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SILVA, G. C. DA. Diversidade de alcaloides e atividade antifungica de acessos de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer usados para enxertia de Annona x atemoya Mabb.
(atemoia). 2022. 91 p. DISSERTACAO (MESTRADO) — UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA (UNESP) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU (IBB-UNESP).

RESUMO - A diversidade de organismos vegetais no ambiente terrestre confere caracteristicas
préprias a cada espécie, que tém forte influéncia do metabolismo especializado das plantas, que
pode ser modulado por fatores bidticos ou abidticos. Espécies da familia Annonaceae sintetizam
diversas moléculas do metabolismo especializadas como os alcaloides, que apresentam
atividades bioldgicas e possuem importante papel nas funcdes fisioldgicas, ecoldgicas e/ou
evolutivas. O araticum de terra-fria ((Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer “terra-fria”]) ¢
considerado tolerante a patdgenos, sendo utilizado como porta-enxerto para a atemoia (Annona
x atemoya Mabb.), que apresenta suscetibilidade. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
encontrar diferencas na producdo de alcaloides em acessos (individuos) de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’, a fim de selecionar porta-enxertos que apresentem
tolerancia a estresses bidticos, como aos fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola
causadores de antracnose em Annona, para que componham pomar de matrizes para a copa
atemoia (Annona x atemoya Mabb.). Os alcaloides foram obtidos de plantas jovens (mudas) e
adultas de 8 acessos de Annona emarginata (pé franco) e plantas adultas de Annona x atemoya
enxertadas em Annona emarginata. A identificacéo foi realizada por espectroscopia de RMN
(*H, 3C, COSY, HSQC e HMBC), espectrometria de massa (ESI-MS) e comparacéo de dados
da literatura. A fim de avaliar capacidade reprodutiva dos acessos foram realizados testes de
germinacgdo. Os extratos alcaloidais foram utilizados em teste de bioatividade em cepas de
Colletotrichum fructicola e C. theobromicola. Os testes de germinacao permitiram selecionar
acessos 2 e 4, com maior germinabilidade. Os acessos com maior concentracdo de alcaloides
totais nas raizes foram 5 e 7. Entre os acessos foram detectados os alcaloides anonaina,
asimilobina, liriodenina, nornuciferina, lisicamina, xylopina, oxoxylopina e reticulina. A
abundéncia dos alcaloides anonaina e liriodenina foi maior em individuos jovens e a reticulina
foi maior em individuos adultos. Os alcaloides lisicamina, nornuciferina e oxoxylopina foram
reportados pela primeira vez para a espécie Annona emarginata. Os testes bioldgicos tiveram
respostas promissoras, as raizes dos acessos 1, 2, 4, 5, 7 e controle (jovens), 2-7 e controle
(adultos) de Annona emarginata e adultos de Annona x atemoya inibiram a atividade do fungo
C. fructicola. Os acessos 2, 4 e 5 (jovens), 2 e controle (adultos) de raizes de Annona emarginata
inibiram a atividade do fungo C. theobromicola. A partir dos resultados podemos concluir que

o perfil de alcaloides ndo apresentou diferengas entre 0s acessos de Annona emarginata, porém
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a espécie se mostrou promissora na bioprospecc¢édo de novas moléculas, bem como seus efeitos

bioativos.

Palavras chave: Annonaceae, Antracnose, Bioatividade, Liriodenina e Porta-enxerto.
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SILVA, G. C. DA. Alkaloid diversity and antifungal activity of accessions of Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer used for grafting of Annona x atemoya Mabb. (atemoia).
2022. 91 p. MASTER'S DISSERTATION — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
(UNESP) - BOTUCATU BIOCIENCES INSTITUTE (IBB-UNESP).

ABSTRACT - The diversity of plant organisms in the terrestrial environment gives each
species its own characteristics, which are strongly influenced by the specialized metabolism of
plants, which can be modulated by biotic or abiotic factors. Species of the Annonaceae family
synthesize several specialized metabolism molecules such as alkaloids, which have biological
activities and play an important role in physiological, ecological and/or evolutionary functions.
The terra-fria araticum ([Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer “terra-fria”]) is considered
tolerant to pathogens, being used as a rootstock for atemoya (Annona x atemoya Mabb.), which
has susceptibility. Thus, the objective of this work was to find differences in alkaloid production
in accessions (individuals) of Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer morphotype 'terra-fria’,
in order to select rootstocks that present tolerance to biotic stresses, as well as to the fungi
Colletotrichum fructicola and C. theobromicola that cause anthracnose in Annona, to compose
a matrix orchard for the atemoya canopy (Annona x atemoya Mabb.). The alkaloids were
obtained from young (seedlings) and adult plants of 8 accessions of Annona emarginata (franco
foot) and adult plants of Annona x atemoya grafted onto Annona emarginata. Identification was
performed by NMR spectroscopy (*H, ¥*C, COSY, HSQC and HMBC), mass spectrometry
(ESI-MS) and comparison of literature data. In order to evaluate the reproductive capacity of
the accessions, germination tests were carried out. The alkaloid extracts were used in a
bioactivity test in strains of Colletotrichum fructicola and C. theobromicola. The germination
tests allowed the selection of accessions 2 and 4, with greater germinability. The accessions
with the highest concentration of total alkaloids in the roots were 5 and 7. Among the
accessions, the alkaloids anonaine, asimilobin, liriodenine, nornuciferine, lysicamine, xylopine,
oxoxylopine and reticulin were detected. The abundance of anonaine and liriodenine alkaloids
was higher in young individuals and reticulin was higher in adults. The alkaloids lysicamine,
nornuciferine and oxoxylopine were reported for the first time for the species Annona
emarginata. Biological tests had promising responses, the roots of accessions 1, 2, 4, 5, 7 and
control (young), 2-7 and control (adults) of Annona emarginata and adults of Annona x atemoya
inhibited the activity of the fungus C. fructicola. Accessions 2, 4 and 5 (young), 2 and control
(adults) of Annona emarginata roots inhibited the activity of the fungus C. theobromicola. From
the results we can conclude that the alkaloid profile did not show differences between the

accessions of Annona emarginata, but the species showed promise in the bioprospecting of new
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molecules, as well as their bioactive effects.

Key words: Annonaceae, Anthracnose, Bioactivity, Liriodenine and Rootstock.
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1. INTRODUCAO

A variabilidade existente entre 0s organismos vegetais apresenta importante cenario a
ser explorado, especialmente no que se refere a moléculas sintetizadas pelo metabolismo
especializado. Metabdlitos especializados possuem caracteristicas e especificidades proprias,
sendo muitas vezes associados a defesa das plantas, protegendo-as de invasdes de patdgenos,
assegurando a sua manutencdo e sobrevivéncia no ambiente (KROYMANN, 2011;
PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011).

Dentre a diversidade de espécies vegetais que sintetizam metabolitos especializados, a
familia Annonaceae tem grande importancia. Além de serem economicamente importantes,
devido a producéo e comercializacdo de frutos, as espécies do género Annona tém sido bastante
utilizadas na investigacdo fitoquimica, revelando a presenca de metabolitos especializados,
como os alcaloides (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019; HONORIO et al., 2021; SOUSA
et al., 2019). Em espécies como Annona crassiflora, Annona macroprophyllata (= Annona
diversifolia) e Annona purpurea foram identificados alcaloides como a anonaina, anoretina,
xilopina, tetrahidropalmatrubina, estefalagina, talifolina, lirinidina, liriodenina, entre outros
(DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019; DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA,
2012; HONORIO et al., 2021; PENA-HIDALGO et al., 2021).

Cabe observar que embora as vérias espécies da familia Annonaceae sejam ricas em
metabolitos especializados, diversas apresentam suscetibilidade a pragas e doencas que afetam
raizes, caules, folhas, flores e frutos, como por exemplo a atemoia (Annona x atemoya) que é
sucetivel aos fungos causadores da antracnose (Colletotrichum spp.), sendo responsaveis por
perdas todos os anos na producgdo agricola (BASHA; BEGUM; RAGHAVENDRA, 2014;
JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

Dessa forma o uso de porta-enxertos tolerantes ao ataque de pragas e doencas representa
alternativa para reduzir os prejuizos em espécies dessa familia (ZACARONI et al., 2014). A
Annona emarginata tem sido bastante utilizada como porta-enxerto para Annona X atemoya
devido a sua tolerdncia a pragas e doencas, além de apresentar adaptacfes ambientais,
especialmente quanto a estresse por restricdo hidrica (BETTIOL NETO et al., 2006;
MANTOAN et al., 2016). Neste contexto, encontrar variagdes no perfil de alcaloides em
diferentes espécies ou acessos que estejam relacionadas a tolerdncia a patégenos, permitira a
obtencdo de matrizes mais adequadas para a producdo de mudas, alem da identificacdo de
metabolitos especificos da relacdo patégeno-hospedeiro.

Neste contexto, considerando-se a importancia do metabolismo especializado na

prospec¢do de moléculas bioativas e na compreensao de processos fisiologicos relacionados a
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mecanismos de defesa das plantas e a possibilidade de associacdo destes conhecimentos na
prética de producdo de mudas de qualidade, foi desenvolvido este trabalho com o objetivo de
encontrar diferencas na producdo de alcaloides em acessos (individuos) de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’, a fim de selecionar porta-enxertos para compor
plantio de matrizes para a copa atemoia (Annona x atemoya Mabb.) e que apresentem tolerancia
a estresses bioticos, como aos fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola. Nossa
hipotese € de que as espécies tolerantes (Annona emarginata) apresentam diferencas quimicas
no perfil de alcaloides, quando comparadas a espeécies suscetiveis (Annona x atemoya) bem

como efeito inibitdrio contra cepas de Colletotrichum fructicola e C. theobromicola.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Encontrar diferengas na producdo de alcaloides em acessos (individuos) de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’, a fim de selecionar porta-enxertos para
compor plantio de matrizes para a copa atemoia (Annona x atemoya Mabb.) e que apresentem

tolerancia a estresses bioticos, como aos fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola.

2.2. Objetivos especificos

Investigar as diferencas quimicas no perfil de alcaloides entre Annona emarginata
(tolerante) e Annona x atemoya (suscetivel).

Analisar se extratos de alcaloides de Annona emarginata e Annona X atemoya
apresentam atividade inibitoria contra cepas de Colletotrichum fructicola e C. theobromicola.

Identificar se as diferencas no perfil de alcaloides de diferentes acessos de Annona

emarginata permitem selecionar matrizeiros para a producédo de porta-enxerto para atemoia.

3. CAPITULO I: Revisdo da literatura

3.1. Familia Annonaceae Juss.

A familia Annonaceae possui cerca de 106 géneros e 2430 espécies (CHATROU et al.,

2018) distribuidas de forma pantropical, sendo considerada uma das familias de plantas mais

diversas em termos de riqueza de espécies e abundancia de individuos, desempenhando um
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importante papel ecologico em termos de diversidade de espécies, especialmente em
ecossistemas de florestas tropicais (CHATROU et al., 2012; COUVREUR et al., 2012; XUE
et al., 2018). Espécies da familia Annonaceae podem ser encontradas em florestas tropicais e
subtropicais, podendo ser classificadas em quatro subfamilias: Anaxagoreoideae,
Ambavioideae, Annonoideae e Malmeoideae, e subdividir essas subfamilias em 14 tribos
(CHATROU et al., 2012; GUO et al., 2017; LUCIO et al., 2015; XUE et al., 2018). No Brasil,
a familia Annonaceae € representada por cerca de 29 géneros e aproximadamente 370 espécies
(SA et al., 2019).

Dentre as principais caracteristicas morfoldgicas que podemos citar para as espécies da
familia Annonaceae, destacam-se por serem em sua grande maioria arvores, arbustos e
raramente lianas. Folhas simples, alternas, disticas (exceto Tetrameranthus), margem inteira,
estipulas ausentes, campilodroma ou broquidodroma. Flor solitaria ou em inflorescéncia
cimosa, axilar, extra-axilar, opositifélia, raramente terminal, ramiflora, cauliflora ou em ramo
flageliforme, mondclina, raramente androdidica, actinomorfas, heteroclamideas, sépalas 2, 3 ou
4, livres ou raramente conatas, valvares ou imbricadas, pétalas 6, raramente 3, 4, 8 ou 12,
geralmente em ciclos, subiguais a bastante diferentes entre si, livres ou raramente conatas,
valvares ou imbricadas, geralmente carnosas ou crassas; estames poucos a Nnumerosos,
espiralados, livres, conectivo dilatado em forma de disco, anteras rimosas, loceladas ou ndo,
carpelos poucos a numerosos, livres ou soldados na base, raramente conatos, estaminddios
raramente presentes, ovario supero, carpelos muitos, raramente poucos, évulos 1 a muitos,
basais ou marginais. Fruto apocarpico ou sincarpico, carpidios deiscentes ou indeiscentes,
sésseis ou estipitados, secos ou carnosos. Sementes as vezes ariladas, endosperma ruminado e
embrido diminuto (LOBAO et al., 2020).

Dentre os 106 géneros presentes na familia, podemos citar, Ambavia, Anaxagorea,
Annona, Asimina, Duguetia, Guatteria, Sapranthus, Tetrameranthus, Uvaria, Xylopia, entre
muitos outros (CHATROU et al., 2012). O género Annona é considerado um dos principais

géneros da familia, devido a sua importancia econémica.

3.2. Género Annona L.

O género Annona € considerado economicamente 0 mais importante da familia, devido
as suas propriedades alimenticias e medicinais (AL-GHAZZAWTI, 2019; ANAYA-ESPARZA
etal., 2020; CHOWDHURY et al., 2021; LEITE et al., 2020; NUGRAHA et al., 2019), sendo
difundido nas Indias Ocidentais, Américas, Africa, llhas do Pacifico e Sudeste Asiatico

(NUGRAHA et al., 2019). Este género inclui aproximadamente 162 espécies
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(AL-GHAZZAWI, 2019; CHOWDHURY et al., 2021) e no Brasil sdo encontradas 79 espécies
aceitas, das quais 24 sdo endémicas (MENDES-SILVA et al., 2020a). A origem da palavra
Annona é do latim e significa “colheita anual” (CHOWDHURY et al., 2021; SAO JOSE et al.,
2014).

Espécies do género Annona podem ser encontradas em forma de &rvores, lianas,
arbustos ou subarbustos. Folhas com nervura primaria impressa, plana ou proeminente na face
adaxial. Inflorescéncia supra-axilar, opositifélia, subaxilar ou terminal; uni a multiflora. Flor
geralmente bissexual; sépalas 3, valvares, livres ou conatas na base; pétalas 3 ou 6, pétalas
externas valvares, ou livres ou conatas na base ou completamente conatas formando estrutura
em forma de pas do hélice na parte dorsal, pétalas internas valvares, raramente imbricadas,
rudimentares ou ndo; estames numerosos, estaminddios ausentes, raramente presentes; carpelos
numerosos livres ou conatos, 6vulo 1, basal. Carpidios concrescidos em sincarpo carnoso,
raramente carpidios livres e indeiscentes ou parcialmente concrescidos. Sementes numerosas,
elipsoides a amplamente ovoides, sem arilo ou com arilo rudimentar (MENDES-SILVA et al.,
2020a).

Das espécies do género economicamente mais importantes e cultivadas, destacam-se as
Annona muricata (graviola), Annona x atemoya Mabb. (atemoia), Annona squamosa (pinha ou
fruta-do-conde) e Annona cherimola (cherimoia). No Brasil, inicialmente, apenas a pinha
(Annona squamosa) e a graviola (Annona muricata) eram anonaceas populares na maioria dos
Estados (LEMOS, 2014), porém com o passar dos anos, frutos de atemoia (Annona x atemoya
Mabb.) e cherimoia (Annona cherimola) também passaram a ser economicamente rentaveis
para a economia local. Outras espécies como Annona crassiflora (marolo) e Annona coriacea
podem ser encontradas nos cerrados brasileiros, norte de Minas Gerais e oeste da Bahia e,
apesar de ndo existirem cultivos comerciais, os frutos dessas duas espécies sdo colhidos
extrativamente e comercializados em centros consumidores locais (SAO JOSE et al., 2014).

