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RESUMO -  Para o nitrogênio (N) ser utilizado pela planta para síntese de metabólitos vegetais ele 

deve estar disponível nas fontes nitrato (NO3-) ou amônio (NH4+). O NO3- demanda mais energia do 

que o NH4+ para ser assimilado e incorporado em esqueletos carbônicos por necessitar de agentes 

redutores. O metabolismo do N está relacionado ao metabolismo do carbono (C), pois o N necessita 

de esqueletos carbônicos para sua incorporação e a assimilação de CO2 depende de um adequado 

suprimento de N para formação do aparato fotossintético. Além da relação entre N e C com o 

metabolismo primário, há relação também com o metabolismo especializado, envolvendo a síntese 

de compostos voláteis foliares formados por unidades de C e a síntese de alcaloides, que são 

compostos nitrogenados. Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi analisar como o NO3- e 

NH4+  influenciam na fotossíntese e se há alteração na produção de alcaloides e voláteis foliares em 

Annona sylvatica em função das diferentes fontes de N. Para tanto, foi realizado experimento em 

esquema fatorial 4x3, sendo 4 tratamentos [NH4+, NO3-, NO3-:NH4+ e sem o fornecimento de N (S/

N)] e 3 épocas de coleta [30, 60 e 90 dias após o início do experimento (DAT)]. Foi observado que 

aos 90 DAT, as plantas que receberam NH4+ apresentaram maior taxa de assimilação líquida de CO2 

(Anet) que as plantas que receberam NO3- e que não receberam N; a eficiência de carboxilação da 

enzima rubisco (Anet/Ci) foi maior em plantas cultivadas com NH4+; a concentração interna de CO2 

na câmara subestomática (Ci) foi menor em plantas cultivadas com NH4+ em comparação com 

plantas cultivadas com NO3-:NH4+ e sem N (S/N); o tratamento com NH4+ apresentou maior 

rendimento quântico efetivo do fotossistema II (ΦFSII) que o tratamento S/N; a maior concentração 

de alcaloides totais e liriodenina foi observada em plantas cultivadas com NH4+. O NH4+ também 

teve efeito sobre o composto volátil foliar majoritário β-selineno, que apresentou menor 

porcentagem relativa e correlação negativa em comparação ao tratamento com NO3- aos 30 DAT. 

Portanto, pode-se concluir que o fornecimento diferenciado de fontes de N altera a fotossíntese, a 

produção de alcaloides e de compostos voláteis foliares. 

Palavras-chave: Annonaceae; nitrato; amônio; metabólitos especializados. 

ABSTRACT - For nitrogen (N) to be used by the plant for synthesis of plant metabolites it must be 

available through the sources nitrate (NO3-) or ammonium (NH4+). NO3- requires more energy than 

NH4+ to be assimilated and incorporated into carbon skeletons because it requires reducing agents. 

N metabolism is related to carbon (C) metabolism, since N requires carbonic skeletons for its 

incorporation and CO2 assimilation depends on an adequate N supply for photosynthetic apparatus 

formation. In addition to the relationship between N and C with primary metabolism, there is also a 
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relationship with secondary metabolism, involving the synthesis of leaf volatiles compounds 

formed by units of C and the synthesis of alkaloids, which are nitrogen compounds. Thus, the 

objective of the present studie was to analyze how NO3- and NH4+ influence gas exchange, and if 

there is alteration in the production of alkaloids and leaf volatiles in Annona sylvatica, due to the 

supply of different N sources. 90 days after the beginning of the treatments (DAT), the plants that 

received NH4+ presented higher rate of net CO2 assimilation (Anet) than the plants that received NO3- 

and that did not receive N; the carboxylation efficiency of the rubisco enzyme (Anet/Ci) was higher 

in NH4+ plants; internal CO2 concentration in the substomatic chamber (Ci) was lower in NH4+ 

plants compared to NO3-:NH4+ plants and without N (S/N); NH4+ treatment showed higher effective 

quantum yield of photosystem II (ΦFSII) than S/N treatment. The highest concentration of total 

alkaloids and liriodenine was observed in plants grown with NH4+. NH4+ also had an effect on the 

major leaf volatiles compound, β-selinene, where it had a lower relative percentage and negative 

correlation compared to treatment with NO3- at 30 DAT. Therefore, the differentiated supply of N 

sources alters gas exchange, alkaloid production and leaf volatiles compounds. 

Keywords: Annonaceae; nitrate; ammonium; secondary metabolites. 
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1.  INTRODUÇÃO 

O nitrogênio (N) é um macronutriente importante para a síntese de metabólitos vegetais, 

como aminoácidos, proteínas, clorofilas e compostos nitrogenados (MARSCHNER, 2012). Para ser 

utilizado pela planta na síntese de tais metabólitos o N deve estar disponível pelas fontes nitrato 

(NO3-) ou amônio (NH4+) (MUR et al., 2016). A assimilação de NO3- demanda mais energia do que 

a assimilação de NH4+, uma vez que o NO3- absorvido necessita ser reduzido a nitrito (NO2-) e 

posteriormente a NH4+ para ser assimilado. O NH4+ não necessita de agentes redutores para sua 

assimilação por ser um íon oxidado, porém demanda esqueletos carbônicos para sua incorporação 

(BRITTO et al., 2002; MUR et al., 2016). 

O metabolismo do N está interligado ao metabolismo do carbono (C) (FRITZ et al., 

2006). O N compõe o aparato fotossintético, portanto a assimilação de CO2 depende de adequado 

fornecimento de N; no entanto, esqueletos carbônicos são necessários para incorporação de N e 

consequente síntese de compostos nitrogenados, indicando assim competição entre o metabolismo 

do N e do C  (FRITZ et al., 2006; NUNES-NESI et al., 2010). 

A família Annonaceae, à qual pertence o gênero Annona, é conhecida por produzir 

metabólitos especializados como alcaloides e terpenos (constituintes dos óleos essenciais) (LOPES 

et al., 2014; ATTIQ et al, 2017). Tais metabólitos tem importância em âmbito medicinal e atuam 

como mecanismos de defesa das plantas (CHEN et al, 2013; DE LA CRUZ, 2011; FORMAGIO et 

al., 2013; FREEMAN et al, 2008). 

O N está presente na estrutura dos alcaloides, que são moléculas alcalinas, derivadas de 

aminoácidos (EVANS et al, 2009; FACCHINI, 2001). Os alcaloides benzilisoquinolínicos (ABI’s) 

são um dos metabólitos especializados mais encontrados na família Annonaceae (GONZÁLEZ-

ESQUINCA et al., 2014; OROZCO-CASTILLO et al, 2016). Os ABI’s incluem alcaloides 

aporfínicos e oxoaporfínicos, como a liriodenina, considerado um marcador quimiotaxonômico 

desta família (PHILLIPSON et al., 1985; GONZÁLEZ-ESQUINCA et al., 2014; PINHEIRO et al., 

2009). 

Os terpenos são compostos voláteis formados por unidades de isopreno (5C), podendo 

dar origem, por exemplo, a monoterpenos (10C) e sesquiterpenos (15C) (KANDI et al, 2015; 

ALCANTARA et al, 2017). 
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Existem estudos que relatam o efeito da variação na concentração de N para o gênero 

Annona em relação à síntese de alcaloides, como em Annona diversifolia (OROZCO-CASTILLO et 

al., 2016) e às trocas gasosas e compostos voláteis foliares, como em Annona emarginata 

(CAMPOS et al., 2019). Contudo, o efeito das diferentes fontes, NO3- e NH4+, no metabolismo de 

Annona é tema ainda não discutido. 

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo analisar como o NH4+, NO3-, 

NO3-:NH4+ e a ausência de N influenciam na fotossíntese, analisando as trocas gasosas e 

fluorescência da clorofila a, produção de alcaloides e voláteis foliares em Annona sylvatica, uma 

espécie nativa e endêmica do Brasil (MAAS et al., 2015) que é utilizada na medicina popular 

(GOMES et al., 2013; VENDRUSCULO et al., 2005) e apresenta propriedades anti-inflamatória, 

anticancerígena e inseticida (GONÇALVES et al., 2015; FORMAGIO et al., 2013; 

MIKOLAJCZAK et al., 1990). 

 2.  CAPÍTULO I: Revisão bibliográfica 

Nesta revisão serão apresentadas características da família Annonaceae, bem como sua 

relação com o metabolismo primário e especializado, com enfoque em nutrição mineral, trocas 

gasosas, alcaloides e voláteis foliares. 

2.1  Família Annonaceae  

A família Annonaceae é a maior família da ordem Magnoliales, possuindo cerca de 108 

gêneros e 2.400 espécies, estando dividida em quatro subfamílias, Anaxagoreoideae, Annonoideae, 

Ambavioideae e Malmeoideae (CHATROU et al., 2012). Espécies da família Annonaceae são 

encontradas em todas as regiões do Brasil, tendo maior abundância no estado do Amazonas (MAAS 

et al., 2015).  

