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SOUSA, M. C. REGULADORES VEGETAIS MODULAM A SINTESE DE
ALCALOIDES E O PERFIL DE VOLATEIS FOLIARES EM MUDAS DE Annona
emarginata (ANNONACEAE)? 2020. 103P. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO

As plantas da familia Annonaceae sdo conhecidas por produzirem diversos
metabolitos especializados, dentre eles, alcaloides e volateis de interesse farmacoldgico. No
entanto, ndo ha relatos de como seu metabolismo especializado (ME) pode responder a
aplicacdo exogena de reguladores vegetais e como € possivel a modulagéo ser associada ao
metabolismo primario (MP). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas do ME e
MP de Annona emarginata em funcéo da aplicacdo dos reguladores vegetais. Para isso plantas
jovens foram tratadas com auxina, metil jasmonato, acido salicilico e &cido abscisico em
varias concentragdes. Para conhecer o efeito particular da auxina foi realizado um segundo
experimento que utilizou a auxina e seu inibidor observando a resposta em varios momentos
apos a aplicacdo. As respostas avaliadas do ME foram a quantificacdo dos alcaloides totais, da
oxoaporfina liriodenina, perfil de alcaloides em raizes e o perfil de volateis foliares. Para o
MP foram determinadas as varidveis de trocas gasosas e fluorescencia da clorofila a. O uso de
reguladores vegetais em A. emarginata apresentou efeito negativo nas variaveis de trocas
gasosas, ocasionando diminuicdo da assimilacdo de CO; e eficiéncia de carboxilacdo da
enzima Rubisco. A aplicacdo de auxina a 10® M e do acido salicilico a 10° M ocasionou
incremento de alcaloides totais e liriodenina. Todos os reguladores alteraram a composigéo
dos volateis foliares, sendo que a auxina, metil jasmonato e acido salicilico diminuiram a
proporcdo relativa de monoterpenos, e o0 acido abscisico provocou alteracdes nos
sesquiterpenos. Com isso foi possivel demonstrar que A. emarginata altera o fluxo energético
entre metabolismo primério e especializado em funcéo do regulador vegetal aplicado e que o
namero e proporcdo de metabolitos especializados também sdo modulados de acordo com o

tratamento empregado.

Palavras-chave: Metabolismo especializado; Metabolismo primério; Hormonios

vegetais; Substancias volateis; Fotossintese.
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PLANT GROWTH REGULATORS MODULATING ALKALOID SYNTHESIS AND
LEAF VOLATILE PROFILE IN Annona emarginata (ANNONACEAE) SEEDLINGS?

ABSTRACT

Plants of the Annonaceae family are known to produce several specialized
metabolites, including alkaloids and volatiles of pharmacological interest. However, there are
no reports on how its specialized metabolism (SM) can respond to exogenous application of
plant regulators and how it is possible that modulation is associated with primary metabolism
(PM). Thus, the objective of this work was to evaluate the SM and PM responses of Annona
emarginata as a function of the application of plant growth regulators. For this, young plants
were treated with auxin, methyl jasmonate, salicylic acid and abscisic acid at various
concentrations. To know the effect of auxin, a second experiment was carried out using auxin
and its inhibitor, observing the response at various times after application. The evaluated
responses of the SM were the quantification of the total alkaloids, the oxoaporphine
liriodenine, the alkaloids profile in roots and the leaf volatiles profile. For PM, the gas
exchange and fluorescence variables of chlorophyll a were determined. The use of plant
growth regulators in A. emarginata had a negative effect on gas exchange variables, causing a
decrease in CO> assimilation and Rubisco enzyme carboxylation efficiency. The application
of 10 M auxin and 10 M salicylic acid caused an increase in total alkaloids and liriodenine.
All regulators altered the composition of leaf volatiles, with auxin, methyl jasmonate and
salicylic acid decreasing the relative proportion of monoterpenes, and abscisic acid caused
alterations in sesquiterpenes. Thus, it was possible to demonstrate that A. emarginata alters
the energy flow between primary and specialized metabolism as a function of the plant
growth regulator applied and that the number and proportion of specialized metabolites are

also modulated according to the treatment used.

Key words: Annonaceae; Alkaloids; Phytohormones; Specialized Metabolism; volatile

substances.



10
1. INTRODUCAO GERAL

As plantas apresentam metabolismo funcionalmente dividido em primario e
especializado (secundario). O metabolismo primario é considerado como uma série de
processos envolvidos na manutencdo fundamental do crescimento e desenvolvimento
vegetal. O metabolismo especializado tem como precursores compostos do
metabolismo primario que atuam especialmente na interacdo entre a planta e o
ambiente, garantindo sua sobrevivéncia (KUTCHAN et al.,, 2015; PICHERSKY;
LEWINSOHN, 2011; VERPOORTE, 2000).

Os metabolitos especializados diferentemente dos metabdlitos primarios,
que sdo encontrados em todo o reino vegetal, apresentam-se em baixas concentracdes e
sdo restritos a uma espécie ou a determinados grupos de espécies, podendo ser
principalmente divididos em terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados
(VERPOORTE, 2000; STEVENSON; NICOLSON; WRIGHT, 2017). Estas moléculas
podem desempenhar funcdo de alelopatia, defesa quimica contra herbivoria e ataque de
patdgenos, atracdo de organismos benéficos como polinizadores, protecdo contra
mudangas de temperatura, niveis hidricos e na intensidade luminosa, oferecendo,
portanto, auxilio em relacdo a estresses bioticos e abidticos (VERPOORTE, 2000;
STEVENSON; NICOLSON; WRIGHT, 2017).

Na familia Annonaceae foram relatados &cidos fendlicos, substancias
aromaticas, esteroides, Oleos essenciais, acetogeninas e alcaloides, englobando,
portanto, os diversos grupos de metabdlitos especializados (LEBOEUF et al., 1982;
MAKABE; KONNO; MIYOSHI, 2008; LIMA et al., 2012). Nessa familia estdo
documentados mais de 900 alcaloides, apresentando maior abundancia os alcaloides
benzilisoquinolinicos derivados da tirosina e fenilalanina (LUCIO et al., 2015).

Um dos alcaloides tipicos, mas ndo exclusivo, em Anonaceas é a
liriodenina, um alcaloide benzilisoquinolinico (ABI), considerado marcador
guimiotaxonébmico, que possui potente acdo antifungica, antibactericida,
antiprotozoaria, capaz de inibir o crescimento de varios fitopatégenos (DE LA CRUZ et
al., 2011a). Em Annona como A. diversifolia, os ABIs sdo produzidos desde etapas
iniciais da germinacdo (DE LA CRUZ; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012), de tal
maneira que plantulas com seis folhas possuem a mesma variedade e quantidade de
alcaloides que uma planta adulta (GONZALEZ-ESQUINCA et al.,, 2014). Nestas

etapas, a liriodenina forma parte do sistema de defesa ao inibir o crescimento de
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Rhizopus stolonifer e Aspergillus glaucus, fungos que degradam sementes dormentes ou
que ndo germinam (DE LA CRUZ et al., 2011a).

O desenvolvimento vegetal esta relacionado a sintese e balan¢co hormonal,
no entanto as relacbes entre hormdnios e sintese de metabdlitos especializados sao
pouco estudadas, em especial em Annonaceae. Hormonios vegetais tém efeitos
bioldgicos reconhecidos hd mais de um século e estd bem estabelecido que esses
compostos atuam na regulacéo e coordenacao do crescimento das plantas, morfogénese
e metabolismo (ALAM et al., 2012; OLIVOTO et al., 2017). Metabolitos especializados
e hormbnios compartilham parte de rotas metabdlicas, o que sugere que hormonios
poderdo desempenhar papel na biossintese de alcaloides e Oleos essenciais. Por
exemplo, a rota do acido chiquimico da origem a produtos especializados nitrogenados
como os alcaloides e compostos fendlicos, além do grupo hormonal das auxinas
(MAEDA; DUDAREVA, 2012; LJUNG, 2013); as rotas do &cido mevalbnico e
metileritritol-fosfato, originam os terpenos incluindo os horménios vegetais acido
abscisico, brassinosterdides e as giberelinas (RAO et al., 2002; EL-SAYED;
VERPOORTE, 2004; HEDDEN; THOMAS, 2012).

Foi usada a espécie Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, sinonimia de
Rollinia emarginata (RAINER, 2007), nativa do continente sul-americano, encontrada
em Bolivia, Peru, Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (MAAS et al., 2001). No Brasil
possui importancia na recuperacao de areas degradadas e é utilizada como porta-enxerto
para espécies comerciais como a atemoia (Annona x atemoya Mabb.) e a fruta-do-conde
(A. squamosa L.) (BETTIOL NETO et al.,, 2006; KAVATI, 2013) devido a sua
rusticidade, tolerancia a déficit hidrico severo (MANTOAN et al., 2016) e a patdgenos
causadores da broca-do-coleto (KAVATI, 2013), podriddo de raizes e colo
(TOKUNAGA, 2005). Nesta espécie ha relatos da presenca de liriodenina, anonaina,
reticulina e asimilobina em raizes e caules de plantas adultas (LUCIO et al., 2015) e de
volateis em funcéo da variacdo de nitrogénio no meio hidropénico (CAMPOS, 2015).

Varios esforcos vém sendo realizados para conhecer as vias que regulam a
biossintese dos metabolitos especializados, no entanto, até o momento, o papel dos
hormdnios nestas rotas ndo esta totalmente elucidado. Embora a familia Annonaceae
seja estudada quanto & sintese de alcaloides (DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-
ESQUINCA, 2012) e perfil de volateis foliares e déleos essenciais (DE COSTA et al.,
2013; CAMPOS, 2015; RABELO et al., 2016) ndo foram encontrados relatos da

interacdo entre estes e os reguladores vegetais, o que reforca a importancia deste estudo.



12

OBJETIVOS

. Verificar se os reguladores vegetais (auxina, jasmonato, acido salicilico e &cido

abscisico) aumentam a eficiéncia fotossintética em Annona emarginata.

. Determinar se os reguladores vegetais proporcionam aumento na producdo de

alcaloides e variacdo no perfil de volateis foliares.
Averiguar as possiveis relagdes entre o metabolismo primario e especializado das
plantas jovens durante o estadio vegetativo, em funcdo da aplicacdo de reguladores

vegetais.

. Realizar uma revisdo de literatura a respeito dos metabdlitos especializados em

Annonaceae, com foco em alcaoides de terpenos.
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3. CAPITULO 1: Avangcos sobre o efeito de reguladores vegetais na sintese de
alcaloides e terpenos em Annonaceae

3.1. Metabolismo especializado em Annonaceae

A familia Annonaceae apresenta importancia evolutiva, ecoldgica e
econdmica, incluindo 108 géneros e 2.400 espécies (CHATROU et al., 2012). No
Brasil, esta representada por 26 géneros e aproximadamente 260 espécies (MAAS et al.,
2001). A expansao do seu cultivo esta ligada ao interesse do mercado por frutas frescas
e para a inddstria de processamento de seus derivados. Além disso, ha aumento das
pesquisas com moléculas provenientes das anonas com as mais diversas funcdes
bioldgicas, 0 que tem gerado cada vez mais pesquisas nessa area (FERREIRA, 2011).
Nessa familia foram relatados &cidos fenolicos, substancias aromaticas, esteroides, 0leos
essenciais, acetogeninas e alcaloides (LEBOEUF et al., 1982; MAKABE; KONNO;
MIYOSHI, 2008; DE LIMA et al., 2012). Neste capitulo seré feita abordagem a respeito

de compostos da classe de alcaloides e terpenos.

3.1.1. Alcaloides em Annonaceae

Existem trés revisdes de literatura sobre alcaloides em plantas da familia
Annonaceae. A primeira foi publicada por Leboeuf et al. (1982), a segunda por Saito
(1995) e a ultima, mais atual, realizada por Lucio et al. (2015). Nessa ultima foram
documentados 934 alcaloides encontrados em 254 espécies, 0 que revela aumento
substancial em relacdo aos 168 alcaloides inicialmente relatados por Leboeuf et al.
(1982). Essa quimiodiversidade sugere a importancia dessas moléculas nitrogenadas
para plantas da familia Annonaceae, uma vez que ha intenso investimento dos recursos
fotossintéticos para biossintese. No entanto, os papéis especificos de muitas delas ndo
estdo claramente estabelecidos (GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014).

Os alcaloides mais abundantes na familia Annonaceae sdo 0s
benzilisoquinolinicos (ABIs) derivados da tirosina e fenilalanina (LUCIO et al., 2015),
gue representam um grupo grande e diversificado de compostos que incluem alcaloides
aporfinicos e oxoaporfinicos, como a liriodenina (PHILLIPSON et al., 1985;
GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014; OROZCO-CASTILLO et al, 2016). Também
estdo reportados alcaloides inddlicos derivados do triptofano, porém em menor escala
(WATERMAN, 1985).
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Um dos alcaloides tipicos, mas ndo exclusivo, em Anonaceas é a
liriodenina. Ela é um alcaloide oxoaporfinico encontrado em 240 espécies dessa familia,
podendo ser considerado um marcador quimiotaxonémico (GONZALEZ-ESQUINCA
et al., 2014; PINHEIRO et al., 2009). Foi isolada pela primeira vez em Liriodendron
tulipifera L., e apresenta propriedades antimicrobiana, antitumoral, antiplaquetaria
dentre outras (WARTHEN et al., 1969; CHEN et al, 2013).

Em A. diversifolia, os ABIs sdo produzidos desde etapas iniciais da
germinacio (DE LA CRUZ CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012), de tal
maneira que plantulas com seis folhas possuem a mesma variedade e quantidade de
alcaloides que uma planta adulta (GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014). Nestas
etapas, a liriodenina forma parte do sistema de defesa ao inibir o crescimento de
Rhizopus stolonifer e Aspergillus glaucus, fungos que degradam sementes dormentes ou
que ndo germinam (DE LA CRUZ et al., 2011b). Em sementes de A. cacans foi
reportado a presenca de liriodenina nas sementes antes mesmo do inicio do processo de
germinacdo (SOUSA et al, 2019). Em A. mucosa foi observado atividade
antileishmania do alcaloide liriodenina (DE LIMA et al., 2012). Em estudo realizado
com A. salzmannii, liriodenina apresentou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Candida dubliniensis (COSTA et
al., 2013a). Liriodenina extraida de raizes de A. reticulata apresentou propriedade
citotoxica contra células cancerigenas (SURESH et al., 2012).

