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HONORIO, A. B. M. EFEITOS DO ESTRESSE HIDRICO NO METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E PRODUCAO DE ALCALOIDES EM Annona crassiflora Mart.
E Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer 2022. 122P. TESE (DOUTORADO) —
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

Resumo - A agua juntamente com a temperatura € o recurso determinante para um bom
funcionamento e crescimento das plantas, ao mesmo tempo em que € considerada também
como um recurso limitante, uma vez que constitui a matriz e 0 meio onde ocorrem a maioria
dos processos biogquimicos essenciais a vida dos vegetais e, para suprir as necessidades
intrinsecas ao metabolismo vegetal, as plantas precisam renovar a agua que foi transferida
para a atmosfera, com o intuito de manter a turgescéncia das suas folhas e raizes. No entanto,
nas Ultimas décadas o estresse hidrico causado pelas mudancas climéticas, especialmente no
regime de chuvas, impactaram a producdo vegetal em muitas areas, afetando a seguranca
alimentar em ambientes vulneraveis, além disso, o aumento da concentracdo de CO:
observada na atmosfera nos ultimos 150 anos se tornou uma preocupacdo recorrente, pois,
embora tenha sido acompanhado por uma maior assimilacdo e armazenamento de CO, em
ecossistemas terrestres, ha evidéncias de que este aumento provoca altas temperaturas e
intensifica os efeitos causados pelo estresse hidrico, principalmente seca, limitando a
capacidade de futuros ecossistemas terrestres de se protegerem das emissdes atmosféricas. O
estresse hidrico que pode ser conceituado na falta ou excesso de &gua no solo para a demanda,
interfere em processos do metabolismo primério como afeta também o metabolismo
especializado das plantas, alterando a produgdo de compostos quimicos que apresentam
propriedades funcionais diversificadas com inimeras atividades bioldgicas envolvidas nas
relacOes entre as plantas e 0 ambiente auxiliando na adaptacdo a mudancas climaticas, além
de oferecer protecdo a ataque de patdgenos e herbivoros, alelopatia, assim como atragdo de
polinizadores. Nesse sentido, para as espécies da familia Annonaceae que apresentam
producdo de diversos metabolitos especializados de interesse, como os alcaloides e que pode
ser afetada nos diferentes estadios fenologicos e por variacdes ambientais como radiacao solar,
temperatura e umidade se torna indispensavel obter informacdes que visem avaliar o
desempenho desse grupo de plantas, em especial Annona crassiflora Mart. € Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer. em condicdes diversas de disponibilidade hidrica, para que
haja entendimento do efeito da seca como do alagamento na producao e adaptacdo mediante
estresse hidrico.

Palavras-chave: Annonaceae; fotossintese; enzimas antioxidantes; acucares foliares;
alcaloides.



HONORIO, A. B. M. EFFECTS OF WATER STRESS ON PHOTOSYNTHETIC
METABOLISM AND ALKALOID PRODUCTION IN Annona crassiflora Mart. E
Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer 2022. 123P. TESE (DOUTORADO) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

Abstract - Water, together with temperature, is the determining resource for the proper
functioning and growth of plants, while it is also considered a limiting resource, as it
constitutes the matrix and medium where most of the essential biochemical processes occur.
plant life and, to meet the intrinsic needs of plant metabolism, plants need to renew the water
that has been transferred to the atmosphere in order to maintain the turgidity of their leaves
and roots. However, in recent decades, water restrictions caused by climate change, especially
in the rainfall regime, have impacted plant production in several areas, affecting food security
in vulnerable environments, in addition to the increase in CO2 concentration observed in the
atmosphere in recent years 150 years has become a recurring concern, as, although it has been
accompanied by greater assimilation and storage of CO: in terrestrial ecosystems, there is
evidence that this increase causes high temperatures and intensifies the effects caused by water
stress, especially drought, limiting the ability of future terrestrial ecosystems to protect
themselves from atmospheric emissions. Water stress, which can be conceptualized in the lack
or excess of water in the soil for the demand, interferes in the processes of primary
metabolism, as well as affects the specialized metabolism of plants, altering the production of
chemical compounds that have diversified functional properties with numerous properties.
biological. activities involved. in the relationships between plants and the environment,
helping to adapt to climate change, in addition to offering protection against attack by
pathogens and herbivores, allelopathy, in addition to attracting pollinators. In this sense, for
species of the Annonaceae family that produce several specialized metabolites of interest,
such as alkaloids, which can be affected at different phenological stages and by environmental
variations such as solar radiation, temperature and humidity, it is essential to obtain
information aimed at evaluating the performance of this species. group of plants, especially
Annona crassiflora Mart. and Annona emarginata (Schiltdl.) H. Rainer. under different
conditions of water availability, so that there is an understanding of the effect of drought and
floods on production and adaptation under water stress.

Key words: Annonaceae, photosynthesis, antioxidant enzymes, leaf sugars, alkaloids.



Introducéo Geral

A &gua € um recurso de extrema importancia para o desenvolvimento vegetal,
considerada constituinte fundamental das plantas, pois compreende cerca de 90 a 95 %
da biomassa verde, além de ter papel significativo na manutencéo funcional de células,
tecidos e organismos (CAMPOS et al.,, 2021; CHAVARRIA & SANTOS, 2012).
Juntamente com a temperatura, a 4gua € o recurso determinante para um bom
funcionamento e crescimento das plantas, a0 mesmo tempo em que pode ser considerada
também como um recurso limitante, uma vez que constitui a matriz e 0 meio onde
ocorrem a maioria dos processos bioquimicos essenciais a vida dos vegetais
(LEHNINGER, 2006) e, para suprir as necessidades intrinsecas ao metabolismo vegetal,
as plantas precisam renovar a agua que foi transferida para a atmosfera, com o intuito de

manter a turgescéncia das suas folhas e raizes (JUNIOR et al., 2019).

No entanto, nas ultimas décadas as restricdes hidricas causadas pelas mudancas
nas condi¢cdes climaticas, especialmente no regime de chuvas, tendem a impactar a
producdo vegetal em muitas areas, afetando a seguranca alimentar em ambientes
vulneraveis, como regides aridas e semi-aridas, criando um nivel de incerteza para
sistemas de producao vegetal (DARYANTO et al., 2017) e mesmo em paises com indice
elevado de pluviosidade, como o Brasil, o padrdo de precipitacdo vem mudando,
indicando tendéncia de aumento na intensidade de chuvas mas, diminuigédo na frequéncia
e como consequéncia podem ocorrer periodos de seca que variam de semanas a alguns
meses, causando perda significativa no rendimento das plantas (CHEN & DAI, 2017;
OYA et al., 2004).

Deste modo, a instabilidade hidrica é um desafio global que afeta todos os
sistemas de producdo de plantas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
estimando-se piora caso as mudancas climéticas persistam (ELLIOTT et al., 2018). Além
disso, 0 aumento da concentracdo de didxido de carbono (CO2) observada na atmosfera
nos ultimos 150 anos € uma preocupacdo recorrente, pois, embora tenha sido
acompanhado por uma maior assimilacdo e armazenamento de CO2 em ecossistemas
terrestres, ha evidéncias de que este aumento provoca altas temperaturas e intensifica os
efeitos causados pelo estresse hidrico, principalmente seca, limitando a capacidade de
futuros ecossistemas terrestres de se protegerem das emissdes atmosféricas
(AINSWORTHR et al., 2020; STUART CHAPIN & DIAZ, 2020).



O estresse hidrico pode ser caracterizado na falta ou excesso de agua no solo para
a demanda, levando a reducdo da absorcdo de agua e alguns nutrientes pelo sistema
radicular e causando prejuizos, uma vez que, todas as plantas precisam de agua para a
germinacdo das sementes, desenvolvimento e producdo, além de interferir em processos
do metabolismo priméario como a fotossintese, que por sua vez produz energia necessaria
ao desenvolvimento vegetal, expansédo radicular, como também, influéncia nos produtos
gerados pelo metabolismo especializado pois, altera a producdo dos compostos quimicos
gerados que apresentam propriedades funcionais diversificadas com inimeras atividades
bioldgicas envolvidas nas relacdes entre as plantas e o ambiente e, em casos extremos, 0
estresse hidrico pode levar a morte da planta (MARENCO & LOPES, 2009; LAURSEN;
M@LLER; BASSARD, 2015).

Nesse sentido, as espécies da familia Annonaceae apresentam producdo de
diversos metabolitos especializados de interesse, como os alcaloides (SURESH,;
SHIVAKUMAR; SHIVAKUMAR, 2012)que pode ser afetada nos diferentes estadios
fenoldgicos e por variacBes ambientais como radiacdo solar, temperatura e umidade
(CARVALHO et al., 2007; YANG et al., 2018), portanto, torna-se indispensavel
informacdes que visem avaliar o desempenho desse grupo de plantas em condicOes
diversas de disponibilidade hidrica, para que haja entendimento pleno do efeito da seca
como do alagamento na producdo e adaptacdo mediante estresse hidrico e, compreender
as respostas fisioldgicas se torna fator essencial para avaliar e minimizar os problemas no
desenvolvimento de plantas (CAMPOS et al., 2021).

Diante do exposto busca-se nesse estudo compreender como o estresse hidrico,
tanto por seca como alagamento, afeta 0 metabolismo priméario como também a producéo
de alcaloides em duas espécies importantes da familia Annonaceae, Annona crassiflora
MART. e Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer.



Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar como o estresse hidrico impacta plantas jovens de Annona crassiflora
Mart. e Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer.

Obijetivos Especificos

Avaliar como o estresse hidrico impacta a producdo de alcaloides em Annona

crassiflora Mart.

Avaliar como a seca e 0 alagamento afetam o metabolismo primario e a produgdo
de alcaloides e se, através da espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) é
possivel detectar os sinais do estresse hidrico em plantas jovens de Annona

emarginata (Schltdl.) H. Rainer.
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CAPITULO 1: Revisdo - AVANCOS SOBRE O IMPACTO DO ESTRESSE HIDRICO
NO METABOLISMO PRIMARIO, PRODUCAO DE ALCALOIDES
E ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO EM
ANNONACEAE.

A 4gua é um recurso indispensavel para o desenvolvimento vegetal, atuando em
varios processos fisioldgicos, dentre eles a fotossintese, além de ser um fator restritivo
para as plantas.

Nas ultimas décadas, a instabilidade hidrica, causada em grande parte pelas
mudancas climéticas, fez com que eventos de estresse hidrico se tornassem mais
frequentes em diversas regifes do planeta, incluindo areas de ocorréncia e producgéo de
espécies de Anonas.

Portanto, os efeitos causados pelo excesso como também a falta de agua em
processos bioldgicos, bioguimicos e reflectancia foliar das plantas serdo abordados nesse
capitulo, com énfase para Annona crassiflora Mart. e Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer.

1. Estresse hidrico vegetal

As plantas sdo um componente integral no movimento da agua do solo para a
atmosfera, o qual é referido como “continuum” solo-planta (STEUDLE, 2001). Logo, o
estado hidrico da planta é a soma da interacdo de varios fatores atmosféricos determinada
pela umidade, vento, temperatura, a disponibilidade de 4gua no solo, capacidade da raiz
em absorver agua e transporta-la para a folha e a resposta do estdmato regulando a
transpiracdo podem influenciar o estado hidrico da planta (SINGH; VAN DAM;
FEDDES, 2006).

Como a frequéncia e intensidade de alguns eventos extremos de tempo e clima
aumentaram em consequéncia do aquecimento global, ondas de calor, por exemplo,
tornaram-se mais constantes e intensas devido as emissdes antropogénicas de gases do
efeito estufa na maioria das regides terrestres, com isso, a intensidade da seca tem
aumentado em territdrios brasileiros, assim como na Patagdnia, Mediterraneo, grande
parte da Africa e nordeste da China (IPCC, 2019).

O estresse que ¢ a alteracdo das condicOes fisiologicas causadas por fatores que
tendem a alterar o equilibrio (HU et al., 2006) é provocado a partir de estimulos bioticos
(quando atuam patdgenos, alelopatia e herbivoria) ou abioticos (quando ha alteracdo das
condigdes ambientais a que o organismo se encontra aclimatado), que em geral,

acontecem de forma brusca ou intensa e desencadeiam alteragdes no funcionamento



natural dos organismos, sendo assim, o estresse hidrico pode ser gerado pela falta ou

excesso de agua para as plantas (PALACIOS et al., 2013).

A seca € um dos estresses abidticos mais expressivos, podendo limitar a
produtividade dos ecossistemas (LARCHER, 2000). A assimilacdo fotossintética faz
parte dos processos fisioldgicos que podem ser afetados pela condigdo de estresse por
seca, isso se deve ao fato de que, nessa situacao ocorrem variagdes na taxa de assimilagédo
de CO> devido as mudangas na condutancia estomética e capacidade fotossintética nas
etapas fotoquimica e bioquimica (DITMAROVA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2017).

Com a restricdo no abastecimento de agua, os efeitos nos organismos vegetais
variam de niveis morfologicos a moleculares, sendo evidentes em todos os estadios
fenoldgicos, isso por que, hd uma reducdo do contetdo de agua dos tecidos vegetais,
sendo assim, a medida que os solos ficam secos, as raizes detectam essa mudanca e
enviam sinais através do xilema para as folhas ocorrendo o fechamento estomatico que
resulta na reducdo da perda de agua e consequentemente diminuicéo do crescimento foliar

como também desenvolvimento da planta (SONI et al., 2017).

Em contrapartida, quando ha saturacdo hidrica do solo, as espécies sensiveis
desenvolvem sintomas, os quais resultam principalmente dos distdrbios causados pela
hipoxia ou anoxia nas raizes, sendo 0s mais comuns, aumento da resisténcia estomatica,
reducdo da fotossintese, alteracfes na taxa de transpiracdo, inibicdo do crescimento,
murcha e/ou abscisdo foliar entre outros (OLIVEIRA & GUALTIERI, 2017).

Essas alteracdes se devem ao fato de que, em imediato, ha uma rapida diminuicao
nos niveis de O> disponiveis devido a problemas de difusdo do oxigénio na agua e a
aeracdo deficiente das raizes, levando ao decréscimo de absorcdo de agua pelas plantas
(OLIVEIRA & GUALTIERI, 2017). Portanto, o alagamento do solo, causa um ambiente
hipoxico que acabara afetando o metabolismo da planta por meio de mudangas nos
parametros relacionados a fotossintese, producdo de energia e transporte de ions ou
moléculas (COSTA et al., 2020; DUMONT e RIVOAL, 2019; PEREZ-JIMENEZ et al.,
2018).

Ao se analisar o historico de ocorréncia de eventos climaticos extremos no Brasil
observou-se que nos Gltimos 30 anos houve aumento na frequéncia de chuvas fortes
durante o verdo e inverno nas regides Sul e Sudeste. No entanto, vale ressaltar que no ano
de 2014 a regido Sudeste enfrentou a pior seca dos ultimos 80 anos (MARENGO, 2014).



Houve tambem grandes secas histdricas na regido Amazonica em 2005 e 2010,
porém, nos anos de 2009, 2012 e 2014 ocorreram enchentes na mesma regido Amazonica,
sendo assim, as incertezas sobre o comportamento futuro do clima séo especialmente
significativas no que se refere ao que acontecera com o ciclo hidrologico, principalmente
no hemisfério sul (MARENGO, 2014).

O Brasil desponta no panorama mundial quando se analisa a producdo e
comercializacdo de espécies frutiferas, dentre elas as do género Annona que, em
determinadas regides brasileiras como o semiarido e Cerrado, representam umas das mais
relevantes alternativas de producdo, responsavel por empregar méo de obra justamente
em regibes com problemas relacionados a seca. Tais condi¢des climéaticas produzem
estresse as plantas que respondem com uma série de adaptagdes que incluem além do
fechamento estomatico, protecdo cerosa das folhas, abscisdao foliar e sistema radicular
profundo. Todavia, mesmo com todas essas adaptacdes o estresse hidrico promove uma
reducdo na taxa de crescimento vegetativo das plantas (ARRUDA; PASTORE, 2019;
LAMEIRA, 2017; PELOSO et al., 2017).

2. Trocas gasosas

Com as intensas mudancas climaticas sofridas nas Gltimas décadas, condi¢cbes de
seca e alagamento, cada vez mais frequentes, tem alterado diversos parametros
relacionados a fotossintese, producéo de energia, sintese e transporte de moléculas e ions,
diminuindo a producéo e longevidade das plantas e em condigdes de estresse prolongado
podem levar a morte dos organismos vegetais (MARTINAZZO et al., 2013).

O volume celular pode ser visto como o maior determinante da atividade
metabolica e sobrevivéncia foliar (SINCLAIR & LUDLOW, 1985). O contetdo relativo
de agua na folha, que apresenta forte relacdo com o volume celular, ¢ uma medida
universal utilizada para estimar a quantidade de dgua na folha (STRABELI et al., 2020)
e permite determinar a tolerdncia das plantas a seca e sua adaptacdo a ambientes
favoraveis (ARNDT; IRAWAN; SANDERS, 2015).

Na literatura é amplamente reconhecido que o status de agua na folha interage
com a condutancia estomatica e transpiracdo, e em situacbes de estresse hidrico,
geralmente por seca, observa-se uma boa correlagdo entre o potencial hidrico foliar e a
condutancia que é um dos recursos fisiologicos mais sensiveis as condi¢des de estresse
(ARAUJO & DEMINICIS, 2009).
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Nesse sentido, em geral, plantas em ambientes com estresse hidrico, tendem a
evitar a perda excessiva de agua regulando sua condutancia estomética ou pelo menos
maximizando a eficiéncia do uso da agua (EUA), que é definida como a absorcao de
carbono por unidade de agua perdida atraves da transpiracdo. Assim, a EUA ideal pode
variar substancialmente de acordo com as condi¢cdes ambientais que a planta esta inserida
(HESCHEL et al., 2002; YAN et al., 2010).

A inibicdo da fotossintese em plantas sob condicdes de estresse hidrico se da
principalmente pela menor taxa de assimilagdo de CO, devido as mudancas na
condutancia estomatica (YAN et al., 2010). Diferencas especificas de espécies na
capacidade de sobreviver a periodos de estresse influenciam na distribuicdo das mesmas
(ENGELBRECHT; KURSAR; TYREE, 2005). A maioria das espécies de Annonanceae
exibe naturalmente menor performance fotossintética e maior capacidade em conservagédo
do uso da agua (FU etal., 2012), no entanto, Mantoan et al. (2016) observaram que plantas
de Annona emarginata apresentam equilibrio entre a transpiracédo e a taxa de assimilacéo
de CO: otimizando a eficiéncia do uso da agua, o que resulta em uma possivel

aclimatacao fotossintética ao déficit hidrico principalmente.

O fechamento estomatico que como consequéncia reduz a concentracao interna
de CO2(Ci) e transpiragdo (E) permite identificar se a fotossintese esta sendo limitada por
meio de restri¢cbes estomaticas ou por alteracdes quanto a morfologia dos estobmatos e do
mesofilo (JUNIOR et al., 2019; MIELKE et al., 2005). Ao estudarem as alteracoes
fisioldgicas no crescimento inicial de Annona squamosa L. submetida ao estresse hidrico,
Oliveira et al. (2019) observaram em um periodo de 6 dias de restricdo hidrica, o
fechamento estomatico, como também o decréscimo na taxa de assimilacdo de carbono
(A) e transpiracdo (E) e essas respostas rapidas a seca representam menor perda de agua

e portanto, maiores chances de sobrevivéncia.

