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RESUMO

A propagacdo vegetativa possibilita a clonagem de plantas com elevado potencial
produtivo, resistentes estresses bidticos e abioticos. A melatonina e o acido indol-3-
butirico (AIB) sdo moléculas com potencial para estimular a formacdo raiz (FR), no
entanto, pouco se sabe do efeito de ambas sobre atividade de enzimas antioxidante, H.O»,
fendis e alcaloides na FR durante fases do enraizamento. Objetivou-se avaliar os impactos
da aplicacdo da melatonina e AIB sobre a formagdo de raiz com atividade enzimatica,
conteddo de H»O, fendis e alcaloides. O presente trabalho foi dividido em dois
manuscritos, e em ambos foram utilizados delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticGes. No primeiro manuscrito, utilizou-se os seguintes tratamentos: Controle,
melatonina 43 uM (M43), melatonina a 215 uM (M215) e AIB a 7380 uM (AIB), nas
fases do enraizamento, indugdo aos 0 e 7 dias ap0ds o plantio (DAP), iniciagdo aos 28 DAP
e expressdo aos 47 e 76 DAP em estacas de cafeeiro arabica cultivar Catuai IAC-144. No
segundo manuscrito, foram testados quatro tratamentos (Controle, melatonina a 21 pM
(M21), M43 e AIB nas fases do enraizamento, que séo, indugdo aos 0 e 7 DAP, iniciacdo
aos 28 DAP e expressdo aos 47 e 69 DAP, utilizou-se cafeeiro arabica da cultivar Mundo
Novo. Em ambos os manuscritos foram realizados parametros de fitotécnicos e
bioquimicos. manuscrito I: Quando as estacas foram tratadas com M43 foi observado que
0 H20:> correlacionou positivamente em todas as fases do enraizamento para maior peso
da matéria seca da raiz (PMSRA). Além do mais, a SOD, APX e CAT na fase de indugédo
correlacionaram positivamente com PMSRA. Aos 28 DAP na fase de inicia¢do a SOD,
POD e PPO também correlacionaram positivamente com PMSRA. Aplicacdo de AIB
estimulou a PPO na inducdo e APX e CAT correlacionaram positivamente com PMSRA
e negativamente com PEE. Evidencias bioquimicas mostram que o aumento da atividade
enzimatica e conteudo de H2O> nas diferentes fases do enraizamento pode ser necessario
para formacdo de raiz induzida pela M43. O aumento da atividade enzimatica esteve
envolvido na formacdo de raiz e antecipacdo do enraizamento induzida pela aplicacéo de
AIB. Artigo II: Foi constatado que os tratamentos M43 e AIB promoveram maior PEE e
trigonelina na inducdo e na iniciacdo, H20- na fase de iniciagdo e fenois totais na fase de
inducdo. A M43 aumenta o contetdo de cafeina na inducdo e na iniciacdo a associada a
FR. A cafeina, trigonelina, fenois totais e H2O. parecem estar evolvidos no enraizamento
de cafeeiro ardbica associada aplicacdao de M43 e AIB.

Palavras-chave: Propagagdo vegetativa. N -acetil-5-metoxitriptamina. Coffea arabica.
Acido indol-3-butirico. Alcaloide.



ABSTRACT

Vegetative propagation enables the cloning of plants with high yield potential, resistant
to biotic and abiotic stresses. Melatonin and indole-3-butyric acid (IBA) are molecules
with the potential to stimulate root formation (RF), however, little is known about the
effect of both on the activity of antioxidant enzymes, H20., phenols and alkaloids in the
stages of development. rooting. The objective was to evaluate the impacts of melatonin
and IBA application on root formation with enzymatic activity, H20. content, phenols
and alkaloids. The present work is divided into two manuscripts, and in both, a completely
randomized design with four replications was used. In the first manuscript, the following
treatments were used: Control, 43 uM melatonin (M43), 215 uM melatonin (M215) and
7380 uM AIB (AIB), in the rooting phases, induction at 0 and 7 days after planting (DAP),
initiation at 28 DAP and expansion at 47 and 76 DAP in arabica coffee cultivar Catuai
IAC-144. In the second manuscript, four treatments were tested (Control, melatonin at 21
uM (M21), M43 and IBA in the rooting phases, which are, induction at 0 and 7 DAP,
initiation at 28 DAP and expansion at 47 and 69 DAP, used arabica coffee of the Mundo
Novo cultivar. In both manuscripts, phytotechnical and biochemical parameters were
performed. Article I: When cuttings were treated with M43, it was observed that H20-
positively influenced at 0, 27 and 47 DAP for higher root dry matter weight (HRDMW).
Furthermore, SOD, APX and CAT at 7 DAP correlated positively with HRDMW. At 28
DAP, SOD, POD and PPO also correlated with an increase in HRDMW. IBA application
stimulated PPO at 0 DAP and APX and CAT correlated positively with HRDMW and
negatively with the percentage of rooted cuttings (PRC). Biochemical evidence shows
that increased enzymatic activity and H202 content at different rooting stages may be
necessary for M43-induced root formation. The increase in enzymatic activity was
involved in root formation and anticipation of rooting induced by the application of IBA.
Article II: It was found that treatments M43 and AIB promoted higher PRC and
trigonelline in induction and initiation, H202 in the initiation phase and total phenols in
the induction phase. M43 increases the caffeine content in the induction and initiation of
an associated RF. Caffeine, trigonelline, total phenols and H202 seem to be involved in
the rooting of arabica coffee associated with the application of M43 and IBA.

Keywords: Vegetative propagation. N-acetyl-5-methoxytryptamine. Coffee arabica.
Indole-3-butyric acid. Alkaloid.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Coffea arabica L. possui grande importancia no cenario mundial, pois é uma das
bebidas mais consumidas no mundo, e a busca por tecnologias que reduzam o custo de producédo
e aumentem a produtividade é de suma importancia para a cafeicultura. Dentre as tecnologias
ja existentes, a clonagem pelo método da estaquia pode ser uma eficiente opcdo para
multiplicacdo de plantas com elevado potencial produtivo, resistentes a pragas e doencas e
tolerantes a estresses abioticos.

A estaquia € um método de multiplicacdo de individuos, que apresenta simplicidade na
técnica, além de ser economicamente viavel para formacdo de mudas (DIAS et al., 2015;
PORFIRIO et al., 2016). Na estaquia, a formacéo de raiz é influenciada por fatores genéticos,
fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos (ILCZUK; JACYGRAD, 2016), na qual o primordio
radicular se origina préximo ao cambio vascular (JESUS et al., 2010).

Na preparacdo das estacas para producao de mudas de cafeeiro ardbica, da-se um corte
em ramos ortotrépicos com finalidade de produzir mudas idénticas a planta mée. Apds o corte
das estacas, nutrientes e dgua sdo cessados, além de ocorrer estresse devido o corte das estacas
antes mesmo da formacdo de raiz (ZHANG et al., 2017). Com isso, a atividade do sistema
antioxidante pode agregar grande importancia na eliminacao das espécies reativas de oxigénio
(EROs).

Os compostos fendlicos e H>O2 estdo envolvidos na formacdo de raiz. Onde o0s
compostos fenolicos protegem as auxinas da descarboxilagéo, favorecendo maior conteudo de
auxina enddgena disponivel para induzir as raizes (WILSON; VAN STADEN, 1990).

A polifenoloxidase (PPO) é considerada um marcador bioguimico envolvido no
controle da formacéo de raiz adventicia (EMILE et al., 2019), onde promove a divisdo celular,
diferenciacdo, bem como a formagdo e desenvolvimento de primdrdios de raiz (YILMAZ;
TASKIN; OTLUDIL, 2003). PPO também acelera a formacao de compostos fenolicos-AlA e,
consequentemente, promove formacgdo de raiz (BALAKRISHNAMURTHY; RAO, 1988;
ROUT, 2006; NAG; SAHA; CHOUDHURI, 2001).

Estudos apontam que a melatonina também atua positivamente na formacgéo de raiz
(MAO et a, 2020; ZHAO et al., 2009), onde desencadeia um acumulo de oxido nitrico (NO)
combinado com a distribui¢do de auxina para melhorar o enraizamento adventicia (WEN et al.,
2016). A melatonina regula positivamente o H.O2 para melhorar a formagéo de raiz adventicia
(CHEN et al., 2018).
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Os compostos alcaloides sdo conhecidos pela sua capacidade de defesa contra
patdgenos, controle de ervas daninhas e condi¢des de estresse abidticos, como salino e déficit
hidrico (PHAM et al., 2019; WINK; TWARDOWSKI 1992; IRANKHAH et al., 2020; BADI
et al., 2018). Tambeém foi descoberto na presente pesquisa que os alcaloides como cafeina e
trigonelina estiveram envolvidos na formacéo de raiz adventicias em estacas de cafeeiro arabica
na cultivar Catuai IAC-144. A melatonina estimula a sintese de fendis totais, H20> e alcaloides
nas diferentes fases do enraizamento para promover formacédo de raiz. Enquanto que o AIB
possui um efeito direto na formacéo de raiz. Com isso, objetivou-se avaliar o enraizamento e
morfologia da raiz associada atividade enzimatica, contetdo de H>O>, compostos fendlicos,
cafeina e trigolelina sob aplicacdo de acido indol-3-butirico (AIB) e melatonina em dois

experimentos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Aspectos gerais da cultura

O Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre. sdo duas espécies comercialmente
importantes dentro do género Coffea, a qual produzem cafés do tipo ardbica e robusta
(REZENDE, 2016). Entretanto, a maioria dos plantios comerciais mundiais sdo do tipo arabica,
principalmente, pela qualidade de sua bebida. O café arabica foi originario da Etidpia, em vales
do rio Atbarah e das regifes Kaffa com latitudes de 8° a 12° N e longitude de 40° a 42° E
(CHEVALIER, 1946). Nestas regides, o Coffea arabica possui caracteristica de arbusto e
desenvolve sob sombreamento nas florestas tropicais com precipitagédo 1.200 a 2.000 mm e
altitude de 1.000 a 2.500 m (CHEVALIER, 1946).