Do ponto de vista ecoldgico, a maioria dos alcaloides possuem efeitos
toxicos em animais e efeitos alelopaticos em plantas (RAMAWAT; MERILLON,
2013), sendo que os alcaloides benzilisoquinolinicos conferem protecdo contra
herbivoros e inibem a multiplicacdo de microrganismos (SCHMELLER et al., 1997).

Devido as suas caracteristica quimicas, de modo geral, os alcaloides das
anonaceas tem enorme importancia por seu potencial farmacoldgico incluindo atividade
antibacteriana (PAULO et al. 1992; LUNA-CAZARES; GONZALEZ-ESQUINCA,
2008), antifungica (HUFFORD et al., 1980; VILLAR et al., 1987; NISSANKA et al.,
2001; RAHMAN et al., 2005; WIRASATHIEN et al., 2006; DE LA CRUZ-CHACON
et al., 2011), analgesica (NISHIYAMA et al. 2010), antiplaquetaria (LIN et al., 1994;
MOHARAM et al., 2010; CHEN et al., 2013) e atividade citotoxica (YOU et al., 1995;
CHEN et al., 1997; DE SIQUEIRA et al., 1998; CHANG et al., 2004; KHAMIS et al.,
2004; WIRASATHIEN et al., 2006; GUO et al., 2005; CHIU et al., 2012). Os alcaloides
apresentam também atividade inseticida controlando populagdes de mosquitos Aedes
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albopictus e Culex quinquefaciatus a partir de extratos de semente de A.squamosa L. e
A.muricata L. (RAVAOMANARIVO et al., 2014). Ma et al. (2014), relatam efeito
bioinseticida de uso na agricultura com alcaloides extraidos de Triptergium wilfordi,
para combater insetos como o Plutella xylostella L. (traca das cruciferas). Além do
efeito inseticida, De la Cruz-Chacon e Gonzalez-Esquinca (2015) relatam efeito de
alcaloides extraidos de Annonaceae no controle de vasta lista de fungos fitopatogénicos

com interesse na agricultura.

3.1.2. Terpenos em Annonaceae

Vérias espécies da familia Annonaceae possuem aroma, essas fragrancias
estdo relacionadas a presenca de 6leos essenciais, contendo em especial terpenoides.
Como a maioria dos estudos nessa familia séo realizados com alcaldides e acetogeninas,
ndo hé tantos estudos sobre essas substancias volateis. Diversos artigos foram dedicados
a essas substancias volateis, em especial para espécies de interesse econémico, no
entanto poucas compilacdes de dados referentes a terpenos de Annonaceae foram
realizadas. Em 1989 foi realizada uma revisdo sobre volateis de Annonaceae
(Ekundayo, 1989), em 1999 sobre 6leos essenciais de Annonaceae (FOURNIER;
LEBOEUF; CAVE, 1999) e em 2016 uma revisio sobre 6leos do género Annona
(RABELO et al., 2016).

Os compostos volateis sdo divididos em classes incluindo terpendides,
fenilpropandides, benzenoides, derivados de &cidos graxos e de aminodcidos
(DUDAREVA et al., 2013). Oleos essenciais sdo constituidos por compostos volateis e
aromaticos, produzidos pelo metabolismo especializado. Sdo sintetizados por todos 0s
Orgdos da planta e armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células
epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et al, 2008; BASSOLE et al.,
2012). Em geral, sdo constituidos principalmente por monoterpenos (10C) e
sesquiterpenos (15C), que séo hidrocarbonetos formados pela jungéo de isoprenos (5C)
(MOHAMED et al., 2010; KANDI et al, 2015).

Em Annonaceae, os principais compostos sdo geralmente hidrocarbonetos
monoterpénicos nos 6leos de frutas e sementes, hidrocarbonetos sesquiterpénicos nos
oOleos das folhas e sesquiterpenos oxigenados nos 6leos de casca e raiz. Os constituintes
principais s3o a-pineno, limoneno, B-pineno, B-cariofileno, p-cimeno e Oxido de
cariofileno (Fournier et al., 1999). Muitos desses compostos possuem algum tipo de

atividade bioldgica conhecida (Rabelo et al., 2016).
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Oleos essenciais extraidos de folhas de Annona Salzmannii e A. pickelii
apresentam atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e contra Trypanosoma
cruzi (COSTA et al., 2011; COSTA et al.,, 2012). Em A. foetida, 0leos essenciais
apresentam atividades antimicrobiana e antileishmania (COSTA et al, 2009). Oleos
extraidos de A. vepretotum apresentam propriedades antimicrobiana e contra T. cruzi
(COSTA et al., 2012). Em Annona sylvatica foram relatadas atividades anti-inflamatoria
e anticancerigenas dos seus 0leos essenciais (FORMAGIO et al., 2013).

Visto que as anonaceae sdo ricas em terpenos, muito deles com alguma
atividade bioldgica associada, o principal objetivo desta revisao é apresentar uma visdo
geral dos trabalhos publicados durante as duas ultimas décadas, relacionando o tipo de
estudo (apenas descritivo ou de atividade bioldgica), o local de publicacéo e os géneros
mais estudados. Para isso, buscamos artigos publicados no periodo de 2000 a 2019,
utilizando uma combinacéo das palavras-chave “Annonaceac”, “terpenos” ¢ “volateis”.
Foram excluidos artigos a respeito de variacdo sazonal e de localidade no do perfil de
compostos. SCOPUS, Web of Science, Science Direct.

Diversos estudos foram dedicados a 6leos isolados de varias partes de espécies
de Annonaceae, nessa revisdo foram encontrados 82 artigos com 0s mecanismos de
busca utilizados (Quadro 1 — Material suplementar), 48% deles apenas descreve 0s
compostos presentes nas espécies estudadas e 52% testam a atividade bioldgica.

A maioria dos estudos foram realizados com espécies dos géneros Xylopia e
Annona, assim como também foi observado na revisdo realizada por Fournier et al.
(1999). Esses sdo 0s géneros como o maior numero de espécies dentro da familia
Annonaceae, Annona conta com aproximadamente 160 espécies (Chatrou et al., 2012) e
Xylopia com 100 a 160 espécies de arvores e arbustos (LOPES; MELLO-SILVA,
2014). Dentro do género Xylopia as espécies X. aethiopica e X. aromatica foram as
mais estudadas e para o género Annona a maioria dos estudos foram realizados com A.
squamosa, A. muricata e A. reticulata.

Foram encontrados estudos sobre plantas coletadas em 19 paises, sendo a
maioria no Vietnam e Brasil, sequidos por Austrdlia e Nigéria. Em sua maioria 0s

terpenos foram extraidos das folhas.
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3.2. Efeito dos hormdnios e reguladores vegetais no metabolismo

Hormdnios vegetais tém efeitos bioldgicos reconhecidos hd mais de um
século e esta bem estabelecido que esses compostos atuam na regulacdo e coordenagédo
do crescimento das plantas, morfogénese e metabolismo (ALAM et al., 2012;
OLIVOTO et al., 2017). Em relagéo as trocas gasosas, foi reportado que a aplicacéo de
reguladores vegetais, como auxinas (JOSHI; SHUKLA; SHUKLA, 2011), giberelinas e
acido abscisico (EL-SAYED; VERPOORTE, 2004; SUKHOV et al., 2017), e acido
salicilico (GORNI; PACHECO, 2016) podem causar alteracfes na assimilacdo de
carbono bem como nos demais parametros avaliados, interferindo diretamente na
producdo de biomassa.

Em relacdo aos metabolitos especializados, a literatura relata que os
hormbnios compartilham parte de rotas metabdlicas, 0 que sugere que eles podem
competir por substrato. Dessa forma a aplicacdo de reguladores vegetais pode alterar a
sintese de alcaloides, Oleos essenciais e outras substdncias no metabolismo
especializado. Por exemplo, a rota do &cido chiquimico da origem a produtos
especializados nitrogenados como os alcaloides e compostos fenélicos, além dos grupos
hormonais das auxinas e salicilatos (MAEDA; DUDAREVA, 2012; LJUNG, 2013); as
rotas do acido mevaldnico e metileritritol-fosfato, originam os terpenos incluindo os
horménio vegetais acido abscisico, brassinosterdides e as giberelinas (RAO et al., 2002;
EL-SAYED; VERPOORTE, 2004; HEDDEN; THOMAS, 2012). No entanto, essas
relagbes devem ser mais bem estudadas a fim de elucidar o real papel dos reguladores
vegetais nas rotas de sintese de metabdlitos especializados.

Para as auxinas sdo propostas duas vias principais para a biossintese, as vias
independentes e dependentes do aminoéacido triptofano (WOODWARD; BARTEL,
2005; CHANDLER, 2009; NORMANLY, 2010; DI et al., 2016). Dentre as auxinas
naturais o acido indol acético (AlA) é a mais abundante tendo a sintese associada a
regibes de divisdo celular rapida, onde se encontram meristemas de &rgdos em
desenvolvimento (SIMON; PETRASEK, 2011; DI et al., 2016).

A relagéo entre auxinas e metabolitos especializados tem sido demonstrada
em alguns trabalhos. Em Cinchona ledgeriana a producéo de alcaloides inddlicos foi
estimulada pela auxina (HARKES et al., 1985). Em folhas de Balanites aegyptiaca a
sintese de alcaloides, saponina e de tanino nas plantas também foi aumentada

significativamente com a utilizacdo de diferentes concentracdes desse regulador vegetal
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(MOSTAFA; ABOU ALHAM, 2011). Em Catharanthus roseus a aplicacdo foliar de
acido indolacético (AlA), na concentracdo de 150 e 200 ppm, proporcionou aumento na
biomassa e a producdo do alcaloide indolico vincristina (MUTHULAKSHMI;
PANDIYARAJAN, 2013). Em cultura de células de Daucus carota e C. roseus a auxina
apresentou efeito negativo na sintese de alcaloides indodlicos, por estimular a
proliferacdo celular enquanto reprimiu a expressao de genes tdc (gene que codifica a
enzima triptofano descarboxilase) e str (gene que codifica a enzima estrictosidina
sintase) envolvidos na biossintese de alcaloides, sendo que o nivel desses transcritos
aumentou em meio sem o fitormonio (GODDIJN et al., 1992; PASQUALI et al., 1992).

O é&cido salicilico (AS) pertence a classe dos compostos fenodlicos,
distribuido em uma ampla gama de espécies de plantas, sendo encontrado tanto nas
folhas como nas estruturas reprodutivas (HAYAT; ALI; AHMAD, 2007). Seu processo
de biossintese é derivado da rota do acido chiquimico, tendo como precursor direto o
corismato. Estudos mostram que existem dois caminhos para sua sintese, a via do
isicorismato e a via da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) (FAGAN et al., 2015).

Diversos estudos recentes tém mostrado que a aplicacdo exdgena de acido
salicilico pode impulsionar o crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando em
seus sistemas de sinalizagédo e induzindo enzimas a catalisar a formacdo de compostos
de defesa, o que explica seu papel como elicitor do metabolismo especializado
(GORNI; PACHECO, 2016). Em horteld-pimenta (Mentha piperita) e erva-doce
(Foeniculum vulgare) observou-se que a aplicacédo de desse regulador vegetal aumentou
o0 teor de Oleo em comparacdo com as plantas ndo tratadas (SAHARKHIZ;
GOUDARZI, 2014; GORNI et al., 2017). Em plantas de tomilho submetidas a seca, a
pulverizacdo foliar de &cido salicilico impulsionou a producdo de metabolitos
especializados, em particular os polifendis antioxidantes e 0s constituintes do 6leo
essencial (KHALIL et al., 2018). Quando aplicado em culturas de tecido de Stemona sp.
houve maior acumulo de alcaloides pirrolidinicos em relacdo ao controle
(CHAICHANA; DHEERANUPATTANA, 2012).

Os jasmonatos sdo conhecidos como moléculas sinalizadoras de plantas em
respostas a estresse bidtico e abidtico (PASQUALI et al,, 1992; MEMELINK;
VERPOORTE; KIJNE, 2001). Os jasmonatos sdo derivados do acido linolénico que é
convertido em &cido 13-hidroperoxinolénico pela enzima 13- LOX (13-lipoxigenase)
(DOBRITZSCH et al., 2015). Quando aplicados em plantas de forma exdgena tém

demonstrado exibir efeitos morfologicos e fisioldgicos, sendo associados ao acumulo de
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metabolitos especializados (alcaloides, terpenoides, fenilpropanoides), que também séo
parte da resposta de defesa.

Verificou-se que os jasmonatos tém fortes efeitos indutores na biossintese
de ABIs em Eschscholzia californica e em culturas de suspensao celular de Thalictrum
tuberosum pela ativacéo coordenada de genes de biossintese desses compostos (FRICK;
KUTCHAN, 1999; FACCHINI; HUBER-ALLANACH; TARI, 2000). Contudo,
observa-se que a aplicacdo desse regulador vegetal induz conjuntos distintos de genes
para enzimas limitantes de velocidade em diferentes espécies de plantas, dependendo da
subclasse de alcaloides benzilisoquinolinicos (MEMELINK; VERPOORTE; KIJNE,
2001).

O 4cido abscisico (ABA) tem efeito na inibicdo do crescimento e da
germinacdo de sementes, fechamento de estdmatos, além disso, estd envolvido na
regulacdo da dorméncia sazonal nos tecidos em repouso e nos mecanismos de tolerancia
a seca (CHINNUSAMY; GONG; ZHU, 2008). O ABA ¢é um sesquiterpeno, sua sintese
¢ iniciada nos plastidios e deriva do acido mevalénico e do metabolismo de
carotenoides. Quando aplicado em mudas de C. roseus retardou o crescimento e
aumentou a producdo dos alcaloides inddlicos (EL-SAYED; VERPOORTE, 2004).

Diante do exposto é possivel observar que os reguladores vegetais atuam em
diversas rotas e podem realmente alterar tanto o metabolismo primario quanto
especializado das plantas, onde os efeitos dependerdo da interacdo entre o tratamento, a
concentracdo e a espécie estudada. No entanto, os mecanismos de acdo desses
compostos nos processos fisioldgicos requerem maiores investigacdes, reforcando a

necessidade de estudos futuros neste sentido.
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Quadro 1- Terpenos descritos para Annonaceae entre 2000 e 2019. Os dados foram

organizados de acordo com a espécie, parte da planta, localizacdo geogréafica e tipo de

estudo (D- estudo descritivo; AB — estudo relacionado a atividade bioldgica).