Baron et al. (2014) estudando as trocas gasosas em diferentes espécies de
anonaceas observaram que para atemoia (Annona x atemoia Mabb.) apesar de néo ter sido
detectada diferenca na taxa de assimilagdo liquida (A) e eficiéncia de carboxilagéo
aparente (A/Ci) houve tendéncia de diminuicdo quando estava na casa de vegetacdo, para
espécie Annona emarginata morfotipo “araticum-de-terra-fria” as condigdes de viveiro
proporcionaram maior A, porém a condutancia estomatica (gs) foi a mesma, sugerindo

que a gs ndo foi fator limitante mas sim sua eficiéncia de carboxilagdo aparente (A/Ci).
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Dessa maneira de acordo com a duracgéo e intensidade do estresse hidrico pode
haver decréscimo da atividade da rubisco, além da disponibilidade de CO2 no cloroplasto
e eficiéncia fotoquimica do fotosistem 11 (PSII) (XU et al., 2009). Se o carbono interno e
a condutancia estomatica decaem simultaneamente, a assimilacdo é limitada pelos
estdmatos. Em contraste, se a condutancia decresce, mas o carbono interno aumenta ou
apresenta-se constante, o decréscimo da assimilacdo pode ser atribuido a fatores ndo
estomaticos (YAN et al., 2010).

Em plantas submetidas a recuperacao apos o periodo de estresse hidrico, o ganho
de carbono pode depender tanto do grau de recuperagdo fotossintética como do grau e
velocidade de declinio da fotossintese no periodo de estresse hidrico (XU et al., 2009).
Um dos motivos pelos quais ha interesse em estudar a recuperacao reside no fato de que,
em plantios ou florestas ha flutuacGes na disponibilidade de adgua, tanto pela alternancia
de chuvas e periodos de seca ou como resultado da frequéncia de irrigacdo (FLEXAS et
al., 2009; SAPETA et al., 2013).

Alguns autores como Flexas et al. (2004), Sofo et al. (2004) e Souza et al. (2004)
defendem que as plantas submetidas ao estresse hidrico severo, recuperam somente 40 a
60% da taxa maxima fotossintética no dia apds a reidratacdo, sendo que a recuperagédo

acontece nos dias seguintes, porém, a taxa maxima de fotossintese nunca se recupera.

Cerqueira et al. (2015) avaliando a fisiologia e metabolismo foliar em duas
variedades de videira sujeitas a um ciclo de défice hidrico e reidratacdo, observaram que
a taxa de fotossintese liquida respondeu positivamente a reidratacdo, embora as plantas
ndo tenham se recuperado totalmente e ao fim de 6 dias as plantas apresentavam uma

reducdo de 45-50% nas taxas fotossintéticas.

Ao analisar as respostas do estresse hidrico no crescimento e fisiologia em plantas
de Jatropha curcas Sapeta et al. (2013)observaram que ap6s 24 horas os parametros de
fotossintese liquida, condutancia estomatica, taxa de transporte de elétrons e eficiéncia
operacional do fotossistema Il apresentaram uma recuperacdo completa. H4 também
outros mecanismos que ndo podem ser descartados, tais como sinais quimicos como
citocininas ou pH da seiva xilematica (WILKINSON, 2004), sinais elétricos (GRAMS et
al., 2007) ou a formacdo de oclusdes estomaticas de natureza desconhecida que persistem
por muito tempo ap6s a reidratacio (GALLE; HALDIMANN; FELLER, 2007).
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3. Fluorescéncia da clorofila a

Os pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b e carotenoides) localizados nas
membranas dos tilacdides dos cloroplastos absorvem energia luminosa que € utilizada no
processo fotossintético (CAMPOSTRINI, 2001) e a combinacdo de avaliacdo das trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a tem sido usada ao longo dos anos para investigar o
efeito ndo estomético na limitacdo fotossintética sob estresse hidrico (ENNAHLI &
EARL, 2005).

Nas plantas situagdes de estresse, em geral, leva a uma regulacdo negativa da
capacidade fotossintética, pois reduz o consumo de ATP e NADPH no Ciclo de Calvin o
gue aumenta a demanda por dissipacdo de energia dentro do fotossistema Il (PSII) além
de se observar drenos alternativos de elétrons, e, o principal local de dano ao centro de
reacdo do PSII e a proteina D1 que é facilmente danificado pelo excesso de luz
(WILHELM & SELMAR, 2011).

Sob condicgdes desfavoraveis as plantas desviam a luz absorvida para outros
processos, como dissipacdo térmica, para proteger o aparato fotossintético (DEMMIG-
ADAMS et al., 1996), ou seja, converte a energia luminosa absorvida dentro do PSII em
calor. Ademais, como a energia luminosa absorvida pelo aparato fotossintético € muito
maior do que a energia necessaria para a fixacdo de CO- , grandes quantidades de energia
devem ser dissipadas por meio de reacdes ndo fotoquimicas e reoxidacdo efetiva de
NADPH + H ™, por exemplo, através da fotorrespiracgao e do ciclo da xantofila.

Devido a acdo desta maquinaria protetora, a capacidade de reducdo excedente ndo
resulta em um aumento significativo na quantidade de radicais produzidos pela reacéo de
Mebhler, ou seja, a transferéncia de elétrons reduzindo o oxigénio molecular que leva a
producdo de radicais superoxidos. Em contraste com as condi¢cdes normais em plantas
que estdo sob estresse, o fluxo energético é marcadamente modificado, assim uma parte
muito maior de energia deve ser dissipada (SELMAR & KLEINWACHTER, 2013a).

O “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) da energia de excitagdo representa um
importante mecanismo de fotoprotecdo nas plantas. Uma grande propor¢édo de energia é
dissipada pelo NPQ que converte a energia luminosa absorvida em calor (NILKENS et
al., 2010). Este processo € regulado por mudancas conformacionais induzidas pela luz

nas proteinas PsbS e como consequéncia, a energia de excitacdo efetivamente é
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transferida da clorofila para a zeaxantina, resultando em uma massiva dissipacdo de
energia (SELMAR & KLEINWACHTER, 2013a).

O rendimento quantico maximo (FV/FM) é amplamente usado para detectar
perturbacdes induzidas pelo estresse no aparato fotossintético (BAKER &
ROSENQVIST, 2004; MAXWELL & JOHNSON, 2000) e o aumento dessa variavel
serve como um indicativo de que houve dano ao centro de reacdo do PSII, pois o efeito
do estresse causa inibicdo do ciclo de reparo do PSIlI em especial a proteina
D1(NISHIYAMA; ALLAKHVERDIEV; MURATA, 2006).

O ¢PSII corresponde a fragdo de energia que ¢ fotoquimicamente convertida no
PSII, constituindo o rendimento quantico total de todos os processos de perda que é
dividido em dois componentes distintos, o rendimento quantico da perda de energia néo
fotoquimica ndo regulada no fotossistema Il (pNO) que reflete a fracdo de energia que é
passivamente dissipada na forma de calor e fluorescéncia, principalmente devido aos
centros de reacdo do PSII fechados, e o rendimento quéantico da perda de energia nédo
fotoquimica regulada no fotossistema Il (§NPQ) que corresponde a fracdo de energia
dissipada na forma de calor por meio dos mecanismos de fotoprotecdo (NPQ)
(KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008).

Ao estudar o ajuste fotossintético ap6s a reidratacdo em plantas de Annona
emarginata, Mantoan et al. (2016) observaram que ndo houve danos ao PSII, pois o
excesso de energia luminosa foi dissipada na forma de calor (D) e com isso apresentaram
baixos valores de Ex (energia ndo utilizada na etapa fotoquimica), o que pode indicar uma
possivel aclimatacdo fotossintética ao déficit hidrico e estudando também a fluorescéncia
da clorofila a em A. emarginata Mantoan et al. (2015) submetidas ao estresse hidrico e
posterior reidratacdo, puderam ver que essa espécie possui um aparato fotoquimico que é
tolerante ao estresse hidrico por seca pois ndo houve diferenca na taxa de transmissao de
elétrons, além do que o NPQ foi maior que o rendimento quéntico da perda de energia
néo fotoquimica ndo regulada no fotossistema Il (§NO) em todos os tratamentos.

4. Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Enzimas Antioxidantes

O oxigénio molecular (O.) surgiu na atmosfera terrestre ha bilhdes de anos e sua
presenca permite que 0s organismos aerobios o utilizem como aceptor de elétron terminal
durante a respiracgdo celular, proporcionando um rendimento de energia superior ao da

fermentacdo, e, embora necessario para o desempenho das func@es celulares, o Oz leva
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inevitavelmente a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em eventos
metabdlicos que ocorrem, principalmente, nas mitocéndrias, peroxissomos e cloroplastos
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa enziméticos e ndo enzimaticos
capazes de neutralizar a citotoxidade das ERO, sendo assim, o sistema celular de defesa
antioxidante comeca com uma cascata enzimatica, mas também pode envolver
componentes ndo enzimaticos, dentre os quais se destacam o ascorbato (AsA), glutationa
(GSH), B-caroteno ¢ a-tocoferol (BARBOSA et al., 2014). Tais antioxidantes podem
evitar a formacdo de radicais livres, sequestrd-los ou promover sua degradacao,
prevenindo a ocorréncia de danos as celulas das plantas (SERKEDJIEVA, 2011). No
entanto, em situacdes de estresses bioticos e/ou abioticos o equilibrio entre a producéo e
a neutralizacdo pode ser alterado, aumentando significativamente os niveis intracelulares
de ERO, ocasionando o estresse oxidativo (APEL & HIRT, 2004).

As ERO podem ser referidas como subprodutos de reacbes redox que se
apresentam tanto como radicais livres, como na forma molecular de um ndo radical
(BARBOSA et al., 2014; KOVALCHUK, 2010). Essas moléculas podem ser geradas
como resultado de excitagdo, formando oxigénio singleto (*:O2), ou de constantes adi¢Ges
de elétrons ao Oz reduzindo-o ao radical aniénico superdxido (O2™), radical hidroperoxila
(HO2") ou peréxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH)(D’AUTREAUX &
TOLEDANO, 2007).

O radical superdxido (O2") é moderadamente reativo e considerado instavel por
possuir numero impar de elétrons (13) na ultima camada eletrbnica e, reducdes
univalentes subsequentes convertem o O2 em H>O> e H20, em um processo chamado de
reducdo tetravalente do oxigénio, uma vez protonado, 0 O+ forma o radical peroxila
(HO2"), uma ERO mais reativa que o proprio O2™. O H202 é uma ERO moderadamente
reativa e cujo pequeno tamanho lhe permite atravessar membranas celulares e migrar em
diferentes compartimentos, dessa forma, difunde os danos e tambeém atua como
mensageiro da condi¢do de estresse, alem de ser capaz de inativar enzimas por oxidagdo
de seus grupos tiol (BARBOSA et al., 2014; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

O radical OH" é considerado a mais oxidante dentre as ERO e sua alta reatividade
resulta em reacdes rapidas e inespecificas com distintos substratos, podendo

potencialmente reagir com todos os tipos de moléculas bioldgicas, que pode ocasionar
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modificagdes nas bases nitrogenadas levando a inativacdo ou mutacdo do DNA,;
desnaturar proteinas além de causar danos a moléculas de carboidratos e retirar atomos
de hidrogénio de grupos metileno de &cidos graxos poli-insaturados, dando inicio a
peroxidacdo lipidica (BARREIROS et al., 2006; BLOKHINA et al., 2003).

Os processos metabdlicos dependentes do oxigénio, como a respiracao aerobica,
fotossintese e fotorrespiracdo, levam a producdo de ERO em mitocondrias, cloroplastos
e peroxissomos (BARBOSA et al., 2014). A geracdo peroxissomal de H20, pode servir
como um mecanismo de transferéncia de um sinal proveniente da fotossintese para o resto
da célula (FOYER et al., 2009). Nas mitocdndrias, cloroplastos e citosol, 0 H20- é gerado
a partir da dismutacdo do O™ pela superdxido dismutase (SOD). A B-oxidacao de &cidos

graxos nos glioxissomos também gera H.O> (BARBOSA et al., 2014).

Para evitar os efeitos deletérios causados pelas ERO, as plantas podem acionar
mecanismos de defesa através de um arcabouco enzimatico antioxidante que estdo
presentes em diversos compartimentos celulares conferindo um estado de homeostase
redox no sistema vegetal (BARBOSA et al., 2014). Nesse ponto, pode-se citar as enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). A SOD faz parte da
linha de frente na defesa contra as ERO catalisando a dismutacéo entre dois radicais O2™
, gerando H.O; e Oy, essa enzima participa entdo da modulacdo do nivel de H.O2 em
cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (BARBOSA et al., 2014; MITTLER,
2002).

A CAT ¢ uma das principais enzimas na elimina¢do do H>O gerado durante a
fotorrespiragdo e a B-oxidacdo dos &cidos graxos convertendo duas moléculas de H20-
em agua e oxigénio molecular, ademais, a atividade dessa enzima é efetiva principalmente
em concentragdes relativamente altas de H20> por isso sdo consideradas indispensaveis
para a desintoxicacao de ERO, especialmente em condicGes de estresse severo (DUBEY,
2011).

As peroxidases (POD) existem em muitas isoformas e estdo envolvidas em uma
série de processos celulares, sendo assim algumas PODs sdo constitutivamente expressas,
enquanto outras sdo induzidas por estresses ambientais, como constatado em estudos em
que baixas atividades mostram sintomas de estresse menos graves e as altas, sintomas
mais graves. Isso ocorre porque elas utilizam o H202 como oxidante e compostos de

natureza fenodlica como doadores de elétrons, sendo assim o H.O> formado pela a¢do da

16



SOD também pode ser eliminado pelas PODs, além da CAT (LOCATO, 2010;
BARBOSA et al., 2014).

Cabe salientar que mediante situacdes de estresse hidrico em solos saturados ha
uma maior atividade da CAT o que parece ser uma tentativa de reducdo do H>0O>
garantindo tolerancia a esse tipo de estresse, conforme relatos de Magller et al. (2007) e
Hossain et al. (2009). Em relacdo a atividade das enzimas SOD e POD Ghorbanpour &
Hatami (2013) observaram incremento significativo em plantas de Hyoscyamus niger
submetidas a deficiéncia hidrica e Junior et al. (2017) verificaram aumento significativo
na atividade da CAT e SOD em pléantulas de Helianthus annuus L. submetidas a
deficiéncia hidrica.

5. Carboidratos Foliares

Sob efeito do estresse hidrico, principalmente por restricdo hidrica, as plantas
tentam manter os potencias de agua das células por meio do aumento da concentracdo de
solutos, fendbmeno conhecido como ajuste osmotico (GARCIA ET AL., 2006; KAMELI
& LOSEL, 1996). O ajuste osmatico consiste em capturar ou gerar solutos para aumentar
sua concentragdo levando a maior entrada de agua na célula, com isso, o turgor pode ser
mantido mesmo em condic¢Bes anormais de disponibilidade hidrica (SIMONNEAU et al.,
2017). E esse acumulo de solutos, dentre eles, os carboidratos, ocorre devido a reduzida
taxa de crescimento, como também a translocacdo mais lenta de aglcares nas folhas e a
hidrélise do amido (KAMELI & LOSEL, 1996).

Quando os vegetais sdo expostos a diferentes estresses ambientais, como por
exemplo a seca, hd a sintese e acumulo de solutos compativeis que atuam como
osmoprotetores, que sdo compativeis com a funcdo celular e servem para estabilizar
proteinas e estruturas celulares e/ou manter a turgescéncia das células por meio de um
equilibrio na pressdo osmotica, sem comprometer processos celulares (ALI; BANO;
FAZAL, 2017). Em situacdes de alagamento o baixo percentual de Oz pode ser associado
a mudancas na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos o que
pode levar a reducdo na taxa de translocagdo de carboidratos das folhas para as raizes,
diminuindo seu crescimento e suas atividades metabdlicas, que passam a demandar menor
quantidade de carboidratos, acumulando os fotoassimilados nas folhas (SILVEIRA et al.,
2015).
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Os vegetais apresentam diferentes tipos de carboidratos e/ou agucares de reserva,
soluveis e insollveis, e a predominancia destes nos tecidos, bem como a sua estrutura
quimica, variam entre espécies, 6rgados, tecidos e células, além de variar ao longo do dia
e das diferentes estacdes do ano (LEWIS, 1984). Esses carboidratos sdo oriundos da
reducdo do carbono na etapa bioquimica da fotossintese e possuem diversas atribuices
no metabolismo vegetal, dentre elas 0 armazenamento e translocagéo; e a prote¢ao contra
condicGes adversas, como a restricdo ou excedente hidrico, alta salinidade e temperaturas
extremas (NUGRAHA et al., 2019).

Dentre os acucares, o amido é a principal forma de armazenamento de
carboidratos nas plantas (ZEEMAN et al., 2010). Comumente associado a 6rgdos de
armazenamento como raizes, tubérculos, rizomas, caules e sementes, o amido é
sintetizado a partir da sacarose transportada, no entanto, em células fotossintéticas ele é
sintetizado majoritariamente usando uma fragdo do carbono fixado em CO. e
temporariamente armazenado nos cloroplastos. Este amido entdo pode ser chamado de
“transitorio”, pois ¢ sintetizado e degradado em uma janela de 24 horas, contudo, a sintese
e a degradacdo podem ocorrer em diferentes momentos do dia, e 0 amido pode servir a
diferentes funcdes de acordo com o tipo de célula do qual é derivado e as condicdes
ambientais externas (SIMONNEAU et al., 2017).

Cabe salientar que em condicGes de estresses abidticos, como por exemplo
estresse hidrico por falta de agua, as plantas geralmente remobilizam o amido para
fornecer energia e carbono quando a fotossintese pode ser potencialmente limitada. Com
isso geralmente ha uma diminuicdo do teor desse carboidrato nas folhas (SIMONNEAU
etal., 2017).

Além do amido, carboidratos solGveis podem ser acumulados mediante a
situacOes de estresse por falta de &gua, como por exemplo, sacarose e frutose (FILHO &
CARVALHO, 2020). A sacarose é sintetizada nas folhas (fonte) sendo posteriormente
translocada para outras partes da planta (dreno) , constituida de dois monossacarideos, D-
glicose e D-frutose, que estdo ligados entre si através dos seus carbonos anomeéricos, e
em plantas submetidas a estresse hidrico severo, geralmente ha o acimulo de frutose-2,6-
bisfosfato, trioses-P, glicose, frutose (PIMENTEL, 2004).

Em algumas situacbes como as observadas por Wang et al. (2013) em

Thellungiella halophila submetidas a altos niveis de salinidade e Walter et al. (2015)
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estudando os mecanismos de adaptacdo das plantas a elevada concentracdo de CO:
observaram aumento no teor de amido. Mutava et al. (2015) verificaram que em Glycine
max a seca incrementou a concentragdo de frutose, glicose e sacarose, e 0 alagamento
incrementou a concentracdo de glicose corroborando com o fato de que o estresse abiotico

e nesse caso, seca ou alagamento, hd aumento na concentracdo de carboidratos.

6. Contetido Relativo de Agua na Folha (CRA)

Seca, inundacdo, altas e baixas temperaturas, salinidade e disponibilidade de
nutrientes sdo fatores abidticos que tém grande impacto sob as plantas além de
responderem por mais de 50% da redug@o na média de rendimentos potencias na produgéo
global de alimentos. E, embora a irrigacdo possa ser usada como uma estratégia para
diminuir os efeitos do estresse hidrico, os recursos hidricos continuam diminuindo com o
passar do tempo (MUTAVA et al., 2015).

Para monitorar os efeitos da disponibilidade hidrica nas plantas, geralmente
trabalhos que analisam esse tipo de estresse utilizam do Contetido Relativo de Agua na
Folha (CRA) como indicativo de conservacdo do metabolismo celular (JONES, 2007).
Como o balanco hidrico é controlado pela transpiracao foliar e captagdo de agua do solo,
plantas que apresentam tolerancia ao estresse hidrico podem recuperar o CRA quando o

regime hidrico com disponibilidade de agua é restabelecido (GRACA et al., 2010).