A arquitetura do cafeeiro arabica é caracterizada por possuir ramos plagiotrépicos com
crescimento horizontal, ou denominado ramos produtivos, e ramos ortotropicos que crescem na
vertical e suas folhas crescem em pares opostas (GUIMARAES; MENDES; SOUZA, 2004).
Além disso, o café arabica é considerado tetraploide, autdgama e possui fecundagéo cruzada
entre 10 a 12% (GUIMARAES; MENDES; SOUZA, 2004). As variedades mais conhecidas do
café ardbica sdo Bourbon e Typica, posteriormente a partir de ambas cultivares originara-se,
cultivares como, Caturra, Mundo Novo e Tico (GUIMARAES; MENDES; SOUZA, 2004).
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No ano de 2021 a producdo estimada do café ardbica foi de 30.729,9 mil sacas, o que
representa uma redugédo de 36,9% em comparagdo ao ano anterior (CONAB, 2021). As
condicdes climaticas como seca aliada as geadas, e os efeitos fisioldgicos da bienalidade
negativa possibilitaram uma diminuic¢do do rendimento médio (CONAB, 2021). No estado de
Minas Gerais (MG) estima-se uma producdo de 21.442,3 mil sacas de café beneficiado, seguido
pelos estados do Espirito Santo (ES) com 14.126,00 e S&o Paulo (SP) com 4.009,2 mil sacas
(CONAB, 2021). Estas estimativas sao referentes ao terceiro levantamento entre 0os meses de
agosto e setembro de 2021, e o quarto levante referente a colheita final sera realizado no més
de novembro de 2021 (CONAB, 2021).

2.2  Propagacao vegetativa por estaquia

Na atividade agricola, um dos fatores primordiais é a propagacdo de plantas
(HARTMANN et al., 2013), na qual, é entendida como pacotes de técnicas com intuito de
perpetuar espécies vegetais de forma controlada, multiplicando os individuos para garantir e
preservar caracteristicas agrondmicas (HOFFMANN et al., 2013; VERAS, 2017).

A estaquia € um meétodo da propagacdo vegetativa importante, por apresentar
simplicidade na técnica e ser economicamente viavel para formacao de plantios clonais, além
de produzir mudas com sistema radicular mais desenvolvido em comparacdo com mudas
proveniente de sementes (DIAS et al., 2015; PORFIRIO et al., 2016; JESUS; CARVALHO;
SOARES, (2007).

A propagacdo vegetativa em cafeeiro arabica, consiste na multiplicacéo de plantas com
alto valor tecnoldgico, seja ele, maior producdo, resistente a pragas e doencgas, tolerante a
estresses abioticos e etc. Além de possibilitar, uniformidade da producdo e maturacao de frutos
(PAULINO; MATIELLO; OAULINE, 1985; TOSTA et al., 2012).

No entanto, para que um caule de cafeeiro arabica consiga ser capaz de viver de forma
autdbnoma apos ser destacado da planta matriz, a regeneracdo de um novo sistema radicular é
crucial. Além disso, a propagacéo vegetativa possibilita a formacao de plantas idénticas a planta
clonada (PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014). A capacidade das plantas de se
reproduzirem vegetativamente esta ligado diretamente na plasticidade das células vegetais para
se desdiferenciar e formar novos orgdos que irdo eventualmente regenerar uma nova planta
(PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014). A formacdo de raiz é influenciada por fatores
genéticos, fisiologicos, bioquimicos e anatbmicos (ILCZUK; JACYGRAD, 2016). Em estacas
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a partir de caule, o primordio radicular é normalmente préximo a superficie do corte, ou em
pontos onde os feixes vasculares se cruzam com o cambio (ILCZUK; JACYGRAD, 2016;
JESUS et al., 2010). A camada descontinua do esclerénquima facilita a formacéo de raiz
(JESUS et al., 2010; OPENA et al., 2020), enquanto que uma camada continua ou quase
continua do esclerénquima, oferece resisténcia a formacao de raiz (LOPES, 1995; CASTRO et
al., 2009; OPENA et al., 2020).

A formacdo de umaraiz ocorre em trés fases, que sdo a inducéo, a iniciacao e a expressao
(HUSEN et al., 2015; ZHANG et al., 2017). A fase de inducao envolve eventos bioquimicos
que precedem mudanc¢as morfoldgicas visiveis, enquanto que na fase de iniciacdo ocorre o
inicio dos primérdios e meristemas. J& a fase de expressao caracteriza-se pelo crescimento intra-
caulinar do primdrdio radicular e emergéncia da raiz (GUAN et al., 2015; ZHANG et al., 2017;
HUSEN et al., 2017).

No cafeeiro arabica, a propagacdo vegetativa pelo método de estaquia é uma
tecnologia vidvel por apresentar baixo custo, facil manejo e rapida producdo de mudas em
relacdo a outros métodos, como a cultura de tecido. Desde a década de 50 0 método vem sendo
estudado, quando o pioneiro Inforzato (1950) empregou hormdnios para formacao de raiz de
cafeeiro arabica. Vérias pesquisas foram realizadas com intuito de maximizar a producéo de
mudas (JESUS, 2003; BALIZA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; REZENDE et al., 2010).

Em um estudo realizado com diferentes volumes do tubete e por¢cdes do ramo
ortotropico, concluiram que a cultivar Acaia Cerrado MG 1474 ndo tem o enraizamento
prejudicado em funcio do tamanho do tubete 50 e 120 m® por até 120 dias, e a por¢io mediana
do ramo ortotrépico foi a que promoveu melhor desenvolvimento de mudas (REZENDE et al.,
2017). A qualidade da estaca para o enraizamento, pode variar ao longo do ramo ortotrépico,
pois a composi¢do quimica do tecido é alterada, e consequentemente cada tipo de estaca pode
apresentar enraizamento diferente (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).
Enquanto que, Ono; Rodrigues; Pinho (1992) verificaram a influéncia da época de coleta dos
ramos no enraizamento de estacas de café arabica, concluiram que, as estacas coletadas na

estacdo chuvosa promovem maior enraizamento.

2.3 Atividade enzimatica e H20>

Uma vez que os caules sdo cortados da planta-mée, seu suprimento de nutrientes e

agua é cessada e os caules estdo, portanto, sob estresse antes da formacao de raizes adventicias



16

(ZHANG et al., 2017). Porém, melhorar a resisténcia ao estresse e reduzir o tempo necessario
para a formacdo de raizes sdo fundamentais para a sobrevivéncia das estacas. Com isso,
atividade enzimatica do sistema antioxidante pode atenuar os efeitos negativos. A dismutase do
superoxido (SOD) atua na primeira linha de defesa, dismutando o radical O2" a H202 e O2 nos
Cloroplastos, peroxissomas e mitocondrias evitando a formagdo de OH™ a partir do O
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; SHARMA et al., 2012; MORITA et al., 2011; CHEN
etal., 2018) (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo simplificado das atividades da dismutase do superdxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase (POD) e catalase (CAT).
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Posteriormente 0 H20- é reduzido a H2O e O pela enzima peroxidase do ascorbato
(APX) e peroxidase (POD) e catalase (CAT) (BARBOSA et al., 2014; SHARMA et al., 2012;
LOCATO et al., 2010) (Figura 1). A APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons,
reduzindo a monodehidroascorbato (MDHA). A aumento da atividade da CAT na fase de
inducdo pode influenciar positivamente o enraizamento (ELMONGY et al., 2018).

Zhang et al, (2017) notaram que a atividade da SOD aumentou continuamente até a fase
de iniciacdo. Este achado sugere que um aumento continuo na atividade da SOD ocorre
principalmente antes da formacéo de raizes adventicias (ZHANG et al., 2017). Visto que, as
estacas foram expostas ao estresse ap0s 0 corte e a atividade da SOD poderia aumentar a

resisténcia das estacas ao estresse (ZHANG et al., 2017). Ap6s a emergéncia das raizes



17

adventicias, a funcao de absorcdo das raizes é recuperada, aliviando assim a planta do estresse,
enquanto a atividade de SOD comega a reduzir (ZHANG et al., 2017).

As PODs séo marcadores bioquimicos de estresses abioticos, bidticos, como também
na identificacdo de processos morfogénicos durante diferenciacdo celular, formacgéo de raiz,
crescimento e multiplicacdo de plantas (LIMA et al., 2002; PIZA et al., 2003; LOCATO, 2010;
KIM & KWAN, 2010; Zhang et al., 2017). A POD estar envolvida no catabolismo da auxina,
principalmente nas fases iniciais do enraizamento (HUSEN et al., 2017), além de auxiliar na
biossintese de lignina (ROUT, 2006). Pesquisa aponta que atividade da POD sdo menores nos
primeiros dias apos o plantio das estacas (HUSEN et al., 2017). Geralmente a atividade da POD
é reduzida na fase de inducdo, e aumentada na fase de iniciacdo (HUSEN; PAL, 2007; HUSEN
etal., 2017). A qual esta envolvida na iniciacdo e alongamento da raiz (HUSEN et al., 2017).

Mas, Zhang et al, (2017) verificaram pico na atividade da POD aos 9 DAP durante a
fase de iniciacdo. O aumento da atividade da POD no estégio inicial facilita a eliminacéo de
H20., aumenta a resisténcia da parede celular e, consequentemente, aumenta a resisténcia ao
estresse (ZHANG et al., 2017). Em um estagio posterior, a diminui¢éo da atividade do POD,
facilita a expanséo e o crescimento celular (ZHANG et al., 2017).