Muitas dessas espécies destacadas, inclusive as economicamente rentaveis ao pais,
necessitam de técnicas de cultivos mais adequadas para a sua producdo, uma vez que, varias
doencas podem afetar as folhas, ramos, raizes, flores e frutos da gravioleira, atemoieira e
cherimoleira em diferentes etapas de seu desenvolvimento (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
2014). Neste contexto, 0 uso de porta-enxerto tolerantes como o araticum de terra-fria ([Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer “terra-fria”]), tem demonstrado bons resultados, sendo
utilizado como porta-enxerto para Annona x atemoya Mabb. a qual é altamente suscetivel e
devido a isso a enxertia acaba sendo o método de propagacdo mais efetivo para a espécie
(STENZEL; MURATA; NEVES, 2003). Isso faz com que ambas as espécies (araticum de terra-

fria e atemoia) merecam destaque quanto ao objetivo deste trabalho.
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3.2.1. Annonaemarginata (Schitdl.) H. Rainer

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, sinbnimo de Rollinia emarginata, é nativa da
América do Sul (MAAS et al., 2001), podendo ser encontrada no Paraguai, Bolivia, Argentina
e Brasil, atingindo porte de arvores com aproximadamente 15-18 metros (FEVRIER et al.,
1999).

Pode ser encontrada em forma de arbusto ou arvore. Folhas glabras ou esparsamente
adpresso-tomentosas em ambas as faces; peciolo 2-15 mm; ldmina 1-14 x 1-9cm,
estreitamente eliptica, eliptica, lanceolada ou estreitamente ovada, ovada, obovada, ou circular,
base cuneada, aguda a obtusa; nervacdo broquidédroma ou eucamptodroma. Inflorescéncia 1 — 3-
flora, opositifélia, supra-axilar ou raramente axilar. Flores verdes, quando maduras se
tornando amarelas & creme, com pedicelo 5-25 mm, bractea 0,3-1,5 mm, triangular ou eliptica,
sepalas 0,8-3,0 x 1,3-3,8 mm, elipticas a triangulares, gibosas ou ndo, pétalas externas em
forma de pés do hélice, 3,5-18 x 2-16 x 0,5-1,0 mm, suborbiculares a orbiculares ou estreita a
largamente obovadas, pétalas internas 1,2—4,6 mm; estames numerosos, 1-1,5 mm, carpelos
numerosos 0,7 mm, glabros. Fruto 1,5-3,5 x 1,3-2,5 cm, elipséide, globoso ou obovoide,
glabro, aréolas indistintas ou pulvinadas e sem delimitacdo entre os carpidios, carpidios 10-50;
sementes obvoides 6-15 x 3—7 mm, castanho-claras (MENDES-SILVA et al., 2020b).

No Brasil a espécie é conhecida como dois morfotipos, sendo Annona emarginata do
tipo “terra-fria” e Annona emarginata do tipo “mirim”, que apresentam diferentes
caracteristicas morfoldgicas observadas no campo, como variagfes no tamanho das folhas,
coloragéo das flores e aroma (OVILE MIMI et al., 2021). E além das diferentes caracteristicas
morfoldgicas, os locais de ocorréncia entre essas duas variagdes da espécie também ¢é relevante,
sendo a Annona emarginata do tipo “terra-fria” predominante em locais de elevadas altitudes,
acima de 950 metros, e originalmente estdo adaptadas a baixas temperaturas, e a Annona
emarginata do tipo “mirim” ocorre em regides baixas, normalmente proximas a cursos de agua
(BETTIOL NETO et al., 2006). A espécie e seus morfotipos (“terra-fria” ¢ “mirim”) sao
importantes na fruticultura, sendo frequentemente utilizadas como porta-enxertos para a
Annona x atemoya (DE ALMEIDA; DE ALENCAR; YAMANISHI, 2010).

Além da sua importancia na fruticultura, a espécie apresenta metabdlitos especializados
de interesse farmacoldgico. Moléculas como alcaloides e acetogeninas sdo sintetizadas e muitas
delas apresentam efeitos biolégicos comprovados. As cascas das raizes de Annona emarginata,
que sdo utilizadas para extragdo de acetogeninas e alcaloides, apresentam atividades

tripanocidas e leishmanicidas (FEVRIER et al., 1999). Extratos hexanicos, metandlicos e
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diclorometano de raizes, folhas, flores e frutos de Annona emarginata foram utilizados para
testar sua atividade antimicrobiana, apresentando resultados positivos (DOLAB et al., 2018).
Além de que, a presenca de terpenos volateis, como os 6leos essenciais, foi identificada em
Annona emarginata (CAMPOS et al., 2014).

3.2.2. Annona x atemoya Mabb.

A atemoia (Annona x atemoya Mabb.) é uma espécie economicamente importante,
cultivada em continentes tropicais e subtropicais, incluindo as Américas, Asia, Africa e
Australia (LI et al., 2019). Sua origem se deu a partir da hibridizacéo entre espécies de mesma
familia, sendo Annona squamosa (pinha) e Annona cherimola (cherimoia). O primeiro
cruzamento foi realizado por PJ Wester, um horticultor, nos Estados Unidos, em 1908
(MORTON, 1987). Os cultivares variam entre os paises, por exemplo, Estados Unidos da
América (Bradley, Page, Keller, Priestly, Stremer e Caves); Brasil (African Pride, Pink’s
Mammoth, Thompson e Gefner); Australia (Island Gem, Nielsen, Hillary White, Maroochy
Gold, Pink’s Mammoth e African Pride); Israel (Jennifer, Kabri, Malalai, African Pride e
Gefner) e Tailandia (Golden Flesh e Pet Pakchong) (AL KAZMAN; HARNETT,;
HANRAHAN, 2020).

Dentre as caracteristicas morfoldgicas, as arvores de atemoia se assemelham muito as
da cherimoia; com rapido crescimento, pode atingir 7,5-9 m, com galhos tipicamente caidos e
mais baixos tocando o solo. As folhas sdo caducas, alternadas, elipticas, coriaceas, menos
peludas que as da cherimoia; e até 15 cm de comprimento. As flores sdo de peddnculo longo,
triangulares, amarelas, com 6 cm de comprimento e 4-5 cm de largura. O fruto é cénico ou em
forma de coracdo, geralmente com 10 cm de comprimento e 9,5 cm de largura; alguns pesando
até 2,25 kg; verde-azulado claro ou verde ervilha, e ligeiramente amarelado entre as areolas. A
casca, com 3 mm de espessura, &€ composta por aréolas fundidas mais proeminentes e angulares
que as da pinha, com pontas arredondadas ou ligeiramente para cima; firme, flexivel e
indeiscente. A polpa perfumada e branca como a neve, de textura fina, quase solida, nao
visivelmente dividida em segmentos, com poucas sementes; doce e subacido ao mesmo tempo
e lembra o sabor da cherimoia. As sementes sdo cilindricas, com 2 c¢cm de comprimento e 8 mm
de largura; um marrom tao escuro que parece preto; duro e liso (MORTON, 1987).

Os frutos resultantes deste cruzamento sdo altamente saborosos, devido a polpa doce e
cremosa e ao sabor perfumado, quando totalmente maduras e apresentam alto teor de
carboidratos, acidos ascorbicos e nutrientes abundantes (LI et al., 2019; PAREEK et al., 2011).

Porém existem problemas que precisam ser resolvidos em pds-colheita, como a necessidade de
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maior controle da temperatura para evitar danos, seja por baixas ou elevadas temperaturas
(CORDEIRO et al., 2013). Além do que, os frutos das anonas, de maneira geral, sdo
caracterizados por elevadas taxas de respiracdo, sintese de etileno e contetdo de sélidos
solGveis sendo as principais causas da rapida deterioracdo dos frutos da atemoia (CORDEIRO
etal., 2013; PAREEK et al., 2011).

Além do interesse agrondmico, devido a producdo e comercializagdo de frutos, a
Annona x atemoya apresenta interesses farmacoldgicos, uma vez que sintetizam moléculas com
atividades biologicas diversas. Dentre as atividades biologicas, relatam-se propriedades
antioxidantes das folhas, devido a presenca de polifendis e alcaloides (MANNINO et al., 2020).
Extratos etandlicos e metandlicos de talos e folhas de atemoia foram avaliados quanto a acéo

antimicrobiana e antioxidante, apresentando resultados positivos (RABELO et al., 2014).

3.3. Metabolismo especializado

As plantas sdo organismos sésseis e, portanto, o seu crescimento e desenvolvimento séo
dependentes de capacidades biossintéticas altamente especializadas, no que se refere a sua
adaptacdo ao meio e defesa (LAURSEN; M@LLER; BASSARD, 2015). Como medida de
defesa, as plantas sintetizam metabdlitos especializados que desempenham papel importante na
interacdo das plantas com o0 meio ambiente, e em particular com seu meio biético, onde podem
servir como atrativos para polinizadores ou dispersores de sementes, na defesa contra inimigos
naturais, podendo inibir o crescimento e desenvolvimento de bactérias, fungos e virus, ou como
agentes aleloquimicos contra plantas vizinhas concorrentes. Dessa forma os metabdlitos
especializados representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; KROYMANN, 2011; PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011;
WINK, 2008). Essas moléculas sdo de grande importancia devido as suas atividades, podendo
dar origem a novos agentes terapéuticos ou biologicos (CORTES et al., 2014).

A adaptabilidade das plantas a estresses ambientais é considerada um comportamento
ecoldgico generalizado, intrinseco e implicito, sendo as respostas fisiologicas e bioquimicas da
planta ainda ndo totalmente compreendidas (YANG et al., 2018). Neste contexto, além da
existéncia de um controle genético, a biossintese de metabdlitos especializados pode sofrer
modificagdes resultantes da interacdo de processos bioguimicos, fisiologicos, ecoldgicos e
evolutivos. Diversos fatores sdo passiveis de tais modulagbes como o ciclo circadiano
(dia/noite), sazonalidade, disponibilidade hidrica, estadio de desenvolvimento da planta (idade),
temperatura, radiagdo ultravioleta, disponibilidade de macro e micronutrientes, altitude,

poluicdo atmosférica e injdrias decorrentes de ataque por patdgenos ou herbivoria, entre outros
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(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Em estudos realizados com Annona lutescens, ocorreu
variacdo no teor de metabolitos por influéncia da sazonalidade (CASTRO-MORENO et al.,
2013). A disponibilidade hidrica também afetou a biossintese em Annona crassiflora em
condicdes de seca e alagamento (HONORIO et al., 2021). De la Cruz-Chacén et al. (2012)
verificaram variaces em metabolitos especializados durante o desenvolvimento inicial de
plantulas de Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia), demonstrando que o estadio
de desenvolvimento da planta pode modular a biossintese. E ainda, considerando-se as
variacOes genéticas, Mimi et al. (2021) verificaram padrdes distintos na sintese de alcaloides
em dois morfotipos de Annona emarginata (‘terra-fria’ e ‘mirim’).

Os metabdlitos especializados séo sintetizados a partir do metabolismo primério das
plantas, o que os levou a serem chamados de metabolitos secundarios durante bastante tempo.
Porém, com o0 avanco das pesquisas e o conhecimento da diversidade desses metabolitos, como
também as suas funcbes ecoldgicas e o fato de como a capacidade de sintetizar tais metabdlitos
evoluiu em diferentes linhagens de plantas, representando adaptac6es a situacdes ecoldgicas
especificas, esses compostos passaram a serem denominados “metabolitos especializados”
(PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011).

Os avancos nos estudos do metabolismo especializado a partir de técnicas de separacao
de moléculas por placas preparativas TLC, Cromatografia Liquida (LC) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi possivel o isolamento desses metabolitos, que tiveram

as suas estruturas quimicas elucidadas por espectrometria de massa, espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e cristalografia de raios-X. Porém, devido a
abundancia e riqueza de espécies vegetais, pouco se sabe sobre a quantidade real existente
desses metabolitos, mas que provavelmente deve exceder 200.000, uma vez que, além das
fungdes ja conhecidas, muitos metabolitos especializados sdo intermediarios em vias complexas
e ndo sdao normalmente encontrados em altas concentragdes nos tecidos da planta que estéo

sendo examinados, evitando assim a deteccao e por isso esse valor (200.000) pode ser
considerado uma subestimacgéo grosseira (PICHERSKY; LEWINSOHN, 2011; WINK, 2008).

Quimicamente, os metabolitos especializados podem ser divididos em trés grupos,
sendo os terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados (alcaloides) (TAIZ et al.,
2017), sendo que o primeiro compreende a maior classe dos metabdlitos especializados, com
mais de 30.000 moléculas identificadas, seguido pelos compostos nitrogenados com mais de
20.000 substancias (MATSUURA et al., 2018). E devido a grande diversidade estrutural
presente nesses metabdlitos, muitos deles passaram a ser estudados para fins terapéuticos,
quando isolados e testados, sendo considerados produtos naturais ou até mesmo sintetizados

em laboratério de forma modelada ou derivada, compreendendo 40% de todos os medicamentos
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aprovados entre 1981 e 2014 (NEWMAN; CRAGG, 2016). Portanto, as plantas passaram a
desempenhar um papel de destaque nas indutrias farmacéuticas, e também sendo utilizadas para
fins ndo medicinais, bastante empregadas na indudstria quimica, alimentar, corantes, perfumes e
cosméticos.

No que diz respeito a sintese de moléculas especializadas a familia Annonaceae, em
especial o género Annona, e fitoquimicamente reconhecida pela presenca de metabolitos
especializados, entre eles as acetogeninas (AGUILAR-HERNANDEZ et al., 2020; DURAN-
RUIZ et al., 2019), dleos essenciais (GYESI; OPOKU; BORQUAYE, 2019; NAIK;
SELLAPPAN, 2020), flavonoides (NGUYEN et al., 2020; NOVAES; FERREIRA; SANTOS,
2018) e os alcaloides (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019a; DE LA CRUZ-CHACON et al.,
2011; DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012), sendo que estes ultimos

sdo objeto deste trabalho de investigacao.

3.3.1. Alcaloides e 0 género Annona

Os alcaloides sdo um grupo de moléculas cuja estrutura quimica apresenta pelo menos
um atomo de Nitrogénio (N) (HASHIMOTO; YAMADA, 1994), baixo peso molecular e que
apresenta potencial hidrogeniénico (pH) principalmente basico, mas também pode incluir
alguns grupos de moléculas de pH neutro ou &cido. Essas moléculas podem ser sintetizadas por
uma grande variedade de organismos, como fungos, bactérias e plantas, sendo encontrados em
cerca de 20% das espécies vegetais e que frequentemente exibem atividades fisioldgicas
(FACCHINI, 2001; HUGHES; SHANKS, 2002; ROY, 2017).

Por ser um grupo com grande variedade de estruturas quimicas, os alcaloides foram
classificados em quatro diferentes grupos, de acordo com a sua origem biogenética, sendo 0s
alcaloides derivados de aminoacidos (ornitina/arginina, lisina, histidina, fenilalanina/tirosina,
triptofano e os &cidos antranilicos e nicotinicos), alcaloides purinicos (derivados de bases
nitrogenadas), os alcaloides terpénicos aminados e os alcaloides policetideos (LOYOLA-
VARGAS; GALAZ-AVALOS; KU-CAUICH, 2007).

