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RESUMO

O café tem grande importancia para o cenario mundial, destacando-se
como a segunda commodity mais comercializada no mundo e quinto produto
agricola mais comercializado do pais. No entanto seu cultivo abrange grandes
areas, o expondo a adversidades ambientais, dais quais se destaca a crescente
escassez hidrica, que se configura no mais limitantes dos fatores ambientais.
Assim, na tentativa de aumentar a tolerancia das plantas aos diferentes estresses
ambientais, surge o interesse pela utilizacdo de substancias que promovam a
tolerdncia de plantas aos estresses bidticos e abioticos. Dentre essas moléculas
destaca-se a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), cuja concentragdo nas
plantas varia nos diferentes tecidos e de acordo com o estadio desenvolvimento,
sendo considerada como promotora de tolerancia a estresses em plantas. Desta
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a acdo da melatonina exdégena na
inducdo de tolerancia a seca em mudas de Coffea arabica L. da cultivar Catuai
144. Foi observado que a melatonina promoveu tolerancia a seca em mudas de
Coffea arabica L., permitindo melhor desenvolvimento dessas plantas e
reduzindo o estresse oxidativo causado pela condigéo de estresse hidrico.

Palavras-chave: Melatonina. Tolerancia a seca. Indolamina. Café.



ABSTRACT

The coffee is very important for the world stage, standing out as the
second most traded commodity in the world and fifth most traded agricultural
product of the coutry. However cultivation requires coverage of larg areas, the
exposing environmental adversities, of which highlights the growing water
scarcity, which constitutes the most limiting environmental factors. So in na
attempt to increase the tolerance of plants to diferente environmental stresses,
arises interest in the use of substances that promote plant tolerance to biotic and
abiotic  stresses. Among these molecules melatonina  (N-acetyl-5-
methoxytryptamine ) stands out, plants whose concentration varies in different
tissues and according to the development stage, it is regarded as a promoter of
stress tolerance in plants. Thus, the objective this study was to evaluate the
effect of exogenous melatonin in inducing tolerance to drought in seedlings
Coffea arabica L. the cultivar Catuai 144. It was observed that melatonin
promoted drought tolerance in plants of Coffea arabica L., allowing for better
plant growth and reducing oxidative stress caused by water stress condition.

Key - words: Melatonin. Drought. Tolerance. Coffee. Indolamin.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Muito se tem comentado a respeito das alteracfes climaticas nos ultimos
tempos, especialmente os seus efeitos, promovendo baixos volumes de
precipitacdo, e temperaturas em patamares mais elevados. Devido a essas
mudancas, diversas regifes do globo terrestre estdo sendo prejudicadas pela falta
de agua, em um evento denominado estresse hidrico, que afeta a produtividade
de diversas culturas.

Dentre essas culturas destaca-se o café, uma vez que seu cultivo abrange
grandes areas, implicando em exposicdo a diversas alteracdes edafoclimaticas,
entre as quais se encontra a eminente escassez hidrica. A seca compromete
significativamente a producdo desta cultura, implicando em reducdo das taxas
fotossintéticas, e por isso reduzindo o crescimento no estadio juvenil, bem como,
translocamento de fotoassimilados para os érgdo dreno, na fase adulta, levando
com isso, a perda de folhas, florada e comprometendo o enchimento graos.

O déficit hidrico, é caracterizado como o mais limitante dos fatores
ambientais, cujas respostas iniciais sdo a reducdo do potencial hidrico foliar,
menor condutdncia estomatica e consequentemente, reducdo das taxas
fotossintéticas, e sintese de clorofila. Em funcdo desses fatores, ha um
decréscimo na sintese de sacarose e também um aumento nos niveis celulares de
espécies reativas de oxigénio (EROs), ocasionando possiveis estresses
oxidativos. Como uma possibilidade de reduzir os danos causados por essas
alteracdes metabdlicas, pode ocorrer um aumento no contetdo celular de
osmorreguladores como, a prolina e os agucares, bem como ativacéo do sistema
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, que podem atuar na neutralizagdo das
EROs.
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Diante desse quadro de alteracGes ambientais, tem surgido o interesse
em cultivar variedades que sejam mais tolerantes a esses estresses, ou mesmo, na
utilizacdo de substancias que podem atuar induzindo a tolerancia a estresses em
plantas que ndo possuem essa caracteristica. Dentre essas substancias destaca-se
a melatonina, uma indolamina biogénica, oriunda do triptofano, que tanto pode
ser sintetizada pela planta em situacdes de estresses, quanto pode ser absorvida
do meio.

A melatonina é considerada como uma substancia promotora de
tolerancia a estresses em plantas, uma vez que sua sintese é induzida nos
vegetais quando estes estdo expostos a estresse bidticos ou abidticos. Com isso,
é induzida a expressdo de genes relacionados a estresses, aumentando a atuacao
do sistema antioxidante e atenuando os efeitos do estresse oxidativo.

Apesar de se conhecer os beneficios da melatonina em amenizar os
danos causados por estresse abidticos, ndo existe na literaturas dados dessas
indolamina referente a inducdo de tolerancia ao estresse hidrico em café. Assim
sendo, o presente estudo visou investigar o efeito da melatonina exdgena na
promocao da tolerancia de mudas de Coffea arabica L. da cultivar Catuai 144 ao

déficit hidrico.



12

2 REFERENCIAL TEORICO

O café tem grande importancia para o cendrio mundial, destacando-se
como a segunda commodity mais comercializada no mundo e quinto produto
agricola mais comercializado do pais (CONAB, 2015). O café pertence ao
género Coffea e possui duas grandes espécies de importancia mundial, Coffea
arabica e Coffea canefora, conhecidos como café ardbica e conilon,
respectivamente.

No Brasil, na safra de 2014, foi registrado o beneficiamento de
aproximadamente 45,3 milhGes de sacas, sendo 32,3 milhdes de café arébica e
13 milhdes de conilon (CONAB, 2015; FAS/USDA, 2015). Nesse aspecto, 0
café arabica corresponde a 70% da producdo brasileira, sendo Minas Gerais 0
maior estado produtor, correspondendo a 50% da producdo nacional, e o sul de
Minas Gerais, a regido que mais se destaca (CONAB, 2015).

Para a manutencdo dessa produtividade, os produtores tendem a
expandir o cultivo do café para grande parte de suas areas, inclusive aquelas
marginais ao cafeeiro, o expondo com isso, a adversidades edafoclimaticas
relacionadas a diversos fatores, dentro os quais, 0s veranicos, a sazonalidade, e a
crescente escassez hidrica (MELO et al., 2014). Diante desse fato, muito se tem
comentado a respeito do efeito do estresse hidrico para o cafeeiro nos Gltimos
anos, uma alteragdo meteoroldgica que ha décadas ndo se manifestava com tanta
intensidade e durabilidade (MELO et al., 2014; DAMATTA et al., 2010).

Assim sendo, para o sul de Minas Gerais foi verificado apenas 10% do
volume de chuva esperado para o inicio do ano de 2015. Essa irregularidade foi
acompanhada da elevagdo de 20% na evapotranspiragdo, 0 que provoca uma
acentuada queda na agua acumulada no solo, a niveis de déficits observados
apenas em secas severas (ALVARENGA, 2014; CONAB, 2015). Além disso, ha

previsdes de que o solo permanecera em estado de déficit hidrico por todo o ano,
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dificultando a absorcdo de agua e consequentemente, acarretando em severos
danos ao metabolismo vegetal (ALVARENGA, 2014).

Diante desse comportamento atipico das condi¢des climaticas no inicio
de 2014, em diversas regifes do pais, com volumes de chuvas inferiores ao
padrdo historico e temperaturas em patamares elevados, a producdo do café foi
altamente afetada. Em vista disso, estimativas sugerem que em 2015 havera uma
colheita de 44,25 milhGes de sacas de café beneficiado, valor que representa uma
reducdo de 2,4% quando comparado a producdo do ciclo anterior. (CONAB,
2015). Diante disso, respostas adequadas as mudangas ambientais sdo cruciais
para o desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas, uma vez que a ocorréncia
de deficiéncia hidrica influencia negativamente no crescimento vegetal,
influenciando em diversos processos fisiol6gicos, podendo afetar a producéo.

O estresse hidrico se configura no mais limitante dos fatores ambientais,
dado que, esta cada dia mais comum, reduzindo a produtividade das plantas em
diversas regides do globo terrestre (GHANNOUM et al., 2009). Em geral, as
respostas ao déficit hidrico se iniciam com a reducdo da condutancia estomatica
(9s), que por sua vez, reduz a concentracdo interna de gas carbonico (Ci), bem
como a atividade de carboxilacio da enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) (YARDANOQV et al., 2003; GHANNOUM et
al., 2003; GHANNOUM et al., 2009; XU et al., 2010).

Sob condigdes de estresse hidrico a fotossintese é severamente afetada,
sendo observadas interferéncias na sintese de clorofila e alteracfes no potencial
de agua das folhas (¥ons) OU Mesmo no contetdo relativo de dgua (CRA). Dessa
maneira, no inicio do déficit hidrico a capacidade fotossintética é mais elevada, e
o rendimento quantico permanece inalterado, uma vez que, o potencial hidrico
das folhas ainda é maior que 50%. Com isso, a condutancia estomatica (gs) se
mantém elevada, mantendo consigo a concentragdo interna de gas carbonico

(Ci). Em contrapartida, se a condicao de estresse persistir, o potencial da folha é
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sensivelmente reduzido, levando a reducdo da gs e consequentemente do Ci.
Com isso, a atividade carboxilase da Rubisco é reduzida, limitando a atividade
fotossintética (YARDANOV et al., 2003; GHANNOUM et al., 2009; XU et al.,
2010).

Em funcdo dessa reducdo na atividade carboxilase da Rubisco, hd um
acimulo de NADPH e indisponibilidade de NADP™ para receber os elétrons ao
final da etapa fotoquimica, acarretando em acumulo de elétrons. Estes por sua
vez, serdo doados ao oxigénio molecular (O,) produzindo radicais superoxido
(0,), que juntamente com outras espécies reativas de oxigénio (EROS),
oriundas do excesso de excitagdo ao fotossistema Il (PSIl), inativam os
mecanismos de reparo desse fotossistema pela supressdo da sintese de novo da
proteina D1, que constitui o centro de reacdo do PSII (YAMAMOTO et al,
2008; YAMASHITA et al, 2008; NISHIYAMA et al, 2011).

Além desses danos, 0 excesso de excitacdo ao centro de reacdo P680 do
PSII leva a formacdo do estado tripleto da clorofila a, que rege com o O,
reduzindo-o a oxigénio singleto (*O,) (SHARMA et al., 2012). Esse 'O, entéo,
induz a ocorréncia de peroxidacdo lipidica e por conta disso, ocasiona
desestabilizacdo da estrutura da proteina D1 e consequentemente do PSII
(YAMAMOTO et al, 2008). A peroxidacdo lipidica leva ao extravasamento do
contetdo celular, rapida dessecacdo e morte celular, além de afetar na atividade
respiratdria da mitocondria, deterioragdo de pigmentos e fixacdo de carbono pelo
cloroplasto (KARABAL; YUCEL; OKTEM, 2003; FOYER; NOCTOR, 2000;
SCANDALIOS, 1993).