A polifenoloxidase (PPO) catalisa duas rea¢6es importantes, tais como, hidroxilagdo
de monofendis em O-difendis e oxidacdo de O-difendis em O-quinona (TOMAS BARBERAN,;
ESPIN 2001) (Figura 2).

Figura 2 - Reacdes catalisadas pela polifenoloxidase (PPO).
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A PPO é considerada um marcador bioquimico envolvido no controle da formagéao de
raiz (EMILE et al., 2019). A qual, promove a divisdo celular, diferenciacdo, bem como a
formag¢do e desenvolvimento de primordios de raiz (YILMAZ; TASKIN; OTLUDIL, 2003).

PPO também acelera a formacdo de compostos fenolicos-AlA e, consequentemente, promove
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formagéo de raiz (BALAKRISHNAMURTHY; RAO, 1988; ROUT, 2006; NAG; SAHA;
CHOUDHURI, 2001).

Zhang et al, (2017) verificaram pico na atividade da PPO, depois da fase de indugéo
no quarto ponto critico, a qual, indica que aumentos continuos na atividade de PPO promovem
formacdo de raiz adventicia ao longo de todo o processo de inducdo ao desenvolvimento.
SOMKUWAR et al, (2011) concluiram que o maior contetdo de fendis, apresentou atividade
aumentada da PPO aos 30 DAP, podendo estar relacionada positivamente com a formacéo de
raizes, pela aceleracdo do processo de divisao celular.

H20- e formado nas células sob condi¢cdes normais e condi¢des de stress, tais como
resfriamento, seca, irradiacdo UV, a exposicao a luz intensa, invasao por patégenos e ferimento
(SHARMA et al., 2012). Também esta relacionado positivamente em processos bioldgicos,
desencadeando tolerancia a estresse ambientais, interacdes planta-patdgeno e no processo de
enraizamento (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2002; MITTLER; ZILINSKAS, 1991; CHEN
etal., 2018).

No enraizamento foi verificado, que altos teores de AIA enddgeno e H,O; durante os
primeiros cinco dias podem estimular a inducéo e o desenvolvimento de primordios radiculares
em meio suplementado com auxina em Cotinus coggygria Scop. (ILCZUK; JACYGRAD,
2016). O aumento no conteldo de H»O> durante os primeiros periodos de indugdo pode
influenciar positivamente a formacdo de raizes (ELMONGY et al., 2018). O H202 é um
segundo mensageiro desencadeado pelo &cido salicilico na formacdo de raiz (YANG et al.,
2013).

2.4 Compostos fenolicos

Sao moléculas que apresentam ligacdo do grupo HO ligado ao anel aromético. O anel
aromatico de compostos fenélicos pode conter um, dois ou trés grupos OH (KLERK et al.,
2011). A quantidade e posicdo dos grupos OH podem ser diferentes. Assim, para difendis
existem meta-, para- e orto- difendis (KLERK et al., 2011). Para mais, os trifendis, o-difendis
e m-difenois reduziram a descarboxilacdo de AlA e promoveram o enraizamento (KLERK et
al., 2011).

Os compostos fendlicos protegem as auxinas da descarboxilacdo, favorecendo maior
guantidade de auxina disponivel para induzir as raizes (WILSON; VAN STADEN, 1990). A

capacidade do enraizamento foi correlacionada com a presenca de compostos fenolicos,
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sugerindo que o enraizamento depende da inibi¢do da descarboxilacdo do AIA (CURIR et al.
1990; CURIR et al. 1993; KLERK et al., 2011).

Os compostos di e polifendlicos atuam como antioxidantes protetores, efeito promotor
adicional ao reduzir a resposta a ferida, a qual, o estresse provocado pela ferida pode inibir os
processos de regeneragdo (KLERK et al., 2011). Mas aplicagédo de monofenol promoveu a
descarboxilagcdo do AIA em resposta a ferida (KLERK et al., 2011).

25 Auxinas no enraizamento

O uso de auxina exdgena no enraizamento de estacas é amplamente estudado em varias
culturas, com o objetivo de clonagens de plantas com caracteristicas desejaveis. Seu papel no
enraizamento ja estad bem estabelecido e foi o primeiro horménio estudado em plantas.

As auxinas sdo fitorménios envolvidos em muitos processos fisiologicos, tais como,
diferenciacdo vascular, dominéncia apical, diferenciacdo vascular, expansdo celular,
desenvolvimento de botBes florais e formacdo de raizes laterais e adventicias (BANNOUD;
BELLINI, 2021). Durante a inducdo de raizes adventicias elevadas concentracdes sdo
requeridas nas primeiras horas ap0s o corte, mas na fase de iniciacdo e expressao pode tornar
inibitoria (COSTA et al., 2013; DRUEGE et al., 2016). As auxinas induzem a desdiferenciacdo
e diviséo celular iniciais do periciclo e parénquima (LI et al., 2009).

O écido indol-3-acético (AlA) é comum nas plantas como o principal horménio do
grupo das auxinas e sua inativacdo ocorre devido a AlA-oxidase (ILCZUK; JACYGRAD,
2016). A atividade da AlA-oxidase afeta negativamente a rizogénese devido a oxidagdo do AIA
(FU el al., 2011). A descarboxilagdo do AlA causada pelo aumento da atividade das peroxidases
em virtude dos ferimentos provocado pelo corte, também interfere negativamente nos niveis de
auxinas em plantas (CHAMARRO et al., 2001). Foi observado correlacdo negativo entre
atividade da peroxidase e niveis de auxinas (KLERK, 1996).

Auxinas exdgena foram utilizadas para promover e acelerar o enraizamento em estacas
de diferentes espécies (BLYTHE et at., 2007; HUSEN et al., 2017; ILCZUK; JACYGRAD,
2016). O AIA é a auxina natural mais abundante, enquanto o acido indol-3-butirico (IBA) é
usado como auxina exogena para estimular a formacdo de raiz adventicias na maioria das
espécies (BANNOUD:; BELLINI, 2021).

No entanto, a eficiéncia da formacao de raiz em fungédo das auxinas, pode variar entre

as espécies e plantas de mesma espécie. Bergo; Mendes (2000) constataram que estacas de
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cafeeiro conillon apresentou enraizamento de 97% na auséncia de aplica¢éo de AlB, por outro
lado, estacas de cafeeiro ardbica da cultivar Acaia apresentaram 92,9% de estacas enraizadas
com aplicacdo de AIB. Além disso, foi observado que cultivares da mesma espécie de cafeeiro
arabica obtém enraizamento diferentes com a mesma aplicacdo de AIB, a qual a cultivar Acaia
responde satisfatoriamente, enquanto o Catuai Vermelho ndo respondeu de forma satisfatéria
ao enraizamento (BERGO; MENDES, 2000).

Ja esta bem estabelecido que a auxina € um indutor eficaz da formacé&o de raiz adventicia
(PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014). O transporte polar de auxina (TPA) desempenha
um papel crucial no controle do nivel de AIA sendo a principal auxina ativa, de natureza
altamente dindmica (ILCZUK; JACYGRAD, 2016; DRUEGE et al., 2019).

A regulacéo do TPA envolve transportadores de influxo de auxina dos tipos AUXIN1
(AUX) e LIKE-AUX1 (LAX), proteinas transportadoras de efluxo de ligacdo de TPA (ABC) e
PIN-FORMED (PIN) e quinases da familia PINOID que controlam a localizag&o intracelular
de PINs (BENNETT et al., 2014; GEISLER et al., 2017). Ahkami et al. (2013) revelaram que
o acumulo inicial de AIA na base do caule dependente de TPA foi essencial para a formacéo
raiz adventicia em estacas de Petunia hybrida.

Oyarce et al. (2021) estudaram diferentes doses de AIB, e concluiram que a dose de
2500 mg L™ promoveu maior porcentagem de estacas enraizadas de 52,5% em cafeeiro arabica.
Enquanto Vallejos-Torres et al. (2020) verificaram que a dose ideal para variedade de cafeeiro
arébico da variedade Caturra foi de 2000 mg L™, visto que proporcionou porcentagem de

estacas enraizadas de 89%.

2.6 Melatonina

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). As raizes, sementes, folhas, bulbos e flores foram
consideradas ricas fontes de melatonina na maioria das espécies de plantas examinadas
(NAWAZ et al., 2016).

A biossintese de melatonina em plantas foi descrita pela primeira vez por um estudo de
rastreador de radiois6topos que determinou que o precursor primario é o triptofano (MURCH
et al. 2000), e A biossintese esta bem descrita, a qual ocorre a partir do triptofano, as enzimas

triptofano  descarboxilase (TDC), triptamina 5-hidroxilase (T5H), serotonina N-
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acetiltransferase (SNAT), N-acetilserotonina O-meltitransferase (ASMT) séo responsaveis pela
a sintese de melatonina (FUJIWARA et al. 2010; KANG et al. 2011, 2013; PARK et al. 2013).
Posteriormente a TDC atua na conversao de triptofano a triptamina, enquanto a sintese de N-
acetilserotonina e serotonina a partir de triptamina, sofrem acao da enzima T5H (VOLTAR,;
TAN: REITER, 2016; KANG et al., 2009) (Figura 3).

A serotonina, € convertida em N-acetilserotonina catalisada pela SNAT. N-
acetilserotonina é convertida em melatonina pela enzima ASMT. Em plantas de arroz, a N-
acetilserotonina também € produzida diretamente a partir da triptamina e a N-acetiltriptamina
serve como um produto intermediario, esta é catalisada por SNAT. A melatonina pode ser
produzida diretamente a partir da serotonina com 5-metoxitriptamina servindo como produto
intermedidrio em um processo e catalisada por HIOMT / ASMT e SNAT (ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2014; BYEON et al., 2014). O AIA também é produzido a partir da
triptamina e o indol-3-acetilaldeido serve como um produto intermediério (KRYSTYNA et al.,
2009; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014).