A diversidade estrutural dos alcaloides confere um enorme campo a ser explorado
devido aos seus efeitos terapéuticos, em pequenas quantidades. Porém em muitos casos eles
podem ser altamente toxicos, uma vez que garantem a sobrevivéncia de muitos organismos
vegetais contra microorganismos, insetos e herbivoros e também contra plantas vizinhas por
meio de compostos quimicos alelopaticamente ativos (ROY, 2017). Ao todo, se conhecem
cerca de 20.000 alcaloides, além dos aminoécidos néo proteicos (700 estruturas), aminas (100

estruturas), glicosideos cianogénicos (60 estruturas), glucosinolatos (100 estruturas),
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alquilamidas (150 estruturas), bem como lectinas e outros peptideos (2000 estruturas)
(SCHAFER; WINK, 2009).

No que se diz respeito as atividades terapéuticas desses metabolitos, podemos citar
atividades anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobinanas, larvicidas, antifingicas, anti-
amebiano e citotoxica (AL-GHAZZAWI, 2019; COSTA et al., 2013; DA CRUZ et al., 2011,
DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019a; DIAZ-GODINEZ et al., 2020; JUSTINO et al., 2021;
PENA-HIDALGO et al., 2021), sendo que muitas dessas atividades estdo relacionadas a
alcaloides especificos da familia Annonaceae.

Espécies da familia Annonaceae sintetizam diversos alcaloides, como a liriodenina, que
sdo relatadas em estudos com Annona cacans (SAITO; OLIVEIRA, 1994; SOUSA et al.,
2019), Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia) (DE LA CRUZ-CHACON et al.,
2011; DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012), Annona X atemoya Mabb.
(RABELO et al., 2015), Annona pickelii (DUTRA et al., 2012), Annona rugulosa
(VENDRAMIN et al., 2013), Annona foetida (COSTA et al., 2011), Annona salzmannii e
Annona vepretorum (DA CRUZ et al., 2011; DE OLIVEIRA TELES et al., 2015).

A liriodenina, embora seja abundante nas espécies da familia Annonaceae, como por
exemplo em Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia), podendo atingir até 0,2% do
seu peso seco, também ja foi isolada das familias Araceae, Lauraceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae, Monimiaceae, Papaveraceae, Rhamnaceae e Ranunculaceae (DE LA CRUZ
CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012).

Entre as atividades biol6gicas da liriodenina podemos citar a acdo antimicrobiana,
antifangica (DE LA CRUZ-CHACON et al., 2011; LEVORATO VINCHE et al., 2020),
neurotdxica e citotoxicas (MAJRASHI et al., 2021). Nas plantas a liriodenina apresenta um
papel fundamental, desde o desenvolvimento inicial de plantulas de Annona macroprophyllata
(= Annona diversifolia), uma vez que durante a germinagdo, ocorre frequentemente ataque por
fungos, causando danos ao embrido. Nas sementes capazes de germinar, se verifica diminuicéo
da populacgéo fungica a medida que o embrido se desenvolve, fendmeno o qual coincide com a
emergéncia da plantula e aumento da liriodenina (DE LA CRUZ-CHACON et al., 2011; DE
LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012).

Os alcaloides, de maneira geral, quando elucidados e testados seus efeitos bioldgicos,
podem apresentar respostas positivas para o tratamento de diversas doengas, como ja citadas.
Em uma revisdao de Egydio-Branddo, Novaes e Santos (2017), foi possivel identificar 70
alcaloides relatados para espécies do género Annona entre 2005 e 2016, porém destes, menos
de 30% haviam sido investigado quanto a sua atividade bioldgica, o que confere um excelente

campo a ser explorado. Sendo assim, considerados promissores ndo sé para elucidacdo de novos
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compostos, mas também, para a descoberta de novas outras atividades bioldgicas (EGYDIO-
BRANDAO:; NOVAES:; SANTOS, 2017).

O género Annona é bastante utilizado na medicina popular para diferentes tratamentos,
por ser uma fonte rica em metabdlitos especializados, que foram isolados e identificados em
diferentes partes da planta, podendo ser utilizado para diversos tratamentos. Alcaloides isolados
de espécies do género Annona foram testados contra diversas enfermidades, tais como
potenciais fontes de agentes leishmanicidas quando extraidos de Annona squamosa L. (VILA-
NOVA et al., 2011). Annona cherimola e Annona x atemoya tiveram efeitos positivos como
antioxidantes e também efeitos quimio-preventivos (MANNINO et al., 2020). Annona
crassiflora foi descrita como potencial agente antitumoral (JUSTINO et al., 2021). Como efeito
antifingico Annona purpurea e Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia)
apresentaram efeitos inibitorios significativos (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019a; DE LA
CRUZ-CHACON et al., 2011). E Annona senegalensis apresentou efeitos inibitérios em
atividades anti-inflamatéria (TAMFU et al., 2021).

Dentre a diversidade de alcaloides encontradas no género Annona, podemos citar a
Anonaina, Asimilobina, Liriodenina, Lanuginosideo, Stepharine e Pronuciferina identificadas
em folhas de Annona cherimola e Annona x atemoya (MANNINO et al., 2020). Justino et al.
(2021) identificaram os seguintes alcaloides em casca de frutos de Annona crassiflora:
Anonaina, Isopolina, Isoboldina, Isocoridina, Liriodenina, Estefalagina, Nuciferina,
Aterospermidina e Xilopina.

Em raizes, caules e folhas de Annona purpurea foram identificados diversos alcaloides,
como Trimetoxiisoquinolina, Talifolina, Lirinidina, Anonaina, Tetrahidroisoquinolina, N-
Metillaurotetanina, 2-(Metilamino)-3-fenilindol, Papaverina, Reticulina, Nuciferina,
Annomontine, Xilopina, Glaucina, Talicsimidina, Puterina, Talbaicalidina, Talimicrinona,
Magnoflorina, Isocoridina, Liriodenina, 7-Hidroxidesidroglaucina, 7-
Hidroxidesidrotalicosimidina e Oxopurpureina, sendo que estes foram identificados sob
influéncia do ciclo anual (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019a).

A diversidade de alcaloides é tdo ampla quanto as espécies do género Annona € a sua
identificacdo, bem como a concentracdo podem facilmente serem moduladas por fatores
decorrentes do ciclo anual da planta, devido a sazonalidade, como também da diferenciacdo dos
6rgdos ou estruturas da planta analisada. Estudos realizados com Annona macroprophyllata (=
Annona diversifolia) identificaram a presenca da Liriodenina desde o processo de embebicéo
das sementes, até o desenvolvimento inicial de plantula em pelo menos algumas das estruturas
(endosperma, embrido, raiz e caule) em alguma fase do desenvolvimento (DE LA CRUZ
CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012).
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A presenca e modulacdo da concentracdo de alcaloides nos individuos vegetais, apresentam
um papel evolutivo e ecoldgico de adaptacdo ao meio ambiente, como também em resposta a
ataques por patdgenos. No entanto, embora o género Annona apresente grande numero de
compostos com atividade bioldgica, € comum o relato de ataque por fungos, seja em plantas

adultas ou em condigdes de viveiro ou no pos-colheita.

3.4. Fungos fitopatogénicos e o género Annona

Dentre os organismos que podem ser considerados fitopatogénicos de plantas, podemos
incluir os fungos, bactérias, virus, nematéides e protozoarios (DE LA CRUZ CHACON;
GONZALEZ-ESQUINCA, 2015). Estes organismos podem apresentar enfermidades para as
plantas, muitas vezes levando a morte do individuo, sendo responsaveis por diversas perdas
todos os anos na producdo agricola (BASHA; BEGUM; RAGHAVENDRA, 2014;
JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014). Para o género Annona, os fungos fitopatogénicos tém
provocado danos consideraveis, causando grandes perdas. Esses fungos podem afetar diferentes
partes da planta acarretando em morte de galhos e ramos, necrose de folhas e caules jovens,
queda de flores e frutos (especialmente de frutos jovens) e apodrecimento de frutos maduros
(ALVAREZ etal., 2014).

Espécies como Annona muricata, Annona squamosa, Annona cherimola e Annona X
atemoya sdo altamente suscetiveis a fungos fitopatdgenos, podendo-lhes causar doengas como,
antracnose (Colletotrichum spp.), podriddo de raizes (Rhizoctonia solani, Pythium sp.,
Phytophthora spp., Cylindrocladium clavatum), cancrose (Albonectria rigidiuscula, sin.
Calonectria rigidiuscula, Nectria rigidiuscula), cancro depressivo ou cancrose da gravioleira
(Phomopsis sp.), podriddo-parda dos frutos da gravioleira (Rhizopus stolonifer) e podridao-
preta-do-fruto da gravioleira (Phytophthora sp.) JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

De modo geral as doencas fungicas podem ser controladas com uso de fungicidas
quimicos, porém o uso de forma indiscriminada tem representado uma grande ameaca a salude
humana e ao meio ambiente, resultando em polui¢do ambiental, perturbando a biodiversidade,
causando surtos de pragas secundarias, desenvolvendo resisténcia a patégenos e contaminando
a cadeia alimentar no ecossistema (BASHA; BEGUM; RAGHAVENDRA, 2014;
HERNANDEZ-GUERRERO et al., 2020). Devido a isso, novos estudos passaram a visar 0 uso
de produtos alternativos, como o0s extratos vegetais, que possuem metabdlitos especializados,
como uma alternativa para o controle de fitopatdgenos. Esses metabolitos especializados
possuem taxas de biodegradacdo mais rapidas, seja por serem rapidamente hidrolisados ou por
apresentarem maior taxa de absor¢do (EKSTEEN et al., 2001; LEISS et al., 2011).
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A atividade bioldgica de alcaloides extraidos de Annona muricata e Annona purpurea
e testados em cepas de fungos fitopatogénicos de espécies do género Annona, apresentaram
respostas positivas na inibicdo de Colletotrichum siamense, Colletotrichum fructicola e
Colletotrichum  gloeosporioides Penz., (DE-LA-CRUZ-CHACON et al.,, 2019a;
HERNANDEZ-GUERRERO et al., 2020; RUBIO-MELGAREJO et al., 2020).

3.4.1. Colletotrichum spp.

Dentre os fungos fitopatogénicos, o género Colletotrichum é de grande importancia,
uma vez que praticamente todas as culturas cultivadas em todo o0 mundo sdo suscetiveis a uma
ou mais espécies de Colletotrichum (DEAN et al., 2012). A antracnose, causada por
Colletotrichum spp., é considerada a doenca fangica mais importante das espécies da familia
Annonaceae, causando perdas de 53% até 70% em periodos de chuvas prolongadas durante a
floracéo e producéo de frutos (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014). Esses fungos apresentam
distribuicdo principalmente tropical e subtropical, embora existam algumas espécies que afetam
as culturas de clima temperado (DEAN et al., 2012).

Os sintomas da doenca podem ser observados nas folhas, ramos, flores e frutos, sendo
que nas folhas sdo caracterizados por lesGes irregulares, de cor escura e centro claro, que
ocorrem tanto no limbo como nas nervuras. As folhas podem ficar deformadas e ainda cair,
causando desfolhamento das plantas atacadas. Além disso, a antracnose pode acarretar em
lesbes necroticas limitadas, bem como podridBes da copa e do caule, ferrugem das mudas, entre
outras (CANNON et al., 2012; JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).

Os critérios para identificacdo das espécies de Colletotrichum sdo por base em
morfologia descritiva, a partir da forma, tamanho dos conidios, germinacdo dos conidios, forma
e dimensdes de apressorios, presenca ou auséncia de cerdas e aspecto da colénia (CANNON et
al., 2012). Porém, aspectos morfoldgicos descritivos podem ser extremamente variavel, o que
torna a identificacdo ndo confidvel, impedindo uma identificacdo correta de muitas espécies de
Colletotrichum, uma vez que a correta identificacdo das espécies de Colletotrichum é essencial
para um entendimento preciso da epidemiologia da doenca e para o desenvolvimento de
estratégias de controle mais eficientes (BORGES et al., 2021; PHOULIVONG, 2011). Nesse
contexto, as analises filogenéticas envolvendo as informagdes da sequéncia de nucleotideos de
regides gendmicas distintas, em associacdo com caracteristicas morfoldgicas, sdo capazes de
fornecer descri¢bes mais precisas das espécies de Colletotrichum (VIEIRA et al., 2020).

Nas espécies do género Annona possivel identificar algumas espécies de fungos do

género Colletotrichum causando antracnose. Costa et al., (2019) conseguiram identificar nove
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espécies de Colletotrichum (Colletotrichum theobromicola, Colletotrichum siamense,
Colletotrichum tropicale, Colletotrichum fructicola, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum  brevisporum, Colletotrichum cliviae, Colletotrichum gigasporum e
Colletotrichum karstii) infectando Annona muricata e Annona squamosa L., sendo que dessas
espécies, seis (Colletotrichum fructicola, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum
karstii, Colletotrichum siamense, Colletotrichum theobromicola e Colletotrichum tropicale) ja
haviam sido reportadas por outros autores, estando associadas a antracnose em espécies do
género Annona (ALVAREZ et al., 2014; DAMM et al., 2012; ROJAS et al., 2010;
UDAYANGA et al., 2013; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). No Brasil, apenas
Colletotrichum boninense, Colletotrichum fructicola, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum theobromicola e Colletotrichum magna foram identificados como agentes
causais da antracnose em culturas de Annona squamosa e Annona muricata (COSTA et al.,
2019; KAMEI et al., 2014).

Os aspectos fitossanitarios dos pomares sdo de grande importancia para a garantia da
manutencao das culturas no campo e os cuidados se iniciam com a escolha do porta-enxerto a
ser utilizado (KAVATI et al., 2013).

3.5. Porta-enxertos de Annona

As espécies de Annona, de maneira geral, sdo altamente suscetiveis as podridGes de
raizes e de colo e 0 aumento das areas de producéo de frutos vem favorecendo o aparecimento
de novas pragas e doencas coevoluidas em outras espécies de anonaceas nativas e introduzidas,
por meio de mudas e sementes contaminadas, o que dificulta a propagacdo. Sendo assim, 0 uso
de porta-enxerto tolerante as pragas e doencgas tornou-se uma alternativa para reduzir os
prejuizos decorrentes do ataque destes patdgenos, permitindo também maior adaptabilidade da
copa ao meio (BETTIOL NETO et al., 2006; COSTA; BUENO; FERREIRA, 2011; DE
ALMEIDA; DE ALENCAR; YAMANISHI, 2010; ZACARONI et al., 2014).

Vérias doencas podem afetar as folhas, ramos, raizes, flores e frutos de espécies
comerciais como, Annona muricata, Annona squamosa, Annona cherimola e Annona X
atemoya em diferentes etapas de seu desenvolvimento (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014).
Dessa forma, espécies tolerantes a pragas e doencas, que afetam espécies do género, vem sendo
utilizadas como porta-enxertos para espécies suscetiveis. Estudos realizados com Annona
emarginata (araticum de terra-fria) e Annona mucosa (biriba) como porta-enxertos para Annona
x atemoya (Thompson) demonstraram melhores resultados de enxertia para o araticum de terra-
fria, quando comparados com o biribd (DE ALMEIDA; DE ALENCAR; YAMANISHI, 2010).
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Ja as espécies de Annona squamosa e Annona glaba foram utilizadas como porta-enxerto para
espécies de Annona x atemoya (Gefner) e dentre os métodos de enxertia, apenas o0 método de
garfagem fenda cheia obteve sucesso para ambas as espécies usadas como porta enxerto para
atemoia (Gefner) (LEITE et al., 2013). E Annona mucosa, Annona montana, Annona muricata
e Annona crassiflora, ja foram utilizadas como possiveis porta enxertos para Annona muricata,
porém apenas a Annona mucosa e Annona muricata apresentaram melhores resultados de
enxertia para Annona muricata (ZACARONI et al., 2014).