Em condicdes de alta temperatura, Wahid & Close (2007) observaram que plantas
de Saccharum officinarum apresentam reducdo no CRA, no entanto, 72 horas ap6s o
inicio do déficit hidrico, as plantas estressadas apresentavam valores de CRA semelhantes
ao das plantas submetidas a capacidade de campo, sugerindo entdo que parte do teor de
agua é utilizado para minimizar os danos devido a conjuncdo de fatores (alta temperatura
e déficit hidrico).

A mesma situagdo foi observada por Gracga et al. (2010) ao estudarem o0s
parametros fisioldgicos de cana-de-agUcar submetidas ao déficit hidrico nacv CTC15 que
detectou uma reducdo minima na quantidade de &gua disponivel para absor¢do. Como a
agua é o principal doador de elétrons para o PSII, por meio do processo de oxidagao, uma
diminuicdo no CRA pode diminuir o potencial eletroquimico da ATP sintase e do
fotossistema 1, comprometendo a formacdo de ATP e NADPH respectivamente e,
portanto, afetando negativamente o aparato fotossintético (LAWLOR e UPRETY, 1993).
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7. Alcaloides

Os processos de fotossintese, formacdo de paredes celulares e formacgdo de
metabolitos especializados sdo exemplos de capacidades biossintéticas especializadas que
exigem alto grau de compartimentalizacao estrutural e funcional exercida pelas plantas
permitindo que as mesmas sobrevivam e se adaptem ao ambiente respondendo a estresses
bidticos e abioticos. Nesse contexto, os metabolitos especializados sao sintetizados como
parte de uma rede bioguimica muito complexa, regulada pela expressao de genes aliado
a modulacao enzimatica e apresentam propriedades funcionais diversas, oferecendo meio
de comunicacdo entre as plantas, alelopatia, defesa a ataque de patdgenos e herbivoros,
atracdo de polinizadores e auxilio nas adaptacdes climaticas (HAGEL & FACCHINI,
2008; LAURSEN; M@LLER; BASSARD, 2015).

Estes metabolitos podem ser classificados em trés grandes grupos, sendo eles 0s
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados e estima-se que o nimero de
metabolitos especializados ultrapasse 200.000, desses, 0 numero de terpenos
identificados supera 30.00, seguido pelos alcaloides que superam 20.000 substancias
identificadas (MATSUURA et al., 2018). Muitos fatores, entre eles, bidticos como a
presenca de patogenos e, abidticos como variagdes ambientais influenciados
principalmente pela disponibilidade hidrica, radiacdo solar e mudancas de temperatura

podem afetar a producédo destes metabdlitos especializados (YANG et al., 2018).

De acordo com Leboeuf et al. (1980) os alcaloides sdo compostos nitrogenados
farmacologicamente ativos e principais constituintes quimicos das especies pertencentes
a familia Annonaceae. Uma importante caracteristica das espécies desta familia é a
presenca destacada dos alcaloides do tipo isoquinolinico, o que a faz ser considerada o
centro de distribui¢cdo dos mesmos (NAZARO, 2013).

A origem biossintética dos alcaloides isoquinolinicos se inicia pela rota do acido
chiquimico a partir de carboidratos. O acido chiquimico é responsavel pela formacédo dos
aminoacidos aromaticos como a L-fenilalanina e L-tirosina, sendo esses 0S precursores
dos alcaloides isoquinolinicos (RINALDI, 2007). Todos os alcaloides isoquinolinicos sdo
derivados dos benzilisoquinolinicos e a biossintese dos alcaloides benzilisoquinolinicos
(ABI) pode ser agrupada em trés intervalos: a) a producgéo do precursor central de todos
0s ABI, S-norcoclaurina, a partir de duas moléculas de L-tirosina, b) a transformacéo de

S-norcoclaurina em S- reticulina, principal intermediario para diversificacdo da rota e c)
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as rotas de diversificacdo que dao origem aos diferentes tipos de ABI (DE-LA-CRUZ
CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA,; RILEY-SALDANA, 2012).

As raizes sdo o principal 6rgao de producédo de alcaloides em plantas do género
Annona (DE-LA-CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA; RILEY-SALDANA
2012) e o acumulo de alcaloides em determinadas situacGes, dentre elas, estresse hidrico
e pode indicar um ajuste osmotico celular, devido ao acumulo precursores, como por
exemplo, aminoacidos, carboidratos e aglcares, como amido e trealose (CORTINA &
CULIANEZ-MACIA, 2005).

Esse acimulo de alcaloides foi observado por Castro-Moreno et al. (2013) em
plantas de Annona lutescens ao acumular liriodenina, um dos principais alcaloides da
familia Annoanceae, em raizes dessa espécie no final da estacdo seca, Ghorbanpour &
Hatami (2013) com Hyoscyamus niger; Kleinwéachter et al. (2015) com tomilho (Thymus
vulgaris); Kleinwéchter & Selmar, (2015) no estudo de especiarias e plantas medicinais;

e Liuetal. (2017) com Catharanthus roseus.

Em plantas expostas a situagfes de estresse geralmente se acumulam
concentracdes mais elevadas de metabdlitos especializados. Isso acontece devido ao fato
de as condicbes de restricdo hidrica levarem ao fechamento estomatico e a absor¢édo
reduzida de CO,. Como consequéncia, hd diminuicdo consideravel no consumo de
NADPH + H" para a fixagdo do CO via ciclo de Calvin, o que gera uma oferta excessiva
desse equivalente redutor, bem como acumulo. Dessa forma, o0s processos metabolicos
sdo direcionados para sintese de compostos altamente reduzidos como isoprenoides,
fendis e alcaloides com o emprego desses agentes redutores acumulados (SELMAR &
KLEINWACHTER 2013a,b).

8. Espectroscopia no Infravermelho Proximo (Near-Infrared Spectroscopy —
NIRS)

A espectroscopia no infravermelho proximo (Near-Infrared Spectroscopy —
NIRS) consiste em uma técnica analitica para deteccdo de substancias que permitem
inferir indiretamente alguns compostos quimicos de forma réapida e ndo destrutiva
(FERRARESI et al., 2012). Nesse contexto o infravermelho, que é uma radiagcdo ndo
ionizante, abrange os comprimentos de onda que véo desde 700 nm até 1 mm, e, como

seu espectro é muito amplo, geralmente é dividido em se¢des menores.
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b)

Existem diferentes sub-divisbes do espectro infravermelho, as mais

comuns separam seu espectro em cinco (a) e em trés (b) partes:

NIR (infravermelho proximo - Near-infrared), que vai de 700 a 1400 nm, SWIR
(infravermelho de ondas curtas - Short-wavelength infrared) de 1400 a 3000 nm, MWIR
(infravermelho de ondas médias - Mid-wavelength infrared) de 3000 a 8000 nm, LWIR
(infravermelho de ondas longas - Long-wavelength infrared) de 8000 a 15000 nm e FIR
(infravermelho distante — Far infrared) de 15000 a 100000 nm (BYRNES, 2009).
NIR (infravermelho proximo - Near-infrared) de 700 a 2500 nm, MIR (infravermelho
médio - Middle-infrared) de 2500 & 5000 nm e FIR (infravermelho distante — Far
infrared) de 5000 a 100000 nm (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Em relacdo a divisdo em trés partes na faixa do espectro NIR de 780 a 2500 nm,
ocorre a absorc¢édo de ligagdes do tipo C-H, O-H e N-H (BURNS & CIURZACK, 2001) e
estes tipos de ligacOes estdo muito presentes em materiais organicos como os de origem

vegetal.

A base tedrica dessa técnica vem da fisica das cores que se relaciona com a
natureza de ligacdo das moléculas de uma amostra. Estas ligagcBes vibram
constantemente, causando estiramento e compressao dos atomos, de modo que estes
tenham entdo movimento de onda e a frequéncia dessas ondas é especifica e dependente
dos elementos envolvidos (VAN KEMPEN & JACKSON, 1996). Portanto, quando a luz
incide em um alvo, parte desta sera absorvida e parte serd refletida, logo, 0os comprimentos
de onda que vibram na mesma frequéncia que as ligagdes serdo absorvidos por estas e a
energia entdo é usada para intensificar as vibracbes gerando calor, por outro lado, 0s
comprimentos de onda que ndo vibram na mesma frequéncia serdo refletidos (NASSAU,
2001).

Sendo assim, a técnica NIRS se baseia em iluminar uma amostra com luz padréo
conhecida no infravermelho préximo, e com um sensor captar a luz que foi refletida.
Logo, a absorcdo de luz é entdo medida pela diferenca entre a quantidade de luz incidida
e a refletida (VAN KEMPEN & JACKSON, 1996). Com isto se realiza uma
representacdo grafica da reflectdncia em faixas de comprimento de ondas estreitas e
adjacentes, chamada caracterizagcdo espectral de um alvo (FONSECA; ROSA;
FONTANA, 2002).
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Essa técnica possui ampla aplicagdo em diversas areas, assim como na botanica,
onde se destaca por poder analisar qualquer material de origem vegetal, seja sementes,
frutos, flores e folhas tanto frescas como secas e preparadas (FERNANDEZ et al., 1994).
Lohr et al. (2017) utilizaram também a espectroscopia no infravermelho proximo para
prever reservas de carboidratos em folhas de Dendranthema grandiflora Tzvelev e
Pelargonium x hortorum L.H. Bailey. Ribera-Fonseca et al. (2019) utilizando dessa
técnica, encontraram relacdes significativas e positivas com os parametros do estado da
agua da planta em plantas de mirtilo (cv. Legacy), incluindo o potencial de 4gua da folha
do meio-dia (Wmp) e condutancia estomatica (gs). Em arbustos que sofrem de estresse
hidrico por seca Borges et al. (2015) conseguiram determinar o contetdo de alcaloides
totais e nitrogénio em Nicotiana tabacum utilizando também a técnica NIRS.

8. 1. Reflectancia Foliar

Quando ha incidéncia de radiacdo em uma folha, diversas interacdes acontecem,
uma parte dessa radiacdo € refletida diretamente pela superficie foliar e o restante penetra
na folha, onde vao ocorrer 3 tipos de interacOes: parte serd transmitida, outra parte sera
absorvida pelos compostos quimicos da folha e parte seré refletida (Figura 1), estas sdo
chamadas propriedades dpticas das folhas (MAHLEIN, 2016).

Reflexao S
Reflexao

direta

Interna

Transmissao

Figura 1: Interacdes da radiacdo luminosa com a folha. Fonte: Adaptado de Mahlein
(2016).
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A reflexdo foliar entdo € a soma da reflexdo direta com a reflex&o interna e
geralmente as regifes do espectro eletromagnético mais utilizados para anélise da
reflectancia foliar sdo a do visivel (VIS, 400 — 700 nm) e infravermelho préximo (NIR,
701 — 2500 nm), isso porque, nessas regides a energia eletromagnética interage com
pigmentos foliares, responsaveis por absorver o espectro luminoso e, também, com
estruturas foliares (OLIVEIRA & SANTANA, 2019), além disso a composi¢do quimica
(pigmentos, agua, acucares, lignina e aminoacidos) influencia também a reflectancia
foliar (MAHLEIN, 2016).

Dessa forma, a faixa do visivel (VIS, 400 — 700 nm) é influenciada principalmente
pelos pigmentos foliares, a reflectancia no infravermelho préximo (NIR, 701 — 1100 nm)
depende da estrutura da folha, processos de espalhamento interno e da absor¢do de agua,
e a, reflectancia no infravermelho de ondas curtas (1100 — 2500 nm) é influenciada pela
composi¢do dos produtos quimicos da folha e da agua (CARTER e KNAPP, 2001;
MAHLEIN, 2016).

Ha também algumas faixas curtas e comprimentos de ondas especificos que
podem ser associados a caracteristicas e compostos da folha, nesse caso, Curran (1989),
mostra que o comprimento de onda de 930 nm esta associado a 6leos, 1400 nm pode ser
associado a dgua, 1510 nm a proteinas e nitrogénio e os comprimentos de onda na faixa
de 990 nm, 1200 nm, 1450 nm, 1530 — 1540 nm, 1580 e 1690 nm estdo correlacionados

com a concentracdo de amido.

9. Familia Annonaceae Juss

A familia Annonaceae Juss. (1789) pertence ao clado das magnoliideas, grupo
basal das Angiospermas com cerca de 129 géneros e 2100 espécies (JUDD et al. 20009;
STEVENS, 2016). O género Annona pertence a subfamilia Annonoideae, que foi referida
como o “clado do ramo longo”, representando cerca de 60% da diversidade de espécies
da familia (CHATROU et al., 2014).

Por ser uma familia evolutiva antiga, as Annonaceae apresentam caracteristicas
florais que dividem parcialmente com outro representantes da ordem Magnoliales e outras
angiospermas basais. Normalmente as espécies de anonaceaes possuem habito arboreo,
ocasionalmente, arbustos, subarbustos ou lianas (JUDD et al., 2009).

Possuem tricomas simples, escamiformes ou estrelados; folhas alternas, simples,

disticas, sem estipulas, margem inteira e nervagdo peninérvea. Inflorescéncia
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determinada, as vezes reduzida & uma unica flor terminal ou axilar; flores geralmente
bissexuais e radiais (JUDD et al., 2009). Em geral, a floracdo das espécies de annona
comegam quando a planta tem de trés a quatro anos, embora ocasionalmente possa
acontecer de forma antecipada dependendo das condi¢des ambientais (PINTO et al.,
2005).

A maior parte das espécies de Annonas estdo localizadas nos trépicos, onde
crescem em baixas altitudes, sendo que, 0 maior nimero de géneros ocorre nas Américas,
predominantemente na Ameérica do Sul (PINTO et al., 2005). Possui uma riqueza de
espécies principalmente na regido amazonica e mata atlantica (JUDD et al., 2009).

No Brasil foram registrados 29 géneros, compreendendo cerca de 260 espécies
(BARROSO et al., 1978). A partir de estudos feitos por Mass et al. (2001), na regido
centro-leste do Brasil foi possivel observar um total de dezenove géneros e 153 espécies
pertencentes a familia Annonnaceae, compreendendo também os estados de Minas
Gerais, Goias, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Sdo Paulo, Tocantins e o Distrito
Federal.

Os géneros Rollinia e Annona possuem maior importancia comercial, sendo as
espécies pertencentes ao género Rollinia as que apresentam grande perspectiva de uso
como porta — enxerto para outras anonaceas e o género Annona agrupa as espécies mais
cultivadas, separadas em 5 grupos: “Guanabani” — grupo das graviolas; “Bilaeflorae” —
anonas com ceras; “Acutiflorae” — pétalas afiladas; “Annonellae” — anonas anas e “Attae”
— anonas comuns , sendo este Ultimo o grupo com mais espécies cultivadas (PINTO et
al., 2005)

Annonaceae é conhecida principalmente por seus frutos comestiveis, sendo que,
quatro espécies tém grande importancia econdmica, pinha (A. squamosa L.), graviola (A.
muricata L.), cherimoya (A. cherimola Mill.) e atemoia (A. squamosa x A. cherimola) ,
devido a seus frutos comestiveis e Cananga odorata, que produz substancias aromaticas
para perfumaria, além do que, a familia também é reconhecida como fonte de substancias
ativas com potentes atividades farmacoldgicas e pesticidas, algumas das quais se espera
gue sejam novos medicamentos anticancer em um futuro breve (LIAW et al., 2016;
FERREIRA et al., 2019). Outras espécies fornecem madeira propria para carpintaria e

raizes utilizadas como cortica (A. glabra L., A. crassiflora Mart.).
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10. Género Annona L.

Dentre os géneros da familia Annonaceae Juss., 0 género Annona pode ser
considerado economicamente 0 mais importante devido as suas propriedades alimenticias
e medicinais (AL-GHAZZAWI, 2019; ANAYA-ESPARZA et al., 2020; CHOWDHURY
et al., 2021; LEITE et al., 2020; NUGRAHA et al., 2019) e farmacol6gicas como fonte
de matéria-prima de perfumaria e cosméticos (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO,
2014) sendo difundida nas Indias Ocidentais, Américas, Africa, llhas do Pacifico e
Sudeste Asiatico (NUGRAHA et al., 2019). Este género inclui aproximadamente 162
espécies (AL-GHAZZAWI, 2019; CHOWDHURY et al., 2021) de arbusto, arvore, liana
e subarbusto e no Brasil, sdo encontradas 79 espécies, das quais 24 sdo endémicas
(FLORA do BRASIL, 2020).

Derivado da palavra em Latim “colheita anual”, o género Annona ¢ a fonte mais
importante  de  frutos  comestiveis da  familia ~ Annonaceae  tendo,
consequentemente, grande destaque econdmico (PINO, 2010). As espécies do género
apresentam caracteristicas morfoldgicas como flores terminais ou axilares, solitérias ou
com poucas inflorescéncias, geralmente apresentam 2 bracteas por flor, sépalas
conectadas ou livres, frequentemente espessas, carnudas e encontradas nas cores brancas,
amarelas, alaranjadas ou vermelhas, auséncia de pétalas e frutos sincarpicos com presenca
de muitos carpelos (MAAS et al., 2001; VINAY; SAKTHIVEL; PRIYANKA, 2017).

Ao analisar os parametros econdmicos, no Brasil, as espécies do género Annona
sdo cultivadas para comercializacdo dos frutos, além de apresentarem compostos
quimicos com propriedades medicinais atribuidas a substancias provenientes do
metabolismo especializado, como as acetogeninas, alcaloides, flavonoides e terpenoides,
sendo que os principais efeitos medicinais registrados sdo suas a¢des antiparasitarias,
antiespasmadica, sedativas, analgésicas, hipotensores, sendo utilizados nos tratamentos
de diarreias e Glceras, e como vermifugos (BARBALHO et al., 2012; QUILEZ et al.,
2018).

11. Annona crassiflora Mart.

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades mundiais, abrigando grande
namero de espécies de plantas com potencial medicinal (Silva et al., 2018). Dentre 0s
diversos biomas espalhados pelo territorio brasileiro, o Cerrado apresenta um cenario

exuberante de diversidade biologica, ndo apenas pela influéncia dos biomas circundantes

26



(Amazobnia, Caatinga, Mata Atlantica e Pantanal) bem como pelas diversas culturas das
populagdes que o habitam (FERNANDES & SCAPIN, 2020; VILA VERDE; PAULA,
CANEIRO, 2003).

As plantas do Cerrado sdo adaptadas a condic¢des distintas, longos periodos de
seca, outrora, periodos de alta precipitacdo, grande ocorréncia de incéndios florestais e
alta incidéncia de radiacdo ultravioleta. Desta forma, h& a necessidade das plantas
utilizarem mecanismos de defesa para se protegerem de agentes biologicos, fisicos e
quimicos (REIS & SCHMIELE, 2019).

Annona crassiflora Mart. popularmente conhecida como “araticum-do-cerrado”,
“araticum”, “marolo”, “bruto”, “cabe¢a-de-negro”, ‘“cascudo”, “pand”, “pinha-do-
cerrado” e “pasmada” (ARRUDA & PASTORE, 2019; ARRUDA; PEREIRA;
PASTORE, 2017) é uma espécie arborea nativa do Cerrado que ocorre nas
fitofisionomias “cerraddo” e “campos rupestres”, e esta espalhada pelo bioma abrangendo
todos os estados (COTA et al., 2011).

A espécie A. crassiflora possui arvores de porte médio, com alturas que variam
entre 4 e 8 metros e diametro de copa de aproximadamente 4 metros (COTA et al., 2011;
LUZIA & JORGE, 2013). O tronco é geralmente tortuoso, com diametro de 20-30 cm,
coberto com uma casca aspera e muito grossa fornecendo resisténcia a acdo do fogo
(LORENZI, 2002). As folhas sdo crasso-membranosas com aspecto aspero e ferruginoso
guando jovens e coridceo quando maduras. Além disso, as folhas sdo hipoestomaticas,
com tricomas simples (CORREA; CHAGAS; PIMENTEL, 2007).

