QTOF (Waters, Milford, MA, EUA), utilizando a
interface de ionizagao por eletropulverizagao no modo de ionizacao positiva (ESI+). O modo
ESI+ foi adquirido no intervalo de 110-1180 Da, com a temperatura da fonte fixada em 120 °C,
temperatura de dessolvatacdo em 350 °C, vazdo do gas de dessolvatacdo de 500 L/h, cone de
extragdo ajustado para 0,5 V e tensdo capilar de 3,2 kV.

Os dados brutos de metabolomica dos extratos analisados foram processados utilizando
o software Progenesis QI™ (Waters Corporation, Milford, MA, EUA), para desconvolugao
espectral, alinhamento de caracteristicas e detec¢do de picos nos conjuntos de dados MSE. A
anotagdo dos metabodlitos foi realizada por meio da correspondéncia de massa exata,
distribuicao isotdpica e padroes de fragmentagao com diversos bancos de dados.

Os dados gerados pelas andlises UPLC-QTOF-MSE foram processados no software
MassLynx versdo 4.2. A comparagdo de todos os picos no cromatograma de massas foi
orientada pelas regras heuristicas propostas por SUMNER et al., (2007), com um limite de
precisdao de massa de 0,02 Da. As anotagdes de picos dos metabdlitos foram realizadas através
de tentativa, segundo a classificagdo de Nivel 2.1 da Metabolomics Standards Initiative (MSI)
(SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016; SUMNER et al., 2007), e somente aqueles previamente

relatados em estudos anteriores foram considerados para interpretagao biologica.
1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1 CROMATOGRAMAS DE DIFERENTES ESPECIES DE CROTALARIA

O perfil quimico dos extratos etandlicos de espécies do género Crotalaria foi
determinado por meio da analise dos cromatogramas e espectros de massa obtidos no modo de
ionizacdo positiva (ES+). Os resultados foram comparados com dados da literatura sobre
metabolitos previamente identificados na mesma familia, género e espécies.

A técnica de UPLC-QTOF-MSE foi utilizada por combinar alta eficiéncia na separagao

cromatografica com deteccao de alta resolugdo em espectrometria de massas, o que permitiu



29

uma andlise detalhada dos compostos presentes nos extratos das diferentes espécies de
Crotalaria.

Durante a etapa de anotagao de pico, os extratos foram separados cromatograficamente,
permitindo distinguir os compostos com base em seus tempos de retencdo. Em seguida, os picos
obtidos foram analisados por espectrometria de massas, fornecendo informagdes sobre a massa
molecular e os fragmentos caracteristicos de cada substancia.

A anotacao de pico dos compostos foi feita por comparagdo dos espectros de
fragmentacao com bancos de dados publicos e comerciais. Anotacao de picos dos compostos

se encontram nas tabelas abaixo.
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A andlise dos extratos por UPLC-QTOF-MSE permitiu a anotacdo de um numero
expressivo de metabolitos especializados, cujos resultados estdo compilados na tabela 1 de
substancias 1identificadas. Nessa tabela costa todas as substancias encontradas nos 4
cromatogramas abaixo. Os compostos identificados que possuem o nome repetido na tabela
correspondem aos isdbmeros daquele composto que foram eluidos em um tempo de retengao
diferente.

Os dados, obtidos com alta precisdo de massa (evidenciada pelos baixos valores de erro
em ppm), revelam um perfil quimico complexo e diverso, dominado por duas classes principais
de compostos: alcaloides pirrolizidinicos e flavonoides, o que permitiu compreender com mais
profundidade o perfil metabolomico das sementes de Crotalaria.

A principal constatagdo ¢ a confirmagao da presenca e da vasta diversidade de alcaloides
pirrolizidinicos (AP). Foram anotados diversos AP conhecidos para o género Crotalaria,
incluindo Monocrotalina, Retrorsina, Integerrimina, Anacrotina, Mucronatinina, Globiferina e
a base necina. A presenca e a variagdo no perfil destes alcaloides entre as diferentes espécies e
extratos sao fundamentais, pois esta classe de compostos ¢ diretamente responsavel pela
toxicidade e possivelmente pelas atividades bioldgicas (nematicida, alelopatica, herbicida)
atribuidas a estas plantas.

Além dos alcaloides, a analise revelou uma notavel abundancia e variedade de
flavonoides. Foram identificadas multiplas subclasses, como flavonas (Apigenina, Vitexina),
flavonois (Kaempferol, Morina), isoflavonas (Genisteina) e flavanonas (Naringenina).
Ressalta-se também a detec¢do de diversas formas glicosiladas (conjugadas com agucares),
como a Apigenina 7,4'-di-hexosideo e a Naringenina 7-O-beta-D-glicosideo.

Outro ponto de destaque ¢ a detec¢do de multiplos isdmeros para um mesmo composto,
como observado para a anacrotina, a retrorsina e a crotalarina. Essas moléculas possuem a
mesma férmula e massa molecular, mas eluem em tempos de retencao diferentes devido a sutis
distin¢des estruturais. Este achado ndo apenas confirma a complexidade quimica dos extratos,
mas também valida a alta capacidade de resolu¢do do método cromatografico empregado, que

foi capaz de separar esses compostos estruturalmente semelhantes.
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Figura 5. Cromatograma obtido a partir da injecdo do extrato etandlico bruto da Crotalaria

ochroleuca em UPLC-QTOF-MSE
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Figura 6. Cromatograma obtido a partir da injecdo do extrato aquoso com adi¢ao de acido

bruto da Crotalaria ochroleuca em UPLC-QTOF-MSE
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Figura 7. Cromatograma obtido a partir da injecdo do extrato etandlico bruto da Crotalaria

spectabilis em UPLC-QTOF-MSE
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Figura 8. Cromatograma obtido a partir da injecao do extrato etandlico bruto da Crotalaria
juncea em UPLC-QTOF-MSE

Com base na andlise dos cromatogramas obtidos, ¢ possivel observar a elevada
complexidade quimica dos extratos vegetais brutos, evidenciada pelo grande ntimero de picos
detectados em todas as amostras. A avaliacdo visual dos perfis cromatograficos revela
diferencas marcantes entre as espécies analisadas.

Além disso, a comparacdo entre os métodos de extracdo aplicados a Crotalaria
ochroleuca (Figuras 5 e 6) mostra que, embora os perfis globais apresentem semelhancas, a
escolha do solvente influencia significativamente a quantidade de metabolitos extraidos. Isso
evidencia o impacto direto do método de extragdo na composi¢do quimica final dos extratos.

De forma geral, os cromatogramas confirmam ndo apenas a diversidade metabodlica
presente nas sementes de Crotalaria, mas também as variagdes quimicas entre as espécies e
entre os diferentes protocolos de extragdo. Esses perfis constituem a base essencial para a

anotacdo de picos dos compostos e correlacdo com suas possiveis atividades biologicas.

1.4.2 ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DA CROTALARIA JUNCEA COM A CROTALARIA

SPECTABILIS

A andlise por realizada, associada ao modelo OPLS-DA, possibilitou uma discriminagao
robusta entre os perfis quimicos das espécies Crotalaria spectabilis e Crotalaria juncea. Os
altos valores de explicacdo (R?Y = 82%) e predicdo (Q* = 73%) refor¢am a confiabilidade do
modelo. A separagdo evidente na componente preditiva, ilustrada na Figura 9, revela uma
divergéncia metabolica clara entre as duas espécies, refletindo diretamente em suas distintas

atividades biologicas.
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Do ponto de vista quimico, ambas compartilham a capacidade biossintética de produzir
alcaloides pirrolizidinicos (AP), metabdlitos especializados derivados da necina. Em C.
spectabilis, observou-se o predominio da monocrotalina e de seus isomeros (m/z 326.16 ¢
308.15). Ja C. juncea apresenta maior abundancia de globiferina (m/z 370.19), também
classificada como AP, embora com uma arquitetura estrutural consideravelmente distinta
(COLEGATE et al., 2012).

A monocrotalina ¢ um alcaloide do tipo retronecina, caracterizado por uma estrutura
macrociclica 1,2-saturada que inclui uma ponte lactonica de 12 membros (diéster vy-
butirolactdnico) entre o grupo hidroxila da necina e o grupo carboxilico do 4&cido monocrotalico.
Essa conformagao semirrigida e apolar confere a molécula uma maior lipofilicidade relativa,
favorecendo sua difusdo passiva através de membranas biologicas lipidicas, fator determinante
para sua biodisponibilidade frente a organismos-alvo, como nematoides (WILLIAMS;
MOLYNEUX, 1987).

