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RESUMO

SILVA, José Victor Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2023. Impactos da melatonina na morfofisiologia e tolerancia a estresses abiodticos
no cultivo in vitro de ginseng-brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen].
Orientador: Wagner Campos Otoni.

A Pfaffia glomerata, conhecida popularmente por ginseng-brasileiro, ¢ amplamente
utilizada devido a suas propriedades farmacologicas, como anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante e antimicrobiana, bem como no combate de problemas
gastricos, perdas de memoria, reducdo do estresse, ansiedade e depressdo. Essas
propriedades se devem, principalmente, ao metabdlito secundario 20-hidroxiecdisona
(20E), um fitoecdisteroide presente em algumas espécies vegetais e amplamente
utilizado na industria farmacéutica. De modo a elucidar a rota de biossintese desse
importante metabolito, a cultura de tecidos vegetais se apresenta como uma alternativa
viavel, pois permite o controle do ambiente de cultivo. Além disso, a cultura de tecidos
¢ uma ferramenta importante para o estudo de tolerancia ao estresse em plantas, bem
como, a utilizagdo de biorreguladores como alternativa de minimizar os danos causados
pelo estresse. A melatonina ¢ uma molécula multirregulatoria capaz de atuar como
hormdnio, tem agdo antioxidante, melhorando a tolerancia de plantas a varios estresses.
Dentre os estresses abioticos, o déficit hidrico ¢ um dos que mais afetam o crescimento
e desenvolvimento das plantas e contribui para a reducdo da produtividade agricola.
Assim, objetivou-se avaliar a influéncia da melatonina na morfofisiologia e na producao
de antocianinas e 20-hidroxiecdisona em P. glomerata cultivada in vitro, bem como
investigar seu efeito em plantas cultivadas sob déficit hidrico. Para isso, foram
executados dois experimentos. No primeiro experimento foi avaliado o efeito da
aplicacdo de diferentes concentragdes de melatonina (0, 10, 100, 500 e 1000 uM). No
segundo foi avaliado os efeitos do déficit hidrico, bem como a influéncia da melatonina
nas respostas de tolerancia ao estresse. Os efeitos do déficit hidrico foram provocados
pela suplementa¢do do meio de cultura com polietilenoglicol (PEG 4000). Em ambos os
experimentos foram utilizados segmentos nodais de aproximadamente 2 cm, os quais
foram inoculados em meio Murashige e Skoog (MS), sendo as culturas mantidas a 25 +
2 ° C, sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 41 pmol. Observou-se que apesar de
afetar negativamente o desenvolvimento das plantas quando em altas concentracdes, a

melatonina também desencadeia respostas antioxidantes, modula o metabolismo



68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

primario e a biossintese de 20E e tem influéncia sobre hormoénios relacionados com
respostas de tolerancia ao estresse. Plantas cultivadas sob estresse hidrico apresentaram
reducao no crescimento e na biomassa, incremento nos teores de MDA e H»0O», bem
como alteracdes no metabolismo primario e secundario; em contrapartida, as plantas
apresentaram uma série de respostas de tolerancia ao estresse, como o aumento da
atividade de enzimas do estresse oxidativo. A melatonina induziu respostas cruciais na
mitigagdo do estresse, reduzindo a peroxidagdo lipidica, evitando a degradagdo de
proteinas, e aliviando o estresse oxidativo. Este trabalho contribui para uma
compreensdo mais profunda da melatonina como uma molécula reguladora em plantas e
fornece novas evidéncias sobre as consequéncias do déficit hidrico e do uso de

biorreguladores nas respostas de tolerancia ao estresse em plantas de P. glomerata.

Palavras-chave: Amaranthaceae; Elicitagdo; 20-hidroxiecdsona; Fitoecdisteroides;

Propagacao in vitro.



83

84
85
86
87
88

89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

ABSTRACT

SILVA, José Victor Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2023.
Impacts of melatonin on morphophysiology and tolerance to abiotic stresses in the
in vitro cultivation of Brazilian ginseng [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen].
Advisor: Wagner Campos Otoni.

Pfaffia glomerata, commonly known as Brazilian ginseng, is widely used due to its
pharmacological properties, such as anti-inflammatory, analgesic, antioxidant,
antimicrobial, as well as to combat gastric problems, memory loss, reducing stress,
anxiety, and depression. These properties are mainly due to the secondary metabolite
20-hydroxyecdysone (20E), a phytoecdysteroid present in some plant species and
widely used in the pharmaceutical industry. To elucidate the biosynthesis route of this
critical metabolite, tissue culture has emerged as a viable alternative, as it allows control
of the cultivation environment. Plant tissue culture is also an important tool for studying
stress tolerance in plants, as well as the use of bioregulators as an alternative to
minimize damage caused by stress. Melatonin is a multiregulatory molecule capable of
acting as a hormone, has antioxidant action, improving plant tolerance to various
stresses. Among abiotic stresses, water deficit is one of tthose that most affects plant
growth and development and contributes to reduces agricultural productivity. Thus, the
objective was to evaluate the influence of melatonin on the morphophysiology and
production of anthocyanins and 20-hydroxyecdysone in P. glomerata grown in vitro, as
well as to investigate its effect on plants grown under water deficit. Two experiments
were therefore carried out. In the first experiment, the effect of applying different
concentrations of melatonin (0, 10, 100, 500 and 1000 pM) was evaluated. In the
second, the effects of water deficit were evaluated, as well as the influence of melatonin
on stress tolerance responses. The effects of water deficit were caused by supplementing
the culture medium with polyethylene glycol (PEG 4000). In both experiments, nodal
segments of approximately 2 cm were used, which were inoculated in the Murashige
and Skoog (MS) medium. The cultures were maintained at 25 £ 2 ° C under a 16 h
photoperiod and 41 umol irradiance of. It was observed that despite negatively affecting
plant development when in high concentrations, melatonin also triggers antioxidant
responses, modulates primary metabolism and 20E biosynthesis and influences
important hormones for stress tolerance responses. Plants grown under water deficit

showed a reduction in growth and biomass, an increase in MDA and H>O> contents, as
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well as alterations in primary and secondary metabolism; oon the other hand, plants
showed a series of stress tolerance responses, such as an increase in the activity of
oxidative stress enzymes. Melatonin induced crucial strees mitigation responses,
reducing lipid peroxidation, preventing protein degradation, and alleviating oxidative
stress. This work contributes to a deeper understanding of melatonin as a regulatory
molecule in plants. It provides new evidence on the consequences of water deficit and

the use of bioregulators on stress tolerance responses in P. glomerata plants.

Keywords: Amaranthaceae; Elicitation; 20-hydroxyecdysone; Phytoecdysteroids; In

vitro propagation.
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INTRODUCAO GERAL

Pfaffia glomerata (Amaranthaceae) ¢ uma planta medicinal conhecida
popularmente por fafia ou ginseng-brasileiro, que apresenta grande potencial
farmacologico, sendo comparada ao ginseng-coreano (Panax ginseng C.A. Meyer)
(Nascimento et al., 2007). Possui distribuicao geografica ampla, com predominancia no
sul da América tropical e subtropical. E encontrada em quase todas as regides do Brasil,
ocorrendo principalmente em locais de solo umido e arenoso, compondo a vegetacao
ciliar de rios (Marchioretto, 2015).

Seu potencial uso na medicina e industria farmacéutica se justifica por sua agao
tonica, rejuvenescedora, anti-inflamatdria, analgésica, antioxidante, antimicrobiana,
combate de problemas gastricos e perdas de memoria (Neto et al., 2005; Souza et al.,
2005; Mendes, 2011; Caleffi et al., 2015; Mazzeo et al., 2013; Dias et al., 2019;),
contribui para a redugdo do estresse, ansiedade e depressao (Franco et al., 2021), além
de possuir efeitos que auxiliam no tratamento do cancer (Neves et al., 2016).

P. glomerata produz e armazena compostos como o 20-hidroxiecdisona (20E),
ecdisterona, os acidos glomérico e pfamérico, rubrosterona, 5-D glucopiranosil oleato e
frutanos insulinicos. A presenca desses compostos, bem como a interagcdo entre eles,
pode estar relacionada com as propriedades medicinais que a espécie apresenta
(Shiobara et al., 1993; Caleffi ef al., 2015; Festucci-Buselli et al., 2008a; Franco et al.,
2021; Dinan et al, 2021). O 20E ¢ o que, dentre estes compostos, esta presente em
maiores teores nas plantas de P. glomerata (Schmelz et al., 1998; Dinan, 2001), ¢
analogo ao horménio que controla a ecdise em insetos, sendo que, em plantas, a
hipotese mais aceita € que 20E atue como um fitoquimico protetor contra insetos
fitéfagos ndo adaptados (Festucci-Buselli et al., 2008b; Dinan et al., 2009), embora
também possa atuar como fitohormonios e fonte de fitoesteroides requeridos para o
crescimento e proliferagdo celular (Machackova ef al., 1995).

Em decorréncia de seu uso medicinal e farmacéutico e, consequentemente, o
aumento do seu valor econdmico, o extrativismo predatorio de P. glomerata e a
destrui¢do do seu habitat natural, tem gerado perda genética para espécie além de
colocar em risco o fornecimento interrupto de matéria-prima (Kamada, 2006; Kamada
et al., 2009). A cultura de tecidos vegetais € uma ferramenta importante para minimizar
esses danos, através da propagagdo clonal em larga escala e de estudos com elicitores

bidticos e abidticos. Os elicitores podem alterar etapas importantes das vias
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11

biossintéticas impactando na producdo de metabdlitos secundarios e influenciando nas
respostas de tolerancia aos estresses (Patel & Krishnamurthy, 2013).

Um potencial elicitor ¢ a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), uma
indolamina identificada inicialmente na glandula pineal de bovinos (Lerner ef al., 1958)
e, posteriormente, em plantas (Dubbels et al., 1995; Hattori et al., 1995). E uma
molécula multirregulatdria presente na maioria das plantas e animais, que desempenha
varias funcdes (Zhan et al., 2019). Esta molécula age como antioxidante em plantas,
eliminando radicais livres, reduzindo a peroxidacao lipidica e aliviando o estresse
oxidativo (Reiter et al., 2015; Fan et al., 2018), também pode atuar como hormonio,
regulando o crescimento de ramos e raizes (Arnao & Hernandez-Ruiz, 2017).

Estudos também mostram que a melatonina pode melhorar a tolerancia a varios
estresses em plantas, como salinidade, toxicidade de metais, ataque de patogenos, frio,
calor e seca (Li et al., 2012; Shi et al., 2014; Liang et al., 2015; Shi et al.,2015; Li et al.,
2016; Balabusta ef al., 2016; Xu et al., 2016; Ding et al., 2017; Ding et al., 2018). Visto
que, o papel da melatonina na modulacdo do metabolismo secundario em plantas e seus
efeitos na resposta de tolerancia ao estresse permanecem pouco claros. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a influéncia da melatonina na morfofisiologia e na
producdao de compostos como o 20-E em plantas de P. glomerata cultivadas in vitro,

submetidas e ndo submetidas a déficit hidrico.
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CAPITULOI:

Melatonina modula processos fisiologicos e metabolicos de plantas de Pfaffia

glomerata cultivadas in vitro

RESUMO

Pfaffia glomerata, conhecida por ginseng brasileiro, possui potenciais propriedades
farmacologicas e medicinais devido, principalmente a produ¢dao do metabolito
secundario 20-hidroxiecdisona (20E). De modo a compreender a rota de biossintese de
metabolitos de interesse, diversas estratégias podem ser empregadas, tais como a
aplicacdo de compostos elicitores. A melatonina ¢ uma molécula multifuncional ativa
em diversos processos metabodlicos € que pode influenciar no acimulo de diversos
metabolitos secundarios. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
elicitagdo com melatonina no desenvolvimento e na producdo de 20E em plantas de P.
glomerata cultivadas in vitro. Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm foram
inoculados em meio de cultura Murashige e Skoog (MS), suplementado com diferentes
concentragdes de melatonina (0, 10, 100, 500 e 1000 uM). As culturas foram mantidas a
25 £ 2 °C, sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 50 pmol m? s, A elicitagdo com
altas concentragdes de melatonina afeta negativamente o crescimento das plantas, o
acimulo de biomassa e os teores de pigmentos. Por outro lado, a melatonina induziu
mecanismos de resposta antioxidantes, levando ao aumento da atividade de enzimas do
estresse oxidativo e reducao da peroxidagdo lipidica e do acimulo de H>O». Os teores
de aminoécidos, prolina e proteinas também foram maiores em raizes de plantas
expostas a melatonina. Além disso, a melatonina afetou o metabolismo primario e a
biossintese de 20E em concentracdes especificas e teve influéncia sobre hormonios
importantes nas respostas de tolerancia ao estresse. Nossos resultados contribuem para

uma melhor compreensdo da melatonina como uma molécula reguladora em plantas.