As flores sdo hermafroditas com protoginia autocompativel, ou seja, 0 gineceu
(6rgdo feminino) amadurece primeiro que o0 androceu (6rgdo masculino)
(CAVALCANTE et al., 2009). No periodo noturno, as flores aquecem atingindo até 10°C
acima da temperatura do ar e assim liberam um cheiro que atrai insetos, principalmente
besouros (ALMEIDA et al., 2018). O florescimento acontece entre 0os meses de outubro
e novembro, e a frutificacdo comeca em dezembro, com maturacgéo do fruto concentrada
de fevereiro a abril (SILVA; GOMES; MARTINS, 2009)

O fruto atinge total desenvolvimento 140 dias apo6s a antese (SILVA; VILAS
BOAS; XISTO, 2013), em média uma arvore produz de 5 a 20 frutos, podendo atingir até
40 frutos em alguns casos e podem ser consumidos em forma de sucos, cremes e geleias,
além do que s&o ricos em vitaminas, calcio, ferro e fosforo. A cada 100g de sua polpa ha
um valor energético de 52 calorias, 0,4 g de proteinas, 52 mg de calcio, 2,3 mg de ferro,

24 mg de fdsforo, 21 mg de vitamina C, 50 mg de vitamina A, 0,04 mg de vitamina Bl e
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0,07 mg de vitamina B2, e se comparada com outras espécies cultivadas, como € 0 caso
da banana (6,4 mg) e macé (5,9 mg ), o conteido de vitamina C contida na polpa de seus
frutos apresentem teores mais elevados (LUZIA & JORGE, 2013), também mostraram
ser boa fonte de potassio, magnésio e zinco, contribuindo com aproximadamente 10,82,
7,95 e 5,40% da ingestdo diaria recomendada (ARRUDA & PASTORE, 2019).

Ao avaliar as propriedades antioxidantes da espécie Roesler et al. (2006)
constataram que extratos etanolicos de sementes e cascas de A. crassiflora apresentaram
excelente atividade antioxidante quando comparados com outros vegetais. Ja a fracdo
lipidica extraidas das sementes em estudo feito por Luzia & Jorge (2013), apresentaram
rendimento de 28,84 % e o alto teor de lipideos totais pode ser economicamente atraente
para extracdo industrial, especialmente quando comparadas com outras oleaginosas
como, milho e soja, que tém teor lipidico de 3,1-5,7 % e 18-20% respectivamente
(O’BRIEN, 2006).

O 6leo de A. crassiflora é composto principalmente por &cidos graxos insaturados
(87,34%), entre eles 51,21% monoinsaturados e 36,13% poliinsaturados (PRADO et al.,
2020). Entre os acidos graxos monoinsaturados, o acido oleico representa 50,76%,
semelhante ao 6leo de canola (51-70%) e azeite (55-83%) (CODEX ALIMENTARIUS,
2001). Em pesquisa feita por Lopez-Huertas (2010) foi observado que a substituicdo da
dieta de gorduras saturadas para acido oleico, reduziu o teor de lipideos no sangue,
especialmente colesterol LDL e triglicérides.

Silva et al. (2020) relatam que o principal &cido graxo poliinsaturado
representativo foi o acido linoléico (35,20%), o que também é de grande importancia visto
que, é um acido graxo essencial obtido pela alimentacdo e ndo produzido pelo corpo
humano e devido ao estresse diario que o ser humano esta sujeito e a varia¢do nos habitos
alimentares, é interessante o consumos de alimentos ricos em &cido linoléico , uma vez
que, estes possuem efeito protetor na salde cardiovascular, formacéao de tecido nervoso e
visual (MODESTO et al., 2002).

Na medicina popular, a infusdo de folhas e sementes em pé pode ser usada para
combater diarréia e induzir o ciclo menstrual (ALMEIDA et al., 1994). Além de
potenciais usos medicinais Omena et al. (2007) relataram atividades dos extratos das
raizes (LD50 = 0,71 pg/mL™?) e da madeira (LD50 = 8,94 ug/mL-? contra atividade de
larvas de Aedes aegypti, sugerindo possivel uso como larvicida natural.

Vale ressaltar que as espécies da familia Annonaceae se destacam pela producao

de metabdlitos especializados de grande interesse farmacolégico e dentro desse contexto,
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os alcaloides perfazem um grupo importante com multiplas atividades biologicas,
existindo inclusive, varios medicamentos disponiveis no mercado a partir de alcaloides
obtidos de cascas de frutos, folhas e raizes (DEBNATH et al., 2018), e na espécie A.
crassiflora foram encontrados varios alcaloides também no caule, folhas e cascas dos
frutos (ARRUDA & PASTORE, 2019). Além disso, a literatura defende que em
determinadas situacdes de estresse, como por exemplo o hidrico, a producdo destes
metabdlitos pode ser potencializada, e como a espécie é nativa do bioma Cerrado com
longos periodos de estiagem, torna essencial verificar a producdo do metabolismo

especializado nessas condi¢des.

12. Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer.

A espécie arborea Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, nativa da América do
Sul, ocorre em diversos paises como Bolivia, Peru, Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil,
com destaque para as regides brasileiras Norte, Centro-Oeste, Sul e Sudeste, além de ser
presente em regides de Cerrado, em vegetagdes do tipo Cerrado (lato sensu), bioma com
longos periodos de seca (PRADO et al., 2020), e principalmente Mata Atlantica, bioma
com maior disponibilidade hidrica e com vegetacdes do tipo Floresta Ombrofila e
Restinga (MAAS; LOBAO; RAINER, 2015).

As folhas lanceoladas e lisas com bastante brilho na parte superior, com 2,5 cm
de largura na parte central e 6 cm de comprimento, variando com o vigor, flores em
formato de hélice, perfumadas, de coloracdo amarelada e com florescimento entre os
meses de outubro a novembro, os frutos séo codiformes e lisos com grande variagdo no
tamanho, apresentando em média 40 centimetros de didmetro, 3 centimetros de altura
com cerca de 40 sementes cada e a maturacdao dos mesmos geralmente ocorre no més de
fevereiro (TOKUNAGA, 2000).

Popularmente conhecida como dois morfotipos araticum de terra-fria e araticum
mirim (MIMI et al., 2021) a espécie passou por reclassificacdo, dessa forma Rainer (2007)
prop0s alteracdo taxonémica passando a espécie do género Rollinia para o género Annona
Linn, fazendo com que o araticum de terra-fria e o araticum mirim anteriormente
classificados como Rollinia emarginata Schitdl. passassem a ser classificados como
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, é relatado ainda que que o araticum de terra-fria
tem ocorréncia natural em locais com altitude elevada, cerca de 950 metros acima do

nivel do mar, em contrapartida, o araticum mirim apresenta ocorréncia natural préximo a
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cursos de rio apresentando adaptacfes a temperatura e umidade elevadas (NETO et al.,
2006).

Apesar de serem classificadas como a mesma espécie, produtores relatam
diferencas entre os dois morfotipos, no campo pode-se notar diferencas na morfologia,
coloracdo das flores, tamanho das folhas e cheiro exalado pelas plantas (MIMI et al.,
2021). Em relacdo as diferencas fisioldgicas observadas, hd aquelas relacionadas a
respostas tanto na expressdo enzimatica quanto nas trocas gasosas, adaptacdo dos solos
submetidas a diferentes disponibilidades hidricas como também, compatibilidade entre
copa e porta-enxerto (BARON et al., 2014, 2018).

No que diz respeito ao uso como porta-enxerto, a espécie A. emarginata se destaca
como uma das mais usadas para atemoia (Annona x atemoya Mabb..) e sdo observadas
diferencas na copa e tempo de producdo, sendo que o araticum de terra-fria induz ao maior
vigor da copa (NETO et al. , 2006), em contrapartida, o araticum mirim induz nanismo a
copa (BARON et al., 2017) , o que pode ser considerado benéfico sob o ponto de vista de
manejo em campo, apresentando florescimento precoce com aumento da produtividade
(PRASSINOS et al., 2009).

Ainda em relacdo a porta-enxetos, a copa da atemoia possui grande area foliar e
sob condi¢Oes de temperatura elevada e baixa umidade relativa do ar, apresenta altas taxas
de transpiracdo. Ao ser enxertada em araticum-mirim o suprimento de &gua € inadequado,
0 que reduz seu crescimento e sobrevivéncia a campo. O mesmo se verifica em atemoia
enxertada em araticum-de-terra-fria em altitudes proximas a 600m, avaliada durante 4
anos no campo, apresentando desenvolvimento inadequado. Assim, o araticum-mirim é
mais adaptado a condicdes de temperaturas e umidade relativa do ar mais elevadas e
provavelmente nédo se apresenta adaptado para condi¢oes de clima frio. Neste caso, outra
espécie devera ser indicada como porta-enxerto (KAVATI, 2013). Corroborando com o
exposto acima, sob deficiéncia hidrica a interacdo entre porta-enxerto e copa pode se
tornar mais significativa pois, as diferencas na capacidade do sistema radicular dos porta-
enxertos em absorver dgua pode ser responsavel pelas variagdes no grau de tolerancia a
seca da cultivar copa (SOUZA; SOARES; REGINA, 2001).

Os compostos extraidos da A. emarginata apresentam diversos efeitos medicinais,
como por exemplo, efeito contra cepas de Leishmania sp. e contra a forma sanguinea de
Tripanossoma cruzi, causado pelo extrato diclorometano obtido da casca do caule de A.
emarginata (FEVRIER et al., 1999), assim como efeito antifingico (COLOM; POPICH;

BARDON, 2007) e atividade antibacteriana provenientes dos extratos hexanico e

30



diclorometano das flores de A. emarginata contra Staphylococcus aureus e Klebsiella
peneumoniae (DOLAB et al., 2018). Além do que Campos et al. (2014) conseguiram
identificar onze substancias a partir do 6leo essencial das folhas, principalmente (E) -
cariofileno (29,29%), (Z) -cariofileno (16,86%), y-muuroleno (7,54%), a-pineno
(13,86%), e tricicleno (10,04%).

Nesse contexto as espécies da familia Annonaceae além de apresentar riqueza na
producdo de metabdlitos especializados com diversas funcdes bioldgicas e com isso
desperta grande interesse ecoldgico e farmacologico, sdo ricas também em substancias
produzidas pelo metabolismo priméario como por exemplo, carboidratos que séo fontes de
energia. No entanto, estdo localizadas em regides com grande instabilidade hidrica e, para
tanto, torna-se indispensavel entender quais sdo as adaptagdes fisiologicas e bioquimicas
das espécies da familia, em especial Annona crassiflora e Annona emarginata, bem como
utilizar de técnicas menos invasivas, como por exemplo a Espectroscopia no
Infravermelho Préximo (Near-Infrared Spectroscopy — NIRS) para detectar as alteracdes
do conteudo de agua, uma vez que plantas submetidas a diferentes condi¢des de estresse
hidrico apresentam maior producdo de metabdlitos especializados, como também
acumulo de carboidratos, o que podem indicar possibilidades de adaptacdo a condicdes

ambientais adversas.
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CAPITULO 2: IMPACTO DA SECA E ALAGAMENTO NA PRODU(;AO DE
ALCALOIDES DE Annona crassiflora Mart.

Resumo

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e nas ultimas décadas a reducao do volume
de chuvas na regido abrangente indicou prolongamento da estacdo seca. Muitas espécies
nativas do Cerrado sdo da familia Annonaceae e utilizadas na medicina popular, a Annona
crassiflora Mart. possui frutos com alto valor nutritivo, seus subprodutos séo fontes de
importantes compostos bioativos, como os alcaloides. O objetivo desse estudo foi
investigar como o0 estresse hidrico impacta a producdo de alcaloides. O estudo foi
conduzido em viveiro, os tratamentos aplicados foram alagamento, capacidade de campo
e seca. Foram analisadas trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, enzimas
antioxidantes, carboidratos foliares, alcaloides totais e liriodenina. Houve aumento na
producdo de alcaloides totais e liriodenina sem redugdes no metabolismo fotossintético
em plantas de seca, em contrapartida o alagamento reduziu a concentragéo de liriodenina.
Plantas mantidas na seca e alagamento tiveram maior atividade da peroxidase, enquanto
a catalase foi maior no alagamento. O Amido teve maior concentracdo nas plantas de
alagamento sem diferir das plantas de seca, as menores concentracGes de trealose foram
encontradas tanto na seca como alagamento. A seca estimulou a sintese de alcaloides
totais e liriodenina sem reduzir o metabolismo primario denotando rusticidade e

adaptacdo da espécie ao Cerrado.

Palavras-chave: Annonaceae; enzimas antioxidantes; carboidratos; liriodenina,

fotossintese.
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1. Introducéo

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, considerado um dos 25 hotspots
da biodiversidade mundial, presente em mais de doze estados e ocupando
aproximadamente 25% do territério nacional, com flora nativa caracterizada por arvores

pequenas e retorcidas [1].

Este bioma cobre aquiferos e rios importantes [2] e se localiza em area central do
pais, sendo origem de grandes regides hidrograficas brasileiras e do continente sul-
americano[3,4]. No entanto Lee et al. [5], Debortoli et al.[6] e Penereiro et al. [7],
reportaram reducdo de aproximadamente 70mm na precipitacdo anual na regido
abrangente do Cerrado entre os anos de 1979 a 2006, indicando um prolongamento da
estacao seca. Além disso, embora possua grande diversidade bioldgica, esse bioma sofre
ameacas continuas de extin¢do devido a expansao da agricultura e pastagem, como ocorre

com outros biomas [2,8].

A vegetacdo do Cerrado é exposta a altas irradiancias (1500 a 2500 pmol.m?s™%),
altas temperaturas (25-40 °C ao meio dia), e na estagéo seca, baixa umidade relativa do
ar (10 a 20%) [9]. Embora haja abundancia de luz, a estacionalidade do regime de chuvas
é um dos fatores que limitam o crescimento da vegetacdo fazendo com que ocorra maior
investimento na formacdo das raizes para explorar camadas mais profundas do solo [3].
Como consequéncia, as espécies presentes no Cerrado tendem a ter area especifica foliar
menor, em contrapartida investem mais em casca a fim de garantir sua sobrevivéncia em
meio a situacdes de estresse, principalmente hidrico e de temperatura [10], assim como
apresentam taxas de crescimento menores e maior condutancia hidraulica por unidade de

area foliar quando comparadas com espécies de outros biomas [11,12].

Muitas espécies nativas do Cerrado pertencem a familia Annonaceae e sao
amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de diferentes enfermidades
[13,14]. A Annona crassiflora Mart. nativa e amplamente espalhada pelo Cerrado,
popularmente conhecida como araticum do cerrado, marolo, araticum corti¢a ou bruto,
estd entre as espécies com os frutos mais consumidos desse bioma, com caracteristicas
sensoriais agradaveis bem como alto valor nutritivo e ricos em compostos fendlicos e
oligossacarideos [15], carotenoides e vitaminas [16], além de alcaloides encontrados em
subprodutos, como folhas e casca do caule [17] representando uma fonte natural de
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compostos bioativos ao apresentar, portanto, propriedades antioxidantes [14], e sementes

com elevado rendimento lipidico[18].

Os alcaloides perfazem o grupo mais diverso dentro dos compostos nitrogenados.
Multiplas atividades bioldgicas tem origem alcaloidal, existindo varios medicamentos
disponiveis no mercado produzidos a partir de alcaloides naturais de plantas [19]. Varios
alcaloides séo encontrado nas folhas, casca de fruto e caule de Annona crassiflora Mart.,
Gongcalves et al. [17], isolaram dois alcaloides nomeadamente aterospermidina e
liriodenina do caule; Pereira et al. [20] isolaram e caracterizaram o alcaloide estefelagina
da casca dos frutos e Egydio et al. [21], Ferraz et al. [22], identificaram dimetoxi-
dihidroxi-tetrahidroprotoberberina, isolaurelina, xilopina, anonaina, anoretina e

romucosina em folhas.

A liriodenina, alcaloide encontrado em abundéancia na familia Annonaceae[17,23—
26] apresenta varias e potentes atividades bioldgicas [27,28], entre elas potencial
atividade antibacteriana [23], antiprotozoarica [29,30], citotdxico [31,32] e atividades
antifungicas [33]. Em particular, possui atividade contra mais de 20 fitopatdgenos,
abrangendo Rhizopus stolonifer e Aspergillus glaucus, fungos que prejudicam a

germinacdo de sementes [24].

Embora haja diversos relatos de alcaloides em Annonas, até o momento n&o se
tem reportado como as condicdes de seca, semelhante aquelas encontradas
periodicamente no Cerrado impactam a producdo de alcaloides na espécie. E tampouco
se tem relatos a respeito da capacidade da espécie em tolerar condicBes de alagamento e
como estas condigdes refletiriam na sintese de metabdlitos especializados como 0s
alcaloides. Dessa forma o objetivo desse estudo foi investigar como o estresse hidrico

impacta a producéo de alcaloides em Annona crassiflora Mart.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

As mudas de Annona crassiflora MART. foram obtidas no municipio de
Paraguacu — MG (Abril de 2019) e transportadas para o viveiro do departamento de
Ciéncia Florestal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Unesp —Botucatu (coordenadas
22° 51' latitude S e 48° 26" longitude O) no qual foram submetidas a periodo de
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aclimatacdo de 6 meses. O transplantio para vasos de polietileno com capacidade de 5
litros foi realizado em Novembro de 2019. Para o preenchimento dos vasos foi utilizado
solo do tipo Latossolo Vermelho Distrofico, textura média [34,35], coletado da camada

superficial (0-20 cm de profundidade).

O periodo em que foi conduzido o experimento, as plantas estavam submetidas

as condicdes de umidade e temperatura representadas na figura 1.
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Figura 1: Média da umidade e temperatura entre os dias 13 a 31 de maio de 2020 no
viveiro de mudas do departamento de Ciéncia Florestal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA) (DAT: dias apos o transplantio).

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés niveis de
estresse hidrico (Alagamento (>0.01 MPa); Capacidade de Campo (0.01 MPa) (Grupo
controle) e Seca (-1.5 MPa)), com seis repeticdes de duas plantas por parcela. As plantas
permaneceram nos tratamentos (13 - 31 de Maio de 2020) até que o ponto préximo ao de
murcha permanente fosse alcangado. Dois dias apds essa condicdo de estresse ter sido

alcancada, foi feita a coleta de todo o experimento.

Abaixo seguem os valores de umidade correspondentes a tensédo de retencéo de

agua obtidos por meio de curva de retencéo de agua do solo (Tabela 1).
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Tabela 1. Tensdo de retencao de agua.

Tensao Umidade (%)
Alagamento 37
Capacidade de Campo (0.01MPa) 16
Ponto de Murcha Permanente (-1.5MPa) 8

2.3 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram monitoradas semanalmente em todos os tratamentos das
9 as 11 h, com o auxilio de um analisador de gas CO- e vapor d’agua por radiagdo infra-
vermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo LI-6400, LI-COR, Lincon, NE, USA)
com uma luz saturante de 450 m s determinada por meio de curva de luz. Para o
monitoramento foram avaliadas as seis repeticdes (1 planta por repeticdo) de cada
tratamento, realizando-se as medidas na 22 e 32 folhas completamente expandidas.

A taxa de assimilacio de CO 2 (Anet, umol CO 2m 2 s 71), a taxa de transpiracio
(E, mmol de agua vapor m 2s ') e a condutancia estomatica (gs, mol m ~2s ') foram
determinadas. Eficiéncia do uso de d4gua [EUA, pmol CO, (mmol H , O ~1)] foi calculada
usando a razéo entre CO assimilado e a taxa de transpiragdo (Anet/ E). A aparente
eficiéncia de carboxilacéo foi calculada de acordo com a razéo entre a taxa de assimilagéo

de CO; e a concentracéo intercelular de CO, da folha (Anet / Ci, mol m?s 1 Pa ).