Além disso, a monocrotalina pode ser bioativada por oxidagao hepatica em organismos
animais ou por enzimas oxidativas presentes em nematoides, resultando na formacao de
intermediarios alquilantes altamente reativos, como os ésteres de pirrol. Esses metabodlitos
reativos ligam-se covalentemente a biomoléculas nucleofilicas, interferindo em fungdes
celulares essenciais e promovendo a morte celular (SIPPEL, 1964).

Em contraste, embora também derivada da retronecina, a globiferina apresenta um
nucleo estrutural altamente funcionalizado, com multiplas hidroxila¢des (caracteristicas de um
poliol) e ligacdes glicosidicas adicionais, o que eleva significativamente sua polaridade. A
presenga de diversos grupos doadores de ligacdes de hidrogénio, somada a possivel formacao
de extensas redes de solvatacdo, dificulta seu transporte passivo através de membranas
biologicas. Além disso, sua rigidez conformacional e a complexidade estereoquimica podem
comprometer a interacao eficiente com sitios cataliticos de enzimas ou receptores especificos
nos nematoides e plantas (COLEGATE et al., 2012).

Essas evidéncias sugerem que a superior atividade bioldgica observada em C.
spectabilis esta intimamente relacionada as propriedades fisicoquimicas e estereoeletronicas da
monocrotalina e de seus derivados, os quais favorecem o transporte pelas membranas
bioldgicas, a bioativagdo metabolica e a interagdo eficaz com alvos celulares (SCUPINARI et
al., 2024). A geracdo de intermediarios eletrofilicos reativos, como pirrols e iminas ciclicas, e
a eficiéncia com que essas espécies alcangam seus alvos intracelulares sdo fortemente
influenciadas pela organizagdo tridimensional da molécula, pela distribuicdo de densidade

eletronica e pela acessibilidade dos grupos funcionais nucleofilicos nos sitios-alvo.
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Em contraposi¢do, os picos anotados de alcaloides em C. juncea, especialmente os mais
polares como a globiferina, embora estruturalmente relacionados, aparentam carecer dos
atributos moleculares essenciais descritos por HONORIO et al., (2025) para atravessar barreiras
biologicas de forma eficiente e gerar intermedidrios suficientemente reativos capazes de induzir
efeitos toxicos agudos.

Dessa forma, este estudo ndo apenas reforca o potencial de C. spectabilis como fonte
promissora de compostos naturais com agao bioldgica, mas também evidencia a relevancia de
abordagens fundamentadas em relagdes estrutura-atividade (SAR) e em propriedades
moleculares preditivas para a triagem e o desenvolvimento de fitocompostos bioativos. Futuras
investigacdes devem integrar metodologias complementares, como docking molecular,
avaliacdo do logP, modelagem farmacoforica e estudos de metabolismo in vitro, a fim de
elucidar com maior precisao os mecanismos moleculares que sustentam a atividade diferencial
desses alcaloides pirrolizidinicos.
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Figura 9. Analise OPLS-DA dos perfis metabolicos de Crotalaria spectabilis e Crotalaria

juncea por UPLC-HRMS, evidenciando clara separagdo entre as espécies.

Os principais compostos discriminantes foram alcaloides pirrolizidinicos,

com

predominancia da monocrotalina e seus isdbmeros em C. spectabilis (espécie com atividade
herbicida) e globiferina em C. juncea (com pouca atividade detectada). As diferencas estruturais

entre esses compostos podem explicar a variagdo na atividade biologica observada.
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1.4.3 ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DE DUAS DIFERENTES EXTRACOES DA

CROTALARIA OCHROLEUCA

Com o objetivo de avaliar a influéncia do solvente extrator sobre o perfil quimico obtido,
os extratos de sementes de Crotalaria ochroleuca preparados com etanol e com solugao aquosa
acida (agua:HCI, 95:5) foram submetidos a analise estatistica multivariada por OPLS-DA, uma
ferramenta poderosa para a analise de dados metaboldmicos. O modelo gerado, apresentado na
Figura 10, revela uma separacdo clara e estatisticamente consistente entre os dois grupos de
amostras. A distingdo entre os agrupamentos no grafico evidencia que a escolha do solvente

exerce impacto direto e significativo sobre o perfil metabolomico final dos extratos.
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Figura 10. Analise OPLS-DA dos perfis metabdlicos de Crotalaria ochroleuca por UPLC-

HRMS extraida em alcool e com solugdo aquosa acida (dgua:HCI, 95:5)

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para investigar a variabilidade
quimica entre as amostras submetidas a diferentes métodos de extragdo, sendo elas extracao
aquosa em meio acido e extra¢do etandlica. Revelando impacto profundo que o método de
extragdo tem sobre o perfil quimico final dos extratos de C. ocroleuca.

Essa separacdo, observada principalmente ao longo do primeiro componente principal
(PC1), foi elucidada pelo grafico de loadings, que mapeia a contribuicdo de cada variavel,
permitiu a anotagao de picos dos metabolitos responsaveis por essa discriminagdo. A explicacao
quimica para essa diferenciacdo estd relacionada as distintas afinidades dos solventes pelas

diversas classes de metabdlitos especializados presentes nas sementes.
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Tabela 2. Compostos quimicos presentes no extrato etanodlico das sementes de Crotalaria

ochroleuca

Tempo de retengdo (min) m/z Descri¢ao
0.43 156.10 Retronecina
0.49 326.1598 Monocrotalina
0.65 366.1915 Senkirkina
0.72 595.1666 Vitexina 4'-O-galactosideo
0.80 310.1651 Cropodina
0.93 449.1086 Isoorientina
1.02 336.1809 Integerrimina
1.11 595.1669 Vitexina 4'-O-galactosideo
1.11 352.1757 Anacrotina
1.21 449.1087 Isoorientina
1.22 433.1136 Vitexina
1.69 577.1562 Apigenina 7,4'-di-glicosideo
2.01 271.0610 Genisteina
3.51 301.0717 Isokaempferida
4.35 339.1236 Crotalarina
6.22 339.1235 Crotalarina

A extracdo etanolica agrupou-se distintamente, o que € coerente com a maior afinidade
do etanol por compostos de menor polaridade, como 4cidos fenolicos menos polarizados e
terpenoides. Esse agrupamento foi caracterizado por flavonoides e flavonoides glicosilados,
como o Vitexina, o Isoorientina e o Crotalarina, cuja polaridade intermediaria favorece sua

solubilizacao em etanol.



42

Tabela 3. Compostos quimicos presentes no extrato aquoso acido das sementes de Crotalaria

ochroleuca
Tempo de retencao (min) m/z Descri¢ao

0.65 310.1655 Cropodina
0.69 352.1754 Retrorsina
0.72 310.1641 Cropodina
0.72 457.1114 Isovitexina 6"-O-acetil
0.92 308.1501 Monocrotalina
1.06 287.0558 Di-hidroquercetina
1.12 435.1298 Naringenina 7-O-beta-D-glicosideo
1.12 154.0867 Crotanecina
1.18 305.0666 Di-hidroquercetina
1.23 323.1282 Crotina (chalcona)
1.36 303.0508 Morina
1.40 323.1284 Barbacarpan
2.30 323.1287 Crotina (chalcona)
3.84 334.1634 Anacrotina

Por outro lado, a extragdo com solu¢ao aquosa acida constitui um método classico e
altamente seletivo para o isolamento de alcaloides (TZE TAK et al., 2024). As amostras obtidas
por extracdo aquosa em meio acido apresentaram um agrupamento coeso em outra regiao do
plano, indicando uma composi¢ao enriquecida em compostos mais polares ou sensiveis ao pH,
como flavonoides glicosilados, aminoéacidos e compostos fendlicos polares.

Verificou-se que essa extracdo foi fortemente influenciada por alcaloides
pirrolizidinicos, como a Monocrotalina ¢ a Retrorsina. Os alcaloides pirrolizidinicos,
reconhecidos como os principais metabolitos especializados no género Crotalaria (RECH et al.,
2024), apresentam atomos de nitrogénio de carater basico em sua estrutura. Em meio 4cido,
esses grupos nitrogenados sdo protonados, originando sais de amonio altamente soliveis em
agua. Esse principio de extracdo baseado em reagdes acido-base permite um enriquecimento
seletivo e eficiente dessa classe de compostos, promovendo sua separagio de outras substancias
menos polares presentes na matriz vegetal (TZE TAK et al., 2024).