Dentre as espécies mencionadas como possiveis porta-enxertos para espécies do género
Annona, os morfotipos de Annona emarginata (“terra-fria” e “mirim”) se tornaram importantes
na agricultura, sendo frequentemente utilizadas como porta-enxertos para espécies como a
Annona x atemoya (DE ALMEIDA; DE ALENCAR; YAMANISHI, 2010), uma vez que
apresentam resisténcia a diversos patégenos que atacam a raiz e o colo da planta (BETTIOL
NETO et al., 2006) além de que, o morfotipo “terra-fria” apresenta tolerancia a solos secos e
diferentes adaptacdes ambientais (MANTOAN et al., 2016), conferindo assim uma vantagem,
do ponto de vista agrondmico. Porém, apesar das suas vantagens como porta-enxertos, 0
araticum-mirim induz nanismo das copas de atemoia. J& o araticum de terra-fria induz maior
vigor a copa, quando comparadas as plantas enxertadas sobre o araticum-mirim. Alguns
produtores acreditam que as mudas enxertadas sobre araticum de terra-fria ndo apresentam boa
performance em regides mais quentes, devido ter sua origem em regibes mais frias
(BONAVENTURE, 1999).

No entanto, apesar da espécie Annona emarginata apresentar bons resultados de
enxertia, devido a sua toleréncia a algumas pragas e doencas (BETTIOL NETO et al., 2006),
além de sintetizar metabdlitos especializados com atividades biologicas (DOLAB et al., 2018;
FEVRIER et al., 1999), tais metabdlitos da espécie ainda ndo foram testados em cepas de

Colletotrichum spp., principal género causador de antracnose em Annona.
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4. CAPITULO II: Diversidade de alcaloides em acessos de Annona emarginata morfotipo
terra-fria (araticum de terra-fria) visando selecdo de matrizes como porta-enxerto

para Annona x atemoya (atemoia) var. ‘Thompson’ com tolerancia fungica
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Diversidade de alcaloides em acessos de Annona emarginata morfotipo terra-fria
(araticum de terra-fria) visando sele¢cdo de matrizes como porta-enxerto para Annona x

atemoya (atemoia) var. ‘Thompson’ com tolerancia fungica

Gustavo Cabral da Silva e colaboradores

RESUMO - A atemoia (Annona x atemoya Mabb.) é um fruto de elevado valor comercial no
Brasil e exterior, e que apresenta importante potencial para expansao da fruticultura em areas
tropicais e subtropicais. No entranto, a produ¢do de atemoia € altamente propensa a perdas no
campo devido a elevada suscetibilidade a doencas fungicas, como a antracnose, o que justifica
a busca por porta-enxertos tolerantes a este tipo de estresse. A espécie Annona emarginata tem
proporcionado resultados satisfatorios como porta-enxerto para a atemoia devido a
compatibilidade, carateristicas fisiologicas de produtividade e tem sido apontada como possivel
estratégia para reduzir as perdas decorrentes do ataque de patdégenos, sendo uma promissora
fonte de alcaloides antiflngicos. Neste contexto, a fim de selecionar porta-enxertos promissores
de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’ para comporem pomar de
matrizes para a copa atemoia (Annona x atemoya Mabb.), individuos adultos e jovens foram
investigados quanto a producao de alcaloides totais, perfil de alcaloides por espectrometria de
massa (ESI-MS) e RMN (*H, C, COSY, HSQC e HMBC) e atividade antiflingica contra
Colletotrichum fructicola e C. theobromicola. As anélises permitiram identificar pela primeira
vez os alcaloides lisicamina, nornuciferina e oxoxylopina em Annona emarginata, além da
confirmacdo dos alcaloides anonaina, asimilobina, liriodenina, reticulina e Xylopina
anteriormente relatados. Plantas jovens (mudas) apresentam abundéancia dos alcaloides
anonaina e liriodenina e as adultas de reticulina, no entanto, 0s acessos (jovens e adultos) ndo
diferiram em relacdo ao perfil dos alcaloides. Em relacdo ao potencial antifungico, as amostras
de raizes dos acessos 1, 2, 4, 5, 7 e controle (jovens), 2-7 e controle (adultos) de Annona
emarginata e adultos de Annona x atemoya apresentaram maior atividade contra o fungo C.
fructicola. Para o fungo C. theobromicola, os acessos 2, 4 e 5 (jovens), 2 e controle (adultos)
de raizes de Annona emarginata também apresentaram atividade de inibicdo. Conclui-se que
ha estabilidade no perfil de alcaloides entre os acessos de Annona emarginata, porém a
concentracdo desses metabolitos varia em funcdo do estddio de desenvolvimento das plantas,
além disso os resultados confirmam o uso da Annona emarginata como porta-enxerto devido a
presenca de importantes alcaloides antifungicos, e destacam alguns acessos promissores devido

a tolerancia a dois importantes fungos relacionados a antracnose.
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Alkaloid diversity in accessions of Annona emarginata morphotype terra-fria (terra-fria
araticum) aiming selection of matrices as rootstock for Annona x atemoya (atemoia) var.

"Thompson'

Gustavo Cabral da Silva and collaborators

ABSTRACT - The atemoya (Annona x atemoya Mabb.) is a fruit of high commercial value in
Brazil and abroad, and which has important potential for expanding fruit production in tropical
and subtropical areas. However, atemoya production is highly prone to field losses due to its
high susceptibility to fungal diseases such as anthracnose, which justifies the search for
rootstocks tolerant to this type of stress. The species Annona emarginata has provided
satisfactory results as a rootstock for atemoya due to compatibility, physiological characteristics
of productivity and has been identified as a possible strategy to reduce losses resulting from the
attack of pathogens, being a promising source of antifungal alkaloids. In this context, in order
to select promising rootstocks of Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer morphotype 'terra-
fria' to compose a matrix orchard for the atemoya canopy (Annona x atemoya Mabb.), adult and
juvenile individuals were investigated. as for the production of total alkaloids, alkaloid profile
by mass spectrometry (ESI-MS) and NMR (*H, *3C, COSY, HSQC and HMBC) and antifungal
activity against Colletotrichum fructicola and C. theobromicola. The analyzes made it possible
to identify for the first time the alkaloids lysicamine, nornuciferine and oxoxylopine in Annona
emarginata, in addition to confirming the previously reported alkaloids anonaine, asimilobin,
liriodenine, reticulin and xylopine. Young plants (seedlings) present an abundance of anonaine
and liriodenine alkaloids and the adults of reticulin, however, the accessions (young and adults)
did not differ in relation to the alkaloid profile. Regarding the antifungal potential, root samples
from accessions 1, 2, 4, 5, 7 and control (young), 2-7 and control (adults) of Annona emarginata
and adults of Annona x atemoya showed greater activity against the fungus C. fructicola. For
the fungus C. theobromicola, accessions 2, 4 and 5 (young), 2 and control (adults) of Annona
emarginata roots also showed inhibition activity. It is concluded that there is stability in the
alkaloid profile among the accessions of Annona emarginata, however the concentration of
these metabolites varies according to the stage of development of the plants, in addition the
results confirm the use of Annona emarginata as rootstock due to the presence of important
antifungal alkaloids, and highlight some promising accessions due to tolerance to two important

fungi related to anthracnose.

Keywords: Annonaceae, bioactivity, liriodenin, mother plant, seedling production, specialized
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metabolism.
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4.1. Introducéo

A diversidade de organismos vegetais no ambiente terrestre confere caracteristicas
proprias a cada espécie, que tém forte influéncia do metabolismo especializado das plantas. Os
metabolitos especializados contribuem para a manutencdo e sobrevivéncia do organismo
vegetal, exibindo respostas de defesa a estresse biGtico e abidtico, de sustentacdo, e como
atrativo ou repelente a insetos (WINK, 2008). Diferente do metabolismo primario que é comum
aos vegetais, o metabolismo especializado é especifico a determinados grupos de plantas
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; WINK, 2008).

Na familia Annonaceae um dos principais grupos de metabdlitos encontrados é o dos
alcaloides, com relatos de cerca de 934 alcaloides, dos quais aproximadamente 99 apresentam
atividades bioldgicas (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019; LEVORATO VINCHE et al.,
2020; LUCIO et al., 2015) e possuem importante papel nas funcdes fisioldgicas, ecoldgicas
e/ou evolutivas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; WINK, 2008).

O género Annona, economicamente importante devido ao valor comercial dos frutos,
apresenta abundancia de alcaloides, com 70 compostos relatados em diferentes espécies e
destes, menos de 30% foram investigados quanto a sua atividade bioldgica, o que confere
excelente campo a ser explorado (EGYDIO-BRANDAO; NOVAES; SANTOS, 2017). Alguns
exemplos de espécies com estudos de alcaloides sdo a Annona cacans (SAITO; OLIVEIRA,
1994; SOUSA et al., 2019a), Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia) (DE LA
CRUZ-CHACON et al., 2011; DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012),
Annona x atemoya Mabb. (RABELO et al., 2015), Annona pickelii (DUTRA et al., 2012),
Annona rugulosa (VENDRAMIN et al., 2013), Annona foetida (COSTA et al., 2011a), Annona
crassiflora (HONORIO et al., 2021), Annona sylvatica (CORREA et al., 2022) e Annona
emarginata morfotipos terra-fria e mirim (OVILE MIMI et al., 2021)

A abundancia e diversidade de alcaloides no género Annona sugere estudos para a
compreensdo das relagdes fisioldgicas, ecoldgicas e/ou evolutivas das diferentes espécies com
o meio (DURAN-RUIZ et al., 2019) e representa importante alternativa na prospec¢io por
moléculas bioativas, tanto de interesse medicinal (LEVORATO VINCHE et al., 2020) como
agrondmico, visando a industria de agroquimicos e o manejo fitossanitario das culturas. Além
disso, a bioprospeccdo por novas moléculas bioativas é importante ferramenta na busca por
espécies que apresentem maior tolerancia a estresses bidticos, e que possam ser empregadas
como porta-enxerto para espécies comerciais suscetiveis a patdgenos (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 2014).

A atemoia (Annona x atemoya Mabb.) apresenta elevado valor comercial no mercado
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interno e externo devido a qualidade dos frutos (AL-GHAZZAWI, 2019; ANAYA-ESPARZA
et al., 2020; CHOWDHURY et al., 2021; LEITE et al., 2020; NUGRAHA et al., 2019), que
possuem polpa doce (cerca de 31 °Brix), cremosa, de sabor perfumado, com alto teor de
carboidratos, acidos ascorbicos e nutrientes (LI et al.,, 2019; PAREEK et al., 2011). A
propagacdo da atemoia é realizada por enxertia, com clones selecionados, a fim de garantir as
carateristicas agronémicas das espécies comerciais. E devido a elevada suscetibilidade a pragas
e doencas (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014) a busca por porta-enxertos tolerantes tornou-se
uma constante para reduzir os prejuizos decorrentes do ataque de patdogenos (ZACARONI et
al., 2014). Deste modo, encontrar espécies ou acessos que apresentem tolerancia a estresse
bidtico é imprescindivel para a formacao de pomares com pool de matrizes seletas, destinadas
a producdo de porta-enxertos para espécies comerciais.

Espécies como Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’, A.
mucosa, A. squamosa e A. glaba foram avaliadas como porta-enxertos para atemoia (BARON;
GIMENEZ; FERREIRA, 2018; DE ALMEIDA; DE ALENCAR; YAMANISHI, 2010; LEITE
et al., 2013). A A. emarginata (morfotipo ‘terra-fria’) destaca-se por apresentar tolerancia a
estresses abidticos, como solos secos e diferentes adaptacbes ambientais e elevada
compatibilidade com a atemoia (BARON et al., 2017, 2019; MANTOAN et al., 2016), além
de relatos de tolerancia a diversos patégenos que atacam a raiz e o colo da planta (BETTIOL
NETO et al., 2006). No entanto, embora existam citacdes de que A. emarginata € tolerante a
estresse bidtico e de que biossintetiza alcaloides como anonaina, asimilobina, liriodenina e
reticulina (FEVRIER et al., 1999; NIETO, 1986; OVILE MIMI et al., 2021), até 0 momento
nao foram encontrados relatos de atividade biol6gica com extratos desta espécie contra fungos
fitopatogénicos que causam danos em Annona.

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum spp., € uma das
principais doencas que acometem as anonas (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014). Os fungos
Colletotrichum gloeosporioides Penz. (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019), bem como C.
fructicola e C. theobromicola prevalentes em Alagoas (COSTA et al., 2019), sdo exemplos que
provocam danos em pomares de Annona spp. Alcaloides extraidos de Annona purpurea e
extrato aquoso de Annona reticulata apresentaram respostas positivas na inibicdo de
Colletotrichum gloeosporioides Penz. (BAUTISTA-BANOS; HERNANDEZ-LOPEZ;
BARRERA-NECHA, 2000; DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019).

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi encontrar diferencas na producéo de
alcaloides em acessos (individuos) de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-
fria’, a fim de selecionar porta-enxertos para compor plantio de matrizes para a copa atemoia

(Annona x atemoya Mabb.) e que apresentem tolerancia a estresses bidticos, como aos fungos
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Colletotrichum fructicola e C. theobromicola; o que também podera ser importante para o

isolamento de moléculas bioativas promissoras para a industria agricola ou famacéutica.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi iniciado a partir da selecdo de 8 (oito) acessos de plantas adultas de
araticum de terra-fria ([Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer’ morfotipo “terra-fria”])
realizada pelos tecnicos responsaveis pelo viveiro da Coordenadoria de Assisténcia Técnica e
Integral (CATI) em S&o Bento do Sapucai — SP, em &rea com aproximadamente 250 matrizes,
que sdo usadas anualmente como porta-enxerto para a enxertia de atemoia (Annona x atemoya
Mabb. var. ‘Thompson’).

Para a selecéo dos acessos adultos foi observado o vigor das plantas, a capacidade de
producdo de frutos e a auséncia de doengas durante aproximadamente 10 anos. De cada um dos
acessos foram coletadas sementes e produzidas mudas.

Das plantas adultas e das mudas foram coletadas raizes e folhas que foram secas em
temperatura ambiente (25°C +/- 2 °C) por 15 dias e armazenadas até a realizacdo das analises
referentes a quantificacdo de alcaloides totais, identificacdo de alcaloides e testes de
bioatividade.

Além dos acessos, raizes e folhas de plantas adultas de atemoia (Annona x atemoya
Mabb. var. ‘Thompson’) enxertadas em araticum de terra-fria foram coletadas no Sitio
Paraizinho em Pardinho — SP para as analises de composicdo de alcaloides e teste de
bioatividade.

Todas as plantas foram marcadas em campo e georreferenciadas com auxilio de GPS
(GPSMAP® 62 - GARMIN). O material vegetal esta depositado no Herbario “Irina Delanova
Gemtchujnicov” (BOTU), Instituto de Biociéncias (IB), Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP) Campus Botucatu, sob o registro N° 28233 (Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer’ morfotipo ‘terra-fria’) e N° 27600 (Annona X atemoya Mabb. var.
Thompson).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 36 tratamentos, em
esquema fatorial 9 x 2 x 2 (9 acessos de Annona emarginata x 2 estadios de desenvolvimento
— plantas adultas e jovens x 2 6géos - raizes e folhas) e 4 (quatro) repetigdes.

Os tratamentos denominados de acessos, foram constituidos de 8 (oito) plantas adultas

previamente selecionadas (acessos) e um controle, constituido por pool de 20 plantas
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aleatorias do pomar. Este controle foi empregado para caracterizar a atividade realizada no
viveiro.