2.4 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi realizada no periodo de 9 as 11 h usando o
fluorémetro (LED-Array/PAM-Module3055-FL) em 18 plantas (seis repeti¢cbes de 1
planta cada) e as folhas foram aclimatadas a um periodo de 30 minutos no escuro
cobrindo-as com papel aluminio, em seguida, foi fornecida um pulso de luz actinica de
4500 umol m2s? aplicado para a obtencdo da Fm (fluorescéncia maxima adaptada ao
escuro) e Fm’ (fluorescéncia maxima adaptada a luz). Além da fluorescéncia méxima da
folha adaptada a luz e ao escuro, também foram obtidos os valores da Fo (fluorescéncia
minima adaptada ao escuro) e Fo’ (fluorescéncia minima adaptada a luz).

Por meio da Fm, Fo, Fm’ e Fo’ foram calculados o rendimento quantico maximo

(Fv/Fm), eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm") Kitajima & Butler [36], rendimento
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quantico efetivo (¢PSII) [37], “quenching” fotoquimico (qP) [38], “quenching” ndo
fotoquimico (NPQ) [39], taxa de transporte de elétrons (ETR), considerando que 84% da
luz seja absorvida pela clorofila, com 50% dos fotons ativando a clorofila do fotossistema
Il e 50% o fotossistema I, energia do fotossistema Il que ndo pode ser dissipada (EXx),
energia dissipada na forma de calor (D), rendimento quéntico da perda de energia ndo
fotoquimica ndo regulada no fotossistema Il (§NO) e rendimento quéntico da perda de
energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema Il (JNPQ) [40].

2.5 Concentracgdo de agucares e carboidratos foliares
A extracdo de acUcares sollUveis totais foi realizada a partir de material foliar
obtido de um pool de amostras de duas plantas por repeticdo (seis repeticbes por
tratamento), conforme Garcia et al. [41], com pequenas modificacbes assim como a
extracdo de amido de acordo com Clegg [42]. O procedimento para determinar a
concentracdo de agucares solUveis totais foi feito de acordo com Morris [43], para amido
foi descrita por Yemm & Willis [44], para acucares redutores foi determinado por Miller

[45] e para sacarose foi estabelecido por Passos [46] com pequenas modificacdes.

2.6 Atividade das enzimas antioxidantes, peroxido de hidrogénio e
peroxidacao lipidica.

A extracdo de enzimas antioxidantes foi realizada conforme descrito por Kar &
Mishra [47] a partir de material foliar obtido de um pool de amostras de duas plantas por
repeticdo (seis repeticdes por tratamento) . As atividades das enzimas superdxido
dismutase, EC 1.15.1.1 e catalase EC 1.11.1.6, foram determinadas pelo método de
Peixoto et al. [48] ; a atividade da peroxidase, EC 1.11.1.7, foi estabelecida de acordo
com Teisseire & Guy [49]; e as proteinas solUveis foram quantificadas conforme descrito
por Bradford [50].

O conteudo de perdxido de hidrogénio foi determinado pelo método de Alexieva
et al. [51], e a peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Heauth & Packer [52], ambas as analises foram obtidas através de um pool

de material foliar de duas plantas por repeticéo (seis repeti¢des por tratamento).

2.7 Extracao de alcaloides totais
A extracdo de alcaloides totais foi realizada a partir de material radicular de 18

plantas (seis repeti¢cdes de 2 plantas cada) de A. crassiflora, o material foi armazenado
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em uma estufa com circulacéo forcada de ar a 30°C durante dez dias, logo apds, foi
triturado para obter + 1 g de massa seca para cada repetigdo. A extragdo de alcaloides foi
realizada pelo método seletivo &cido-base e os extratos foram armazenados no escuro
[24].

2.8 Quantificacdo de alcaloides totais e liriodenina

Para determinar o conteudo total de alcaloides, as 18 amostras foram armazenadas
em temperatura ambiente e re-solubilizadas com CHCls e transferidas para cubetas de
quartzo. A absorbancia de cada solucédo foi obtida por espectrofotébmetro de 254 nm
usando liriodenina como padréo para elaboracéo da curva padréo (y= 0,0881x — 0,0112,
R2=0,9949).

Ap0s a obtencdo do extrato, a liriodenina foi quantificada usando cromatografo
liquido ultra-alto desempenho (UHPLC - Thermo Fisher-Scientific ®) com bomba de
gradiente e detector UV-Vis com o uso de coluna de fase reversa C 18 (150 x 4,6 mm e
5 um de didmetro de particula). A fase mével era dgua (pH 3,5 com acido acético) e 30:70
isometanol cratico, com taxa de fluxo de 1mL / min, mantendo a temperatura da coluna
a 30 ° C. A deteccdo foi realizada em UV a 254 nm. Para quantificacdo de liriodenina,
curvas de calibracdo foram realizadas através de andlise da série de solugdo estoque (y =
0,3595x - 0,0011; R2=0,9989 para amostras com até 10 pg de liriodenina no extrato e y
=0,3658x + 1,142; R? = 0,9992 para amostras com mais de 10 pg [24].

2.9 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) no software
SigmaPlot e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% (p<0,05) [53]. Para
apresentar as variaveis bioquimicas foi utilizado grafico de radar, inicialmente as
varidveis de entrada foram padronizadas em decorréncia das diferentes unidades,
utilizando o comando scale do pacote basico do ambiente computacional R, que centraliza
a media em zero e altera a escala para desvio padréo [54].

3. Resultados

As plantas de Annona crassiflora demonstraram de modo geral, que a capacidade
de adaptacdo as condicOes de restricdo de agua (seca: - 1,5 MPa) refletiu no incremento
do metabolismo especializado, diferente do que ocorreu nas condigdes de alagamento

(Figuras 2 e 3, tabela 2). Neste experimento, um aumento na produgéo de alcaloides totais
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sem a ocorréncia de reducdes no metabolismo fotossintético do vegetal (trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a) foi observado quando plantas de A. crassiflora foram

mantidas em condicdo de estresse por seca (Figuras 4 e 5).

Acdcares totais ® CC
® AL
Trealose ® S

Actcar redutor

Sacarose Linodenina

Alcaloides Totais

SOD H202

CAT Lipoperéxido

POD

Figura 2: Variaveis bioquimicas: Liriodenina; Alcaloides Totais; Peréxido de Hidrogénio (H20y);
Lipoperoxido, Peroxidase (POD); Catalase (CAT); Superéxido dismutase (SOD); Amido (AM); Sacarose;
Acucar redutor; Acucares Totais] obtidas de plantas jovens de A. crassiflora submetidas a trés niveis de
condigdo hidrica [Capacidade de Campo (CC) (-0,01MPa); Alagamento (Al) e Seca (S) (-1,5MPa)] aos 18
dias apds o inicio dos tratamentos. *As varidveis representadas no grafico e que apresentaram diferengas
significativas em andlise estatistica pelo Teste de Tukey a 5% estdo dispostas na tabela 2.
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Figura 3. Cromatograma indicando liriodenina obtida de plantas jovens de A. crassiflora submetidas a trés
niveis de condicdo da &gua [Capacidade de Campo (-0,01 MPa); Alagamento e Seca (-1,5 MPa)] em 18
dias ap6s o inicio dos tratamentos.
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Tabela 2. Variaveis bioquimicas: Alcaloides Totais(ug.g™2); Liriodenina(ug.gt); Catalase (CAT,
uKat pgt protein); Peroxidase (POD, umol prupurogallin min't mg prot); Trealose (ug.g MF);
Amido (ug.g?) obtidas de plantas jovens de A. crassiflora submetidas a trés niveis de condicao hidrica
(Capacidade de Campo (-0.01MPa); Alagamento e Seca (-1.5MPa)) aos 18 dias ap0s o inicio dos

tratamentos.

Condicdo de agua  Alcaloides Totais Liriodenina  CAT POD Trealose Amido

Capacidade de

campo 54,26 B 10,8770 AB 0,0101B 0,2681B 83, 90A 69,713 B
Alagamento 63,49 AB 8,4098B 0,1034 A 0,6655A 12,46B 104,089 A
Seca 80,87A 13,4374 A 0,0391B 0,7656 A 13,16 B 89,381 AB

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey 5%. Media + desvio padrdo (n =4).
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Figura 4: Taxa de assimilacdo de carbono (Ane) € eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (Ane/Ci) em
plantas de Annona crassiflora mantidas em capacidade de campo (0.01 MPa), alagamento e seca (-1.5 MPa)
aos 5, 10 e 18 dias ap6s aplicacdo dos tratamentos, respectivamente 168, 173 e 178 dias ap6s o transplantio.
Letras maidsculas indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0.05).

Ao mesmo tempo em que as plantas apresentaram adaptacdo as condi¢cbes de
restricdo hidrica caracterizada pelas respostas observadas no metabolismo primario, a
produgdo de alcaloides totais e de liriodenina também foi incrementada. As plantas
mantidas na seca produziram maior concentracdo de alcaloides totais em relacdo aquelas
mantidas em solo com a méaxima disponibilidade de agua (capacidade de campo),
enquanto o solo saturado ndo provocou variagOes significativas nos alcaloides totais mas

reduziu a concentragéo de liriodenina em rela¢do aos solos secos.

Neste contexto, plantas mantidas na condigdo de restri¢do hidrica apresentaram
maior eficiéncia de carboxilacdo da enzima Rubisco (Ane/Ci) em relagdo as plantas

mantidas no alagamento (Fig 4). No entanto em ambas as condigdes a taxa de assimilacao
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de carbono (Anet) foi menor em relacdo as plantas sem restri¢cdo hidrica (Capacidade de
Campo) e sem diferencas em relagcdo ao Ci. As demais variaveis de trocas gasosas ndo
apresentaram diferencas significativas condutancia estomaética (gs), transpiragdo (E),

déficit de pressdo de vapor (DPV) e eficiéncia do uso da dgua (EUA).

A Fluorescéncia da clorofila a também foi impactada pelos tratamentos, sendo
que as plantas mantidas em condic&o de seca apresentaram maiores valores de rendimento
quantico maximo (Fv/Fm), rendimento quantico efetivo (¢pPSII), eficiéncia quantica
potencial (Fv’/Fm”) e menor fracdo de energia dissipada na forma de calor (D) em
comparacdo com plantas em alagamento (Fig 5). A energia do fotossistema Il que nédo
pode dissipada e utilizada na fase fotoquimica (Ex), “quenching” fotoquimico (qP),
“quenching” ndo fotoquimico (NPQ), taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento
quantico da perda de energia ndo fotoquimica nao regulada no fotossistema Il (§NO) e
rendimento quéantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema I1

(dNPQ) ndo apresentaram diferencas significativas.
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Figura 5: Rendimento quantico maximo (Fv/Fm), eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm”’), Rendimento quantico
efetivo (¢FSII) e energia dissipada na forma de calor (D) em plantas de Annona crassiflora nos tratamentos de
capacidade de campo (0.01 MPa), alagamento e seca (-1.5 MPa) aos 5, 10 e 18 dias ap6s aplicacdo dos tratamentos,
respectivamente aos 168, 173 e 178 dias ap0s o transplantio. Letras mailsculas indicam diferencas significativas
entre os tratamentos, letras mindsculas apontam diferencas entre as épocas (p< 0,05).
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Amido e trealose foram afetados em funcéo das condi¢des nas quais as plantas
foram mantidas, enquanto acUcares totais, redutores e sacarose ndo apresentaram
diferencas significativas. O Amido foi encontrado em maior concentracdo nas plantas
mantidas em alagamento sem diferir, contudo, das plantas mantidas na seca, e as menores
concentrag0es de trealose foram encontradas tanto nas folhas das plantas mantidas na seca
como no alagamento, indicando que esse agUcar pode ter sido translocado para as raizes

e utilizado no intuito de neutralizar os danos causados pelo estresse (Fig2, Tab 2).

Em geral o sistema enzimatico atuou satisfatoriamente evitando danos de
membrana, uma vez que nao houve diferenca na peroxidacdo lipidica e peroxido de
hidrogénio entre os tratamentos, indicando possivelmente que as enzimas antioxidantes
inibiram a atividade das espécies reativas de oxigénio. Nas plantas mantidas em solo seco
e em alagamento ocorreu maior atividade da peroxidase (POD), enquanto a atividade da
catalase (CAT) foi maior somente em plantas mantidas em alagamento. Deste modo, as

plantas alagadas exigiram maior atividade enzimatica (Figura 2, Tabela 2).

4. Discussao

O incremento da producdo de alcaloides em A. crassiflora em  condicBes de
estresse por seca parece estar relacionado com a capacidade de adaptacdo da espécie ao
Cerrado que apresenta periodos bem definidos de seca [55], uma vez que 0 processo
fotossintético foi preservado, garantindo tanto o metabolismo primario como o
especializado. Esta capacidade de adaptacdo as condi¢bes de Cerrado parece ser
especifica uma vez que sob alagamento as redugdes no metabolismo primario foram
evidentes, além de afetar o metabolismo especializado, em especial a sintese do alcaloide

liriodenina.

O fato do estresse hidrico por seca provocar aumento de substancias do
metabolismo especializado como alcaloides € comprovado por varios autores, como
Ghorbanpour & Hatami [56] em trabalho com Hyoscyamus niger; Kleinwachter et al.
[56] com tomilho (Thymus vulgaris); Kleinwéchter & Selmar [58] no estudo de
especiarias e plantas medicinais; e Liu et al. [28] com Catharanthus roseus. E
especificamente com o género Annona, Castro-Moreno et al. [59] encontraram a maior

concentracdo do alcaloide liriodenina em raizes de Annona lutescens no final da estacéo
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seca (cerca de 377 umol/g), o que evidencia portanto, ser este o primeiro relato da
presenca de liriodenina em raizes de Annona crassiflora sob estresse hidrico (cerca de
80,919 /g de alcaloides totais e 13,47 ug /g de liriodenina).

De modo geral, as condi¢des de restrigdo hidrica levam ao fechamento estomatico
e a absorcdo reduzida de CO2 e, como consequéncia ha diminui¢do consideravel no
consumo de NADPH + H* para a fixacdo do CO; via ciclo de Calvin, o que gera uma
oferta excessiva desse equivalente redutor, bem como acumulo. Dessa forma, os
processos metabolicos sdo direcionados para sintese de compostos altamente reduzidos
como isoprenoides, fendis e alcaloides com o emprego desses agentes redutores
acumulados [60]. Neste contexto, apesar de nédo ter ocorrido diferencas significativas na
condutancia estomatica em A. crassiflora foram observadas reducGes nas taxas de
assimilacdo de CO2 (Anet) em funcéo da restricdo hidrica (seca) e de alagamento, o que
corrobora resultados de Simonneau et al. [61] e Oliveira & Gualtieri [62]
respectivamente, e pode ter levado a menor fixacdo de CO2 no ciclo de Calvin [60]. No
entanto somente as plantas de A. crassiflora mantidas na seca apresentaram maior sintese
de alcaloides totais em relacdo aquelas mantidas em capacidade de campo, além de
apresentarem maior eficiéncia de carboxilacdo (Ane/Ci) e maior concentracdo de
liriodenina em relacdo as alagadas, o que indica que estas respostas foram evidentes

quando as plantas estavam sob restricdo hidrica.

A elevada eficiéncia de carboxilacdo em A. crassiflora indica adaptacdo para
sobrevivéncia em ambientes com periodos de baixa disponibilidade hidrica, o que se
justifica pelo fato da espécie ser nativa do Cerrado, diferente do observado por Mantoan
et al. [63], com A. emarginata, quando em condicBes de suspensdo de irrigacao houve
decréscimo da eficiéncia de carboxilagdo, o que pode estar relacionado ao fato da A.
emarginata ser espécie presente em mata atlantica, ambiente com maior disponibilidade
hidrica. Além destas observacdes, em plantas que estdo submetidas a eventos de estresse
hidrico, h4 0 aumento de danos no aparelho fotossintético que gera alteragdes nos padrdes
de fluorescéncia da clorofila a, que muda os caminhos de dissipagéo de energia da luz e
aumenta o estresse da planta [64]. No entanto, neste experimento plantas mantidas em
seca ndo apresentaram reduc@es no padrdo da fluorescéncia da clorofila a, indicando que
ndo ocorreram danos significativos no aparato fotossintético. Sob alagamento os danos
séo evidenciados pelos menores valores da fluorescéncia da clorofila a (¢pFSII, Fv/Fm,

Fv’/Fm’) e elevada dissipagao de energia na forma de calor (D) (Fig. 5) o que resultou
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em menor eficiéncia de carboxilacdo da enzima ribulose 1,5-bifosfato carboxilase
(rubisco) (Fig. 4). Dessa forma o alagamento afetou diretamente o aparato fotossintético
em A. crassiflora reduzindo sua eficiéncia independente da condutancia estomatica,
conforme proposto por Parolin & Wittmann [65] e Oliveira & Gualtieri [62]. Em estudos
com Annona glabra esta reducao da eficiéncia fotossintética ndo ocorreu, o que reforca

suas caracteristicas de adaptacdo a restinga, ambiente altamente inundado [66]

Os maiores valores observados no rendimento quéntico efetivo ((FSII),
rendimento quantico maximo do escuro (Fv/Fm) e na eficiéncia quantica potencial
(Fv’/Fm’) nas plantas de A. crassiflora mantidas em seca (semelhante as plantas em
capacidade de campo) indica que foi gerada energia que pode ter sido destinada tanto para
a producao de esqueletos carbonicos utilizados no metabolismo primario, como para o
metabolismo especializado [57,67]. Por outro lado, nas plantas submetidas a condicédo de
alagamento o baixo rendimento quantico do escuro (Fv/Fm), baixa eficiéncia quantica
potencial (Fv’/Fm’) e maior dissipag@o de calor da antena (D) indicam um mecanismo de

fotoprotecdo a fim de minimizar danos no fotossistema [68].

Desta forma, além do aumento de NADPH + H que pode ser destinado a sintese
de metabolitos especializados como alcaloides, ha aumento de radicais livres oriundos
da energia gerada no sistema [58], e portanto em situacdes de estresse ocorre aumento de
radicais hidroxila (OH), superdxidos (O2°), moléculas de perdxido de hidrogénio (H20x)
e oxigénio singleto (*0,), originados a partir de reacdes redox que podem estar na forma
de radicais livres ou na forma molecular de um néo radical [69,70]. Os lipoperoxidos sao
resultados da interacdo entre radicais livres e acidos graxos das membranas celulares, e
qguando esse processo acontece a integridade da membrana celular é comprometida
resultando na producdo de compostos carboxilicos como o monoaldeideo [71]. Para se
proteger e tentar a homeostase redox, a planta possui enzimas antioxidantes, tais como a
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases (POD) [72].

A enzima que age primeiro é a SOD, catalisando a dismutagéo de dois radicais
02", gerando H202 e O2. Em seguida a CAT que é uma das principais enzimas atuantes
na eliminacdo de H202 gerado durante a fotorrespiragdo e f-oxidagdo dos acidos graxos,
converte duas moléculas de H2O. em agua e oxigénio molecular. Posteriormente a POD,
localizada no citosol e nos vacuolos, catalisa reacdes que utilizam o H202 como oxidantes,
sendo assim, essa espécie reativa de oxigénio (ERO) também ¢ eliminada, mesmo quando
a atividade da SOD é baixa [72,73].
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Dentro deste complexo arcabouco enzimatico ndo foi observada atividade
significativa da superoxido dismutase (SOD) em A. crassiflora, no entanto a atividade da
CAT foi maior nas plantas alagadas, 0 que parece ser carateristica especifica de solos
saturados [74] e indica tentativa de reducgdo de H.O, acumulado pelo estresse, a fim de
evitar danos a lipideos, proteinas e acidos nucléicos e garantir a tolerancia ao alagamento
[75]. A atividade da POD também foi observada, tanto nas plantas mantidas em
alagamento como na seca, o que indica a continuidade da eliminacao das espécies reativas
de oxigénio (ERO) do sistema para evitar danos as células. Neste contexto, a POD parece
ter sido eficiente, uma vez que ndo foram observadas diferencas na concentracdo de
peroxido de hidrogénio e nem de lipoperdxido entre os tratamentos e a testemunha (Figura
gréafico de radar), o que poderia significar maior concentracdo de malondialdeido e por

sua vez, representaria danos as membranas celulares [72].