Palavras-chave: Fitorreguladores; Ginseng-brasileiro; Metabodlitos secundarios;

Antioxidantes; Elicitores.
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ABSTRACT

Pfaffia glomerata, known as Brazilian ginseng, has potential pharmacological and
medicinal properties mainly due to the production of the secondary metabolite 20-
hydroxyecdysone (20E). To understand the biosynthesis route of metabolites of interest,
various strategies can be employed, such as the application of elicitor compounds.
Melatonin is a multifunctional molecule active in several metabolic processes and can
influence the accumulation of secondary metabolites. Thus, the objective of the present
study was to evaluate the effect of melatonin elicitation on the development and
production of 20E in P. glomerata plants grown in vitro. Nodal segments of
approximately 2 cm were inoculated in Murashige and Skoog (MS) medium
supplemented with different concentrations of melatonin (0, 10, 100, 500, and 1000
uM); cultures were maintained at 25 + 2 © C, under a photoperiod of 16 h and irradiance
of 50 umol m? s”!. Elicitation with high concentrations of melatonin negatively affected
plant growth, biomass accumulation and pigment content. On the other hand, melatonin
induces antioxidant response mechanisms, leading to an increase in the activity of
oxidative stress enzymes and a reduction of lipid peroxidation and H>O> accumulation.
The levels of amino acids, proline, and proteins were also higher in the roots of plants
exposed to melatonin. In addition, melatonin affected primary metabolism and 20E
biosynthesis at specific concentrations and influenced important hormones in stress
tolerance responses. The results contribute to a deeper understanding of melatonin as a

regulatory molecule in plants.

Keywords: Phytoregulators; Brazilian ginseng; Secondary metabolites; Antioxidants;

Elicitors.
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INTRODUCAO

As plantas possuem grande importincia para os seres humanos, além da
utilizagdo na alimentacdo, geracdo de energia e construcdo civil, a presenga de inlimeros
compostos, chamados de metabodlitos ou fitoquimicos, tem potencializado o uso das
plantas na medicina e industria farmac€utica (Bhaskar et al., 2022). Metabdlitos
primarios sdo produzidos em grandes propor¢des e tem participacdo essencial em
processos metabdlicos como fotossintese e respiragdo, enquanto os metabolitos
secundarios sao sintetizados em menores quantidades, atuam principalmente na defesa
contra patdgenos, respostas a estresses e sdo fundamentais para interagdo planta-
ambiente (Erb & Kliebenstein, 2020; Pang et al., 2021).

Os metabolitos secundéarios sdo amplamente usados em agroquimicos,
suplementos alimentares, fAirmacos e cosméticos (Ramakrishna & Ravishankar, 2011).
O aumento do valor econdmico de plantas medicinais e, consequentemente, sua maior
procura, tem levado ao desaparecimento em seus habitats naturais; isto, somado com as
mudangas climaticas e instabilidades geopoliticas, tem dificultado a obtengdo de
compostos derivados de plantas (Chen et al., 2016).

A cultura de tecidos vegetais pode ser uma ferramenta importante para atender a
demanda existente por fitoquimicos. Além de eliminar barreiras geograficas e
climéticas, permite o cultivo em larga escala independente da época do ano e fornece
um ambiente favoravel para o desenvolvimento (Karuppusamy, 2009; Evans et al.,
2020; Twaij, 2020).

Pfaffia glomerata é uma planta medicinal pertencente a familia Amaranthaceae,
conhecida popularmente por fafia ou ginseng brasileiro. Suas propriedades medicinais e
uso potencial na industria cosmética e farmacéutica, se da principalmente pela presenca
do composto 20-hidroxiecdisona (20E), um fitoquimico andlogo ao hormoénio que
controla a ecdise em insetos (Schmelz et al., 1998; Dinan, 2001; Nascimento et al.,
2007; Festucci-Buselli ef al., 2008a; Festucci-Buselli et al., 2008b; Caleffi et al., 2015).

Estudos em mamiferos, tém sugerido que o 20E pode desempenhar um papel no
sistema nervoso central, auxiliando no tratamento de transtornos mentais, melhorando o
comprometimento cognitivo e apresentando beneficios contra lesdes cerebrais, além de
inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio e espécies nitrosas, ter uma acao
antioxidante e reduzir o estresse, ansiedade e depressdo, auxiliar no tratamento de

doencas neuromusculares, cardiometabdlicas e respiratérias (De-Paris et al., 2000; Vigo
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et al., 2003; Hu et al., 2012; Wang et al., 2014b; Xia et al., 2014; Franco et al., 2021;
Dinan et al, 2021).

Apesar de o 20E apresentar um grande potencial farmacoldgico, sua rota
biossintética ainda ndo foi completamente elucidada. Batista et al. (2018) realizaram o
sequenciamento de novo do transcriptoma da P. glomerata e observaram que
possivelmente a expressdo do gene Phantom (CYP76C) esteja envolvida com a sintese
de 20E dessa espécie. Com isso, novas perspectivas se abrem para analise da via
biossintética de 20E e compreensdo do metabolismo secundario em P. glomerata. A
utilizagdo de elicitores pode ser um ponto chave para esses estudos.

Outro composto presente em plantas de P. glomerata sdo as antocianinas,
metabolito pertencente ao grupo dos flavonoides, relacionado com a reproducdo e
protecdo das plantas a estresses ambientais (Pervaiz, 2017; Gould, 2018). Alteracdes
ambientais, tais como a qualidade da luz (Silva et al., 2019), irradiancia luminosa (Silva
et al., 2021) e fotoperiodo (Fortini et al., 2020) podem modular a biossintese de
antocianinas em P. glomerata,

Felipe et al. (2019a) estudaram o efeito da radiacdo UV-B (280-360 nm) em dois
acessos (22 e 43) de P. glomerata contrastantes na producdo de antocianinas.
Observaram que as plantas com baixo teor de antocianinas (acesso 22) tiveram um
incremento de 20E apo6s exposi¢do a radiacdo UV-B, em contrapartida, ndo houve
alteracdo no teor de antocianinas em plantas que produzem naturalmente maior
quantidade desse composto (acesso 43). Possivelmente, a alta concentragdo de
antocianinas em plantas do acesso 43 auxiliou na atenuacdo dos efeitos nocivos da
radiacdo UV, enquanto as plantas do acesso 22 foram mais responsivas aos efeitos
deletérios da radiagdo UV, o que resultou no aumento da producdo de 20E. Outros
elicitores podem influenciar no metabolismo de antocianinas, como ja visto por Ai &
Zhu (2018) e Li et al. (2020), que verificaram diminui¢do significativa nos niveis de
antocianinas em plantas de Arabidopsis thaliana apos aplicagdo de melatonina.

Elicitores sdo compostos quimicos oriundos de fontes abidticas e bidticas que
geram respostas nas plantas, podendo afetar o crescimento e desenvolvimento, a sintese
e o acumulo de metabdlitos. Fatores como o tipo do elicitor, a concentragdo e a forma
de aplicagdo, determinam os efeitos na producao de metabdlitos e influenciam na
producdo de biomassa (Naik & Al-Khayri, 2016).

A melatonina estd presente na maioria das plantas, sendo importante para o

crescimento, desenvolvimento, senescéncia e respostas ao estresse (Wang et al., 2018a;
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Zhan et al., 2019). E uma molécula conhecida como potente antioxidante, reduzindo a
peroxidacdo lipidica e aliviando o estresse oxidativo (Reiter et al., 2015; Fan et al.,
2018). Pode atuar como horménio, regulando o crescimento de ramos e raizes (Arnao &
Hernandez-Ruiz, 2017), além de influenciar no comportamento de varios outros
hormdénios, como auxina, acido jasmoOnico, acido abscisico, dacido salicilico,
brassinosteroide ¢ etileno (Arnao & Hernandez-Ruiz, 2018, Lee & Back, 2018; 2019;
Zhang et al., 2019).

A melatonina ¢ uma molécula multifuncional ativa em diversos processos
metabolicos, podendo regular o metabolismo primdrio e modular a concentragdo de
carboidratos (Zhao et al., 2015a; Kobyliiska et al., 2018). Ainda influencia na
eficiéncia fotossintética (Lin et al., 2022; Sun et al., 2022). Além disso, a melatonina
pode atuar na regulagdo de diversos metabolitos secundarios, estimulando o actiimulo de
antocianinas, como obsevado em repolho (Zhang et al., 2016), ou a redugdo do teor
deste pigmento, atestado em Arabidopsis (A1 & Zhu, 2018; Li et al., 2020).

Ai & Zhu (2018) mostraram que a melatonina exerceu papel negativo no
metabolismo de antocianinas em plantas de Arabidopsis thaliana, antagonizando a
sintese desencadeada por jasmonato. Ademais, outros trabalhos tém mostrado que o
jasmonato pode estar relacionado com a sinalizacdo da via de biossintese de 20E em
plantas (Wang et al. 2014a; John et al. 2018; Erst ef al. 2019; Fortini et al. 2022).

Tendo em vista que a melatonina pode ser uma importante molécula de
sinalizacdo, integrando vdrias vias do metabolismo secundario em plantas e podendo
atuar na modulacdo da biossintese de varios compostos, esse trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes concentragdes de melatonina no
desenvolvimento e na produgdo de antocianinas e 20E em plantas de P. glomerata

cultivadas in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas e desenho experimental

As plantas de P. glomerata utilizadas nesse trabalho foram provenientes do
banco de germoplasma in vitro do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCT),
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de P. glomerata (acesso 43), foram
obtidos de plantas com 30 dias de cultivo e transferidos para frascos de vidro contendo
80 mL de meio de cultura semissolido constituido pelos sais e vitaminas MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com mio-inositol (100 mg L) e 3% de
sacarose (m/v), solidificado com 5,5 g L' de 4gar (PhytoTecnology Laboratories®,
Kansas, United States) e pH 5,7 £+ 0,1, autoclavado durante 20 min, a 121°C e pressao
de 1,5 atm. Para condugdo do experimento, apo6s os meios de cultura serem
autoclavados, foram adicionados diferentes concentragdes de melatonina (0, 10, 100,
500 e 1000 uM); Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, USA).

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno com dois
orificios de 10 mm cobertos por membranas fluoroporos hidrofébicas (PTFE, MilliSeal
AVS-045 Air Vent) de 0,45 um de poros, que permitem taxa de troca de CO> de 25 pL
L' s! (Batista et al., 2017) e mantidos por 35 dias em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de 50 pmol m™ s’
fornecida por duas lampadas LEDs (SMD 100, 18W, Vilux®, Vitéria, ES, Brasil).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 5
tratamentos (diferentes concentragdes de melatonina), com 10 repeti¢des cada. Cada

unidade experimental foi constituida por um frasco contendo trés segmentos nodais.

Variaveis de crescimento

Foram avaliadas as seguintes variaveis de crescimento: massa seca (g),
comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da maior raiz (cm) e area
foliar (cm?). Para determinagdo da érea foliar, as folhas foram destacadas e fixadas em
papel branco, fotografadas com camera digital e as imagens processadas no programa
ImageJ (Schneider et al., 2012). O material vegetal foi mantido em estufa a 50 °C por

72 horas para obten¢do da massa seca.
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Extracio metanolica para analises bioquimicas

Amostras de folhas e raizes foram coletadas em nitrogénio liquido, maceradas,
liofilizadas e submetidas a extracdo metandlica (Lisec ef al., 2006). Foram adicionados
700 puL de metanol aos microtubos contendo aproximadamente 10 mg do material
vegetal e mantidos em um recipiente com d4agua quente. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 80 °C sob agitacdo de 400 xg, por 20 min, em seguida,
foram centrifugadas a 12.000 xg, por 15 min e temperatura de 4 °C. Todo sobrenadante
foi transferido para novos microtubos, sendo que, uma aliquota de 150 pL foi retirada
para leitura de pigmentos fotossintéticos. Foram adicionados 375 pL de cloroférmio e
750 puL de agua ultrapura ao sobrenadante restante, as amostras foram homogeneizadas
e centrifugadas a 12.000 xg, a 4 °C por 10 min, a fase aquosa superior e incolor (extrato
metanolico) foi transferida para novos microtubos e utilizada para determinagdo de
acucares ¢ aminoacidos. O precipitado resultante da extragdo metanolica foi submetido
a duas lavagens com dlcool etilico 70% e posteriormente utilizado para determinagdo

dos teores de amido e proteina.