A extracao aquosa em meio acido mostra-se superior para estudos focados na atividade

de alcaloides, enquanto a extracdo etanolica ¢ mais indicada para a obtencdo de um perfil
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metabolico mais amplo. Essa constatagdo ¢ crucial, pois reforca que os resultados de ensaios
bioldgicos estdo intrinsecamente ligados & metodologia de preparagdo da amostra, sendo um
fator determinante para o sucesso de estudos com produtos naturais.

Esses resultados confirmam que a escolha do solvente de extragdo exerce um papel
critico na recuperacao seletiva de metabolitos, o que pode ser explorado estrategicamente em
estudos de caracterizagdo quimica direcionada. Além disso, o perfil quimiométrico distinto
obtido por PCA reforca a necessidade de metodologias analiticas otimizadas conforme o
objetivo da investigacado, seja ele voltado a atividade bioldgica, autenticagdo ou rastreamento

metabodlico.
1.5 CONCLUSAO

A abordagem metabolomica adotada neste capitulo, fundamentada na técnica de UPLC-
QTOF-MSE, foi eficaz na caracterizacao e distingdo dos perfis quimicos das sementes de
diferentes espécies do género Crotalaria. A anélise estatistica multivariada (OPLS-DA) revelou
diferencas metabolicas significativas entre as espécies, com destaque para a comparagao entre
Crotalaria spectabilis e Crotalaria juncea. Embora ambas produzam alcaloides
pirrolizidinicos, observou-se um perfil distinto desses compostos. A C. spectabilis apresentou
predominancia de monocrotalina e seus isdmeros, enquanto C. juncea foi caracterizada pelo
alto conteudo de globiferina, sendo essa diferenciagdo responséavel por sua atividade biologica.

Além disso, a comparacao entre métodos de extragdo aplicados a Crotalaria ochroleuca
demonstrou que a escolha do solvente influencia diretamente a composi¢ao quimica do extrato.
A extragao em meio acido favoreceu a obten¢ao de um conjunto de metabdlitos diferenciado
em relagdo ao perfil obtido com o uso de etanol, evidenciando a seletividade dos solventes

frente as diferentes classes de compostos.
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2.1 INTRODUCAO

Devido a necessidade de reduzir as perdas na producdo agricola, torna indispenséavel o
uso de agroquimicos no controle de pragas e plantas daninhas. Nesse contexto, o
desenvolvimento de herbicidas com novos mecanismos de acdo ¢ fundamental para conter a
crescente resisténcia das plantas daninhas aos produtos atualmente disponiveis. Além desses
fatores, as plantas daninhas produzem toxinas que podem interferir no desenvolvimento normal
da cultura. Elas sao mais resistentes e tolerantes a estressores bioticos e abioticos (ESPOSITO
etal.,2021).

Para garantir alta produtividade, os pesticidas passaram a ser amplamente utilizados nos
sistemas agricolas intensivos. No entanto, esse uso excessivo tem levado ao acimulo de
residuos acima dos niveis recomendados, o que representa um risco significativo para a saude
humana. Pesquisas sistematicas resultaram na descoberta de novas moléculas com fung¢do
herbicida, mais seletivas e menos nocivas ao ser humano e ao meio ambiente (ORSOLIC et al.,
2021).

Nesse contexto, destaca-se o Manejo Integrado de Pragas (MIP), um conjunto de
praticas agricolas que visa o controle de pragas e doengas por meio da integracao de diferentes
tecnologias: monitoramento, uso de agroquimicos de forma racional e, principalmente,
bioinsumos para o controle biologico (SAMPAIO et al., 2023). O MIP surge como uma
alternativa sustentdvel combinando estratégias biologicas, promovendo o uso responsavel de
pesticidas e incentivando métodos alternativos (FAROOQ et al., 2024).

Sendo assim, os defensivos agricolas sdo substancias utilizadas para proteger as
plantacdes contra ataques naturais de microrganismos, insetos e plantas daninhas. Esses
produtos sdo desenvolvidos com finalidades especificas, sendo classificados conforme o tipo
de praga que combatem, como inseticidas, fungicidas, herbicidas e acaricidas (SAMPAIO et
al., 2023).

Entre os principais fatores que comprometem a produtividade e a qualidade dos
alimentos, as plantas daninhas se destacam. Elas competem com as culturas agricolas por luz
solar, dgua, espaco e nutrientes, afetando diretamente o desempenho das lavouras. (ESPOSITO
et al.,2021). Diante desse desafio, a industria de agroquimicos tem investido, nos tltimos anos,
no desenvolvimento de herbicidas mais eficazes, seletivos e com menor impacto ambiental.
Esses produtos, quando aplicados em concentragdes adequadas, t€ém como objetivo inibir o
crescimento ou eliminar as plantas invasoras, contribuindo para a eficiéncia e sustentabilidade

da producao agricola (SAMPAIOQO et al., 2023).
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Muitas plantas produzem, de forma natural, compostos com agdo herbicida. Essas
substancias sdo sintetizadas como resposta a situacdes de competigdo por recursos ou como
mecanismo de defesa contra predadores e outras ameagas do ambiente. Esses herbicidas
naturais representam uma importante fonte de inspiragdo para o desenvolvimento de
agroquimicos mais sustentaveis (MORAIS; VIEIRA, 2021).

Os extratos de produtos naturais podem servir como base para a obtencao de metabdlitos
especializados, a partir dos quais € possivel desenvolver derivados sintéticos com diferentes
aplicagcdes. Em muitos casos, esses extratos apresentam atividade biologica superior ou distinta
em comparacdo aos compostos isolados, devido a presenca de uma complexa mistura de
substancias, como polifenois, alcaloides, flavonoides e terpenoides (MATOS et al., 2023).

A avaliacdo de compostos bioativos com potencial para se tornarem herbicidas
industriais envolve uma série de testes que exigem grandes volumes de amostras e recursos
financeiros consideraveis. No entanto, as etapas iniciais dessa triagem podem ser conduzidas
por meio de bioensaios simples em laboratério. Para esses testes preliminares, ¢ comum a
utilizacao de espécies vegetais que germinam com facilidade e apresentam crescimento rapido,
facilitando a observacgdo dos efeitos dos compostos.

Com o objetivo de investigar a atividade herbicida dos extratos obtidos, foram
realizados experimentos no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Os testes buscaram analisar os efeitos dos extratos das sementes de diferentes espécies
de Crotalaria sobre o crescimento das raizes e da parte aérea das plantas selecionadas para o

bioensaio.
2.2 MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de avaliar a atividade herbicida dos extratos obtidos a partir das
sementes das espécies de Crotalaria, foram realizados experimentos no Departamento de
Quimica da UFV. Analisando os efeitos das substancias sobre o crescimento das plantulas de
pepino (Cucumis sativus), tomate (Solanum lycopersicum L.), sorgo (Sorghum bicolor),
braquiaria (Urochloa brizantha) e picao (Bidens pilosa L.). Todas as sementes utilizadas foram
obtidas comercialmente exceto as sementes de picao e sorgo.

As sementes de pepino, tomate e braquiaria foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais, enquanto as sementes de sorgo e picdo-preto foram cultivadas e fornecidas pelo

Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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As sementes de braquiaria, lote: 04/24 foi obtida do fabricante Sementes Vilalvo Ltda
com 97,7% de pureza. As sementes de pepino, lote: 098039, e as sementes de tomate, lote:
101733, foram obtidas do fabricante Agristar do Brasil Ltda com 90% de germinagdo e 99% de
pureza para o pepino e 81% de germinagdo e 99% pureza para o tomate, exemplificados na
tabela abaixo.

Tabela 4. Informagdes complementares das sementes

Semente Lote  Germinacdo (%) Pureza (%) Marca
Pepino caipira 098039 90 99 Topseed
Tomate Santa Adélia Super 101733 81 99 Topseed
Sorgo forrageiro - 90 90 -
Picao preto - 90 90 -
Brachiaria brizantha 04/24 97,7 - Germimax

2.2.1 PREPARO DAS SOLUCOES

As solugdes estoque (1000 ppm) para cada substancia testada foram preparadas em
solugdo aquosa de DMSO 0,3% (v/v) (SIGMA ALDRICH). A massa de cada composto foi
calculada para o preparo de 200 mL de cada solugdo estoque (1000 ppm), sendo 75 mL
utilizados para o teste de maior concentragdo e o restante usado na dilui¢do para obtencao das
outras concentragdes (600 ppm, 300 ppm, 150 ppm e 75 ppm).

Como os extratos utilizados para a realizagdo do ensaio biologico foram obtidos da
extracdo bruta das sementes, um conjunto de compostos, nao ¢ possivel determinar sua massa
molar. Por esse motivo os calculos foram realizados usando Partes Por Milhdo (ppm) que ¢ uma
unidade de concentragdo utilizada para expressar a quantidade de uma substancia (soluto) em
relagcdo a um total (solugao ou solvente).