Em virtude da baixa assimilagdo fotossintética, ocorre uma diminuigdo
na sintese de sacarose, que pode ser hidrolisada a hexoses e disponibilizada para
diversos processos metabdlicos do vegetal, podendo também, ser alocadas em
Orgdos de reserva para usos posteriores (HAMMOND; WHITER, 2008). Essa

reducdo da sintese de sacarose, leva a privagdo do fornecimento de aglcares
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sollveis, acarretado em alteracdes fisioldgicas e bioquimicas para sustentar a
respiracdo e outros processos metabdlicos (XU et al., 2015; ROSA et al., 2009).

Os acucares sollveis desempenham diversas fungbes nas plantas,
podendo ser aumentados a medida em que se agrava o0 estresse hidrico,
impedindo a oxidagdo de membranas, e mantendo a estrutura de proteinas
(ARABZADEH, 2012). No entanto, sob estresses, as fungdes desses aglcares
ndo sdo semelhantes. Assim sendo, a sacarose e a glicose atuam como substratos
para a respiracdo celular ou como osmdlitos para manutencdo da homeostase
celular, fungdes estas, ndo desempenhadas pela frutose, uma vez que este agucar
esta relacionado a sintese de metabolitos secundarios (XU et al., 2015).

Além das diversas funcbes desempenhadas pelos aclcares no
metabolismo vegetal, estas moléculas também apresentam diversas funcoes
antioxidantes, sendo os oligossacarideos rafindsicos, os frutanos e 0s
dissacarideos, os principais exemplares (KEUNEN et al., 2013). Dessa maneira,
com a intensificacdo do estresse observa-se uma elevacdo nos niveis desses
carboidratos neutralizando os radicais hidroxila e reduzindo com isso, os danos
ao metabolismo vegetal (COUEE et al., 2006; KEUNEN et al., 2013).

Como ja mencionado, embora necessario ao desempenho das fungdes
celulares, o oxigénio, inevitavelmente leva a formacdo de EROs, em baixas
guantidades, em eventos metabdlicos naturais dos vegetais, ocorrentes nos
cloroplastos pela fotossintese, nas mitocondrias pela respiragdo e nos
peroxissomos  pela  fotorrespiracio  (BARBOSA et al., 2014
KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; SHARMA et al., 2012). Em condigdes
normais, essas EROs sdo mantidas em baixas concentracfes, atuando
diretamente no processo de sinalizagdo celular. No entanto, em casos de
estresses como o déficit hidrico, ha um aumento na producgéo de EROs, podendo
resultar em estresses oxidativos, ocasionando danos as membranas celulares.

Diante da necessidade de neutralizar o excesso dessas espécies reativas, as
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plantas desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico.

O sistema celular de defesa antioxidante possui uma cascata de eventos,
em que a dismutase do superoxido (SOD) atua como primeira linha de defesa.
Essa enzima catalisa a dismutacéo do radical O, a H,0, e O,, e modula os niveis
celulares de H,0, e O, nos cloroplastos, peroxissomos e mitocndrias,
impedindo que seja formado o radical OH  a partir do O
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2014; SHARMA et
al., 2012). Apos formado, o H,O, é convertido a O, e H,0 pela enzima catalase
(CAT) (Figura 1) (BARBOSA et al., 2014; SHARMA et al., 2012). Além dessas
enzimas, ha a acdo de diversas peroxidases e desidrogenases, como as
compreendidas no ciclo da ascorbato-glutationa, caracterizado por uma série de
reacOes redox acopladas, envolvendo as enzimas peroxidase do ascorbato
(APX), redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do
dehidroascorbato (DHAR), redutase da glutationa (GR) e o ascorbato, que é um
antioxidante nio enzimatico (JIMENEZ et al., 1998).

'0, H,0

Singlet Water
oxygen
S CAT
Energy absorption ° SGPX
SAPX

Spontaneous
T ;

dismutation H>O.

(6)) 0,* 202
anio;

oxygen hion peroxide

“+SOD °

Figural Representacdo da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e acdo do sistema antioxidante enziméatico em plantas

Fonte: (SHARMA et al., 2012).



17

Tendo em vista esses mecanismos, estudos demonstram que sob
condigdes de déficit hidrico a atividade das enzimas antioxidantes se mantem
elevada, principalmente sob estresse moderado e severo (SALEKJALALI et al.,
2012). Além disso, estudos com Trifolium repens L. demonstraram que plantas
pré-condicionadas a seca apresentam atividade da enzima SOD aumentada
durante o periodo de seca e ap6s reidratacdo, quando comparadas as plantas ndo
pré-condicionadas (LI et al., 2013).

A capacidade das plantas em tolerar a seca envolve, além desses
mecanismos de defesa antioxidante, o acimulo de solutos organicos de baixo
peso molecular e ions inorganicos, num mecanismo denominado ajustamento
osmotico. Durante a seca as plantas acumulam esses solutos a fim de reduzir o
potencial osmético, elevando o potencial hidrico e mantendo o turgor celular em
condicBes 6timas. Ademais, sob influéncia do estresse, a sintese proteica é
inibida e a degradacdo de proteinas € acelerada, levando a um acumulo de
aminoacidos e aminas livres (DE FATIMA FUMIS; PEDRAS, 2002). Entre
esses compostos comumente utilizados pelas plantas como osmorreguladores,
destaca-se a prolina e o0s compostos quaternarios de aménio, como a
glicinabetaina, que sdo ativamente acumulados em resposta a estresses abioticos,
sobretudo, o estresse hidrico (ASHRAF; HARRIS, 2004).

Nesse sentido, a prolina produzida sob estresses, é acumulada no citosol
das células contribuindo para o ajustamento osmoético. Outra importante funcédo
da prolina, é que ela forma uma camada de hidratacdo ao redor das proteinas,
impedindo que essas sejam deterioradas pela condi¢do de estresse (BURRITT,
2012). Qutrossim, a principal funcdo da prolina no ajustamento osmotico
consiste em aumentar a capacidade de resisténcia a desidratacdo pela plantas,
uma vez que, auxilia na redugdo do potencial hidrico, permitindo que a &gua se
mova para dentro da célula, minimizando os danos causados pela excesso de
jons (KRASENSKY:; JONAK, 2012; BURRITT, 2012).
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Embora as plantas passem por todas essas alteracbes em seu
metabolismo, de acordo com a duracdo e intensidade do estresse, as plantas
também passam por outras alteracbes, em que modificam a alocacdo de
biomassa, crescendo menos que as plantas em condi¢fes normais de cultivo.
Diante disso, o crescimento das plantas e a alocagdo de biomassa séo
notavelmente influenciados pela deficiéncia hidrica, como observado em estudos
de arroz (XU et al.,, 2015), feijdo (VALE et al., 2012) e Pinus radiata
(WAGHORN et al., 2015). Atrelado a isso, sdo observados, reducdo da area
foliar, espessamento de paredes celulares e espessamento da cuticula
(YARDANOV et al., 2003; XU et al., 2010). Adicionalmente, aumentos do
sistema radicular de plantas sob seca, bem como da razdo raiz/parte aérea podem
ser observados como resposta a busca por agua no solo (GHANNOUM et al.,
2009; VALE et al., 2012).

Na tentativa de aumentar a tolerancia das plantas aos diferentes estresses
ambientais, surge o interesse pela utilizacdo de substancias que promovam a
tolerancia de plantas aos estresses bidticos e abidticos. Dentre essas moléculas
destaca-se a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), um composto indolico
(indolamina biogénica), oriundo do triptofano e sintetizada a partir da serotonina
por advento de uma acetilagio (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2006;
PAREDES et al., 2009), sendo caracterizada como anfipéatica. Essa caracteristica
confere & melatonina a capacidade de atravessar todas as membranas celulares e
entrar em compartimentos subcelulares (SHIDA et al., 1994; ZHANG et al.,
2014).

A melatonina é uma indolamina produzida endogenamente em todo o
Reino Vegetal e Animal, cuja concentracdo nas plantas varia nos diferentes
tecidos e de acordo com o estadio de desenvolvimento (REITER et al., 2015). A
melatonina foi nomeada como tal, devido a sua capacidade de mudar a cor de

répteis, anfibios e peixes (LERNER et al., 1958). Nos vertebrados, atua como
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moduladora de humor, sono, comportamento sexual, fisiologia reprodutiva,
ritmos circadianos e imunologia (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2006;
REITER et al, 2010; HARDELAND et al., 2011; CIPOLLA-NETO et al. de
2014).

Nas plantas, a biossintese da melatonina ocorre em quatro processos
consecutivos, nos quais, 0 primeiro é catalisado pela descarboxilase do
triptofano (TDC), que converte o triptofano em triptamina. Em seguida, a
hidroxilase do 5 - triptofano (T5H), hidrolisa, no carbono 5, a triptamina,
convertendo-a em serotonina. Por fim, ha acdo de outras duas enzimas, a N-
acetiltransferase da serotonina (SNAT), gue converte a serotonina em N-
acetilserotonina, e a methiltransferase da N-acetilserotonina (ASMT), que limita
rota biossintética pela conversdo de N-acetilserotonina em melatonina (Figura 2)
(PAREDES et al., 2009; KANG et al., 2013; BYEON et al., 2014; ZHANG et
al., 2014).
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Fonte: (ZHANG et al., 2014)

A melatonina é descrita como promotora de tolerncia a estresses em
plantas (Figura 3) (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2006; ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2007; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2009; ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2014), uma vez que sua sintese é indutivel nos vegetais
guando estes estdo expostos a estresses bidticos e abidticos, limitando os
estresses oxidativos, pela indugdo da expressdo de genes relacionados a

estresses, pela redugdo da peroxidagdo lipidica e dos niveis de H,O,, e aumento
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do sistema antioxidante enzimatico, ou mesmo quelando metais pesados
(ZHANG et al., 2014; REITER et al., 2015).
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Figura3 Visdo geral das respostas celulares induzidas pelo tratamento com
melatonina exdgena

Fonte: (ZHANG et al., 2014).

Além disso, a melatonina tanto pode ser sintetizada pela planta quanto
absorvida do meio (TAN et al., 2007). Essa caracteristica entdo, tem despertado
na comunidade cientifica o interesse em uséa-la como indutor de resisténcia a
estresses, uma vez que todos os fatores de estresse podem provocar aumentos
nos niveis de melatonina (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2006; ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2014; ZHANG et al., 2014). Com a absor¢do dessa
substancia, a resposta das plantas sob condi¢des adversas pode ser melhorada.