Teor de pigmentos fotossintéticos e de antocianinas

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 25 pL. do extrato metandlico e
175 puL de metanol e feitas leituras em um leitor de microplacas (OptiMax Tunable
Microplate Reader) nos comprimentos de onda 470, 666 € 653 nm correspondendo,
respectivamente, a carotenoides, clorofila a (Chl a) e clorofila b (Chl ). Os célculos
foram feitos com as formulas, descritas por Wellburn (1994):

(1000 X A,7o) — (2,86 x Clorofila @) — (129,2 x Clofila b)
221

O teor de antocianinas foi determinado utilizando a metodologia proposta por

Carotenoides =

Neff & Chory (1998). Amostras com aproximadamente 10 mg de material macerado e
liofilizado de folhas foram acrescidas de 300 mL de metanol acidificado (1% HCl p/v) e
incubadas overnight sob agitacdo a temperatura ambiente. Para separar a fase de
clorofilas das antocianinas, foram adicionados 200 puL. de agua destilada e 500 puL de
cloroférmio e, entdo, a solucao foi vortexada e centrifugada em 14000 xg por 5 min.

Para montagem da placa foi coletado 200 pL da porcdo superior da solugdo. As leituras
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foram realizadas em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 530 (As3o) € 657
(A657) nm. O conteudo relativo de antocianinas foi obtido pela subtracdo de Ags7 em

As3o.

Teor de acuicares, aminoacidos, proteinas e amido

Os teores dos acucares glicose, frutose e sacarose e o teor de amido foram
determinados seguindo a metodologia descrita por Fernie et al. (2001). Ja o contetido de
proteinas e aminoacidos foram quantificados pelo método descrito por Cross et al
(20006).

Para determinag¢do dos agtcares, em cada pogo de uma microplaca foram
adicionados 160 pL do meio de reagdo (HEPES/KOH 100 mM com MgCl, 3 mM pH 7,
ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato -
G6PDH (5 mg mL™)), 25 pL do extrato metanolico e 25 pL de metanol. No leitor de
microplacas foram realizadas leituras sob absorbancias de 340 nm com intervalos de 1
min entre as leituras. Apos a estabiliza¢do da densidade 6tica (OD) foram adicionados 5
pL das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reagdo), fosfoglicose isomerase (0,7 U
por reacdo) e invertase (5 U por reacdo), com intervalo aproximado de 30 min entre
cada aplicagdo.

O teor de aminoécidos foi determinado adicionando em uma microplaca 30 pL
do extrato metanolico, 20 uL. de etanol 70%, 50 pL de tampao citrato pH 5,2 acrescido
de acido ascorbico 0,2 % (p/v) e 100 puL. de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v),
em cada pogo. A microplaca foi incubada a 95 °C no escuro por 20 min e,
posteriormente, foi feita leitura no comprimento de onda de 570 nm. A curva de
calibracao foi feita utilizando leucina como padrao.

Determinou-se o contetido de proteinas ressuspendendo o precipitado resultante
da extracdo metandlica em 400 pL de NaOH 0,1 M. Os microtubos foram
homogeneizados e incubados por 1 h a 95 °C e sob agitacao de 400 xg, em seguida,
centrifugados a 12000 xg, a 4 °C por 10 min. Foi retirada uma aliquota de 5 pL do
sobrenadante e adicionada em microplaca contendo 180 pL da solu¢do de Bradford
(diluicao 1:5 do reagente) em cada poco. Foi feita leitura no comprimento de onda de
595 nm. A curva de calibragdo foi feita utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrao.

O teor de amido foi determinado adicionando 70 pL de 4cido acético 1 M, a fim

de condicionar um pH 6timo para a reagdo, nos tubos contendo o precipitado resultante
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da extracdo metandlica e NaOH 0,1M. Foi retirada uma aliquota de 40 pL da suspensao
e colocada em uma microplaca com 60 puL. do mix de hidrélise do amido (composto
pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades puL') e a-amilase (0,01 U uL™!). A
microplaca foi vedada com fita de aluminio (3M Modelo 425%) e deixada over night em
estufa a 37 °C. O extrato hidrolisado (25 pL) foi transferido para uma nova microplaca
contendo 25 pL de metanol e 160 pL da reacdo composta por tampao HEPES/KOH 1M
pH 7,0 MgCl> 3 mM, ATP 118 mM, NADP" 48,4 mM e 56 unidades G6PDH (0,7
unidades pL™!) por poco. No leitor de microplacas as amostras foram lidas a 340 nm de
absorvancia, com intervalo de 1 min entre as leituras. Uma vez estabilizado a OD,
adicionou-se 2 pL de hexocinase (2 unidades por rea¢do) em cada pogo. Para célculo do

conteudo de acticares e amido foi utilizada a equagao de Lambert-Beer:

AOD

Conteudo de prolinas

A determinacdo do contetido de prolinas seguiu a metodologia proposta por
Bates ef al. (1973). Adicionou-se em uma microplaca 50 pL. do extrato metandlico e
100 pL. de niidrina &cida (Niidrina 1% (m/v) em &cido acético 60% (v/v) e etanol
20%(v/v)). A microplaca foi vedada com fita de aluminio e incubada a 95 °C por 20
min. Foi feita leitura no comprimento de onda de 520 nm e a curva de calibragao foi

feita utilizando solugdo padrao de prolina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Quantificacio de enzimas do estresse oxidativo

Foram quantificadas as enzimas Catalase (CAT, EC 1.11.1.6), Peroxidase do
Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), Superoxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e
Peroxidase oxidoredutase (POD, EC1.11.1.7). 50 mg de material fresco da parte aérea
foram homogeneizados, com 1 mL do meio de extragdo (tampao fosfato de potassio a
0,1 M, pH 6.8; acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) a 1 mM e PVPP 1% (p/v). Foi realizada centrifugacdo a
10.000 xg durante 15 min a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico
bruto.

Para a determinagdo da atividade da CAT foram adicionados 20 puL do extrato a
200 pL de meio de reagdo (tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H>O> 12,5 mM)

em microplaca (Havir & McHale, 1987). A leitura foi realizada no comprimento de
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onda de 240 nm por 1 min (a cada 10 s), e o calculo da atividade enzimatica dado pelo
decréscimo da absorbancia.

A atividade da APX (Nakano & Asada, 1981) foi determinada através do
acréscimo do meio de reacdo (tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7.8, acido
ascorbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM e H»O2 0,3 mM) em 20 pL do extrato na
microplaca. Apds a homogeneizacao, foi realizada a leitura em comprimento de onda de
290 nm durante 1 min.

Determinou-se a atividade da SOD de acordo com protocolo descrito por
Giannopolities & Ries (1977), a partir da adicdo de 2,97 mL de meio de reagdo
(Tampao fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e Riboflavina 2 uM) e 30 pL do extrato bruto em
microplaca. A microplaca com as amostras foi mantida a 25 °C por 5 min em cdmara de
reacdo (iluminacdao de uma lampada fluorescente de 15 W). Apos este tempo, a placa foi
retirada da iluminacdo ¢ a reagdo interrompida. Foi feita leitura em comprimento de
onda de 560 nm e a absorbancia incrementada pela produgao da coloragdo azul durante
a reagdo, o valor de absorbancia foi subtraido do branco, que niao possuia extrato
enzimatico.

A atividade da POD foi determinada de acordo com Chance & Maehly (1955).
Para tal, o meio de reacdo (13 mM guaiacol, 5 mM H20; e 50 mM, Na-phosphate pH

6.5) foi acrescentado ao extrato bruto e a leitura foi realizada a 470 nm por 1 min.

Determinacio dos niveis de peroxidacao lipidica e peréxido de hidrogénio

A determinagdo da peroxidacao lipidica ocorreu a partir da quantificacdo dos
teores de malonodialdeido (MDA), utilizando a metodologia proposta por Heath &
Packer (1968), com modifica¢des. Para a extragdo, foram acrescentados 500 pL de
acido tricloroacético 1% (TCA) em 50 mg de material vegetal fresco e macerado. A
solucdo foi vortexada e centrifugada a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. Em seguida, 250
uL do sobrenadante foram transferidos para novos tubos, juntamente com 750 pL de
acido 2-tiobarbitirico 0.5 % (TBA; p/v) em TCA 20% (p/v). A reagdo ocorreu por
incubacdo em agitacdo a 95 °C durante 30 min; passado este tempo, a reagdo foi
interrompida transferindo os tubos de rea¢do para banho de gelo. Os sobrenadantes
foram transferidos para novos tubos e centrifugados (10.000 xg, 10 min, 4 °C), a leitura

foi realizada em espectrofotometro a 532 (As32) e 600 (Agoo) nm. A concentracdo de
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MDA foi dada pela subtragdo da Asoo pela Assz, e calculada de acordo com o coeficiente
de extingdo de 155 mM cm™.

O teor de peroxido de hidrogénio (H2O2) foi determinado de acordo com a
metodologia de Velikova et al. (2000). Para a extragdo, foram adicionados 500 pL de
acido tricloroacético 0,1% (TCA) em 50 mg de material vegetal fresco e macerado. A
solugdo foi vortexada e centrifugada a 14000 xg por 15 min a 4 °C. Em microplacas,
foram adicionados 20 puL do sobrenadante, 80 pL de tampao fosfato de potassio (10
mM e pH 7,0) e 100 uL de iodeto de potassio (1 M). A reagao ocorreu por incubagdo no
escuro por 45 min e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 390 nm. O teor de

H>0, foi calculado com base em curva padrao.

Quantificacdo do 20-hidroxiecdisona

Utilizou-se para quantificacdo do 20E uma metodologia proposta por Kamada et
al. (2009). O extrato metandlico foi preparado conforme descrito por Correa et al.
(2015) e a quantificagdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em aparelho Shimadzu SPD-10Avp (Kyoto, Japao) equipado com coluna RP
(150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um de tamanho de particulas; Fase estacionaria C18) de
Phenomenex (Torrance, CA, EUA) e um Shimadzu SPD-M20A detector de matriz
fotodiodo (monitoramento 246 nm). A fase mdvel consistiu em agua ultrapura (solvente
A) e metanol de grau LC (solvente B). O perfil de gradiente utilizado foi: 0-8min: 50%
B; 8-13 min: 50-95% B. Todas as analises foram realizadas a uma taxa de fluxo de 1,0
mL min!, a 40°C. O volume de amostra injetado foi de 20 uL, com duragio de 15 min.
A curva de calibracdo foi obtida injetando-se solugdes padrao de 20E (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA) preparadas em metanol de grau HPLC (0 a 120 mg L™").