Figura 3 - Biossintese da melatonina em plantas.
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Fonte: Modificado de Arnao e Hernandez-Ruiz, (2014).

A melatonina promove a formacéo de raizes adventicias (RA) principalmente na fase de
inducdo de RA, aumentando os niveis de AIA e ativando a funcdo de MdWOX11 (MAO et a,
2020). O GENE 11 DE HOMEOBOX RELACIONADO A WUSCHEL (WOX11) funciona na

emergéncia e desenvolvimento da raiz (ZHAO et al., 2009).
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A melatonina desencadeia o acimulo de oxido nitrico (ON) pela regulacdo positiva da
expressdo de nitrato redutase (NR) e negativa da expressdo de S-nitrosoglutationa redutase
(GSNOR), e 0 acumulo de AlA e incremento de NO, combinado com o transporte e distribuicéo
de auxina regulada por melatonina, desempenha papéis importantes na formacéo de raiz (WEN
et al., 2016). A melatonina regula positivamente o H>O2 e aumenta a expresséo de dois genes
envolvidos na formacao de raiz lateral que sdo CDKB1;1 e CDKB2;1, (CHEN et al., 2018).

Sarrou et a. (2014) constataram, que aplicacdo de melatonina proporcionou 92,7% de
enraizamento em estacas de romd, eles ainda perceberam, que aplicacdo de com melatonina
com AIB aumenta o enraizamento para 98,2% em estacas de romdo. Koyama et al. (2013);
Sarropoulou et al. (2012) sugerem, a melatonina age semelhante a uma auxina no enraizamento
e crescimento radicular em diferentes espécies de plantas.

Na auséncia de auxina, a melatonina 1 uM apresenta resposta auxinica em relagao ao
nimero e comprimento das raizes, mas a melatonina 10 uM foi inibitdria para o enraizamento
em todos os porta-enxertos testados (SARROPOULOU et al., 2012). Em plantas de cafeeiro
arabica, foi verificado que a melatonina aumenta a massa seca da raiz, melhora o sistema
antioxidante, aumenta o contetdo de agucares e reduz a peroxidacao lipidica, a qual refletiu na
tolerancia a estresse hidrico (CAMPOS et al., 2019).

2.7  Cafeinae trigonelina

Os alcaloides formam um grande grupo de compostos contendo nitrogénio presentes
nas plantas (WINK 2004). A qual, desempenham uma variedade de funges, incluindo defesa
contra insetos, bactérias e fungos e atividade alelopatica (WINK; TWARDOWSKI 1992).

A Cafeina (1,3,7 N- metilxantina) e trigonelina (acido 1 N- metilnicotinico) sdo
alcaloides derivados de nucleotideos de purina e piridina, respectivamente, e foi encontrado o
acumulo de grandes quantidades desses alcaléides purinicos e piridinicos em folhas jovens e
cotilédones de cafeeiro arabica (ZHENG; ASHIHARA, 2004).

Estudo recente revelou que a cafeina apresentou propriedades inibidoras seletiva a ervas
daninhas, sugerindo um potencial no uso agricola no manejo sustentavel de ervas daninhas
(PHAM et al., 2019), outra funcdo importante da cafeina que ¢ a protecao das colheitas e plantas
ornamentais economicamente importantes de bactérias patogénicas de plantas (SLEDZ et al.,

2017). No entanto, A cafeina prejudicou o processo de enraizamento em hipocotilos de feijao
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mung, em func¢do da reducéo da atividade da PPO e contetdo de fenois enddgenos (BATISH
et al., 2008).

A trigonelina pode estar envolvido na resisténcia de plantas de amendoim ap0s
irradiacdo com UV-B, e o estagio de desenvolvimento da planta desempenha um papel
importante em resposta ao estresse, pois 0 estagio em R7 de amendoim proporciona maior
conteudo de trigonelina (WILLMON et al., 2017). A trigonelina também é conhecida por
aumentar as concentracGes dentro das folhas das plantas em resposta a muitos estresses
abioticos, como estresse salino e estresse hidrico (IRANKHAH et al., 2020; BADI et al., 2018)
Desta forma, a trigonelina funciona como um osmorregulador para prevenir a perda de agua
dentro das células vegetais (WILLMON et al., 2017).
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Antecedentes e objetivo: O enraizamento € um processo complexo que ocorre em trés fases,
inducdo, iniciacdo e expressdo. As auxinas e a melatonina j& foram comprovadas como
fitormonios reguladores de crescimento da raiz, no entanto, ainda n&o se sabe do mecanismo de
que envolve o sistema antioxidante, compostos fendlicos e peroxido de hidrogénio nas
diferentes fases do enraizamento na formacdo de cafeeiro ardbica. Com isso, objetivou-se
avaliar a formacdo de raiz (FR) sob aplicacdo de melatonina e AIB sobre conteido de H20»,
atividade das enzimas do sistema antioxidantes e contelido de fendis totais nas fases do
enraizamento (inducdo, iniciacao e expressdo) em estacas de cafeeiro arabica.

Métodos: Utilizou-se quatro tratamentos (Controle, melatonina a 43 pM (M43), melatonina a
215 uM (M215) e AIB a 7380 uM (AIB)) com quatro repeticdes. Foram analisadas: parametros
de crescimento e bioquimicos nas diferentes fases do enraizamento inducédo (0 e 7 dias apds o
plantio (DAP), iniciacdo aos 28 DAP e expressdo aos 47 e 76 DAP.

Resultados chave: Quando as estacas foram tratadas com M43 foi observado que o H20:
influenciou positivamente para maior peso da matéria seca da raiz (PMSRA), enquanto que 0s
niveis de fendis totais correlacionaram positivamente com a PMSRA na indu¢do. Além do mais,
a SOD, APX e CAT aos 7 DAP correlacionaram positivamente com PMSRA. Aos 28 DAP na
fase de iniciacdo a SOD, POD e PPO também correlacionaram com aumento da PMSRA.
Aplicacdo de AIB estimulou a PPO na fase de indugdo e APX e CAT correlacionaram
positivamente com PMSRA e negativamente com PEE.

Conclusbes: A melatonina M43 promove a FR pelo equilibrio do conteddo de H>O:
orquestrada pelas atividades da SOD, CAT e APX nas fases do enraizamento, além do aumento
dos contetidos de fendis totais na fase de inducdo logo apos aplicagdo dos tratamentos. As
atividades da PPO e POD parece estar envolvido na FR associada a protegdo das estacas
associada a melatonina M43. A FR estimulada pelo AIB parece ser um efeito mais mecanico e

direto, pois o enraizamento foi antecipado.
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INTRODUCAO

A melatonina é uma indolamina descoberta em plantas em 1995 (Hattori et al., 1995), a
qual é sintetizada endogenamente em todo o Reino Vegetal, cuja concentracdo varia nos
diferentes tecidos e de acordo com o estadio de desenvolvimento (Reiter et al., 2015), sendo
que as raizes, sementes, folhas, bulbos e flores foram consideradas ricas fontes de melatonina
(Nawaz et al., 2016). Em plantas superiores a biossintese da melatonina ocorre em quatro etapas
enzimaticas a partir do aminoacido triptofano, a qual a primeira reacdo é catalisada por
triptofano descarboxilase (TDC), em seguida a triptamina 5-hidroxilase (T5H), serotonina N-
acetiltransferase (SNAT) e N-acetilserotonina metiltransferase (ASMT) - foram caracterizadas
nesta via biossintética (Byeon e Back, 2014; Arnao e Hernandez-Ruiz, 2015; Lee et al., 2016).

Outros estudos apontam que a melatonina atua contra estresses abiéticos como salino,
déficit hidrico, frio e metais pesados (Chen et al., 2017; Campos et al., 2019; Han et al. , 2017;
Hodzi¢ et al., 2021). A formacdo de raiz laterais também foi relatado com aplicacdo de
melatonina em plantas lenhosas como roma (Punica granatum) (Sarrou et al., 2014) e magé
(Malus domestica) (Mao et al., 2020), além disso, conforme com Sarropoulou et al. (2012),
sugerem que a melatonina age semelhante a uma auxina no enraizamento e crescimento
radicular em diferentes espécies de plantas.

A formacao de raiz (FR) ocorre em trés fases do enraizamento, inducéo, a iniciacao e a
expressao (Husen et al., 2017; Zhang et al., 2017). A fase de inducdo envolve eventos
bioquimicos que precedem mudancas morfologicas visiveis, enquanto que na fase de inicia¢do
ocorre o inicio dos primérdios e meristemas, enquanto que a fase de expressao caracteriza-se
pelo crescimento intra-caulinar do primordio radicular e emergéncia da raiz (Guan et al., 2015;

Zhang et al., 2017; Husen et al., 2017).
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Para que ocorra a FR véarios metabolitos precisam atuar nas diferentes fases do
enraizamento, sendo que o H20> atua como sinalizador envolvidos na formagéo de raiz induzida
por auxina e melatonina. Onde as ROS promoveram a divisao celular através da aceleracdo da
entrada no ciclo celular mediada por auxina na alfafa (Feher et al., 2008). A melatonina atua
positivamente no contetdo de H202, a qual 0 mesmo regula genes envolvidos no ciclo celular
responsaveis pela FR (Chen et al., 2018). Outro papel da melatonina no enraizamento € a
capacidade de inducdo de acumulo de AIA enddgenos (Mao et al., 2020; Chen et al., 2009;
Liang et al., 2017), além de promover aumento no contetdo de fendis totais na fase de inducéo,
pois os fenois atuam como protetores das auxinas na FR (Klerk et al., 2011).