A melatonina é uma molécula sensivel as condi¢Ges externas, que

interferem na sua concentracdo intracelular. Assim, alteracfes bruscas nos
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fatores ambientais causadores de estresse (luz, temperatura, patégenos, agua)
levam a aumentos nos niveis celulares de melatonina. Os niveis de melatonina
também variam significativamente entre os 6rgdos, flutuando de picogramas a
microgramas por grama de tecido, sendo os niveis mais elevados, encontrados
nos 6rgaos reprodutores (ZHANG et al., 2014).

Desde que a melatonina foi descoberta, hd aproximadamente duas
décadas, muito se tem estudado sobre o seu efeito nas plantas, e ainda assim, ha
muito o que investigar. Assim sendo, resultados demonstram que, plantulas de
tomate pré-tratadas com melatonina minimizam os impactos negativos da seca
pela regulacdo do sistema antioxidante e reducdo da producdo de substancias
toxicas, como as EROs (LIU et al.,, 2015). Ademais foi observado que a
aplicacdo de melatonina alivia os danos ultra-estruturais em estacas de uva
cultivadas sob déficit hidrico induzido por polietileno glicol (PEG) (MENG et
al., 2014)

Atrelado a isso, folhas e raizes de plantas de pimenta sob elevada
radiacdo produzem mais melatonina que aquelas sombreadas (TAN et al., 2007).
As raizes influenciam diretamente na percepcao a estresses, uma vez que sdo
sensiveis a qualquer mudanca no meio. Nesse 6rgao, a melatonina é encontrada
em maior quantidade nas zonas de crescimento e tem a funcdo de promover o
enraizamento, regenerando raizes laterais e adventicias (ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2007; PELAGIO-FLORES et al., 2012; KOYAMA et al.,
2013; PARK; BACK, 2012).

A aplicagdo exogena de melatonina em plantas de magd, promoveu a
resisténcia a mancha, reduzindo a desfolha ocasionada por essa doenca
implicando, na promocdo da imunidade da planta pela melatonina.
Paralelamente, a aplicagdo de 0,1 mM de melatonina compensou o declinio na
atividade da CAT, além de promover o aumento na atividade da APX, em

relagdo as plantas controle sem melatonina (YIN et al., 2013).
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Pré-tratamentos com melatonina previnem consideravelmente a inibicéo
a fotossintese e germinacdo, causadas pela salinidade e estresse hidrico
respectivamente, além de proteger contra os danos causados pela baixa
temperatura, evitando alteracdes na estrutura das células, bem como, evitando a
apoptose, como observado em Feijdo mungo sob baixas temperaturas
(SZAFRANSKA et al., 2012) e sementes de pepino sob estresse osmatico e sob
baixas temperaturas (ZHANG et al., 2013; POSMYK et al., 2009). A melhoria
na performance das plantas expostas a condi¢bes adversas em virtude da
aplicacdo de melatonina se deve as funcdes metabodlicas que esse composto
apresenta. A melatonina atua exatamente na manutencdo do equilibrio celular
(ZHANG et al., 2014). Primeiramente, por ser anfipatica, pode facilmente
difundir-se pela membrana e alcancar as células. No interior da célula, pode
atuar como antioxidante (neutraliza EROs), modular a atividade das enzimas
antioxidantes, além de alterar a expressdo de genes envolvidos na transducao de
sinais para resposta ao estresse (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014; ZHANG
et al., 2014). Nesse sentido, a melatonina promove a protecdo de proteinas,
lipideos e éacidos nucleicos, contra danos oxidativos (TAN et al., 2000;
ALLEGRA et al., 2003; ZHANG et al., 2014).

Condicdes de estresse induzem a sintese de melatonina em plantas,
aliviando os efeitos nocivos dos estresses, particularmente o estresse oxidativo.
Em plantas sob seca, a melatonina tem elevada eficiéncia em anular as respostas
adversas aos derivados tdéxicos do oxigénio, devido a sua capacidade de
neutraliza-los (ALLEGRA et al., 2003). E relatado também, que a aplicacdo de
melatonina suprime a expressdo de genes relacionados a senescéncia, impede a
ocorréncia da degradagdo da clorofila (ZHAO et al., 2015), e da reducdo da
eficiéncia do PSII, impedindo consequentemente a reducdo da fotossintese.

Adicionado a isso, a produgdo de H,0, é cessada sob acdo da melatonina, e ciclo
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da ascorbato-glutationa € aumentado, assim como a atividade das enzimas
antioxidantes (WANG et al., 2012).

Evidéncias apontam que a suplementagdo com melatonina aumenta a
taxa de sobrevivéncia das plantas sobre estresses, uma vez que, plantas que
receberam aplicacdo de melatonina no solo aumentaram seus niveis de clorofila,
melhorando sua altura e biomassa. Esses fatos demonstram, que a melatonina
ndo sé protege as plantas contra a acdo nociva dos estresses, como também,
auxilia na recuperacdo das plantas apds a seca, quando estas sdo reidratadas
(WANG et al., 2014; REITER et al., 2015). Com base nesse vasto nimero de
efeitos benéficos da melatonina, diversos estudos tem utilizado essa molécula
como indutora de tolerancia a seca, como em pepino (ZHANG et al., 2013),
magd (WANG et al., 2012) e tomate “Micro-Tom” reidratados (WANG et al.,
2014).

O café constitui uma cultura de elevada importancia econémica para o
Brasil, e em decorréncia das atuais alteracGes climaticas, particularmente o
excesso de temperatura e restricdo hidrica, seu cultivo encontra-se severamente
afetado. Em virtude da relagdo entre a influéncia dos estresses abiodticos e a
promocao de tolerancia a estes, diversas substancias tem sido utilizadas.

O uso de substancias exdgenas na promocao de tolerancia a estresses
bidticos e abioticos é de particular interesse, frente ao atual cenario de alteracdes
climaticas. Dessa maneira, 0 uso da melatonina pode ser uma alternativa para o
aumento da tolerdncia de cultivares de café ao déficit hidrico. Além disso, a
inexisténcia de trabalhos relacionados a melatonina exégena como promotora de
tolerancia a seca em cafeeiros oferece a oportunidade de se estudar a agéo dessa

substancia na inducao de tolerancia a esse estresse abidtico.
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3 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante do exposto, pode-se inferir que a melatonina pode ser uma boa
alternativa para a promocdo de tolerancia de plantas a seca, uma vez que
promove aumento do sistema antioxidante, reduzindo os estresses oxidativos.
Além disso, inibe a expressao de genes relacionados a senescéncia, bem como a
degradacdo de clorofila, induz o crescimento de raizes ao se relacionar com
hormdnios, e com isso melhorando o desempenho fisioldgico de plantas sob

condicdo de seca.
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Resumo: O objetivo desse trabalho foi investigar a acdo da melatonina na
inducdo de tolerancia a seca em mudas de Coffea arabica L. da cultivar Catuai
144. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado realizado em
esquema fatorial, sendo quatro tratamentos e duas épocas de coleta, com trés
repeticbes, em que cada unidade experimental era constituida por um vaso
contendo uma planta. Foram impostos quatro tratamentos: controle, em que as
plantas eram irrigadas e cuja umidade do substrato era mantida proxima a
capacidade de campo; déficit hidrico, cujas plantas eram mantidas a 40% da
capacidade de campo; melatonina a 300 uM + déficit hidrico, em que a
melatonina foi aplicada no solo e as plantas foram mantidas a 40% da
capacidade de campo; e melatonina a 500 uM + déficit hidrico, cuja melatonina
foi aplicada no solo e as plantas foram mantidas a 40% da capacidade de campo.
As coletas foram realizadas aos 20 dias de imposi¢éo dos tratamentos e 24 horas
apos reirrigacdo. Para efeito de avaliagdo foi realizada uma analise de variancia
e as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p
> 0,05). Foram avaliados o crescimento, potencial hidrico, trocas gasosas,
conteldo de carboidratos, atividade do sistema antioxidante, contetido de
ascorbato e prolina. A dose de 300 UM de melatonina induziu o crescimento de
raizes e parte aérea e impediu a reducdo do potencial hidrico, promoveu
protecdo ao aparato fotossintético, permitindo maiores trocas gasosas, conteldos
de clorofila e por proporcionar menor estresse, reduziu o contetdo de prolina. O
contetdo de acgucares sollveis totais e amido reduziu com o estresse hidrico,
aumentando os niveis de acgucares redutores, enquanto observou-se uma
alocacdo desses carboidratos da parte aérea para as raizes.

Palavras-chave: Antioxidante, déficit hidrico, trocas gasosas, metabolismo de
carboidrato, café

Introducéo

O café tem grande importancia para a economia mundial, sendo
considerado como o quinto produto agricola mais comercializado do Brasil
(CONAB, 2015). Devido a grande extensao territorial de cultivo e a expansao
para novas areas, essa cultura estd exposta a adversidades edafoclimaticas
(MELO et al., 2014), sendo a deficiéncia hidrica o principal fator limitante a
producdo cafeeira.

Em geral, as respostas ao déficit hidrico se iniciam com a reducgdo da

conduténcia estomatica (gs), que por sua vez, reduz a concentracao interna de
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gas carbonico (Ci), bem como a atividade de carboxilagdo da enzima ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (YARDANOV et al., 2003;
GHANNOUM et al., 2003; GHANNOUM et al., 2009; XU et al., 2010). Com
isso, a fotossintese pode ser severamente afetada, interferindo na sintese de
clorofilas e alterando o potencial hidrico das folhas.

Em funcdo dessa reducdo na atividade de carboxilacdo da Rubisco, ha
um acimulo de NAPH e indisponibilidade de NADP" para receber os elétrons
oriundos do final da etapa fotoquimica, acarretando em acumulo de elétrons.
Esses elétrons que serdo entdo, doados ao O, originando radicais superéxido, que
juntamente com outras espécies reativas podem causar danos ao aparato
fotossintético, bem como peroxidacdo de membranas lipidicas (YAMAMOTO
et al, 2008; YAMASHITA et al, 2008; NISHIYAMA et al, 2011). Em virtude
dessa baixa assimilacdo fotossintética, ocorre uma reducdo na sintese de
sacarose, e privacdo do fornecimento de acucares sollveis para o sustento do
metabolismo (HAMMOND; WHITE, 2008). Adicionalmente, esses
dissacarideos podem ser hidrolisados a hexoses e alocados para Orgdos de
reserva para usos posteriores (XU et al., 2015; ROSA et al., 2009). Essa
alocacdo de assimilados da parte aérea para as raizes, pode permitir maior
crescimento radicular, aumentando a absorcao de dgua pelas raizes.