Determinacao do perfil hormonal

A determinagdo dos niveis hormonais foi realizada de acordo com Forcat et al.
(2008). Aproximadamente 100 mg de amostras foliares foram macerados em nitrogénio
liquido e adicionados 300 pL de solucdo extratora (metanol:isopropanol:acido acético
20:79:1) em microtubo de 1,5 mL. As amostras foram agitadas em vortex (4 vezes por
20 s), sonicadas por 5 min e mantidas no gelo por 30 min. Apds a centrifugagao (13.000
xg, 10 min a 4°C), foram coletados 250 pL. do sobrenadante e transferidos para um
novo microtubo. O processo de extragao foi repetido sob o pellet resultante, € o

sobrenadante foi coletado e adicionado ao anterior.
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O perfil hormonal foi determinado por LC-MS/MS (Agilent 1200 Infinity
Series) acoplado ao espectrometro de massa tipo triplo quadrupolo- QqQ (6430 Agilent
Technologies). A separacao cromatografica foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax
Eclipe Plus C18 (1.8 um, 2.1 x 50 mm) (Agilent) em série com uma coluna guarda
Zorbax SB-C18, 1,8 um (Agilent). Uma curva de calibragdo (0,1 ng a 200 ng) utilizando
os respectivos padrdes de cada hormonio foi realizada para obtengdo da quantificagao
absoluta. Os dados gerados foram analisados no software MassHunter Workstation para
obtencdo da area dos picos de cada hormonio nas amostras e os resultados estdo

expressos em ng/g de tecido fresco.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz,
2016). Todos os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) com teste F e

as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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RESULTADOS

Concentracoes elevadas de melatonina levam a reducido no desenvolvimento de

plantas de P. glomerata cultivadas in vitro

No presente estudo, foram analisados os efeitos de diferentes concentragdes de
melatonina sob o desenvolvimento de plantas de P. glomerata cultivadas in vitro
(Figuras 1 e 2). A elicitagdo com concentragdes de melatonina de 500 pM levou a uma
redugdo de 27,5% e de 1000 uM levou a uma reducao de 50% no acumulo de biomassa
das plantas (Figuras 3A, 3B e 3C), quando comparados ao controle.

As concentragdes mais altas de melatonina (500 e 1000 uM) também afetaram
negativamente o crescimento das plantas, levando a reducdo do comprimento do caule
(cerca de 15% e 40%, respectivamente) e da raiz (aproximadamente 25% e 50%,
respectivamente) (Figuras 3E e 3F). Além disso, plantas cultivadas em 10 uM de
melatonina apresentaram as maiores médias de area foliar, enquanto os menores valores

foram de plantas elicitadas com a concentragdo mais elevada (Figura 3D).

Melatonina influencia os teores de pigmentos

Os teores de Chl a e Chl total (Figuras 4A e 4C) foram significativamente
menores nos tratamentos com 10 e 1000 uM de melatonina (cerca de 25%), quando
comparado com os demais tratamentos. Independente da concentra¢do de melatonina, a
elicitacdo também levou a uma reducdo nos teores de Chl b e carotenoides, comparado
ao controle (Figuras 4B e 4E). Além disso, a partir de 100 uM de melatonina, a medida
que a concentracdo do elicitor aumentou, o conteudo de antocianinas nas plantas

elicitadas diminuiu significativamente (Figura 4F).

Metabolismo primario de P. glomerata é afetado pela elicitacio com melatonina

Os teores de agucares (glicose, frutose e sacarose) e amido foram afetados pelo
acréscimo de melatonina ao meio de cultura. Observamos uma redugao significativa nos
teores de glicose (aproximadamente 55%) e frutose (aproximadamente 70%) nas folhas
(Figuras 5A e 5C) quando aplicado uma concentracdo de 500 e 1000 uM de melatonina.
Nas raizes (Figuras 5B e 5D), os teores mais elevados de glicose e frutose foram
observados em plantas elicitadas com 10 e 100 pM, comparadas aos demais

tratamentos.
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Comparada ao controle, as folhas de plantas elicitadas com 100 uM de
melatonina (Figura 5E) apresentaram incremento no conteudo de sacarose (cerca de
37%). Houve aumento significativo no teor de sacarose das raizes (Figura 5F), a
propor¢ao que se aumentou as concentragdes de melatonina. O acimulo de amido nas
folhas foi menor (aproximadamente 40%) nos tratamentos com 10 e 500 uM de
melatonina (Figura 5G). Por outro lado, o maior conteiido de amido foi observado em

raizes de plantas elicitadas com 10 uM de melatonina (Figura SH).

Aplicacdo de 1000 pM de melatonina aumentou a concentracio de aminoacidos,

prolina e proteinas em raizes de P. glomerata

A elicitagdo com melatonina ndo afetou o conteido de aminoacidos, prolina e
proteinas nas folhas (Figuras 6A, 6C e 6E). Por outro lado, as raizes de plantas
elicitadas com 1000 puM de melatonina produziram a maior quantidade destes

metabolitos (Figuras 6B, 6D ¢ 6F).

Melatonina afetou a atividade das enzimas do estresse oxidativo

A atividade das enzimas CAT, APX e POD foi maior em raizes de P. glomerata
elicitadas com as doses mais elevadas de melatonina (500 e 1000 uM) (Figuras 7B, 7D
e 7F), em comparagdo com o controle (meio isento de melatonina). Nas folhas, a
elicitacdo com melatonina levou a uma reducao na atividade da APX (Figura 7C). Além
disso, plantas elicitadas com 500 uM de melatonina apresentaram maior atividade da

CAT nas folhas (Figura 7A).

Teores de MDA e H20: foram afetados pela aplica¢ido de melatonina

Os teores de MDA nas folhas diminuiram em resposta a elicitagdo com
concentragdes superiores a 100 uM de melatonina (Figura 8A). Nas raizes, o maior
conteido de MDA foi obtido no tratamento com 1000 pM de melatonina (Figura 8B).
Além disso, a medida que as plantas foram elicitadas com concentra¢cdes maiores de
melatonina, incrementou os teores de H>O> das folhas e decresceu nas raizes (Figuras

8C e 8D).

Elicitacdo com baixa concentra¢do de melatonina induz o acimulo de 20E em

folhas de P. glomerata
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A elicitagdo com melatonina afetou a produ¢do de 20E em folhas de P.
glomerata, sendo essa influéncia dependente da concentragdo do elicitor. Concentragdes
menores de melatonina (10 pM) incrementaram o acimulo de 20E (cerca de 30%), em
relagdo ao controle. Por outro lado, a elicitagdo com 500 ¢ 1000 uM de melatonina
levou a reducdo de cerca de 30% e 60%, respectivamente, dos teores de 20E quando

comparadas ao controle (Figura 9).

Melatonina induz alteracées nos niveis de fitohormonios

A adicdo de melatonina ao meio de cultura alterou a concentracdo de
fitohormonios nas plantas de P glomerata (Figura 10), sendo observada a redugdo no
conteudo de ABA em plantas cultivadas sob 500 ¢ 1000 uM de melatonina (40 e 54%,
respectivamente) (Figura 10A). Por outro lado, evidenciou-se um aumento nos teores de
ACC (4 vezes em 100 pM de melatonina; Figura 10C), Zea (6 e 8 vezes em 500 uM e
1000 uM de melatonina, respectivamente; Figura 10D) e MeJa (1,5 vezes em 1000 uM
de melatonina; Figura 10E). Contudo, a elicitagdo com melatonina nao afetou de forma

significativa os conteudos de AIA, GA3z e BR (Figuras 10B, 10F e 10G).
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DISCUSSAO

A melatonina pode atuar como modulador do crescimento e desenvolvimento
das plantas, sendo a concentracdo, um fator chave para aumentar ou reduzir o tamanho
das raizes, do caule e o acimulo de biomassa (Arnao & Herndndez-Ruiz, 2017; Wang et
al., 2018a). No presente estudo, as concentragdes de 10 e 100 uM de melatonina nao
induziram diferencas significativas na massa seca e no comprimento do caule e raiz de
P. glomerata. No entanto, plantas expostas a altas concentracdes de melatonina (500 e
1000 uM) apresentaram drastica redu¢do da biomassa ¢ do comprimento do caule ¢ da
raiz (Figura 3).

Resultados semelhantes foram observados em Lupinus albus, Arabidopsis
thaliana, Zea mays e Glycine max, que mostraram que altas concentracdes de
melatonina afetam adversamente o crescimento da planta (Hernandez-Ruiz et al., 2004;
Bajwa et al., 2014; Wei et al., 2015; Zhao ef al., 2015b). Nas raizes, alta concentragdo
de melatonina também tem um efeito inibitério no crescimento, como observado em
Brassica juncea, Prunus avium x Prunus cerasus, Helianthus annuus, Solanum
lycopersicum e em algumas espécies de monocotiledoneas (Herndndez-Ruiz et al.,
2005; Chen et al., 2009; Sarropoulou et al., 2012; Mukherjee et al., 2014; Wen et al.,
2016; Liang et al., 2017).

A elicitacdo com melatonina levou a redugdo nos teores de pigmentos em P.
glomerata (Figura 4). Altas concentragdes de melatonina podem causar peroxidacao dos
cloroplastos, prejudicando sua estrutura e fungdes, além de ter acdo enzimadtica na
degradacao de clorofilas e carotenoides (Arnao & Hernandez-Ruiz, 2009; Sarropoulou
et al., 2012). O papel negativo da melatonina no metabolismo de antocianinas em P.
glomerata corroboram com os achados em plantas de A. thaliana (Ai & Zhu, 2018; Li et
al., 2020). De acordo com Ai & Zhu (2018), a melatonina ndo afeta o catabolismo, mas
atua na supressdo da produgdo de dihidro-kaempferol, importante precursor da sintese
de antocianinas.

Observamos que plantas de P. glomerata tratadas com 500 e 1000 uM de
melatonina reduziram a producdo de glicose e frutose nas folhas, enquanto o tratamento
com 10 e 100 pM de melatonina estimulou a biossintese e/ou acimulo desses dois
acgucares nas raizes (Figuras 5A, 5B, 5C e 5D). Ja o teor de sacarose foi superior nas
folhas de P. glomerata tratadas com 100 uM de melatonina; enquanto que a

concentragdo deste carboidrato nas raizes elevou-se conforme aumentou a quantidade de
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melatonina acrescida no meio de cultura (Figuras 5E e 5F). Foi relatado maior acimulo
de sacarose em folhas e raizes de mudas de A. thaliana tratadas com melatonina, sendo
que nas raizes, o teor de sacarose foi 16 vezes maior comparadas com plantas controle
(Zhao et al., 2015a).

Corroborando com os achados do presente estudo, em plantas de Zea mays, 10 e
100 uM de melatonina elevou o teor de sacarose nas folhas e os teores de glicose e
frutose nas raizes. O aciimulo em excesso de carboidratos em células fotossintéticas
afetou negativamente a fotossintese o que, consequentemente, resultou em um menor
crescimento das plantas (Zhao et al., 2015b). Melatonina também afetou os teores de
acucares em Malus domestica, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera ¢ Prunus avium x
Prunus cerasus (Sarropoulou et al., 2012; Liu et al., 2016; Yang et al., 2019; Zhong et
al., 2020). A melatonina pode regular a produgdo de triose fosfato no ciclo de Calvin,
sua transformacdo em hexoses ¢ o pool de amido no estroma cloroplastico ¢ o de
sacarose no citosol e nas paredes celulares (Arnao et al., 2021).

A adicdo de melatonina gerou um aumento na atividade das enzimas do estresse
oxidativo CAT, APX e POD (Figura 7B, 7D e 7F) e uma redu¢do nos teores de H>O>
(Figura 8D) em raizes de P. glomerata. Melatonina pode levar a um menor acimulo de
H>O:> nas células pela eliminagdo direta de radicais livres (Reiter et al., 2007; Galano et
al., 2013) e por induzir a atividade de enzimas do estresse oxidativo eficientes na
degradacdo de H»O», principalmente CAT, APX e POD (Li et al., 2012; Park et al.,
2013). Também houve redugdo no contetido de ABA em plantas de P. glomerata
tratadas com 500 e 1000 uM de melatonina. Li et al. (2015) demonstraram que
melatonina regula negativamente genes de sintese e positivamente genes catabdlicos de
ABA, reduzindo seu contetdo em plantas de Malus prunifolia e Malus hupehensis
estressadas pela seca. O acimulo de ABA em células vegetais esta relacionado com a
formagcdo de ROS, portanto, quando um menor teor de ABA estd disponivel,
consequentemente o acimulo de H>O» ¢é reduzido (Liu ef al,, 2010; Ye et al., 2011).