Os gêneros Annona, Duguetia, Guatteria e Xylopia são os mais representativos da 

família Annonaceae no Brasil, pertencentes à subfamília Annonoideae (LOPES et al., 2014). 
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Espécies do gênero Annona são popularmente conhecidas por seus frutos comestíveis, 

como A. muricata L. (graviola), A. squamosa L. (fruta-do-conde), A. cherimola Mill. (cherimoia) e 

Annona x atemoya Mabb. (atemoia). São também utilizadas na medicina popular, apresentando 

propriedades contra febre, reumatismo, infecções, doenças de pele, anti-inflamatórias, 

antiparasitárias e antidiarreia, dentre outras (RINALDI et al., 2017; RABELO, et al., 2015; 

EGYDIO-BRANDÃO et al, 2017).  

A família Annonaceae é conhecida por produzir metabólitos especializados como 

alcaloides, flavonóides, triterpenos, diterpenos, esteróis, lignanas e acetogeninas (ATTIQ et al, 

2017). 

Foram relatados, aproximadamente, 500 alcaloides em 138 espécies de Annonaceae. 

Alcaloides do gênero Annona apresentam atividade biológica contra leishmaniose, doença de 

Chagas, malária, doença de Alzheimer, transtornos mentais e úlceras. Em A. reticulata L., por 

exemplo, foram encontrados os alcaloides annomontina, lanulinolisa, lysicamina e liriodenina 

(GONZÁLEZ-ESQUINCA et al., 2014; EGYDIO-BRANDÃO et al, 2017). Óleos essenciais de 

Annonaceae apresentam propriedades antimicrobianas, antiinflamatórias, citotóxicas, dentre outras. 

Os óleos têm como principais constituintes os terpenos espatulenol, óxido de cariofileno, 

germacreno D, germacreno B, biciclogermacreno, β-cariofileno e α-bergamoteno (ALCANTARA et 

al, 2017). 

2.1.1  Annona sylvatica A. St.-Hil. 

A espécie Annona sylvatica, vulgarmente conhecida como araticum-rugoso, embira e 

cortiça, é nativa e endêmica do Brasil, ocorrendo nas regiões nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do 

país (GOMES et al., 2013; MAAS et al., 2015). Caracteriza-se por árvores de médio porte, copa 

densa, casca rugosa e acastanhada. Apresenta folhas simples, alternas, de coloração verde-escuras e 

flores amareladas, em forma de hélice. Possui infrutescências do tipo sincarpo, carnosas e amarelas 

quando maduras, contendo polpa doce e esbranquiçada apreciada para consumo in natura. Na 

medicina popular, suas sementes tem importância no combate a piolhos e suas folhas apresentam 

propriedades contra úlceras, febre, tosse, espasmos musculares e diarreia. (GOMES et al., 2013; 

VENDRUSCULO et al., 2005). 
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Em A. sylvatica foram identificados triglicerídeos (sementes), acetogeninas (sementes e 

frutos), alcaloides (sementes e ramos), lignanas (ramos), ésteres etílicos de ácidos graxos de cadeia 

longa (ramos e folhas), glicosídeos, flavonoides e terpenoides (folhas) (GONÇALVES et al., 2015; 

MIKOLAJCZAK et al., 1990). Óleos essenciais extraídos de folhas desta espécie apresentam 

atividades anti-inflamatória e anticancerígena (FORMAGIO et al., 2013).  

Frutos de A. sylvatica apresentam compostos fenólicos, antioxidantes, carotenóides e 

vitamina C (PEREIRA et al., 2013). Em extratos de frutos secos foi encontrada Sylvaticin, uma 

acetogenina que apresenta propriedade citotóxica e inseticida (MIKOLAJCZAK et al., 1990).  

2.2  Metabolismo vegetal 

O metabolismo vegetal é dividido em primário e especializado. O metabolismo primário 

é responsável pela síntese de substâncias importantes para  realização de funções vitais das plantas, 

como carboidratos, aminoácidos, proteínas, lipídios e ácidos nucleicos (BUCHANAN et al., 2000). 

Os metabólitos especializados são produzidos por vias derivadas do metabolismo 

primário; são substâncias formadas a partir de produtos da fotossíntese com funções relacionadas à 

ecologia e defesa das plantas. Diferentemente dos metabólitos primários, os metabólitos 

especializados não estão relacionados diretamente com processos de crescimento e 

desenvolvimento vegetal, mas desempenham papel importante na interação da planta com o 

ambiente, como na defesa das plantas contra predadores, patógenos e na interação das plantas com 

outros organismos, como polinizadores (SEIGLER, 1998; OKSMAN-CALDENTEY et al, 2004; 

IRITI et al, 2009; BASSOLÉ et al., 2012; REZENDE et a., 2016). 

Os metabólitos especializados podem ser divididos em três grupos: terpenos, compostos 

fenólicos e compostos nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os terpenos representam o maior 

grupo dos metabólitos especializados, formados pela junção de unidades de isopreno (5C), como 

monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C), sesterterpenos (25C), triterpenos 

(30C) e tetraterpenos (40C) (KANDI et al, 2015). Tais metabólitos desempenham papel de defesa 

contra estresses bióticos e abióticos, estando relacionados também com atração de insetos 

polinizadores. No setor industrial podem ser utilizados em fragrâncias, especiarias, perfumaria e 
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cosméticos; apresentam atividades farmacológicas e biológicas de interesse para medicina e 

biotecnologia (SINGH et al, 2015). 

Os compostos fenólicos são constituídos por um grupo fenol, um grupo hidroxila 

funcional e um anel aromático (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os principais grupos de compostos 

fenólicos são fenóis simples, cumarinas, ligninas, lignanas, taninos, ácidos fenólicos e flavonóides. 

Tais compostos são sintetizados em resposta a pressões ecológicas e fisiológicas, como patógenos, 

parasitas, predadores, radiação ultravioleta, além de contribuir para as cores das plantas (DAI et al., 

2010; KHODDAMI et al., 2013). Compostos fenólicos apresentam propriedades antioxidantes e 

efeito na prevenção de várias doenças associadas ao estresse oxidativo, como o câncer (DAI et al., 

2010). 

Os compostos nitrogenados, como os alcaloides, contém nitrogênio em sua estrutura e 

estão relacionados à defesa das plantas contra herbivoria, por exemplo. Apresentam também 

propriedades medicinais, como antibacteriana, antifúngica, antioxidante, antitumoral, dentre outras 

(TAIZ; ZEIGER, 2009; EGYDIO-BRANDÃO et al., 2017; SÁNCHEZ-SÁNCHEZ et al., 2017).  

2.2.1 Metabolismo primário 

O metabolismo primário é responsável pela síntese de substâncias que serão utilizadas 
pelo metabolismo especializado (OKSMAN-CALDENTEY et al, 2004). O nitrogênio é um 
nutriente que participa da síntese de aminoácidos, proteínas e outros metabólitos que serão 
utilizados para formação de metabólitos especializados encontrados na família Annonaceae 
(MARSCHNER, 2012; NUNES-NESI et al., 2010; ATTIQ et al, 2017). 

Metabolismo do nitrogênio 

O nitrogênio é um macronutriente que participa ativamente da síntese de compostos 

orgânicos, como aminoácidos, que são elementos essenciais para formação de proteínas, 

nucleotídeos, clorofilas e outros metabólitos e componentes celulares (MARSCHNER, 2012; 

NUNES-NESI et al., 2010). 

Para ser utilizado pela planta o nitrogênio (N) deve estar disponível na forma de nitrato 

ou amônio (MUR et al., 2016). O nitrato (NO3-) absorvido pelas raízes é reduzido a nitrito (NO2-) 
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pela enzima nitrato redutase e por meio da nitrito redutase, este é reduzido a amônio (NH4+), para 

ser assimilado em um esqueleto carbônico pela planta. O NH4+, não necessita de agentes redutores 

para redução, porém demanda esqueletos carbônicos para sua incorporação e por ele ser um íon 

oxidado sua disponibilização deve ser controlada (MUR et al., 2016; BRITTO et al., 2002). A 

assimilação de NO3-, que pode ocorrer nas raízes ou na parte aérea, é um processo que demanda 

mais energia do que a assimilação do NH4+, uma vez que o NO3- passa por processos de redução 

(MUR et al., 2016).  

A redução de NO3- a NO2- ocorre no citosol através da nitrato redutase, uma enzima 

composta por duas subunidades idênticas com três grupos prostéticos: flavina adenina dinocleotídeo 

(FAD), grupo heme (citocromo 557) e um cofator molibdênio-pterina (MoCo), que catalisam a 

transferência de dois elétrons de NAD(P)H para um íon NO3- (MILLER et al, 2004). 