Cabe salientar que para evitar o efeito deletério causado pelas espécies reativas de
oxigénio (ERO) em tecidos vegetais, principalmente nas regides radiculares, as plantas
podem apresentar maior atividade de enzimas antioxidantes, principalmente POD, como
também podem acumular aminoacidos nas raizes. Desse modo, com esta maior alocacéo
de aminoécidos para as raizes as plantas podem aumentar sua reserva de nitrogénio
sintetizando alcaloides Ghorbanpour & Hatami [56], o que explicaria sua maior produgéo

nas raizes de A. crassiflora principalmente, quando submetidas ao estresse por seca.

As raizes sdo o principal 6rgdo de producdo de alcaloides em plantas do género
Annona [24] e o acumulo de alcaloides em determinadas situa¢des, como observado em
raizes de A. crassiflora, pode indicar um ajuste osmético celular, devido ao acimulo de
osmolitos precursores, como por exemplo, aminoacidos, carboidratos e aglcares, como
amido e trealose [76]. O acimulo de osmdlitos pode alterar o potencial hidrico e favorecer
a absorcdo de agua mesmo em solos com restricdo hidrica e gerar maior sintese de
alcaloides [77], o que pode ter ocorrido com A. crassiflora. Deste modo, mesmo em
condi¢Ges de reducdo de &gua no solo, trocas gasosas e fluorescéncia ndo foram

negativamente afetadas e ainda ocorreu a producéo de alcaloides.

Em relagdo a presenca de osmalitos, pode-se considerar a interconversao do amido
em outros agucares que atuam como osmoprotetores, com a capacidade de influenciar a
alocacdo de carbono para toda a planta mitigando o efeito negativo do estresse por
restricdo hidrica. Além do que, em células fotossintéticas o amido pode ser sintetizado e

temporariamente armazenado nos cloroplastos, sendo este amido “transitorio” sintetizado
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e degradado em uma janela de 24 horas [78-80]. O alagamento provocou aumento na
concentragdo de amido nas folhas de A. crassiflora, da mesma forma que relatado em
trigo (Triticum spp.) [81,82], 0 que pode ser resultado da répida inibi¢do do crescimento
da planta no inicio do alagamento, que leva a um menor consumo dos agucares produzidos

pela fotoassimilacdo, além de reducdo na fotossintese [83-85]

Outro aspecto a ser observado quanto a capacidade das plantas de A. crassiflora
em tolerar o estresse abidtico foi a presenca de trealose tanto nas plantas alagadas como
naquelas em estresse por falta de &gua. Como este dissacarideo ndo redutor de transporte
atua como bioestimulante na tolerancia ao estresse, as menores concentragdes nas folhas
podem indicar sua translocacao para as raizes e utilizacdo no intuito de neutralizar 0s
danos que poderiam ser provocados pelo estresse, uma vez que sdo geradas duas
moléculas de glicose a partir da hidrélise da trealose [86]. Além disso, a sintese de trealose
é induzida a partir de alguma condicdo de estresse no intuito de proteger enzimas,
proteinas e membranas lipidicas contra a desnaturacdo em situacdes de estresse, bem

como atuar com funcdo osmoprotetora [76,87]

Em sintese, quando as plantas de A. crassiflora foram submetidas a situacdes de
estresse, por exemplo por falta de agua, a assimilacdo de CO; tendeu a diminuir e como
consequéncia foi consumida quantidade menor de NADPH dentro do Ciclo de Calvin.
Com isso uma maior parcela de energia deveria ser dissipada e embora 0s mecanismos
ndo fotoquimicos atuem, como por exemplo, fotorrespiracéo e ciclo das xantofilas, estes
sdo potencializados nessa situacdo, e numerosos elétrons ainda sdo transferidos para o
oxigénio molecular gerando as ERO. Perante essa situacdo, as plantas entdo acionam seu
sistema antioxidante (SOD, POD e CAT) barrando entdo o efeito danoso das ERO, e
assim, ha um forte aumento no potencial de reducdo do equivalente redutor (NADPHo)
que pode ser direcionado para a sintese de metabdlitos especializados [68], 0 que parece
ter acontecido com as plantas de A. crassiflora. E ainda, ha o papel do amido e da trealose
para mitigar os efeitos da reduzida disponibilidade de agua no solo para garantir a
absorcéo hidrica radicular (osmorregulacdo). Deste modo, plantas de A. crassiflora sob
estresse por falta de agua apresentaram aumento no contetdo de alcaloides totais e

especificamente liriodenina.
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5. Conclusao

As plantas de A. crassiflora sdo afetadas pelas condi¢des hidricas de alagamento
e seca. A seca gera sinal de estimulo para a sintese de alcaloides totais e de liriodenina
sem reduzir a produtividade primaria, o que denota rusticidade e adaptacdo da espécie ao
Cerrado. Por outro lado, o estresse por alagamento é danoso ao aparato fotossintético, o
que ndo reflete em maior producéo de alcaloides e ainda reduz a producao de liriodenina.
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CAPITULO 3. PRODUCAO DE ALCALOIDES, METABOLISMO
FOTOSSINTETICO E REFLECTANCIA FOLIAR EM PLANTAS DE Annona
emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar como a seca e o alagamento afetam a producéo de
alcaloides, o metabolismo primério e se, 0 sinais de estresse podem ser detectados pela
espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS) em plantas jovens de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer. O delineamento foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 3x2 (niveis de estresse: alagamento, capacidade de campo e seca X momento de
avaliacdo: estresse e recuperagdo), com 3 repeticdes de 19 plantas por tratamento.
Varidveis analisadas: trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, contetdo relativo de
agua na folha (CRA), acUcares foliares, teor de alcaloides totais e liriodenina e a técnica
NIRS. O metabolismo fotossintético de A. emarginata foi afetado pelas condicdes de
estresse hidrico, com maior capacidade de adaptacdo das plantas as condi¢des de seca do
que alagamento. Na seca se observou maior concentracdo de amido e trealose nas folhas,
e de alcaloides totais nas raizes. Sob alagamento a fluorescéncia da clorofila a foi reduzida
durante o estresse e recuperagdo, houve maior concentracdo de agUcares totais, redutores,
sacarose, glicose e frutose nas folhas, e de liriodenina nas raizes, com menor concentragdo
de alcaloides totais. A técnica NIRS ndo se mostrou eficiente para detectar os sinais de
estresse hidrico. Dessa forma a toleréncia diferencial de A. emarginata ao estresse hidrico
induz a modulacdo da producéo de alcaloides, enquanto a maior adaptacéo das plantas a
seca promove maior concentracdo de alcaloides totais, o alagamento leva ao aumento de

liriodenina.

Palavras-chave: Annonaceae, liriodenina, fotossintese, acucares foliares, reflectancia

foliar.
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1. Introducéo

A familia Annonaceae possui distribuicdo pantropical, apresenta grande
importancia evolutiva, ecoldgica, econdmica e contribui significativamente para a
diversidade de espécies arboreas em florestas neotropicais e tropicais [1,2]. Dentre as
espécies do género Annona pode-se relatar a Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer,
nativa do continente sul-americano [3] popularmente conhecida como dois morfotipos A.
emarginata de “terra fria” e A. emarginata “mirim”[4], que ocorre em paises como
Bolivia, Peru, Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil, e possui presenca destacada na Mata

atlantica, bioma com maior disponibilidade hidrica [3].

No &mbito econémico A. emarginata pode ser utilizada como porta-enxerto para
a producdo em larga escala de mudas de atemoia (Annona x atemoya Mabb), pois
apresenta tolerancia a patégenos que atacam a raiz e colo das plantas, como por exemplo
Phytophthora nicotianeae var. parasitica, Pythium spp., Rhizoctonia solani e pragas como
Cratosomus bombina, apresentam também adaptacdes a diferentes condi¢Ges de umidade

e temperatura [5] e tolerancia a solos secos [6].

A familia Annonaceae apresenta relevancia quanto a producdo de metabdlitos
especializados como alcaloides, acetogeninas e terpenos volateis [4]. Dentre essas classes
de metabdlitos especializados, os alcaloides perfazem o grupo mais diverso dentro dos
compostos nitrogenados. Mdltiplas atividades bioldgicas tem origem alcaloidal, existindo
varios medicamentos disponiveis no mercado produzidos a partir de alcaloides naturais
de plantas [7]. Nesse contexto, a liriodenina € o alcaloide encontrado em maior
abundancia na familia Annonaceae [8-12], com potencial atividade antibacteriana [9],
antiprotozoarica [13,14], citotdxica [15,16] e antifungica [17,18] além de ser considerada

um marcador quimiotaxonémico da familia [11,19].

A producdo desses metabdlitos depende de condi¢cBes ambientais como
temperatura, luz e regime hidrico [20] e se relaciona com o0 metabolismo primario [20,21].
Enquanto o metabolismo primério € comum a todas as espécies, 0os metabolitos
especializados existem em grupos especificos [22]. Dessa forma o atual cenario de
mudancas climéaticas em que ha restri¢ces de agua, especialmente pela irregularidade do
regime de chuvas, com tendéncia de aumento do volume de precipitagbes com

distribuicéo isolada, impacta a producéo agricola em muitas areas, dentre elas, regides
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de cultivo de anonas [23,24], o que também podera impactar a produgdo de metabolitos

especializados.

Nesse contexto o défice hidrico afeta diretamente sistemas ecoldgicos e agricolas,
haja visto que, as reacdes das plantas a esse tipo de estresse variam de acordo com sua
intesidade e duracdo, bem como da espécie ou estadio de desenvolvimento [25]. Em
contrapartida, o alagamento confere restri¢cbes ao cultivo de muitas espécies pela falta de
adaptac0es a solos saturados que apresentam baixa disponbilidade de oxigénio ao sistema
radicular [26].

Os efeitos do estresse hidrico tem ganhado consideravel atencdo, tanto em areas
naturais como em sistemas agricolas e urbanos, o que sugere avancos nas técnicas para o
seu monitoramento a fim de auxiliar o manejo de praticas ambientais considerando as
mudangas climaticas [27,28], e um dos indicadores mais usados dos efeitos da seca nas

plantas é a medicdo do estado da &gua na planta[20,29,30].

As técnicas tradicionalmente utilizadas para determinacdo do contéudo de agua
nas plantas envolvem abordagens destrutivas com a remocao de folhas para as medic6es
[27] como a cAmara de pressdo de Scholander et al. [31] e o conteddo relativo de dgua
[32]. Dessa forma a possibilidade do uso de técnicas ndo destrutivas como a
espectrosocopia do infravermelho préximo (NIRS) tem apresentado avancos nos ultimos
anos pois permite a estimativa de uma variedade de caracteristicas das plantas e processos
fisioldégicos com base em propriedades Opticas foliares, tais como, conteudo de agua
[27,33], produtos oriundo do metabolismo vegetal como agUcares foliares [34],

compostos do metabolismo especializado [35], além da concentracdo de nutrientes [36].

A literatura é farta nas relagdes do metabolismo primario com o especializado sob
estresse hidrico, no entanto, ndo ha relatos de como o estresse por seca e alagamento
impactam a producéo de alcaloides em A. emarginata, tampouco suas relagdes com o
metabolismo primério e a capacidade de deteccdo dos sinais do estresse pela
espectroscopia do infravermelho préximo. Dessa forma, este trabalho tem por objetivo
avaliar como a seca e o alagamento afetam a producdo de alcaloides, o metabolismo
primario e se, 0s sinais de estresse podem ser detectados pela espectroscopia do
infravermelho proximo (NIRS) em plantas jovens de Annona emarginata (Schitdl.) H.

Rainer.
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2. Material e Métodos

2.1 Material Vegetal
As plantas jovens (mudas) de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer,
morfotipo “araticum de terra-fria” foram obtidas no Nucleo de Producdo de Mudas de
Sdo Bento do Sapucai, da CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica e Integrada),
municipio de S&o Bento do Sapucai — S&o Paulo onde foram semeadas em abril de 2019
e transplantadas para sacos pléasticos de 2 litros com substrato comercial entre 0s meses

de Junho e Julho do respectivo ano.

As mudas foram aclimatadas durante 15 dias no viveiro de mudas do
departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas, Unesp — Botucatu, e em seguida foi iniciado o experimento.
Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial
3x2, com trés repeticBes de 19 plantas por tratamento, totalizando 171 plantas e dois
momentos de analise, estresse e recuperacdo. Os tratamentos foram constituidos por
condicBGes de estresse, representados por trés niveis de agua no solo (alagamento,
capacidade de campo e seca) e dois momentos (estabelecimento do estresse e
recuperacdo). No periodo que antecedeu o inicio do experimento, todas as plantas foram
regadas até o inicio da percolacdo da agua, na sequéncia deixou-se drenar e assim que
parou a drenagem, indicando que o solo estava em capacidade de campo (grupo controle),
as mudas foram pesadas individualmente e a partir desse ponto foi estabelecido a seca e

alagamento.

Nas plantas submetidas a seca foi retirada totalmente a irrigacdo e para o
alagamento as plantas eram mantidas constantemente em bandejas com o substrato
coberto por agua. Concomitante a isso para manter a capacidade de campo, a reposi¢éo
da agua era feita diariamente. O experimento foi realizado nos meses de junho e julho,
cujas temperaturas medias em Botucatu- Sdo Paulo variam entre 12-23°C e a umidade
entre 10 -30% [37].

Apbs 30 dias da aplicacdo dos tratamentos, todas as plantas que estavam sob

alagamento e seca passaram a ser mantidas em capacidade de campo por mais 17 dias a
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fim de que houvesse a recuperacao das condicdes de estresse hidrico nas quais as plantas

foram submetidas.

2.2 Trocas Gasosas
As trocas gasosas foram avaliadas semanalmente, com trés plantas de cada
repeticdo por tratamento (totalizando 27 plantas), na 22 ou 32 folha completamente
expandida das 9 as 11 h, com o auxilio de analisador de gas CO2 e vapor d’agua por
radiacdo infra-vermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo LI-6400, LI-COR,
Lincon, NE, USA) com uma luz saturante de 800 m s determinada por meio de curva

de luz.

2571), ataxa de transpiracéo

A taxa de assimilacdo de CO 2 (Anet, umol CO2m ™~
(E, mmol de agua vapor m 2 s 1) e a condutancia estomatica (gs , mol m 2s 1) foram
determinadas. Eficiéncia do uso de 4gua [EUA, pmol CO 2 (mmol H 2 O ~1)] foi calculada
usando a razdo entre CO  assimilado e a taxa de transpiracdo (Anet / E). A eficiéncia de
carboxilacéo aparente foi calculada de acordo com a razdo entre a taxa de assimilagéo de

CO; e a concentracgdo intercelular de CO; da folha (Anet / Ci, mol m2s 1 pa ).

2.4 Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi realizada semanalmente no periodo das 9 as
11 h usando o fluorémetro (LED-Array/PAM-Module3055-FL) em 27 plantas (trés
repeticdes com 3 plantas cada por tratamento). As folhas foram aclimatadas durante
periodo de 30 minutos no escuro cobrindo-as com papel aluminio, em seguida, foi
fornecida um pulso de luz actinica de 4500 pmol m?s* aplicado para a obtencio da Fm
(fluorescéncia maxima adaptada ao escuro) e Fm’ (fluorescéncia méxima adaptada a luz).
Além da fluorescéncia maxima da folha adaptada a luz e ao escuro, também foram obtidos
os valores da Fo (fluorescéncia minima adaptada ao escuro) e Fo’ (fluorescéncia minima

adaptada a luz).

Por meio da Fm, Fo, Fm’ e Fo’ foram calculados o rendimento quantico
maximo (Fv/Fm), eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm') Kitajima & Butler [38],
rendimento quantico efetivo ($PSII) [39], “quenching” fotoquimico (qL) (Schreiber et
al., 1986), “quenching” nao fotoquimico (NPQ) [40], taxa de transporte de elétrons
(ETR), considerando que 84% da luz seja absorvida pela clorofila, com 50% dos fétons
ativando a clorofila do fotossistema Il e 50% o fotossistema I, energia do fotossistema 11

gue néo pode ser dissipada (Ex) e energia dissipada na forma de calor [41].
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2.5 Analise qualitativa e quantitativa de agucares foliares
Para a extracdo dos carboidratos foliares foram usadas 36 amostras
constituidas por seis repeti¢des de 3 plantas por tratamento (alagamento, capacidade de
campo e seca) em dois momentos de coleta; quando o estresse foi estabelecido (18

amostras) e, apds periodo de recuperacdo (18 amostras).

A extracdo de acUcares solUveis totais foi realizada conforme proposto por
Garcia et al. [42], assim como a extracdo de amido de acordo com Clegg [43]. O
procedimento para determinar a concentracdo de acucares soluveis totais foi feito de
acordo com Morris [44], para amido foi descrita Yemm & Folkes [45], para agucares

redutores foi determinado por Miller [46] e para sacarose foi estabelecido por Passos [47].

Posteriormente separou-se 1ml do estrato de aglcar sollvel total para
purificacdo em colunas contendo resinas de troca catidnica e anidnica Dowex, eluidas
com 10 volumes de agua deionizada. O material purificado teve seu pH neutralizado com
hidroxido de aménio e concentrados até secagem completa em liofilizador. As amostras
foram entdo ressuspendidas em 5ml de agua deionizada e analisado em cromatografia
liquida de troca aniénica com deteccdo amperométrica pulsada (HPAEDPAD) (Colluna
Dionex CarboPacTM PA-100, 4x250mm) com gradiente de eluicdo de Hidroxido de
Sodio (625mM), Agua ultrapura (Milli Q) e Acetato de Sédio (0,5M). A partir dos
padrdes utilizados foi possivel a identificacdo dos acUcares arabinose, frutose, glicose e

trealose.

2.6 Contetido Relativo de Agua na Folha (CRA) e Caracterizacéo Espectral das
Folhas.

A coleta para determinar o Conteido Relativo de Agua na Folha (CRA) foi
realizada em 27 plantas (3 plantas por repeticdo para cada tratamento) no momento do
estresse e 27 plantas no momento da recuperacdo (3 plantas por repeticdo para cada
tratamento), coletando para cada analise, a 2% ou 3? folha completamente expandida no
periodo das 9 as 11 horas. Para determinar o CRA utilizou-se a formula: CRA (%) =
((MF-MS) / (MT-MS)) X 100, onde, massa fresca é designado como MF, massa seca MS

e massa targida MT, conforme proposto por Smart & Bingham (1974).

Para analisar a caracterizacao espectral através da reflectancia foliar (NIRS) por
meio do espectrorradidmetro também foram usadas as 27 plantas das quais se coletou

folhas para avaliar o Contetdo Relativo de Agua na Folha (CRA). Foram coletadas trés
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folhas completamente expandidas para se obter média por planta e armazenadas em sacos
plasticos em caixa de isopor com barras de gelo para manter a devida umidade, logo ap6s
foram transportadas para o Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica, onde a
caracterizacdo espectral das folhas foi feita com o espectroradiébmetro da Ocean Opitcs,
modelo Flame - NIR, com faixa de leitura de 966,03 a 1685,09 nm, e sensibilidade de
5,51 nm.