Além de funcionar como ativador de enzimas antioxidantes e proteger as plantas
contra danos oxidativos, a melatonina pode diminuir a peroxidacao lipidica das células
vegetais, expressa pela redugdo significativa no teor de MDA das folhas em
concentragdes acima de 100 uM (Figura 8A). Resultados semelhantes foram obtidos em
plantas de Oryza sativa (Han et al., 2017) e Glycine max (Imran et al., 2021), em que a
aplicacdo de melatonina aumentou a atividade de enzimas antioxidantes e aliviou o

acumulo de ROS e MDA.
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Em uma concentracdo de 1000 uM de melatonina, os teores de aminodcidos,
prolina e proteinas foram aumentados em raizes de P. glomerata. O actimulo de
aminoacidos pode estar envolvido no ajuste osmotico, eliminacdo de radicais livres e
manuten¢do de proteinas e da integridade de membrana (Keutgen & Pawelzik, 2008). A
prolina ¢ um importante aminoacido osmoprotetor, tem um papel essencial no
metabolismo primario, atua na defesa antioxidante eliminando ROS e melhora a
estabilidade das proteinas e a estrutura de membranas (Trovato et al, 2019;
Hosseinifard et al., 2022). A melatonina aumentou o teor de prolina em mudas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) (Siddiqui et al., 2019) e o teor de aminoacidos totais
e prolina em Moringa oleifera (Sadak et al., 2020), o que contribuiu para melhor
tolerancia ao estresse salino.

A melatonina pode atuar como hormoénio e influenciar a concentracdo e
atividade de outros hormonios (Arnao & uM Hernandez-Ruiz, 2018). Neste trabalho,
observamos que a melatonina elevou os teores de ACC, Zea e MeJa (Figura 10C, 10D e
10E). Plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) superexpressoras de melatonina
exibiram taxas de producdo de ACC mais altas do que plantas controle, assim como em
raizes e folhas de videiras (Vitis vinifera) tratadas com 50 uM de melatonina (Xu et al.,
2019). Melatonina também regulou positivamente o teor de Zea em plantas de Carya
cathayensis (Sharma et al., 2020), e de MeJa em Solanum lycopersicum (Liu et al,
2019), Citrullus lanatus (Li, et al., 2021a) e Triticum aestivum (Luo et al., 2023).

Nossos dados mostraram que a elicitacdo com 10 pM de melatonina levou a um
incremento de 30% no teor de 20E em plantas de P. glomerata cultivadas in vitro. Em
contrapartida, 500 e 1000 uM de melatonina reduziram significativamente os teores de
20E. E sabido que fatores como o tipo, concentragdo e a forma de aplicagio de um
elicitor sdo determinantes para sua atividade como estimulante ou inibidor da
biossintese de metabolitos (Naik & Al-Khayri, 2016). Felipe ef al. (2019b) verificaram
que uma concentragao moderada (120 mM) de NaCl aumentou o conteudo de 20E em
folhas de P. glomerata, enquanto os outros tratamentos tiveram um teor de 20E
semelhante quando comparado ao controle. Jafari & Shahsavar (2021) mostraram que a
melatonina aumentou os niveis de metabolitos secundarios em citros, mas o incremento
de Oleos essenciais foi mais significativo em plantas expostas a uma concentracao
intermediaria de melatonina (100 uM).

Apesar de ter um grande potencial para industria farmacéutica, a rota

biossintética do 20E ainda ndo foi completamente elucidada. Estudos t€ém mostrado que
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o jasmonato pode estar relacionado com a sinalizagdo da via de biossintese de 20E em
plantas (Wang et al. 2014a; John et al. 2018; Erst et al. 2019; Fortini et al. 2022).
Fortini et al. (2022) indicaram que a regulacdo negativa da biossintese do jasmonato
pode estar associada a redu¢do nos teores de 20E em P. glomerata. Em nossos achados
observamos que 1000 uM de melatonina elevou o teor de MeJa e que concentragdes
mais baixas ndo afetaram a producdo desse hormonio, a0 mesmo tempo que, houve
decréscimo na produgao de 20E apds aplicagdes acima de 500 uM de melatonina. Nesse
caso, jasmonato pode nao ter influenciado na biossintese de 20E.

O ABA ¢ um hormonio que pode estar envolvido nas respostas de tolerancia ao
estresse, através da inducdo do fechamento estomatico e da regulagdo da biossintese de
metabolitos secundarios (Kushiro et al., 2004; Murcia et al., 2017). Em cultura de
células em suspensdo de Ajuga lobata, o tratamento com ABA induziu maior acimulo
de 20E (Wang et al., 2018b). A biossintese de ABA pode ser regulada negativamente
por moléculas tais como a melatonina, com consequente manuten¢do dos estomatos
abertos e maior eficiéncia fotossintética (Li er al., 2015; Li et al., 2021b). Nossos
resultados mostraram que a elicitagdo com altas concentragdes de melatonina leva a
uma reducdo significativa nos niveis de ABA e de 20E, o que demonstra que a
melatonina pode ter papel importante na regulagdo da rota de biossintese desses
compostos em P. glomerata.

Portanto, os resultados deste estudo evidenciam que a melatonina possui um
papel significativo nas respostas fisiologicas e metabodlicas de plantas de P. glomerata
cultivadas in vitro. A melatonina demonstra ser uma molécula multifuncional,
influenciando negativamente o desenvolvimento das plantas em concentragdes elevadas,
enquanto desencadeia respostas antioxidantes e modula o metabolismo primario e a
biossintese de 20E em concentragdes especificas. Além disso, sua influéncia sobre
hormonios chave no estresse sinaliza seu papel complexo na regulacdo do crescimento e
da tolerancia das plantas ao estresse. Este trabalho contribui para uma compreensao
mais profunda da melatonina como uma molécula reguladora em plantas, destacando

sua sensibilidade as concentragdes e drgaos especificos.
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FIGURAS

Melatonina (M)
100

Figura 1. Plantas de Pfaffia glomerata apos 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes
concentragdes de melatonina (0; 10; 100; 500 e 1000 uM). Abaixo estd a representagao

do sistema radicular no fundo do frasco. Barra =5 cm.

Melatonina (uM)

Figura 2. Plantas de Pfaffia glomerata ap6s 35 dias de cultivo in vitro sob diferentes

concentragdes de melatonina (0; 10; 100; 500 e 1000 uM). Barra =5 cm.
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Figura 3. Andlises de crescimento de Pfaffia glomerata ap6s 35 dias de cultivo in vitro
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(cm). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade. Dados apresentados como valores médios + erro padrao (n=4).
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Figura 10. Teor de fitohormonios em plantas de Pfaffia glomerata apos 35 dias de
cultivo in vitro, sob diferentes concentracdes de melatonina (0; 10; 100; 500 ¢ 1000
uM). (A) éacido abscisico (ABA); (B) acido indolacético (AIA); (C) acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC-1); (D) zeatina (Zea); (E) metil jasmonato
(Mela); (F) acido giberélico (GA3); (G) brassinosteroides (BR). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados

apresentados como valores médios * erro padrao (n=4).
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CAPITULO II:;

Efeitos do déficit hidrico e da melatonina sobre o crescimento e biossintese de 20-

hidroxiecdisona em Pfaffia glomerata cultivada in vitro

RESUMO

O déficit hidrico ¢ um dos estresses abioticos que mais contribui para a reducdo da
produtividade agricola devido seu impacto negativo no crescimento e desenvolvimento
das plantas. O uso de biorreguladores, como a melatonina, pode ser uma alternativa para
melhorar as respostas de tolerancia ao estresse, regulando mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do déficit hidrico
no crescimento, desenvolvimento e na producao de 20E em Pfaffia glomerata cultivada
in vitro e a influéncia da melatonina nas respostas de tolerancia ao estresse. Segmentos
nodais de aproximadamente 2 cm foram inoculados em meio de Murashige e Skoog
(MS), as culturas foram mantidas a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia de
41 umol m? s!. Os efeitos do déficit hidrico foram provocados pela suplementacdo do
meio de cultura com polietilenoglicol (PEG 4000). O experimento consistiu em 4
tratamentos: 100 pM melatonina (Melat), 2,5 g L' de Polietilenoglicol (PEG),
Melat+PEG e controle. PEG e Melat foram adicionados no décimo dia de cultivo. Apos
35 dias de cultivo, plantas expostas ao déficit hidrico apresentaram redugdo no
crescimento, biomassa e nos teores de pigmentos, além de incremento da producao de
MDA e H>O,. Em contrapartida, as plantas apresentaram uma série de respostas de
tolerancia ao estresse, como o aumento da atividade de enzimas do estresse oxidativo e
a producdo de solutos osmorreguladores. A melatonina induziu respostas cruciais para
atenuar os efeitos do estresse, promovendo redugdo da peroxidacdo lipidica e da
degradacao de proteinas, o que pode ter contribuido para amenizar o estresse oxidativo.
Nossos resultados fornecem informagdes importantes sobre as consequéncias do déficit
hidrico em P. glomerata e o uso da melatonina nas respostas de tolerancia ao estresse

em plantas.

Palavras-chave: Fitorreguladores; Ginseng-brasileiro; Estresse oxidativo;

Antioxidantes; Polietilenoglicol.
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ABSTRACT

The water deficit is one of the abiotic stresses that most contribute to the reduction of
agricultural productivity due to its negative impact on plant growth and development.
Bioregulators, such as melatonin, may be an alternative to improve tolerance responses
to stress, regulating physiological and biochemical mechanisms. The present study
aimed to evaluate the effects of water deficit on the growth, development, and
production of 20E in Pfaffia glomerata cultivated in vitro and the influence of
melatonin on stress tolerance responses. Nodal segments of approximately 2 cm were
inoculated in Murashige and Skoog (MS) medium; cultures were maintained at 25 + 2
°C under a photoperiod of 16 h and irradiance of 41 umol m? s™!. The effects of water
deficit were caused by supplementing the culture medium with polyethylene glycol
(PEG 4000). The experiment consisted of 4 treatments: 100 uM melatonin (Melat); 2.5
g L1 Polyethyleneglycol (PEG); Melat+PEG; and control. PEG and Melat were
increased on the tenth day of cultivation. After 35 days of cultivation, plants exposed to
water deficit showed a reduction in growth, biomass, and pigment content, as well as an
increase in MDA and H>O: production. On the other hand, plants also exhibited an
increase in the activity of oxidative stress enzymes and the production of
osmoregulatory solutes. Melatonin induced crucial responses to mitigate the effects of
stress, promoting a reduction in lipid peroxidation and in protein degradation, wich may
have contributed to alleviating oxidative stress. The results of the experiments provide
essential information about the consequences of water deficit in P. glomerata and the

use of melatonin in plant stress tolerance responses.

Keywords: Phytoregulators; Brazilian ginseng; Oxidative stress; Antioxidants;

Polyethyleneglycol.
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INTRODUCAO

As plantas, devido ao seu estilo de vida séssil, enfrentam desafios em ambientes
sujeitos a alteragdes constantes, e em consequéncia, estdo expostas a diversos tipos de
estresses. Os estresses podem ser de natureza biotica, tais como ataque por herbivoros e
infec¢@o por patdgenos, ou abiodtica, em decorréncia de flutuagdes na disponibilidade de
recursos como agua, sal, luz, temperatura, nutrientes e CO>. A influéncia que cada fator
abiodtico tem sobre a planta ird variar de acordo com sua intensidade e/ou duragdo,
podendo afetar o crescimento, desenvolvimento e/ou produtividade (Koyro et al., 2012;
Suzuki et al., 2014; Zhu, 2016).

O déficit hidrico ¢ um dos problemas ambientais que mais contribui para a
reducdo da produtividade agricola (Lamaoui ef al., 2018) e, estd entre os estresses
abidticos que mais afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Oliveira et
al., 2013). O estresse osmotico induzido pela escassez de dgua leva & uma menor
absor¢do de nutrientes, reduz as taxas fotossintéticas e de transpira¢do, diminuindo a
abertura estomadtica e aumentando também o estresse oxidativo nas plantas (Reddy et
al., 2004; Liang et al., 2019).

A producgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas pode
alterar a estrutura de proteinas e acidos nuclé€icos e induzir peroxidac¢do de lipidica de
membrana (Miller et al., 2010; Tenhaken, 2015; Foyer, 2018; Kanojia, 2018), bem
como afetar o aparato fotossintético (Gururani et al., 2015; Hazrati, 2016). A producao
de componentes enzimaticos (enzimas antioxidantes) e ndo enzimaticos (tais como
carotenoides e antocianinas) € a manuten¢ao de alta capacidade antioxidante contribuem
para eliminagdo de ROS, aumentando a tolerancia das plantas a estresses abioticos
(Caverzan et al., 2016; Choudhury et al., 2017; Turkan et al., 2018; Roy et al., 2021).