As plantas jovens foram oriundas da germinacdo de sementes de cada uma das 8 plantas
de Annona emarginata selecionadas. E o controle foi obtido a partir da coleta de sementes das
20 plantas de Annona emarginata aleatérias. A semeadura (abril de 2020) foi realizada em
canteiros de areia e posteriomente foi realizado o transplante (junho/julho de 2020) para sacolas
com volume de 2 L contendo substrato comercial a base de casca de pinus. No momento da
coleta do material as mudas estavam com 12 meses.

As plantas enxertadas (copa atemoia ‘Thompson’ e porta-enxerto araticum de terra-fria)
foram empregadas como forma de avaliar se haveria altera¢cbes na composic¢do de alcaloides
em raizes e folhas das plantas em pomar comercial. As amostras foram coletadas a partir de

“pool” de 20 plantas.

4.2.2. Teste de germinagdo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 9 x 2
(8 acessos + controle x agua destilada (H20) e acido giberélico (GAs)) com 4 repeticdes de 25
sementes por tratamento. Os tratamentos foram constituidos por sementes de araticum de terra-
fria obtidas dos 8 acessos e sementes utilizadas como controle de matrizes aleatorias de mesma
espécie, embebidas em H,0 e GA; (ProGibb® 400) na concentragdo de 500 mg L™, por 36 h
(DE OLIVEIRA et al., 2010) com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro em
condicdes de temperatura alternada (20 °C e 30 °C). ApGs o processo de embebicdo por 36
horas, as sementes foram acondicionadas em rolos de papel de germinacdo (Germitest)
umedecidos com 2,5 vezes a massa do papel e mantidas em germinadores com as condic¢des
estipuladas nos tratamentos (fotoperiodo e temperatura). Foram avaliadas as seguintes
variaveis: porcentagem e tempo médio de germinacdo (CARVALHO; NASCIMENTO;
MULLER, 2000).

4.2.3. Teste preliminar para obtencdo de maior diversidade de alcaloides

O método de extracdo por particdo acido-base proposto por De la Cruz-Chacon et al.
(2012) foi modificado a fim de obter a maior diversidade de alcaloides por extrato alcaloidal.
Essa modificacdo ocorreu pela variagdo de pH do método. O método proposto de extracdo
acido-base utiliza solventes acidos como, o cloroférmio e acido cloridrico a 1 M, sendo que o

extrato acidificado € alcalinizado até pH 9,5 e depois reextraido com cloroférmio.

46



Por apresentarem afinidade por solventes acidos, os alcaloides sdo facilmente extraidos
com cloroférmio, se apresentando de forma cristalizada. A elevacdo do pH faz com que os
alcaloides deixem de cristalizar e retornem a sua forma livre no meio (BARRETO et al., 2006),
facilitando o processo de extracdo que pode variar entre pH 7-11 (BARBOSA; TAVARES;
SOARES, 2003). O método de extragdo proposto por De la Cruz-Chacon et al., (2012), extrai
com maior seletividade o alcaloide liriodenina em pH 9,5, porém existem outros compostos
nitrogenados que podem ser extraidos em diferentes pH. Barbosa, Tavares e Soares (2003)
extrairam alcaloides por particdo liquido-liquido com cloroférmio em pH 7, pH 8 e pH 11,
sendo que o pH 7 mostrou-se interessante por apresentar maior massa. Devido a isso a
modificagdo no método ocorreu na etapa de alcalinizagdo com carbonato de sodio anidro

(NA2CO3), sendo realizados testes para pH 9,5 e pH 7.

4.2.4. Extracdo e quantificacdo de alcaloides totais

As raizes e folhas de mudas e plantas adultas dos 8 acessos e controle de Annona
emarginata foram coletadas para a extracao e quantificacdo de alcaloides totais, sendo quatro
repeticdes de cada tratamento. Os alcaloides foram extraidos das amostras empregando-se o
método acido-base, proposto por De la Cruz-Chacon et al., (2012) (modificado). As amostras,
depois de secas, foram moidas a fim de aumentar a superficie de contato e posteriormente
carbonatadas com solucdo saturada de carbonato de sodio anidro (Na>COs) e deixadas secar
totalmente em estufa a 35 °C. Os alcaloides foram extraidos com cloroformio (CHCI3) em
agitacdo por 2 h e depois filtrados. A fase cloroféormica foi extraida com solucdo de acido
cloridrico (HCI) a 1 M e depois alcalinizadas com Na,COs até atingir valor de pH 7. Novamente
foi reextraido com CHCI; e deixado evaporar em temperatura ambiente no escuro até andlises
futuras.

ApoOs a evaporagdo completa do CHCI; as amostras foram diluidas com um volume
conhecido de mesmo solvente e avaliado em espectrofotdmetro com fonte de luz ultravioleta e
o conteddo total de alcaloides foi determinado por espectrofotometria a 254 nm utilizando

liriodenina como padréo na elaboragéo da curva padrdo (y = 0,0881x - 0,0112, R? = 0,9949).

4.2.5. Analise por ESI-MS dos extratos de Annona spp. e tratamento

quimiométrico dos dados

As anélises de espectrometria de massa de ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) foram

realizadas no Laboratério de Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas (LABCEM)
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da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em colaboracdo com o Prof. Dr. Felipe Moura
Araujo da Silva. As solucdes estoque (1 mg mL™1) das fracdes alcaloidicas foram preparadas
em metanol. Aliquotas (5 pL) das solucdes estoque foram posteriormente diluidas a 5 pg mL-
! sendo as solugdes resultantes analisadas por infusdo direta no espectrometro de massas
modelo LCQ Fleet, equipado com fonte de ESI e operando no modo positivo de aquisigdo para
as analises de ESI-MS e ESI-MSn (SILVA et al., 2016, SILVA-FILHO et al., 2021). Os
espectros foram obtidos a partir da média de pelo menos 10 espectros adquiridos. As condi¢fes
analiticas da andlise foram as seguintes: spray voltage, 5 kV; sheath gas, 10 arb; auxiliary gas,
5 arb; sweep gas, 0 arb; capillary temp, 200 °C; capillary voltage, 40 V; tube lens, 115 V; mass
range, m/z 150 a 500; colision gas, He. Os espectros de ESI-MSn foram obtidos a partir da

aplicacédo de energia de 20 a 30%.

4.2.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de uni (1D) e bidimensionais
(2D) foram realizados na Central Analitica de Farmacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA)
da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF) em colabora¢do com o Prof.
Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida e registrados em equipamento modelo Bruker™
Ascend 111, operando a 9,4 Tesla, observando os nicleos de *H e 3C a 400 e 100 MHz,
respectivamente. O espectrometro de RMN foi equipado com sonda de deteccdo direta
multinuclear (BBO) de 5 mm com gradiente no eixo z.

Os experimentos de RMN de *H foram realizados utilizando os seguintes parametros
de aquisicdo: sequéncia de pulsos zg30, tempo de espera (D1) de 2,0 s, 64 transientes (NS), 64k
numero de pontos (TD) distribuidos em uma janela espectral de 20.0254 ppm, resultando em
tempo de aquisicdo (AQ) de 4,09 s e temperatura de 298 K. A sintonia (matching e tunning)
para o 'H e o ajuste da homogeneidade do campo magnético espacialmente (shimming) foram
realizados para cada analise. O tempo experimental total foi de aproximadamente 15 minutos
para cada amostra. Os espectros foram processados no programa TOPSPIN com 64k pontos
aplicando-se uma multiplicacdo exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz. Os
deslocamentos quimicos foram calibrados em relacéo ao sinal do TMS (8 0,0 ppm).

Por fim, os experimentos de correlacdo direta HSQC e a longa distancia HMBC foram
otimizadas para constantes de acoplamento média Jcm € “RJcn de 140 e 8 Hz,
respectivamente. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCIs)
utilizando o tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos estdo

expressos em ppm (), as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz) e as
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multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a convencdo: simpleto (s), dupleto (d),

duplo dupleto (dd), duplo duplo dupleto (ddd), tripleto (t), entre outros.

4.2.7. Analises quimiométricas

Para a analise quimiométrica, os deslocamentos quimicos foram referenciados em
relagdo ao sinal do TMS em § 0,00, e os espectros de RMN de 'H tiveram a linha de base e fase
corrigidas manualmente no software TopSpin. Para os dados de RMN, as variaveis de entrada
nas analises quimiométricas foram comumente determinadas através dos buckets que consistiu
na diviséo dos espectros em intervalos de 0,05 ppm, onde a regido espectral de 0,60-10,00 ppm
foi selecionada para analise quimiométrica. A &rea de cada intervalo foi calculada empregando
0 modo especial de integracdo do programa AMIX e normalizados em relagdo a &rea total dos
sinais. As regiBes correspondentes aos sinais residuais de CDCls (6 7,24 -7,28) e acetona (6
2,14-2,20) foram excluidas antes da analise multivariada.

O conjunto de espectros foi transformado em uma matriz de dados contendo as areas
dos buckets de cada um dos espectros das amostras, resultando em uma matriz inicial composta
por 144 amostras (linhas) e 187 variaveis (colunas). A referida matriz de dados foi submetida
a analise estatistica pelo método de PCA utilizando o autoescalamento como pré-
processamento. A analise do grafico de scores obtido na analise de PCA, foi possivel observar
0 agrupamento ou discriminacgdo das amostras (folhas e raizes das mudas e individuos adultos)
de Annona emarginata, enquanto o grafico de loadings permitiu visualizar sinais (compostos)
relevantes nos graficos de scores, o que possibilitou correlacionar os resultados com a

informacao quimica entre os diferentes tratamentos e partes da planta.

4.2.8. Teste de bioatividade

Os ensaios de bioatividade, foram realizados na Unidade Laboratorial de Referéncia em
Biologia Molecular Aplicada do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo em colaboragéo com o Prof.
Dr. Ricardo Harakava, para identificacdo do efeito inibitorio dos extratos de raizes de Annona
emarginata e Annona X atemoya contra cepas fungicas de Colletotrichum fructicola e C.
theobromicola, baseando-se no método de microplacas proposto por Casado et al., (2018)
(modificado). O método permite resposta rapida e eficiente do crescimento fungico a partir da
medicdo de absorbancia de luz que resulta da variacdo da turbidez do meio. Dessa forma, para
obtencdo da suspensdo de conidios de C. fructicola e C. theobromicola, os fungos foram

cultivados em placas de Petri com meio BDA (batata-dextrose agar), em BOD por 4 dias a 24
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°C, sob fotoperiodo de 12 h. A colénia fungica foi acrescida de agua Milli-Q e raspada com
auxilio de alca de Drigalski. A suspenséo foi filtrada para retencéo do micélio. A concentragédo
da suspensdo foi avaliada por contagem em camara de Neubauer em microscépio éptico com
aumento de 150 x.

Os extratos de raizes de Annona emarginata (individuos jovens e adultos) e A. x
atemoya (individuos adultos - enxertado) e liriodenina na concentracdo de 1 mg mL* foram
depositados em microplacas de ELISA (em triplicatas — 3 pogos) sendo que cada pogo continha
a suspensédo dos conidios (40 L), caldo BDA concentrado 2x (50 YL) os extratos e a liriodenina
(20 pL) (controle positivo foi utilizado metanol 10% no lugar do extrato e o controle negativo
foi utilizado 50 pL do meio BDA concentrado 2x e 50 pL de metanol 2%). A incubacdo foi
realizada em BOD a 24 °C, com 12 h de fotoperiodo, por 72 h. Apds esse periodo, as
absorbéncias a 620 nM foram medidas em leitor de microplaca (Multiskan FC Microplate
Photometer, Thermo Scientific) (CASADO et al., 2018).

A liriodenina empregada no teste de bioatividade foi obtida a partir de raizes de Annona
emarginata (3,772 Kg de massa seca e moida) coletadas em éarea de producao comercial em
Botucatu — SP. O alcaloide foi extraido a partir do método proposto por De la Cruz-Chacon et
al., (2012) e purificado por cristalizac¢des fracionadas utilizando cloroférmio como solvente. O
isolamento da liriodenina se deu a partir de placas prepativas TLC (cromatografia em camada
fina), utilizando como fase maével cloroférmio:metanol (9:1). A liriodenina isolada foi diluida

em cloroférmio e separada da silica por filtracdo, tendo rendimento de 2,02 g (Apéndice A).

4.2.9. Anédlise dosresultados

Os dados de alcaloides totais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
utilizando o software SigmaPlot (Versdo 12.5) e as medias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% (p < 0,05) (COSTA etal., 2003).

A analise multivariada dos dados obtidos a partir das analises por ESI-MS foi realizada
através do software Chemoface versdo 1.5 (NUNES et al., 2012). fons com intensidade abaixo
de 5% relativa aos ions mais abundantes foram negligenciados, durante a analise dos dados
(SCHIOZER et al., 2012). A anélise de componentes principais (PCA) foi calculada através da
variacdo dos ions registrados (varidveis), sendo a analise de HCA calculada através da distancia
euclidiana e média de ligagdo das quatro principais componentes.

Para a andlise quimiométrica de RMN, os deslocamentos quimicos foram referenciados
em relagdo ao sinal do TMS em & 0,00, e os espectros de RMN de 1H tiveram a linha de base

e fase corrigidas manualmente no software TopSpin. Para os dados de RMN, as variaveis de
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entrada nas analises quimiometricas foram comumente determinadas através dos buckets que
consistiu na divisdo dos espectros em intervalos de 0,05 ppm, onde a regido espectral de 0,60 -
10,00 ppm foi selecionada para analise quimiométrica. A area de cada intervalo foi calculada
empregando o modo especial de integracdo do programa AMIX e normalizados em relacdo a
area total dos sinais. As regides correspondentes aos sinais residuais de CDCI3 (5 7,24 -7,28) e

acetona (6 2,14-2,20) foram excluidas antes da analise multivariada.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Teste de germinagdo

A aplicacdo de giberelinas é comum em sementes de espécies da familia Annonaceae
para superar a dorméncia, por alterar o balango hormonal entre o Acido Abscisico (ABA) e as
Giberelinas (GAs) e promover a sintese de enzimas hidroliticas que degradam reservas da
semente, disponibilizando energia para o desenvolvimento do embrido e consequente
germinacdo (FERREIRA; DE-LA-CRUZ-CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2016, 2020).
Durante as 36 horas de embebicdo, periodo no qual ha a ativacdo do metabolismo germinativo
(COSTA; BUENO; FERREIRA, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2010; STENZEL; MURATA,;
NEVES, 2003), foi possivel observar que a porcentagem e tempo medio de germinacdo de
sementes de Annona emarginata, sob os fatores de embebi¢do em H,O e GAs, ndo obtiveram
uma variagao significativa entre os tratamentos (acessos e controle) em funcdo da embebigéo,
porém alguns acessos apresentaram maior germinabilidade e menor tempo médio de
germinacgdo que outros, independentemente do tipo de embebicao (Tabela 1).

Dentre as sementes obtidas pelos 8 acessos de Annona emarginata e sementes controle,
0 teste de germinacdo demonstrou melhor resposta quando observamos os resultados dos
acessos 2, 4 e controle, atingindo valores de 58%, 50% e 46%, respectivamente, quando
embebidas em H,O e 58%, 45% e 49%, respectivamente, quando embebidas em GA; (Tabela
1). Diferindo do acesso 6, que obteve menor porcentagem de germinacdo (6%) quando
embebida em GA3z e do acesso 7 que apresentou menor porcentagem de germinacdo (9%)
quando embebido em H;O. Dessa forma, podemos indicar que 0s acessos 2 e 4, que
demonstraram bons resultados de germinacdo, o que pode favorecer a escolha das plantas
matrizes para a extracdo de sementes e producdo dos porta-enxertos para copa de Annona X
atemoya Mabb.