2.7 Extracao de alcaloides totais

A extracdo de alcaloides totais foi realizada de material foliar e radicular de 60
amostras, com cerca de 5 g cada, das quais 30 correspondiam ao momento do estresse (5
repeticdes por tratamento, totalizando 15 amostras foliares e 15 amostras radiculares) e
30 no momento da recuperacdo (5 repetices por tratamento, 15 amostras foliares e 15
amostras radiculares) de A. emarginata, o material foi armazenado em uma estufa com
circulacdo forcada de ar a 30°C durante dez dias, logo apds, foi triturado para obter + 5 g
de massa seca para cada repeticdo. A extracdo de alcaloides foi realizada pelo método

seletivo &cido base e os extratos foram armazenados no escuro. [10]
2.8 Analises qualitativas e quantitativas de alcaloides totais e liriodenina

Para determinar o conteldo total de alcaloides, os 60 extratos alcaloidais,
armazenados em temperatura ambiente, foram re-solubilizados com CHClse transferidos
para cubetas de quartzo. A absorbancia de cada solucdo foi obtida por espectrofotdmetro
de 254 nm usando liriodenina, fornecida por Ivan De la-Cruz-Chacon, como padrdo para
elaboracdo da curva padrdo (y= 0,0881x — 0,0112, R2=0,9949). Apds a obtencdo do
extrato, a liriodenina foi quantificada usando cromatégrafo liquido ultra-alto desempenho
(UHPLC — Thermo Fisher-Scientific ®) com bomba de gradiente e detector UV-Vis com
0 uso de coluna de fase reversa C 18 (150 x 4,6 mm e 5 um de diametro de particula). A
fase movel era agua (pH 3,5 com &acido acético) e 30:70 isometanol cratico, com taxa de
fluxo de ImL/min, mantendo a temperatura da coluna a 30°C. A detecg¢éo foi realizada
em UV a 254 nm. Para a quantificacdo de liriodenina, curvas de calibragdo foram
realizadas através da andlise da série de solucdo estoque (y = 0,3595x - 0,0011; R2 =
0,9989 para amostras com até 10 pg de liriodenina no extrato e y = 0,3658x + 1,142; R2
=0,9992 para amostras com mais de 10 pg. [10]
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2.9 Andlise Estatistica
Os dados obtidos (alcaloides totais, liriodenina, carboidratos foliares,
conteddo relativo de agua na folha, fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas) foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) two way.

A ANOVA two way foi conduzida para determinar o efeito dos tratamentos
(alagamento, capacidade de campo e seca) com o tempo (estresse: 30 dias; recuperacao:
47 dias) e sua interacdo. As medias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05)[48].

2.9.1 Andlise Descritiva das reflectancias foliares em funcdo dos
comprimentos de onda e do tempo
Nesta etapa, foram obtidos graficos box-plots para a reflectancia foliar por planta
em funcdo dos comprimentos de onda (nm), segundo tratamentos e tempo (dias), como

também tempo (dias) e tratamentos.

2.9.2 Reducdo da dimensionalidade das variaveis respostas de
reflectancia foliar — uso da técnica de componentes principais

Para cada unidade amostral (plantas) estdo associadas 128 varidveis respostas

(reflecténcias foliares em nm) obtidas pelo espectroradidmetro — 0 que caracteriza o

aspecto multivariado do experimento. Neste sentido, para facilitar a modelagem, foi feita

a reducdo da dimensionalidade dos dados de refletdncia utilizando as técnicas

multivariadas de Analise de Componentes Principais [49]. O procedimento utilizado foi

proc princomp do programa SAS - Free Statistical Statistical Software, SAS University
Edition).

A técnica de componentes principais constroi combinacdes lineares das variaveis
aleatdrias (reflectancias para um dado comprimento de ondas) com propriedades 6timas
em termos de variancia [49]. Em esséncia, busca-se uma transformacdo de variaveis
(coordenadas) que maximize a variancia de modo que estas ndo sejam correlacionadas

entre si.

2.9.3 Func¢do Quadratica Discriminante

Apos a reducdo da dimensionalidade pela técnica componentes principais, foi
utilizada a técnica da funcdo quadratica discriminante [49], que tem como base a

classificacdo de k grupos atraves de fungdes lineares no espagco multidimensional
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utilizando-se de métricas como distancia euclidianas e distancia de Mahalanobis — que
leva em consideracdo a matriz de variancia e covariancia das observagdes. Assim, foi
possivel obter a validagdo cruzada — probabilidade de mé classificagdo, que nos informa
sobre o percentual de acerto e de erro do modelo obtido via componentes principais. O
procedimento utilizado foi proc discrim do programa SAS - Free Statistical Statistical
Software, SAS University Edition).

2.9.4 Efeitos dos tratamentos nos componentes principais

Nesta etapa foram ajustados modelos lineares generalizados considerando
distribuicdo normal, considerando como as variaveis resposta 0 primeiro componente
principal e como fatores os tratamentos, para o tempo igual a 30 dias. Foi utilizado o
procedimento genmod do Programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical
Software, SAS University Edition e para comparagdes entre tratamentos foi utilizado foi
o teste de Tukey. A qualidade de ajuste dos modelos foi feita através da analise de desvios

(deviance), gréaficos dos residuos de Pearson padronizados.

2.9.5 Efeitos do tempo apds o inicio do experimento nos componentes

principais

Nesta etapa foram ajustados modelos lineares generalizados considerando
distribuicdo normal, considerando como as varidveis resposta 0 primeiro componente
principal e como fatores os tempos (0 e 30 dias). Foi utilizado o procedimento genmod
do Programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical Software, SAS University
Edition e para comparacGes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey. A
qualidade de ajuste dos modelos foi feita através da analise de desvios (deviance),
graficos dos residuos de Pearson padronizados.

2.9.6 Efeitos dos tratamentos nas 128 variaveis de reflectancia foliar
Nesta etapa foram ajustados modelos lineares gaussianos (ANOVA),
considerando como variaveis resposta cada um dos 128 dados de reflectancia foliar e

como fatores os tratamentos, segundo o tempo (dias) do experimento.
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3. Resultados

Ao analisar os resultados, verificou-se que o estresse hidrico provocou variagdes
tanto no metabolismo primario como especializado. A fim da melhor compreensdo dos
processos, serdo apresentados os resultados do metabolismo primario e em seguida suas

relacGes com a producéo de alcaloides.

De modo geral, o metabolismo fotossintético de Annona emarginata foi afetado
pelas condicOes de estresse hidrico, com maior capacidade de adaptacdo das plantas as

condicdes de seca do que alagamento (Figuras 1 e 2).

Durante o periodo do estresse, as plantas mantidas na seca apresentaram a menor
taxa de assimilacdo de carbono (Anet), enquanto sob alagamento a resposta foi
intermediaria, € ambas tiveram menor desempenho em relacdo as mantidas em
capacidade de campo. No entanto, as plantas que estavam sob condigdes de seca se
recuperaram de modo mais efetivo (maior Anet) do que as que haviam sofrido o
alagamento, se assemelhando as mantidas em capacidade de campo. A eficiéncia de
carboxilagdo da enzima Rubisco (Anet/Ci) também foi menor em plantas mantidas no
alagamento, sem haver efeito entre 0 momento de estresse e da recuperagdo. A
manutencdo da eficiéncia da rubisco em plantas sob seca indica adaptacdo da A.

emarginata a esta condicéao de estresse (Figura 1).

A transpiracdo (E) e a condutancia estomatica (gs) das plantas mantidas sob
restricdo hidrica (seca) ou alagamento foram semelhantes e apresentaram reducdo em
relacdo as mantidas em capacidade de campo. Todavia, quando a condicdo hidrica foi
restabelecida, as plantas da seca elevaram a E e gs a patamares intermediarios entre
alagamento e capacidade de campo, enquanto as plantas alagadas continuaram com 0s
menores valores dessas varidveis. Este aumento na transpiracdo das plantas de seca
refletiu na maior eficiéncia do uso da agua (EUA) ap0s a recuperacdo dessas plantas

(Figura 1), uma vez que haviam aumentado a captacdo de CO2 (Anet).

O fato de as plantas alagadas ndo apresentarem aumento na E e gs na condi¢édo de
recuperacdo hidrica pode indicar dano no aparato estomatico. Ao mesmo tempo, as
plantas que haviam sofrido estresse por seca demonstraram capacidade de adapta¢do no

momento da recuperagédo, uma vez que a eficiéncia fotossintética foi elevada (semelhante
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a capacidade de campo), sem aumentar a perda de agua, o que levou a maior eficiéncia

no uso da &gua.
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Figura 1: Taxa de assimilagdo de carbono (A net), eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco (Anet/Ci), eficiéncia do uso da dgua (EUA), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo
(E) em plantas de Annona emarginata emarginata mantidas em capacidade de campo, alagamento e seca durante o estresse e posterior recuperacdo. Taxa de assimilacéo de
carbono (A ret): Niveis de estresse p<0.001/f=224.589. Momento p=0.308/f= 1.098. Niveis de estresse x Momento p<0.001 / f=115.505. Eficiéncia de carboxilacdo da
Rubisco (Anet/Ci): Niveis de estresse p=0.008 / f= 6.346. Eficiéncia do uso da &gua (EUA): Niveis de estresse p= 0.002/f=9.478. Momento p=0.013/f=7.632. Niveis de estresse
x Momento p<0.001 / f= 72.639. Condutancia estomatica (gs): Niveis de estresse p<0.001/f=149.203. Momento p=0.775/f=0.0843. Niveis de estresse xMomento p<0.001 /
f= 32.582. Transpiracdo (E): Niveis de estresse p<0.001/f=328.017. Momento p<0.001/f=15.607. Niveis de estresse x Momento p<0.001/ f= 25.245. Meédias seguidas de

letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os momentos de avaliacdo (estresse x recuperacdo) e médias com letras mindsculas indicam diferencas entre os
tratamentos (p<0,05).
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Além das evidéncias observadas nas trocas gasosas, as variaveis da fluorescéncia
da clorofila a também foram impactadas no estabelecimento do estresse e durante a

recuperacao (Figura 2).

O alagamento provocou reducdo no rendimento quéantico maximo (Fv/Fm)
indicando perturbagdes no fotossistema Il. No momento do estresse observou-se reducao
da eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm'), rendimento quantico efetivo (¢pPSII), taxa de
transporte de elétrons (ETR) e “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) tanto nas plantas
mantidas no alagamento como na seca. No entanto, o excesso de energia do fotossistema
I que ndo pode ser dissipada (Ex) foi menor somente na condigdo de alagamento. E a
dissipacdo de energia na forma de calor (D) foi elevada nas plantas em ambas as

condicdes.

As plantas mantidas na restrigdo hidrica se recuperaram de forma mais efetiva que
as mantidas no alagamento, no entanto, sem alcancar as mesmas respostas daquelas que
ndo sofreram estresse hidrico (capacidade de campo). As plantas reidratadas
apresentaram maiores valores para taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento
quantico efetivo (pPSII), excesso de energia do fotossistema II que nao pode ser dissipada
(Ex) e menor dissipacdo de energia na forma de calor (D). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas na recuperacdo de plantas oriundas do alagamento e seca em

relacdo ao “quenching” nio fotoquimico (NPQ) e eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm’).
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Figura 2: Rendimento quantico maximo (Fv/Fm), eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm'), taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quéntico efetivo (¢pPSII), “quenching” nio fotoquimico
(NPQ), energia do fotossistema Il que ndo pode ser dissipada (Ex) e energia dissipada na forma de calor (D) em plantas de Annona emarginata mantidas em capacidade de campo, alagamento e
seca durante o estresse e posterior recupera¢do. Rendimento quantico méximo (Fv/Fm): Niveis de estresse p<0.001 / f=47.713. Eficiéncia quantica potencial (Fv'/Fm"): Niveis de estresse
p<0.001/f=11.051. Momento p<0.001/f=17.187. Niveis de estresse x Momento p=0.012 / f= 5.734. Taxa de transporte de elétrons (ETR): Niveis de estresse p<0.001/f=250.009. Momento
p<0.001/f=37.442. Niveis de estresse x Momento p<0.001 / f= 28.267. Rendimento quintico efetivo (pPSII): Niveis de estresse p<0.001/f=65.064. Momento p<0.001/f=65.064. Momento
p=0.002/f=13.062. Niveis de estresse x Momento p=0.01/ f=5.783. “quenching” nio fotoquimico (NPQ): Niveis de estresse p=0.025/f=4.582. Momento p<0.001/f=478.074. Niveis de estresse
x Momento p= 0.03 / f= 4.294. Energia do fotossistema Il que nédo pode ser dissipada (Ex): Niveis de estresse p=0.001/f=10.068. Momento p0.013/f=7.668. Niveis de estresse x Momento
p=0.016 / f= 5.270. Energia dissipada na forma de calor (D): Niveis de estresse p<0.001/f=45.785. Momento p0.145/f=2.320. Niveis de estresse x Momento p<0.01 / f= 38.589. Médias
seguidas de letras mailsculas indicam diferencas significativas entre 0s momentos de avaliagdo (estresse x recuperacdo) e médias com letras mindsculas indicam diferencas entre os tratamentos

(p<0,05).
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Em sintese, as plantas de A. emarginata apresentaram adaptacao as condi¢oes
de restri¢do hidrica, conforme as respostas observadas no metabolismo primario, o que
pode ter refletido no aumento da concentracao de alcaloides totais nas raizes, enquanto o

estresse por alagamento ndo provocou variacdes significativas (Figura 3).

O Conteudo Relativo de Agua na Folha (CRA) também foi impactado pelos
tratamentos, de modo que no estresse hidrico foram obtidos os menores valores de CRA,
indicando, portanto, que houve menor entrada de agua nas plantas, e durante a

recuperacdo houve aumento dessa variavel em todos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Contetido Relativo de Agua na folha (CRA %) em plantas de A. emarginata mantidas em

capacidade de campo, alagamento e seca durante o estresse e posterior recuperacdo estresse hidrico e

recuperacéo
Conteuddo relativo de agua na folha (CRA%)
Estresse Recuperacao
Capacidade de campo 53.82 £1.72 Ba 75.24 £0.99 Aa
Alagamento 58.42 + 1.67 Ba 70 +2.30 Aa
Seca 46 + 2.3642 Bb 72.45+1.19 Aa

CRA: Niveis de estresse p= 0.009/f= 5.590. Momento p<0.001/f= 185.914. Niveis de estresse xMomento
p<0.001 / f= 9.036. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey 5% (p<0,05). Letras
maiulsculas comparam momentos diferentes (estresse x recuperagdo), letras mindsculas comparam os

tratamentos dentro de um mesmo momento.

Os acucares e carboidratos foliares foram afetados em funcéo das condi¢oes

de estresse e posterior recuperagdo nas quais as plantas foram mantidas (Figura 3).

No momento do estresse as concentracGes de acucares totais, redutores,
sacarose, glicose e frutose foram maiores quando as plantas estavam sob alagamento.
Entretanto, as concentracdes de amido e trealose foram superiores sob o tratamento de

seca, para arabinose ndo houve diferengca em ambas as condic¢des (alagamento e seca).

Quando as plantas foram submetidas a recuperacdo, houve aumento de amido,
sacarose e trealose tanto em plantas de alagamento como de seca. Enquanto isso, as
concentragfes de agucares totais, arabinose, frutose e glicose foram menores nas
condigdes de recuperacdo (alagamento e seca) se comparadas com a capacidade de
campo. E a concentracdo de acucares redutores foi menor quando as plantas foram

reidratadas
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Figura 3: Acucares totais (ug g DM™1), aclcares redutores (ug.g DM™1), sacarose (ug.g DM1), amido (ug.g
DM1), glicose (ug g?), frutose (ug.g?), trealose (ug.g?) e arabinose (ug.g?) em plantas de Annona
emarginata mantidas em capacidade de campo, alagamento e seca durante o estresse e posterior
recuperacdo. Agucares totais: Niveis de estresse p<0.001/f=29.009. Momento p<0.001/f=169.820. Niveis
de estresse xMomento p< 0.001/ f= 13.578. Aclicares redutores: Niveis de estresse p<0.001/f=46.475.
Momento p<0.001/f=159.753. Niveis de estresse xMomento p<0.001 / f= 26.994. Sacarose: Niveis de
estresse p=0.015/f=5.399. Momento p0.982/f=0.0001. Niveis de estresse xMomento p=0.012 / f= 5.662.
Amido: Niveis de estresse p<0.001/f=40.220. Momento p<0.001/f=187.663. Niveis de estresse xMomento
p<0.001/f=17.010. Glicose: Niveis de estresse p<0.001/f=135.062. Momento p<0.001/f=585.954. Niveis
de estresse xMomento p<0.001/ f= 32.354. Frutose: Niveis de estresse p<0.001/f=93.320. Momento
p<0.001/f=414.968. Niveis de estresse xMomento p<0.001 / f= 18.504. Trealose: Niveis de estresse p<
0.001/f= 28.420. Momento p<0.001/f=24.952. Niveis de estresse xMomento p<0.001 / f= 29.150.
Arabinose: Niveis de estresse p=0.211/f=1.699. Momento p0.186/f=1.890 Niveis de estresse xMomento
p<0.001 / f=19.658. Meédias seguidas de letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os
momentos de avaliacdo (estresse x recuperacdo) e médias com letras mindsculas indicam diferengas entre
os tratamentos (p<0,05).
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Curiosamente, a concentracao de liriodenina nas raizes foi significativamente
superior em plantas alagadas no momento do estresse, demonstrando que essa condigéo
de fornecimento de &gua apesar de nao ter gerado alta concentracdo de alcaloides totais,

favoreceu a producao do alcaloide liriodenina (Figura 4).

Quando imposta a recuperacdo do estresse, pode-se observar que, plantas
anteriormente alagadas tiveram a producéo de alcaloides totais superior as reidratadas e
houve incremente na concentracdo de liriodenina plantas vindas da restri¢ao hidrica, ndo

diferindo, contudo, de plantas que passaram pelo alagamento.
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Figura 4. Concentragdo de alcaloides totais e liriodenina em raizes de plantas jovens de Annona emarginata
submetidas ao estresse hidrico e recuperacdo. Alcaloides totais: Niveis de estresse x Momento p<0.001 /
f= 16.320. Liriodenina: Niveis de estresse x Momento p=0.002 / f= 10.916. Médias seguidas de letras
maiusculas indicam diferengas significativas entre os momentos de avaliacdo (estresse x recuperagdo) e

médias com letras mindsculas indicam diferencas entre os tratamentos (p<0,05).

Onze alcaloides foram identificados nas raizes a partir dos padrées utilizados,
sendo que nove deles estdo presentes em todos os tratamentos, tanto no estresse como
recuperacdo, e dez alcaloides foram identificados em folhas dos quais sete alcaloides

estavam presentes tanto no estresse quanto recuperacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Presenca (x) e auséncia (-) de alcaloides em raizes e folhas de Annona emarginata mantidas em capacidade de campo (C. de
campo), alagamento e seca durante o estresse e posterior recuperacao estresse hidrico e recuperacéo.

Raiz Folha
Estresse Recuperacéo Estresse Recuperacéo
Alcaloides C.decampo Alagamento Seca C.decampo Alagamento Seca C.decampo Alagamento Seca C.decampo Alagamento  Seca
Reticulina - - - X X - - - - - - -
Norpredicentina X X X - - - X - X - - -
N-Metil- X X X X X X X X X X X X
Laurotetanina
Norglaucina X X X X X X X X X X X X
Discretina - X - X X - X X X X X X
Xilopinina X X X X X X X - X - - -
Xilopina X X X X X X X X X X X X
Assimilobina X X X X X X X - - X - -
Laurotetanina X X X X X X X X X X X X
Liriodenina X X X X X X X X X X X X
Oxoglaucina X X X X X X - - - X - -
Lanulinosina X X X X X X X X X X X X
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No entanto, embora tenha ficado claro o efeito do estresse hidrico na alteracéo
fotossintética e producdo de alcaloides de A. emarginata, demonstrando inclusive
capacidade da planta se recuperar do estresse por seca, ndo foram detectadas variacoes
significativas em relacdo a espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) (Tabela 1-

Material suplementar).