O acumulo de carboidratos e aminodcidos na célula ¢ outro mecanismo de
defesa importante em plantas sob déficit hidrico, garantindo o ajuste osmotico que
conserva a absorcdo de 4dgua e a turgescéncia celular, mantendo maior taxa
fotossintética, abertura estomatica e expansao celular mesmo em condicdo de estresse
(Sanders & Arndt, 2012; Fan & Xiang, 2015; Blum, 2017; Turner, 2018).

A cultura de tecidos vegetais, uma técnica realizada em condi¢cdes ambientais
controladas, em menos tempo e espago, € uma ferramenta importante para compreensao
das respostas bioquimicas e fisiologicas nas plantas, assim como o estudo de tolerancia

ao estresse. O cultivo in vitro oferece oportunidades para a propagacdo de plantas com
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caracteristicas agrondmicas desejaveis, além do desenvolvimento de métodos que
permitem maior sobrevivéncia em condi¢des ambientais adversas pela rustificagdo dos
clones (Rai et al., 2011; Pérez-Clemente & Gomez-Cadenas, 2012; Jan et al., 2018).

No cultivo in vitro, o déficit hidrico pode ser induzido pela adicdo de agentes
osmorreguladores, como o manitol, sorbitol ou polietilenoglicol (PEG), que elevam o
potencial osmético do meio de cultura sem serem absorvidos ou serem fitotoxicos e
podem modular o metabolismo da planta (Verslues et al., 2006; Gupta et al., 2016;
Ebad et al., 2017).

O uso de biorreguladores, como a melatonina, surge como alternativa para
facilitar o crescimento das plantas e melhorar as respostas de tolerdncia ao déficit
hidrico, regulando varios mecanismos fisioldgicos e bioquimicos (Saidi et al., 2017;
Xalxo & Keshavkant, 2019). A melatonina ¢ uma molécula multirregulatéria presente
na maioria das plantas que age como potente antioxidante, eliminando radicais livres,
reduzindo a peroxidacdo lipidica e aliviando o estresse oxidativo (Reiter et al., 2015;
Fan et al., 2018; Zhan et al., 2019), pode melhorar a capacidade fotossintética e realizar
um papel protetor na fotossintese, regulando genes associados a degradacao e sintese da
clorofila (Yang et al., 2022) e aumentando a expressao de proteinas (Wang et al., 2022)

Pfaffia glomerata ¢ uma planta medicinal pertencente a familia Amaranthaceae,
conhecida popularmente por fafia ou ginseng brasileiro. Seu potencial uso na industria
cosmética e farmacéutica se justifica por sua acdo tonica, rejuvenescedora, anti-
inflamatoria, analgésica, antioxidante, antimicrobiana, combate de problemas gastricos
e perdas de memoria (Neto ef al., 2005; Souza et al., 2005; Mendes, 2011; Calefti et al.,
2015; Mazzeo et al., 2013; Dias et al., 2019;), contribui para a reducao do estresse,
ansiedade e depressdao (Franco et al., 2021), além de possuir efeitos aneugénicos e
clastogénicos, auxiliando no tratamento do cancer (Neves et al., 2016).

As propriedades medicinais de P. glomerata se dé principalmente pela presenca
do composto 20-hidroxiecdisona (20E), um composto anilogo ao hormoénio que
controla a ecdise em insetos, sendo que, em plantas, a hipotese mais aceita ¢ que 20E
atue como um fitoquimico protetor contra insetos fitdfagos ndo adaptados (Festucci-
Buselli et al., 2008b; Dinan et al., 2009), embora também possa atuar como
fitohormdnio e fonte de fitoesteroides requeridos para o crescimento e proliferagao
celular (Machackova et al., 1995).

Diferentes estudos com P. glomerata em condigdo de estresse tém sido

realizados (Pereira et al., 2018; Felipe et al., 2019a; Felipe et al., 2019b; Chagas, 2019;
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Batista et al, 2019b; Silva, 2022; Fortini et al., 2023). O presente trabalho, tem como
objetivo avaliar os efeitos do déficit hidrico no crescimento, desenvolvimento e na
producao de 20E em P. glomerata cultivada in vitro, bem como a influéncia da

melatonina nas respostas de tolerancia ao estresse.
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas e desenho experimental

Plantas de P. glomerata utilizadas nesse trabalho foram provenientes do banco
de germoplasma in vitro do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCT-II),
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Segmentos nodais de plantas de P. glomerata (acesso 43), medindo cerca de 2
cm, foram inoculados em meio de cultura liquido estacionario contendo sais e vitaminas
MS suplementado com 3% de sacarose (m/v) mio-inositol (100 mg L)
(PhytoTecnology Laboratories®, Kansas, United States) e pH ajustado para 5,7 £ 0,1.
Os explantes ficaram sustentados por suportes constituidos de bases invertidas de copos
plasticos de 200 mL, cortados com altura aproximada de 2,5 cm e disco de papel
(Chagas, 2019). Os suportes foram colocados em frascos de vidro (600 mL de
capacidade) que receberam aliquotas de 100 mL do referido meio de cultura liquido,
vedados com tampas de polipropileno com duas membranas que permitem taxa de troca
de CO; de 25 puL L' s! (Batista et al., 2017). Todo material foi autoclavado a uma
temperatura de 121°C e pressdo de 1,5 atm por 20 min.

O experimento consistiu em 4 tratamentos: 100 pM melatonina (Melat, Sigma-
Aldrich Co, St Louis, MO, USA), 2,5 g L de Polietilenoglicol (PEG, PEG 4000),
Melat+PEG (mesmas concentragdes descritas anteriormente) e controle (sem adicao de
Melatonina ou PEG). PEG e Melat foram adicionados no décimo dia de cultivo. Todas
as culturas foram mantidas a 25+2 °C com fotoperiodo de 16 h e sob irradiancia de 41
umol m? s fornecida por duas lampadas LEDs (SMD 100, 18W, Vilux®, Vitéria, ES,
Brasil).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
10 repeti¢des para cada tratamento. Cada unidade experimental foi constituida por um

frasco contendo trés segmentos nodais.

Variaveis de crescimento

Foram avaliadas as seguintes varidveis de crescimento: massa seca (mg),
comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da maior raiz (cm) e area
foliar (cm?). Para determinagdo da 4rea foliar, as folhas foram destacadas e fixadas em

papel branco, fotografadas com camera digital e as imagens processadas no programa
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ImageJ (Schneider ef al., 2012). O material vegetal foi colocado em estufa a 50 °C por

72 horas para obtengdo da massa seca.

Extracio metanolica para analises bioquimicas

Amostras de folhas e raizes foram coletadas em nitrogénio liquido, maceradas,
liofilizadas e submetidas a extracdo metanodlica (Lisec et al., 2006). Foram adicionados
700 pL. de metanol aos microtubos contendo aproximadamente 10 mg do material
vegetal e mantidos em um recipiente com agua quente. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 80 °C sob agitagao de 400 xg, por 20 min, em seguida,
foram centrifugadas a 12.000 xg, por 15 min e temperatura de 4 °C. Todo sobrenadante
foi transferido para novos microtubos, sendo que, uma aliquota de 150 uL foi retirada
para leitura de pigmentos fotossintéticos. Foram adicionados 375 pL de cloroférmio e
750 pL de agua ultrapura ao sobrenadante restante, as amostras foram homogeneizadas
e centrifugadas a 12.000 xg, a 4 °C por 10 min, a fase aquosa superior ¢ incolor (extrato
metanodlico) foi transferida para novos microtubos e utilizada para determinacdo de
acucares e aminoacidos. O precipitado resultante da extragdo metanolica foi submetido
a duas lavagens com 4lcool etilico 70% e posteriormente utilizado para determinagao

dos teores de amido e proteina.

Teor de pigmentos fotossintéticos e de antocianinas

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 25 pL do extrato metandlico e
175 pL de metanol e feitas leituras em um leitor de microplacas (OptiMax Tunable
Microplate Reader) nos comprimentos de onda 470, 666 e 653 nm correspondendo,
respectivamente, a carotenoides, clorofila a (Chl a) e clorofila & (Chl b). Os célculos

foram feitos com as formulas, descritas por Wellburn (1994):
ClorOfila a = (15,65 X A666) - 7,34’ X A653)
ClorOfila b == (27,05 X A653) - (5,03 X A666)

(1000 X A,70) — (2,86 x Clorofila a) — (129,2 x Clorofila b)
221

Carotenoides =

O teor de antocianinas foi determinado utilizando a metodologia proposta por
Neff & Chory (1998). Amostras com aproximadamente 10 mg de material macerado e
liofilizado de folhas foram acrescidas de 300 mL de metanol acidificado (1% HCl p/v) e

incubadas overnight sob agitacdo a temperatura ambiente. Para separar a fase de
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clorofilas das antocianinas, foram adicionados 200 pL de 4gua destilada e 500 pL de
cloroférmio e, entdo, a solucdo foi vortexada e centrifugada em 14000 xg por 5 min.
Para montagem da placa foi coletado 200 pL da porgao superior da solugdo. As leituras
foram realizadas em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 530 (As30) € 657
(A657) nm. O conteudo relativo de antocianinas foi obtido pela subtracdo de Ags7 em

As3o.

Teor de acuicares, aminoacidos, proteinas e amido

Os teores dos agucares glicose, frutose e sacarose ¢ o teor de amido foram
determinados seguindo a metodologia descrita por Fernie et al. (2001). Ja o contetido de
proteinas ¢ aminoacidos foram quantificados pelo método descrito por Cross et al
(2000).

Para determinacdo dos agucares, em cada po¢o de uma microplaca foram
adicionados 160 pL do meio de reagdo (HEPES/KOH 100 mM com MgCl, 3 mM pH 7,
ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato -
G6PDH (5 mg mL™)), 25 pL do extrato metanolico e 25 pL de metanol. No leitor de
microplacas foram realizadas leituras sob absorbancias de 340 nm com intervalos de 1
min entre as leituras. Apos a estabilizacdo da densidade dtica (OD) foram adicionados 5
uL das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reagdo), fosfoglicose isomerase (0,7 U
por reacdo) e invertase (5 U por reagdo), com intervalo aproximado de 30 min entre
cada aplicacdo.

O teor de aminoécidos das folhas de P. glomerata foi determinado adicionando
em uma microplaca 30 uL do extrato metanolico e 20 pL de etanol 70%, enquanto que,
das raizes foram adicionados 15 pL do extrato metandlico e 35 pL de etanol 70%, em
ambos, foram adicionados 50 puL de tampao citrato pH 5,2 acrescido de 4cido ascorbico
0,2 % (p/v) e 100 pL. de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v), em cada pogo. A
microplaca foi incubada a 95 °C no escuro por 20 min e, posteriormente, foi feita leitura
no comprimento de onda de 570 nm. A curva de calibragdo foi feita utilizando leucina
como padrao.

Para a determinacdo do contetido de proteinas, ressuspendeu-se o precipitado
resultante da extragdo metanolica em 400 pL de NaOH 0,1 M. Os microtubos foram
homogeneizados e incubados por 1 h a 95 °C e sob agitagdo de 400 xg, sendo em
seguida, centrifugados a 12000 xg, a 4 °C por 10 min. Foi retirada uma aliquota de 5 pL

do sobrenadante e adicionada em microplaca contendo 180 pL da solug¢do de Bradford
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(diluicao 1:5 do reagente) em cada poco. Foi feita leitura no comprimento de onda de
595 nm. A curva de calibragdo foi feita utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrao.