L Parte da Localizacao A
Espécie planta Geografica Estudo Referéncia
Alphonsea philastreana Folhas Vietnam D (THANG et al., 2013c)
Alphonsea gaudichaudiana folhas Vietnam D (THANG et al., 2013c)
(DE ALENCAR et al.,
Anaxagorea brevipes folhas Brasil AB 2016)
(ANDRADE; OLIVEIRA;
Anaxagorea dolichocarpa caules finos Brasil D ZOGHBI, 2007)
(ANDRADE; OLIVEIRA;
Anaxagorea dolichocarpa folhas Brasil D ZOGHBI, 2007)
(CHAVAN; SHINDE;
Annona squamosa caule India AB NIRMAL, 2006)
Annona muricata folhas Brasil ab (KOSSOUOH et al., 2007)
Annona foetida folhas Brasil AB (COSTA et al., 2009)
Annona senegalensis folhas Egito AB (AHMED et al., 2010)
Annona foetida folhas Brasil AB (COSTA et al., 2011)
Annona pickelii folhas Brasil AB (COSTA et al., 2011)
Annona coricea folhas Brasil AB (SIQUEIRA et al., 2011)
Annona vepretorum folhas Brasil AB (COSTA et al., 2012)
Annona muricata folhas Benim AB (ALITONOU et al., 2013)
Annona squamosa folhas Benim AB (ALITONOU et al., 2013)
Annona crassiflora folhas Brasil AB (OLIANI et al., 2013)
Annona muricata folhas Nigéria AB (OWOLABI et al., 2013)
(ELHAWARY et al.,
Annona cherimola folhas Egito AB 2013)
(ELHAWARY et al.,
Annona squamosa folhas Egito AB 2013)
(ELHAWARY et al.,
Annona muricata folhas Egito AB 2013)
(ELHAWARY et al.,
Annona glabra folhas Egito AB 2013)
Annona vepretorum folhas Brasil AB (ARAUJO et al., 2015)
(GYESI; OPOKU;
Annona muricata folhas Gana AB BORQUAYE, 2019)
(GYESI; OPOKU;
Annona muricata frutos Gana AB BORQUAYE, 2019)
Rollinia sericea folhas Brasil AB (ITOetal., 2010)
Annona cherimoélia frutos Cuba D (PINO, 2000a)
Annona retlciilata frutos Cuba D (PINO, 2000a)
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(PINO; AGUERO;

Annona muricata frutos Cuba D MARBOT, 2001)
(PINO; MARBOT;
Annona glabra frutos Cuba D AGUEROQ, 2002)
(PINO; MARBOT;
Annona montana frutos Cuba D AGUEROQ, 2002)
Annona reticulata frutos Cuba D (PINO, 2000a)
Annona squamosa folhas india D (GARG; GUPTA, 2005)
(OGUNWANDE;
EKUNDAYO; KASALI,
Annona reticulata folhas Nigeria D 2006)
Annona densicoma folhas Brasil D (ANDRADE et al., 2010)
(NKOUNKOU-
LOUMPANGOU et al.,
Annona senegalensis casca da raiz Congo D 2002)
(NKOUNKOU-
LOUMPANGOU et al.,
Annona senegalensis casca do caule Congo D 2002)
(NKOUNKOU-
LOUMPANGOU et al.,
Annona senegalensis fruto Congo D 2002)
(NKOUNKOQU-
LOUMPANGOU et al.,
Annona senegalensis folhas Congo D 2002)
(NKOUNKOQU-
LOUMPANGOU et al.,
Annona senegalensis fruto Congo D 2002)
(NKOUNKOU-
LOUMPANGOU et al.,

Annona senegalensis sementes Congo D 2002)

Annona senegalensis folhas Nigéria D (AMEEN et al., 2011)
Annona squamosa casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona reticulata casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona squamosa caule Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona reticulata caule Vietnam D (THANG et al., 2013a)

Annona glabra folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona squamosa folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona muricata folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona reticulata folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Annona cherimola folhas Brasil D (CAMPOS et al., 2019c)
Annona squamosa folhas Brasil D (CAMPOQS et al., 2019¢)

Annona emarginata folhas Brasil D (CAMPOS et al., 2019c¢)
Annona X atemoya folhas Brasil D (CAMPOS et al., 2019c¢)

Rollinia mucosa folhas Cuba D (PINO, 2000b)

(AGNAN[ET; MENUT;
Anonidium mannii casca do caule Gabao D BESSIERE, 2004)
Artabotrys hongkongensis folhas Vietnam D (THANG et al., 2013b)
Artabotrys pallens folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Artabotrys petelotii Caule Vietnam D (HUNG et al., 2014)
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Artabotrys intermedius Caule Vietnam D (HUNG et al., 2014)
Artabotrys petelotii folhas Vietnam D (HUNG et al., 2014)
Artabotrys intermedius folhas Vietnam D (HUNG etal., 2014)
Artabotrys harmandii folhas Vietnam D (HUNG etal., 2014)
Asimina triloba folhas Reino Unido AB (FA:RAG, 2009)
(ALCANTARA et al.,
Bocageopsis multiflora folhas Brasil AB 2017)
Bocageopsis multiflora folhas Brasil AB (BAY etal., 2019)
(BROPHY; GOLDSACK;
Cananga odorata folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Cananga odorata folhas China AB (ZHAOQO et al., 2019)
Cleistopholis patens casca do caule Camardes AB (BOYOM etal., 2011)
Cleistopholis patens folhas Camardes AB (BOYOM etal., 2011)
(BROPHY; GOLDSACK;
Cyathostemma micranthum folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Dasymaschalon rostratum folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Dasymaschalon longiusculum | casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Dasymaschalon glaucum casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Dasymaschalon robinsonii | casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Dasymaschalon longiusculum folhas Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Dasymaschalon glaucum folhas Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Dasymaschalon robinsonii folhas Vietnam D (DAl et al., 2014b)
Desmopsis bibracteata folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
Desmopsis microcarpa folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
Desmos cochinchinensis folhas Vietnam D (DAl et al., 2012)
Desmos penduculosus folhas Vietnam D (DAl et al., 2012)
Desmos chinensis folhas Vietnam D (DAl et al., 2012)
Desmos dumosus folhas Vietnam D (DAl et al., 2012)
Desmos penduculosus var.
tonkinensis folhas Vietnam D (DAl et al., 2012)
Desmos cochinchinensis casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014c)
Desmos cochinchinensis frutos Vietnam D (DAl et al., 2014c)
(DE SIQUEIRA et al.,
Duguetia glabriuscula folhas Brasil AB 2003)
(DE SIQUEIRA et al.,
Duguetia glabriuscula folhas Brasil AB 2003)
Duguetia gardneriana folhas Brasil AB (ALMEIDA et al., 2010)
Duguetia moricandiana folhas Brasil AB (ALMEIDA et al., 2010)
Duguetia quitarensis folhas Brasil AB (BAY etal., 2019)
Duguetia flagellaris caule Brasil D (MAIA et al., 2006)
Duguetia trunciflora caule Brasil D (MAIA et al., 2006)
folhas e caules
Duguetia flagellaris finos Brasil D (MAIA et al., 2006)
folhas e caules
Duguetia pycnastera finos Brasil D (MAIA et al., 2006)
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folhas e caules

Duguetia riparia finos Brasil D (MAIA et al., 2006)
folhas e caules
Duguetia trunciflora finos Brasil D (MAIA et al., 2006)
folhas e caules
Duguetia eximia finos Brasil D (MA[A et al., 2006)
(ALCANTARA et al.,
Ephedranthus amazonicus folhas Brasil AB 2017)
Fissistigma maclurei folhas Vietnam D (THANG et al., 2013b)
Fissistigma rufinerve folhas Vietnam D (THANG et al., 2013b)
Fissistigma chloroneurum folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma cupreonitens folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma pallens folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma bicolor folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma shangtzeense folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma petelotii folhas Vietnam D (HOFERL et al., 2013)
Fissistigma bracteolatum casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma villosissimum casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma latifolium casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma glaucescens casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma bracteolatum folhas Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma villosissimum folhas Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma latifolium folhas Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma glaucescens folhas Vietnam D (THANG et al., 2014a)
Fissistigma bracteolatum frutos Vietnam D (HUNG et al., 2016)
Fissistigma maclurei frutos Vietnam D (HUNG et al., 2016)
Friesodielsia filipes casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Friesodielsia filipes folhas Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Fusaea longifélia folhas Brasil AB (BAY etal., 2019)
Goniothalamus macrophyllus | caules finos Malésia AB (HUMEIRAH et al., 2010)
Goniothalamus macrophyllus raiz Malasia AB (HUMEIRAH et al., 2010)
(BROPHY; GOLDSACK;
Goniothalamus australis folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Goniothalamus tamirensis folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
(THANG; DAI;
Goniothalamus takhtajanii | casca do caule Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
(THANG; DA,
Goniothalamus multiovulatus | casca do caule Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
(THANG; DAI;
Goniothalamus wightii casca do caule Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
(THANG; DA,
Goniothalamus multiovulatus folhas Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
(THANG; DAI;
Goniothalamus wightii folhas Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
(THANG; DA,
Goniothalamus takhtajanii folhas Vietnam D OGUNWANDE, 2016)
Guatteria costaricensis folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
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Guatteria diospyroides folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
Guatteria oliviformis folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
(ALCANTARA et al.,
Guatteria blepharophylla folhas Brasil AB 2017)
Guatteria elliptica folhas Brasil AB (FERREIRA et al., 2018)
Guatteria elliptica folhas Brasil AB (FERREIRA et al., 2018)
Guatteria juruensis folhas Brasil D (MAIA et al., 2005a)
Guatteria microcalyx folhas Brasil D (MAIA et al., 2005a)
Guatteria poeppigiana folhas Brasil D (MAIA et al., 2005a)
Guatteria australis folhas Brasil AB (SIQUEIRA et al., 2015)
Guatteria punctata folhas Brasil AB (BAY etal., 2019)
Guatteriopsis hispida folhas Brasil AB (COSTA et al., 2008)
Guatteriopsis blepharophylla folhas Brasil AB (COSTA et al., 2008)
Guatteriopsis friesiana folhas Brasil AB (COSTA et al., 2008)
Guatteriopsis blepharophylla folhas Brasil D (MAIA et al., 2005a)
Meiogyne virgata casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Meiogyne virgata folhas Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Meiogyne hainanensis folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
Meiogyne monogyna folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
(BROPHY; GOLDSACK;
Melodorum uhrii folhas Australia D FORSTER, 2004b)
(BROPHY; GOLDSACK;
Melodorum leichhardtii folhas Australia D FORSTER, 2004b)
Melodorum fruticosum folhas Vietnam D (THANG et al., 2013b)
Melodorum vietnamensis folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Melodorum indochinense folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
Melodorum vietnamense var.
Calcareum folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
(BROPHY; GOLDSACK;
Mitrephora zippeliana folhas Australia D FORSTER, 2004a)
(BROPHY; GOLDSACK;
Mitrephora zippeliana folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Monodora myristica folhas Benim AB (ALITONOU et al., 2013)
(AGNANIET; MENUT;
Monodora myristica casca do caule Gabéo D BESSIERE, 2004)
Orophea hirsuta folhas Vietnam D (DAl et al., 2014a)
(AGNAN[ET; MENUT;
Pachypodanthium staudtii casca do caule Gabéo D BESSIERE, 2004)
Polyalthia nitidissirnu (BROPHY; GOLDSACK;
chemotype 1 (PIF21361) folhas Australia D FORSTER, 2001)
Polyalthia nitidissirnu
chemotype 2 (PIF19261, (BROPHY; GOLDSACK;
PIF.24581) folhas Australia D FORSTER, 2001)
(BROPHY; GOLDSACK;
Polyalthia sp. folhas Australia D FORSTER, 2001)
(BROPHY; GOLDSACK;
Polyalthia australis folhas Australia D FORSTER, 2001)
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(BROPHY; GOLDSACK;
Polyalthia michaelii folhas Australia D FORSTER, 2001)
(AGNANIET; MENUT;
Polyalthia suaveolens casca do caule Gabéo D BESSIERE, 2004)
Polyalthia longifolia casca do caule Nigéria D (OGUNBINU et al., 2007)
Polyalthia longifolia folhas Nigéria D (OGUNBINU et al., 2007)
Polyalthia longifolia var.
pendula folhas Vietnam D (THANG et al., 2013b)
Polyalthia sessiliflora casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Polyalthia sessiliflora folhas Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Pseuduvaria mulgraveana
var. mulgraveana folhas Australia D (BROPHY et al., 2004)
Pseuduvaria mulgraveana
var. glabrescens folhas Australia D (BROPHY et al., 2004)
Pseuduvaria villosa folhas Australia D (BROPHY et al., 2004)
Pseuduvaria froggattii folhas Australia D (BROPHY et al., 2004)
Pseuduvaria hylandii folhas Australia D (BROPHY et al., 2004)
Pseuduvaria indochinensis casca da raiz Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Pseuduvaria indochinensis | casca do caule Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Pseuduvaria indochinensis folhas Vietnam D (DAl et al., 2014a)
Unonopsis costaricensis folhas Costa Rica AB (PALAZZO et al., 2009)
Unonopsis guatterioides folhas Brasil AB (YOSHIDA et al., 2019)
Uvaria hamiltonii flores India AB (BARMAN et al., 2019)
(BROPHY; GOLDSACK;
Uvaria rufa folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Uvaria pierrei folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Uvaria dac folhas Vietnam D (THANG et al., 2013a)
Uvaria rufa casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014b)
Uvaria cordata casca do caule Vietnam D (THANG et al., 2014b)
Uvaria rufa folhas Vietnam D (THANG et al., 2014b)
Uvaria cordata folhas Vietnam D (THANG et al., 2014b)
Uvaria hamiltonii flores India AB (BARMAN et al., 2019)
(BROPHY; GOLDSACK;
Uvaria concava folhas Australia D FORSTER, 2004a)
Uvaria grandiflora folhas Vietnam D (THANG et al., 2017)
Uvaria microcarpa folhas Vietnam D (THANG et al., 2017)
Uvariastrum pierreanum casca do caule Camardes AB (BOYOM et al., 2011)
Uvariastrum pierreanum folhas Camardes AB (BOYOM etal., 2011)
Dennettia tripetala casca do caule Nigeria AB (GBOLADE et al., 2008)
Dennettia tripetala folhas Nigeria AB (GBOLADE et al., 2008)
Xylopia aethiopica folhas Gana AB (KARIOTI et al., 2004)
Xylopia aethiopica frutos Gana AB (KARIQOTI et al., 2004)
Xylopia aethiopica casca do caule Gana AB (KARIOTI et al., 2004)
Xylopia aethiopica cascas da raiz Gana AB (KARIOTI et al., 2004)
Xylopia langsdorffiana folhas Brasil AB (TAVARES et al., 2007)
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Xylopia aethiopica frutos Togo AB (KOBA et al., 2008)
Xylopia aethiopica folhas Benim AB (ALITONOU et al., 2013)
Xylopia laevigata folhas Brasil AB (COSTA et al., 2013b)
Xylopia frutescens folhas Brasil AB (FERRAZ et al., 2013)
Xylopia frutescens folhas Brasil AB (SILVA et al., 2013)
Xylopia laevigata folhas Brasil AB (SILVA et al., 2013)