O NO2- originado pela redução do NO3- é transportado do citosol para os cloroplastos 

nas folhas, e para os plastídeos nas raízes. Em tais organelas o NO2- será reduzido a NH4+ pela 

nitrito redutase, uma enzima que possui dois centros redox, um siroheme e um centro ferro-enxofre, 

que catalisam a transferência de 6 elétrons da ferredoxina reduzida ou de um portador de elétrons do 

tipo ferredoxina para o NO2-, formando NH4+ (MILLER et al, 2004). 

Altos níveis de NH4+ são tóxicos para as plantas. As células evitam essa toxicidade 

através da rápida conversão do NH4+ em aminoácido pela ação de diversas enzimas. A enzima 

glutamina sintase (GS) incorpora glutamato ao NH4+, sintetizando glutamina. Níveis elevados de 

glutamina estimulam atividade da glutamato sintase (GOGAT - glutamina: 2-oxoglutarato 

aminotransferase) que transfere o grupo amina da glutamina para o 2-oxoglutarato, formando duas 

moléculas de glutamato. Uma vez assimilado em glutamina e glutamato, o N poderá ser 

incorporado em aminoácidos (TAIZ; ZEIGER, 2009; FOYER et al., 2011; BETTI et al, 2012) e 

posteriormente utilizado na síntese de alcaloides (FACCHINI, 2001) (Figura 1). 

Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

O metabolismo do carbono (C) e do nitrogênio (N) estão interligados, sendo o 

crescimento e desenvolvimento vegetal dependentes desta relação (FRITZ et al., 2006; NUNES-

NESI et al., 2010). Grande quantidade de N é investida no aparato fotossintético (HIKOSAKA, 
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2004), como em enzimas do ciclo de Calvin, RuBPCase, transportadores de elétrons, ATP sintase, 

PEP carboxilase e clorofilas, portanto a assimilação de CO2 através da fotossíntese e consequente 

produção de biomassa necessitam de um adequado suprimento de N. Por outro lado, esqueletos 

carbônicos são necessários para assimilação de N e síntese de metabólitos nitrogenados, como 

aminoácidos e nucleotídeos  (HIKOSAKA, 2004; FRITZ et al., 2006; NUNES-NESI et al., 2010; 

KAUR et al., 2016; BASSI et al., 2018). 

A deficiência de N pode causar alterações na alocação de C, afetando a fase bioquímica 

da fotossíntese, alterando a disponibilidade de esqueletos carbônicos utilizados na síntese de 

carboidratos e aminoácidos. Altos níveis de N, particularmente NO3-, requerem agentes redutores 

para sua assimilação, competindo assim com a assimilação de CO2 (CAMPOS et al., 2019).  

A medição simultânea das trocas gasosas foliares e da fluorescência da clorofila a 

fornece um meio para determinar uma ampla gama de limitações bioquímicas e biofísicas da 

fotossíntese (LONG et al., 2003). A fluorescência da clorofila a também está associada à 

fotossíntese, uma vez que após a desexitação de uma molécula de clorofila, a energia que não é 

destinada à fotoquímica ou à dissipação de calor é dissipada em forma de fluorescência (DEELL et 

al., 2003; FRACHEBOUD, 2004). 

Em estudo realizado com Catharanthus roseus, plantas cultivadas com relação de 

NO3-:NH4+ = 1:3 apresentaram os menores níveis de taxa fotossintética, condutância estomática e 

taxa de transpiração quando comparados aos tratamentos com NO3-: NH4+ = 1:0 e NO3-: NH4+ = 

1:1, sugerindo um efeito deletério pelo excesso de NH4+ (GUO et al, 2012). 

Plantas de pepino (Cucumis sativus) e arroz (Oryza sativa) foram cultivadas com dois 

tratamentos, um fornecendo NO3- e outro NH4+. Plantas de pepino apresentaram menores valores na 

assimilação de CO2 (Anet), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci) e taxa de 

transpiração (E) para o tratamento com NH4+ em comparação ao tratamento com NO3- (ZHOU et al, 

2011). Apresentaram também menores valores de Fv/Fm (eficiência fotoquímica máxima de FSII), 

Fv’/Fm’, qP e ΦFSII para o tratamento com NH4+ em comparação ao tratamento com NO3-, 

sugerindo uma fotoinibição em plantas cultivadas com NH4+ (ZHOU et al, 2011). Plantas de arroz 

não apresentaram diferenças significativas entre as fontes de N para análise das trocas gasosas e 

para os parâmetros de fluorescência da clorofila a (Fv/Fm, Fv’/Fm’, qP e ΦFSII) (ZHOU et al., 

2011). 
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Em estudo realizado com Annona emarginata cultivada com 1,87; 3,75; 5,62 e 7,5 mM 

N fornecido na forma de NO3-, plantas submetidas aos níveis intermediários de N (3,75 e 5,62 mM) 

apresentaram maiores taxa de assimilação de CO2 (Anet), condutância estomática (gs), taxa de 

transpiração (E) e eficiência de carboxilação (Anet/Ci) (CAMPOS  et al, 2019). 

2.2.1 Metabolismo especializado 

 Alcaloides benzilisoquinolínicos 

Alcaloides são moléculas alcalinas produzidas pelo metabolismo especializado, com 

baixo peso molecular e se caracterizam pela presença de nitrogênio em sua estrutra. São derivados 

de produtos do metabolismo primário, como os aminoácidos fenilalanina, triptofano, ornitina, lisina 

e tirosina (EVANS et al, 2009; FACCHINI, 2001). 

Um dos metabólitos especializados mais encontrados na família Annonaceae, são os 

alcaloides, em especial os benzilisoquinolínicos (ABI’s). Os ABI’s representam um grupo grande e 

diversificado de alcaloides que incluem alcaloides aporfínicos e oxoaporfínicos, como a  lisicamina, 

aterospermidine e liriodenina (PHILLIPSON et al., 1985; GONZÁLEZ-ESQUINCA et al., 2014; 

OROZCO-CASTILLO et al, 2016). 

Liriodenina é um alcaloide oxoaporfínico encontrado em 240 espécies de Annonaceae, 

podendo ser considerado um marcador quimiotaxonômico desta família (GONZÁLEZ-ESQUINCA 

et al., 2014; PINHEIRO et al., 2009). Foi isolada pela primeira vez em Liriodendron tulipifera L., e 

apresenta propriedades antimicrobiana, antitumoral, antiarritmia, antiplaquetária dentre outras 

(WARTHEN et al., 1969; CHEN et al, 2013). Em A. diversifolia, liriodenina apresentou atividade 

antifúngica, inibindo o crescimento de dois fungos fitopatogênicos, Aspergillus glaucus e Rhizopus 

stolonifer (DE LA CRUZ, 2011). Em A. mucosa foi observado atividade antileishmania do alcaloide 

liriodenina (DE LIMA et al., 2012). Em estudo realizado com A. salzmannii, liriodenina apresentou 

atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Candida 

dubliniensis (COSTA et al., 2013). Liriodenina extraída de raízes de A. reticulata apresentou 

propriedade citotóxica contra células cancerígenas (SURESH et al., 2012). 

�16



Os ABI’s derivam de duas moléculas de tirosina (BEAUDOIN et al, 2014). A 

biossíntese do aminoácido tirosina ocorre através da via do ácido chiquímico, a partir da conversão 

de fosfoenol piruvato (PEP) e 4-eritrose fosfato (E4P) em corismato. Em seguida, corismato é 

convertido em prefenato através da enzima corismato mutase (CM) e prefenato à arogenato pela 

enzima prefanato aminotransferase (PPA-AT), que tem função de incorporar o nitrogênio 

proveniente do glutamato para biossintetizar arogenato. O arogenato é reduzido através da enzima 

arogenato desidrogenase (ADH), formando tirosina (TZIN et al, 2012; TOHGE et al, 2013) (Figura 

1). 

A partir de duas moléculas de tirosina, através de diversas reações, são originadaos 

dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido (4-HPPA). A conversão de tirosina em dopamina ocorre pelas 

enzimas tirosina/dopamina descarboxilase (TYDC) e tirosina/tiramina 3-hidroxilase (3OHase) e a 

formação de 4-HPPA a partir da tirosina acontece através das enzimas tirosina aminotransferase 

(TyrAT) e 4-hidroxifenil piruvato descarboxilase (4HPPDC) (BEAUDOIN et al, 2014).  