Para controlar esses desequilibrios ocasionados pela baixa assimilacdo
fotossintética, e outros processos fisiologicos que levam a formacéo de EROs, as
plantas dispéem de um sistema celular de defesa antioxidante constituido por
enzimas, como a dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato
(APX) e catalase (CAT), e por componentes ndo enzimaticos como, ascorbato e
glutationa, que juntos atuam na neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs), protegendo as células dos possiveis danos  oxidativos
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2014; SHARMA et

al., 2012). Em contrapartida, a capacidade das plantas em tolerar os estresses,
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em particular o déficit hidrico, envolve, além desses mecanismos de defesa
antioxidante, o acumulo de solutos organicos como a prolina, com a fungdo de
manter o ajustamento osmético (DE FATIMA FUMIS; PEDRAS, 2002). Dessa
forma, durante a seca, as plantas acumulam esses solutos, a fim de reduzir o
potencial osmético, elevando o potencial hidrico e mantendo o turgor celular em
condigdes 6timas.

Devido a ocorréncia de restri¢do hidrica, fato que se torna cada vez mais
comum, existem perdas a producdo vegetal. Visando a melhor producdo de
diferentes culturas, o uso de substancias que melhorem a performance dessas
plantas sob déficit hidrico se torna cada dia mais comum. Dentre essas
moléculas destaca-se a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), cuja
concentragdo nas plantas varia nos diferentes tecidos e de acordo com o estadio
de desenvolvimento (REITER et al., 2015).

A melatonina é descrita como promotora de tolerancia a estresses em
plantas (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2006; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ,
2007; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2009; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ,
2014), uma vez que sua sintese é indutivel nos vegetais, quando estes estdo
expostos a estresses bidticos e abidticos, limitando o estresse oxidativo pela
inducdo da expressdo de genes relacionados a estresses, reducdo da peroxidacao
lipidica e dos niveis de H,O,, e aumento do sistema antioxidante enzimatico
(ZHANG et al., 2014; REITER et al., 2015). Além disso, em maga (WANG et
al., 2013a) foi observado uma redugdo nos teores de peréxido de hidrogénio e
aumento na atividade das enzimas antioxidantes. Em pepino (WANG et el.,
2015), além da atividade das enzimas antioxidantes, observou-se aumento nos
niveis de ascorbato e glutationa. Em milho (ZHAO et al., 2015), a melatonina
promoveu crescimento das mudas, pelo aumento do metabolismo de agucares e

das taxas fotossintéticas.
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Em meio aos beneficios fornecidos pela melatonina as plantas, ressalta-
se que plantas sob estresse hidrico tratadas com melatonina, apresentam maior
tolerancia, uma vez que, aumentam as respostas a seca, aumentando seus niveis
de clorofila, bem como do sistema antioxidante, reduzindo os danos ao aparato
fotossintético (WANG et al., 2014; REITER et al., 2015). Dessa forma, a
melatonina pode ser uma alternativa para o aumento da tolerancia de cultivares
de café ao déficit hidrico, no entanto, seus efeitos ainda ndo estdo descritos para
Coffea arabica. Diante disso, o presente estudo teve o intuito de investigar a
acdo da melatonina exdgena na inducdo de tolerancia a seca em mudas de Coffea

arabica L. da cultivar Catuai 144.

Material e métodos

Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Setor de
Fisiologia Vegetal da UFLA, com condicdes controladas, em que foram
utilizadas mudas Coffea arabica cv. Catuai 144 obtidas de viveiro comercial.
Estas mudas foram transferidas para vasos de polipropileno contendo 3kg de
substrato padrdo para mudas de cafeeiro, constituido de terra de subsolo
peneirada, areia e esterco de curral curtido e peneirado nas proporcdes de 2:1:1,
acrescido de fertilizante contendo nitrogénio, fosforo e potassio nas proporgdes
4:14:8 (GUIMARAES; MENDES; SOUZA, 2002).

As plantas, ap0s transplantadas passaram por um periodo de aclimatagao
de 4 semanas, em que, apds o término desse periodo, foram impostos quatro
tratamentos: controle, em que as plantas eram irrigadas e cuja umidade do
substrato era mantida préxima a capacidade de campo; défict hidrico, cujas
plantas eram mantidas a 40% da capacidade de campo; melatonina a 300 uM +
déficit hidrico, em que a melatonina foi aplicada no solo e as plantas foram

mantidas a 40% da capacidade de campo; e melatonina a 500 uM + déficit
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hidrico, cuja melatonina foi aplicada no solo e as plantas foram mantidas a 40%
da capacidade de campo.

A determinacdo da condicdo controle, solo préximo a capacidade de
campo, foi realizada pelo método direto, em que uma amostra foi seca em estufa,
pesada e colocada em um recipiente com agua, com a superficie coberta por um
plastico para evitar a evaporacao, até atingir a saturacdo por capilaridade. Pela
diferenca de peso seco e encharcado foi determinada a méaxima capacidade de
retencdo de agua.

A solucdo de melatonina foi preparada dissolvendo-se a melatonina em
etanol e completando -se o volume para 100 mL com agua destilada. Em cada
vaso foram aplicadas 100 mL de solugdo diretamente no solo, em uma Unica
aplicacdo. Antes da imposicdo dos tratamentos todos os vasos foram pesados
para manutencdo da capacidade de campo, mantendo-os a 100%. Seguido desse
procedimento, foi realizada a aplicacdo de melatonina nas concentracfes de 300
e 500 uM, monitorando-se diariamente o peso dos vasos, afim de manté-los a
40% da capacidade de campo. Nas plantas do tratamento de défict hidrico ndo
tratadas com melatonina foi aplicada 100 mL de agua destilada, para que estas
estivessem com a mesma umidade do solo que aquelas tratadas com melatonina.

As doses de melatonina foram estabelecidas com base nas doses
propostas por Zang et al.(2013), Meng et al. (2014), Wang et al. (2016), Wang et
al. (2012), Liu et al. (2015) e Zhao et al. (2015). Embasado nesses trabalhos,
doses de melatonina variando de 100 a 500 uM foram aplicadas em mudas de
cafeeiro, com quatro pares de folhas, tanto no solo quanto na parte aérea, e com
base nos sintomas visuais de seca (murcha das folhas), percebeu-se que as doses
de 300 e 500 pM, quando aplicadas no solo, se sobressaiam as demais,
promovendo maior resposta de tolerancia a seca nessas plantas, uma vez que

induziram menor murcha das folhas.
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As avaliacOes e coletas de dados foram realizadas em dois periodos,
sendo o primeiro 20 dias ap6s impostos o0s tratamentos, quando apareceram 0s
primeiros sintomas, e o segundo, 24 horas ap6s 0 primeiro, uma vez que nesse
periodo realizou-se a reidratagao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), realizado em esquema fatorial, sendo quatro tratamentos e duas épocas de
coleta, com trés repeticdes, em que cada unidade experimental era constituida
por um vaso contendo uma planta. As variaveis foram analisadas quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05). Aquelas variaveis que ndo se
enquadravam na normalidade foram transformadas pelo método de Box-Cox e
submetidas a andlise de variancia usando o programa estatistico ASSISTAT 7.7
beta (SILVA; AZEVEDO, 2002). As médias entre os tratamentos foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Monitoramento das condi¢des da casa de vegetacéo

Durante o periodo experimental monitorou-se a cada 30 segundos a
temperatura (T °C) e umidade relativa do ar (UR %) da casa de vegetacdo, com
auxilio de um termohigrémetro Extech Instruments, modelo RHT10.

Potencial hidrico

O potencial hidrico das plantas foi medido no periodo antemanha com o
auxilio de uma camara de pressdo (PMS Instruments Company, EE.UU.),
segundo o método descrito por Scholander et al. (1964,1965).

Crescimento vegetativo

As plantas foram divididas em parte aérea (caules e folhas) e raiz, e a
determinacgdo da massa seca foi realizada apds secagem das amostras em estufa
de ventilagdo forcada a 65°C até peso constante.

A éarea foliar total foi estipulada pela formula AF = [(comprimento X
largura)] 0,667 x numero total de folhas por planta (BARROS et el., 1973;
GOMIDE et al., 1977).



40

Teores de clorofila

Os teores de clorofila foram quantificados com auxilio de um
clorofildmetro portatil (Chlorophyll Meter, SPAD-501, da Minolta Co. Japao),
sendo realizadas 4 leituras por repeticdo, em pares de folhas totalmente
expandidas, para cada tratamento, no periodo da manhd (MINOLTA CAMERA
LTDA, 1989).
Trocas gasosas

As avaliacOes de trocas gasosas foram realizadas entre 9 e 11 horas, com
0 auxilio de um analisador de gas infravermelho (IRGA; Li-Cor Li-6400XT).
Sua camara de led foi programada para uma densidade de fluxo de f6tons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 500 pmol m™ s™. Foram determinados os
valores de fotossintese liquida (A; umol CO, m?s™), transpiracéo (E; mmol H,O
m? s%), condutancia estomatica (gs; mol H,O m? s?), e eficiéncia de
carboxilacdo (A/Ci). Para essa analise foram utilizadas o segundo par de folhas
totalmente expandidas, avaliando-se ambas as folhas do par.
Teores de carboidratos

Folhas e raizes foram secas em estufa de circulacdo forcada a 65 °C e
moidas em moinho de facas. Em seguida 200 mg desse material foi
homogeneizadas em 5 mL tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0 seguido de
banho-maria a 40 °C por 30 minutos, e centrifugacéo a 10.000 g por 20 minutos,
sendo o processo repetido uma vez e os sobrenadantes combinados. Destes
sobrenadantes foram utilizadas aliquotas para analises de agUcares soluveis pelo
método de antrona (YEMM; WILLIS, 1954) e agucares redutores, pelo método
do A&cido dinitrosalicilico (MILLER, 1959), sendo o contelido de sacarose
estimado pela diferenga entre o contetdo de agucares soluveis totais e agucares
redutores. Ap6s os processos de homogeneizacgdo e centrifugacdo dos tecidos
vegetais j& descritos anteriormente para obten¢do dos extratos brutos, o pellet foi

ressuspenso em 8 mL de tampao acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. Feito isso,
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foi adicionado as amostras 2 mL da solugdo da enzima amiloglucosidase 1
mg/mL (1 mg da enzima em 1 mL de tampéo acetato de potassio 200 mM, pH
4,8), e levadas ao banho-maria a 40 °C por 2 horas. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000g por 20 minutos, sendo o sobrenadante coletado e
seu volume completado para 15 mL com agua destilada. O amido entdo, foi
quantificado pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954).

Metabolismo Antioxidante

Para a determinacéo da atividade das enzimas do sistema antioxidante, o
extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 200 mg
de material vegetal acrescido de 50% de PVPP, procedendo-se com o protocolo
d extracdo segundo Biemelt, Keetman e Albrecht (1998), cujo tampédo de
extracdo de extracdo era composto por tampao fosfato de potassio 100 mM, pH
7,8, EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico a 10 mM. O extrato entdo, foi
centrifugado a 13.000 g por 10 minutos, a 4 °C. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nas analises enzimaticas da dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998) e para a quantificacdo das proteinas totais (BRADFORD,
1976).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da mesma em inibir a
fotorreducdo o azul de nitrotetrazolio (NBT) proposta por Giannopolitis e Ries
(1977), com modificages. Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de incubacdo, composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina
14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 pM. O meio de incubagao
foi incubado em banho-maria a 30 °C antes da quantificacdo da atividade
enzimatica. As amostras foram colocadas em placas de ELISA, e aquelas
contendo meio de incubagdo mais amostra ou somente o meio de incubagdo com
agua (branco), foram iluminadas com lampada fluorescente de 20 W por 7

minutos. Feito isso, as leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima



42

feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato
enzimatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle sem enzima). Nessa
reacdo uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir
em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic¢des do ensaio.

