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Resumo

As plantas da familia Annonaceae sdo conhecidas por produzirem diversos
metabolitos especializados, dentre eles os alcaloides destacam-se por sua
variedade e funcdes bioldgicas de interesse farmacologico e agrondmico. A
espécie Annona emarginata € nativa e muito utilizada como porta enxerto de
espécies comerciais de Annona como a atemdia, além de ser utilizada na
recuperacdo de 4reas biodegradas e possuir ampla variedade de alcaloides. E
sabido que os alcaloides podem sofrer alteragbes em sua concentracdo ou
composi¢do de acordo com o ambiente, e que além disso, tais substancias
compartilham parte da sua rota de sintese com o &cido indolilacético (IAA).
Assim, 0 objetivo desse trabalho foi verificar as possiveis alteracdes da sintese
de alcaloides em Annona emarginata dentro de um ciclo circadiano, bem como
se a aplicacdo de IAA modifica a sintese de alcaloides. Além disso, buscamos
avaliar possiveis alteracdes no metabolismo primario das mudas, que pudessem
estar relacionadas com as mudancas nos alcaloides. Visando avaliar variagdes no
conteddo de alcaloides no ciclo circadiano um primeiro experimento foi
instalado e com relacdo a aplicacdo de 1AA e a sintese de alcaloides um segundo
experimento foi realizado. Em ambos 0s experimentos analisamos alcaloides
totais e liriodenina, presenca e auséncia de alcaloides especificos, atividade da
nitrato redutase, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, agucares e amido,
enzimas antioxidantes, peroxido de hidrogénio e lipoperoxidacdo. No0ssos
resultados mostraram que em Annona emarginata existe uma relacdo entre
metabolismo primario e especializado, causando altera¢fes na concentracdo de
alcaloides totais, liriodenina e na presenca e auséncia de alcaloides especificos
em folhas e raizes. Concluimos com o primeiro experimento que o melhor
horario de coleta visando extrair maior concentracdo desses compostos € as
02h00 nas raizes. Quanto ao segundo experimento, verificamos que a aplicacao
de IAA também causou alteragdes pontuais no metabolismo primario que
resultaram em reducdo da sintese de alcaloides, além de causar alteracBes na
presenca e auséncia de alcaloides em raizes de mudas de Annona emarginata, o

que foi possivel detectar com a inibicdo do transporte de auxina.



Palavras-chave: Metabolismo especializado; Metabolismo priméario; Hormonios
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Abstract

Plants of the Annonaceae family are known to produce several specialized
metabolites, among which the alkaloids stand out for their variety and biological
functions of pharmacological and agronomic interest. The species Annona emarginata
Is native and widely used as a rootstock for commercial species of Annona such as
atemoya, in addition to being used in the recovery of biodegradable areas and having a
wide variety of alkaloids. It is known that alkaloids can change their concentration or
composition according to the environment, and that, in addition, such substances share
part of their synthesis route with indolylacetic acid (IAA). Thus, the objective of this
work was to verify the possible alterations in the synthesis of alkaloids in Annona
emarginata within a circadian cycle, as well as whether the application of IAA modifies
the synthesis of alkaloids. In addition, we sought to evaluate possible changes in the
primary metabolism of seedlings, which could be related to changes in alkaloids.
Aiming to evaluate variations in the alkaloid content in the circadian cycle, a first
experiment was installed and in relation to the application of IAA and the synthesis of
alkaloids, a second experiment was carried out. In both experiments we analyzed total
alkaloids and liriodenine, presence and absence of specific alkaloids, nitrate reductase
activity, gas exchange, fluorescence chlorophyll, sugars and starch, antioxidant
enzymes, hydrogen peroxide and lipid peroxidation. Our results showed that in Annona
emarginata there is a relationship between primary and specialized metabolism, causing
changes in the concentration of total alkaloids, liriodenine and in the presence and
absence of specific alkaloids in leaves and roots. We concluded with the first
experiment that the best time of collection to extract the highest concentration of these
compounds is at 2:00 am in the roots. As for the second experiment, we found that the
application of 1AA also caused specific changes in the primary metabolism that resulted
in a reduction in the synthesis of alkaloids, in addition to causing changes in the
presence and absence of alkaloids in the roots of Annona emarginata seedlings, which

was possible to detect by inhibiting auxin transport.

Keywords: Specialized metabolism; Primary metabolism; plant hormones;
Photosynthesis



1. INTRODUCAO GERAL

O metabolismo das plantas é dividido em primério e especializado. O
metabolismo primario consiste em uma série de processos fundamentais, como a
fotossintese e a respiracdo, a fim de assegurar o crescimento e desenvolvimento da
planta, sendo encontrado em todo reino vegetal (VERPOORTE, 2000). O metabolismo
especializado, se utiliza dos produtos do metabolismo primario como precursores de
seus compostos, que vao garantir a sobrevivéncia do vegetal, atuando especialmente na
interacdo entre a planta e o ambiente (KUTCHAN et al.,, 2015; PICHERSKY;
LEWINSOHN, 2011; VERPOORTE, 2000). Os metabolitos especializados sdo restritos
a determinadas espécies e/ou 6rgaos e sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (STEVENSON; NICOLSON;
WRIGHT, 2017).

Os alcaloides, alvo desta pesquisa, fazem parte da classe dos compostos
nitrogenados, sendo metabdlitos de grande importancia quando se trata de adaptacao e
sobrevivéncia das plantas a fatores bioGticos e abioticos estressantes (ataques de
patdgenos e radiacdo UV, por exemplo), além de serem reserva de nitrogénio (JANSEN
etal., 1998; SIMOES et al., 1998; SIMOES et al., 2007; SIMOES et al., 2016).