Além disso, para fins de comparagdo, o mesmo teste foi realizado utilizando duas
substancias padrdes de Monocrotalina e Quercetina, com a finalidade de comparar os resultados
dos extratos brutos com duas substancias isoladas sendo a Monocrotalina um alcaloide e a
Quercetina um flavonoide. Vale ressaltar que essa comparagdo ¢ qualitativa e de efeito geral,
ndo uma comparacdo direta de poténcia molar. Ambas as substancias foram compradas

comercialmente.
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Figura 11. Estrutura da Monocrotalina e da Quercetina, respectivamente

Sendo assim, os célculos das massas pesadas para preparar as solugdes estoque de 1000

ppm foram realizados de acordo com a equagao (1):

1parte de soluto

1 ppm = 10° parte de solucio (1)
" _1g 1mg
PP =1000L ~ 1L

Portanto, em 200 mL de solugdo teremos 0,2 g de extrato bruto diluidos em solugao
aquosa de DMSO 0,3% (v/v).
As demais solugdes com concentragdes de 600 ppm, 300 ppm, 150 ppm e 75 ppm foram

preparadas a partir da diluicdo das solugdes estoques de 1000 ppm utilizando a equacao (2):

Cl' V1 = Cz. V2 (2)

Onde C; ¢ a concentragdo da solu¢do 1 em ppm, Vi € o volume da solu¢do 1 em L, C»
¢ a concentragdo da solugdo 2 em ppm e V2 € o volume da solugdo 2 em L.

A massa calculada para cada extrato testado € mostrada na tabela abaixo. Todos os
calculos acima foram realizados igualmente para as substancias isoladas para que a comparagao

no final fosse feita de maneira justa.
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Tabela 5. Identificacdo e massas utilizadas para o preparo das solugdes estoque de 1000 ppm

dos extratos testados

Extratos e Substancias Identificagdo Massa (g)

Tl C. ochroleuca em alcool 1° extragao 0,2035

T2 C. ochroleuca em agua 1° extragao 0,2018

T3 C. ochroleuca em alcool 2° extragao 0,2074

T4 C. ochroleuca em agua 2° extracao 0,2045

T5 C. juncea em alcool 0,2055

T6 C. spectabilis em alcool 0,2023

T7 C. breviflora em alcool 1° extragdo 0,2065

T8 C. breviflora em alcool 2° extragdo 0,2009

T9 C. breviflora em agua 0,2041
Quercetina - 0,2004
Monocrotalina - 0,2006

2.2.2 PREPARO DO BIOENSAIO COM SEMENTES

O experimento foi conduzido em placas de Petri com 90mm de diametro, contendo papel
de germinagao e 20 sementes de cada cultura por placa. Em seguida, foram adicionados 5,0 mL
das solugdes previamente preparadas em cada uma das placas. Apds esse processo, as placas
foram devidamente identificadas, vedadas com pléstico filme e colocadas em uma camara de
germinagao (B.O.D. - Incubadora de Demanda Bioldgica de Oxigénio) a 25 °C, sem exposi¢ao
a luz, por um periodo de 5 dias. No caso das plantas daninhas picao e braquidria, que apresentam
germinagao mais lenta, o tempo de incubacgao foi estendido para 10 dias.

Finalizado o periodo de incubacao, as placas foram retiradas da B.O.D. e armazenadas
a -10 °C por 24 horas, com o objetivo de interromper o crescimento das plantulas. O
congelamento também facilita o0 manuseio das mesmas. Apos o descongelamento, as plantulas
foram cuidadosamente esticadas sobre uma placa de borracha com fundo preto (FIGURA 12)

e fotografadas. O comprimento das plantulas foi medido utilizando o software ImageJ.
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Figura 12. Plantulas de sorgo obtidas para o extrato T5 na concentragdo 150 ppm

O crescimento radicular e da parte aérea foram avaliados e as medidas dos valores foram
comparados ao crescimento do controle negativo que continha somente a solugdo com
dimetilsulfoxido (0,3% v/v). Esse experimento, foi realizado em triplicata para garantir a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

Como controle positivo utilizou-se o herbicida comercial DUAL GOLD comercializado
pela empresa Syngenta®, adicionando solugdes aquosas com as mesmas concentracdes
utilizadas no bioensaio citado acima, 1000 ppm, 600 ppm, 300 ppm, 150 ppm e 75 ppm e testado
sobre as mesmas culturas. Foi utilizado o herbicida comercial Dual Gold® por ser um produto
pré-emergente de amplo espectro e com mecanismo de agdo bem estabelecido. Dessa forma,
serviu como referéncia de elevada eficacia para a condugao dos bioensaios.

O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de inibi¢ao de acordo com a equagao
3):

xP—xC

imiisio = (222 ). 100% ()
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Onde xP ¢ o valor médio do crescimento da plantula e xC ¢ o valor médio do
crescimento do controle. Os valores positivos indicam estimulo ao crescimento e os valores

negativos indicam inibigao.
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos das plantas de diferentes espécies de Crotalaria descritos no capitulo
1, tiveram sua atividade inibitdria avaliada de forma seletiva por terem sido utilizadas cultura
monocotiledonea (sorgo e braquidria) e cultura dicotiledonea (tomate, pepino e picdo),
juntamente com as substancias isoladas de Monocrotalina e Quercetina.

Essas culturas apresentam resposta, mesmo em baixas concentragdes dos principios
ativos, a curto prazo. Sementes de culturas comerciais sdo geneticamente homogéneas,
germinando de forma uniforme. Além disso, optou-se por selecionar sementes de culturas
alimentares em comparagao com sementes de ervas daninhas. As sementes de cultura sao mais
faceis de trabalhar e de analisar nesse tipo de experimento por isso foram incluidas.

Os resultados do bioensaio foram apresentados em graficos de barras, com seus
respectivos valores de desvio padrao. Os valores dos efeitos dos extratos (1-9) e das substancias
sobre o desenvolvimento das plantulas em relagdo ao controle positivo, Dual Gold, foram
disponibilizados em tabelas. Sendo os valores positivos referentes ao estimulo ao crescimento
dessas plantulas e os valores negativos referentes a inibi¢do do crescimento.

Vale ressaltar que o controle positivo utilizado, o herbicida comercial Dual Gold,
demonstrou altos niveis de inibicao em todas as concentragdes testadas ¢ em todas as culturas
estudadas, atingindo aproximadamente 90% de inibi¢cdo em sua concentragdo maxima em quase
todas as culturas usadas para essa analise. Esse padrao confirma sua elevada eficiéncia, servindo

como referéncia para os demais tratamentos.

2.3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS (1-9) E DAS SUBSTANCIAS MONOCROTALINA

E QUERCETINA SOBRE O CRESCIMENTO DAS PLANTULAS DE PEPINO (CUCUMIS SATIVUS)

Analisando os resultados apresentados no grafico (Figura 13) e na Tabela 6, pode-se
afirmar que todas os extratos (1-9) influenciaram no crescimento das plantulas de pepino.
Houve inibi¢do do crescimento em praticamente todas as concentragdes dos extratos testados
excetos para a substancia T7 para a concentragdo de 1000 ppm que houve

estimulacdo do crescimento.
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Os extratos que mais se mostraram ativos e tiveram uma atividade significativa de
inibi¢do do crescimento dessas plantulas, foram os extratos T1, T2, T8 e T9 com os melhores
resultados mesmo nas concentragdes mais baixas. Observa-se que os compostos possuem uma
melhor inibi¢do do crescimento radicular das plantulas, muito proximo do controle positivo

utilizado para a comparagao.