(ABD-ALGADER et al.,
Xylopia aethiopica frutos Sudéo AB 2013)
Xylopia parviflora frutos Camardes AB (WOGUEM et al., 2014)
Xylopia malayana caules finos Malasia AB (GHAN!I et al., 2016)
Xylopia elliptica caules finos Malésia AB (GHAN!I et al., 2016)
Xylopia fusca caules finos Malésia AB (GHAN!I et al., 2016)
Xylopia aethiopica frutos Nigeria AB (USM,AAN etal., 2016)
(ALCANTARA et al.,
Xylopia aromatica folhas Brasil AB 2017)
(NASCIMENTO et al.,
Xylopia aromatica flores Brasil AB 2018)
(NASCIMENTO et al.,
Xylopia aromatica folhas Brasil AB 2018)

Xylopia brasiliensis folhas Brasil D (LAGO et al., 2003)
Xylopia aromatica folhas Brasil D (LAGO et al., 2003)
Xylopia aromatica flores Brasil D (ANDRADE et al., 2004)
Xylopia aromatica folhas Brasil D (ANDRADE et al., 2004)
Xylopia aromatica frutos Brasil D (ANDRADE et al., 2004)
Xylopia aromatica folhas Brasil D (MAIA et al., 2005b)

Xylopia cayennensis folhas Brasil D (MAIA et al., 2005b)

Xylopia emarginata folhas Brasil D (MAIA et al., 2005b)

Xylopia nitida folhas Brasil D (MAIA et al., 2005b)
(EL-KAMALI; ADAM,

Xylopia aethiopica frutos Sudéo D 2009)

Xylopia pierrei folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
Xylopia vielana folhas Vietnam D (THANG et al., 2015)
(OLONISAKIN et al.,

Xylopia aethiopica frutos Nigeria AB 2018)

Xylopia hypolampra casca do caule Italia AB (PEDRALI et al., 2019)

(OGUNWANDE;
OLAWORE; ADELEKE,
Xylopia Aethiopica frutos Nigeria D 2005)
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4. CAPITULO 2 - Acao diferencial de reguladores vegetais no metabolismo de

Annona emarginata

Resumo - Este estudo teve por objetivo avaliar se 0 uso de reguladores vegetais
(auxina, jasmonato, acido salicilico e &cido abscisico) altera as varidveis das trocas
gasosas e fluorescéncia, aumenta a concentracdo de alcaloides e altera o perfil de
volateis foliares em mudas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (Annonaceae). E
ainda, averiguar as possiveis relaces entre 0 metabolismo primario e especializado das
plantas jovens durante o estadio vegetativo, em funcdo da aplicagdo dos reguladores
vegetais. Assim, foram instalados dois experimentos. Para o primeiro foi empregado
delineamento em blocos casualisados, em esquema fatorial 4x4 [concentragdes (0, 107,
10, 10 M) x classes de reguladores vegetais (auxina, jasmonatos, acido salicilico e
acido abscisico)], totalizando 16 tratamentos, com cinco repeticbes de quatro plantas
por parcela. No segundo experimento utilizou-se delineamento em blocos casualisados,
em esquema fatorial 3x5 [reguladores vegetais (auxina, inibidor de auxina e controle) x
momentos de coleta (12, 24, 48, 72 e 336 horas apds a aplicacdo)], totalizando 15
tratamentos, com quatro repetices de duas plantas por parcela. Foram quantificados os
alcaloides totais e de forma particular a oxoaporfina liriodenina em raizes e determinado
o perfil de volateis foliares. O uso de reguladores vegetais em mudas de Annona
emarginata apresentou efeito negativo nas varidveis de trocas gasosas, ocasionando
diminuicdo da assimilacdo de CO:- e eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco. A aplicagéo
de auxina 10 M ocasionou incremento de alcaloides totais e liriodenina e a aplicacdo
de &cido salicilico 102 M dos alcaloides totais. Todos os tratamentos utilizados
alteraram a composicdo dos volateis foliares, sendo que a auxina 10® M e todas as
concentracfes de metil jasmonato e acido salicilico diminuiu a proporcao relativa de
hidrocarbonetos monoterpénicos. O acido abscisico, provocou alteragcdes na sintese de

compostos da classe dos sesquiterpenos.

Palavras-chave: Annonaceae; Alcaloides; Fitormonios; Metabolismo Especializado;

substancias volateis.



55

4.1. INTRODUCAO

As plantas usam a fotossintese para converter energia luminosa em energia
quimica, esses recursos sdo alocados para metabolismo primario e/o metabolismo
especializado. Ambos 0s processos sdo vitais para a sobrevivéncia, a reproducéo e a
adequacao das plantas e exigem recursos de forma simultdnea. Dessa forma, o
metabolismo especializado tem substrato e/ou energia limitada visto que as vias
metabdlicas primérias e especializadas compartilham precursores comuns (BALDWIN,
2001; STRAUSS et al., 2002; STAMP, 2003; WASTERNACK, 2017).

Os reguladores vegetais controlam o crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e a sintese de metabolitos especializados nas plantas (HUOT et al., 2014;
MURCIA et al., 2017). Em relagdo ao metabolismo primério, as auxinas, giberelinas e
brassinosterdides estdo associados tradicionalmente com a modulagdo do crescimento e
desenvolvimento (KOORNNEEF; PIETERSE, 2008; HUOT et al., 2014), outros afetam
particularmente a fotossintese, por exemplo, a aplicacdo exdgena de JA, reduziu o0s
componentes essenciais do aparelho fotossintético para a coleta de luz e fixacdo de
carbono (TSUCHIYA et al., 1999; JUNG, 2004). No entanto, esse fenbmeno é menos
conhecido com outros reguladores. O conhecimento dos efeitos causados pelos
reguladores vegetais nas variaveis da fotossintese pode explicar a compensacao para a
producdo de metabolitos especializados.

Os reguladores vegetais podem também afetar a sintese de metabdlitos
especializados (MURCIA et al., 2017) pela ativacdo ou inibicdo de enzimas que
participam em sua biossintese (GONCALVES; ROMANO, 2013; JAMWAL,;
BHATTACHARYA; PURI, 2018; PARMOON et al., 2018). A auxina, por exemplo,
quando aplicada em plantas de Catharanthus roseus proporciona aumento na biomassa
e na producdo do alcaloide indélico antitumoral vincristina (MUTHULAKSHMI;
PANDIYARAJAN, 2013). O 4cido salicilico ocasiona acumulo de biomassa em
Achillea millefolium, além do aumento da producdo de 6leos essenciais e fenois totais
(GORNI; PACHECO, 2016).

Annonaceae € uma familia de Angiospermas que contribui com a
diversidade dos bosques tropicais (CHATROU et al, 2012). Suas espécies
biossintetizam metabdlitos especializados de potencial interesse para a inddstria

farmacéutica e agricultura, devido a suas atividades bioldgicas (LEBOEUF et al., 1982;
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MAKABE; KONNO; MIYOSHI, 2008; LIMA et al., 2012). Nessa familia estdo
documentados cerca de 900 alcaloides, con maior frecuencia alcaloides
benzilisoquinolinicos nas raizes (LUCIO et al., 2015, DE-LA CRUZ ET AL, 2019).
Também se destacam os terpenos volateis, geralmente hidrocarbonetos monoterpénicos
e sesquiterpénios nas folhas (FOURNIER; LEBOEUF; CAVE, 1999).

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (= Rollinia emarginata) ¢ uma
planta nativa no Brasil (MAAS et al., 2001), possui importancia na recuperacao de areas
degradadas e ¢ utilizada como porta-enxerto para a espécie comercial atemoia (Annona
X atemoya Mabb.). As raizes de espécie tem presencia dos alcaloides
benzilisoquinolinicos, liriodenina, anonaina, reticulina e asimilobina (LUCIO et al.,
2015). Alguns como a liriodenina possui potente acdo antifingica, antibactericida,
antiprotozoaria, citotoxica e antitumoral (DE LA CRUZ et al., 2011a; CHEN et al.,
2013; LUCIO et al., 2015). Também tém sido reportados volateis foliares de plantas
jovens e adultas, destacando-se o trans-cariofileno, o a-pineno, o limoneno ¢ o f-
selineno (CAMPOS et al., 2014, 2019c, 2019a, 2019b).

Nas Anonaceas h& estudos desenvolvidos isoladamente com a fotossintese
(BARON et al., 2018b; MANTOAN et al., 2016; DELANHOL et al., 2018), trocas
gasosas associadas a aplicacdo de reguladores vegetais (VEROTTI et al., 2019),
terpenos e trocas gasosas associadas a fatores nutricionais (CAMPOS et al., 2019a),
biossintese de alcaloides durante o desenvolvimento inicial (DE LA CRUZ et al., 2011,
RILEY-SALDANA et al., 2017; SOUSA et al., 2019), no entanto, o papel dos
reguladores vegetais integrando esses processos ainda néo foi estudado.

Considerando-se que os metabdlitos especializados sdo fonte de diversos
farmacos (VERPOORTE, 2000; KUTCHAN et al., 2015) ha interesse em métodos que
possam promover seu aumento a fim de otimizar a producdo em larga escala
(JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI, 2018).

Este estudo tem por objetivo avaliar se 0 uso de reguladores vegetais
(auxina, jasmonato, acido salicilico e &cido abscisico) incrementa as variaveis
relacionadas a fotossintese (trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a), afeta o perfil e
a concentracdo de alcaloides e altera o perfil de volateis foliares em plantas jovens de A.
emarginata. E ainda, averiguar as possiveis relacdes entre 0 metabolismo primario e

especializado em funcdo da aplicacdo de reguladores vegetais.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Obtencdo do material vegetal

As mudas de Annona emarginata (araticum-de-terra-fria) foram produzidas
na Coordenadoria de Assisténcia Técnica e Integral (CATI) de Sdo Bento do Sapucai —
Sdo Paulo, Brasil, a partir de sementes de 80 frutos. Quando as plantas jovens
apresentaram altura média de 10 cm foram levadas ao Departamento de Botanica, do
Instituto de Biociéncias, UNESP, Céampus de Botucatu, S& Paulo, Brasil e
transplantadas em sacos plasticos de 17dm? (8x20x6 cm) preenchidas com substrato
comercial Tropstrato HT®. Apos 45 dias de adaptacio as plantas foram submetidas a

aplicacdo dos tratamentos.

4.2.2. Area experimental
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de
Botanica, UNESP. Utilizou-se estrutura metalica do tipo arco, coberta com filme
plastico agricola de polietileno transparente (PEBD, anti-UV) com 150um e com
sombrite laminado ‘Aluminet’ (Polysack®). As condi¢des ambientais foram

determinadas durante as avaliacdes de trocas gasosas (Tabela 1).

4.2.3. Delineamento experimental

4.2.3.1. Uso de reguladores vegetais em mudas de A. emarginata

Esse experimento foi instalado a fim de observar o efeito de diferentes
reguladores vegetais e suas concentracdes no metabolismo primario (trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a e no metabolismo especializado (sintese de alcaloides e
perfil de volateis foliares) em mudas de A. emarginata. As variaveis do metabolismo
primario foram registradas 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap6s a aplicacdo (DAP) e do
metabolismo especializado aos 20 DAP.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema
fatorial 4 x 4 [reguladores vegetais (auxina, jasmonato, acido abscisico e acido
salicilico) x concentragdes (0, 10°, 10 e 10-3M)], totalizando 16 tratamentos com cinco

repeticOes de quatro plantas por parcela.
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Como fonte de auxina foi utilizado o &cido indolbutirico (IBA); como fonte
de jasmonato foi utilizado o metil jasmonato; como fonte de &cido abscisico foi
utilizado o mesmo ABA; como fonte de salicilato foi utilizado o &cido salicilico. Todos

esses produtos foram adquiridos na Sigma-Aldrich® Brasil Ltda.

4.2.3.2. Efeito da auxina na sintese de alcaloides em mudas de A.
emarginata

Apds a analise dos dados do experimento anterior, observou-se que a
aplicacdo de Auxina [10°M] ocasionou variacido expressiva no perfil de volateis foliares
e incrementou a sintese de alcaloides totais e do alcaloide principal (liriodenina). Assim,
neste experimento foi utilizada auxina e um inibidor do transporte de auxina.

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualisados, em
esquema fatorial 3x5 (reguladores vegetais auxina, inibidor de auxina e controle x
momentos de coleta: 12, 24, 48, 72 e 336 horas apds a aplicacdo, totalizando 15
tratamentos, com quatro repeticdes de duas plantas por parcela. Como fonte de auxina
foi utilizado o IBA e como inibidor de auxina foi utilizado o acido 2,3,4-triiodobenzoico
(TIBA), da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

4.2.4. Aplicacdo dos reguladores vegetais

No primeiro experimento, utilizou-se plantas com 45 dias de adaptacdo e
apresentavam em média 20 cm de altura. Os reguladores foram aplicados duas vezes
com intervalo de sete dias.

No segundo experimento, utilizou-se plantas com sete meses de adaptacdo e
com 45 cm de altura em meédia. Foram realizadas duas aplicacGes com intervalo de sete
dias entre elas.