Na familia Annonaceae estdo documentados mais de 900 alcaloides, sendo que 0s
mais abundantes sdo os benzilisoquinolinicos (ABI) derivados da tirosina e fenilalanina
(LUCIO et al., 2015). Em A. diversifolia, os ABIs sdo produzidos desde etapas iniciais
da germinacdo, onde a liriodenina atua como sistema de defesa ao inibir o crescimento
de Rhizopus stolonifer e Aspergillus glaucus, fungos que degradam desde sementes (DE
LA CRUZ CHACON et al, 2011; DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-
ESQUINCA, 2012) até plantas adultas (GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014). Desta
forma, a liriodenina é um alcaloide benzilisoquinolinico bastante encontrado em
espécies dessa familia sendo considerado marcador quimiotaxonémico. Além disso, a
liriodenina possui importantes atividades bioldgicas como acdo antifingica,
antibactericida, antiprotozoaria, capaz de inibir o crescimento de varios fitopatdgenos
(DE LA CRUZ CHACON et al., 2011).

A producdo de alcaloides varia em funcdo de estadio de desenvolvimento do
vegetal (HOFT et al., 1996; WILLIAMS; ELLIS, 1989), de condi¢Ges ambientais
(HOFT et al., 1996; BRISKE; CAMP, 1982; ELGORASHI et al., 2002; ROCCA-
PEREZ et al., 2004) e de reguladores vegetais, como as auxinas (PALEG et al., 1959;
SOUSA et al., 2019; SILVA et al., 2021).
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Com relacdo ao ambiente, estudos demonstram alteracbes no contetdo de
alcaloides de acordo com a sazonalidade, variacGes nas condicGes de luminosidade,
temperatura e disponibilidade de agua (VERMA e SKULA et al., 2015; YANG et al.,
2018). O cultivo de Trachyspermum ammi em regido de escassez hidrica aumenta o teor
de clorofila e fendlicos totais e reduz a altura das plantas, massa fresca e seca da erva, o
que influencia seu sistema de defesa (AZHAR et al., 2011). Castro-Moreno et al. (2013)
verificaram que em Annona lutescens houve reducgé@o na concentragdo de liriodenina nas
raizes na estacdo seca. As elevadas temperaturas também afetam a producdo de
metabolitos especializados fazendo com que o fotossistema Il apresente diminuicdo da
eficiéncia fotoquimica causando aumento do estresse nas plantas (JOCHUM et al.,
2007). No entanto até o momento ndo foi observado como o ciclo circadiano impacta a
producdo de alcaloides em Annona sp.

Metabolitos especializados e hormdnios compartilham parte de rotas metabolicas,
0 que sugere que hormonios poderdo desempenhar papel na biossintese de alcaloides. A
rota do acido chiquimico da origem a produtos especializados nitrogenados como 0s
alcaloides e compostos fendlicos, além do grupo hormonal das auxinas (LJUNG, 2013;
MAEDA; DUDAREVA, 2012). Além disso, sabe-se que 0s hormdnios possuem efeitos
no crescimento das plantas, morfogénese e metabolismo primario reconhecidos ha mais
de um século (ALAM; NAEEM; IDREES, 2012). O fato de os horménios estarem
relacionados ao metabolismo primario e especializado das plantas sugere estudos que ao
investigarem o papel de hormdnios na sintese de metabdlitos especializados, considere
suas relacbes também com o metabolismo primario (OLIVOTO et al., 2017), o que
ainda é pouco elucidado em Annonaceae.

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer escolhida para este estudo é
nativa do continente sul-americano, encontrada na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai,
Peru e Uruguai (MAAS et al., 2001). No Brasil possui importancia na recuperacao de
areas degradadas e é utilizada como porta-enxerto para espécies comerciais como a
atemoia (Annona x atemoya Mabb.) e a fruta-do-conde (A. squamosa L.) (BETTIOL
NETO et al., 2006; KAVATI, 2013) devido a sua rusticidade, tolerancia a patdgenos
causadores da broca-do-colmo (KAVATI, 2013), podriddo de raizes e colo
(TOKUNAGA, 2005) e tolerancia ao déficit hidrico severo (MANTOAN et al., 2016).
Nesta espécie ha relatos da presenca de liriodenina, anonaina, reticulina e asimilobina

em raizes e caules de plantas adultas (LUCIO et al., 2015).
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reducdes na transpiracdo e nos agucares € amido nos momentos de maior sintese de
alcaloides (156h e 324h).

4.5 Concluséo

A aplicagdo do acido indolilacético provoca alteragdes no metabolismo primério
que resultam em decréscimo na concentracao de alcaloides totais e liriodenina em raizes
de mudas de Annona emarginata, o que foi possivel confirmar com a inibicdo do
transporte de auxina. Com a inibi¢do do transporte de auxina, nos momentos em que
verificamos maior concentracdo de alcaloides totais tanto em raizes como em folhas,
houve reducdo na transpiracdo e no teor de carboidratos. A auxina IAA altera as
relacBes entre presenca e auséncia de alcaloides. Nas folhas apds aplicacdo de IAA foi
possivel detectar lanuginosina, liriodenina e xilopina, e quando seu transporte € inibido,
desaparece a xilopina e surge a N-metil laurotetanina. Nas raizes a IAA promove 0
aparecimento de discretina e xilopina, enquanto a oxoglaucina ndo € detectada, e
guando o transporte da auxina € inibido, ndo se observa assimilobina e oxoglaucina,

mas sim a xilopina.
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