A condensação de dopamina e 4-HPPA da origem a (S)-norcoclaurina através da enzima 

norcoclaurina sintase (NCS) (RAMAKRISHNA et al, 2018; BEAUDOIN et al, 2014). Em seguida, 

norcoclaurina é convertida em (S)-coclaurina pela enzima norcoclaurina-6-O-metiltransferase 

(6OMT). (S)-clocaurina é transformada em (S)-N-metilcoclaurina que será convertida em (S)-3’-

hidroxi-N-metilcoclaurina e finalmente em reticulina através das enzimas coclaurina N-

metiltransferase (CNMT), N-metilcoclaurina 3’-hidroxilase NMCH e 3’-hidroxil-N-metilcoclaurina 

4’-O-metiltransferase (4’OMT), respectivamente (BEAUDOIN et al, 2014). O alcaloide reticulina é 

a base para diversificação estrutural dos ABI’s. (HAGEL et al, 2013). 

Em estudo realizado com Catharanthus roseus cultivadas com NO3-, NH4+ e NO3-:NH4+ 

a diferentes concentrações de N (2,75; 5,5; 11; 22 and 32 mM N), a maior concentração de 

alcaloides totais e dos alcaloides vincristina e vimblastina foi observada em plantas tratadas com 

NO3-:NH4+ a 11 mM N. Níveis mais baixos (2,75 e 5,5 mM N) e mais altos (32 mM N) 

apresentaram menor acúmulo de alcaloides, sugerindo que os níveis de N apresentam maior efeito 

na concentração de alcaloides do que as fontes de N (ABDOLZADEH et al, 2006). 

Em Atropa belladonna foram testados três níveis de NO3- (15,8; 39,5 e 98,75 mM) e 

três níveis de NH4+ (8,2; 20,5 e 51,25 mM) sendo fornecidos através de NO3-: NH4+. A produção de 
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alcaloides totais obtida com 15,8 mM de NO3- e 20,5 mM de NH4+ foi 1,2 - 1,4 vezes maior do que 

a obtida com 39,5 mM de NO3- e 20,5 mM de NH4+, ou seja, houve maior produção de alcaloides 

com níveis de NH4+ mais elevados que os níveis de NO3-. Também foi observado um aumento na 

concentração dos alcaloides escopolamina e hiosciamina com o aumento dos níveis de NH4+

(BENSADDEK et al., 2001).

Em mudas de Annona diversifolia submetidas a diferentes níveis de N (0, 30 e 60 mM 

de N) fornecidas por NO3-:NH4+, a maior concentração de alcaloides totais, liriodenina, lisicamina e 

atherospermidina foi observada em plantas cultivadas com 30 mM N e a menor com 60 mM N, 

sugerindo que um alto suprimento de N excede a capacidade da planta de assimilá-lo por não haver 

esqueletos carbônicos suficientes (OROZCO-CASTILLO et al, 2016).

Figura 1: Incorporação de nitrogênio na biossíntese de tirosina, aminoácido precursor de alcaloides 

benzilisoquinolínicos, que originam alcaloides aporfínicos e oxoaporfínicos, como a liriodenina. 

Nitrato (NO3-), nitrato redutase (NR), nitrito (NO2-), nitrito redutase (NiR), amônio (NH4+), 

glutamina sintase (GS), glutamato sintase (GOGAT - glutamina: 2-oxoglutarato aminotransferase), 

fosfoenol piruvato (PEP), 4-eritrose fosfato (E4P), corismato mutase (CM), prefanato 
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aminotransferase (PPA-AT), arogenato desidrogenase (ADH) (TZIN et al, 2012; TOHGE et al, 

2013; OROZCO-CASTILLO, 2016; PHILLIPSON et al., 1985). 

Compostos voláteis foliares 

Óleos essenciais são constituídos por compostos voláteis e aromáticos, produzidos pelo 

metabolismo especializado. São sintetizados por todos os órgãos da planta e armazenados em 

células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et al, 

2008; BASSOLÉ et al., 2012). Em geral, os óleos essenciais são constituídos principalmente por 

monoterpenos (10C) e sesquiterpenos (15C), que são hidrocarbonetos formados pela junção de 

isoprenos (5C) (MOHAMED et al., 2010; KANDI et al, 2015). Compostos oxigenados derivados 

destes hidrocarbonetos incluem álcoois, aldeídos, ésteres, éteres, cetonas, fenóis e óxidos 

(MOHAMED et al., 2010).  

Na natureza, os óleos essenciais são importantes na proteção das plantas contra 

bactérias, vírus, fungos, insetos e herbívoros. Podem atrair insetos para favorecer a dispersão de 

pólens e sementes ou repelir outros insetos indesejáveis (BAKKALI et al, 2008). Os terpenos 

apresentam valor econômico, sendo utilizados em setores farmacêuticos, alimentícios, cosméticos, 

dentre outros (LIMA et al., 2016). 

Óleos essenciais extraídos de folhas de Annona Salzmannii e A. pickelii apresentam 

atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e contra Trypanosoma cruzi (COSTA et al., 

2011; COSTA et al., 2012). Em A. foetida, óleos essenciais apresentam atividades antimicrobiana e 

antileishmania (COSTA et al, 2009). Óleos extraídos de A. vepretotum apresentam propriedades 

antimicrobiana e contra T. cruzi (COSTA et al., 2012). 

Em Annona sylvatica foram relatadas atividades anti-inflamatória e anticancerígenas  

dos seus óleos essenciais, que são compostos principalmente por sesquiterpenos como hinesol, Z-

cariofileno, β-maalieno, γ-gurjuneno, silifiperfol-5-en-3-ol, ledol, cubecol-1-epi, trans-muurola-3 e 

5-dieno (FORMAGIO et al., 2013). 

O nitrogênio (N) influencia na concentração de óleos essenciais, como observado em 

Cymbopogon martinii tratado com 0kg, 40kg e 80kg/ha de N, onde houve um aumento no 

rendimento dos óleos essenciais em 60,3% para o tratamento de 80kg/ha de N em comparação com 
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o 0kg de N (RAO, 2001). Em estudo feito com Salvia sclarea, foram utilizados os níveis 0g, 1,5g, 

3g, 4,5g e 6g N/planta, onde o tratamento com 3g N/planta apresentou maior concentração de óleos 

essenciais (SHARMA et al., 2012). Em folhas de A. emarginata cultivadas em diferentes 

concentrações de NO3- (1,87 mM N, 3,75mM N, 5,62mM N e 7,5 mM N), foram identificadas 48 

substâncias voláteis, sendo os índices mais elevados verificados nos tratamentos com baixo teor de 

nitrogênio (1,87 mM N e 3,75 mM N) (CAMPOS et al., 2019). 

�20



 3.  CAPÍTULO II: Influência de NO3- e NH4+ na fotossíntese, produção de alcaloides e 

voláteis foliares em Annona sylvatica A. St.-Hil. 

3.1  RESUMO: O nitrogênio (N) é um macronutriente que atua no metabolismo primário e 

especializado das plantas, fazendo parte da síntese de moléculas como aminoácidos, proteínas, 

clorofilas e compostos nitrogenados. Existem estudos sobre a variação da concentração de N no 

metabolismo primário, nomeadamente nas trocas gasosas e no metabolismo especializado, como 

nos alcaloides e voláteis foliares em espécies do gênero Annona, porém não foram encontrados 

relatos sobre a variação das fontes de nitrogênio, NO3- e NH4+ em Annona. Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho foi analisar como a variação das fontes de N influencia na fotossíntese, produção de 

alcaloides e compostos voláteis foliares em Annona sylvatica. As plantas foram submetidas a quatro 

tratamentos variando as fontes de N [NH4+, NO3-, NO3-:NH4+ e sem o fornecimento de N (S/N)]. Tal 

variação influenciou no metabolismo primário de A. sylvatica, onde após 90 dias do início dos 

tratamentos (DAT), o tratamento com NH4+ apresentou maior taxa de assimilação líquida de CO2 

(Anet) que os tratamentos com NO3- e S/N, maior eficiência de carboxilação da enzima rubisco (Anet/

Ci) que os demais tratamentos, menor concentração interna de CO2 na câmara subestomática (Ci) 

que os tratamentos com NO3-:NH4+ e S/N e maior rendimento quântico efetivo do fotossistema II 

(ΦFSII) que o tratamento S/N. Há influencia também no metabolismo especializado, pois aos 90 

DAT plantas mantidas em tratamento com NH4+ apresentaram maiores concentrações de alcaloides 

totais e liriodenina que os demais tratamentos, sendo a liriodenina o alcaloide predominante no 

perfil de todos os tratamentos. Nos compostos voláteis foliares também foram identificadas 

influências da variação das fontes de N, onde o β-selineno apresentou maior porcentagem relativa e 

correlação positiva quando empregado o tratamento com NO3- comparado com NH4+  aos 30 DAT, e 

o (E)-cariofileno apresentou menor porcentagem relativa e correlação negativa com NO3- em 

comparação com o tratamento com NH4+ aos 30 DAT. Portanto, o fornecimento diferenciado de 

NO3- e NH4+ influencia na fotossíntese, produção de alcaloides e voláteis foliares em A. sylvatica. 