Tabela 6. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina ¢ Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de pepino em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -79.92 -80.46 -70.95 -75.15 -82.75
T2 -77.36 -81.28 -84.20 -70.56 -73.57
T3 -73.94 -82.18 -32.77 -14.95 -17.35
T4 -68.72 -69.49 -79.00 -78.41 -73.69
TS -24.52 -38.74 -5.55 -38.43 -77.70
T6 -78.02 -83.52 -14.70 -24.28 -47.37
T7 5.18 -25.20 -20.92 -0.11 -22.47
T8 -89.52 -73.38 -80.52 -88.29 -73.24
T9 -69.01 -80.08 -80.98 -83.11 -64.00
Quercetina -73.93 -86.41 -28.48 -49.72 -43.02
Monocrotalina  -29.56 -28.82 -5.74 -75.14 -71.82
Dual Gold -76.20 -87.31 -84.87 -88.19 -92.72

Analisando a tabela ¢ possivel constatar os extratos T1, T2 e T3 obtiveram resultados
préoximos a 80% de inibicdo mesmo em uma concentracdo baixa de 150 ppm, sendo esse
resultado muito proximo ao apresentado pelo Dual Gold, o controle positivo. Além disso, a
quercetina se mostrou mais eficiente em concentragdes mais baixas, 86% em 150 ppm,
enquanto a Monocrotalina teve uma maior inibi¢do em concentragdoes mais elevadas, 75% em
600 ppm. Vale ressaltar que os extratos T8 e T9 também obtiveram resultados excelentes, sendo

o T8 o melhor resultado, chegando a quase 90% na concentracao mais baixa.
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Tabela 7. Valores de desvio padrao (+DP) obtidos no ensaio bioldgico sobre o desenvolvimento

radicular das plantulas de pepino

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substincias
T1 0,37 0,63 0,22 0,77 0,55
T2 0,55 0,48 0,35 0,54 0,54
T3 0,32 0,62 2,15 0,31 0,64
T4 0,40 0,33 0,30 0,38 0,25
T5 1,82 1,41 0,50 1,20 0,21
T6 0,16 0,40 0,72 1,50 0,47
T7 0,47 1,73 1,34 0,50 1,15
T8 0,23 0,53 0,31 0,14 0,77
T9 0,69 0,23 0,41 0,23 0,20
Quercetina 0,51 0,39 2,33 0,93 0,49
Monocrotalina 0,73 2,60 0,84 0,39 0,25
Dual Gold 0,58 0,11 0,35 0,26 0,02
Raiz
20,00
S 000
& -20,00
g 140,00 :Zz§mn
2 -60,00 ppm
8 -80,00 = 300 ppm
-100,00 600 ppm
F &£ & & £ & EBE & Z = 1000 ppm

Substancias

QUERC

MONO

DUAL

Figura 13. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de pepino em

relacdo ao controle Dual Gold
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Tabela 8. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de pepino

em relagdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
Tl -59.75 -56.12 -28.18 -48.47 -56.23
T2 -33.38 -48.31 -51.59 -20.54 -25.53
T3 -30.20 -45.69 46.31 78.69 65.67
T4 -14.81 -23.70 -33.13 -32.23 -21.40
T5 29.57 11.82 91.82 30.00 -33.86
T6 -42.52 -48.63 69.45 44.20 -5.91
T7 89.01 40.86 67.15 77.49 42.53
T8 -76.82 -26.79 -40.72 -48.18 -12.77
T9 -19.81 -39.52 -48.62 -56.40 -13.38
Quercetina -41.39 -75.53 33.74 -15.83 5.26
Monocrotalina 47.20 -1.68 67.31 -44.70 -44.95
Dual Gold -55.95 -82.49 -72.53 -85.71 -97.75

Para a parte aérea das plantulas os extratos que mais apresentaram inibi¢ao foi o T8,
com uma inibi¢cdo de aproximadamente 76% em 75 ppm. Alguns extratos estimularam o
crescimento da parte aérea das sementes, mas ndo significativamente dado que as raizes foram

inibidas de forma consideravel, impedindo que as plantas se desenvolvessem.
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Tabela 9. Valores de desvio padrao (+DP) obtidos no ensaio bioldgico sobre o desenvolvimento

aéreo das plantulas de pepino

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,48 0,77 0,17 0,57 0,53
T2 0,42 0,41 0,44 0,65 0,45
T3 0,23 0,52 1,47 0,78 1,04
T4 0,28 0,25 0,05 0,23 0,21
T5 1,56 1,41 0,17 0,53 0,06
T6 0,01 0,35 0,14 0,94 0,86
T7 0,19 1,63 0,88 0,29 0,73
T8 0,18 0,53 0,45 0,13 0,77
T9 0,36 0,17 0,30 0,27 0,12
Quercetina 0,52 0,14 1,38 0,73 0,22
Monocrotalina 0,61 1,78 0,65 0,33 0,29
Dual Gold 0,62 0,33 0,44 0,26 0,05
Caule

>3
S
g B 75 ppm
3 = 150 ppm
£ 300
S ppm
600 ppm
T mgoczgogEeER g g g =1000pm
> 2z
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Substancias

Figura 14. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de pepino

em relagdo ao controle Dual Gold
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2.3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS (1-9) E DAS SUBSTANCIAS MONOCROTALINA
E QUERCETINA SOBRE O CRESCIMENTO DAS PLANTULAS DE TOMATE (SOLANUM

LYCOPERSICUM L.)

Com base na analise dos resultados apresentados no grafico (FiguralS) e na Tabela 8,
pode-se afirmar que todos os extratos testados (1 a 9) influenciaram o crescimento das plantulas.
Observou-se inibigao do crescimento em todas as concentra¢des avaliadas. Todos os extratos
apresentaram uma inibi¢do préxima uma das outras mesmo em concentracdes diferentes.
Destaca-se ainda que esses extratos mostraram uma inibigdo mais acentuada no crescimento
radicular das plantulas, com efeitos até melhores que o do controle positivo utilizado como

referéncia.

Tabela 10. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de tomate em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -85.72 -85.86 -81.64 -89.51 -84.69
T2 -85.80 -78.89 -87.82 -87.72 -87.88
T3 -86.77 -89.83 -87.48 -94.59 -96.98
T4 -89.18 -90.60 -87.49 -86.92 -90.15
TS -87.74 -88.86 -87.57 -89.67 -90.42
T6 -87.48 -84.28 -88.91 -88.92 -91.37
T7 -91.39 -85.75 -86.01 -85.83 -83.72
T8 -87.59 -91.15 -89.31 -90.91 -91.19
T9 -86.03 -86.14 -86.20 -83.79 -88.83
Quercetina -89.13 -83.32 -81.44 -85.80 -85.86
Monocrotalina ~ -88.22 -82.74 -78.38 -83.16 -85.54
Dual Gold -69.08 -75.60 -84.94 -89.05 -89.61

A andlise da tabela revela que todos os extratos apresentaram niveis de inibigdo acima
de 78% mesmo em baixas concentracdes. A Quercetina e a Monocrotalina desempenharam

papéis semelhantes na inibigao chegando a 89% e 88% de inibi¢do respectivamente.
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Tabela 11. Valores de desvio padrdo (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento radicular das plantulas de tomate

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,07 0,11 0,41 0,09 0,14
T2 0,14 0,50 0,03 0,05 0,23
T3 0,21 0,14 0,19 0,09 0,02
T4 0,17 0,15 0,24 0,04 0,06
T5 0,10 0,09 0,19 0,08 0,07
T6 0,13 0,11 0,11 0,05 0,15
T7 0,06 0,12 0,08 0,12 0,17
T8 0,11 0,20 0,05 0,09 0,04
T9 0,10 0,28 0,19 0,21 0,10
Quercetina 0,22 0,04 0,10 0,16 0,11
Monocrotalina 0,07 0,05 0,07 0,13 0,05
Dual Gold 0,25 0,09 0,09 0,10 0,12
Raiz
0,00 -
g -20,00 -
g 40,00 -
]
g -60,00 - 75 ppm
= ® 150
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Figura 15. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de tomate em

relacao ao controle Dual Gold
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Tabela 12. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de tomate

em relagdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -32.75 -41.61 -46.13 -50.21 -36.10
T2 -37.79 -37.07 -47.38 -37.67 -50.62
T3 -50.58 -53.19 -48.75 -93.39 -96.72
T4 -56.55 -54.53 -47.13 -29.86 -55.75
T5 -44.62 -41.10 -49.37 -58.65 -57.04
T6 -44.22 -35.96 -58.52 -53.48 -76.97
T7 -57.65 -36.11 -37.01 -34.92 -37.58
T8 -37.52 -53.57 -49.06 -61.94 -61.23
T9 -23.76 -32.67 -39.26 -22.26 -43.90
Quercetina -51.91 -30.96 -28.62 -43.86 -36.45
Monocrotalina ~ -34.65 -33.28 -40.47 -51.29 -68.25
Dual Gold -59.69 -51.01 -64.72 -85.48 -93.26

Dentre os extratos analisados para inibicdo da parte aérea, T3 se destaca pela alta
inibicao nas maiores concentracdes, rivalizando com o controle positivo. Os extratos T1, T2,
TS5, T6 e T8 também mostraram desempenho consistente. T9 foi o0 menos eficaz. Em relagao
aos compostos isolados, Quercetina mostrou-se mais potente em baixas concentragdes,

enquanto Monocrotalina se destacou nas doses mais altas.
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Tabela 13. Valores de desvio padrdo (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento aéreo das plantulas de tomate