Os valores de tempo médio de germinacdo apresentaram valores significativos entre as

diferentes solucdes de embebicdo apenas para os acessos 1 e 6, sendo que as sementes
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embebidas por 36 h em giberelina, apresentaram um menor tempo médio de germinacao
(Tabela 2).

Tabela 1. Germinabilidade (Porcentagem de germinacao - % G; Tempo médio de germinacédo
— TMG (dias)) de sementes de diferentes acessos e controle de Annona emarginata, embebidas
por 36 h (H20 ou GA3) em temperatura alternada (20-30 °C), com fotoperiodo de 16 h de luz e

8 h de escuro.

Germinabilidade

Tratamentos % G TMG (dias)
H-O GA; H,O GA;
Acesso 1 22 Acd? 11 Bde 27,599 Aab 10,125 Bbc
AcCesso 2 58 Aa 58 Aa 18,770 Abd 13,757 Abc
Acesso 3 12 Ade 16 Ad 24,083 Abc 17,570 Abc
Acesso 4 50 Aa 45 Aab 10,700 Acd 4,756 Ac
Acesso 5 34 Abc 35 Abc 11,754 Acd 3,328 Ac
Acesso 6 15 Ad 6,6 Bde 19,021 Abd 5,041 Bbc
Acesso 7 9 Ade 14 Ad 26,063 Abc 20,208 Aab
Acesso 8 30 Ac 31 Ac 8,170 Ad 8,994 Abc
Controle 46 Aab 49 Aa 14,942 Abd 7,860 Abc

aMédias seguidas de mesma letra, maiusculas (solugdo de embebicdo em cada tratamento
(acessos e controle)), e minasculas (tratamento em cada solugdo de embebicéo), ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3.2. Teste de pH para obtengdo de maior diversidade de alcaloides

Os resultados (Figuras 1 e 2) indicam que, dentre os padrdes de alcaloides analisados, o
extrato de alcaloide extraido em pH 7 confere uma maior diversidade de alcaloides, quando
comparado ao extrato de alcaloide extraido em pH 9,5. Em pH 7 foi possivel identificar os
alcaloides norpredicentina, norglaucina, discretina, xilopinina, xilopina, assimilobina,
laurotetanina, liriodenina e lanuginosina; Em pH 9,5 foi possivel identificar os alcaloides

liriodenina, xilopinina e lanuginosina.
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Figura 1. Cromatograma obtido durante analise de extracdo de alcaloides em pH 9 de cascas

de raizes de Annona emarginata
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Figura 2. Cromatograma obtido durante analise de extracdo de alcaloides em pH 7 de cascas

de raizes de Annona emarginata

Essa diversidade de alcaloides em extratos extraidos em pH 7 ocorre devido a baixa
seletividade do método de extracdo de alcaloides que tem como foco a extracdo da liriodenina,
dessa forma outras moléculas passam a ser identificadas, o que nos confere um 6timo ensaio de
extracdo, corroborando com resultados obtidos por Barbosa, Tavares e Soares (2003), e que

pode promover uma melhor resposta a ser obtida nos testes de bioatividade com cepas de
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Colletotrichum fructicola e C. theobromicola, devido a presenca e possivel atividade de outras
moléculas além da liriodenina, justificando a adaptacdo do método proposto por De la Cruz-
Chacon et al. (2012).

4.3.3. Quantificacdo de alcaloides totais

As raizes de Annona emarginata apresentaram interacdes significativas em relacdo a
quantificacdo de alcaloides totais entre os acessos e controle dos individuos jovens e adultos da
espécie. Raizes dos acessos 5 e 7 de individuos adultos de Annona emarginata, apresentaram
maiores concentracdes de alcaloides totais (276,774 pg g* e 199,298 ug g respectivamente),
enquanto o tratamento controle apresentou a menor concentracao de alcaloides totais (6,386 pg g
1), dentre os individuos adultos (Tabela 2). Valores semelhantes aos acessos de individuos
adultos de Annona emarginata também foram demonstrados em estudos realizados por Olive
Mimi et al., (2021) e De la Cruz-Chacén et al., (2019), avaliando a concentracgédo de alcaloides
totais em raizes de individuos adultos de Annona emarginata e Annona purpurea,
respectivamente.

Por outro lado, alguns acessos apresentaram diferencas estatisticas em relacdo a
concentracdo de alcaloides totais em funcdo do estadio de desenvolvimento. O controle
apresentou maior concentracdo de alcaloides totais nas raizes de individuos jovens (70 .216 pug g’
1), quando comparado ao controle do individuo adulto (6.386 pg g*) (Tabela 2). E entre os
acessos 5 e 7 de individuos adultos, ambos diferiram estatisticamente quando comparados a
seus individuos jovens (29.684 pg g* e 40.815 pg g* respectivamente). Dessa forma a
concentracdo de alcaloides totais pode ser influenciada pelo estadio de desenvolvimento da
planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007, HOFT; VERPOORTE; BECK, 1998), conforme
observado nos acessos 5 e 7 dos individuos adultos e controle de individuos jovens, no entanto

nao foi o observado nos demais acessos.

54



Tabela 2. Concentracédo de alcaloides totais (g g massa seca) em raizes de diferentes acessos

e controle de individuos jovens e adultos de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer morfotipo

‘terra-fria’.

Extratos Alcaloidicos

Concentracéo de Alcaloides Totais

Individuos Jovens

Individuos Adultos

Acesso 1 41.513 Ab? 69.242 Ac
Acesso 2 48.447 Abc 31.401 Acd
Acesso 3 18.633 Ad 36.725 Acd
Acesso 4 76.739 Aab 53.695 Ac
Acesso 5 29.684 Bc 276.774 Aa
AcCesso 6 40.292 Abc 35.076 Acd
Acesso 7 40.815 Bbc 199.798 Ab
Acesso 8 37.030 Abc 29.282 Acd
Controle 70.215 Aabc 6.386 Bd

Acessos: P =< 0.001; F = 38.000; Estadio de desenvolvimento: P = <0.001; F = 61.508;
Interacdo: P = < 0.001; F = 49.286

aMédias seguidas de mesma letra, maitsculas comparando os estadios de desenvolvimento
(linha) e minusculas comparando acessos (coluna), ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Os resultados referentes aos alcaloides totais de folhas foram inconsistentes e portanto

nao serdo apresentados.

4.3.4. Analise por ESI-MS das fracdes alcaloidicas e tratamento quimiométrico

dos dados

A infusdo direta de massa positiva das fragdes alcaloidicas de m/z 150 a 500 das
amostras de raizes de Annona emarginata (individuos jovens e adultos) e Annona x atemoya
enxertada em A. emarginata (individuos adultos) revelou vérios ions com valores pares de m/z
entre 200 e 400, destacando-se os ions majoritarios de m/z 266, 268, 276, 282, 292, 296, 306 e
330 [M + H]* (Apéndices B-I), sugerindo a presenca de alcaloides em grande parte das
amostras. Esta proposta foi baseada em estudos anteriores com diferentes alcaloides aporfinicos
e oxoaporfinicos (DA SILVA et al., 2017; DE LIMA et al., 2020; SILVA et al., 2016).

Esses ions majoritarios e suas abundancias relativas foram submetidos a analises de
PCA e HCA. Os picos base correspondentes aos ions 266 e 276 [M + H]* foram responsaveis
por agrupar as amostras de raizes de todos os individuos jovens dos diferentes acessos de A.
emarginata, enquanto o pico base correspondente ao ion 330 [M + H]* foi responsavel por

agrupar as amostras de raizes dos individuos adultos dos diferentes acessos de A. emarginata

55



(exceto dos acessos 01, 06 e controle) e A. x atemoya (enxertada) (Figura 3). E a partir da
analise dos espectros MS" desses ions (Apéndices B-1) foram observadas fragmentacdes chave
previamente descritas para os alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos (DA SILVA et al., 2017;
DE LIMA et al., 2020; SILVA et al., 2016).

O ion de m/z 266 [M + H]* analisado a partir dos espectros MS" apresentou forte
evidéncia de esqueleto aporfinico, contendo um grupo metilenodidxi e a presenca do grupo N-
metil. Uma perda inicial de 17 (-NHz) (m/z 266 — 249, Apéndice B), seguida por perda
subsequente de 30 (CH,0) (m/z 249 — 219, Apéndice B) e 28 (-CO) (m/z 219 — 191, Apéndice
B) foi observada no espectro, reforgando a proposta estrutural do alcaloide aporfinico anonaina
(DE LIMA et al., 2020). A fragmentacdo do ion de m/z 276 [M + H]* e seu pico base em m/z
248 analisado a partir do espectro MS? indica a perda inicial de 28 (-CO) (m/z 276 — 248,
Apéndice C) presente em sua estrutura, considerada uma molécula estavel de esqueleto
oxoaporfinico o alcaloides liriodenina (DA SILVA et al., 2017; DE LIMA et al., 2020). Dessa
forma as moléculas de anonaina e liriodenina tiveram maior abundancia (concentragcdo) em
todos os acessos e controle de Annona emarginata (individuos jovens), formando o primeiro
agrupamento de acordo com o PCA biplot (Figura 3).

O espectro de MS? do ion de m/z 330 [M + H]*, apresentou alta perda de unidade de
massa, caracteristica observada em alcaloides benzilisoquinolinicos, com fragmento de pico
base em m/z 192, indicando perda de 138 (-NH3) (m/z 330 — 192, Apéndice D), sendo que 0
ion m/z 192 apresenta um grupo metoxila e hidroxila no anel A, refor¢cando a proposta do
alcaloide de esqueleto benzilisoquinolinico reticulina (DE LIMA et al., 2020). E a abundéncia
deste alcaloide em todos os individuos adultos dos acessos e controle de Annona emarginata
(exceto dos acessos 01, 06 e controle) e A. x atemoya (enxertada) foi responsavel por formar o

segundo agrupamento de acordo com o PCA biplot (Figura 3).
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Figura 3: PCA score biplot gerado a partir dos extratos de alcaloides das raizes de Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer morfotipo ‘terra-fria’ e Annona x atemoya Mabb. var.

‘Thompson’, analisadas por ESI-MS.

Além disso, outros ions de m/z 268, 282 e 296 [M + H]*, cuja abundéancia nao foi
responsavel por agrupar os tratamentos, estavam presentes nas fracdes alcaloidicas e foram
inspecionados por espectro de MS", apresentando forte evidéncia de esqueletos aporfinicos,
com perdasde 17 (-NH3) (m/z 268 — 251, Apéndice E; m/z 282 — 265, Apéndice F e m/z 296
— 279, Apéndice G). Perdas subsequentes de 32 (—CH30H) (m/z 251 — 219, Apéndice E) e
28 (—CO) (m/z 219 — 191, Apéndice E); 15 (-CHs) (m/z 265 — 250, Apéndice F); e 30 (CH20)

(m/z 279 — 249, Apéndice G) e 28 (-CO) (m/z 249 — 221, Apéndice G). Dessa forma a
fragmentacédo dos ions de m/z 268, 282 e 296 reforga a proposta dos alcaloides de esqueletos
aporfinicos asimilobina, nornuciferina e xylopina, respectivamente (DE LIMA et al., 2020;
SILVA et al., 2016). Outros ions de m/z 292 e 306 [M + H]* foram observados uma Unica
fragmentacdo em seus espectros, com perda de 15 (-CHs) (m/z 292 — 277, Apéndice H) (m/z
306 — 291, Apéndice I) correspondente a perda do radical metil para ambos, reforcando a
proposta de alcaloides de esqueletos oxoaporfinicos lisicamina e oxoxylopina, respectivamente.

Dessa forma, foi possivel dividir nossas amostras em dois grandes grupos conforme
apresentado no dendograma de HCA (Figura 4). Sendo que, 0 primeiro grupo esta representado

pela abundancia de alcaloides das classes aporfinicas e oxoaporfinicas, sendo anonaina e
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liriodenina respectivamente, responsaveis por agrupar os tratamentos de individuos jovens de
todos o0s acessos de Annona emarginata e Annona x atemoya (enxertada). J4 o segundo grupo
estd sendo representado pela abundancia do alcaloide de classe benzilisoquinolinicos, a
reticulina, estando presente e agrupando os tratamentos de individuos adultos de Annona

emarginata e Annona x atemoya (enxertada).

A. emarginata (acesso 06 - Adultos)
A. emarginata (controle - Adultos)
A. emarginata (acesso 01 - Adultos)
. emarginata (acesso 03 - Mudas)
. emarginata (acesso 06 - Mudas)
. emarginata (acesso 08 - Mudas)
. emarginata (acesso 05 - Mudas)
. emarginata (acesso 02 - Mudas)
A. emarginata (controle - Mudas)
A. emarginata (acesso 04 - Mudas)
A. emarginata (acesso 07 - Mudas)
A. emarginata (acesso 01 - Mudas)
. emarginata (acesso 05 - Adultos)
. emarginata (acesso 02 - Adultos)
A. atemava (Adultos)

. emarginata (acesso 04 - Adultos)
. emarginata (acesso 08 - Adultos)
emarginata (acesso 07 - Adultos)

. emarginata (acesso 03 - Adultos) :l
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Figura 4: Dendrograma de HCA e as substancias provisoriamente identificadas por meio de

analise de fragmentacéo.

A literatura referente a presenca de alcaloides em Annona emarginata € bastante
escassa, 0 que a torna uma espécie promissora na bioprospeccao de novas moléculas. O estudo
permitiu o primeiro relato de trés alcaloides para a espécie (nornuciferina, lisicamina e
oxoxylopina). A nornuciferina e a lisicamina, embora considerados alcaloides onipresentes na
familia Annonaceae, encontrados principalmente nos géneros Annona, Duguetia, Fissistigma,
Guatteria e Xylopia (COSTA et al., 2011b; DE OLIVEIRA TELES et al., 2015; DUTRA et
al., 2012; LAN et al., 2011; LIMA et al., 2004; NAVARRO et al., 2001; NIK ABDULLAH
ZAWAWI et al, 2012; OROZCO-CASTILLO et al, 2016; RASAMIZAFY;
HOCQUEMILLER; CAVE, 1989), ainda nio haviam sido reportados para a espécie Annona
emarginata. Enquanto o alcaloide oxoxylopina é pouco reportado nas espécies da familia
Annonaceae, tendo sido encontrado apenas em Annona cherimola, Fissistigma glaucescens e
Uvaria scheffleri (CHEN; WU, 2001; ICHIMARU et al., 2010; LO; CHANG; WU, 2000) e

agora, pela primeira vez na espécie Annona emarginata.
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Dentre os demais alcaloides reportados nesta pesquisa alguns ja foram identificados em
raizes de individuos adultos de Annona emarginata, tais como asimilobina, liriodenina e
xylopina (OVILE MIMI et al., 2021). Outros autores como Nieto (1986) identificou a presenca
dos alcaloides anonaina, asimilobina e reticulina em partes aéreas de Rollinia emarginata (=
Annona emarginata) e Fevrier et al. (1999) reportaram a presenca da liriodenina em caules de
Rollinia emarginata (= Annona emarginata).

Espécies do género como Annona purpurea ja tiveram alcaloides como anonaina,
liriodenina, reticulina e xylopina relatados em raizes de individuos adultos (DE-LA-CRUZ-
CHACON et al., 2019) e em raizes de individuos jovens de Annona muricata ja foram relatadas
a presenca dos alcaloides anonaina, asimilobina, nornuciferina e reticulina (RILEY-SALDANA
et al., 2017), os quais também foram identificados neste trabalho. Além de que, anonaina,
reticulina e xylopina ja foram testadas, apresentando atividade inibitdria contra cepas de fungos
de interesse agronémico e medicinal (BAUTISTA-BANOS; HERNANDEZ-LOPEZ;
BARRERA-NECHA, 2000; DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019; DE LA CRUZ-CHACON
etal., 2011; DE PAULO etal., 1992; LEVORATO VINCHE et al., 2020).