A presentes pesquisa levanta a hipotese de melatonina e AIB atuam diferentemente na
FR, pois a melatonina mante os niveis de H20> ideais orquestradas pela SOD, CAT e APX nas
fases do enraizamento em estacas de cafeeiro arébica, além de promover acimulo dos fenois
totais na fase de inducdo que pode estar envolvido na sintese de AIA (Klerk et al., 2011).
Enquanto que o cido indol-3-butirico (AIB) tem um efeito mais mecénico e direto na FR. Com
isso, objetivou-se avaliara o FR sob aplicacdo de melatonina e AIB no contetdo de H.Oa,
enzimas antioxidantes e contetdo de fendis totais nas fases do enraizamento (inducéo, iniciacao

e expressdo) em estacas de cafeeiro arabica.

MATERIAL E METODOS
Local do experimento
O experimento foi conduzido de janeiro a marco de 2020 no setor de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil
(21°13°40’S e 44°57°50”° O, altitude 960 m), com classificagdo climatica do tipo Cwa

(Kdppen). A casa de vegetacéo foi regulada com irrigacéo a cada 5 minutos com duragéo de 30
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segundos das 6:00 até 21:00 horas com intuito de manter a umidade acima de 85% e a
temperatura variando entre 18 a 28 °C.
Material utilizado

Utilizou-se mudas da cultivar Mundo Novo com idade de dois anos e oito meses. As
mesmas foram podadas no &pice caulinar e envergadas para forcar a brotacdo de novos ramos
ortotropicos. Apos 40 dias do envergamento foram coletados os ramos ortotropicos para
obteng&o das estacas para 0 experimento.

As estacas foram preparadas para apresentarem aproximadamente 5 cm de
comprimento, sendo realizado corte em bisel da base e realizado o corte na metade das folhas.
As estacas foram tratadas com hipoclorito de sodio a 0,05% por 10 min e lavadas com agua
para retirar o excesso de hipoclorito de sédio (Rezende et al., 2017). Cada estaca possuia apenas
um par de folhas. Utilizou-se dois tipos de tubetes, transparentes com volume de 70 cm?® e pretos
com 120 cm?.

Os tubetes transparentes foram acondicionados no interior do tubetes preto com argola
de isopor, ambos tubetes estavam acoplados em bandeja com inclinacdo de 13,5°. Esse sistema
foi criado para auxiliar no enraizamento cumulativo e crescimento da raiz ao longo do tempo.
Utilizou-se substrato comercial BASAPLANT® para producio de mudas de hortalicas e areia,
em proporcdo de 3/2, respectivamente.

Delineamento e tratamento

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes e quatro
niveis de tratamentos (Controle, melatonina 43 uM (M43), melatonina 215 uM (M215) e acido
indol-3-butirico 7380 uM (AIB) e cada parcela foi composta por 10 unidades experimentais
para as variaveis fitotécnicas. No entanto, para as variaveis bioquimicas utilizou-se esquema de
parcelas subdivididas, a qual os niveis da parcela foram compostos por Controle, M43, M215

e AIB e as subparcelas os tempos de coleta das estacas apds o plantio que corresponderam as
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trés fases do enraizamento, indugéo (0 e 7 DAP), iniciacdo (28 DAP) e expressédo (47 e 76
DAP), empregou-se cinco estacas por parcelas experimentais. Os tratamentos foram aplicados
no tempo zero, onde a porcao basal das estacas foram mergulhadas em melatonina, AlIB, ou
agua por um periodo de 3 minutos antes de serem transplantadas para o tubete.
Variaveis fitotécnicas

Para a porcentagem de estacas enraizadas (PEE) foi utilizado o nimero de estacas
enraizadas (NEE) e o nimero de estacas totais (NET) conforme a equagdo NEE/NET*100. O
comprimento da raiz (CR) foi mensurado com auxilio de uma régua graduada (cm). Ja a taxa
de crescimento relativo (TCR) foi quantificado conforme Floss (2004) pela seguinte equagé&o:

_ nlM2 — niM1
T T2-T1

M1 = Comprimento da primeira coleta;
M2 = Comprimento da Ultima coleta;
T1 = DAP da primeira coleta;

T2 = DAP da segunda coleta;

nl = logaritmo natural.

As peso da matéria secas da raiz (PMSR) e da parte area (PMSPA) foram mensuradas a
partir da massa fresca, a qual permaneceu por 72 horas em estufa de circulagdo forcada de ar a
65°C, sendo em seguida pesada em balanca digital. E a relacdo raiz parte area (R/PA) foi obtida

pela divisdo da PMSR pela PMSPA.

T50 e area de acumulo de enraizamento (A)
Para quantificar o T50 utilizou-se equagao sigmoide (§ = a /(1+e”-((X-Xo) /b)) de trés

termos conforme descrito por Romano et al. (2019). O xo (T50) representa 0 ponto em que
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acurva atinge o tempo necessario para atingir 50% do potencial maximo de estacas enraizadas.
A partir da mesma equacao se calcula o A, sendo a rea subjacente a curva sigmoide de 0 a 76
dias, como uma integral definida da fungéo e representando o total estacas enraizadas em

porcentagem.

Variaveis bioquimicas
Os caules frescos foram descascados da base até dois cm, cortados em segmentos
menores, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e mantidos em -80 até a realizacdo

das analises.

Quantificacao de perdxido de hidrogénio (H202)

Adotou-se o método descrito por Velikova; Yordanov e Edreva (2000). Para extracdo, amostras
de 100 mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizadas com 1500 pL de acido tricloroacético (TCA
- 0,1%). As amostras foram centrifugadas a 13000 g por 10 min a 4°C e 45 uL do sobrenadante
foi utilizado para a reagdo com 45 puL. de tampao fosfato de potéssio (10 mM, pH 7,0) e 90 pL
de iodeto de potéssio (1 M). A leitura da absorbancia foi realizada em 390 nm em duplicata e
os niveis de H20 quantificados por meio de curva padrdo com a solucdo estoque de H>O> a

250 uM.

Quantificacao dos fendis totais

Amostras de 100 mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50%
de PVPP e homogeneizadas com 500 uL. de tampao de extragao (metanol - 99%; HCI - 1%) em
tubos de eppendorf de 2 mL. Posteriormente, o extrato foi colocado em gelo, agitado por 4

horas no escuro (Zarrouk et al. 2012) e centrifugado a 13.000 g por 30 min a 4°C. O
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sobrenadante foi coletado e adicionado 250 pL de solugdo tampao ao material decantado, o qual
foi centrifugado novamente a 13.000 g por 30 min a 4°C e retirado o0 segundo sobrenadante.
Uma aliquota do segundo sobrenadante foi utilizada para a reagdo com 2 pL de folin puro, 9
uL de carbonato de sodio anidro (220 mg mL™?) e 307 pL de 4gua deionizada. A reagdo foi
colocada em banho-maria a 40°C por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
a 765 nm e os niveis de &cido gélio (AG) quantificados por meio de uma curva padrdo com
solucéo estoque de AG a1 mg mL™,
Extracéo e quantificacdo de enzimas

Para as extracGes enzimaticas (dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), amostras de 100
mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50% de de PVPP e
homogeneizadas com 1,5 mL de tampdo fosfato de potéssio (400 mM; pH 7,8) contendo 10
mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 200 mM de &cido ascérbico (Biemelt et al.
1998). O extrato foi centrifugado a 13000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado
para quantificacdo da atividade das enzimas. A dosagem de proteinas foi feita pelo método de
Bradford (Bradford, 1976). As quantificacbes de todas as enzimas foram realizadas em
triplicatas de laboratério.
Atividade da SOD

A atividade da SOD foi quantificada de acordo com a metodologia descrita por
Giannopolitis e Ries (1977), a qual consiste na capacidade de inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazdlio (NBT). Aliquota da amostra foi adicionada ao meio de incubagdo contendo 100
pL de tampao fosfato de potassio (100 mM; pH 7,8), 40 uL de L-metionina (70 mM), 3 pL de
EDTA (10 mM), 15 puL de NBT (10 mM), 2 uL de riboflavina (0,2 mM) e 30 uL de agua

deionizada.
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A reacdo foi conduzida em luz fluorescente (20 W) por sete minutos, enquanto o branco
foi constituido de agua deinozada mais 0 meio de incubacdo. A formacao do azul de formazan,
derivado da reducdo do NBT, foi realizada atraves da leitura no espectrofotdmetro a 560 nm.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50%
a reducdo do NBT.

Atividade da CAT

A atividade da CAT foi quantificada conforme Havir e Mchale (1987). Aliquota do
extrato enzimético fora adicionada ao meio de incubagdo, contendo 90 puL de tampao fosfato
de potassio (200 mM; pH 7,0) e 72 uL de agua deionizada e incubadas a 30°C em banho-maria.
No momento da leitura foi adicionado 9 puL de H202 (250 mM). Em seguida, atividade da CAT
foi mensurada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, durante 3
minutos, monitorado pelo consumo de peréxido de hidrogénio.

Atividade da APX

A atividade da APX foi aferida em meio composto do extrato enzimatico, 90 uL de
tampao fosfato de potassio (100 mM; pH 6,0), 9 uLL de acido ascorbico (10 mM) e 63 pL de
agua deionizada. Incubada a 30 °C em banho-maria, e no momento da leitura adicionou 9 pL
de H202 (2 mM) (Koshiba, 1993). A oxidacdo do ascorbato foi realizada na leitura no
espectrofotdmetro a 290 nm, cada 15 s por 3 min (Nakano e Asada, 1981). O coeficiente de
extingdo molar usado foi de 2,8 mM™* cm™.