Palavras-chave: Annonaceae; fontes de nitrogênio; metabolismo primário; metabolismo 

especializado. 

3.2  ABSTRACT: Nitrogen (N) is a macronutrient present in the primary and secondary 

metabolism of plants, doing part of the synthesis of molecules such as amino acids, proteins, 
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chlorophylls and nitrogen compounds. For plants to be able to assimilate nitrogen it must be 

available in the form of NO3- or NH4+, and NO3 requires more energy to assimilate than NH4+, since 

NO3- needs reducing agents to be reduced to NO2- and subsequently NH4+ to finally be incorporated 

into a carbonic skeleton. NH4+ assimilation requires only carbonic skeletons for its incorporation, 

didn’t requiring reducing agents. Nitrogen is associated with CO2 assimilation through 

photosynthesis, consequently related to the synthesis of compounds consisting of carbon units, such 

as terpenes and present in the structure of nitrogen compounds, such as alkaloids. Exist studies 

about the variation of N concentration on primary metabolism, namely in gas exchange and 

secondary metabolism, such as alkaloids and leaf volatiles in Annona genus, but not exist reports 

about the variation of nitrogen sources, NO3- and NH4+, in the metabolism of this genus. Thus, the 

objective of this work was to analyze how the variation of N sources influences gas exchange, 

production of alkaloid and leaf volatile compounds in Annona sylvatica. The plants were submitted 

to four treatments varying the sources of N (NO3-, NH4+, NO3-:NH4+ and S/N). Such variation 

influences the primary metabolism of A. sylvatica, where 90 days after the beginning of the 

treatments (DAT), the treatment with NH4 + presented higher rate of net CO2 assimilation (Anet) 

than the treatments with NO3- and S / N, higher. carboxylation efficiency of the rubisco enzyme 

(Anet/Ci) than the other treatments, lower internal CO2 concentration in the substomatic chamber 

(Ci) than NO3-:NH4+ + and S/N treatments and higher effective quantum yield of photosystem II 

(ΦFSII) that the treatment S/N. The variation of the N sources also influence on secondary 

metabolism, since at 90 DAT the treatment with NH4+ presented higher concentration of total 

alkaloids and liriodenine than the other treatments, being liriodenine the predominant alkaloid in the 

profile of all treatments. In the leaf volatile compounds were also identified influences of the 

variation of N sources, where β-selinene presented higher relative percentage and positive 

correlation in treatment with NO3- compared with treatment with NH4+ at 30 DAT, and (E)-

caryophyllene presented lower relative percentage and negative correlation in treatment with NO3- 

compared with treatment with NH4+ at 30 DAT. Therefore, the differentiated supply of NO3- and 

NH4+ influences gas exchange, alkaloid production and leaf volatiles in A. sylvatica. 

Keywords: Annonaceae; nitrogen sources; primary metabolism; secondary metabolism. 
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3.3  INTRODUÇÃO 

O nitrogênio (N) utilizado pelas plantas na síntese de produtos do metabolismo vegetal deve 

estar disponível na forma de nitrato (NO3-) ou amônio (NH4+) (MARSCHNER, 2012; MUR et al., 

2016).  Quando absorvido na forma de NO3-, tal íon necessita ser reduzido a nitrito (NO2-) e em 

seguida a NH4+ para ser assimilado. Se a absorção ocorre na forma de NH4+, um íon já oxidado, não 

há necessidade de processos de redução, sendo o NH4+ absorvido e prontamente assimilado, 

demandando menos energia da planta do que a assimilação de NO3- (BRITTO et al., 2002; MUR et 

al., 2016). 

Alguns estudos relatam o efeito da variação na concentração de N na produção de 

metabólitos especializados, como alcaloides, voláteis foliares e nas trocas gasosas em espécies do 

gênero Annona (CAMPOS et al, 2019; OROZCO-CASTILLO et al, 2016), porém pouco se sabe 

sobre o efeito das diferentes fontes de N, NO3- e NH4+, em tais variáveis. 

A espécie Annona sylvatica pertence a família Annonaceae que é produtora de 

metabólitos especializados como alcaloides e terpenos (LOPES et al., 2014; ATTIQ et al, 2017). 

Tais metabólitos atuam como mecanismos de defesa das plantas e apresentam propriedades 

medicinais (CHEN et al, 2013; DE LA CRUZ, 2011; FORMAGIO et al., 2013; FREEMAN et al, 

2008). 

Os alcaloides, em especial os benzilisoquinolínicos (ABI’s), incluem alcaloides 

aporfínicos e oxoaporfínicos, como a liriodenina, considerado um marcador quimiotaxonômico da 

família Annonaceae (PHILLIPSON et al., 1985; GONZÁLEZ-ESQUINCA et al., 2014; PINHEIRO 

et al., 2009). Tal alcaloide apresenta atividades antitumoral, antifúngica, antileishmanial, 

antimicrobiana, dentre outras (SURESH et al., 2012; DE LA CRUZ, 2011; DE LIMA et al., 2012; 

COSTA et al., 2013), 

Os terpenos constituem os óleos essenciais (compostos voláteis), sendo formados por 

unidades de isopreno (5C) (KANDI et al, 2015; ALCANTARA et al, 2017). Óleos essenciais 

extraídos de espécies de Annona apresentam atividades antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, 

antileishmanial, anti-inflamatória, dentre outras (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2012; COSTA 

et al, 2009). 

O N está presente na estrutura dos alcaloides e relacionado à síntese dos terpenos, uma 

vez que o metabolismo do N está associado ao do carbono (C) (FRITZ et al., 2006), pois a 
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assimilação de N requer esqueletos carbônicos e a assimilação de CO2 através da fotossíntese 

necessita de um adequado o suprimento de N para formação do aparato fotossintético (FRITZ et al., 

2006; NUNES-NESI et al., 2010). 

Considerando a importância do N para a estrutura dos alcaloides, do C na síntese de 

terpenos e alcaloides, e da relação entre o metabolismo do N e do C, o presente trabalho tem como 

objetivo analisar como a variação das fontes de N influencia na fotossíntese, analisando as trocas 

gasosas e fluorescência da clorofila a, produção de alcaloides e compostos voláteis foliares em 

Annona sylvatica. 

3.4  MATERIAL E MÉTODOS  

O experimento foi realizado no Departamento de Botânica, do Instituto de Biociências, 

UNESP, Campus de Botucatu/SP, utilizando 180 mudas da espécie Annona sylvatica A.St.-Hil em 

cultivo hidropônico, fornecidas pelo Departamento de Ciência Florestal da Faculdade de Ciências 

Agronômicas, UNESP, Campus de Botucatu/SP. 

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial 4x3, 

sendo quatro tratamentos variando as fontes de nitrogênio e três épocas de coleta (30, 60 e 90 dias 

após o início dos tratamentos), totalizando doze parcelas experimentais com cinco repetições de três 

plantas. As mudas, que anteriormente estavam sendo cultivadas em substrato, tiveram suas raízes 

lavadas em água corrente e foram transferidas para vasos de plástico com capacidade para seis litros 

de solução. Tais plantas foram inicialmente aclimatadas em solução nutritiva nº 2 de Hoagland e 

Arnon (1950) a 50% por 14 dias. Posteriormente, a solução nutritiva foi substituída por água 

deionizada, onde as plantas foram mantidas por 21 dias, de acordo com experimentos prévios 

(CAMPOS et al., 2019), para que todas estivessem nas mesmas condições nutricionais antes do 

início do experimento. Em seguida, as plantas foram colocadas em seus respectivos tratamentos, 

utilizando as soluções nutritivas nº 1 e nº 2 de Hoagland e Arnon com modificações, para fornecer 

apenas a fonte de nitrogênio desejada, sendo o primeiro tratamento com o fornecimento de NO3-, o 

segundo com o fornecimento de NH4+, o terceiro com o fornecimento de NO3-:NH4+ e o quarto sem 

o fornecimento de nenhuma fonte de N (S/N) (Tabela 1). As soluções foram constantemente 

oxigenadas e o volume completado com água deionizada para seis litros, sempre que necessário. 
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O pH e a condutividade elétrica das soluções foram monitorados durante o experimento. 

O pH foi mantido na faixa ideal para o desenvolvimento das plantas, entre 5,5 e 6,5 (NETO, 2015), 

sendo medido com pHmetro (pHep - HANNA). A condutividade elétrica foi mantida entre 1,5 - 2,5 

mS cm-1 (CARMELLO, 1992), medida através de um condutivímetro (PHTEK CD310). 
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Tabela 1: Tratamentos com variação nas fontes de nitrogênio (nitrato (NO3-), amônio (NH4+), 

nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem nitrogênio (S/N)) onde as mudas de Annona sylvatica 

foram cultivadas. 

Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

Aos 30, 60 e 90 dias após o início dos tratamentos, as trocas gasosas e fluorescência da 

clorofila a foram avaliadas simultaneamente, entre 09:00 e 11:00 horas da manhã, em folhas com o 

limbo totalmente expandido, utilizando equipamento de sistema aberto de fotossíntese com 

analisador de CO2 e vapor d’água por radiação infravermelha (Infra Red Gas Analyser – IRGA, 

modelo GSF 3000 FL, Walz). Uma planta de cada repetição para cada tratamento foi avaliada, 

totalizando 60 plantas. 

�26



Para trocas gasosas foram avaliadas: taxa de assimilação líquida de CO2 (Anet, µmol CO2 

m-2s-1), taxa transpiratória (E, mmol vapor d’água m-2s-1), condutância estomática (gs, mol m-2s-1) e 

concentração interna de CO2 na câmara subestomática (Ci, µmol CO2 mol-1). 

A eficiência do uso da água (EUA, µmol CO2 (mmol H2O)-1) foi calculada por meio da 

relação entre a taxa de assimilação líquida de CO2 (Anet, µmol CO2 m-2s-1) e a taxa transpiratória (E, 

mmol vapor d’água m-2s-1); a eficiência instantânea de carboxilação da enzima rubisco (Anet/Ci, mol 

m-2s-1Pa-1) foi calculada por meio da relação entre a taxa de assimilação líquida de CO2 (Anet, µmol 

CO2 m-2s-1) e a concentração de carbono interno na câmara sub-estomática (Ci, µmol CO2 mol-1). 

Para fluorescência da clorofila a foram avaliadas a fluorescência máxima (Fm'), 

rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv'/Fm'), rendimento quântico efetivo do 

fotossistema II  (ΦFSII), taxa de transporte de elétrons (ETR), dissipação fotoquímica (qP), fração 

de luz absorvida pela antena do fotossistema II que é dissipada como calor (D) e fração de energia 

de excitação não dissipada na antena que não pode ser utilizada na fotoquímica (Ex), calculadas de 

acordo com (DEMMIG-ADAMS et al., 1996). 

Extração e Quantificação de alcaloides 

Para obtenção do extrato de alcaloides foram utilizadas 5 repetições de 3 plantas para 

cada um dos 4 tratamentos (NO3-, NH4+, NO3-:NH4+ e S/N), totalizando 180 plantas. Os alcaloides 

foram extraídos das raízes das plantas pelo método ácido-base, utilizando clorofórmio (CHCl3), 

ácido clorídrico (HCl) e carbonato de sódio (Na2CO3). A quantificação dos alcaloide totais foi 

realizada por espectrofotometria. O perfil de alcaloides e quantificação de liriodenina, considerado 

um marcador quimiotaxonômico da família Annonaceae (PINHEIRO et al., 2009), foi realizada por 

cromatografia líquida de alta performance (CLAE) (DE LA CRUZ; GONZÁLEZ, 2012). 

As raízes foram secas à temperatura ambiente, maceradas em moinho de faca, pesadas 

em balança analítica e embebidas em solução saturada de Na2CO3 por 48 horas para iniciar a 

extração dos alcaloides do material vegetal, até cristalização.  

Posteriormente, as amostras foram colocadas em CHCl3 e submetidas à agitação por 2 

horas. Em seguida, foram filtradas para obtenção da fase clorofórmica. Os alcaloides presentes 

nesta fase foram extraídos com HCl. Tal solução foi posteriormente baseificada até pH 9,5 com 
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Na2CO3 e submetida a nova extração com CHCl3, resultando no extrato final, contendo os 

alcaloides totais (Figura 2A). Após evaporação do solvente foi obtido o extrato de alcaloides totais 

cristalizado (Figura 2B). 

 

Figura 2: Extratos de alcaloides totais em clorofórmio (A); Extrato de alcaloides totais critalizados 

(B). 

Taxa de mortalidade 

Foi determinada a taxa de mortalidade de plantas, computando quantas plantas 

morreram em cada coleta para cada tratamento. 

O experimento teve início com 180 plantas, sendo 5 repetições de 3 plantas para cada  

um dos 4 tratamento e 3 épocas de coleta. 

Em cada coleta foram registradas as plantas que haviam morrido e retiradas do 

experimento, não sendo utilizadas nas análises de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, 

quantificação de alcaloide e composição dos voláteis foliares. 
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Compostos voláteis foliares 

Os compostos voláteis foliares foram extraídos de folhas secas submetidas aos 

tratamentos com nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem nitrogênio 

(S/N), para determinação de seu perfil químico, no Laboratório de Fitoquímica do Instituto 

Agronômico de Campinas, em Campinas/SP. Foram utilizadas 3 repetições de 3 plantas para cada 

tratamento, totalizando 108 plantas. 

Para cada amostra foi utilizado 0,05g de massa seca de folha colocada em frasco de 

vidro e adicionados 10 ml de água destilada. Tal frasco foi colocado em banho-maria durante 1 hora 

à temperatura de 90ºC. Após esse período, o frasco foi retirado do banho-maria e a captura dos 

voláteis foi realizada por microextração em fase sólida em modo headspace (HS-SPME) com 

SPME Fiber Assembly 75 um CarboxenTM – PDMS for Manual Holder-SUPELCO, durante 30 

minutos (Figura 3). Em seguida, a composição química dos voláteis foi determinada por 

Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM), em equipamento Shimazdu 

modelo QP-5000 dotado de coluna capilar de sílica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) e 

gás de arraste Hélio (fluxo 1,0 mL min-1). 

Para a identificação das substâncias presentes nos voláteis foliares, os cromatogramas 

foram comparados ao banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 Libr.), determinando o índice de 

retenção calculado (IRC), comparando os mesmos com a literatura (ADAMS, 2017).  

Figura 3: Captura dos compostos voláteis foliares de Annona sylvatica por microextração em fase 

sólida em modo headspace (HS-SPME) com SPME Fiber Assembly 75 um CarboxenTM – PDMS 

for Manual Holder-SUPELCO. 
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Análises estatísticas 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) Two  way  e suas 

médias comparadas pelo teste Tukey em nível de significância de 5% (p<0,05). 

3.5 RESULTADOS 

Trocas gasosas 

Plantas cultivadas sem nitrogênio (S/N) não apresentaram variação na taxa de 

assimilação líquida de CO2 (Anet) ao longo do tempo, com as menores taxas em comparação aos 

demais tratamentos, principalmente aos 30 dias após o início dos tratamentos (DAT). Plantas 

cultivadas com NO3- apresentaram diminuição na Anet aos 90 DAT e plantas cultivadas com NH4+ 

apresentaram aumento na Anet aos 90 DAT (Figura 4A).  

Em relação à concentração interna de CO2 na câmara subestomática (Ci), plantas 

submetidas aos tratamentos NO3-, NO3-:NH4+ e S/N não apresentaram variação na Ci ao longo do 

tempo. Plantas tratadas com NH4+ apresentaram declínio na Ci aos 90 DAT e plantas cultivadas S/N 

apresentaram elevada Ci (Figura 4B). 

A eficiência do uso da água (EUA) não apresentou variação ao longo do tempo para as 

plantas mantidas nos tratamentos com NH4+ e S/N. Aos 30 e 90 DAT os tratamentos não diferiram 

entre si. Nos 60 DAT, o tratamento com NO3- não foi diferente do tratamento com NO3-: NH4+ e  as 

plantas apresentaram maior EUA que os tratamentos com NH4+ e S/N (Figura 4C). 

A eficiência instantânea de carboxilação da enzima rubisco (Anet/Ci) não apresentou 

variação nas plantas mantidas nos tratamentos com NO3-:NH4+ e S/N ao longo do tempo; a maior 

Anet/Ci foi observada quando empregado o tratamento com NH4+ aos 90 DAT, correspondendo à alta 

Anet em plantas cultivadas com NH4+ aos 90 DAT (Figura 4D). 

A condutância estomática (gs) e a taxa transpiratória (E)  não  apresentaram  variação 

entre os tratamentos nem entre épocas de coleta (Figura 4E e 4F). 
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Figura 4: Trocas gasosas - Taxa de assimilação líquida de CO2 (Anet, µmol CO2 m-2s-1) (A); 

concentração interna de CO2 na câmara subestomática (Ci, µmol CO2 mol-1 ar) (B); eficiência do 

uso da água (EUA, µmol CO2 (mmol H2O)-1) (C); eficiência instantânea de carboxilação da enzima 

rubisco (Anet/Ci) (D); condutância estomática (gs, mmol m-2s-1) (E); taxa transpiratória (E,  mmol 
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m-2s-1) (F), determinadas aos 30, 60 e 90 dias após o início dos tratamentos (DAT) em plantas de 

Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais 

amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N). As letras minúsculas comparam os 4 

tratamentos em uma mesma época de coleta; as letras maiúsculas comparam as épocas de coleta em 

cada tratamento. 