Para determinacdo da atividade da APX aliquotas do sobrenadante
foram adicionadas ao meio de incubacdo contendo tampdo fosfato de potassio
500 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM, peroxido de hidrogénio 1,0 mM e
agua (KOSHIBA, 1993). O meio de incubacédo foi incubado em banho-maria a
30 °C antes da quantificacdo da atividade enzimatica. A atividade da APX foi
determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm,
a cada 15 segundos, por 3 minutos (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente
de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM™cm™

A atividade da CAT foi avaliada pelo método proposto por Mengutay et
al. (2013), em que aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao meio de
incubacdo contendo tampéo fosfato de potassio 25 mM, pH 7,6, acrescido de
Na,EDTA 0,1 mM, dissolvido no tampao, e perdxido de hidrogénio 10 mM. O
meio de incubacdo foi incubado em banho-maria a 30 °C antes da quantificacdo
da atividade enziméatica. A atividade dessa enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por trés minutos,
monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio. O coeficiente de extin¢do
molar utilizado foi de 36 mM™cm™.

Os teores de ascorbato foram determinados conforme descrito por
Arakawa et al. (1981), em gque 50 mg de tecido fresco de folhas e raizes foram
macerados em TCA 5% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, a
4°C, por 15 minutos. Feito isso, aliquotas (20 pL) do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de incubagdo composto por TCA 5% (m/v), etanol 98,8%,
H3PO, 0,4% em etanol, bathophenantrolina 0,5% em etanol (p/v) e FeCl; 0,03%
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em etanol (m/v). A mistura foi homogeneizada vigorosamente e incubada a 30°C
por 90 minutos. Apds, as leituras foram feitas a 534 nm em espectrofotémetro.
Teores de prolina

Para a quantificacdo de prolina foi utilizado o método descrito por Bates
(1973), com pequenas modificagdes. Para tanto, amostras de 100 mg de matéria
seca foram homogeneizadas manualmente em graal de porcelana com parte do
extrator, acido sulfosalicilico 3%, cujo volume final foi 10 mL. Feito isso, as
amostras ficaram sob agitacdo a temperatura ambiente por 60 minutos, sendo em
seguidas filtradas em papel de filtro. Em tubo de ensaio contendo 2 mL de
sobrenadante, foram adicionados 2 mL de ninhidrina acida e 2 mL de acido
acético glacial, seguindo-se de banho-maria fervente. Apés resfriamento por
imersdo em banho de gelo, a intensidade da cor foi medida a 520 nm e as
absorbancias obtidas, foram comparadas com curva padrdo de prolina e os
resultados expressos em pumol de prolina/g de matéria fresca.
Peroxidacao Lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada conforme descrito por Buege e
Aust (1978), por meio da quantificacdo de espécies reativas ao 4cido
tiobarbitdrico. Para tanto, 200 mg de folhas e raizes frescas, foram maceradas
em nitrogénio liquido, acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m,v). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g, por 10 minutos, e aliquotas de 250 pL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo, composto por 0,5% (m/v) de acido tiobarbiturico
(TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95°C por 30 minutos.
A reacdo foi paralisada pelo resfriamento rapido em gelo, e as leituras
determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. Nessa reacdo, 0 TBA
forma complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixo peso molecular,
como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de

peroxidacdo. A concentragdo do complexo MDA/TBA foi calculada de acordo
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com a seguinte equacdo: [MDA] = (A535 - A600) / (E.b), em que &, é o

coeficiente de extingdo = 1,56 x 10°, ¢ “b” o comprimento tico = 1.

Resultados

Durante o periodo experimental a casa de vegetacdo apresentou
temperaturas maximas e minimas de 29,58°C e 23,6°C, respectivamente, com
meédias de 26,87°C (Figura 1). A umidade relativa, nesse mesmo periodo, variou
entre 67,05 — 83,61%, com médias de 74,21 % (Figura 1).

Apb6s 20 dias de déficit hidrico, todas as plantas, independente do
tratamento, apresentaram valores de potencial hidrico menores do que aquelas
mantidas préximas a capacidade de campo (Figura 2). No entanto, plantas sob
déficit hidrico tratadas com 300 pM de melatonina apresentaram valores
maiores que as plantas em condic¢Bes de déficit hidrico ndo tratadas e déficit
hidrico tratadas com 500 puM de melatonina. Contudo apos reidratadas, as
plantas que estavam sob déficit hidrico recuperaram seu status hidrico,
alcancando valores antes observados apenas nas plantas irrigadas normal.

Aos 21 dias de imposicdo dos tratamentos, pbde-se observar, que o
acumulo de massa seca na parte aérea (Tabela 1) foi semelhante entre as plantas
do controle irrigado e déficit hidrico tratadas com 300 uM de melatonina, uma
vez que ambas apresentaram valores mais pronunciados de massa seca, quando
comparadas as plantas submetidas ao déficit hidrico ndo tratadas com
melatonina e aquelas tratadas com 500 uM de melatonina. Em relagdo & massa
seca de raiz (Tabela 1), os maiores incrementos foram observados nas raizes das
plantas que estavam sob déficit hidrico, enquanto os menores observados nas
raizes de plantas do controle irrigado. Neste aspecto, o tratamento com 300uM
de melatonina promoveu maiores incrementos de massa seca, do que raizes de
plantas sob déficit hidrico ndo tratadas com melatonina ou tratadas com 500uM

de melatonina. Somado a esses resultados, notou-se nesse estudo que as plantas



45

que estavam sob restricdo hidrica apresentaram maior razdo massa seca
raiz/parte aérea que as plantas do tratamento controle irrigado.

Ainda nesse periodo, foi possivel observar, que os individuos do
controle irrigado apresentaram maior area foliar total (Tabela 1) que aqueles sob
déficit hidrico. Para tanto, as plantas tratadas com 300 uM de melatonina
apresentaram valores de area foliar total menores que o controle, porém, mais
elevados que as plantas de déficit hidrico ndo tratadas com melatonina e aquelas
tratadas com melatonina a 500 pM.

Aos 20 dias de estresse plantas controle e de déficit hidrico tratadas com
300 uM de melatonina apresentaram valores mais acentuados de clorofila
(Figura 3), quando comparadas as de déficit hidrico ndo tratadas ou tratadas com
500 uM de melatonina, ndo diferindo entre si. Ap6s a reidratacdo, plantas de
déficit hidrico, independente do tratamento, aumentaram os valores de clorofila,
sendo os maiores valores observados nas plantas tratadas com 300 UM, seguidos
pelas tratadas com 500 UM de melatonina. Nessa condi¢do, plantas controle e de
déficit hidrico ndo tratadas com melatonina, ndo apresentaram diferenca no
conteudo de clorofila.

Em relacdo as trocas gasosas, aos 20 dias de estresse hidrico, as plantas
submetidas déficit hidrico apresentaram uma reducdo nas taxas fotossintéticas
(A) em relacdo ao controle (Figura 4A). Todavia, entre essas plantas, aquelas
tratadas com 300 uM de melatonina apresentaram maiores taxas fotossintéticas
que aquelas ndo tratadas ou tratadas com 500 uM de melatonina. Apo6s a
reidratacdo, as plantas que estavam sob déficit hidrico aumentaram suas taxas
fotossintéticas, sendo os maiores valores apresentados pelas plantas tratadas com
300 uM de melatonina. Apesar disso, esse aumento ndo foi suficiente para
alcancar os valores demonstrados pelo controle irrigado.

Resultados semelhantes foram encontrados para a condutancia

estomatica (Figura 4B) e transpiracdo (Figura 4C), uma vez que, as plantas
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submetidas ao déficit hidrico apresentaram menor condutdncia estomatica e
transpiracdo, quando comparadas ao controle irrigado. Assim sendo, vale
ressaltar, que entre essas plantas, aquelas tratadas com 300 UM de melatonina
apresentaram valores superiores dessas variaveis, e apos a reidratagdo, as plantas
que estavam sob déficit hidrico aumentaram a condutancia estomatica e
transpiragdo, atingindo valores semelhantes, contudo inferiores aos apresentados
pelas plantas controle.

Quanto a eficiéncia de carboxilacdo (Figura 4D), durante o periodo de
estresse, foi observado o mesmo comportamento que a variavel fotossintese,
uma vez que houve uma reducdo da eficiéncia de carboxilacdo nas plantas sob
déficit hidrico em relacédo as do controle, destacando-se as plantas tratadas com
300 uM de melatonina, pois se sobressairam as demais. Em contrapartida, apos
24h de reidratacdo, pbde-se observar um aumento na eficiéncia de carboxilacao
das plantas que foram submetidas ao déficit hidrico, em que, aquelas tratadas
com 300 uM de melatonina recuperaram sua eficiéncia carboxilativa alcancando
valores proximos aos apresentados pelas plantas do tratamento controle.

Além da influéncia nas trocas gasosas, 0 estresse hidrico também
influenciou no metabolismo de carboidratos, uma vez que houve reducdo no
contetdo de sacarose (Figura 5A) em folhas de plantas submetidas ao déficit
hidrico, cuja aquelas tratadas com 500 uM de melatonina apresentaram valores
superiores aos das demais plantas do estresse. Apos 24h de reidratagdo, o
tratamento com 300 uM de melatonina promoveu aumento nos contetidos de
sacarose, 0s quais atingiram valores semelhantes aos das tratadas com 500 pM,
porém inferiores aos apresentados pelas plantas controle.

Avaliando-se a sacarose na raiz (Figura 5B), foi possivel perceber que
aos 20 dias de estresse hidrico, os resultados foram inversos aos apresentados

pelas folhas. Uma vez que, plantas sob déficit hidrico ndo tratadas ou tratadas



47

com 300 uM de melatonina apresentaram valores de sacarose mais elevados que
aquelas do controle irrigado ou tratadas com 500 UM de melatonina.

No que se refere aos agucares sollveis totais (AST), apresentaram o
mesmo comportamento observado para sacarose, tanto de folha (Figura 5C)
como de raiz (Figura 5D). Em contrapartida, os acucares redutores (AR) nas
folhas (Figura 5E), durante o estresse hidrico, plantas tratadas com 500 pM
apresentaram menores contetdos de AR que qualquer um dos demais
tratamentos. Quando reidratadas, as plantas que estavam sob déficit hidrico
reduziram o conteido de AR, ndo diferindo entre os tratamentos.