A aplicacdo dos reguladores foi realizada no Nuicleo de Pesquisas
Avangadas em Matologia (NUPAM) — FCA/UNESP. As aplicagOes foram realizadas
via foliar em sala fechada, com o uso de pulverizador estacionario pressurizado a ar
comprimido com pressdo constante (1.40 kgf cm™), com barra de pulverizacdo a
velocidade de 1 m s e posicionada a 0.2 m de altura das plantas e munida de uma ponta
de pulverizacdo JSD — 110.01 (Teejet®, Jacto Maquinas Agricolas SA). O consumo de
calda proporcionando para todos os tratamentos foi de 160 L ha. Os reguladores
vegetais foram solubilizados em &gua deionizada e alcool etilico de acordo com a

recomendacé&o do fabricante e foi adicionado 0.5% de oleo vegetal a calda de aplicagao.
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4.2.5. Andlises

4.25.1. Presenca de Alcaloides

Para obtencdo dos extratos dos alcaloides as raizes foram secas em estufa de
aeracdo forgada, a temperatura constante de 40°C, até obtencdo de matéria seca, e
extraidas mediante a extracdo &cido-base (DE LA CRUZ; GONZALEZ, 2012). O
conteddo total de alcaloides foi determinado por espectrofotometria a 254 nm,
utilizando o alcaloide liriodenina para elaboracdo da curva padrdo (y = 0.0881x -
0.0112, R2 = 0.9949), visto que é um alcaloide mayoritario na A. emarginata (FEVRIER
et al., 1999). O perfil de alcaloides e a quantificacdo de liriodenina nas amostras de cada
tratamento foram realizados em um cromatégrafo liquido de ultra alta pressdo
(UHPLCfocused ThermoFisher-Scientific) com bomba gradiente e detector UV-VIS
com 0 uso de coluna de fase reversa C18 (150 x 4.6mm e diametro de particula de Spum)
a 30°C. A fase mdvel foi agua (pH 3.5 com acido trifluoacetico) e metanol 30:70
gradiente, com fluxo de ImL.min. A deteccéo foi realizada em UV a 280 nm. Para a
quantificagdo da liriodenina foi realizada mediante curva de calibragdo de 1-100 mg
mL? (y=0.3658x + 1.114; R2 = 0.9992). Para o perfil de alcaloides utilizou-se os
padrdes dos alcaloides reticulina, norpredicentina, n-metil-laurotetanina, norglaucina,
discretina, xilopina, xilopinina, assimilobina, laurotetanina, liriodenina, oxoglaucina e

lanulinusina.

4.2.5.2. Volateis foliares

As folhas foram secas em estufa de aeracdo forcada, a temperatura de 40°C
até obtencdo de matéria seca constante. A captura dos volateis foi realizada por
microextracdo em fase solida em modo headspace (HS-SPME) com: SPME Fiber
Assembly 75 um CarboxenTM — PDMS for Manual Holder-SUPELCO. A composicao
quimica dos componentes volateis extraidos das folhas foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), em equipamento
Shimazdu modelo QP-5000 dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x
0.25 mm x 0.25 um) e gas de arraste Hélio (fluxo 1.0 mL min™t) (CAMPOS et al.,
2019c). Para a identificacdo das substancias, os seus espectros de massas foram

comparados aos do banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 Libr.), determinando-
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se 0 indice de retengdo linear (IRL), comparando os mesmos com a literatura (ADAMS,
2017).

4.2.5.3. Trocas gasosas fluorescéncia da clorofila a

As avaliacOes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram
realizadas simultaneamente, entre 9 e 12 horas, em folhas totalmente expandidas,
utilizando-se equipamento de sistema aberto de fotossintese com analisador de CO; e
vapor d’agua por radiacdo infravermelha (Infra Red Gas Analyser, modelo GSF 3000,
Walz). A andlise foi realizada aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap0s a primeira aplicacdo dos
tratamentos.

As variaveis das trocas gasosas analisadas foram: taxa de assimilacdo
liquida de CO2 (Anet, pmol CO2 m?2s?), taxa transpiratoria (E, mmol vapor d’agua m2 s’
1y, condutancia estomatica (gs, mol m?2s?) e concentracio interna de CO2 na cadmara
subestomatica (Ci, pmol COz mollar), adotando-se as condi¢des naturais de
luminosidade médias (DFFFA) de cada dia de avaliacdo, incidentes no interior do
ambiente de cultivo. A partir deste dados foi calculada a eficiéncia do uso da agua
(EUA, umol CO2 (mmol H20)™?) e a eficiéncia instantanea de carboxilagdo da enzima
Rubisco (Anet/Ci).

As variaveis da fluorescéncia da clorofila a analisadas foram: fluorescéncia
méaxima (Fm'), rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm’), rendimento
quantico efetivo do fotossistema II (®FSII), taxa de transporte de elétrons (ETR),
dissipacédo fotoquimica (gP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema Il que
é dissipada como calor (D) e fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na antena que
ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex), calculadas de acordo com (DEMMIG-
ADAMS et al., 2008).

4.2.6. Formas de anélise dos resultados
Os dados de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas foram submetidos
a andlise de variancia One way ANOVA, cada regulador vegetal foi analisado
separadamente, comparando as diferentes concentracdes em cada tempo de avaliacdo.
As medias foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (p< 0.05).
Os dados de alcaloides totais e liriodenina do primeiro experimento foram
submetidos a analise de variancia Two way ANOVA, em esquema fatorial 4x4 (classes

de reguladores vegetais [auxina, jasmonatos, &cido salicilico e &cido abscisico]) X
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concentragdes [0, 10°, 105, 10 M]). As médias foram comparadas pelo teste Tukey
(p< 0.05). Do segundo experimento foram submetidos a anélise de variancia Two way
ANOVA, em esquema fatorial 3x5 ([auxina, inibidor de auxina e controle] x momentos
de coleta [12, 24, 48, 72 e 336 horas apds a aplicacdo). As médias foram comparadas
pelo teste Tukey (p<0.05).

Os dados de volateis foliares (substancias com proporcéo relativa > 2%) e
classes das substancias volateis foram submetidos a analise de variancia One way
ANOVA, onde cada regulador vegetal foi analisado separadamente, comparando as
diferentes concentrac@es, havendo diferenca entre as médias, estas foram comparadas
pelo teste Tukey (p< 0,05). As analises de componentes principais (ACP) e analise de
cluster aglomerativa hierarquica, métodos quimiométricos multivariados, foram
utilizadas para identificar similaridade existente no perfil de volateis das diferentes
concentragOes de cada regulador vegetal utilizado, baseando-se nas substancias volateis
com proporgéo relativa > 2%, utilizando o software XLSTAT (verséo 2019.1.1.56604,
Addinsoft, USA).

Foi gerado um mapa de calor para verificar as possiveis interacdes entre 0s
dados referentes aos metabolismos primario e especializado. A anélise foi realizada no
website MetaboAnalyst (http://www. metaboanalyst.ca) com dados normalizados,

distancia euclideana e algoritmo ward.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Efeitos dos reguladores vegetais nas trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a

A aplicacdo dos fitoreguladores em mudas de A. emarginata promoveu
alteraces em algumas variaveis das trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila a em
concentracdoes e periodos especificos de avaliacdo. Os efeitos mais pronunciados
foram provocados por a auxina.

As mudas de A. emarginata tratadas com auxina apresentaram reducéo
gradual na Assimilacdo liquida de carbono (Anet) mais marcadamente no final das
avaliacbes (19 DAT) onde até as plantas tratadas com a menor concentragdo (10° M)
apresentavam reduzida Anet. Essa redugdo na Anet impactou na eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) aos 12 e 16 DAT. Também houve reducdo na

condutancia estomatica e na transpiracdo aos 14 DAT a 10° e 10 M (Tabela 2). Nas
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variaveis da fluorescéncia da clorofila a, observou-se menos efeitos, por exemplo, a 10
M diminuiu a dissipacdo fotoquimica (qP) e aumentou a energia acumulada no
fotossistema (Ex) aos 14 e 19 DAT (Tabela 3).

Plantas tratadas com acido salicilico apresentaram baixa assimilacdo de
carbono nas Gltimas avaliagdes (16 e 19 DAT), no entanto, ndo estive associada ao
acumulo de carbono interno e por consequéncia na eficiéncia de carboxilacdo da
Rubisco (Tabela 4). Ao mesmo tempo se verifica aumento na perda de energia na forma
de calor (D), e redu¢dao do rendimento quantico potencial (Fv’/Fm’) e do Ex,
coincidentemente a 10° M aos12 e 19 DAT (Tabela 5).

Com a aplicagdo de jasmonato observou-se que a 10° e 10° M (12 e 16
DAT) as plantas apresentaram aumento na assimilacdo de carbono, transpiracdo e
condutancia estomatica, sem embargo, no final das avaliacbes as respostas se
inverteram; em ambas as situacGes, sem alterar a eficiéncia de carboxilagdo (Tabela 6).
Na fluorescencia da clorofila a houve reducdo do rendimento quantico efetivo do
fotossistema Il (OFSII), taxa de transporte de elétrons (ETR) e dissipagdo fotoquimica
(qP) maxime em plantas tratadas com 10° M aos 16 DAT (Tabela 7).

As plantas submetidas a aplicacdo de acido abscisico apresentaram poucas
variag0es nas trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila a. Os efeitos mas
sobresaliente observou-se a 10° M aos 16 DAT com a diminuicdo da Anet e A/Ci
(Tabela 8), e com 10® M aos 10 DAT quando se apresentarem maiores valores de
@FSII e no ETR (Tabela 9).

4.3.2. Efeitos dos reguladores vegetais nos metabolitos especializados do A.
emarginata.
4.3.2.1. Alcaloides
As raizes das mudas de A. emarginata apresentam os alcaloides liriodenina,
lanulinosina, 2-N-methyl-laurotetanina e xilopina independentemente do regulador
utilizado (Material Suplementar-Figuras S1-4). Nos tratamentos com &cido abscisico as
plantas apresentaram modificagdo no perfil de alcaloides, com relagcdo ao tratamento
controle, onde n&o se detectou xilopinina e laurotetanina (Figura S1).
Em relacio a producdo de alcaloides totais a aplicagdo da auxina (10° M) e
do &cido salicilico (10 M) ocasionaram incrementos de 1.4 a 2 vezes. ABA e JAS ndo

apresentaram efeito (Tabela 10).



63

Na producéo de liriodenina todos os reguladores provocaram incrementos, o
maior efeito observou-se com auxina (10°® M) com aumento de 2.6 vezes na produgio
do alcaloide (Tabela 10).

Para melhor compreender o efeito da auxina na sintese de alcaloides foi
comparado o efeito do regulador com um inibidor do seu transporte (&cido 2,3,4-
trilodobenzoico, TIBA). Em plantas tratadas com auxina observa-se que nas ultimas
coletas houve incremento de até 21% nos alcaloides totais e quase 200% na liriodenina
em comparacdo a testemunha. Plantas tratadas com TIBA apresentaram menores
concentracdes de alcaloides totais, em todos os momentos de coleta. No entanto
observa-se inconsisténcias na sintese de liriodenina, ja que na ultima leitura houve

reducdo, mas na penultima aumento (Tabela 11).

4.3.2.2. Volateis foliares

Foram identificadas 23 substancias volateis nas folhas das mudas de Annona
emarginata, o que corresponde a mais de 89% do perfil. Os sesquiterpenos
hidrocarbonetos compdem de 76% a 90% do perfil (Tabela 12). Observa-se que auxina
(10° M) e o 4cido salicilico (em todas as concentragdes) reduziram ao grupo de
monoterpenos em 7 e 4.7 vezes respectivamente, e que O jasmonato provocou
diminuicdo nos monoterpenos e aumento nos derivados de &cidos graxos.

Observam-se efeitos na proporcdo relativa de certos volateis foliares
majoritrios > 2% (Tabela 13). A auxina (10° M) levou a diminuicdo de 8 e 10 vezes
dos monoterpenos a-pineno e tricicleno, respectivamente. A aplicagdo de ABA a 103 M
levou a diminuicdo de 4 e 5 vezes na propor¢ao dos sesquiterpenos biciclogermacreno e
B-gurjuneno, respectivamente, e aumento de 2 vezes no a-humuleno. O &cido salicilico,
independentemente da concentragao, provocou decréscimo de tricicleno e a-pineno; e a
10° M ocasionou decréscimo de biciclogermacreno. Plantas com aplicacio de
jasmonatos apresentaram decréscimo de tricicleno e a-pineno, além disso, o uso de 10°
M levou ao incremento de 2.2 vezes na proporcao relativa de 2-trans-hexenal.

Nos dendrogramas de similaridade é possivel observar que com todos 0s
reguladores vegetais (Figuras 1A, 2A, 3A e 4A) formaram-se trés clusters, o tratamento
controle formou um Unico cluster. No PCA, essas separagdes parecem estar associadas
principalmente aos efeitos nos sesquiterpenos biciclogermacreno e trans-cariofileno

(Figuras 1B-4B). Para a auxina, o 2-trans-hexenal também foi um volatil importante na
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separagdo (Figura 1B). Essas observacOes se refletem nos agrupamentos dos
dendogramas (Figuras 1A-4A).

Finalmente, de acordo com os mapas de calor é possivel observar que a
concentragio 10° M de auxina ocasionou correlagdo positiva com a producdo da
liriodenina, alcaloides totais e Ex. E ainda, correlacdo negativa com A/Ci, Yield e
compostos monoterpenos. Por outro lado, quando ndo se aplicou auxina observa-se
correlagdo negativa com o metabolismo de alcaloides e positiva com as variaveis de
trocas gasosas (A, A/Ci e Yield).

4.4. DISCUSSAO

A auxina reduzo a assimilacdo de CO: e acimulo de C interno, resultando
em baixa eficiéncia de carboxilacdo (menor atividade da Rubisco), principalmente nas
mudas que receberam 10° M deste regulador. Ao mesmo tempo, foram observadas
diferengas significativas na fluorescéncia da clorofila a, com uma menor dissipagio
fotoquimica (qP de 0,093, poucos centros de reacdo do PSII abertos) que pode ter
levado a menor producao de agentes redutores utilizados no metabolismo do carbono, e
ao maiores valores na energia acumulada no fotossistema (Ex) indicando que o fluxo
eletrénico ndo estava direcionado para a sintese de carbono no ciclo de Calvin (baixa
eficiéncia de carboxilacao).

Estes fatores podem ter sido determinantes para a obtencdo da menor sintese
de compostos monoterpenos hidrocarbonetos uma vez que 0S monoterpenos Ss&o
sintetizados nos plastideos e tem como precursor de isoprendide o gliceraldeido-3-
fosfato produzido pela fotossintese (REHMAN et al., 2016; BATISTA et al., 2017). Por
outro lado, o incremento de duas vezes na concentracao de alcaloides totais e liriodenina
nas plantas tratadas com auxina (10® M) pode estar relacionado ao elevado valor da
fracdo de energia acumulada e que ndo foi usada na fotoquimica (Ex). Essa energia
pode ter gerado espécies reativas de oxigénio, que de acordo com Selmar, Kleinwachter
(2013), podem ser sinalizadoras para a sintese de alguns metabolitos especializados.