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm

Substancias

T1 0,19 0,46 0,08 0,48 0,24

T2 0,11 0,25 0,31 0,30 0,82

T3 0,52 0,58 0,65 0,04 0,06

T4 0,38 0,48 0,95 0,06 0,57

T5 0,33 0,12 0,34 0,46 0,24

T6 0,26 0,33 0,23 0,30 0,40

T7 0,19 0,28 0,47 0,25 0,16

T8 0,30 0,81 0,09 0,26 0,26

T9 0,32 0,27 0,28 0,32 0,27

Quercetina 0,51 0,11 0,10 0,26 0,06

Monocrotalina 0,53 0,08 0,22 0,12 0,22

Dual Gold 0,04 0,20 0,24 0,15 0,08

Caule
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Figura 16. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de tomate

em relacdo ao controle Dual Gold
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2.3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS (1-9) E DAS SUBSTANCIAS MONOCROTALINA

E QUERCETINA SOBRE O CRESCIMENTO DAS PLANTULAS DE SORGO (SORGHUM BICOLOR)

Com base nos dados da Figura 17 e da tabela 10, observa-se que a maioria dos extratos
e substancias testadas apresentou efeito inibitorio significativo sobre o crescimento das
plantulas, variando em intensidade conforme a concentracdo utilizada.

Os resultados indicam que os extratos T1, T2, T3 e T8 apresentam potencial herbicida
significativo, sendo especialmente eficazes na inibi¢ao do crescimento radicular das plantulas,
com destaque para o extrato T3, que apresentou efeito similar ao herbicida comercial. O
comportamento atipico do extrato T7 sugere a necessidade de investigagdo adicional quanto a

possibilidade de efeitos que causam estimulagdo em altas doses.

Tabela 14. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de sorgo em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -86.93 -85.12 -86.81 -87.35 -90.32
T2 -85.87 -80.56 -76.99 -82.45 -85.80
T3 -87.17 -89.66 -92.86 -98.65 -100.00
T4 -78.30 -66.83 -71.75 -76.67 -73.32
TS -23.91 -15.79 -31.26 -49.72 -76.73
T6 -63.77 -73.51 -80.55 -66.46 -80.41
T7 -61.96 -76.65 -62.66 -32.74 -9.48
T8 -52.11 -63.93 -73.22 -94.35 -86.89
T9 -18.59 -17.25 -26.71 -40.24 -71.17
Quercetina -36.99 -51.37 -40.09 -49.21 -48.34
Monocrotalina  -76.67 -79.82 -81.40 -90.75 -83.99
Dual Gold -72.77 -83.19 -87.37 -94.34 -98.48

O extrato T3 foi o mais ativo, com inibicao total (100%) a 1000 ppm. Os extratos T1 e
T2 mostraram alta inibi¢do em todas as concentracdes, enquanto o extrato T8 teve efeito

crescente com a dose, destacando-se a partir de 600 ppm. A Monocrotalina também apresentou
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forte atividade, especialmente a 600 ppm (90,75%). Esses resultados indicam alto potencial
inibitdrio das raizes, com desempenho semelhante ao herbicida comercial.
Tabela 15. Valores de desvio padrao (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento radicular das plantulas de sorgo

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,16 0,27 0,16 0,29 0,27
T2 0,08 0,40 0,22 0,23 0,39
T3 0,04 0,06 0,27 0,06 0,00
T4 0,32 0,56 0,40 0,60 0,69
T5 0,60 0,68 1,10 1,06 0,23
T6 0,43 0,38 0,04 0,14 0,49
T7 1,04 0,75 0,95 1,25 0,21
T8 1,60 0,06 0,17 0,05 0,27
T9 0,97 0,52 0,15 0,71 0,68
Quercetina 1,35 1,12 1,69 1,13 1,33
Monocrotalina 0,36 0,18 0,61 0,33 0,37
Dual Gold 0,62 0,36 0,20 0,09 0,05
Raiz
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Figura 17. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de sorgo em

relacdo ao controle Dual Gold
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Tabela 16. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de sorgo em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
Tl -63.50 -69.41 -70.83 -70.83 -73.42
T2 -73.49 -55.45 -49.27 -53.26 -64.60
T3 -69.56 -72.53 -85.56 -83.48 -89.42
T4 -52.29 -39.58 -39.75 -52.50 -45.98
T5 -17.92 -4.17 -18.29 -22.04 -45.46
T6 -48.15 -54.83 -55.44 -48.15 -66.61
T7 -41.59 -53.06 -35.94 -19.54 -0.13
T8 -28.80 -38.03 -43.66 -78.18 -68.95
T9 -6.40 5.60 -4.10 -28.29 -50.56
Quercetina -15.51 -26.18 -25.27 -26.57 -35.92
Monocrotalina ~ -61.58 -67.70 -68.09 -68.60 -72.14
Dual Gold -66.61 -76.86 -82.95 -90.13 -94.98

Os extratos T3, T1, T2 e T8, junto com a substdncia Monocrotalina, foram os mais
eficazes na inibi¢dao do crescimento da parte aérea das plantulas, com destaque para o extrato
T3 que alcancou 89,42% de inibi¢do a 1000 ppm, valor proximo ao herbicida comercial. O
extrato T1 apresentou inibi¢do constante entre 63% e 73%, enquanto a Monocrotalina teve
resultados semelhantes. O extrato T2 mostrou maior inibi¢do nas concentracdes mais baixas e
altas, e o extrato 8 apresentou efeito crescente com a dose. Os extratos T4, TS5, T7, T9 e a
Quercetina tiveram baixa ou irregular inibi¢cao, com o extrato T7 apresentando quase nenhuma

atividade.
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Tabela 17. Valores de desvio padrio (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento aéreo das plantulas de sorgo

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,40 0,36 0,36 0,53 0,24
T2 0,16 0,47 0,46 0,42 0,22
T3 0,13 0,32 0,22 0,39 0,18
T4 0,57 0,29 0,39 0,56 0,97
T5 0,80 1,36 0,63 0,80 0,52
T6 0,33 0,67 0,37 0,44 0,45
T7 0,78 0,83 1,14 1,03 0,28
T8 1,68 0,40 0,11 0,10 0,37
T9 0,61 0,77 0,32 0,36 0,32
Quercetina 1,58 0,48 1,06 0,93 0,98
Monocrotalina 0,54 0,25 0,43 0,38 0,23
Dual Gold 0,41 0,35 0,11 0,04 0,09
Caule
20,00
~ 0,00
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Figura 18. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de sorgo

em relagdo ao controle Dual Gold
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2.3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS (1-9) E DAS SUBSTANCIAS MONOCROTALINA
E QUERCETINA SOBRE O CRESCIMENTO DAS PLANTULAS DE BRAQUIARIA (UROCHLOA

BRIZANTHA)

A andlise dos resultados apresentados no grafico 19 e na tabela 12, demonstra que todos
os extratos (T1 a T9) interferiram no crescimento das raizes das plantulas de braquidria.
Observou-se inibicdo do crescimento em todas as concentragdes testadas. Embora alguns
extratos tenham apresentado variacao nos efeitos ao longo das concentragdes, os extratos T2,
T3, T5, T6 e T9, além da Monocrotalina, mostraram-se eficazes na inibicao das raizes. A
Monocrotalina, em especial, apresentou desempenho igual ao herbicida sintético, reforgando

seu potencial como composto bioativo.

Tabela 18. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de braquiaria em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -53.25 -48.49 -51.78 -46.45 -67.37
T2 -70.02 -77.12 -68.94 -88.57 -74.70
T3 -72.01 -62.24 -69.57 -75.01 -44.97
T4 -79.78 -75.07 -66.60 -39.94 -58.37
TS -64.30 -80.44 -81.16 -74.64 -63.24
T6 -56.64 -60.18 -76.65 -75.34 -62.80
T7 -49.13 -57.00 -75.19 -59.91 -60.47
T8 -69.25 -15.80 -30.41 -61.58 -82.67
T9 -79.29 -76.67 -76.75 -69.07 -41.31
Quercetina -35.23 -20.40 -56.15 -40.90 -23.23
Monocrotalina ~ -59.31 -80.87 -80.48 -93.13 -93.07
Dual Gold -59.31 -80.87 -80.48 -93.13 -93.07

Entre os extratos testados, T2, T3, T5, T6 e T9 apresentaram os melhores resultados na
inibi¢do das plantulas. O extrato T2 destacou-se com forte inibigdo, especialmente a 600 ppm
(88,57%). O extrato TS também foi eficiente, com inibicao acima de 80% entre 150 e 300 ppm.