Nas raizes (Figura 5F), os agucares redutores tiveram seus contetdos
aumentados nas plantas de déficit hidrico ndo tratadas ou tratadas com 300 uM
de melatonina, seguido de reducdo nas plantas controle ou tratadas com 500 UM
de melatonina. Posteriormente a reidratacdo, houve uma reducdo nos teores
dessas acUcares, nas plantas que estavam sob déficit hidrico, as quais atingiram
valores estatisticamente iguais aos das plantas do controle irrigado.

Durante o estresse hidrico observou-se que houve um consumo de amido
(Figura 5G), visto que plantas estressadas, em relacdo as plantas controle,
reduziram os teores de amido em suas folhas. Ainda nesse periodo, foi possivel
perceber que entre as plantas estressadas, aquelas tratadas com 300 UM de
melatonina obtiveram valores mais elevados desse polissacarideo. Subsequente
ao periodo de estresse, com a reidratacdo das plantas, observou-se um aumento
nos teores de amido daquelas que foram submetidas ao déficit hidrico,
independente do tratamento. Assim sendo, foi observado que o tratamento
controle ou sem aplicacdo de melatonina influenciou em maiores valores de
amido, seguidas das plantas tratadas com 300 uM de melatonina, e daquelas
tratadas com 500 M de melatonina, cujos valores foram os menores.

Nas raizes (Figura 5H), como observado nas folhas, também houve

redugdo nos teores de amido das plantas submetidas ao déficit hidrico, em que os
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tratamentos de 300 e 500 uM de melatonina influenciaram em maiores teores.
Apo6s a reidratacdo, foi verificado que ndo houve diferenca significativa nos
teores de amido entre os tratamentos. No entanto as plantas que estavam sob
déficit hidrico e sem aplicacdo de melatonina aumentaram os teores de amido
em relacdo as condicdes anteriores.

No que se refere as enzimas antioxidantes, foi observado que aos 20 dias
de estresse hidrico, a atividade da SOD nas folhas (Figura 6A) aumentou em
todos os tratamentos de déficit hidrico. Nesse contexto, as plantas tratadas com
300 uM de melatonina apresentaram menor atividade dessa enzima do que as
demais, na mesma condicdo de déficit hidrico. No entanto, ap6s a reidratacdo, a
atividade da SOD foi reduzida em todas as plantas independente do tratamento.
Ainda assim, as plantas sob déficit hidrico ndo tratadas com melatonina,
permanecerem com sua atividade mais elevada que as demais, por ainda haver
estresse nessas plantas.

Nas raizes (Figura 6B), a atividade da SOD, aos 20 dias de déficit
hidrico, seguiu um padrdo de comportamento semelhante ao observado nas
folhas, uma vez que as plantas de déficit hidrico ndo tratadas ou tratadas com
500 uM de melatonina apresentaram maior atividade desse enzima do que as
plantas controle ou tratadas com 300 UM de melatonina. Contudo, 24h ap6s a
reidratacdo, as plantas que estavam sob déficit hidrico sem tratamento de
melatonina ou com tratamento de 300 pM, apresentaram maior atividade da
SOD do que as demais.

Com relacéo a atividade da APX, nas folhas (Figura 6C), foi verificado
que apds os 20 dias de estresse hidrico as plantas tratadas com 300 e 500 uM de
melatonina apresentaram um aumento na atividade da APX, em relacdo aos
demais tratamentos. Pdde-se observar ainda que apés 24 de reidratacdo a
aplicacdo de 300 UM de melatonina reduziu a atividade da APX a valores

apresentados pelo controle. Em contrapartida, nas plantas ndo tratadas ou
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tratadas com 500 pM de melatonina a atividade dessa enzima foi aumentada
apos a reidratacao.

Com relacdo as raizes (Figura 6D), aos 20 dias de estresse a atividade da
APX em plantas tratadas com 500 UM de melatonina foi menor em relacdo as
plantas controle e tratadas com 300 uM de melatonina. Por outro lado, apds a
reidratacdo a atividade da APX foi aumentada nas plantas que estavam sob
déficit hidrico ndo tratadas e naquelas tratadas com 500 uM de melatonina,
sendo que aquelas tratadas com 300 uM de melatonina reduziram a atividade
dessa enzima.

Além da APX, uma outra peroxidase importante na neutralizacdo do
peroxido de hidrogénio é a CAT, que nesse estudo também teve seus padrdes de
atividade alterados em fungdo do estresse e da melatonina. Nas folhas (Figura
6E) aos 20 dias de estresse observou-se um aumento na atividade da CAT em
todas as plantas que estavam sob déficit hidrico, sendo os maiores valores
observados nas plantas tratadas com 300 UM de melatonina, seguida pelas
tratadas com 500 UM de melatonina. Apds a reidratacdo, as plantas sob déficit
hidrico e ndo tratadas com melatonina exibiram maiores valores, contrastando
com o controle. No entanto, plantas tratadas com 500 UM de melatonina
reduziram sua atividade em relacdo ao periodo de estresse.

Nas raizes (Figura 6F), aos 20 dias de estresse hidrico, notou-se um
aumento na atividade da CAT nas plantas submetidas ao estresse hidrico ndo
tratadas ou tratadas com 500 uM de melatonina, seguidas daquelas tratadas com
300 uM de melatonina. Ja, com a reidratacéo, as plantas sob déficit hidrico sem
o tratamento de melatonina foram as que exibiram as maiores atividades da
catalase.

O niveis de ascorbato nas folhas (Figura 7A), foram maiores nas plantas
sob déficit hidrico, porém, os maiores valores foram observados nas plantas

tratadas com 300 pM de melatonina. Com a reidratagdo, as plantas sob déficit
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hidrico ainda apresentaram os maiores niveis de ascorbato, e embora isso tenha
ocorrido, as plantas tratadas com 300 uM de melatonina reduziram os niveis
desse antioxidante nessas condi¢des, permanecendo porém, com niveis mais
elevados que nos demais tratamentos.

Nas raizes (Figura 7B), aos 20 dias de déficit hidrico, foi observado um
aumento de 53,5% nos teores de ascorbato das plantas tratadas com 300 uM de
melatonina, quando comparadas as tratadas com 500 puM. No entanto, apos
reidratadas esses contetdos de ascorbato foram reduzidos, porém se mantendo
mais elevados que nas plantas controle ou naquelas de déficit hidrico ndo
tratados com melatonina.

No que se refere a prolina, nas plantas controle ou tratadas com 300 uM
de melatonina ndo houve diferenca nos teores desse aminoacido em suas folhas
(Figura 8A), aos 20 dias de déeficit hidrico. Contudo entre as plantas ndo tratadas
ou tratadas com 500 UM de melatonina, essa Ultima teve o maior valor. Com a
reidratacdo foi observado, que todos os tratamentos de déficit hidrico tiveram
seus niveis de prolina aumentados em comparacdo ao controle irrigado,
destacando-se as plantas tratadas com 300 UM ou néo tratadas com melatonina,
pois aumentaram seus contetidos de prolina em relacéo ao periodo de estresse. Ja
nas raizes (Figura 8B), obteve-se um padrdo semelhante ao observado nas
folhas, exceto pra a condicdo de reidratacdo, uma vez que as plantas tratadas
com 300 uM de melatonina aumentou o conteldo de prolina, se igualando as
demais plantas que estavam em condicao de seca.

Tendo em vista 0 comportamento apresentado pelas enzimas do sistema
antioxidante, avaliou-se o0s niveis de peroxidacdo lipidica para verificar a
efetividade do sistema antioxidante na neutralizacdo das EROs, evitando danos
as membranas celulares. Dentre as plantas sob déficit hidrico, aquelas tratadas
com 300 uM de melatonina tiveram niveis menores de malondialdeido em suas

folhas (Figura 9A), no entanto, ndo alcancando o controle, pois nesses os niveis
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de malondialdeido foram ainda menores. Comportamento semelhante foi
observado com a reidratacdo, posto que, apenas as plantas de déficit hidrico ndo
tratadas com melatonina tiverem os niveis de MDA reduzidos alcancando os
valores exibidos pelas plantas tratas com 300 UM de melatonina, que assim
como os demais tratamentos ndo alteraram os niveis de MDA ap6s a reidratacao.

Nas raizes (Figura 9B), assim como em folhas, o tratamento de 300 uM
de melatonina proporcionou um menor estresse oxidativo durante o periodo de
déficit hidrico, uma vez que os teores de malondialdeido nessas plantas foram
iguais aos do controle e inferiores as plantas de déficit hidrico ndo tratadas com
melatonina ou tratadas com 500 pM de melatonina. Passados 24h de
reidratacdo, foi observada uma reducdo nos teores de MDA nas plantas de
déficit hidrico ndo tratadas e naquelas tratadas com 500 uM de melatonina.
Ainda assim, as plantas desses tratamentos ndo atingiram os niveis demostrados
pelas plantas controle ou tratadas com 300 uM de melatonina, pois estas ndo

sofreram alteracdo nos teores de MDA ap6s a reidratacao.

Discusséo

O tratamento de 300 puM de melatonina reduziu o estresse oxidativo
causado pela seca em mudas de café, proporcionando melhor desempenho
fisiol6gico a essas plantas. Esse melhor desempenho pbde ser observado devido
ao incremento no crescimento de parte aérea e raiz, quando comparado aos
demais tratamentos que estavam sob restri¢do hidrica. Além disso, essas plantas
tratadas com 300 UM de melatonina apresentaram a maior massa seca de raiz
dentre todos os tratamentos, porém ndo diferindo na razdo raiz/parte aérea,
devido ao aumento na parte aérea apresentado por essas plantas. O mesmo nao
foi observado para o tratamento de 500 UM de melatonina, pois houve indicios

de um efeito inibidor da tolerdncia ao estresse nas plantas desse tratamento.
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Esse cenario esta de acordo com o proposto por Park; Back (2012), pois
0 mesmo sugere que a melatonina tem efeitos bimodais dependente da
concentragdo utilizada. Para confirmar esses efeitos dependentes da
concentracdo de melatonina, plantulas de milho foram cultivadas na presenga e
auséncia de varias concentracdes de melatonina (ZHAO et al., 2015),
percebendo-se que, apos 6 dias de tratamento com doses menores de melatonina,
essas plantas exibiram maior crescimento, maior comprimento de folha e raiz e
maior biomassa de raiz que plantas controle sem melatonina. Em contrapartida,
as plantas tratadas com doses mais elevadas de melatonina tiveram seu
crescimento inibido, indicando que os beneficios da melatonina as plantas
dependem da dose aplicada, podendo ser prejudicial as plantas.

Durante o periodo de déficit hidrico ocorrem alteragcdes nas raizes, e
essas liberam diversos sinais para as demais partes da planta, através de
mensageiros, como por exemplo, o acido abscisico (ABA), um fitorménio
relacionado a diversos estresses abidticos. Dentre as respostas desencadeadas
por esse regulador de crescimento, destaca-se, o fechamento estomatico e o
crescimento de raiz em condigdes de déficit hidrico (SHARP; LENOBLE,
2002).