Fluorescência da clorofila a 

Plantas cultivadas sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30 DAT apresentaram 

baixo rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv’/Fm’), baixa taxa de transporte de 

elétrons (ETR), baixo rendimento quântico efetivo do fotossistema II  (ΦFSII) e elevada dissipação 

de energia em forma de calor (D). Plantas cultivadas com NO3- aos 30 DAT apresentaram elevado 

Fv’/Fm’, elevado ΦFSII e baixa D. Plantas cultivadas com NH4+ apresentaram baixa fração de 

energia de excitação não dissipada na antena que não pode ser utilizada na fotoquímica (Ex) e 

elevada dissipação fotoquímica (qP), ETR e ΦFSII aos 90 DAT. Plantas cultivadas com NO3-:NH4+ 

aos 30 DAT apresentaram elevado Fv’/Fm’, baixa D e elevada Ex. O ΦFSII aos 90 DAT foi maior 

em plantas cultivadas com NH4+ e menor em plantas cultivadas S/N (Figura 5). 
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Figura 5: Fluorescência da clorofila a - Rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv’/

Fm’) (A), fração de luz absorvida pela antena do fotossistema II que é dissipada como calor (D) 

(B), fração de energia de excitação não dissipada na antena que não pode ser utilizada na 

fotoquímica (Ex) (C), dissipação fotoquímica (qP) (D), taxa de transporte de elétrons (ETR) (E) e 

rendimento quântico efetivo do fotossistema II  (ΦFSII) (F), determinadas aos 30, 60 e 90 dias após 

o início dos tratamentos (DAT) em plantas de Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de 

nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio 

(S/N). As letras minúsculas comparam os 4 tratamentos em uma mesma época de coleta; as letras 

maiúsculas comparam as épocas de coleta em cada tratamento. 
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Produção  de alcaloides totais 

Plantas cultivadas com NH4+ apresentaram aumento na concentração de alcaloides, 

sendo o tratamento com maior concentração aos  90 DAT. A concentração de alcaloides totais em 

plantas cultivadas com NO3-: NH4+ e S/N não apresentou variação ao longo do tempo; plantas 

cultivadas com NO3- mantiveram a concentração de alcaloides aos 60 e 90 dias após o início dos 

tratamentos (DAT) (Figura 6).  

Figura 6: Concentração de alcaloides totais (µg/g MS) determinada aos 30, 60 e 90 dias após o 

início dos tratamentos (DAT) em raízes de Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de 

nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio 

(S/N). As letras minúsculas comparam os 4 tratamentos em uma mesma época de coleta; as letras 

maiúsculas comparam as épocas de coleta em cada tratamento.  

Perfil de alcaloides  

O perfil de alcaloides, analisado por Cromatografia Líquida de Alta Performance 

(CLAE) apresentou predomínio do alcaloide liriodenina (picos destacados em figura 7), sendo o 

alcaloide com maior concentração em todas as fontes de nitrogênio e também na ausência de 

nitrogênio. Observa-se que nos tratamentos contendo NH4+ houve aumento no número de alcaloides 
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detectados. Os alcaloides xylopinina, assimilobina, laurotetaina, lanulinosina, norglaucina, N-Metil-

laurotetaina e discretina também foram identificados, porém em concentrações inferiores a 

liriodenina. 

Em plantas cultivadas com o fornecimento de NO3-, o perfil de alcaloides mais 

frequente apresentou os alcaloides liriodenina, assimilobina e laurotetaina (Figura 7A). Em plantas 

cultivadas com o fornecimento de NH4+, o perfil de alcaloides mais frequente apresentou 

liriodenina, xylopinina, assimilobina e laurotetaina (Figura 7B). Em plantas cultivadas com 

NO3-:NH4+, o perfil mais frequente apresentou liriodenina, xylopinina, assimilobina, laurotetaina, 

lanulinosina, norglaucina e discretina (Figura 7C). Em plantas cultivadas S/N, o perfil mais 

frequente apresentou liriodenina,  xylopinina, assimilobina, laurotetaina e lanulinosina (Figura 7D). 

O alcaloide discretina foi identificado apenas em plantas cultivadas com a presença  de 

NH4+ O alcaloide N-Metil-laurotetaina e discretina não foram identificados em plantas cultivadas S/

N (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Alcaloides identificados em raízes de Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de 

nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio 

(S/N). 
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Figura 7: Perfil de alcaloides - Perfil de alcaloides extraídos de raízes de Annona sylvatica 

cultivadas com o fornecimento de nitrato (NO3-) (A), amônio (NH4+) (B), nitrato mais amônio 

(NO3-:NH4+) (C) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) (D). Em destaque pico de liriodenina, 

predominante em todos os tratamentos. 

�36



Produção do alcaloide liriodenina 

A concentração do alcaloide liriodenina em plantas cultivadas com NH4+ aumentou 

gradativamente ao longo do tempo, apresentando maior concentração aos 90 DAT. Aos 30 DAT a 

menor concentração foi observada em plantas tratadas com NO3- e aos 60 DAT os tratamentos 

NH4+, NO3-:NH4+ e S/N não variaram entre si. Aos 90 DAT, a maior concentração de liriodenina foi 

observada em plantas cultivadas com NH4+ e a menor concentração em plantas cultivadas com NO3- 

e S/N (Figura 8). 

 

Figura 8: Concentração do alcaloide liriodenina (µg/g MS) determinada aos 30, 60 e 90 dias após o 

início dos tratamentos (DAT) em raízes de Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de 

nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio 

(S/N). As letras minúsculas comparam os 4 tratamentos em uma mesma época de coleta; as letras 

maiúsculas comparam as épocas de coleta em cada tratamento. 
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Taxa de mortalidade 

Aos 30 dias após o início dos tratamentos (DAT), apenas plantas cultivadas com NH4+ e 

S/N apresentaram maior mortalidade que os demais tratamentos. O tratamento com NH4+ 

apresentou diminuição na taxa de mortalidade ao longo do tempo, sendo a fonte de nitrogênio que 

mais causou morte das plantas aos 60 DAT (Tabela 3). 

Tabela 3: Taxa de mortalidade determinada aos 30, 60 e 90 dias após o início dos tratamentos 

(DAT) em plantas de Annona sylvatica cultivadas com o fornecimento de nitrato (NO3-), amônio 

(NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N). As letras 

minúsculas comparam os 4 tratamentos em uma mesma época de coleta (linha); as letras maiúsculas 

comparam as épocas de coleta em cada tratamento (coluna).  

Compostos voláteis foliares  

Foram identificados 46 compostos voláteis extraídos das folhas de Annona sylvatica 

(Tabela 4), onde os majoritários foram o β-selineno (13,74 - 40,4%), α-tujeno (2,31 - 18,85%), (E)-

cariofileno (3,23 - 14,64%), α-pineno (2,01 - 7,77%) e 2-E-hexanal (0,15 - 10%). 

 O mapa de calor indica a correlação positiva e negativa entre os compostos e os 

tratamentos (Figura 9) e está relacionado à porcentagem relativa dos compostos (Tabela 4). O β-

selineno apresentou elevada porcentagem relativa e correlação positiva em plantas cultivadas com 

NO3- comparadas às plantas cultivadas com NH4+ aos 30 DAT (Figura 10), enquanto (E)-cariofileno 

apresentou menor porcentagem relativa e correlação negativa em plantas cultivadas com NO3- 

comparadas às plantas cultivadas com NH4+ aos 30 DAT (Figura 11). O α-tujeno apresentou maior 
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porcentagem relativa e correlação positiva aos 30 DAT em plantas cultivadas com NO3- e aos 60 

DAT a porcentagem relativa e correlação positiva em plantas cultivadas com NO3- foi maior que em 

plantas cultivadas S/N (Figura 12). Para α-pineno, a maior porcentagem relativa e correlação 

positiva aos 90 DAT foi observada em plantas cultivadas com NO3-:NH4+ em relação às cultivadas 

com NH4+ e S/N (Figura 13). O 2-E-hexanal apresentou aumento na porcentagem relativa em 

plantas cultivadas com NH4+ ao longo do tempo, sendo o tratamento com maior porcentagem 

relativa e correlação positiva de 2-E-hexanal aos 90 DAT (Figura 14). 

Figura 9: Mapa de calor indicando correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) entre os 

compostos voláteis foliares extraídos de folhas de Annona sylvatica e os tratamentos com 

fornecimento de nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem 

fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30, 60 e 90 dias após o início dos tratamentos (DAT). 
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Tabela 4: Porcentagem relativa dos compostos voláteis foliares identificados em plantas de Annona 

sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem 

fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30, 60 e 90 dias após o início dos tratamentos (DAT). IRC - 

Índice de retenção calculado; IRL - Índice de retenção da literatura. 
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Figura 10: Porcentagem relativa e correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) do composto 

volátil foliar β-selineno identificado em plantas de A. sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), 

amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30 

dias após o início dos tratamentos (DAT). 