O extrato T3 teve boa atividade nas concentragdes intermedidrias, com até 75% a 600 ppm. Os
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extratos T6 e T9 mostraram inibi¢do consistente, com valores entre 60% e 76%, principalmente
nas concentragdes mais baixas e intermediarias.

A substancia Monocrotalina obteve os melhores resultados gerais, com inibigdo méxima
de 93,13% a 600 ppm, igualando o desempenho do herbicida comercial Dual Gold. Ja a
quercetina apresentou atividade significativamente menor, com inibi¢do maxima de apenas
56,15% a 300 ppm.
Tabela 19. Valores de desvio padrao (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento radicular das plantulas de braquiaria

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,89 0,70 0,32 0,26 0,60
T2 0,07 0,25 0,10 0,16 0,27
T3 0,27 0,57 0,12 0,44 0,29
T4 0,15 0,18 0,55 0,29 0,65
T5 0,42 0,14 0,14 0,21 0,43
T6 0,32 0,35 0,17 0,38 0,23
T7 0,60 0,52 0,25 0,21 0,18
T8 0,64 1,10 0,92 0,54 0,22
T9 0,35 0,12 0,30 0,67 0,55
Quercetina 0,18 0,58 0,52 1,01 0,54
Monocrotalina 0,83 0,08 0,30 0,03 0,09

Dual Gold 0,57 0,21 0,36 0,09 0,00
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Figura 19. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de braquiaria

em relagdo ao controle Dual Gold

Tabela 20. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substincias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de braquiaria

em relagdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
Tl -35.10 -46.93 -37.49 -35.55 -53.72
T2 -55.68 -59.64 -53.65 -85.45 -49.68
T3 -54.17 -14.09 -48.52 -54.80 5.35
T4 -68.99 -54.77 -44.00 0.11 -49.34
T5 -41.93 -46.97 -44.46 -56.09 -37.29
T6 -8.07 -41.34 -62.99 -50.01 -37.25
T7 -17.13 -33.19 -47.31 -24.27 -36.08
T8 -54.04 -17.13 -30.85 -52.00 -59.05
T9 -53.55 -63.47 -61.16 -36.93 -48.08
Quercetina -41.98 -10.58 -57.58 -45.67 -30.39
Monocrotalina ~ -42.12 -64.15 -56.97 -84.81 -74.74
Dual Gold -85,36 -96,33 -94,90 -98,46 -100,00
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Na parte aérea das plantulas, os extratos T2, T4, T6 e T9 apresentaram os melhores
resultados, com destaque para o T2, que atingiu 85,45% de inibi¢cdo a 600 ppm. O extrato T4
teve alta inibicdo a 75 ppm, e T6 e T9 mostraram efeitos consistentes em concentragdes
intermediarias. A Monocrotalina obteve inibicdo préxima ao herbicida Dual Gold, reforcando
seu alto potencial herbicida. Em contraste, a Quercetina apresentou baixa atividade, e alguns

extratos, como T3 e T4, mostraram efeitos irregulares ou até estimulo em doses mais altas.

Tabela 21. Valores de desvio padrao (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento aéreo das plantulas de braquiaria

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 1,20 1,03 0,57 0,25 0,76
T2 0,34 0,37 0,28 0,21 0,32
T3 0,25 1,81 0,39 0,91 0,93
T4 0,36 0,36 0,69 0,88 1,15
T5 0,75 0,66 0,42 0,72 0,90
T6 0,45 0,62 0,31 0,97 0,44
T7 1,20 0,67 0,56 0,28 0,39
T8 1,01 1,14 1,02 0,68 0,37
T9 0,65 0,37 0,77 0,53 0,66
Quercetina 0,43 0,63 0,75 0,64 0,27
Monocrotalina 0,82 0,06 0,76 0,21 0,70

Dual Gold 0,19 0,05 0,17 0,05 0,00
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Figura 20. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de

braquidria em relag¢@o ao controle Dual Gold

2.3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS (1-9) E DAS SUBSTANCIAS MONOCROTALINA

E QUERCETINA SOBRE O CRESCIMENTO DAS PLANTULAS DE PICAO (BIDENS PILOSA L.)

Os resultados presentes na Tabela 14 e na Figura 21, evidenciam que a maioria dos
extratos testados apresentou forte capacidade de inibir o crescimento das raizes das plantulas
de picao. Os extratos T3, TS e T8, juntamente com a Monocrotalina, destacaram-se pelo alto
potencial herbicida, com efeitos proximos ao Dual Gold utilizado como controle. Além disso,
os dados demonstram que todos os extratos e substancias testadas inibiram o crescimento das
raizes das plantulas em diferentes intensidades. Os extratos T3, T5, T7 e T8 se destacaram com

0s maiores niveis de inibigao.
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Tabela 22. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de picdo em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 -45.27 -52.58 -70.80 -78.35 -56.99
T2 -65.94 -71.27 -61.73 -54.33 -69.15
T3 -76.07 -73.44 -68.54 -68.19 -76.54
T4 -53.80 -61.30 -55.84 -57.72 -48.47
T5 -73.75 -72.71 -71.41 -60.47 -72.84
T6 -59.23 -83.10 -46.40 -45.64 -46.82
T7 -73.24 -76.05 -62.15 -55.45 -38.15
T8 -65.11 -64.93 -74.24 -44.77 -88.78
T9 -58.44 -65.95 -76.14 -67.37 -39.54
Quercetina -60.30 -67.93 -61.45 -53.15 -35.81
Monocrotalina ~ -81.91 -53.95 -63.35 -74.33 -64.99
Dual Gold -69.99 -72.24 -76.88 -77.63 -91.10

O extrato T3 apresentou efeito consistente, especialmente nas concentracdes de 75 e
1000 ppm, com inibicao de 76,07% e 76,54%, respectivamente. O extrato TS também mostrou
alta atividade nas concentracdes de 75 a 300 ppm, com inibi¢do superior a 71%. O extrato T7
teve bons resultados até 300 ppm, mas a inibigdo caiu para 38,15% em 1000 ppm. J& o extrato
T8 apresentou um dos melhores resultados na concentragdo mais alta, com 88,78%, valor
proximo ao do herbicida comercial Dual Gold, que alcangou 91,10% nessa dose.

Entre as substancias puras, a Monocrotalina apresentou desempenho satisfatorio, com
destaque para 81,91% a 75 ppm e 74,33% a 600 ppm, embora com variacdes nas demais
concentragdes. A Quercetina demonstrou efeito inibitério mais moderado, variando de 35,81%

a67,93%.
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Tabela 23. Valores de desvio padrio (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento radicular das plantulas de picdo

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm

Substéincias

T1 0,37 0,46 0,28 0,23 0,46

T2 0,29 0,23 0,52 0,52 0,07

T3 0,28 0,15 0,38 0,34 0,04

T4 0,40 0,64 0,12 0,37 0,58

T5 0,20 0,14 0,21 0,15 0,33

T6 0,93 0,15 0,77 0,95 0,82

T7 0,22 0,16 0,21 0,25 0,27

T8 0,05 0,65 0,16 0,57 0,18

T9 0,63 0,29 0,23 0,21 0,26

Quercetina 0,56 0,10 0,52 0,33 0,08

Monocrotalina 0,13 0,13 0,40 0,24 0,39

Dual Gold 0,08 0,19 0,17 0,24 0,08
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Figura 21. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento radicular das plantulas de picao em

relacao ao controle Dual Gold
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Tabela 24. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,
Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de picao em

relacdo ao controle Dual Gold

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
Tl -50.51 -51.76 -69.15 -74.08 -57.31
T2 -54.47 -57.71 -58.80 -45.78 -60.95
T3 -66.29 -68.07 -59.14 -65.20 -71.60
T4 -50.92 -50.53 -41.82 -56.64 -53.87
T5 -55.27 -53.38 -46.91 -47.92 -70.78
T6 -41.55 -75.38 -18.24 -31.31 -18.68
T7 -61.32 -68.80 -65.22 -50.46 -42.29
T8 -59.93 -53.15 -67.63 -47.74 -75.50
T9 -60.52 -76.11 -76.44 -54.33 -53.48
Quercetina -62.68 -59.69 -77.33 -67.59 -58.93
Monocrotalina ~ -77.72 -48.69 -64.56 -66.82 -58.05
Dual Gold -72.67 -87.61 -87.05 -86.77 -95.77

Os resultados indicam que todos os extratos e substancias testadas apresentaram efeito
inibitorio sobre a parte aérea das plantulas, com variacdes entre as concentragdes. Entre os
extratos, T3, T8, T9 e T7 apresentaram os melhores desempenhos. O extrato T3 teve inibigao
consistente em todas as concentragdes, com destaque para 71,60% a 1000 ppm. O extrato T8
mostrou alta atividade em 300 ppm (67,63%) e 1000 ppm (75,50%). J& o extrato T9 teve forte
inibicao até¢ 300 ppm, com 76,44%, embora tenha reduzido a eficacia nas doses mais altas. O
extrato T7 também apresentou bons resultados até 300 ppm, com inibi¢do acima de 65%.