Nesse trabalho, a restricdo hidrica por 20 dias desencadeou reducdo nas
taxas fotossintéticas, condutancias estomaticas, taxas transpiratdrias e eficiéncia
de carboxilagdo. Entretanto, os efeitos foram menos pronunciados nas plantas
tratadas com 300 uM de melatonina para todas essas variaveis, em relacdo aos
demais tratamentos que estavam sob déficit hidrico. Isso provavelmente se deve
a menor variacdo do potencial hidrico nas plantas desse tratamento. Ressalta-se
ainda, que a maior taxa fotossintética, aliada a maior area foliar total, observadas
nas plantas tratadas com 300 M de melatonina, explicam o melhor desempenho

de crescimento demonstrado nessas plantas.
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Em plantas submetidas a seca ocorrem alteragbes nas raizes,
aumentando a biossintese de ABA, que € entdo, transportado via corrente
transpiratoria no xilema até a parte aérea, onde se une ao ABA hidrolisado e
aqueles produzidos pelas folhas aumentando o pool desse hormonio nas folhas
(SCHACHTMAN; GOODGER, 2008). Nesse 6rgdo, o ABA se liga ao seu
receptor, localizado nas células-guarda, desencadeando uma série de reacGes que
resultam em reducdo da condutdncia estomatica (KANG et al., 2010). Esse
processo € um mecanismo de adaptagdo das plantas a seca, em que reduz a
transpiragdo, reduzindo com isso, a desidratagdo. Juntamente com a reducéo da
condutancia estomatica ocorre a diminui¢do da concentragdo interna de carbono,
comprometendo a atividade de carboxilacdo da carboxilase/oxigenase da
Ribulose — 1,5 - bifosfato pela falta de substrato, caracterizando reducdo nas
taxas fotossintéticas pela limitagdo estomatica (YARDANOV et al.,, 2003;
GHANNOUM et al., 2009; XU et al., 2010).

Nesse trabalho, a aplicacdo de 300 mM de melatonina proporcionou
uma menor limitacdo estomatica da fotossintese, uma vez que as plantas desse
tratamento apresentaram maiores taxas fotossintéticas e condutancias
estomaticas do que os outros tratamentos que estavam submetidos ao déficit
hidrico. E isso se deve provavelmente, aos potenciais hidricos maiores
apresentados por essas plantas. Ap6s 24 horas de reidratacdo todos o0s
tratamentos que estavam sob condi¢Bes de seca, apresentaram ainda menores
valores nas variaveis de trocas gasosas em relacdo ao controle, no entanto,
plantas tratadas com 300 UM de melatonina demostraram o maior valor de
fotossintese e eficiéncia de carboxilacdo, sem diferengas significativas para
transpiragdo e condutancia estomdtica, quando comparadas as plantas dos
demais tratamentos que estavam sob restrigdo hidrica.

Resultados sugerem que a reducéo na condutancia estomatica durante os

20 dias de estresse limitou a chegada de CO; nos sitios de carboxilacdo da



54

Rubisco, comprometendo, dentre outros, o ciclo de Calvin, havendo, portanto
menor consumo de poder redutor (NADPH) para formacéao de trioses fosfatos e
provocando um feedback negativo no processo fotossintético (YARDANOV et
al., 2003; GHANNOUM et al., 2009; XU et al., 2010). Com a reducdo do
consumo de NADPH, os elétrons da ferredoxina reduzida ndo encontram seu
aceptor NADP”, sendo transferidos para moléculas de oxigénio, as quais podem
ser oriundas da hidrélise da agua ou de outras reagfes nos tilacdides
(YAMAMOTO et al, 2008; YAMASHITA et al, 2008), reduzindo - o a radicais
superoxido, que em estresses elevados podem ser reduzidos a outras espécies
reativas de oxigénio (EROs). Essas EROS comprometem dentre outros
processos, a sintese de novo da proteina D1 no fotossistema Il, podendo
ocasionar a peroxidacdo das membranas dos tilacGides, e consequentemente,
impossibilitando o transporte de elétrons, e impedindo a formacdo de poder
redutor e sintese de ATP (KARABAL; YUCEL; OKTEM, 2003; FOYER;
NOCTOR, 2000; SCANDALIOS, 1993; TAKAHASHI; MURATA, 2006).
Com a baixa concentracdo de ATP a regeneracdo da ribulose - 1,5 - bisfosfato,
molécula chave para entrada do CO, no ciclo de Calvin, é comprometida,
levando uma reducdo na taxa fotossintética por falhas bioquimicas
(TAKAHASHI; MURATA, 2006).

Deste modo é possivel observar que plantas tratadas com 300 uM de
melatonina sofreram menores danos ao aparato fotossintético durante a condicao
de seca, uma vez que, quando reidratadas apresentaram 0s mesmo valores de
condutancia estomatica, porém maiores valores de fotossintese e eficiéncia de
carboxilagdo, que plantas ndo tratadas ou tratadas com 500 uM de melatonina.
Além disso, plantas tratadas com 300 UM de melatonina, em condigdes de seca,
apresentaram valores de clorofila iguais aos de plantas irrigadas, contrapondo-se
aquelas ndo tratadas ou tratadas com 500 UM de melatonina, pois sofreram

oxidagdo nas moléculas de clorofilas e assim apresentaram menor contetdo
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desse pigmento. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com
cevada, onde observou-se o efeito protetor da melatonina sobre a perda de
clorofilas, uma vez que o teor de clorofila retida nas folhas foi dependente da
concentracdo de melatonina em que era exposta, observando-se ainda que
concentracbes mais elevadas de melatonina provocaram efeitos negativos,
provavelmente por se apresentarem como niveis toxicos (ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2009).

Quanto ao menor potencial hidrico verificado nas plantas tratadas com
300 uM de melatonina, durante o periodo de seca, pode-se relacionar sua
ocorréncia ao maior crescimento das raizes, otimizando a captura de agua no
solo e proporcionando melhores condi¢Ges hidricas para essas plantas. Como
mencionado anteriormente, durante a seca as plantas aumentam o crescimento
de suas raizes por inducdo do ABA. Nesse sentido, a melatonina provavelmente
desempenha um papel regulador no crescimento e desenvolvimento de plantas,
particularmente das raizes, podendo se relacionar com a auxina e fitocromos,
induzindo o crescimento desse 6rgdo (PARK; BACK, 2012).

Observou-se ainda, que as raizes das plantas que estavam sob restricdo
hidrica constituiram um forte dreno, uma vez que houve maior alocacdo de
carbono das folhas para esses 6rgaos, influenciando em maiores conteidos de
acucares redutores tanto em folhas quanto em raizes. Essas respostas foram mais
evidentes nas plantas tratadas com 300 UM e sem tratamento de melatonina, uma
vez que, aparentemente, essas plantas reduziram o teor de sacarose e aglcares
soluveis totais nas folhas e aumentaram nas raizes, justificando assim, 0 menor
crescimento da parte rea em funcdo do incremento no sistema radicular.
Resultados semelhantes foram encontrados por Xu et al., (2015), em que o
estresse hidrico levou a reducdo do acumulo de agUcares sollveis, visto que 0s
agucares sao bastante sensiveis as mudangas nas condi¢des hidricas das plantas,

sendo sua sintese e degradacdo coordenadas por diversas enzimas. Assim sendo,
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a reducdo no conteldo de carboidratos pode ser atribuida tanto a reducdo da
sintese, pela inibicdo da atividade da sintase da sacarose-fosfato, quanto ao
aumento da degradacdo, por acdo da invertase acida as quais tornam esses
carboidratos disponiveis para consumo (SILVA et al., 2011, KOCH, 2004).

Apesar dessa variacdo nos teores desses carboidratos, o contetdo de
amido apresentou 0 mesmo padrédo para folhas e raizes, no entanto com o déficit
hidrico, todas as plantas que estavam sob essa condicdo de tratamento
apresentaram menores incrementos de amido do que aquelas sob irrigacdo
normal. Esses resultados vdo de encontro aos apresentados por Silva et al.,
(2011), pois os autores relatam, que sob baixos potenciais hidricos a sacarose
sofre forte reducdo e a concentracdo de amido reduz em até 70%, numa resposta
bem caracterizada para cafeeiros sob déficit hidrico. Ressalta-se ainda, que esse
fato pode estar relacionado a necessidade de as plantas sob déficit hidrico
alocarem mais sacarose para as raizes como uma resposta de adaptacdo a seca e
a gueda na fotossintese. A menor concentra¢do de carboidratos nas plantas
tratadas com 300 uM de melatonina pode ser atribuida, por um lado, a sua
menor alocacdo quanto menor for o estresse, evidenciando com isso, que as
menores doses de melatonina induzem um menor acimulo de carboidratos,
como observado em Prunus avium, Prunus cerasus (SARROPOULOU et al.,
2012) e Malus hupehensis (WANG et al., 2013b), e por outro lado pelo fato de
as respostas a melatonina exdgena serem dependes da dose aplicada, indicando
mais uma vez, que altas concentragdes de melatonina induzem a toxidez ao
invés de inducéo de toleréncia.

Levando-se em consideragdo os beneficios da dose 300 pM de
melatonina ao aparato fotossintético, pode-se considerar também, os efeitos
benéficos desse tratamento sob o sistema antioxidante enziméatico e ndo
enzimatico. Nesse sentido, foi observada uma menor atividade da SOD nas

plantas tratadas com 300 uM de melatonina aos 20 dias de estresse hidrico,
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notando-se uma reducdo da atividade dessa enzima apo6s a reidratacdo, em todos
os tratamentos de restricdo hidrica, corroborando com o potencial hidrico maior
apresentado pelas plantas tratadas com essa dose. Em contrapartida, nas raizes,
constatou-se um aumento na atividade dessa enzima com a reidratacéo, fato que
se deve, provavelmente, a retomada dos processos metabdlicos, o que pode ter
resultado em maior formacdo de superdxido nas raizes dessas plantas durante
reacOes de oxirreducao.

Destaca-se ainda, que a concentracdo de 300 uM de melatonina pode ter
induzido uma dupla defesa contra os efeitos nocivos do peréxido de hidrogénio,
durante o estresse hidrico, nas folhas das plantas deste tratamento, em que pbde-
se notar, um aumento na atividade tanto da CAT quanto da APX, contribuindo
para a baixa peroxidacao encontrada nas folhas dessas plantas. Sugere-se ainda,
que os niveis de peroxido de hidrogénio nas folhas dessas plantas foram baixos,
uma vez que, a enzima mais ativa nessas condi¢Ges foi a APX, que atua em
baixas concentracfes de seu substrato, enquanto em plantas de déficit hidrico
ndo tratadas e tratadas com 500 uM de melatonina, foi a CAT, enzima que atua
em altas concentracGes de peréxido. Com a reidratagdo pdde-se notar que
plantas tratadas com 300 uM de melatonina tiveram uma reducdo do estresse
oxidativo, e que a alta atividade da CAT nas plantas pode estar relacionado com
a producdo de perdxido de hidrogénio pela atividade da oxidase do glicolato nos
peroxissomos, durante o processo de fotorrespiragdo, visto que 0 processo
fotossintético ndo havia sido recuperado por completo. Ja nas raizes o oposto foi
observado, uma vez que as atividades das enzimas CAT e APX foram reduzidas
a valores iguais aos de plantas controle, reduzindo nessas plantas o estresse
oxidativo.