Os resultados referentes a anéalise por ESI-MS das fracGes alcaloidicas de folhas ndo

apresentaram valores interpretativos, sendo retirados da analise por ESI-MS.

4.3.5. Perfil espectral das folhas e raizes de individuos jovens e adultos de

Annona emarginata

A anélise dos perfis espectrais obtido por RMN de 'H das folhas de individuos jovens
e adultos de Annona emarginata revelou constancia em sua constituicdo quimica. As folhas nédo
mostraram sinais significativos da presenca de alcaloides (Figuras 5 e 6). Da mesma forma, a
composicdo quimica das raizes dos individuos jovens e adultos foi mantida entre as amostras
(Figuras 7 e 8). Quimicamente, sinais indicativos de alcaloides foram observados nas raizes em
maior proporgdo em comparacdo as folhas. Além disso, metabdlitos foram mais evidentes nas
raizes de individuos adultos que nos individuos jovens, caracterizado pelo aumento da
intensidade dos sinais, exceto para T7.

Dessa forma, a parte da planta e estadio de desenvolvimento selecionados
desempenham um papel fundamental na qualidade do fingerprint e quantidade de metabdlitos

existentes, podendo contribuir para estudos guiados visando a selecdo de compostos bioativos.
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4.3.6. Metabdlitos identificados nas folhas e raizes de individuos jovens e

adultos de Annona emarginata

A inspecdo inicial dos espectros de RMN de 'H revelou similaridades nos perfis
metabolicos entre as amostras, cuja composi¢do quimica é constituida de acidos graxos e
principalmente alcaloides. Nesse sentido, a identificacdo estrutural dos metabolitos foi
realizada usando os dados de RMN uni e bidimensionais das raizes de individuos adultos (T1,
T5 e T8) que foram estendidas para as demais amostras.

A andlise dos espectros de RMN de 'H de Annona emarginata permitiu observar a
presenca de sinais em oy 0,87 (t, J = 7,4 Hz), 1,25 (m), 1,63 (m), 2,35 (t, J = 7,4 Hz), que séo
indicativos de acidos graxos de cadeia longa, constantemente encontrado em matrizes vegetais

(Figura 9). Esses sinais foram identificados em todas as amostras das folhas e raizes de

individuos jovens e adultos (Figuras 5-8).
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H das raizes de individuos adultos (T8) de A. emarginata (400
MHz, CDCls).

Em contrapartida, a analise da regido aromatica e de olefinas dos espectros de RMN
de *H das raizes de individuos jovens e adultos de A. emarginata revelou sinais atribuidos a
alcaloides com esqueletos aporfinico e oxoaporfinicos, comumente encontrados em espécies da

familia Annonaceae, particularmente no género Annona (Figura 10). Os alcaloides
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identificados foram: liriodenina, anonaina, asimilobina e xylopina. Assim, o espectro de RMN

de 'H permitiu observar a existéncia de hidrogénios a e B piridinicos em &y 7,79 (d, J = 5,1 Hz, H-

4), 8,91 (d, J = 5,1 Hz, H-5), quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos em 6 8,68 (d, J
= 8,1 Hz, H-11), 8,60 (dd, J = 7,8 e 1,4 Hz, H-8), 7,77 (ddd, J = 8,1, 7,2 e 1,4 Hz, H-10) e
7,59 (ddd, J = 7,8, 7,2 e 0,9 Hz, H-9) tipicos do anel D livre de substituicdo do esqueleto

oxoaporfinico. Ademais, um simpleto em &4 6,38 caracteristico de grupo metilenodioxi

substituido em C-1 e C-2 do anel do esqueleto oxoaporfinico (Figura 10). Através das analises

dos mapas de correlagdo COSY, HSQC e HMBC (Figuras 11-13), pode-se atribuir a substancia

como liriodenina, alcaloide oxoaporfinicos considerado marcador quimiofenético do género

Annona.
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Figura 10. Ampliacdo da regido de 9,00 — 5,80 ppm do espectro de RMN de 'H das raizes de

individuos adultos (T8) de A. emarginata (400 MHz, CDCls).
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Figura 11. Mapa de correlagdo *H-'H COSY (400 MHz, CDClIs) das raizes de individuos
adultos (T8) de A. emarginata.
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Figura 12. Mapa de correlacdo direta *H-3C HSQC (*H:400 e *C:100 MHz, CDCls) das raizes

de individuos adultos (T8) de A. emarginata.
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Figura 13. Mapa de correlacdo a longa distancia *H-13C HMBC (*H:400 e '3C:100 MHz,

CDCIs) das raizes de individuos adultos (T8) de A. emarginata.

A anonaina foi confirmada devido a presenca de sinais na regido entre 2,77-3,81
tipicos de hidrogénios metilénicos em C-4, C-5 e C-7 do esqueleto aporfinico (Figura 10).
Atrelado a este dado foram identificados dois dupletos em 64 6,11 (d, J = 1,2 Hz) e 5,97 (d, J
= 1,2 Hz) caracteristicos de hidrogénios metilenodidxi substituido em C-1 e C-2, que mostraram
correlacdo direta HSQC com o sinal 100,7, assim como sinais atribuidos aos hidrogénios H-3
e H-11 em 6,60 (s) e 8,09 (d, J = 7,8 Hz), respectivamente (Figura 10). Os espectros de RMN
de 'H e mapas de correlagdo apresentados anteriormente confirmam a presenca do alcaloide
aporfinico anonaina (Figuras 10-13).

Também foram observados sinais em 64 6,76 (s) e 8,29 (d, J = 7,8 Hz) caracteristicos
dos hidrogénios H-3 e H-11 do anel A e D do alcaloide aporfinico sensu stricto asimilobina
(Figura 10), respectivamente, bem como a auséncia de substituicdes nos anéis B, C e D. A
existéncia de um grupo metoxila na molécula foi confirmada pelo simpleto em 64 3,59 que
mostrou correlagdo direta no HSQC com o carbono em 60,4, corroborando assim com o
alcaloide asimilobina (Figura 12). Os alcaloides identificados sdo mais evidentes nas raizes dos
individuos jovens e adultos de A. emarginata. Ademais, analisando o espectro de RMN de H,
foram identificados um tripleto ¢ um quarteto em 61 1,24 (t, J= 7,0 Hz) e 3,72 (q, J = 7,8 Hz)

atribuidos aos hidrogénios metilicos e metilénicos do composto etanol (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de RMN de *H das raizes de individuos adultos (T5) de A. emarginata
(400 MHz, CDClg).

Além dos alcaloides apresentados, dois dupletos em 64 6,10 (d, J = 1,3 Hz) e 5,95 (d,
J = 1,3 Hz) caracteristicos de hidrogénios metilenodioxi substituido em C-1 e C-2, mostraram
correlacdo direta HSQC com o sinal 8¢ 100,6, assim como sinais atribuidos aos hidrogénios H-
3eH-11 em 61 6,58 (s) e 8,03 (d, J = 8,3 Hz) do anel A e D do alcaloide, respectivamente
(Figura 15 e 18) foram atribuidos ao alcaloide xylopina. Ademais, sinais em torno de 2,74-3,53
tipicos de hidrogénios metilénicos em C-4, C-5 e C-7 do esqueleto aporfinico revelaram
correlacdo direta no HSQC com os sinais em &c 27,8, 42,6 e 35,9, respectivamente (Figura 17).
O sinal em 64 8,03 (d, J = 8,3 Hz) demonstrou correlagdo direta HSQC com o carbono em d¢
128,7 e a longa distancia HMBC com os sinais em 116,5 (C-1a), 137,2 (C-7a) e 158,9 (C-9)
(Figuras 17 e 18). Este altimo foi atribuido a C-9 devido a correlagdo a longa distancia da
metoxila em 3,80 (s) que revelou correlacdo direta HSQC com o carbono em 6¢ 55,4 e a longa
distancia HMBC com o sinal em 158,9, justificando que a metoxila encontra-se localizado no
anel D do alcaloide, confirmado apds todas as atribuicdes e comparacGes com dados da
literatura como sendo o alcaloide xylopina (Figuras 16, 17 e 18).

As estruturas dos metabdlitos e os dados de RMN sdo apresentadas na Figura 19 e
Tabela 3.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H das raizes de individuos adultos (T1) de A. emarginata
(400 MHz, CDCls).
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Figura 16. Mapa de correlacdo *H-'H COSY (400 MHz, CDClIs) das raizes de individuos

adultos (T1) de A. emarginata.
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Figura 17. Mapa de correlacdo direta ‘H-3C HSQC (*H:400 e **C:100 MHz, CDCls) das raizes

de individuos adultos (T1) de A. emarginata.
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Figura 18. Mapa de correlagdo a longa distancia *H-1*C HMBC (*H:400 e '*C:100 MHz,

CDCIs) das raizes de individuos adultos (T1) de A. emarginata.
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Figura 19. Estruturas dos metabdlitos identificados em raizes de Annona emarginata.



Tabela 3. Dados de RMN de *H e *C dos metabdlitos secundarios identificados em Annona emarginata.

Metabolitos
Posicdo liriodenina anonaina xylopina asimilobina
oH mult., (J em Hz)? dcab | dumult, JemHz)?  §cab | dumult, (Jem Hz)?  §eab | onmult.,, (Jem Hz)?  §cab
1 - 148,1 - 143,2 - 142.,8 - 143,4
la - 108,5 - 117,2 - 116,5 - NO
2 - 151,7 - 146,8 - 147,4 - NO
3 7,223 103,4 6,60 s 107,7 6,58s 108,0 6,76 s 114,0
3a - 135,9 - 126,8 - NO - NO
3b - 123,4 - 126,5 - 125,5 - NO
4 7,79d (5,1) 124,6 2,80m 30,5 ézj m 27,8 NO NO
14 m
3,30m 3,08 m
5 8,91d(5,1) 145,4 381 m 44,4 353m 42,6 NO NO
6a - 1457 | 4,94dd (13,8¢e4,4) 52,3 4,11m 53,4 NO NO
2,78 dd (14,2¢e 13,8 3,0lm
! - NO 1 316 dd((14,2 e 4,4)) 383 311m 359 NO NO
7a - 131,6 - 135,5 - 137,2 - NO
8 8,60dd (7,8e1,4) 129,1 7,26 m 128,6 6,78 m 113,8 720-728 m NO
9 7,59ddd (7,8:7,2¢0,9) 129,0 7,23m 128,5 - 158,9 ’ ’ 127,3
10 7,77ddd (8,1:7,2e1,4) 1345 7,31 m 127,5 6,84 m 113,1 7,32m 128,6
11 8,68 dd (8,1) 127,7 8,09d (7,8) 127,3 8,03d (8,3) 128,7 8,29d (7,8) 127,8
11a - 132,9 - 130,4 - NO - 134,1
0-CHz0 6,385 102,2 o gg 100,7 oo 83; 100,6 : :
1-OCHs - - - - - - 3,59s 60,4
9-OCHs - - - - 3,80s 55,4 - -

3Experimento realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para *3C em CDCls, utilizando o TMS como padréo de referéncia. "Dados determinados
por experimentos de RMN HSQC e HMBC.
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4.3.7. Metabdlitos identificados em individuos adultos de Annona x atemoya

enxertada em A. emarginata

A andlise do fingerprint de individuos adultos de Annona x atemoya enxertada em A.
emarginata revelou uma predominéncia de alcaloides nas raizes em comparagdes as folhas
(Figuras 20 e 21). Como pode ser observado na figura 20, os alcaloides sdo inexistentes nas
folhas. Por outro lado, as raizes sdo ricas em alcaloides.

Os principais metabdlitos identificados foram os alcaloides ja mencionados para a
espécie A. emarginata, o que sugere que ndo ha diferenca significativa em termos de
composicdo apds enxertia, no entanto pode haver influéncia na concentracdo desses
metabolitos, o que néo foi avaliado nesse estudo. Os deslocamentos quimicos dos metabolitos

estdo apresentados natabela 3.
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Figura 20. Espectros de RMN de *H de replicatas das folhas de individuos adultos de Annona

X atemoya enxertada em Annona emarginata (400 MHz, CDCls). 6x
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Figura 21. Espectros de RMN de *H de replicatas das raizes de individuos adultos de Annona

x atemoya enxertada em Annona emarginata (400 MHz, CDCl3). 6x
4.3.8. Analises quimiométricas

4.3.8.1. Analise de componentes principais (PCA) das amostras de

Annona emarginata

Os individuos jovens e adultos de A. emarginata mostraram perfis similares nas folhas
e raizes entre os acessos estudados, o que impossibilita uma discriminagdo efetiva apenas com
a inspecdo visual dos espectros. Dessa forma, a analise de componentes principais (PCA) foi
empregada com a finalidade de investigar possiveis diferencas e similaridades entre as amostras
de A. emarginata em funcdo de sua composi¢do quimica através dos experimentos de RMN de
H.

Antes da anédlise quimiométrica, é imprescindivel considerar a influéncia de
metabdlitos de baixa intensidade, de forma a minimizar a predominancia de compostos
majoritarios, tendo em vista que a concentracdo de metabdlitos em matrizes vegetais pode ser
alterada em diversas ordens de magnitude (SIMMLER et al., 2018). Assim, a linha de base e
fase de todos os espectros foram corrigidas manualmente, enquanto a area dos sinais foi
determinada utilizando o modo de integracdo especial. Dos pré-processamentos avaliados, 0

autoescalamento, também conhecido como escalamento por unidade de variancia possibilitou
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um melhor agrupamento entre as amostras.

As linhas dos espectros foram submetidas ao pré-tratamento escalamento em relagéo
a intensidade total dos sinais, com o intuito de normalizar as integrais de cada bucket em relagdo
a intensidade total dos sinais de um espectro, assim, as diferentes quantidades de amostras ndo
afetam na diferenciacdo dos grupos. As colunas foram submetidas ao pré-processamento
escalamento por unidade de variancia, cujo dados sdo autoescalados (AMIX, 2008).

Os graficos de scores e loadings relativos a PCA das amostras de individuos jovens e
adultos A. emarginata (raizes e folhas) considerando as duas primeiras componentes principais
explicam 42,02% e 22,08% da variancia dos dados, totalizando 64,10% (Figura 22). A analise
do gréfico de scores PC1xPC2 revelou a formacgédo de dois grupos, em que 0 primeiro grupo
encontra-se distribuido nos dois quadrantes de PC1(z) e no lado negativo de PC2, sendo este
constituido das amostras dos acessos e controle das raizes de individuos adultos de A.
emarginata, enquanto o segundo grupo é formado pelas demais amostras e distribuidos em

ambos os quadrantes de PC1 e no lado positivo de PC2, conforme evidenciado na Figura 22.

73



PC2 PC2 _
20. =
0.00 1%8°0 -
133 1.2888 938
, 1830.930:10 *, .33 418
1.23
10.00 0168 a%%l_l:g ] 32'43 .1.58
o ~ . 7 53 0050 —E— 153
/ 1 : —
30.00 -20 005 .';1.9 0 Q(;RUZ(; 30 | 390 —
. -i‘.a. of T ééil
\HHHHHL\)M-- i - '.788
i . % ‘. 0.050 57.18
E . i .GRUPO 1 : ' .3€3
i [ ] Y L [ ] E * & 3 8 E
L G000 - o i 3-7'3;'9@-2@3 =]
5. e o, : 0.4.2 06.§_883 .58
i *o o i . 2"5 .G aigh 1873
. 0% i ] p R
1 ] - ; .59
R TS
-20.00 7 PC1 - PC1
Figura 22. Anélise de PCA (PC1-4202% x PC2-22,08%) dos espectros-de RMN-de 1H das-amostras-de AJemarginata—Scores: (+) Acessos —

L5790

individuos jovens — folhas, (¢) Controle — individuos jovens — folhas, (<) Acessos — individuos jovens — raizes, (¢) Controle — individuos jovens —
raizes, (+) Acessos — individuos adultos — folhas, (+) Controle — individuos adultos — folhas, (¢) Acessos — individuos adultos — raizes, (+) Controle
—individuos adultos — raizes. Loadings de PC1xPC2 explicando a influéncia das variaveis na distribuicdo das amostras apresentadas nos scores.
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A ndo discriminagdo para as amostras do grupo 2 sugere que sua composicdo quimica
€ muito similar entre si, apesar de pertencer a acessos e partes diferentes da espécie A.
emarginata.