A substancia Monocrotalina foi a mais eficiente em comparagdo com a Quercetina,
alcangando 77,72% de inibi¢do a 75 ppm, embora tenha apresentado variagcdes em outras
concentragdes. A Quercetina, por outro lado, também apresentou bons resultados, com destaque

para 77,33% de inibi¢ao a 300 ppm.
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Tabela 25. Valores de desvio padrdo (+DP) obtidos no ensaio biologico sobre o

desenvolvimento aéreo das plantulas de picao

Extratos e 75 ppm 150 ppm 300 ppm 600 ppm 1000 ppm
Substancias
T1 0,27 0,73 0,60 0,49 0,36
T2 0,51 0,75 0,24 0,44 0,07
T3 0,45 0,62 0,39 0,84 0,35
T4 0,24 0,85 0,35 0,48 0,30
T5 0,47 0,38 0,90 0,35 0,60
T6 1,63 0,37 1,45 2,97 2,08
T7 0,62 0,50 0,40 0,55 0,14
T8 0,21 1,65 0,14 0,08 0,73
T9 0,71 0,30 0,09 0,70 0,11
Quercetina 0,77 0,35 0,28 0,40 0,31
Monocrotalina 0,33 0,48 0,52 0,82 0,44
Dual Gold 0,35 0,18 0,13 0,31 0,14
0,00 -
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Figura 22. Efeito dos extratos das sementes de Crotalaria (1-9) e das substancias puras,

Quercetina e Monocrotalina, sobre o desenvolvimento da parte aérea das plantulas de picao

em relagdo ao controle Dual Gold
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2.4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que todos os extratos testados (T1 a T9),
bem como as substancias isoladas Quercetina e Monocrotalina, influenciaram
significativamente no crescimento das plantulas de pepino, tomate, sorgo, braquiaria e picao
com resultados satisfatorios. A inibigdo foi observada tanto na parte aérea quanto nas raizes,
sendo esta Ultima a mais afetada, o que demonstra que esses compostos t€ém maior impacto
sobre o sistema radicular.

Apesar da inibicdo observada na parte aérea das plantulas ter sido relativamente baixa
para alguns extratos quando comparada com a inibi¢do na raiz, a elevada redugdo do
crescimento radicular compensou essa diferenca. Essa acdo predominante nas raizes € suficiente
para comprometer o desenvolvimento das plantulas, o que confirma o potencial efetivo dos
extratos e substancias testados como herbicidas, sem prejudicar os bons resultados gerais
obtidos no experimento.

Entre os extratos avaliados, destacaram-se T2, T3, TS5, T8 e T9, que apresentaram os
maiores indices de inibi¢do, com desempenho proximo ao herbicida comercial utilizado como
controle (Dual Gold).

Quando analisadas as duas substancias isoladas obtidas comercialmente, Monocrotalina
e Quercetina, observamos que o alcaloide Monocrotalina obteve um desempenho maior na
inibi¢ao das plantulas quando comparada ao flavonoide Quercetina, que apresentou efeito mais
moderado, com menor consisténcia entre as doses, evidenciando que essa classe de compostos
possui maior potencial herbicida.

A integracdo dos resultados quimicos e bioldgicos fornece evidéncias consistentes de
que a atividade herbicida estd diretamente associada ao perfil de alcaloides. O extrato T3 (C.
ochroleuca) destacou-se pela intensa fitotoxicidade contra o sorgo, alcancando 100% de
inibicao radicular a 1000 ppm. De maneira semelhante, o extrato T2 (fracdo acida de C.
ochroleuca), enriquecido seletivamente em alcaloides segundo a andlise quimica, inibiu em
88,57% o crescimento radicular da braquiaria.

Em contraste, o extrato TS5 (C. juncea), caracterizado por OPLS-DA como rico em
globiferina em detrimento da monocrotalina, apresentou efeito consideravelmente menor contra
0 sorgo, com apenas 49,7% de inibicdo a 600 ppm. A superioridade da monocrotalina foi
confirmada em ensaio isolado, no qual promoveu 93,1% de inibi¢do radicular na braquidria,
resultado equivalente ao obtido com o controle comercial Dual Gold®. Essa forte

correspondéncia entre os perfis quimicos especificos e os dados quantitativos de inibigdo
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sustenta a conclusdo de que os alcaloides pirrolizidinicos sdo os principais responsaveis pela
elevada atividade herbicida observada.

De forma geral, os compostos testados demonstraram eficacia como herbicidas, com
resultados promissores para o desenvolvimento de alternativas naturais no controle de plantas
daninhas. Nao foi possivel observar diferencga significativa entre a seletividade para as plantas
monocotiledoneas e dicotiledonias, mas, essa auséncia de seletividade marcante entre espécies
também sugere um amplo espectro de agao desses extratos.

Esses dados reforgcam o potencial de uso desses compostos como herbicidas naturais,
especialmente pelo impacto expressivo no sistema radicular, essencial para o desenvolvimento

das plantulas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho utilizou da aplicacdo de uma abordagem integrada, combinando
técnicas de metabolomica com bioensaios de fitotoxicidade, para investigar o potencial
herbicida das sementes do género Crotalaria. A integracao entre as analises quimicas realizadas
no Capitulo 1 e os ensaios biologicos apresentados no Capitulo 2 permitiu ndo apenas confirmar
a atividade herbicida dos extratos, como também correlaciona-la diretamente aos seus perfis
quimicos especificos.

Além da caracterizacdo quimica das espécies estudadas, este trabalho estabeleceu as
bases de um banco de dados metabolémico robusto, configurando-se como um recurso
estratégico para futuras investigacdes no laboratoério. A organizacdo e padronizacdo das
informacdes obtidas por UPLC-QTOF-MSE oferecem uma alternativa superior a analise
manual e fragmentada de dados. O repositério desenvolvido possibilita a realizagdo de
consultas direcionadas, favorecendo a comparagdo sistematica de perfis quimicos e a
identificacdo agil de metabdlitos em novas amostras.

A analise por UPLC-QTOF-MSE foi fundamental para discriminar metabolicamente as
espécies, revelando diferengas marcantes na composicdo de alcaloides pirrolizidinicos.
Observou-se o predominio de Monocrotalina em Crotalaria spectabilis e de Globiferina em
Crotalaria juncea, compostos que se destacaram como potenciais marcadores quimicos
associados a atividade biologica. Essa correlagdo foi corroborada nos bioensaios, nos quais os
extratos demonstraram elevada eficacia fitotoxica, principalmente pela inibi¢do significativa do
desenvolvimento radicular, sendo esse efeito suficiente para comprometer a sobrevivéncia das
plantulas.

A superioridade da Monocrotalina pura em relacdo a quercetina na inibicdo do
crescimento vegetal reforca a conclusao de que os alcaloides sdo os principais responsaveis pela
atividade herbicida observada. Com base nesses achados, conclui-se que os extratos das
sementes de Crotalaria, especialmente os de C. spectabilis, constituem uma fonte promissora
para o desenvolvimento de herbicidas naturais. A auséncia de seletividade acentuada entre
monocotiledoneas e dicotiledoneas sugere um espectro de acao amplo, o que pode ser vantajoso
para o controle de plantas daninhas em diferentes contextos agricolas.

Diante dos resultados promissores, diversas perspectivas se abrem para a continuidade
e aprofundamento desta linha de pesquisa. Investigagcdes futuras podem concentrar-se no
isolamento e na elucidacao estrutural de outros metabolitos presentes nos extratos mais ativos.

Paralelamente, a compreensao dos mecanismos de agao em niveis fisioldgico e bioquimico sera
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essencial para identificar os alvos celulares especificos da Monocrotalina e de outros compostos
fitotoxicos.

Com isso, esse trabalho evidencia o potencial dos compostos naturais presentes nas
plantas do género Crotalaria como base para o desenvolvimento de defensivos agricolas mais
sustentaveis, valorizando a biodiversidade brasileira e abrindo caminho para inovagdes no

controle de plantas daninhas com menor impacto ambiental.
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