Em relagdo ao &cido salicilico (AS) e o jasmonato foi evidente a reducdo da
assimilacdo do carbono ao longo do tempo. Além disso, o0 jasmonato provocou redugéo
da transpiracdo e da condutancia estomatica. Embora essos cambios as plantas nédo
apresentaram variacdes na eficiéncia de carboxilacdo mas si se observou que a aplicacdo
de ambos os reguladores resultou em redugdo da sintese de monoterpenos, o que pode

estar relacionado com a com a menor assimilagio de CO; e baixa eficiéncia
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fotossintética, a mesma forma que ocorreu com 0 uso da auxina, uma vez que 0S
monoterpenos dependem gliceraldeido-3-fosfato, produto da fotossintese (REHMAN et
al., 2016; BATISTA et al., 2017).

Esperava-se que a aplicacdo de AS e metil-jasmonato fosse estimular a
sintese de monoterpenos, visto que eles sdo conhecidos como elicitores das respostas
quimicas a fatores biotico e abidtico (LUO et al., 2019; CAPPELLARI et al., 2020) e a
que em situacdes de estresse 0s niveis de monoterpenos podem aumentar, uma vez que
auxiliam na neutralizacdo de espécies reativas (ATKINSON; AREY, 2003). Como estas
respostas ndo foram observadas, os resultados levam a hipotetizar que as concentracfes
usadas podem ter sido baixas para induzir estresse significativo.

Ainda o metil jasmonato (10® M) ter diminuido a proporcdo de
monoterpenos estimulou a sintese de 2-trans-hexenal, um derivado de &cido graxo. Esse
composto induz varios genes envolvidos na defesa da planta (BATE; ROTHSTEIN,
1998), e induz resisténcia contra fungos pos-colheita de frutos como Solanum
lycopersicum (GUO et al., 2015) e Fragaria * ananassa (WAKAI et al., 2019). Tanto o
metil jasmonato quanto o 2-trans-hexenal sdo produzidos na rota da lipoxigenase
(LOX), que dependem da acetil-CoA (DUDAREVA et al., 2013). A aplicagdo de
jasmonato pode aumentar a atividade da LOX, em plantas de soja (GRIMES; KOETJE;
FRANCESCHI, 1992) e Triticum aestivum (MOTALLEBI et al., 2017) e de genes
relacionados com sua sintese em Arabidopsis thaliana (BELL; MULLET, 1993), o que
pode explicar o aumento do 2-trans-hexenal.

Os resultados confirmam o fato de que em situacdo de estresse as plantas
produzem diversos metabolitos especializados, cuja sintese pode impactar no seu
crescimento dependente de seu metabolismo primério, o que muitas vezes tem
vantagens ecologicas, incluindo capacidade de defensa contra a inimigos naturais
(HERMS; MATTSON, 1992).

A aplicacdo do jasmonato pode simular ataques de herbivoros, uma
interpretacdo ecoldgica da regulacdo negativa do crescimento e da capacidade
fotossintética em folhas atacadas é que essas respostas fazem parte da estratégia de
defesa da planta para limitar a disponibilidade de alimentos para herbivoros
(HERMSMEIER; SCHITTKO; BALDWIN, 2001). Deste modo, o fato da fotossintese
ter sido reduzida pode significar que a A. emarginata esteja empregando estratégia

contra a herbivoria.
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O incremento do alcaloide liriodenina em plantas tratadas com jasmonato
(10° M) pode ser também compreendido como mecanismo de defesa da A. emarginata,
uma vez que segundo HERMS; MATTSON, 1992; STAMP, 2003; HAVKO et al.,
2016a relacdo entre a defesa e o crescimento envolve ndo apenas a realocacdo de
esqueletos carb6nicos, mas também redistribui¢do de nitrogénio, o que poderia justificar
0 aumento da producdo do liriodenina, ao contrario de incrementar a fotossintese nas
plantas.

Em relacdo aos efeitos do ABA na fotossintese os resultados néo refletem o
esperado para este regulador, uma vez embora tenha ocorrido reducgéo da assimilagdo de
CO., ndo foram observadas diferencas na gs, transpiracdo, nem na concentracdo de Ci
ou na eficiéncia de carboxilacdo, diferindo de respostas do ABA observadas na
literatura. Por exemplo, em estudos com Pisum sativum e T. aestivum, SUKHOV et al.,
2017, observaram que os efeitos mais proeminentes na fotossintese foram a diminui¢do
na condutancia estomatica e na assimilacdo de CO> no primeiro dia apos a aplicacao
dos tratamentos, com a diminuicdo do efeito no terceiro dia apds a pulverizacao. Talvez
devido ao tempo decorrido entre a aplicacdo e a observacdo (trés dias) ndo tenham
observados estes efeitos da aplicacdo do ABA em A. emarginata.

Em plantas tratadas com ABA, conforme esperado, houve alteracGes na
sintese de compostos da classe dos sesquiterpenos (biciclogermacreno, B-gurjuneno, a-
humuleno). Isso pode ter ocorrido pelo fato de que este regulador, assim como estes
volateis, € um sesquiterpeno (DUDAREVA et al., 2013) e sua aplicacdo pode ter
afetado rotas comuns. De acordo com MANSOURI; ASRAR (2012) em Cannabis
sativa a influéncia do ABA na sintese de sesquiterpenos e diferente para cada composto,
em alguns deles mostrou diminui¢do de conteldo e em outros aumento, assim como
observado neste experimento. Em contrapartida, as alteracbes nas concentracdes de
liriodenina foram observadas apenas com 10 e 10°M do ABA.

Em resumo os principais avangos com esta investigacdo residem no fato de
que o os reguladores provocaram reducdo da fotossintese e a energia ndo utilizada neste
processo ao que parece foi desviada para a producdo de metabolitos especializados.
Observou-se aumento de alcaloides totais e liriodenina com auxina (10° M) e de
alcaloides totais com AS. Além disso, 0 ABA (10° e 10° M) e jasmonato (10° M)
modificaram o perfil de alcaloides. Todos os tratamentos utilizados alteraram a

composicdo dos volateis foliares, sendo que a auxina (10 M), o metil jasmonato e o
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acido salicilico diminuiram a proporcéo relativa de monoterpenos hidrocarbonetos, e o

acido abscisico provocou alteragdes na sintese de sesquiterpenos.

4.5. CONCLUSAO

A. emarginata altera o fluxo energético entre metabolismo primario e
especializado em funcdo do regulador vegetal aplicado. De forma particular ha
modulacdo das classes de compostos sintetizados de acordo com o regulador

empregado, tanto em relacdo ao perfil quanto a concentragdo produzida.
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Tabela 1- CondigGes ambientais da casa de vegetagdo durante os experimentos.”

DAPA  Temperatura do ar (°C) umidade relativa % “DFFA (umol m2s?)
10 17.3+£0.2 23.8+04 307.5%£9.1
12 19.8+0.2 32.7x0.2 3385+104
14 225%20.3 36.8+0.3 300.0£7.3
16 20.4+0.2 51.2+04 285.2+95
19 28.2+0.2 355+04 4274 +£17.6

*Densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos: DFFA
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Tabela 2- Trocas gasosas: (a) Taxa de assimilagédo liquida de CO2 [Anet]; (b) Eficiéncia

instantdnea de carboxilacdo [Anet/Ci]; (c) Concentragdo interna de CO: [Ci]; (d)

Conduténcia estomatica [gs]; (e) Taxa transpiratoria [E]; ( f) Eficiéncia do uso da agua

[EUA] de plantas jovens de Annona emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias apos a

aplicacdo (DAPA) de diferentes concentragdes de auxina (0, 10, 10°, 10 M).

10 DAPA
[ ] Aret Ci A/Ci E GH20 EUA
0 5,62 165,46 a 0,036 0,715 37,70 8,03 b
[107] 6,00 109,98 b 0,060 0,609 31,64 10,58 a
[10°] 4,97 192,84 a 0,026 0,682 36,25 7,39 b
[10°7] 4,98 121,08 b 0,050 0,526 28,15 951a
12 DAPA
0 57la  137,20b 0,043 a 0,687 33,96 8,41a
[10°]  s527a  197,79a 0,027 b 0,734 40,08 7.14b
[10°]  356b  227,59a 0,016 b 0,636 33,48 5,70 b
[10°] 550a  132,05b 0,043 a 0,638 30,84 8,82 a
14 DAPA
0 6,55 a 139,76 0,051 0,855 a 39,72 a 7,69
[10°]  6,:39a 176,77 0,037 0,904 a 44,64 a 7,09
[10°]  336b 166,57 0,021 0,523 b 23,23b 7,27
[10°]  466b 132,80 0,037 0,630 b 27.27b 7,83
16 DAPA
0 4,79 a 246,05 0,019 0,824 53,57 6,03
[10°]  443a 236,98 0,019 a 0,676 43,52 7,30
[10°]  246b 259,13 0,010 b 0,454 26,48 5,48
[10°] 291D 240,79 0,012 b 0,452 29,60 6,71
19 DAPA
0 524a 178,60 b 0,032 1,159 38,01 4,48 a
[10°]  265b 258464 0,011 0,847 26,95 2,75b
[10°]  337b  192,15b 0,021 0,884 27,76 4,07 a
[10°]  175b  27342a 0,007 0,608 20,01 2,69 b

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna, ndo se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 3- Médias de rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv'/Fm’),
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®FSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), dissipacéo fotoquimica (gP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema
Il que é dissipada como calor (D) e fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na
antena que ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex) em plantas jovens de Annona
emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias apdés a aplicagdo (DAPA) de diferentes

concentragdes de auxina (0, 10°, 10, 103 M).

10 DAPA
[ ] Fv'/Fm' OFSII ETR qP D Ex
0 0,4763 a 0,045a 22,62 a 0,096 0524b 0,431

[10] 0,4103 b 0,043 a 21,60 a 0,105 0,590a 0,367
[10] 0,5053 a 0,038 b 19,34 b 0,076  0,495D 0,467
[107%] 0,3975 b 0,033 Db 16,48 b 0,085  0,602a 0,365

12 DAPA
0 0,434 0,05 24,99 0,116 0,566 0,368 b
[10] 0,461 0,046 23,01 0,100 0,539 0,415Db
[10] 0,5252 0,037 18,78 0,071 0,475 0,508 a
[107%] 0,4204 0,041 20,66 0,104 0,580 0,364 b
14 DAPA
0 0,4636 0,064 32,08 0,147a 0,536 0,400 b
[10] 0,4624 0,052 26,27 0,113a 0,538 0,410 b
[10] 0,5697 0,039 19,64 0,0562b 0,430 0,557 a
[107%] 0,5093 0,049 24,87 0,102a 0,491 0,463 b
16 DAPA
0 0,4542 0,050 25,08 0,089 0,546 0,414
[10] 0,5162 0,049 24,45 0,107 0,484 0,462
[10] 0,4733 0,060 30,36 0,146 0,527 0,403
[107%] 0,4688 0,053 26,72 0,113 0,531 0,414
19 DAPA
0 0,4024 0,060 30,18 0,171a 0,598 0,343 Db
[10] 0,3495 0,052 26,15 0,141a 0,651 0,298 b
[10] 0,5165 0,048 24,09 0,093b 0,483 0,469 a
[107%] 0,4367 0,063 31,65 0,167a 0,563 0,369 b

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, nao se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).



71

Tabela 4- Trocas gasosas: (a) Taxa de assimilacdo liquida de CO2 [Anet]; (b) Eficiéncia
instantanea de carboxilacdo [Ane/Ci]; (c) Concentragdo interna de CO [Ci]; (d)
Condutancia estomatica [gs]; (e) Taxa transpiratoria [E]; ( ) Eficiéncia do uso da agua
[EUA] de plantas jovens de Annona emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap0s a
primeira aplicacdo (DAPA) de diferentes concentracdes de acido salicilico (AS) (0, 107,
108, 10 M).

10 DAPA
[ ] A ci A/Ci E GH20 EUA
0 4,34 153,91 0,031 0,552 28,72 8,93
[107] 4,49 152,46 0,031 0,553 28,46 8,98
[10] 5,46 144,19 0,040 0,640 33,86 9,51
[10°7] 4,28 141,77 0,031 0,467 24,93 9,25
12 DAPA
0 6,59 a 103,58 0,064 0,660 a 33,62 a 10,05
[107] 5,60 a 165,03 0,041 0,793 a 39,71a 7,87
[10°] 4,09 b 164,57 0,028 0,490 b 26,24 b 8,50
[107] 6,06 a 183,71 0,036 0,824 a 42,40 a 8,06
14 DAPA
0 4,91 145,43 0,035 0,725 29,73 6,76
[107] 5,75 170,09 0,039 0,869 39,41 7,27
[10°] 5,07 151,37 0,034 0,721 31,54 7,12
[10°7] 5,46 146,72 0,045 0,631 29,48 9,00
16 DAPA
0 552 a 209,77 0,027 0,721 a 45,68 a 7,78
[107] 3,61b 210,95 0,017 0,472 b 31,13b 7,82
[10] 2,89 b 223,79 0,013 0,414 b 2585b 7,31
[10°7] 3,76 b 246,21 0,016 0,611a 4251a 6,52
19 DAPA
0 3,40a 212,78 0,017 0,812 27,53 4,06
[107] 2,23b 210,13 0,011 0,584 19,04 3,85
[10] 3,34 b 233,86 0,015 0,982 32,85 3,41
[10°7] 2,75b 243,68 0,012 0,819 28,15 3,36

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, ndo se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 5- Médias de rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv'/Fm’),

rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®FSII), taxa de transporte de elétrons

(ETR), dissipacéo fotoquimica (gP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema

Il que é dissipada como calor (D) e fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na

antena que ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex) em plantas jovens de Annona

emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias apdés a aplicagdo (DAPA) de diferentes

concentragdes de &cido salicilico (0, 10°, 10, 10 M).