Os metabolitos responsaveis pela diferenciacdo entre os grupos puderam ser
observados através da analise do grafico de loadings, o qual mostra 0s compostos quimico que
mais influenciaram na variancia dos dados. A andlise do grafico de loadings das amostras dos
acessos e controle das raizes de individuos adultos de A. emarginata foram influenciados pelos
compostos aromaticos, principalmente os alcaloides liriodenina (buckets em 6,38, 7,23, 7,58,
7,78, 8,58, 8,63, 8,68 e 8,93), anonaina (buckets em 2,78, 2,83, 3,18, 3,33, 4,93, 5,98, 6,13,
6,58, 7,28, 7,33 e 8,08), xylopina (buckets em 3,03, 3,08, 3,53, 3,78, 5,93, 6,07, 6,78, 6,83 e
8,03), bem como asimilobina (buckets em 3,58, 6,73 e 8,28).

O grupo 2 foi agrupado em PC2 positivo e diferenciadas das demais amostras,
principalmente pela presenga de compostos alifaticos de cadeia longa (buckets em 0,88, 1,23,

1,28, 1,58, 1,63 e 2,33), 0s quais sdo tipicos de &cidos graxos (Figura 22).

4.3.8.2. Andlise de componentes principais (PCA) das amostras de
individuos adultos de Annona emarginata e Annona x atemoya

enxertada em A. emarginata

A andlise de componentes principais de individuos adultos de A. emarginata e Annona
X atemoya enxertada em A. emarginata considerando as duas primeiras componentes explicam
62,05% e 80,99% da variancia total dos dados empregando toda a regido espectral e apenas a
regido aromatica, respectivamente (Figuras 23 e 24). Na figura 19, é observado um
comportamento similar na analise de componentes principal anteriormente mencionada (Figura
22). O gréfico de scores mostrou que as raizes de individuos adultos sdo discriminadas das
folhas por PC2, em que folhas ocupam o lado positivo de PC2 e as raizes estdo distribuidas no
lado negativo de PC2 (Figura 23). O gréfico de loadings revela um comportamento semelhante
ao observado anteriormente. Nesse caso, as raizes de individuos adultos mostraram que 0s
alcaloides liriodenina, anonaina, xylopina e asimilobina (Grupo 1) diferenciam das folhas de
individuos adultos que sdo caracterizados principalmente pela existéncia de acidos graxos
(Grupo 2) (Figura 23).

Por outro lado, uma discriminacdo mais eficiente foi observada ao considerar a analise
da regido aromatica, em que as amostras das raizes de individuos foram discriminadas das
folhas de individuos por PC1 (Figura 24). Os metabdlitos anteriormente mencionados se

mostraram evidentes para 0 comportamento das raizes em PC1 positivo, enquanto 0s
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metabdlitos que influenciaram para folhas de individuos adultos em PC1 negativo nao foram

identificados até o momento.
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Figura 23. Analise de PCA (PC1-40,51% x PC2-21,54%) dos especiros de RMN de *H das amostras de A. emarginata. Scores: (¢) Acessos —
individuos adultos — folhas, (¢) Controle — individuos adultos — folhas, (¢) Acessos — individuos adultos Annona x atemoya enxertada com A.
emarginata — folhas, (+) Acessos — individuos adultos — raizes, (¢) Controle — individuos adultos — raizes, () Acessos — individuos adultos Annona
X atemoya enxertada com A. emarginata — raizes. Loadings de PC1xPC2 explicando a influéncia das varidveis na distribuicdo das amostras

apresentad as Nnos scores.
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Figura 24. Anélise de PCA (PC1-71,12% x PC2-9,87%) dos espectros de RMN de *H das amostras de A. emarginata. Scores: (*) Acessos —

individuos adultos — folhas, (¢) Controle — individuos adultos — folhas, (¢) Acessos — individuos adultos Annona x atemoya enxertada com A.

emarginata — folhas, (+) Acessos — individuos adultos — raizes, () Controle —

individuos adultos — raizes, (¢) Acessos — individuos adultos Annona

X atemoya enxertada com A. emarginata — raizes. Loadings de PC1xPC2 explicando a influéncia das varidveis na distribuicdo das amostras

apresentad as Nnos scores.

78



4.3.9. Teste de bioatividade

Os extratos [1 mg mL™] de raizes dos acesssos de Annona emarginata (individuos
jovens e adultos) e da planta enxertada com atemoia (Annona X atemoya) apresentaram
atividades inibitdrias variaveis entre os fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola
conforme as médias da absorbancia (620 nm) comparadas com o controle (+) (Tabela 4).

O fungo C. fructicola demonstrou ser mais sensivel aos extratos alcaloidicos, tendo a
atividade inibida pela maioria dos extratos oriundos tanto de plantas jovens como adultas. Os
acessos 1, 2, 4, 5, 7 e controle de individuos jovens, bem como acessos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e controle
de individuos adultos de Annona emarginata e da planta enxertada apresentaram atividade
inibitoria. Dessa forma, apenas o acesso 8 ndo demonstrou atividade alguma em nenhum dos
estadios de desenvolvimento para C. fructicola.

O fungo C. theobromicola demonstrou ser mais tolerante a atividade dos extratos, sendo
que apenas 0s acessos 2, 4 e 5 de individuos jovens, acesso 2 e controle de individuos adultos

de Annona emarginata demonstraram efeito inibitorio sobre o fungo (Figura 25).

Tabela 4. Atividade inibitdria de extratos alcaloidicos de raizes e liriodenina (1 mg mL™!) contra
cepas fungicas de Colletotrichum fructicola e C. theobromicola com valores médios de

absorbancia a 620 nm.

Colletotrichum Colletotrichum
. fructicola theobromicola
Extratos Alcaloidicos Individuos Individuos Individuos Individuos
Jovens Adultos Jovens Adultos
Acesso 1 1,211 <@ 1,238 > 0,638 > 0,541 >
Acesso 2 1,083 < 1,203 < 0,350 < 0,435 <
Acesso 3 1,248 > 1,173 < 0,659 > 0,484 >
Acesso 4 1,095 < 1,219 < 0,321 < 0,556 >
Acesso 5 1,201 < 1,218 < 0,429 < 0,468 >
Acesso 6 1,233 > 1,161 < 0,469 > 0,461 >
Acesso 7 1,219 < 1,214 < 0,475 > 0,505 >
Acesso 8 1,228 > 1,223 > 0,633 > 0,578 >
Controle 1,168 < 1,101 < 0,525 > 0,350 <
Annona x atemoya 1,166 < 0,529 >
Liriodenina 1,233 > 0,513 >
Controle (+) 1,223 0,453
Controle (-) 0,143 0,136

aMédia dos valores abaixo (<) do controle (+) sdo considerados inibitorios da atividade fangica
e acima (>) do controle (+) sdo considerados ndo inibitérios da atividade fungica.

O teste de bioatividade dos extratos de Annona emarginata e Annona x atemoya contra



cepas fungicas de Colletotrichum spp. demonstraram efeito inibitorio em sua grande maioria,
contribuindo de forma positiva em estudos que possibilitem identificar a atividade antifingica
dos alcaloides. Porém, o avanco nos ensaios de bioatividade, bem como isolamento das

substancias, tornam-se necessarios para dar continuidade aos resultados aqui apresentados.

Figura 25. Representacao visual do crescimento de isolados de Colletotrichum theobromicola

Microplacas contendo caldo BDA com diferentes extratos Annona emarginata e Annona X
atemoya enxertada em Annona emarginata na concentracdo de 1 mg mL™; B: Extrato de raiz
de Annona emarginata (acesso 3 — Individuo jovem) sem efeito inibitério sobre o fungo; C:
Extrato de raiz de Annona emarginata (Acesso 4 — Individuo jovem) com efeito inibitorio sobre
o fungo; D: Controle positivo (com metanol a 10% no lugar do extrato) sem efeito inibitorio
sobre o fungo; E: Controle negativo (sem suspensédo de conidios); F: (Microscopio) Formacao
de hifas em extratos que ndo inibiram a atividade do fungo; G: (Microscopio) Esporos

germinados em extratos que inibiram a atividade do fungo.

Os extratos alcaloidais de raizes dos acessos e controle de Annona emarginata e raiz de
Annona x atemoya enxertada em Annona emarginata, de perfil alcaloidal semelhante (anonaina,
asimilobina, liriodenina, nornuciferina, lisicamina, oxoxylopina, reticulina e oxoxylopina),
exibiram resposta contra os fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola. De forma
semelhante, extratos de alcaloides de raiz de Annona purpurea, 0s quais continham a presenca
dos alcaloides anonaina, liriodenina, reticulina e xylopina foram testados contra fungos de
plantas, como Colletotrichum gloesporioides, Curvularia lunata e Fusarium oxysporum, com
resultados promissores (DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019).

Os alcaloides anonaina, asimilobina e reticulina presentes nos extratos de Annona
emarginata (mudas, adultas e plantas enxertadas) foram testados de forma isolada nos trabalhos

de Paulo et al. (1992) e Costa et al., (2013) que testaram os alcaloides isolados de casca de
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arvore de Annona salzmanii, e obtiveram resultados positivos na inibicdo de fungos de pele
como Tricophyton rubrum e Microsporum gypsum e fungos causadores de doencas infecciosas
como Candida albicans, C. dubliniensis e C. Parapsilosis.

Os resultados de atividade inibitoria da liriodenina isolada de raizes de Annona
emarginata ndo demonstraram nenhum efeito inibitério na concentracdo de 1 mg mL™* para os
fungos Colletotrichum fructicola e C. theobromicola (Tabela 4 e Figura 26). Porém, a atividade
inibitdria da liriodenina isolada de casca da arvore de Annona salzamanii, raiz e casca da raiz
de Annona macroprophyllata (= Annona diversifolia) e extrato de alcaloide (com a presenga da
liriodenina) de raiz de Annona purpurea, apresentaram resultados positivos na inibicdo da
atividade fungica de Colletotrichum gloesporioides, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum,
Aspergillus glaucus, Rhizopus stolonifer, Histoplasma capsulatum, Candida spp.,
Cryptococcus spp. e Paracoccidioides spp. (COSTA et al., 2013; DE-LA-CRUZ-CHACON et
al., 2019; DE LA CRUZ-CHACON et al., 2011; LEVORATO VINCHE et al., 2020), sendo

estes, fungos de interesse tanto agronémico, quanto medicinal.

Figura 26. Representacdo visual do crescimento de isolados de Colletotrichum theobromicola
(Placa A) e Colletotrichum fructicola (Placa B) em microplacas contendo caldo BDA com
diferentes extratos Annona emarginata e Annona x atemoya enxertada em Annona emarginata

e liriodenina na concentragdo de 1 mg mL™!

Placa A Placa B

Placa A e B: Liriodenina a 1 mg mL* (10 uL) com caldo BDA (50 pL) e suspenséo de conidios
(40 pL) (A); Controle positivo com caldo BDA (50 pL), suspensdo de conidios (40 pL) e
metanol 10% (10 uL) (B); Controle negativo com caldo BDA (50 pL), metanol 2% (50 pL),

sem suspensdo de conidios (C).

Os resultados deste trabalho reforcam a necessidade do uso de porta-enxertos com maior
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tolerancia a estresses bidticos para Annona e neste contexto os todos 0S acessos apresentaram a
mesma constituicdo quimica referentes ao perfil de alcaloides, sendo moléculas promissoras
devido seus efeitos (BAUTISTA-BANOS; HERNANDEZ-LOPEZ; BARRERA-NECHA,
2000; DE-LA-CRUZ-CHACON et al., 2019; DE LA CRUZ-CHACON et al., 2011). E embora
que os Colletotrichum spp. estudados ndo tenham relatos de danos em raizes, o fato das raizes
de Annona emarginata possuirem moléculas que inibem o desenvolvimento destes fungos
indica que estas substancias bioativas podem representar importante papel na industria de
agroquimicos para a protecdo contra fungos fitopatogénicos. E neste contexto, além das
substancias citadas na literatura ainda foram detectadas pela primeira vez os alcaloides
lisicamina, nornuciferina e oxoxylopina, o que indica diversidade de metabdlitos especializados

a serem explorados na espécie.

A quantidade de extratos alcaloidais de folhas foi baixa, ndo sendo suficiente para
utilizar nos testes de bioatividade.

4.4. Conclusdo

A partir da identificacdo quimica foi possivel relatar pela primeira vez os alcaloides
nornuciferina, oxoxylopina e lisicamina em raizes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer’
morfotipo ‘terra-fria’ (araticum de terra-fria). Os alcaloides liriodenina e anonaina sédo
predominantes em raizes de individuos jovens, enquanto o alcaloide reticulina é predominante
em raizes de individuos adultos de araticum de terra-fria. Deste modo, os resultados confirmam
0 uso da Annona emarginata como porta-enxerto devido a presenca de importantes alcaloides
antifingicos, e destacam alguns acessos promissores devido a toleréncia a dois importantes

fungos relacionados a antracnose.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Esta pesquisa revelou que nédo existem diferencas no perfil de alcaloides entre os
estadios de desenvolvimento de Annona emarginata, mas que a concentracdo dos alcaloides
detectados pode variar de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta.

Alguns alcaloides sédo reportados pela primeira vez, indicando a importancia da espécie
Annona emarginata, o que também sugere que é espécie promissora para novos estudos.

As respostas positivas do teste de bioatividade sugerem estudos com outros agentes
patogénicos.

A bioprospecgdo confirmou ser importante ferramenta na sele¢do de espécies com maior
tolerancia a patégenos como a Annona emarginata, justificando seu uso como porta-enxerto
para atemoia (Annona x atemoya Mabb.), além de dar importante indicativo de moléculas para

a inddstria agricola e famacéutica.

6. APENDICES

Apéndice A: (1) Placa preparativa TCL com extrato de alcaloides purificado por cristalografia
fracionada. As setas azuis representam a regido (cor amarela) a qual foi identificada como

88



liriodenina e isolada; (2) “Agulhas” amarelas de liriodenina purificada, isolada, filtrada e

deixadas evaporar a temperatura ambiente.
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Apéndice B. Espectro de ESI-MS" (modo positivo) do ion de m/z 266 (anonaina).
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Apéndice C. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) do fon de m/z 276 (liriodenina).
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Apéndice D. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) do fon de m/z 330 (reticulina).
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Apéndice E. Espectro de ESI-MS" (modo positivo) do ion de m/z 268 (asimilobina).
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Apéndice F. Espectro de ESI-MS" (modo positivo) do ion de m/z 282 (nornuciferina).



O 279

3 :}61 166 176 180 202 204 207 219 236 240 249 252 255 264 272 278 | 280 296
T 279

100
. = 249

40; 221

261264

233 251
165 180 189 193 196 203 208 217 2?9{ 23 2317 26 2457 [ S 2770280 201

T

403 234
204

178 189 193 203 206 27 |22 231|235 248|250

[* s e e L e e e e e e e

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
miz

Apéndice G. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) do ion de m/z 296 (xylopina).
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Apéndice H. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) do ion de m/z 292 (lisicamina).
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Apéndice I. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) do ion de m/z 306 (oxoxylopina).
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