Outro fator a ser considerado é que mesmo reduzindo a dimensionalidade das
varidveis respostas de reflectancia foliar pela técnica de componentes principais,
respectivamente em dois componentes principais, ndo foi suficiente para identificar
diferengas, o que pode ser resultado da grande variabilidade dos dados no momento do
estresse (Tabela 2 e 3; Figura 1 - Material suplementar).

Em relagdo ao numero de observacdes, percentual de classificacdo e taxa de erro
da validacéo cruzada (Tabela 4 — Material suplementar) pode-se observar que no periodo
que antecede o experimento (Tempo em dias = 0) foi maior para seca, ou seja, das 4
amostras utilizadas o tratamento classificado (Seca) foi exatamente igual ao tratamento
original, correspondendo a 100 % de acerto, o que ndo foi observado para 0S outros
tratamentos tanto no periodo que antecede o experimento (Tempo 0) nem no pico do

estresse (Tempo em dias = 30, correspondendo a trinta dias ap0s o inicio do experimento).

Dessa forma ndo houve diferencas significativas nos dados referentes a
espectroscopia no infravermelho préximo (NIRS), ou seja, dos 128 modelos lineares
ajustados nenhum foi significativo para os tratamentos (p>0.005). Assim, nenhum dos

128 comprimentos de onda pode ser explicado estatisticamente pelos tratamentos.
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4. Discussao

A diminuicdo da condutancia estomatica (gs) em plantas de A. emarginata
submetidas a restricdo hidrica indica que através de uma restricdo mecéanica houve menor
perda de agua, essa € uma das primeiras reacdes de plantas submetidas a situacoes
adversas de fornecimento de &gua [30]. Devido ao fechamento estomético, o contetdo
relativo de agua na folha (CRA) também diminuiu, segundo Lawlor et al. [50] em muitas
espécies quando o CRA decai para aproximadamente 70-60 % a fotossintese reduz
irreversivelmente, no entanto, nesse experimento em parte isso ndo aconteceu, pois, 0

tratamento de reidratacdo apresentou recuperagéo parcial das trocas gasosas.

O alagamento também causou fechamento estomatico em A. emarginata. De
acordo com Oliveira & Gualtieri [51] as reducdes na gs em plantas alagadas podem ser
induzidas pelo aumento de acido abscisico (ABA) e sintese de etileno, ademais, com a
diminuicdo dos niveis de Oz disponiveis devido a hipoxia do solo, 0s espagos
anteriormente ocupados pelo ar sdo preenchidos com agua, além de levar ao acimulo de

especies reativas de oxigénio (ERO) [52].

Logo, com as mudancas na gs, houve declinio das taxas transpiratérias (E) e
segundo Wan et al. [53] quase toda a agua das folhas € perdida através de minudsculos
poros estomacais, com isso, a transpiracao estomatica é responsavel por cerca de 90% da

perda de agua pelas folhas.

O declinio na taxa de assimilagéo de carbono (Anet), tanto no alagamento como na
seca, ocorreu devido ao fechamento estomatico que aumenta a resisténcia de entrada de
CO., a mesma situacéo foi observada por Mantoan et al. [54] em plantas de A. emarginta
submetidas a restricdo hidrica. Vale ressaltar ainda que, a menor Anet Ndo foi devido a
alteracdo da atividade da rubisco, uma vez que, a eficiéncia de carboxilacdo néo se alterou
em plantas mantidas na seca. Com a reidratacdo, observou-se regeneracdo total da Anet €,
segundo Chaves et al [55] em muitas espécies essa regeneracdo pode acontecer de forma
rapida e completa

Em relagdo ao alagamento, as plantas de A. emarginata também apresentaram
menor Anet, 0 mesmo foi relatado por Martinazzo et al. [26]em espécies do género Prunus
alagadas, o que pode ter levado a menor eficiéncia de carboxilagdo da enzima rubisco
(Anet/Ci). Ashraf & Harris [56] defendem que a Anet de plantas submetidas a estresse

hidrico também pode ser limitada devido a danos no aparato fotoquimico que sdo
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responsaveis pela geracao de energia utilizada para reducdo do CO,. Com a recuperacao
de plantas mantidas sob alagamento observa-se que ndo houve total regeneracao da Anet ,
segundo Bogeat-Triboulot et al. [57] e Chaves et al. [55] em alguns casos ha apenas uma

taxa de 40 a 60% de regeneracdo da taxa de assimilacdo de carbono.

A alta eficiéncia de carboxilagdo (Anet/Ci) encontrada em plantas submetidas a
seca mostra que, independentemente do momento de estresse, as plantas de A. emarginata
mantiveram o eficiente funcionamento da enzima Rubisco, esta Anet/Ci alta mesmo com
menor gs e E parece ser caracteristico das anonas, uma vez que Hondrio et al. [58] também

observaram as mesmas respostas em A. crassiflora.

Analisando a eficiéncia do uso da agua (EUA) pode-se observar que essa espécie
qguando mantida em alagamento conseguiu aproveitar substancialmente a entrada de CO-
e esse padrdo se repetiu com a recuperagdo das plantas submetidas a restri¢do hidrica, o
qgue em conformidade com Mantoan et al. [54] em A. emarginata mesmo a diminui¢édo

na gs e E ha o aumento da EUA sem perdas significativas nas taxas fotossintéticas.

Estas respostas em relacdo a reducdo da Anet/Ci provocado pelo alagamento
comprova que 0 estresse provocou danos no aparato fotossintético, dessa forma ha
alteracdes nos padrdes de fluorescéncia da clorofila a mudando os caminhos de dissipa¢édo
de energia da luz, conforme proposto por Kalaji etl al. [59]. E importante ressaltar que, a
energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila pode ser destinada a trés
caminhos diferentes: i) impulsionando a fotossintese através das reacdes fotoquimicas; ii)
dissipando o excesso de energia em forma de calor e; iii) reemitindo na forma de
fluorescéncia [60,61]. Esses processos acontecem de forma concorrente de modo que,
qualquer aumento de um resultara na diminuicédo dos outros dois [60,62].

Dentre esses fatores, 0 que se observou nesse experimento, foi que, os danos no
aparelho fotossintético foram evidenciados pelos menores valores de rendimento
quantico maximo (Fv/Fm) no alagamento. O mesmo foi relatado por Hondrio et al. [58]
em Annona crassiflora e essa variavel mede o funcionamento intrinseco do PSII
refletindo a alta sensibilidade desse fotossistema a estresses ambientais [62] além disso,
em condicgdo de capacidade de campo as plantas de A. emarginata apresentaram valores
aproximados em 0,78, podendo considerar que ndo estdo em estresse haja visto que, em
muitas espécies vegetais quando ndo estdo em estresse, o valor de Fv/Fm fica em

aproximadamente 0,83 [60].
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Na condicéo de alagamento e seca houve uma menor proporcao de luz absorvida
vista pela eficiéncia quantica potencial (Fv’/Fm’), com essa medicéao é possivel estimar a
proporcao de luz absorvida que € efetivamente utilizada na fase fotoquimica do PSII [60].
Neste contexto, através dados de A. emarginata observa-se uma fotoinibicdo e com isso
menor taxa de transporte de elétrons (ETR) refletindo diretamente em um menor
rendimento quantico efetivo (¢pPSII), conforme proposto por Tian et al. [63]. Vale
ressaltar que, sob estresse e posterior recuperacgdo os danos referentes a fluorescéncia da
clorofila a foram mais evidentes em plantas de A. emarginata submetidas ao alagamento,

indicando que essa condic¢éo de fornecimento de dgua foi mais prejudicial para a espécie.

Considerando que os valores da dissipa¢ao em forma de calor (D) foram maiores
para ambas as condigdes de estresse, esperava-se que o valores do “quenching” ndo
fotoquimcio (NPQ) também fossem altos, isso porque ele é responsavel pela converséao
de uma grande quantidade de energia luminosa absorvida em calor [64], mas o que foi
observado é que sob estresse os valores de NPQ foram baixos 0 que parece ser
caracteristico da espécie 0 que parece ser caracteristico da espécie, uma vez que Mantoan
et al. [6] também ndo encontrou essa relacdo. Ademais, mudancas sutis na ETR podem

modular o desempenho do NPQ [60].

Em plantas ndo estressadas os valores de NPQ podem ser esperados na faixa de
0,5 a 3,5 [60], no entanto, isso varia acentuadamente entre as espécies, neste estudo,
plantas de A. emarginata em capacidade de campo, demonstraram valores entre 0,5 € 0,6,
quando a recuperacéo do estresse foi imposta, houve aumento dos valores NPQ para uma
faixa esperada, porém ndo houve diferenca entre os tratamentos, mostrando que isso foi

efeito da recuperacao.

Logo, para evitar os danos causados pelo excesso de energia houve maior
dissipacdo na forma de calor dissipado pelas antenas (D) principalmente em plantas
alagadas, semelhante também ao que foi relatado por Honorio et al. [58], situacdo essa
que se manteve mesmo com a recuperacdo do estresse. Cabe salientar ainda que, 0s
menores valores da energia do fotossistema Il que ndo pode ser dissipada (Ex) no
alagamento pode indicar uma reducdo do fluxo de elétrons que seriam destinados a
producdo de esqueletos carbonicos utilizados no metabolismo especializado, como 0s
alcaloides [65], o que somente ocorreu neste experimento quando as plantas estavam

mantidas na condicao de seca tanto no estresse Como na recuperacao.
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Na literatura ja esta bem embasado que o estresse hidrico por seca leva ao aumento
de substancias do metabolismo especializado, dentre elas, os alcaloides [20,29,66,67] e
as raizes sdo o principal 6rgao de producdo de alcaloides em plantas do género Annona
[10]. Neste experimento dentre os alcaloides identificados, a presenca de N-Metil-
Laurotetanina, Norglaucina, Laurotetanina, Lanulinosina, Liriodenina e Xilopina em
raizes e folhas de todos os tratamentos, tanto no estresse como recuperagdo, podem ter
atuado com papel antioxidante e, no caso especifico dos alcaloides isoquinolinicos hé o
potencial de inibir a peroxidacao lipidica, atraves da eliminacdo do oxigénio singleto [68],
Mimi et al. [4] trabalhando com A. emarginata também detectaram a presenca destes

alcaloides em material radicular.

Em especial no género Annona ja foi descrito que a seca induz o aumento de
liriodenina [58,69], alcaloide oxoaporfinico registrado em mais de 250 espécies [10,11]
que apresenta potencial atividade antibacteriana [9], antiprotozoarica [13,14], citotdxica
[9,16] e, atividades antifugicas [17]. No entanto, em plantas de A. emarginata, o
alagamento fez com que aumentasse a concentragdo de liriodenina (cerca de 110 p g2)
nas raizes cerca de duas vezes a mais do que nas plantas mantidas na seca. Ressalta-se
que este € o primeiro relato da presenca e quantificacdo de liriodenina na espécie sob

alagamento.

O acumulo de alcaloides em determinadas situacdes pode indicar ajuste osmotico
celular devido ao acimulo de osmolitos precursores, como 0s aminoacidos, carboidratos
e aclcares. Com isso, podem ocorrer mudancas no potencial hidrico da planta
favorecendo a absorcdo de agua mesmo sob estresse hidrico. Deste modo nesse
experimento, mesmo em condi¢Ges de reducdo de &gua no solo, trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a ndo foram negativamente afetadas e ainda ocorreu a producéo

de alcaloides.

Ainda em relacdo a presenca de osmolitos sob alagamento as plantas de A.
emarginata acumularam agucares totais, redutores e sacarose semelhante aos resultados
encontrados por Henrique et al. [70] e, de acordo com esses autores, nesse tipo de estresse
ha reducdo na taxa de translocacdo de carboidratos das folhas para as raizes, além de
diminuir o crescimento vegetal e reduzir as atividades metabodlicas, dessa forma a

demanda por carboidratos diminui levando ao acimulo desses fotossintatos nas folhas.
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Em contrapartida, a concentracdo de sacarose foi menor em plantas submetidas a
seca e essa situacdo pode ser explicada, segundo Kuai et al. [71], pelo fato de que, esse
acucar pode ser utilizado de duas formas: i) diretamente via glicolise ou; ii) transcolado
dentro da planta, através do floema para tecidos “sumidouros”, de tal modo que quando
imposta a recuperacdo nas plantas, a concentracdo de sacarose nao diferiu entre os

tratamentos.

A seca provocou aumento na concentracdo de amido nas folhas de A. emarginata
assim como relatado por Filho & Carvalho [72], ndo diferindo contudo do alagamento
de maneira concomitante a Honorio et al. [58], esse carboidrato faz parte do “pool” movel
de carbono dentro da planta [72], vale ressaltar ainda que, em células fotossintéticas, o
amido pode ser sintetizado e temporariamente armazenado nos cloroplastos, sendo este
amido “transitorio”, portanto, sintetizado e degradado em outros actcares dentro de uma
janela de 24 horas, influenciando a alocagdo de carbono por toda a planta e assim mitiga

o efeito negativo do estresse [73-75].

Outro aspecto a ser observado quanto a capacidade das plantas de A. emarginata
em tolerar o estresse hidrico foram os baixos teores de glicose e frutose no momento do
estresse independente da condicdo de fornecimento de agua, de acordo com Liu et al. [74]
esses agucares sdo utilizados na formagéo do amido “transitorio”. O aumento da trealose
nas folhas de A. emarginata submetidas a seca € semelhante ao que foi encontrado por
Cortina & Culiafiez-Macia [76], esse dissacarideo, que atua como um soluto compativel
com osmolitos, age na estabilizacdo de enzimas, proteinas e membranas lipidicas contra
a desnaturacdo em situacdes de restricao hidrica [76,77], além de reduzir a agregacao de

proteinas desnaturadas [78].

No que se refere a arabinose, a alta concentracdo desse monossacarideo em
plantas submetidas ao estresse seja por excesso ou por falta de agua, corrobora com 0s
resultados encontrados por Moore et al. [79], esses autores defendem que, o acimulo
desse acucar induz a uma flexibilizacdo das paredes celulares de células fotossintéticas
durante o estresse hidrico, facilitando recuperacéo posterior das plantas, e esse pode ser
um dos motivos pelo qual a concentracdo desse agucar foi menor quando as plantas foram

submetidas a recuperacao.

A partir das condigdes de estresse estabelecidas ndo foi possivel detectar

diferengas significativas em relacéo a reflectancia foliar, mesmo com o aparecimento de
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sintomas de estresse como reducdo CRA e alteracdes nas trocas gasosas, ao contrario do
que foi relatado por Cotrozzi et al. [27] em Quercus oleoides Schltdl. & Cham., como
também, Strabeli et al. [80] em eucalipto (Eucalyptus spp.), EI-Hendawy et al. [33] com
trigo (Triticum spp.) e Valverde et al. [81] em plantulas de Gmelina arborea Roxb., que
de forma geral, estudaram como o contetdo de dgua afeta 0 comportamento espectral nas

plantas.

Vale ressaltar que, nos casos de estresses hidricos, alteracdes na reflectancia
somente serdo indicadores de estresse quando as plantas estdo sob severa desidratacdo
foliar [82] e a espécie A. emarginata apresenta toleréncia a solos secos, 0 que pode
justificar o fato de ndo terem sido detectadas diferencas nas reflectancias foliares. Deste
modo, mesmo com caracteristicas visuais de desidratacdo, tais alteracdes ndo foram
suficientes para alterar metabolicamente o aparato foliar de modo a demonstrar variacdes

significativas nas reflectancias.

5. Conclusao

As plantas de Annona emarginata séo afetadas pelas condi¢des hidricas de seca e
alagamento. O alagamento em geral causa maior dano nas trocas gasosas como também
na fluorescéncia da clorofila a, no entanto provoca aumento na concentracao do alcaloide
liriodenina. Por outro lado, o estresse por seca causa menor dano aparato fotossintético,
com maior capacidade de recuperacgéo, e incrementou a producdo de alcaloides totais. A
Annona emarginata, embora seja espécie nativa da Mata atlantica, bioma com elevada

disponibilidade hidrica, apresenta maior adaptacédo a periodos de seca do que alagamento.
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6. Material Suplementar

Tabela 1. Box-plots da reflectancia foliar de Annona emarginata em fungéo do comprimento de onda (nm)
segundo tratamentos e tempo (dias) onde o tempo 0 dias antecede o inicio dos tratamentos e o tempo 30

dias corresponde ao pico do estresse.
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Tabela 2. Proporcéao (%) e proporcdo acumulada (%) dos autovetores baseado na matriz de correlacdo referente a reducédo
da dimensionalidade dos dados de reflectancia foliar de Annona emarginata pelo método multivariado dos dois primeiros
componentes principais (Prinl e Prin2), segundo tempo em dias, onde o tempo 0 dias antecede o inicio dos tratamentos e 0
tempo 30 dias corresponde ao pico do estresse.

Tempo (dias) Componentes principais  Proporc¢do (%) Proporgdo Acumulada (%)

1° 90,37 90,37
0 20 9,31 99,68
1° 93,43 93,43
30 20 6,49 99,92
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Tabela 3. Primeiros e segundos componentes principais referentes a reducao da dimensionalidade dos
dados de reflectancia foliar de Annona emarginata segundo tratamentos e o tempo (dias), onde o tempo 0
dias antecede o inicio dos tratamentos e o tempo 30 dias corresponde ao pico do estresse.
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Figura 1. Box-plots do primeiro componente principal médio (losangos) referente a reducdo da
dimensionalidade da reflectancia foliar de Annona emarginata, segundo tratamento, para o tempo de 30

dias apos o inicio do experimento.
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Tabela 4. Nimero de observac6es, percentual de classificacdo e taxa de erro da validacdo cruzada pela
modelagem da fun¢do quadratica discriminante de Fisher pelo método da resubstituicéo, a partir dos dois
primeiros componentes principais das combinacfes lineares das reflectancias foliares de Annona
emarginata, segundo tratamentos e o tempo (dias).

Tratamento classificado

Tempo (dias) Alagamento  Capacidade de Seca  Total
campo
Alagamento 1 0 3 4
25,00% 0,00% 75,00% 100%
Capacidade 0 3 1 4
decampo 5 3896 76,92% 760 100%
0 Tratamento Seca 0 0 4 4
original 0,00% 0,00 100%  100%
Total 1 3 8 12
8,33% 25,00% 66,67%  100%
Taxa do 75,00% 25,00% 0,00% 33,33%
erro
Tratamento classificado
Alagamento  Capacidade de Seca Total
campo
Alagamento 4 4 1 9
44,44% 44,44% 11,11%  100%
Capacidade 0 8 1 9
decampo 4 hous 88,89% 11,11 100%
Tratamento Seca 2 2 > d
original 22,22% 22,22% 55,56% 100%
Total 6 14 7 27
22,22% 51,85% 25,93 100%
Taxa do 55,57% 11,11% 44,44%  37,04%
erro
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo é inovador pois avaliou além da seca, também o alagamento pela
primeira vez em ambas as espécies, visando tanto a producéo de liriodenina, alcaloide
mais abundante da familia em mudas de Annona crassiflora Mart e Annona emarginata
(Schitdl.) H., como também testou a espectroscopia no infravermelho
proximo (NIRS) em plantas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer a fim de detectar
variacbes no conteddo de &gua que consequentemente leva a modificagbes no

metabolismo vegetal.

H& também a possibilidade de as plantas desta familia desempenharem um
importante papel no controle bioldgico de pragas, levando em consideracdo que o
alcaloide liriodenina apresenta atividade antiflngica, antiprotozoarica e antibacteriana,
industrias  farmacologicas, como também atuarem no reflorestamento de areas

degradadas.

Além disso, € importante frisar a capacidade dessas duas espécies de tolerar
condi¢des ambientais adversas, por isso, conhecer o desempenho das mesmas mediante

a diferentes situacdes de disponibilidade hidrica norteou os objetivos desse trabalho.
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