10 DAPA
[ ] Fv'/Fm' ®FSII ETR Qp D Ex
0 0,4512 0,038 19,07 0,083 0,549 0,413
[10°] 0,4345 0,036 18,23 0,090 0,566 0,397
[10] 0,3888 0,04 20,15 0,103 0,611 0,349
[107%] 0,4246 0,03 15,04 0,075 0,575 0,394
12 DAPA
0 0,5258 a 0,041 20,48 0,077 b 0,474 b 0,485 a
[107] 0,3847 b 0,049 24,45 0,129 a 0,615 a 0,336 ¢
[10] 0,4344 b 0,047 23,68 0,109 a 0,566 a 0,387 b
[107%] 0,5349 a 0,033 16,8 0,066 b 0,465 b 0,500 a
14 DAPA
0 0,5219 0,061 30,55 0,118 0,478 0,461
[10] 0,4575 0,065 32,87 0,145 0,543 0,391
[10°] 0,5045 0,058 29,27 0,119 0,495 0,446
[107%] 0,4912 0,050 25,24 0,115 0,509 0,439
16 DAPA
0 0,4935 0,028 14,26 0,061 0,507 0,463
[10] 0,4459 0,031 15,74 0,062 0,554 0,418
[10] 0,489 0,042 20,98 0,088 0,511 0,445
[109] 0,5528 0,045 22,78 0,101 0,447 0,497
19 DAPA
0 0,4593 a 0,038 18,93 0,097 0,541 b 0,416 a
[10] 0,2820 b 0,053 26,75 0,195 0,718 a 0,228 b
[10] 0,4529 a 0,045 22,75 0,120 0,547 b 0,408 a
[107%] 0,4854 a 0,050 25,08 0,130 0,515b 0,436 a

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, nao se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 6- Trocas gasosas: (a) Taxa de assimilacdo liquida de CO2 [Anet]; (b) Eficiéncia
instantanea de carboxilacdo [Ane/Ci]; (c) Concentragdo interna de CO [Ci]; (d)
Condutancia estomatica [gs]; (e) Taxa transpiratoria [E]; ( ) Eficiéncia do uso da agua
[EUA] de plantas jovens de Annona emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap0s a
aplicacdo (DAPA) de diferentes concentracdes de jasmonato (JAS) (0, 10, 10°, 103
M).

10 DAPA
[ ] A Ci A/Ci E GH20 EUA
0 3,84 173,94 0,026 0,534 28,84 7,85
[107] 4,91 169,40 0,030 0,622 33,31 8,43
[10] 4,12 205,33 0,021 0,573 31,63 7,29
[107] 4,30 211,64 0,020 0,702 36,16 6,15
12 DAPA
0 4,15b 160,47 0,029 0,517 b 26,85 b 8,33
[107] 578a 185,41 0,032 0,778 a 41,03 a 7,57
[10] 6,26 a 196,37 0,032 0,902 a 46,10 a 7,03
[107] 4,.85b 191,16 0,026 0,607 b 33,86 b 7,88
14 DAPA
0 5,35 181,22 0,029 0,897 a 39,39 a 6,25
[107] 4,98 153,53 0,033 0,661 b 30,96 b 7,66
[10°] 5,60 176,38 0,033 0,921 a 40,06 a 6,27
[107] 4,04 160,15 0,026 0,642 b 26,66 b 6,50
16 DAPA
0 5,52 a 213,33 0,026 0,760 a 48,14 a 7,52
[107] 4,58 a 234,77 0,020 0,690 a 44,28 a 6,71
[10] 4,16 a 255,69 0,016 0,660 a 44,95 a 7,76
[107] 2,69 b 203,53 0,017 0,406 b 23,90 b 9,04
19 DAPA
0 581a 194,35 0,030 1,423 a 45,44 a 4,10
[107] 3,41b 169,23 0,022 0,817 b 2572b 4,36
[10] 3,41b 216,25 0,018 0,892 b 28,50 b 3,84

[10] 410b 163,46 0,025 0,854 b 27.36 b 4,91
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Tabela 7- Médias de rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv'/Fm’),
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®FSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), dissipacéo fotoquimica (gP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema
Il que é dissipada como calor (D) e fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na
antena que ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex) em plantas jovens de Annona
emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias apdés a aplicagdo (DAPA) de diferentes

concentragdes de jasmonato (0, 10°, 10, 103 M).

10 DAPA
[1] Fv'/Fm' ®FSII ETR Qp D Ex
0 0,4438 0,031 15,37 0,070 0,556 0,413
[10] 0,4849 0,047 23,67 0,099 0,515 0,438
[109] 0,5068 0,038 19,17 0,076 0,493 0,469
[10] 0,4474 0,037 18,4 0,083 0,553 0,411
12 DAPA
0 0,4398 0,040 20,1 0,092 0,56 0,400
[10] 0,4432 0,050 25,23 0,113 0,557 0,393
[109] 0,4918 0,041 20,74 0,086 0,508 0,451
[107] 0,4328 0,039 19,67 0,100 0,567 0,393
14 DAPA
0 0,5215 0,058 28,99 0,112 0,479 0,464
[10°] 0,4602 0,064 32,26 0,138 0,540 0,396
[109] 0,5333 0,054 27,4 0,105 0,467 0,479
[107] 0,5068 0,048 24,13 0,096 0,493 0,459
16 DAPA
0 0,5283 0,059 a 29,46 a 0,140 a 0,472 0,456
[109] 0,4968 0,038 b 19,00 c 0,083 b 0,503 0,456
[109] 0,4663 0,051 a 25,82 Db 0,128 a 0,534 0,407
[107] 0,5219 0,050 a 25,25 Db 0,118 a 0,478 0,461
19 DAPA
0 0,4594 0,065 32,78 0,158 0,541 0,394
[109] 0,4311 0,058 29,09 0,140 0,569 0,373
[109] 0,4561 0,054 27,00 0,136 0,544 0,402
[10¥] 0,4257 0,054 27,41 0,142 0,574 0,369

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna, ndo se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05)
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Tabela 8- Trocas gasosas: (a) Taxa de assimilagédo liquida de CO2 [Anet]; (b) Eficiéncia
instantanea de carboxilacdo [Ane/Ci]; (c) Concentragdo interna de CO2 [Ci]; (d)
Condutancia estomatica [gs]; (e) Taxa transpiratoria [E]; ( ) Eficiéncia do uso da agua
[EUA] de plantas jovens de Annona emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap0s a
aplicacdo (DAPA) de diferentes concentragdes de acido abscisico (ABA) (0, 10, 10°°,
103 M).

10 DAPA
[ ] A Ci A/Ci E GH20 EUA
0 4,34 153,91 0,031 0,552 28,72 8,93
[10°7] 4,49 152,46 0,031 0,553 28,46 8,98
[10] 5,46 144,19 0,040 0,640 33,86 9,51
[107] 4,28 141,77 0,031 0,467 24,93 9,25
12 DAPA
0 4,77 a 155,85 0,032 0,569 29,22 8,71a
[107] 5,23 a 146,58 0,038 0,607 31,75 9,13 a
[10] 5,26 a 154,07 0,040 0,627 31,94 8,51a
[10°] 270 b 223,77 0,013 0,469 21,85 553 b
14 DAPA
0 5,14 156,58 0,034 0,721 33,23 7,69
[10°7] 4,66 140,89 0,037 0,625 29,11 8,45
[10°] 5,75 139,55 0,047 0,788 34,45 7,71
[10°] 3,74 193,57 0,020 0,675 27,80 5,61
16 DAPA
0 4,04 a 205,71 0,021 a 0,527 34,90 9,36
[107] 1,76 b 283,25 0,006 b 0,518 30,10 4,77
[10°] 3,23a 221,32 0,016 a 0,441 28,52 7,43
[10] 2,89a 224,66 0,013 b 0,433 25,61 6,82
19 DAPA
0 4,04 205,71 0,021 0,527 34,90 9,36
[10°7] 1,76 283,25 0,006 0,518 30,10 4,77
[10°] 3,23 221,32 0,016 0,441 28,52 7,43
[10°] 2,89 224,66 0,013 0,433 25,61 6,82

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, nao se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 9- Médias de rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv'/Fm’),
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (®FSII), taxa de transporte de elétrons
(ETR), dissipacéo fotoquimica (gP), fracdo de luz absorvida pela antena do fotossistema
Il que é dissipada como calor (D) e fracdo de energia de excitacdo ndo dissipada na
antena que ndo pode ser utilizada na fotoquimica (Ex) em plantas jovens de Annona
emarginata aos 10, 12, 14, 16 e 19 dias ap6s aplicacdo (DAPA) de diferentes

concentragdes de &cido abscisico (0, 10°, 105, 102 M).

10 DAPA
0 Fv'/Fm' ®FSII ETR qP D Ex
0 0,4037 0,033 b 16,51 b 0,082 0,596 0,371
[10] 0,4421 0,031 b 15,57 b 0,071 0,558 0,411
[10] 0,4699 0,047 a 23,64 a 0,101 0,53 0,423
[107%] 0,4636 0,029 b 14,74 b 0,066 0,536 0,434
12 DAPA
0 0,4065 0,037 18,53 0,095 0,594 0,37
[10] 0,4334 0,039 19,41 0,095 0,567 0,394
[10] 0,4191 0,043 21,44 0,11 0,581 0,377
[107%] 0,4135 0,034 17,25 0,092 0,587 0,378
14 DAPA
0 0,4874 0,051 25,56 0,107 0,513 0,437
[10] 0,5319 0,043 21,71 0,085 0,468 0,488
[10] 0,4719 0,059 29,79 0,136 0,528 0,413
[107%] 0,464 0,038 19,29 0,09 0,536 0,425
16 DAPA
0 0,4586 0,044 22,09 0,1 0,541 0,413
[10] 0,4215 0,036 17,94 0,06 0,579 0,396
[10] 0,4297 0,051 25,48 0,102 0,57 0,385
[107%] 0,4986 0,038 19,22 0,081 0,501 0,458
19 DAPA
0 0,3586 0,056 28,13 0,168 0,641 0,3
[10] 0,4479 0,057 28,69 0,137 0,552 0,389
[109] 0,3777 0,049 24,5 0,155 0,622 0,323
[107%] 0,4654 0,046 23,16 0,103 0,535 0,418

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna, ndo se diferem pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Tabela 10- Concentracio de alcaloides totais e liriodenina (ug g * massa seca) em
plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias ap6s a aplicacdo de diferentes
concentragbes (0, 10°, 10°, 102 M) acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS),
auxina (AUX) e jasmonato (JAS).

Concentracéo ABA AS_ i AUX IS
Alcaloides totais (ug gt MS)

0 162,60 aA 169,79 bA 129,92 bA 148,49 aA
[10] 190,63 aA 165,93 bA 149,10 bA 172,39 aA
[109] 194,44 aB 130,65 bC 256,95 aA 160,55 aBC
[109] 187,66 aAB 240,67 aA 140,21 bB 147,85 aB

Liriodenina (ug gt MS)

0 24,87 bA 23,56 bA 20,01 cA 26,54 bA
[109] 37,04 aA 33,52 aA 30,07 bA 35,30 abA
[10] 38,95 aB 31,17 abB 52,96 aA 37,90 aB
[109] 25,84 bA 25,27 abA 23,28 bcA 26,08 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, minascula na coluna e maiuscula na linha, néo se diferem pelo teste Tukey 5%.

Tabela 11- Concentragdo de alcaloides totais e liriodenina (ug g * massa seca) em
plantas jovens de Annona emarginata as 12, 24, 48, 72 e 360 horas ap0s aplicacdo dos

tratamentos.

Momentos de coleta
Tratamento 12h 24h 48h 72h 360h
Alcaloides totais (ug g* MS)

Testemunha  118,25a A
Auxina 104,72ab AB 112,71aAB 93,07aB

120,06 aA 90,95aB 102,27b AB 99,36 b AB
122,72a A 125,67aA

TIBA 92,71b A 80,11bAB 66,15bB 68,36 ¢ B 75,64 ¢ AB
Liriodenina (ug g* MS)
Testemunha 2,22b A 191bA 1,79b A 157cA 2,17Tb A
Auxina 1,29b C 321aA 165bBC 2,88b AB 3,78a A
TIBA 4,46 a AB 4,33a AB 3,62aB 568aA 2,12bC

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo se diferem pelo teste Tukey 5%.
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Tabela 12- Separacdo por classes das substancias volateis identificadas em folhas de

plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias ap6s a aplicacdo de diferentes

concentragbes (0, 10°, 10°, 10° M) de auxina, acido abscisico, acido salicilico e

jasmonato.
Auxina
Classes Concentracao
0 [109] [10€] [103]
Monoterpenos Hidrocarbonetos 560A 2,90 AB 0,80 B 3,20 AB

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 82,90 84,90 84,00 78,80
Outras classes 4,91 7,65 10,39 14,20

Total identificado 93,40 95,40 95,30 96,20

Acido abscisico

Monoterpenos Hidrocarbonetos 5,60 3,80 1,80 2,30
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 82,90 82,70 83,60 84,20
Outras classes 4,91 6,63 5,43 5,52

Total identificado 93,40 93,10 90,80 92,00

Acido salicilico

Monoterpenos Hidrocarbonetos 5,60 A 2,70 B 1,20B 2,40 B
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 82,90 82,60 90,20 87,90
Outras classes 4,91 3,84 3,74 4,16

Total identificado 93,40 89,20 95,10 94,50

Jasmonato

Monoterpenos Hidrocarbonetos 5,60 A 0,80 B 1,10B 2,20B
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 82,90 90,20 76,30 85,30
Outras classes 491 B 5,68 B 12,00 A 7,70B

Total identificado 93,40 96,70 89,40 95,20

Meédias seguidas pela mesma letra, maiuscula na linha, ndo se diferem pelo teste Tukey 5%.



79

Tabela 13- Proporcdo relativa média de substancias volateis > 2% em folhas de plantas jovens Annona emarginata aos 20 dias apds a primeira

aplicacdo de diferentes concentragdes (0, 10°, 10, 10 M) de 4cido salicilico, auxina, acido abscisico e jasmonatos.