A melatonina € uma molécula sensivel as mudangas ambientais,
podendo ter suas concentraces nas plantas aumentadas com a exposi¢do dessas

a estresses, assim melhorando as respostas das plantas as condi¢fes adversas.



58

Dentre as respostas desencadeadas pela melatonina, o aumento do sistema
antioxidante enzimatico pode ser a principal delas. Diante desses efeitos da
melatonina, em plantulas de tomate pré-tratadas foi observada uma minimizacgao
dos impactos negativos da seca pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, induzida por concentracbes menores de melatonina (LIU et al.,
2015). Também em pepino, foi verificado que a atividade das enzimas SOD e
CAT foram reduzidas em 40,6% nas plantas sob restricdo hidrica, contrapondo-
se aquelas tratadas com melatonina, pois exibiram aumentos na atividade dessas
enzimas (ZHANG et al., 2013). Além disso, em plantas de maca sob seca, foram
mostradas atividades significativamente mais elevadas da CAT nas plantas
tratadas com melatonina, em relacdo as que estavam sob condicdo de seca ndo
tratadas ou mesmo as plantas bem irrigadas (WANG et al., 2013).

Além do sistema antioxidante enzimatico, em geral a melatonina induziu
um aumento na sintese de ascorbato, um antioxidante ndo enzimatico que
participa do ciclo ascorbato-glutationa na neutralizacdo de EROs. Diante disso, 0
tratamento com 300 UM de melatonina foi 0 que promoveu maior estimulo para
a sintese desse antioxidante, em folhas e raizes, durante condi¢cBes de seca e
reidratacdo, contribuindo para 0 menor estresse oxidativo observado nessas
plantas. Resultados semelhantes foram encontrados em folhas de maca tratadas
com melatonina (WANG et al.,, 2012), em que o conteddo de ascorbato
aumentou nas folhas expostas a melatonina, ainda nas primeiras 12 horas de
tratamento. Esses resultados nos confirma que a melatonina além de aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes, induz o aumento de outros antioxidantes,
afim de reduzir os danos oxidativos causados pelos estresses.

Somados a esses mecanismos de defesa antioxidante, a capacidade das
plantas em tolerar a seca envolve o acimulo de solutos, com o intuito de reduzir
0 potencial osmético, mantendo o turgor celular em condi¢Ges Otimas. Nesse

sentido, a prolina produzida sob estresses, é cumulada no citosol das células
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contribuindo para o ajustamento osmoético. Nesse estudo foi observado que o
tratamento com 300 uM de melatonina reduziu os efeitos do estresse hidrico,
visto que o conteido de prolina durante condi¢bes de estresse hidrico, em
plantas que receberam esse tratamento foi menor nas folhas e raizes, em
comparagdo com plantas ndo tratadas ou tratadas com 500 uM de melatonina.
Esse resultado se deve, provavelmente, ao menor potencial hidrico foliar
apresentado por essas plantas tratadas com 300 pM de melatonina.
Corroborando com esse panorama, Silva et al. (2011) notaram que em pés-
francos dos clones 109A de Coffea canefora os niveis de prolina aumentavam a
medida em que o potencial hidrico diminuia, e assim plantas com potencial de -
3,0 MPa apresentaram maiores contetdos de prolina do que plantas cujo
potencial hidrico era -1,5 MPa. Podemos inferir, com isso que a dose de 300 uM
de melatonina, atenuou o estresse hidrico, contribuindo para um menor acimulo
de prolina, como observados em estudos de Prunus avium, Prunus cerasus
(SARROPOULOU et al., 2012).

Visto o0s resultados observados para o sistema antioxidantes,
proporcionadas pela dose de 300 UM de melatonina, pode-se inferir que esse
tratamento contribuiu para um menor estresse oxidativo nessas plantas, dado que
as plantas desse tratamento demostraram menores valores de peroxidacdo
lipidica em suas folhas do que aquelas de outros tratamentos que estavam nas
mesmas condigdes de seca, justificando assim, os menores danos bioquimicos a
fotossintese, representados pela maior eficiéncia de carboxilagdo das plantas
desse tratamento. Além disso, nas raizes aos 20 dias de estresse hidrico, a
peroxidacdo lipidica foi considerada normal, uma vez que, essas plantas
apresentaram contetdos de malondialdeido iguais aos de plantas sob irrigagdo
proxima a capacidade de campo. Esse resultado, explica o maior crescimento
dessas raizes e o menor potencial hidrico encontrado nesse tratamento, pois,

aparentemente, as raizes dessas plantas ndo sofreram danos com o estresse



60

hidrico, ao contrario de plantas de déficit hidrico ndo tratadas ou tratadas com
500 uM de melatonina, que tiveram cerca de 50% a mais de peroxidacédo
lipidica. Esse aumento na peroxidacdo observado nessas plantas pode ter
causado problemas na condutividade hidraulica das suas raizes, comprometendo
a absorcao e transporte de dgua e fazendo com que essas plantas apresentassem
maior estresse hidrico.

Alteracdes nos niveis de peroxidacao lipidica servem para demonstrar a
extensdo do dano causado pelo estresse oxidativo. De modo geral, em plantas
tratadas com melatonina sdo notadas reducdes nos conteddos de MDA, como
observado em Cucumis sativus L. (ZHANG et al.,, 2013), e Vigna radiata
(SZAFRANSKA et al., 2012). Atrelado a isso, evidéncias apontam que a
suplementacdo com melatonina beneficia o desempenho das plantas frente aos
estresses abidticos, promovendo aumento no sistema antioxidante e impedindo
com isso os efeitos nocivos das EROs (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014;
ZHANG et al., 2014).

Uma vez que a melatonina proporciona tolerancia a estresses em plantas,
o0s resultados desse estudo sugerem que sob estresse hidrico, a dose de 300 UM
de melatonina promove um aumento de componentes do sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico, contribuindo para menores danos celulares,
permitindo a manutencdo da integridade do aparato fotossintético e crescimento

vegetal.

Consideraces Finais

Diante desses resultados sugere-se que a melatonina pode ter uma
aplicacdo préatica na implantacdo de lavouras cafeeiras, uma vez que durante o
plantio, as mudas sdo mais sensiveis as restricdes hidricas. Em contrapartida,
estudos em campo devem ser realizados para comprovar esses resultados obtidos

em casa de vegetagao.
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Concluséo

1.

A dose de 300 uM de melatonina promoveu tolerancia a seca em mudas de
Coffea arabica L., uma vez que induziu o crescimento de raizes evitando a
reducdo do potencial hidrico.

Sob estresse hidrico, a concentracdo de 300 UM melatonina promoveu
protecdo ao aparato fotossintético, permitindo maiores trocas gasosas e
maiores conteudos de clorofila, promovendo ainda, ap6s a reidratacao,
melhor recuperagdo dessas plantas, uma vez que exibiram maior eficiéncia
de carboxilacéo e sintese de clorofila.

A melatonina possui efeito bimodal, uma vez que a dose mais alta (500
MM) provocou efeitos negativos na tolerancia ao estresse, provavelmente

por se apresentar como nivel toxico.
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Figura 1: Médias diéarias de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) durante o
periodo experimental.
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Figura 2: Potencial hidrico foliar antemanhd (Wpd) em mudas de cafeeiro submetidas ao
déficit hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e 500 pM).
As barras representam o erro padrdo das médias de trés repeticdes.
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Tabela 1: Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e area foliar
total (AFT) de mudas de cafeeiro submetidas ao déficit hidrico e diferentes tratamentos
de melatonina (300 uM e 500 puM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05).

MS PA (g) MS Raiz (g) Raiz/PA AFT (cm?)
Conftrole 7,807 a 1,427 ¢ 0,18240b 818,088 a
21 dias IDH 5,061 b 1.657 b 0,3294a 631,484 ¢
DH + 300 pnM 7,087 a 2,308 a 0,3257a 736,488 b
IDH + 500 pM 5,799 b 1,850 b 0,3247a 644,246 ¢
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Figura 3: Teores de clorofila em mudas de cafeeiro submetidas ao déficit hidrico e
diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e 500 puM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras maidsculas
denotam comparacOes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
mindsculas fazem comparagéao entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 4: Taxa assimilatéria liquida (A), conduténcia estomatica (B), taxa transpiratoria
(C) e eficiéncia de carboxilacdo (D) de mudas de cafeeiro submetidas ao déficit hidrico e
diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e 500 uM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras maiulsculas
denotam comparacOes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
minusculas fazem comparagéo entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 5: Conteudo de sacarose (A, B), agucares sollveis totais (C, D), agucares
redutores (E, F) e amido (G, H) em folhas e raizes de mudas de cafeeiro submetidas ao
déficit hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 pM e 500 pM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras mailsculas
denotam comparacOes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
mindsculas fazem comparagdo entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 6: Atividade da Dismutase do superéxido em (A, B), Peroxidase do ascorbato (C,
D) e Catalase (E, F) em folhas e raizes de mudas de cafeeiro submetidas ao déficit
hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e 500 uM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras mailsculas
denotam comparacOes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
mindsculas fazem comparagao entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 7: Niveis de Ascorbato em folhas (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro
submetidas ao déficit hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e 500
UM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras mailsculas
denotam comparacfes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
minusculas fazem comparacdo entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.

0,25 4 0,15 4

Aa

0,20 4

015 Ca 0,10 { Ca

0,10 4
0,05 4

Prolina (pg prolina mg-1 MF)
Prolina (pg prolina mg-1 MF)

0,00 1

s[0WD [
apouop [

‘
sy [
sl (]

Wi ooe + Ha [
Wi ooe + HU [

Wl ooe + HO [
wrlooe + na [T

Wrloos + Ha

Wi 0os + HA
Wil oos + HA
wrl oog + Ha

20 dias

20 dias 21 dias

Figura 8: Niveis de prolina em folhas (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro submetidas
ao déficit hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 UM e 500 uM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras mailsculas
denotam comparacOes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
mindsculas fazem comparagao entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 9: Concentracdo de malondialdeido em folhas (A) e raizes (B) de mudas de
cafeeiro submetidas ao déficit hidrico e diferentes tratamentos de melatonina (300 uM e
500 pM).

As letras comparam o efeito dos tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p <
0,05). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. Letras mailsculas
denotam comparacfes entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo, e letras
minusculas fazem comparacdo entre os tempos dentro de um mesmo tratamento.