Atividade da POD

A atividade da POD foi determinada conforme a metodologia de Neves (2003).
Aliquotas do extrato enziméatico foram adicionadas ao meio de reacdo composto de 180 pL do
tampao fosfato de sodio (100 mM; pH 6,0), 60 uL. de guaiacol (0,8%), 60 uL de H202 (0,9%)
e 50 pL de agua deionizada. O tampé&o fosfato de sodio foi incubado a banho-maria a 30 °C. A

leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 470 nm, a cada 15 segundos com duragédo de 2
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minutos, e a atividade foi compreendida pelo aumento da absorbancia. O coeficiente de
extingdo molar foi de 26,6 mM™ cm™,
Atividade da PPO

A atividade da PPO foi determinada conforme a metodologia adaptada de Kar; Mishra
(1976). Aliquotas do extrato enzimatico foram adicionadas ao meio de reacdo composto de 200
pL do tampao fosfato de sédio (70 mM; pH 7,0), 40 uL de catecol (100 mM). O meio de reagdo
foi incubado a banho-mariaa 30 °C por 5 min antes de adicionar o extrato. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 410 nm, a cada 13 segundos com duracgdo de 1,3 minutos, e a atividade
foi compreendida pelo aumento da absorbancia. O coeficiente de extingdo molar foi de 1,235
mM*cm™.
Anélise estatistica

Ap0s a obtencdo dos dados, utilizou-se a plataforma R versdo 4.0.5 para realizar as
analises estatistica. Foi realizado teste de normalidade e homogeneidade Shapiro-willk, Bartlete
o teste F (p < 0,05) e o teste Duncan a 5% de probabilidade, para fazer a comparacao de médias,
com auxilio do pacote estatistico ExpDes.pt (Ferreira et al., 2021). Também foi realizado
correlacdo de Pearson (teste t, p < 0,05) com auxilio do pacote ggcorrplot (Kassambara, 2019).
Utilizou-se software SigmaPlot® versdo 12.3 para ajustar o modelo sigmoide e exponencial.

Além da construcdo das Fig. 1, 2 e 4.

RESULTADOS

Efeito da melatonina e AIB no estabelecimento e morfologia

Foram observadas as trés fases do processo de enraizamento (inducdo, iniciagdo e
expressdo) aos 7, 28 e 47 DAP, respectivamente (Fig. 1A).

As estacas que foram expostas ao AIB e a melatonina M215 tiveram o enraizamento

antecipado na fase de iniciacdo, em comparagdo aos demais tratamentos. J& na fase de
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expressdo, a partir de 47 DAP, o AIB proporcionou uma maior porcentagem de enraizamento,
apresentando uma estabilizacdo apds 65 DAP. Por outro lado, estacas dos tratamentos controle,
M43 e M215 apresentaram estabilizacdo do enraizamento apos 76, 76 e 73 DAP,
respectivamente (fig. 1A).

A TCR melhor se ajustou a equagdo do modelo exponencial de trés termos com R? de
0,99 (Tabela 1). Foi notério que M215 e AIB proporcionaram os maiores valores de TCR aos
49,52, 55 e 58 DAP, no entanto, aos 76 DAP todos tratamentos apresentaram valores proximos
ao controle (Fig. 1B).

Das variaveis estudadas na presente pesquisa, apenas a PEE ao final do experimento néo
sofreu efeito significativo pelos tratamentos no teste Duncan a 5% de probabilidade (Fig. 2A).
Ja o CR apresentou maior valor no tratamento AIB, seguido de M43, nos quais foram
averiguados incrementos de 30 e 10% em relag&o ao tratamento controle, respectivamente (Fig.
2B).

O T50 teve maior valor no tratamento M215 e menor no AIB, enquanto que M43 nao
diferiu do controle. Foi notério que o AIB antecipou em oito dias para atingir 50% do potencial
maximo de enraizamento, enquanto que o M215 retardou oito dias em relagdo ao tratamento
controle (Fig. 2C). J& em relacdo a PMSR, os tratamentos M43, M215 e AIB promoveram
incremento em comparagdo com tratamento controle de 19, 22 e 47%, respectivamente (Fig.
2D). O tratamento de AIB promoveu maior valor de A em comparacdo aos demais, com
incremento de 41% em relagdo ao tratamento controle (Fig. 2E).

Foi observado na PMSPA que os tratamentos M215 e AIB promoveram redugédo
significativa de 20 e 33% comparado com o controle, no entanto, os resultados foram
constatados no controle e M43 (Fig. 2F). Para R/PA foi observado que nas estacas submetidas
aos tratamentos M43, M215 e AIB houve aumento na relagédo de 1,2; 1,5 e 2,2 vezes em relagao

ao controle, respectivamente (Fig. 2G).
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Efeito do AIB e melatonina na atividade enzimatica, fendis totais e H20>

Foi observado na coleta 0 DAP que o H202 foi maior nas estacas submetidas a M43,
enquanto que, aos 7 DAP foram encontrados reducdo nos tratamentos M43, AIB e M215 de
30,5; 41,66 e 47,22% em relacdo ao controle, respectivamente (Fig. 3A). Porém, quando se
observa a coleta aos 28 DAP o tratamento M43 proporcionou incremento de 80% em relagdo
ao controle, e aos 47 DAP os tratamentos M43 e M215 apresentaram maiores contetdo de 0,21
e 0,28 mmol g™t MF de H20,, enquanto que a testemunha acarretou valor de 0,17.

Para a atividade da CAT, os tratamentos de melatonina e AIB promoveram diferenca
significativa (Duncan, p<0,05) em relagdo ao tratamento controle aos 7 DAP. Além do mais,
os tratamentos M43, M215 e AIB promoveram aumento de 76, 62 e 90% em comparagdo com
o controle, respectivamente. Foi notavel aos 76 DAP que os tratamentos M43 e M215
promoveram maiores atividades da CAT com valores que corresponderam a 0,140 e 0,391 pumol
H.02 min™t mg? proteina (Fig. 3B).

Foi observado que os tratamentos de melatonina e AIB promoveram aumento
significativo (Duncan, p<0,05), dentro dos tempos de coleta 7, 28, 47 e 76 DAP na atividade
da APX. Foi notorio incremento em M43, M215 e AIB de 345; 379 e 490% em 7 DAP, 43; 212
e 164% em 28 DAP, 82; 65 e 65% em 47 DAP, 59 e 31% em 76 DAP em relacéo ao tratamento
controle, respectivamente (Fig. 3C).

A atividade da POD comecou a apresentar efeito significativo entre os tratamentos a
partir de 28 DAP, no qual, o tratamento M215 acarretou aumento significativo de 24% em
comparagdo com a testemunha. J& nos 47 e 76 DAP, o tratamento M43 acarretou atividade
superior em relagdo a testemunha, onde foi constatado adicdo de 2,42 e 3,19 nmol de

tetraguaiacol min"t mg de proteinas, respectivamente (Fig. 3D).
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J& na atividade da SOD, o tratamento com melatonina M43 apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle aos 7, 47 e 76 DAP. Onde foi testemunhado que o M43
proporcionou acréscimo de 120% aos 7 DAP, 81% aos 47 DAP e 41% aos 76 DAP,
respectivamente (Fig. 3E).

Os tratamentos compostos de melatonina estimularam maiores atividade da PPO aos 7,
47 e 76 DAP, enquanto que o AIB apresentou maior atividade da PPO em 0 DAP (Fig. 3F). Foi
observado incremento de 34 e 31% nos tratamentos M43 e M215, respectivamente, em
comparagdo com controle, aos 7 DAP. Enquanto que o M43 acarretou aumento nos 47 e 76
DAP de 59 e 20% na atividade da PPO em relagdo ao controle, respectivamente.

Ja na Fig. 3G, referente ao conteido de fendis totais, foi observado que no dia 0 DAP
0 tratamento de melatonina M43, estimulou incremento de 23% em comparagdo com o
tratamento controle. No entanto, os tratamentos AIB e M43 tiveram picos aos 28 DAP,

enquanto que o tratamento M215 e Controle apresentaram picos aos 47 DAP.

Efeito da melatonina e AIB exdgena sob a formacao de raiz e bioquimica

Quando as estacas foram submetidas a M43 foi observado que houve correlacdo
negativa entre T50 e CR, assim como, PMSR e R/PA. As correlacdes variaram de -0,8 até -1 e

0,8 até 1 (Fig. 5).

Observou-se a 0 DAP correlages positivas entre a SOD e APX, CAT com PMSR e CR,
H20, e PMSR correlacionam-se entre si. Aos 7 DAP foi relatado que H20. correlacionou
negativamente com APX, POD e SOD. As atividades enziméaticas da PPO, POD e APX
correlacionam entre si positivamente, enquanto que a atividade da CAT correlacionou de forma
positiva com PPO e POD. Também aos 7 DAP foi observado que houve correlacéo positiva das
variaveis de crescimento e bioquimica, a qual a PMSR correlacionou com POD, APX e SOD,

enquanto que o CR teve correlagdo positiva com a CAT.
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Aos 28 DAP foi observado que o H>O> correlacionou positivamente com PMSR, CR e
A. Jd aos 47 DAP foi notorio que ocorreu correlagdes positivas entre as atividades enzimaticas
SOD, APX e PPO, e correlagbes positivas de PMSR com H>02, PPO, SOD e POD. Nos 76
DAP foi observado correlacdo positiva entre as atividades enzimaticas da SOD, POD, PPO e
APX.

Quando foi aplicado AIB 1500 ppm (AIB) foi verificado que as varidveis morfoldgicas
CR, PMSR e PMSPA correlacionaram-se negativamente entre si no 0 DAP. Além do mais, foi
notorio correlagdo negativa entre o T50 e PMSR. A atividade da PPO também correlacionou
positivamente com PMSR e negativamente com T50 no 0 DAP.