Acido Salicilico

x 2-trans- - a- a- a- B- trans- B- germacreno- Biciclo delta-
Concentracao hexenal tricicleno pineno  cubebeno  copaeno elemeno  cariofileno gurjuneno a-humuleno D germacreno  cadineno
0 4,43 3,47 a 2,14a 0,85 1,79 ab 3,68 32,67 3,41 2,60 5,35 24,69 a 1,64
[109] 3,86 1,39b 0,98b 2,23 3,26 a 2,29 44,97 2,05 3,75 5,64 13,33b 3,90
[10-] 3,52 0,65b 0,55b 0,48 2,69 ab 3,86 44,94 2,84 3,63 5,44 17,37 ab 3,41
[107] 3,53 1,61b 1,09b 0,18 1,35b 4,22 38,54 3,26 3,69 2,87 20,80 ab 3,05
Auxina
0 4,43 347 a 2,14 a 0,85 1,79 3,68 32,67 3,41 2,60 5,35 24,69 1,64
[109] 12,36 1,56 ab 1,16 ab 0,00 0,32 6,38 41,45 1,22 3,40 4,42 13,46 1,81
[10€] 9,49 0,33 b 0,26 b 0,00 1,16 2,39 53,42 0,84 3,88 5,32 11,15 1,68
[107] 6,71 1,86 ab 0,89 ab 0,00 2,01 9,00 39,21 1,99 3,36 4,93 18,75 2,01
Jasmonato
0 4,43b 347a 2,14a 0,85 1,79 3,68 32,67 3,41 2,60 5,35 24,69 1,64
[109] 6,88b 1,51 ab 0,67b 0,24 1,06 6,77 35,55 2,66 2,84 7,32 23,23 3,01
[10€] 10,17 a 0,42b 0,39b 0,00 0,57 4,48 42,87 1,31 3,37 3,73 17,78 0,39
[10] 5,09b 0,50b 0,13b 0,00 0,49 5,89 49,63 2,24 3,98 4,27 18,49 1,93
Acido abscisico

0 4,43 3,47 2,14 0,85 1,79 3,68 32,67 34la 2,60b 5,35 24,69a 1,64
[109] 5,10 1,14 0,81 0,00 1,13 4,48 54,89 0,66 b 53la 3,43 6,52 b 3,60
[10] 4,82 1,12 0,58 0,00 1,62 5,05 43,62 2,76 ab 4,02 ab 3,69 18,29 ab 2,56
[109 5,77 2,56 1,27 0,00 3,08 6,55 36,58 2,75 ab 2,81b 5,68 17,90 ab 3,20

Meédias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna, néo se diferem pelo teste Tukey 5%.
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Figura 1- Dendograma e analise de componentes principais (PCA) com proporgdo relativa média de substéncias volateis majoritarias (> 2%) em

folhas de plantas jovens Annona emarginata aos 20 dias apds a primeira aplicacdo de diferentes concentrag@es de auxina (0, 10°, 108, 102 M).
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Figura 2- Dendograma e andlise de componentes principais (PCA) com proporc¢éo relativa média de substancias volateis majoritarias (> 2%) em

folhas de plantas jovens Annona emarginata aos 20 dias apds a primeira aplicagio de diferentes concentracdes de acido abscisico (ABA) (0, 107,

106, 103 M)
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Figura 3- Dendograma e andlise de componentes principais (PCA) com proporc¢éo relativa média de substancias volateis majoritarias (> 2%) em

folhas de plantas jovens Annona emarginata aos 20 dias ap6s a primeira aplicacdo de diferentes concentragdes de acido salicilico (AS) (0, 107,

10, 10°3 M).
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Figura 4- Dendograma e analise de componentes principais (PCA) com proporc¢do relativa média de substancias volateis majoritarias (> 2%) em

folhas de plantas jovens Annona emarginata aos 20 dias apos a primeira aplicacdo de diferentes concentragdes de jasmonato (JAS) (0, 10°, 10,

103 M).
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Figura 5- Mapa de calor de dados referentes ao metabolismo priméario (trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a) e metabolismo especializado (alcaloides e volateis foliares) em

Annona emarginata tratadas com diferentes concentra¢des de auxina (0, 10°°, 10, 10 M).
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Figura 6- Mapa de calor de dados referentes ao metabolismo primério (trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a) e metabolismo especializado (alcaloides e volateis foliares) em

Annona emarginata tratadas com diferentes concentracdes de ABA (0, 10°, 106, 10° M).
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Figura 7- Mapa de calor de dados referentes ao metabolismo priméario (trocas gasosas e

fluorescéncia da clorofila a) e metabolismo especializado (alcaloides e volateis foliares) em

Annona emarginata tratadas com diferentes concentracdes de écido salicilico (0, 10°°, 10°, 10°

3M).
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Figura 8- Mapa de calor de dados referentes ao metabolismo primario (trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a) e metabolismo especializado (alcaloides e volateis

foliares) em Annona emarginata tratadas com diferentes concentracdes de jasmonato (0, 107,
10, 103 M).
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Material Suplementar

Tabela S1- Média da proporcéo relativa das substancias volateis identificados em folhas de
plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias apds a primeira aplicacdo de diferentes
concentragdes de auxina (0, 10, 10°, 10 M).

Substéancias IRC IRL Auxina
0 [10°] [10°9] [103]
2-trans-hexenal 857 855 4,43 6,71 9,49 12,36
Heptanal 900 902 0,00 0,00 0,09 0,40
Tricicleno 920 926 3,47 1,86 0,33 1,56
a-pineno 927 930 2,14 0,89 0,26 1,16
B-pineno 975 979 0,00 0,12 0,26 0,52
acetato de hexila 1000 1009 0,00 0,12 0,18 0,40
n-nonanal 1109 1100 0,47 0,82 0,63 1,04
a-cubebeno 1345 1351 0,85 0,00 0,00 0,00
a-copaeno 1371 1376 1,79 2,01 1,16 0,32
-bourboneno 1380 1388 1,02 0,56 0,17 0,87
B-elemeno 1387 1390 3,68 9,00 2,39 6,38
cis-cariofileno 1402 1408 0,52 0,35 0,30 0,47
trans-cariofileno 1415 1419 32,67 39,21 53,42 41,45
-gurjuneno 1433 1433 3,41 1,99 0,84 1,22
a-humuleno 1448 1454 2,60 3,36 3,88 3,40
allo-aromadendreno 1457 1460 0,62 0,58 0,76 0,90
y-muuroleno 1471 1479 1,66 0,87 0,31 1,34
germacreno D 1475 1481 5,35 4,93 5,32 4,42
Biciclogermacreno 1490 1500 24,69 18,75 11,15 13,46
a-muuroleno 1494 1500 1,01 0,33 0,31 0,49
germacreno A 1498 1509 0,58 21 1,97 1,13
y-cadineno 1507 1513 0,84 0,76 0,38 1,10
d-cadineno 1516 1523 1,64 2,01 1,68 1,81
Total identificado 93,40 95,40 95,30 96,20

IRC: Indice de retenco calculado; IRL: indice de retencéo da literatura (Adams, 2007).
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Tabela S2- Média da proporgdo relativa das substancias volateis identificados em folhas de
plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias ap0s a primeira aplicacdo de diferentes

concentragdes de &cido abscisico (0, 10°, 105, 10 M).

Acido abscisico

Substancias IRC IRL
0 [10] [10€] [109]
2-trans-hexenal 857 855 4,43 5,77 4,82 5,10
Heptanal 900 902 0,00 0,00 0,00 0,00
Tricicleno 920 926 3,47 2,56 1,12 1,14
a-pineno 927 930 2,14 1,27 0,58 0,81
B-pineno 975 979 0,00 0,00 0,07 0,31
acetato de hexila 1000 1009 0,00 0,00 0,00 0,00
n-nonanal 1109 1100 0,47 0,86 0,62 0,41
a-cubebeno 1345 1351 0,85 0,00 0,00 0,00
a-copaeno 1371 1376 1,79 3,08 1,62 1,13
B-bourboneno 1380 1388 1,02 0,48 0,00 0,62
B-elemeno 1387 1390 3,68 6,55 5,05 4,48
cis-cariofileno 1402 1408 0,52 0,00 0,00 0,84
trans-cariofileno 1415 1419 32,67 36,58 43,62 54,89
B-gurjuneno 1433 1433 3,41 2,76 2,76 0,66
a-humuleno 1448 1454 2,60 2,81 4,02 5,31
allo-aromadendreno 1457 1460 0,62 0,24 0,11 0,00
y-muuroleno 1471 1479 1,66 1,42 0,70 0,83
germacreno D 1475 1481 5,35 5,68 3,69 3,43
Biciclogermacreno 1490 1500 24,69 17,90 18,29 6,52
a-muuroleno 1494 1500 1,01 0,86 0,55 0,93
germacreno A 1498 1509 0,58 0,21 0,00 0,00
y-cadineno 1507 1513 0,84 0,89 0,63 0,98
d-cadineno 1516 1523 1,64 3,20 2,56 3,60
Total identificado 93,40 93,10 90,80 92,00

IRC: indice de retencéo calculado; IRL: indice de retencio da literatura (Adams, 2017).
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Tabela S3- Média da proporgdo relativa das substancias volateis identificados em folhas de
plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias ap0s a primeira aplicacdo de diferentes

concentragdes de &cido salicilico (0, 10°, 10, 10 M).

Acido salicilico

Substancias IRC IRL
0 [107] [10°¢] [103]
2-trans-hexenal 857 855 4,43 3,53 3,52 3,86
Heptanal 900 902 0,00 0,00 0,00 0,00
Tricicleno 920 926 3,47 1,61 0,65 1,39
a-pinenoz 927 930 2,14 1,09 0,55 0,98
B-pineno 975 979 0,00 0,00 0,00 0,00
acetato de hexila 1000 1009 0,00 0,00 0,00 0,00
n-nonanal 1109 1100 0,47 0,30 0,22 0,30
a-cubebeno 1345 1351 0,85 0,18 0,48 2,23
a-copaeno 1371 1376 1,79 1,35 2,69 3,26
B-bourboneno 1380 1388 1,02 0,00 0,36 0,82
B-elemeno 1387 1390 3,68 4,22 3,86 2,29
cis-cariofileno 1402 1408 0,52 0,51 0,54 0,31
trans-cariofileno 1415 1419 32,67 38,54 44,94 44,97
B-gurjuneno 1433 1433 3,41 3,26 2,84 2,05
a-humuleno 1448 1454 2,60 3,69 3,63 3,75
allo-aromadendreno 1457 1460 0,62 0,42 0,37 0,82
y-muuroleno 1471 1479 1,66 1,27 1,26 1,26
germacreno D 1475 1481 5,35 2,87 5,44 5,64
biciclogermacreno 1490 1500 24,69 20,80 17,37 13,33
a-muuroleno 1494 1500 1,01 1,07 1,14 1,15
germacreno A 1498 1509 0,58 0,25 0,69 1,00
y-cadineno 1507 1513 0,84 1,17 1,17 1,16
d-cadineno 1516 1523 1,64 3,05 3,41 3,90
Total identificado 93,4 89,2 95,10 94,50

IRC: Indice de retencéo calculado; IRL: Indice de retencéo da literatura (Adams, 2017).
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Tabela S4- Média da proporgdo relativa das substancias volateis identificados em folhas de
plantas jovens de Annona emarginata aos 20 dias ap0s a primeira aplicacdo de diferentes

concentragdes de jasmonato (0, 10°, 10, 10 M).

Substéncias IRC IRL Jasmonato
0 [10] [10°¢] [103]
2-trans-hexenal 857 855 4,43 5,09 10,17 6,88
Heptanal 900 902 0,00 0,05 0,15 0,00
Tricicleno 920 926 3,47 0,50 0,42 1,51
a-pineno 927 930 2,14 0,13 0,39 0,67
B-pineno 975 979 0,00 0,22 0,29 0,00
acetato de hexila 1000 1009 0,00 0,11 0,45 0,23
n-nonanal 1109 1100 0,47 0,42 1,23 0,59
a-cubebeno 1345 1351 0,85 0,00 0,00 0,24
a-copaeno 1371 1376 1,79 0,49 0,57 1,06
B-bourboneno 1380 1388 1,02 0,38 0,48 0,09
-elemeno 1387 1390 3,68 5,89 4,48 6,77
cis-cariofileno 1402 1408 0,52 0,00 0,16 0,00
trans-cariofileno 1415 1419 32,67 49,63 42,87 35,55
B-gurjuneno 1433 1433 3,41 2,24 1,31 2,66
a-humuleno 1448 1454 2,60 3,98 3,37 2,84
allo-aromadendreno 1457 1460 0,62 0,38 0,00 0,30
y-muuroleno 1471 1479 1,66 0,66 0,54 0,78
germacreno D 1475 1481 5,35 4,27 3,73 7,32
biciclogermacreno 1490 1500 24,69 18,49 17,78 23,23
a-muuroleno 1494 1500 1,01 0,76 0,20 0,56
germacreno A 1498 1509 0,58 0,24 0,25 0,00
y-cadineno 1507 1513 0,84 0,84 0,21 0,89
d-cadineno 1516 1523 1,64 1,93 0,39 3,01
Total identificado 93,40 96,70 89,40 95,20

IRC: indice de retenco calculado; IRL: indice de retencio da literatura (Adams, 2017).



(a)

400

- Matil- Laurctetanina - 9,915
G« Xilopina - 13 865

8- Liriodenina - 21,348

9 - Lanulinosina - 22,515

Ahsemancs [mal]

ilopining - 12 805

T - Lauratetanina - 20,017

1)

21 358( "

- Xilopina - 13,830

7« Lanulinosina - 22,625

Ahsomancs [mal]

2« N-Matil-Laurotetanina - 9 B8E

s0.0

400

4

Ahsemancs [mal]

Abscebencs [mal]
&

7 Annons emaginas

EmosTEsIiER

AL

2 - N-Matil-Laurctetanina - 9,875

5 - Xilopina - 13,825

6= Liriodenina - 21,37

T+ Lanulinesina - 22 522

EmesTRIER

00

2 - N-Matil-Laurctetanina - 9,900

& - Xilopina - 13,853

T - Liriodenina - 21,352

6 - Lauratetanina - 20,020
8- Lanulinosina - 22,515

90

(b)

(d)

Figura S1 — Perfil de alcaloides em plantas jovens de Annona emarginata aos 20

dias apos a primeira aplicacio de &cido abscisico nas concentracdes 0, 10°, 10 e 10°M (a, b,

c, d respectivamente).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O uso de reguladores vegetais em mudas de Annona emarginata apresentou efeito
negativo nas variaveis de trocas gasosas, ocasionando diminui¢do da assimilacdo de CO> e
eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco, sem muitas alteracGes nos parametros de fluorescéncia
da clorofila a.

A aplicacdo de auxina 10° M ocasionou incremento de alcaloides totais e
liriodenina e a aplicacdo de acido salicilico 102 M dos alcaloides totais. O tratamento com
10%e 10° M de acido abscisico e 10° M de jasmonato causou modificacdo no perfil de
alcaloides.

Todos os tratamentos utilizados alteraram a composicdo dos volateis foliares,
sendo que a auxina 10° M e todas as concentragBes de metil jasmonato e &cido salicilico
diminuiu a proporcao relativa de monoterpenos hidrocarbonetos. O 4cido abscisico, provocou

alteracdes na sintese de compostos da classe dos sesquiterpenos.
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