O teor de amido foi determinado adicionando 70 puL de acido acético 1 M, a fim
de condicionar um pH 6timo para a reagdo, nos tubos contendo o precipitado resultante
da extracdo metandlica e NaOH 0,1M. Foi retirada uma aliquota de 40 puL da suspensao
e colocada em uma microplaca com 60 pl. do mix de hidrolise do amido (composto
pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades puL') e a-amilase (0,01 U uL!). A
microplaca foi vedada com fita de aluminio (3M Modelo 425%) e deixada over night em
estufa a 37 °C. O extrato hidrolisado (25 pL) foi transferido para uma nova microplaca
contendo 25 pL. de metanol e 160 puL da reagdo composta por tampao HEPES/KOH 1M
pH 7,0 MgCl> 3 mM, ATP 118 mM, NADP" 48,4 mM e 56 unidades G6PDH (0,7
unidades puL!) por pogo. No leitor de microplacas as amostras foram lidas a 340 nm de
absorvancia, com intervalo de 1 min entre as leituras. Uma vez estabilizado a OD,
adicionou-se 2 pL de hexocinase (2 unidades por rea¢do) em cada pogo. Para célculo do

conteudo de acticares e amido foi utilizada a equagao de Lambert-Beer:

AOD

Conteudo de prolinas

A determinacdo do contetido de prolinas seguiu a metodologia proposta por
Bates et al. (1973). Adicionou-se em uma microplaca 50 uL. do extrato metandlico e
100 pL de niidrina acida (Niidrina 1% (m/v) em &cido acético 60% (v/v) e etanol 20%
(v/v)). A microplaca foi vedada com fita de aluminio e incubada a 95 °C por 20 min.
Foi feita leitura no comprimento de onda de 520 nm e a curva de calibragdo foi feita

utilizando solucdo padrao de prolina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Quantificacdo de enzimas do estresse oxidativo

Foram quantificadas as enzimas Catalase (CAT, EC 1.11.1.6), Peroxidase do
Ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), Superdéxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e
Peroxidase oxidoredutase (POD, EC1.11.1.7). 50 mg de material fresco da parte aérea
foram homogeneizados, com 1 mL do meio de extracdo (tampao fosfato de potassio a
0,1 M, pH 6.8; acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) a 1 mM e PVPP 1% (p/v). Foi realizada centrifugacdo a
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10.000 xg durante 15 min a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico
bruto.

Para a determinagdo da atividade da CAT foram adicionados 20 uL do extrato a
200 pL de meio de reagdo (tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7,0 e H>O2 12,5 mM)
em microplaca (Havir & McHale, 1987). A leitura foi realizada no comprimento de
onda de 240 nm por 1 min (a cada 10 s), e o calculo da atividade enzimatica dado pelo
decréscimo da absorbancia.

A atividade da APX (Nakano & Asada, 1981) foi determinada através do
acréscimo do meio de reagdo (tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7,8, acido
ascorbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mM e H20; 0,3 mM) em 20 pL do extrato na
microplaca. Apds a homogeneizagdo, foi realizada a leitura em comprimento de onda de
290 nm durante 1 min.

Determinou-se a atividade da SOD de acordo com protocolo descrito por
Giannopolities & Ries (1977), a partir da adicdo de 2,97 mL de meio de reacdo
(Tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e Riboflavina 2 uM) e 30 pL do extrato bruto em
microplaca. A microplaca com as amostras foi mantida a 25 °C por 5 min em camara de
reacao (iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15 W). Apds este tempo, a placa foi
retirada da iluminagdo e a reacdo interrompida. Foi feita leitura em comprimento de
onda de 560 nm e a absorbancia incrementada pela producao de coloragdo azul durante
a reacdo, o valor de absorbancia foi subtraido do branco, que ndo possuia extrato
enzimatico.

A atividade da POD foi determinada de acordo com Chance & Maehly (1955).
Para tal, o meio de reacdo (13 mM guaiacol, 5 mM H>0; e 50 mM, Na-phosphate pH

6.5) foi acrescentado ao extrato bruto e a leitura foi realizada a 470 nm por 1 min.

Determinacio dos niveis de peroxidacao lipidica e peroxido de hidrogénio

A determinagdo da peroxidacao lipidica ocorreu a partir da quantificacdo dos
teores de malonodialdeido (MDA), utilizando a metodologia proposta por Heath &
Packer (1968), com modificacdes. Para a extracdo, foram acrescentados 500 pL de
acido tricloroacético 1% (TCA) em 50 mg de material vegetal fresco e macerado. A
solucao foi vortexada e centrifugada a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. Em seguida, 250
uL do sobrenadante foram transferidos para novos tubos, juntamente com 750 puL de

acido 2-tiobarbitirico 0.5 % (TBA; p/v) em TCA 20% (p/v). A reagdo ocorreu por
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incubagdo em agitacdo a 95 °C durante 30 min; passado este tempo, a reagdo foi
interrompida transferindo os tubos de reacdo para banho de gelo. Os sobrenadantes
foram transferidos para novos tubos e centrifugados (10.000 xg, 10 min, 4 °C), a leitura
foi realizada em espectrofotometro a 532 (As32) e 600 (Asoo) nm. A concentracdo de
MDA foi dada pela subtragdo da Asoo pela Assz, e calculada de acordo com o coeficiente
de extingdo de 155 mM cm™.

O teor de peroxido de hidrogénio (H2O2) foi determinado de acordo com a
metodologia de Velikova et al. (2000). Para a extragdo, foram adicionados 500 pL de
acido tricloroacético 0,1% (TCA) em 50 mg de material vegetal fresco e macerado. A
solugdo foi vortexada e centrifugada a 14000 xg por 15 min a 4 °C. Em microplacas,
foram adicionados 20 pL do sobrenadante, 80 pL. de tampao fosfato de potassio (10
mM e pH 7,0) e 100 pL de iodeto de potéassio (1 M). A reag@o ocorreu por incubacdo no
escuro por 45 min e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 390 nm. O teor de

H>0; foi calculado com base em curva padrao.

Quantificacdo do 20-hidroxiecdisona

Utilizou-se para quantificacdo do 20E uma metodologia proposta por Kamada et
al. (2009). O extrato metanolico foi preparado conforme descrito por Correa et al.
(2015) e a quantificagdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em aparelho Shimadzu SPD-10Avp (Kyoto, Japao) equipado com coluna RP
(150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um de tamanho de particulas; Fase estacionaria C18) de
Phenomenex (Torrance, CA, EUA) e um Shimadzu SPD-M20A detector de matriz
fotodiodo (monitoramento 246 nm). A fase mdvel consistiu em agua ultrapura (solvente
A) e metanol de grau LC (solvente B). O perfil de gradiente utilizado foi: 0-8min: 50%
B; 8-13 min: 50-95% B. Todas as analises foram realizadas a uma taxa de fluxo de 1,0
mL min!, a 40°C. O volume de amostra injetado foi de 20 uL, com duragio de 15 min.
A curva de calibracdo foi obtida injetando-se solugdes de padrdo 20E (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA) preparadas em metanol de grau HPLC (0 a 120 mg L™").

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz,
2016). Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) com teste F e

as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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RESULTADOS

Estresse hidrico leva a reducio do crescimento de P. glomerata

O presente estudo avaliou o efeito da elicitagdo com Melatonina e do PEG sob o
crescimento ¢ desenvolvimento de plantas de P. glomerata cultivadas in vitro (Figura
1). O estresse osmotico e hidrico induzido pela adicdo de PEG 4000, sozinho ou em
combinado com melatonina, levou a redugdo significativa no acimulo de biomassa das
folhas (~38%, Figuras 2A), caule (~50%, Figuras 2B), e raiz (~50%, Figuras 2C), da
area foliar (~65%, Figura 2D) e do comprimento do caule (~35%, Figura 2E), quando
comparados ao controle. Por outro lado, plantas elicitadas apenas com melatonina

apresentaram o menor comprimento da raiz (Figura 2F).

Estresse hidrico reduz os teores de pigmentos

Os teores de clorofilas, carotenoides e antocianinas foram drasticamente
reduzidos em plantas de P. glomerata sob estresse hidrico, independente da presenca de
melatonina em combina¢do ou ndo (Figura 3). Comparado com as plantas do controle,
as plantas dos tratamentos que foram adicionados PEG e Melat+PEG reduziram cerca
de 75, 65, 70, 60 € 55% os teores de Chl a, Chl b, Chl total, carotenoides e antocianina,

respectivamente.

Metabolismo primario de P. glomerata é afetado sob estresse hidrico e melatonina

Em condigdes de estresse hidrico, aumentou o teor dos actcares (glicose, frutose
e sacarose) nas folhas de P. glomerata (Figuras 4A, 4C e 4D) tratadas com PEG e
Melat+PEG, quando comparadas ao controle. Além disso, a associagdo PEG 4000 e
melatonina reduziu glicose e frutose e elevou o teor de sacarose das raizes (Figuras 4B e
4D). Por outro lado, ndo houve diferenga significativa nos teores destes agucares em
plantas expostas apenas a Melat.

O conteudo de amido das folhas (Figura 4G) foi reduzido significativamente nas
plantas tratadas com melatonina, com e sem estresse hidrico. Comparadas ao controle, o
conteudo de amido foi maior (~70%) em raizes de plantas tratadas somente com

melatonina (Figura 4H).

Estresse hidrico aumenta a concentracio de aminoacidos e prolina e reduz de

proteinas nas folhas



1660
1661
1662
1663
1664
1665
1666
1667

1668
1669

1670
1671
1672
1673
1674
1675
1676
1677
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1684
1685

1686
1687

1688
1689
1690
1691

69

A concentracdo de aminoacidos e prolina foi maior nas plantas sob estresse
hidrico (Figuras 5A, 5B, 5C e 5D). As plantas estressadas apresentaram aumento de
aproximadamente 50% no teor de aminoécidos das raizes e 365% no teor de prolina das
folhas, quando comparadas ao controle. O teor de proteinas nas folhas (Figura 5E) foi
reduzido significativamente em condi¢des de estresse hidrico, porém, essa redugdo foi
atenuada quando adicionada melatonina as plantas estressadas. As raizes das plantas sob
condicao de estresse associada com melatonina exibiram maior concentracdo de

proteinas (Figura 5F).

Condicao de estresse hidrico e melatonina afetam a atividade das enzimas do

estresse oxidativo

A atividade da enzima CAT foi maior nas folhas de P. glomerata dos
tratamentos com melatonina (Melat+tPEG e Melat), quando comparadas ao controle.
Nas raizes de plantas cultivadas sob estresse com apenas PEG houve maior atividade da
CAT; porém, comparadas ao controle, a atividade da enzima nao foi alterada quando a
melatonina e PEG foram associados (Figura 6B). Resultado similar foi observado para a
enzima POD, nas folhas, os tratamentos com melatonina resultaram em maior atividade,
entretanto, nas raizes, o uso de melatonina nao teve efeito significativo sobre o aumento
da atividade da enzima provocado pelo estresse hidrico.

Em folhas de P. glomerata a atividade da enzima APX nao apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 6C). Nas raizes, a atividade da APX foi
significativamente maior em plantas do tratamento sob estresse hidrico, no entanto, ao
aplicar melatonina na condi¢do de estresse, ndo houve maior atividade da APX em
comparacdo com as plantas do controle (Figura 6D). J& a enzima SOD, teve sua
atividade aumentada nas raizes de plantas tratadas somente com melatonina, nio
apresentando diferenga estatistica significativa entre os tratamentos nas folhas (Figura

6G e 6H).

Melatonina atenua o aumento nos teores de MDA e H202 em plantas sob estresse

hidrico

Foi observado um aumento significativo no teor de MDA nas plantas de P.
glomerata sob estresse hidrico, entretanto, quando associado melatonina e estresse
hidrico, esse aumento foi atenuado (Figuras 7A e 7B). O teor de H>O> foi maior nas

folhas das plantas estressadas e, embora ndo significativo, a adi¢do de melatonina
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também levou a uma atenuacdo desse efeito (Figura 7C). Em raizes (Figura 7D),
observou o maior teor de H>O> foi observado em plantas elicitadas com Melat+PEG,

enquanto que o menor teor foi em Melat.