Nos 7 DAP as atividades das enzimas SOD, APX e CAT correlacionaram-se
positivamente entre si e PMSR. APX e CAT correlacionaram-se negativamente com T50. Foi
observado também que a aplicacdo de AIB estimulou correlagdo negativa das atividades da
SOD, APX e CAT com H20», enquanto que, a PMSR obteve correlagdo negativa com H20..
Por outro lado, aos 28 DAP apenas a APX apresentou correlacdo positiva com PMSR. Aos 47

e 76 DAP ndo apresentaram correlacdo das variaveis bioquimicas com as morfoldgicas.

DISCUSSAO

A formacdo de raiz (FR) ja foi bem estabelecido sob acdo das auxinas, pois estimulam
a rizogénese e estabelecimento dos meristemas nas células da base do corte (Garrido et al.,
2002; Mao et., 2020), regulando positivamente o ciclo celular na fase de inducdo do
enraizamento (Liu et al., 2014). Entretanto, o efeito da melatonina na FR ainda ndo foi
estabelecido em estacas de cafeeiro ardbica. Estudos anteriores sugeriram que a melatonina
exogena pode induzir o aumento dos niveis enddgenos de acido indol-3-acetico (AlA), levando
a formacéo de raiz devido ao aumento de AlA na fase de indugéo (Fig. 5) (Mao et., 2020; Chen
etal., 2009; Liang etal., 2017). No entanto, Ramo’n et al. (2012) demostraram que a melatonina

atuava no crescimento e diferenciagédo da raiz independe do AlA.


javascript:;
javascript:;
javascript:;

=

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

48

A presente pesquisa, procurou-se compreender o possivel papel do AIB e melatonina
exogena na FR em estacas de cafeeiro arabica sob as diferentes fases do enraizamento, e
verificou-se que ambas as moléculas atuam diferentemente, visto que, o AIB possui um papel
direto na FR, uma vez que o enraizamento foi antecipado ao reduzir o T50 (Fig. 2C), além de
estimular a biossintese de AIA nas fases de inducdo e expressdo do enraizamento (Fig. 6)
(Elmongy et al., 2018), por outro lado, a melatonina atua possivelmente de forma secundaria,
onde estimulou eventos bioquimicos nas diferentes fases do enraizamento para favorecer a FR,
a qual justifica o atraso do enraizamento em comparacao ao AlIB (Fig. 1A e 4), e um dos eventos
importantes na presente pesquisa, foi 0 aumento do contetido de H.O> em estacas tratadas com
M43, pois apresentou correlacdo positiva com o0 PMSR e/ou CR nas fases do enraizamento, tais
como, na inducdo logo apos aplicagdo dos tratamentos, na fase de iniciacdo e expressao (Fig.
4). A atividade da SOD também pode ter contribuido para o acimulo de H2O2 na fase de
inducéo e expressdo pela dismutase do O2"a H202, como também, a menor atividade da CAT
na iniciacao.

Estudo anterior verificou que estacas lenhosas de Malus hupehensis tratadas com AlA,
que a SOD possui atividade aumentada até a fase de expresséao, associando a funcdo da SOD a
defesa antioxidante de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Zhang et al., 2017). No entanto, a
presente pesquisa incorpora mais um papel importante da SOD no enraizamento em estacas
tratadas com M43, que é justamente a capacidade de acumular H>O,. Embora a atividade da
APX e CAT tenha sido elevadas nas diferentes fases do enraizamento em estacas tratadas com
M43 (Fig. 3B e C), o contetdo de H2O. manteve alto em relagéo ao tratamento controle. Entéo,
estas atividades orquestradas pela SOD, APX e CAT sob aplicacdo de melatonina M43, pode
estar associada ao equilibrio de H20: a niveis ideais para favorecer a FR. Entretanto, a ideia de
que o H20- atua na FR em estacas de cafeeiro ardbica mediada pela melatonina também foi

comprovado em Medicago sativa (Chen et al.,2018), pois verificaram que o H20 regula
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positivamente dois genes (AtCDKB1;1 e AtCDKB2) envolvidos no ciclo celular responsavel
pela FR mediado pela melatonina (Fig 6), e quando o H20- foi eliminado ou redugdo em sua
sintese com uso de difenilenoiod6nio (DPI) como inibidor da NADPH oxidase e dimetiltioureia
(DMTU) como eliminador de H20-, a expressao dos genes foram reguladas para baixo e a FR

prejudicada.

J4 a atividade da CAT e APX apresentaram papel importante para antecipar o
enraizamento, a qual, ambas enzimas reduziram do H-O; a 4gua na fase de inducéo, pois tanto
APX e CAT correlacionaram negativamente com contetdo de H>O> (Fig. 4) em estacas tratadas
com AIB, pois provavelmente ambas enzimas atuaram na varredura do H>O> (Fig. 4). A agéo
do H202 na presente pesquisa, confirma a ideia que o AIB e melatonina atuam de forma
diferente na FR, pois sob aplicagio de AIB o H20; correlacionou negativamente com PMSR e

sob aplicacdo de M43 o H20> correlacionou positivamente com a PMSR (Fig. 4).

Os fendis totais parecem estar envolvidos na FR mediada pela melatonina, visto que,
houve um incremento na fase de inducdo logo apos a aplicacdo dos tratamentos (Fig. 3G). E o
aumento no conteudo de fendis na presente pesquisa mediada a aplicacdo de M43,
possivelmente esteja associado menor atividade da PPO, onde se observa correlacdo negativa
dos fenois totais com a PPO (Fig. 4). A ligacao entre os compostos fendlicos e a FR é justamente
a capacidade dos di e polifenois protegerem o AIA contra a descarboxilacdo e favorecendo o
acumulo de AIA (Fig. 5) (Klerk et al., 2011). Provavelmente o maior conteudo de fendis totais
estimulada pelo tratamento de M43 tenha estimulado um acimulo de AlA, sendo justificado

pela correlacdo positiva dos fenois totais com PMSR (Fig. 4).

As atividades da PPO e POD também foram correlacionadas com a FR na fase de
expressao (Fig. 4), nesta fase o processo de emergéncia da raiz ja ocorreu, e atividade de ambas

enzimas podem estar associadas a prote¢do da estaca contra patdgenos. Tanto a PPO, quanto a
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POD podem estar relacionadas ao processo de lignificagdo, pois ambas enzimas podem usar
como substrato compostos fendlicos percussores de ligninas (Bolafios; Silva, 2004; Rout,
2006). Sendo que, o aumento da sintese de lignina facilita a formacao da parede celular e
melhora resisténcia (Jackson et al., 2001). O aumento da POD nos primeiros dias, poderia
reduzir o contelido de auxinas e lignificar a base das estacas dificultando formacao de raizes,
pois a POD auxilia o catabolismo da auxina, pincipalmente nas fases iniciais do enraizamento
(Husen et al., 2017). Pesquisas apontam que a atividade da POD foi menor nos primeiros dias
apos o plantio das estacas (Husen et al., 2017; Zhang et al., 2017).

Em conclusédo, a melatonina M43 promove a FR pelo incremento do contetdo de H20>
orquestrada pelas atividades da SOD, CAT e APX nas fases do enraizamento, além do aumento
dos contetidos de fenodis totais na fase de inducdo logo ap6s aplicacdo dos tratamentos. As
atividades da PPO e POD parece estar envolvido na FR associada a protecdo das estacas
associada a melatonina M43. A FR estimulada pelo AIB parece ser um efeito mais mecanico e

direto, pois o enraizamento foi antecipado.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Fig. 1: Enraizamento cumulativo (A) e TCR - taxa de crescimento relativo (B) de Coffea
arabica L. cultivar Mundo Novo sob aplicacdo de melatonina e AIB em fungéo dos DAP. A
fase de inducéo e iniciagao estdo representadas pela degrade verde e amarelo, respectivamente,
ja a fase de expressdo esta representada pela cor laranja. Quanto mais intenso for a cor, mais

representado é a fase.

Fig. 2: PEE - porcentagem de estacas enraizadas (A), CR — comprimento da raiz (B), T50 -
tempo necessario para atingir 50% do potencial méximo (C), PMSR — peso da matéria seca da
raiz (D), A — &rea acumulado do enraizamento (E), PMSPA — peso da matéria seca da parte
aérea (F) e R/PA — relacdo raiz parte aérea (G) em funcéo aplicacdo de exdgena de melatonina

e AIB em estacas de cafeeiro ardbica cultivar Mundo Novo.

Fig. 3: H202 — peroxido de hidrogénio, SOD - dismutase do superoxido, CAT - catalase, APX
- peroxidase do ascorbato, POD - peroxidase e PPO - polifenoloxidase em funcéo aplicacao de
melatonina e AIB aos 0, 7, 28, 47 e 76 DAP em estacas de cafeeiro arédbica cultivar Mundo
Novo. Letras minusculas compara os tratamentos dentro de cada dia apos o plantio (DAP).