Figura 11: Porcentagem relativa e correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) do composto 

volátil foliar (E)-cariofileno identificado em plantas de A. sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), 

amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30 

dias após o início dos tratamentos (DAT). 

Figura 12: Porcentagem relativa e correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) do composto 

volátil foliar α-tujeno identificado em plantas de A. sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), amônio 
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(NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 30 e 60 dias 

após o início dos tratamentos (DAT). 

Figura 13: Porcentagem relativa e correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) do composto 

volátil foliar α-pineno identificado em plantas de A. sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), amônio 

(NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 90 dias após 

o início dos tratamentos (DAT). 

Figura 14: Porcentagem relativa e correlação positiva (vermelho) e negativa (azul) do composto 

volátil foliar 2-E-hexanal identificado em plantas de A. sylvatica cultivadas com nitrato (NO3-), 

amônio (NH4+), nitrato mais amônio (NO3-:NH4+) e sem fornecimento de nitrogênio (S/N) aos 90 

dias após o início dos tratamentos (DAT). 

De modo geral, observou-se que em A. sylvatica o fornecimento diferenciado de NO3- e 

NH4+ influencia nas trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, onde tratamento com NH4+ 

apresentou aos 90 dias após o início dos tratamentos (DAT) maior taxa de assimilação líquida de 

CO2 (Anet) que os tratamentos com NO3- e S/N, maior eficiência de carboxilação da enzima rubisco 
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(Anet/Ci) que os demais tratamentos, menor concentração interna de CO2 na câmara subestomática 

(Ci) que os tratamentos com NO3-:NH4+ e S/N e maior rendimento quântico efetivo do fotossistema 

II (ΦFSII) que o tratamento S/N. 

 As diferentes fontes de N também influenciam na concentração de alcaloide totais e 

liriodenina, onde aos 90 DAT o tratamento com NH4+ apresentou maior concentração de tais 

metabólitos que os demais tratamentos. No perfil de alcaloides, a liriodenina, que é um alcaloide 

considerado marcador quimiotaxonônicõo da famíliaa Annonacaea, foi predominante em todos os 

tratamentos (NO3-, NH4+, NO3-:NH4+ e S/N); a discretina foi identificada apenas nos tratamentos 

contendo NH4+ (NH4+ e NO3-:NH4+) e N-Metil-laurotetaina e discretina não foram identificadas no 

tratamento S/N.  

Em relação aos compostos voláteis foliares, os majoritários foram o β-selineno, α- 

tujeno, (E)-cariofileno, α-pineno e 2-E-hexanal. 

3.6 DISCUSSÃO 

O tratamento com NO3- proporcionou diminuição na taxa de assimilação líquida de CO2 

(Anet) dos 60 para os 90 dias após o início dos tratamentos (DAT). Tal diminuição na assimilação de 

C pode estar relacionada com a competição entre NO3- e CO2 por agentes redutores (CAMPOS et 

al., 2019), uma vez que o NO3- utiliza elétrons provenientes do NAD(P)H+H+ para ser reduzido a 

NO2-  no citosol, e em seguida o NO2- é transportado para os cloroplastos onde será reduzido a NH4+ 

pela transferência de elétrons da ferredoxina (MILLER et al, 2004), dificultando o fluxo de elétrons 

e a produção de NADPH+H+ para redução do C. 

O fornecimento de N pelas fontes NO3-:NH4+ promoveu manutenção dos processos 

metabólicos, uma vez que as plantas de A. sylvatica apresentaram os parâmetros fotossintéticos e 

concentração de alcaloides totais constantes ao longo do tempo (BARON et al., 2013).  

Plantas mantidas em tratamento sem o fornecimento de N, de modo geral, apresentaram 

baixa taxa fotossintética, uma vez que o N assimilado é utilizado para síntese da enzima 

ribulose-1,5-carboxilase/oxigenase, além de ser constituinte dos fotossistemas e da molécula de 

clorofila (LAWLOR et al., 1989). 
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O fornecimento de NH4+ promoveu aumento na assimilação de CO2 (Anet) e elevada taxa 

fotoquímica no final do experimento, sendo observada pela dissipação fotoquímica (qP), taxa de 

transporte de elétrons (ETR) e rendimento quântico efetivo do fotossistema II  (ΦFSII). Isso pode 

ser explicado pelo fato desse íon estar em sua forma reduzida, não competindo por agentes 

redutores com o metabolismo do C, permitindo o fluxo de elétrons do fotossistema para a produção 

de agentes redutores (NUNES-NESI et al., 2010). Foi observado também diminuição na 

concentração interna de CO2 (Ci), uma vez que esqueletos carbônicos são necessários para 

assimilação de N e síntese de metabólitos nitrogenados, como alcaloides (NUNES-NESI et al., 

2010). 

A concentração de alcaloides totais aumentou gradualmente ao longo do tempo em 

plantas cultivadas com NH4+, sendo o tratamento no qual as plantas mais produziram alcaloides ao 

final do experimento. O NH4+ é íon tóxico para as plantas (BRITTO et al., 2002), portanto seu 

fornecimento como única fonte de N causou estresse e maior mortalidade. Isso sugere que as 

plantas que sobreviveram até o final do experimento direcionaram o excesso de NH4+ para síntese 

de alcaloides, diminuindo assim sua toxicidade, permitindo a aclimação da fotossíntese, como 

observado nos resultados das variáveis relacionadas às trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, 

aumentando a concentração de alcaloides e evitando a mortalidade de tais plantas. De acordo com 

Marino et al. (2019), a síntese de compostos nitrogenados pelas plantas é uma estratégia para evitar 

o acúmulo excessivo de NH4+ no citosol, mantendo os níveis de NH4+ sob controle (MARINO et 

al., 2019). 

O fornecimento de NH4+ aumentou a porcentagem relativa de 2-E-hexanal, um dos 

compostos voláteis majoritários encontrados em A. sylvatica. Tal dado sugere que esse tratamento 

direcionou recursos para rota do ácido linoleico, precursor do 2-E-hexanal. Esse composto é 

geralmente produzido em situações de estresse (DUDAREVA et al., 2013), podendo ser uma 

resposta da planta ao estresse causado pelo NH4+. 

Plantas mantidas no tratamento com NO3- aumentaram a porcentagem relativa de β-

selineno e diminuiram a de (E)-cariofileno em A. sylvatica. Tais compostos compartilham a mesma 

rota biossintética, tendo como precursor o farnesil-difosfato (KANEHISA et al., 2000), portanto 

esse tratamento favoreceu a biossíntese de β-selineno. Tal composto possui propriedade antifúngica 

(DING et al., 2017) e como o fornecimento de NO3- levou ao incremento de β-selineno, a aplicação 

deste tratamento pode promover maior resistência à planta, resultado também observado em outros 

estudos onde aplicação de NO3- induziu mecanismos de defesa das plantas (MUR et al., 2016). 
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O fornecimento de NO3- também promoveu elevada porcentagem relativa de α-tujeno, 

composto que possui propriedade citotóxica (BLOWMAN et al., 2018), portanto o fornecimento de 

NO3- favoreceu o incremento de tal composto de interesse em A. sylvatica. 

O fornecimento de N pelas fontes NO3-: NH4+ resultou em elevada porcentagem relativa 

de α-pineno, portanto esse tratamento pode ser utilizado para aumentar sua produção em A. 

sylvatica, o que pode ser interessante para a indústria, uma vez que esse composto possui 

propriedades antimicrobiana (LEITE et al., 2007), anti-inflamatória (KIM et al., 2015), citotóxicas 

(BLOWMAN et al., 2018). Outros compostos encontrados nesta espécie como ρ-cimeno, β-pineno, 

mirceno, limoneno, 6-metil-5-hepten-2-ona, espatulenol, α-humuleno também apresentam 

propriedades citotóxicas (BLOWMAN et al., 2018). 

3.7 CONCLUSÃO 

O fornecimento diferenciado de fontes de nitrogênio, NO3- e NH4+, influencia no 

metabolismo primário e especializado da espécie Annona sylvatica, nomeadamente na fotossíntese, 

produção de alcaloide e de voláteis foliares.  
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4.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Considerando que o NH4+, apesar de ser tóxico para as plantas, foi direcionado pela 

espécie A. sylvatica para produção de alcaloides, aumentando assim a concentração deste 

metabólito em suas raízes aos 90 dias após o início do experimento, estudos futuros podem 

determinar uma concentração adequada de NH4+ para o cultivo de tal espécie, diminuindo a taxa de 

mortalidade e otimizando a produção de alcaloides, em especial da liriodenina, alcaloide 

predominante em A. sylvatica que apresenta diversas propriedades medicinais e contra 

fitopatógenos. 
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