O acimulo de 20E ¢é reduzido em folhas de P. glomerata sob estresse hidrico

O teor de 20E foi significativamente menor em folhas de P. glomerata
cultivadas sob condicdo de estresse hidrico (Figura 8), combinado ou n3o com
melatonina. Por outro lado, a elicitagdo apenas com melatonina nao afetou o acimulo de

20E, comparado ao controle.
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DISCUSSAO

O déficit hidrico é uma das principais restrigdes ambientais que afetam o
desenvolvimento das plantas, pois limita a absor¢do de nutrientes, reduz a taxa
fotossintética e a abertura estomatica, bem como pode levar ao aumento do estresse
oxidativo (Reddy et al., 2004; Oliveira et al., 2013; Liang et al., 2019). Como
consequéncia, as plantas podem apresentar reducdo da altura, senescéncia e queda das
folhas, o que resulta em menor acumulo de biomassa (Seleiman, et al., 2021). Nesse
trabalho, observamos que plantas de P. glomerata cultivadas in vitro sob estresse
hidrico apresentaram reducdo significativa na area foliar ¢ no comprimento do caule.
Apesar dessa resposta ser uma estratégia que permite a planta reduzir a superficie de
transpiracdo e a necessidade de 4gua em um ambiente limitante, resultou também em
uma reducdo da biomassa. Chagas (2019) e Silva (2022), também relataram redugdo nos
parametros de crescimento em plantas de P. glomerata submetidas ao déficit hidrico.

As plantas desenvolvem vdrias estratégias de tolerancia a estresses, como a
produg¢do de diferentes solutos osmoprotetores, incluindo proteinas soltveis,
aminodacidos livres totais e prolina, que contribuem para o ajuste osmotico celular,
estabilizacdo de enzimas e proteinas, eliminacdo de ROS e manuten¢do da integridade
da membrana (Bartels & Sunkar, 2005; Dawood & El-Awadi, 2015; Zeng et al., 2018).
No presente estudo, as plantas de P. glomerata submetidas ao déficit hidrico
apresentaram incremento nos teores de aminoacidos e prolina. Por outro lado, a
concentragdo de proteinas nas folhas foi significativamente menor em condi¢do de
estresse, porém essa reduc¢do foi atenuada pela combinacdo com melatonina. Em
condi¢des desfavoraveis para as plantas pode ocorrer a acdo de proteases, degradando
proteinas para a sintese de compostos nitrogenados, como aminoacidos, que podem
auxiliar no ajuste osmoético da planta (Debouba et al., 2006; Sankar et al., 2007).
Resultados semelhantes na reducdo de proteinas e aumento de aminodcidos foram
encontrados por Lobato ef al. (2008) investigando os efeitos do déficit hidrico em soja
(Glycine max). A aplicagdo de melatonina também atenuou a redug¢dao no teor de
proteinas causada pela seca em videiras (Vitis vinifera) (Meng et al., 2014).

Observamos um aumento no conteido de aglicares soluveis, como glicose,
frutose e sacarose, em plantas submetidas ao déficit hidrico. O acamulo de moléculas
osmorreguladoras ocorre como resposta adaptativa das plantas ao estresse, ajuda na

manuten¢do do turgor das células, evitando a desidratagdo dos tecidos e preserva as
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funcdes celulares, além disso, os acucares soliveis podem atuar como antioxidantes,
neutralizando ROS ¢ evitando danos oxidativos (Van den Ende & Valluru, 2009;
Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Du et al., 2020).

Nossos resultados também mostraram aumento na producao de MDA e H>O»
nos tratamentos sob estresse hidrico, o que pode ter contribuido para a redugdo dos
teores de pigmentos. O estresse hidrico pode levar a um aumento na geracdo de ROS
como H>O», causar a peroxidagao lipidica, e consequentemente promover a degradagao
das clorofilas (Farooq et al., 2009). Resultados semelhantes foram relatados em
améndoas (Prunus dulcis) e pistache (Pistacia vera), em que o estresse hidrico,
induzido pelo PEG, reduziu significativamente os teores de clorofilas e carotenoides
(Yadollahi et al., 2011; Khoyerdi et al., 2016).

O dano oxidativo causado pelo acimulo de ROS ¢ a principal consequéncia dos
estresses ambientais. Para lidar com esse dano, as plantas desenvolveram um eficiente
mecanismo de defesa antioxidante, incluindo o aumento da atividade de enzimas, como
CAT, APX, SOD e POD (Wang et al., 2016; Cui ef al., 2017; Naeem et al., 2018). A
melatonina contribui na eliminagao dos radicais livres (Galano et al., 2013; Reiter et al.,
2007), no aumento da atividade de enzimas do estresse oxidativo (Li et al., 2012; Park
et al., 2013) e na diminuicao da peroxidagdo lipidica (Han et al., 2017; Imran et al.,
2021), sendo uma molécula sinalizadora importante na defesa das plantas contra
estresses (Tan et al., 2012). Neste trabalho, verificamos que a melatonina levou a um
aumento da atividade das enzimas do estresse oxidativo CAT ¢ POD e a uma reducao
dos teores de H2O2 e MDA nas folhas de plantas submetidas ao estresse hidrico. Ja nas
raizes, a condicao de estresse resultou em aumento da atividade das enzimas CAT, APX
e POD. Resultados similares foi observado por Li et al. (2014) em espécies de macieira
(Malus prunifolia e Malus hupehensis).

O déficit hidrico ¢ um dos mais importantes estresses ambientais que pode
alterar as propriedades fisiologicas e bioquimicas das plantas e, consequentemente,
aumentar ou diminuir a concentragdo de metabdlitos secundérios nos tecidos vegetais
(Yamaner & Erdag, 2013). No presente trabalho, o estresse causado pela adicao de PEG
no meio de cultura reduziu pela metade o teor de 20E de folhas de P. glomerata
cultivadas in vitro. Por outro lado, a elicitacio com melatonina nao levou a alteragdes
significativas no acimulo desse composto.

As vias biossintéticas da maioria dos metabolitos secundarios em plantas, assim

como do 20E, sdo pouco elucidadas, tornando dificil prever os efeitos da elicitacdo
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(Gupta et al., 2015). Muitos fatores influenciam a producdo de metabdlitos, podendo
variar dependendo da espécie da planta, da severidade e duragdo do estresse. Em
condigdes adversas, as plantas podem modificar a biossintese € o acimulo de diversos
compostos, priorizando a alocacdo de recursos para processos essenciais a
sobrevivéncia e crescimento (Vasconsuelo & Boland, 2007; Naik & Al-Khayri, 2016).
Sob condi¢ao de estresse hidrico as concentracdes de dois metabodlitos secundarios,
hipericina e pseudo-hipericina, foram reduzidas em plantas de Hypericum perforatum
(Zobayed et al., 2007).

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o estresse hidrico reduz o
crescimento e acimulo de biomassa, eleva a produgdo de MDA e ROS, como H>O», e
afeta o metabolismo primario e secundario de P. glomerata cultivada in vitro. Em
contrapartida, as plantas apresentaram uma série de respostas de tolerancia ao estresse,
como a produgdo de solutos osmorreguladores e o aumento da atividade de enzimas do
estresse oxidativo. A melatonina induziu respostas cruciais na mitigagdo do estresse,
reduzindo a peroxidacdo lipidica, evitando a degradagdo de proteinas, aumentando a
atividade de enzimas antioxidantes e aliviando o estresse oxidativo causado pela
condicdo de estresse. Este trabalho fornece novas evidéncias sobre as consequéncias do
déficit hidrico e o uso de biorreguladores, como a melatonina, nas respostas de

tolerancia ao estresse em plantas de P. glomerata.
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Figura 2. Andlises de crescimento de Pfaffia glomerata ap6s 35 dias de cultivo in vitro
tratadas com melatonina (Melat) e sob estresse hidrico (PEG). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados

apresentados como valores médios + erro padrao (n=4).
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Figura 3. Teores de pigmentos em Pfaffia glomerata tratadas com melatonina (Melat) e
sob estresse hidrico (PEG) apods 35 dias de cultivo in vitro. Chl a, Clorofila a; Chl b,
Clorofila b; Chl a/b, Razdo entre chl a e chl b; MS, Biomassa seca. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados

apresentados como valores médios * erro padrao (n=4).



2106
2107

2108
2109
2110
2111

50
(A) a
§ i
©
£ 40
o
. :
(78]
= 30 T
‘o
E 20
2 c =
@ e
]
]
S 10 -
]
0 T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG
35 1 - _ar
= 30 1
©
= b
L T
o 254 T
o
2]
= 204
‘o
g 15 A ¢
= d =
3 10 I
2
2
w 5+
0 T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG
60 1 =
(E) i
= T
2 501
£ a
[} >
=] I
w 40
=
'™
E 30 _br
2 . E
w 20
2 [
§ 10 4 i
(7]
0 T T T -
Controle Melat PEG Melat+PEG
420 + 5
© 2 T
. 360 - =
©
=
2 300
3 b b
(7] =5,
= 2404
"o
© 180 -
E
=
o 1204
k=)
£
< gp
4] T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG

. .
Sacarose (umol g~ MS de raiz) Frutose (umol g MS de raiz) Glicose (umol g™' MS de raiz)

Amido (umol g MS de raiz)

87

75 1
(B) a
a I
60 T 1
J_ ab
=
iC
45 "
T
Ak
30
16 1
0 T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG
50 4
a
(D) T
" L
40 al
T
I
bc
30 4 oE
c
20 A
10 4
0 T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG
100 4
® a
8o b ab
T +
T b
1
60 -
40 -
20 1
0 T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG
480 ~
(H) 8
420 | 2
360 -
b
300 | &
c
240 4
180
120
60
Q T T T T
Controle Melat PEG Melat+PEG

Figura 4. Concentracao de metabolitos primarios em folhas (A, C, E, G) e raizes (B, D,

F, H) de Pfaffia glomerata tratadas com melatonina (Melat) e sob estresse hidrico

(PEG) apos 35 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores

médios =+ erro padrao (n=4).
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Figura 5. Concentragdo de aminoacidos, prolina e proteinas em folhas (A, C, E) e raizes

(B, D, F) de Pfaffia glomerata apos 35 dias de cultivo in vitro expostas a melatonina

(Melat) e sob estresse hidrico (PEG). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados apresentados como valores

médios =+ erro padrao (n=4).
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Figura 6. Atividade das enzimas do estresse oxidativo em folhas (A, C, E, G) e raizes

(B, D, F, H) de Pfaffia glomerata tratadas com melatonina (Melat) e sob estresse hidrico

(PEG) apos 35 dias de cultivo in vitro. CAT, catalase; APX, ascorbato peroxidase;

POD, peroxidase oxidoredutase; SOD, desmutase do superdxido. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados

apresentados como valores médios * erro padrao (n=4).
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Figura 7. Concentra¢do de malondialdeido (MDA) e de perdxido de hidrogénio (H20»)
em folhas (A, C) e raizes (B, D) de Pfaffia glomerata tratadas com melatonina (Melat) e
sob estresse hidrico (PEG) apds 35 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados

apresentados como valores médios + erro padrao (n=4).
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Figura 8. Teor de 20-hidroxiecdisona (20E) em folhas de Pfaffia glomerata tratadas
com melatonina (Melat) e sob estresse hidrico (PEG) apds 35 dias de cultivo in vitro.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Dados apresentados como valores médios + erro padrao (n=4).
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CONCLUSOES GERAIS

Altas concentragdes de melatonina afetam negativamente o desenvolvimento de
P. glomerata cultivada in vitro, reduzindo o comprimento do caule e raiz, o acumulo de
biomassa e o teor de pigmentos, como clorofilas, carotenoides e antocianinas.

Melatonina induz mecanismos de resposta antioxidantes através do aumento da
atividade de enzimas como CAT, APX e POD, reducdo da peroxidagdo lipidica e do
acimulo de H>0O,. Ademais, na concentragio de 1000 uM, elevou os teores de
aminoacidos, prolina e proteinas da raiz. A melatonina também modulou o metabolismo
primario e a biossintese de 20E, além de influenciar no comportamento de hormdnios
importantes nas respostas de tolerancia ao estresse em plantas.

O estresse hidrico reduz o crescimento e acumulo de biomassa, eleva a produgao
de MDA e ROS, e afeta o metabolismo primério e secundario das plantas. Entretanto,
plantas de P. glomerata apresentaram estratégias adaptativas de tolerancia ao déficit
hidrico.

A melatonina induziu respostas importantes para atenuar os efeitos do estresse
hidrico em plantas de P. glomerata, reduzindo a peroxidagdo lipidica, evitando a
degradacdo de proteinas, e aliviando o estresse oxidativo.

Este trabalho fornece novas evidéncias sobre as consequéncias do déficit hidrico
e do papel da melatonina nas respostas fisiologicas e metabdlicas de plantas e seus

efeitos nas respostas de tolerancia ao estresse.