Letras maiusculas compara os DAP dentro de cada tratamento pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Fig. 4: Analise de correlagdo entre as variaveis, PEE - porcentagem de estacas enraizadas, CR
— comprimento da raiz, T50 - tempo necessario para atingir 50% do potencial maximo, PMSR
— peso da matéria seca da raiz, A — area acumulado do enraizamento, PMSPA — peso da matéria
seca da parte aérea, R/PA — relacdo raiz parte aérea, H>O2 — peroxido de hidrogénio, SOD -
dismutase do superdxido, CAT - catalase, APX - peroxidase do ascorbato, POD - peroxidase e
PPO - polifenoloxidase em funcdo aplicacdo de exdgena de melatonina e AIB em estacas de
cafeeiro arébica cultivar Mundo Novo. Circulos verdes e vermelhos significa correlacdo

positiva e negativa, respectivamente e efeito significativo pelo teste t (p<0,05).
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Fig. 5: Possivel mecanismo integrativo do contetdo de fenois, H20», atividade enzimética do
sistema antioxidante na formacéo de raiz sob aplicacdo de melatonina e AIB nas fases do
enraizamento (Inducdo, iniciagéo e expressao). Setas azuis e pretas indicam o efeito positivo da
melatonina e AIB, respectivamente, setas tracejadas laranja indicam as informacdes baseadas

na literatura.
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TABELA

Tabela 1. Equacgdes ajustadas para as caracteristicas de porcentagem de estacas

enraizadas (Fig. 1A) e taxa de crescimento relativo (TCR, Fig. 1B) de Coffea arabica

L. sob aplicagcéo de melatonina e AIB em funcdo dos DAP.

Porcentagem de estacas enraizadas

Tratamentos Equacéo Valor-p
Controle 9 =1,19 + 117,47/(1+exp(-(x-15,16)/ 14,88))1%¥%  R2=0,99 0,0001
M43 § =1,36+81,17/(1+exp(-(x-52,98)/ 7,10))**? R?=10,99 0,0001
M215 ¢ = -1,44+88,94/(1+exp(-(x-72,07)/ 0,134))°%8  R2=0,99 0,0001
AIB ¢ = -0,68+94,86/(1+exp(-(x-60,02)/ 4,17))°3* R2=0,99 0,0001
Taxa de crescimento relativo (TCR)

Tratamentos Equacéo Valor-p
Controle y =3,74-11,49 (1-exp(-0,0244x)) R?=0,99 0,0001
M43 ¢ = 4,02-10,60 (1-exp(-0,0214x))  R?2=0,99 0,0001
M215 9 = 2,297-30,66 (1-exp(-0,0572x)) R?=0,99 0,0001
AIB ¥ = 2,339-39,207 (1-exp(-0,0622x)) R* = 0,99 0,0001

60



Enraizamento Cumulativo (%)

TCR (cm cm™ dia™)

Figura 1

100 ~

25

Controle A
Melatonina (43 uM)
Melatonina (215 yM)
— AIB (7380 uM)

Iniciacao

70 7

DAP (Dias)

0.0 -

46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76
DAP (Dias)

61



PEE (%)

T50 (Dias)

A (%)

R/PA

Figura 2
120 10
A
100 = a
& a a T a - 8
==
80 T b s
1 c T g Lo —
T L £
60 - & 1 <
e
L. O
40
20 - -2
0 0
(]
80 — —~
a =12 '»
b b £
[
60 = F c ~
= Ls S
a h ol
40 b b o
T x
c . . %
20 - o
4] 0
E
800 — s - 16 ‘Tg
Tl o3,
600 = - 12 &
b b L J_ T b o
T b 1 T € =
400 - = < T g 2
L <
o
2
200 - -4 =
0 L T L] 1 O
. G| controle M43 M215  AIB
1,0 4
T Tratamentos
0,8 4 J_
b
0,6 - = T
d I 1
0.4 - T
AN
0.2 A
0,0 . T . .

Controle M43 M215

Tratamentos

AlB

62



-1
APX (umol ASA min™ mg™ prot) H,0, (mmol g" MF)

SOD (U SOD min™ mg™' prot)

Fenois totais (mg g MF)

120

Figura 3

—e— Controle
—0— M43
—v— M215
—— AIB

80

40

120

— 80

— 40

0o 7 28 47 76

DAP (Dias)

28 47
DAP (Dias)

76

63

POD { nmol Tetraguaiacol min"' mg”' prot} CAT (umol H,0, min”’ mg‘* prot)

PPO (nmol min™" mg” prot)



Figura 4

Melatonina (43 pM)
]

Corr
19 25 00 a3 16

0 DAR (Indugao) 7 DAP [Indugao) 28 DAP {Iniciagdo)

s0D sop 08 soo
APX APX (] 09 Pmsea
POD PaD .’: 0808 car
FPO PPO 08 PMSR
RPA RPA 202 L]

'u
m
m
el
m
m
Q
A

Heoz 0.80.80.9 2oz 0.8080.0 RPA
PMSPA 0.9 PMISPA 09 apx oG9

Fenois Fanois PEE
"
siBEfEgsEg esE GEEEHEFEEE o588 FEfTSFZEg88¢ERE
g i g
47 DAP {Expresséo) 76 DAP (Expressso)
cAT D
TS0 PMSPA
Fenois H202 0.8
PMSPA A
POD R @
s0D N Fenos
PPO 09 RPA 09
He02 ..: PEE 09
APX 0.8 s00
PMSR 0.80.90.80.3 APX (5]
cR . POD ..
A PRO 08 08 08
RPA 08 PMSR 0908
PEE cAT
[t E fird a fid T E
AIB {7380 M)
err
s a5 08 a5 1o
QO DAP (Indugéo) 7 DAP [Indugéio) 28 DAP (Iniciacdo)
H202 @ son TS0
CAT CAT [r3 PPO
500 APX 68 Heo2
APX s PIISR POD [
POD TCR 500
ToR RFA .:: A
RPA A o8 @9 cRr ey
PMSR .: R o8 PMSR
PPO ® o POD APX 8
A 08 H202 09:080908 RPA R
oR 08 L] PPO (] @ e 08
PMSPA 09 0908 T80 (L ] FEE
50 &5 - Gpas PMSPA @5 @ @s Fenois
Fenols . Fenois . CAT .
EfeTgiipeigsl GEEUBOTEEZEEEY SHEEIEESG8RREE
= o w o =
47 DAP {Expressén) 76 DAP (Expressdo)
cR 08 R 08
RPA PEE
PMSR RPA
TCR .: @ Pusr
500 TCR .z [E]
POD Fenois
APX H202
PPO sop
PEE APX (X3
H202 08 PMSPA @eoe  ©%
Fenois 08 FPO
CAT FOD
@

g3
PMSPA
CAT
Fenois
H202
PEE
PPO
APX
POD
50D
TCR
PMSR .:
&0
[
E
@
PMSPA
APX
500
H202
Fenois
TCR
PMSR ..
RPA
PEE

64



Figura 5

Melatonina

AlB

SOD

Fenois 2
. /
\ L !
\ | - !/
\ 1 S - I’
N ) R v
N
Auxina C1c10 = Lignina
=~

celular \ /

Indugdo — Iniciagdo — Expressao —

——p  Efeito da melatonina |' ‘-

—p  Efeito do AIB

< Literatura

— Repressio

Formacgao
de raiz

65



ARTIGO II - Trigonelina e cafeina em estacas de cafeeiro arabica durante a formacao
de raizes adventicias apds aplicacdo de AIB e melatonina

Elaborado nas normas do Journal of Plant Growth Regulation
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Resumo

A cafeina e trigonelina sdo encontrados em cafeeiro arabica, e apresentam funcées antioxidante
e protecdo contra patdgenos, no entanto, ndo ha relatos sobre da trigonelina e cafeina no
enraizamento em cafeeiro. Objetivou-se avaliar a cafeina e trigonelina, fenois totais, H20z,
atividade enzimatica em correlacdo com o enraizamento de estacas de cafeeiro arabica sob
aplicacdo de &cido indol-3-butirico (AIB) e melatonina nas fases do enraizamento. Utilizou-se
quatro tratamentos (Controle, melatonina 21 uM (M21), melatonina 43 uM (M43) e AIB 7380
UM (AIB)) e quatro repeticdes. Foram analisados parametros de crescimento e bioquimicos do
sistema antioxidante nas diferentes fases do enraizamento, indug&o, iniciagéo e expressao. Foi
constatado que os tratamentos M43 e AIB promoveram maior PEE e trigonelina no tempo 0
DAP e na iniciacdo, H20> na fase de iniciacdo e fenois totais na fase de indugdo apresentaram
correlagdo com a PEE. A M43 melhorou conteddo de cafeina no tempo O e na iniciacdo. A
formacao de raizes adventicias foi induzida pelo AIB e M43 e correlacionou com a trigonelina,
cafeina. O H20-, fenois e atividade enzimética revelaram diferentes perfis, em funcgéo das fases,
evidenciando a complexidade de processos que podem estar envolvidos no balango redox

durante o desenvolvimento das raizes adventicias.

Palavras-chave: Coffee arabica. Alcaloide. Formagao de raiz. Acido indol-3-butirico. N-acetil-

5-metoxitriptamina.

Introducéo

O Coffea arabica L. é uma espécie comercialmente importante no cenario brasileiro e
mundial, pelo seu elevado consumo. E para garantir elevadas producdes combinadas com
qualidade de bebida, a producdo de mudas é sumo importancia para formacdo de plantios de
cafeeiro ardbica. Onde, a propagacdo vegetativa possibilita a formacdo de pomares com
cafeeiros com elevada producdo combinada a qualidade de bebida, uma vez que, ocorre a
clonagem de planta que apresentem elevada producao e qualidade de bebida.

Mas o grande impasse para formacdo de mudas pelo método de estaquia € a capacidade
de enraizamento do cafeeiro arabica, pois ainda ndo se chegou a um método consistente e
apurado. Os alcaloides como a trigonelina e cafeina sdo importantes na qualidade de bebida de
café arabica (Zheng; Ashihara, 2004). Ha ampla variacéo entre cultivares quanto a capacidade
de enraizamento de cafeeiro arabica, além da variacdo genética quanto a concentragcdo de

metabolitos secundarios (Chen. 2019). O efeito dos metabdlitos secundarios ja foi comprovado
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como moléculas antioxidante e protecdo das auxinas contra a descarboxilacdo (Klerk et al.
2011), no caso dos compostos fendlicos e, portanto, podem estar associados ao enraizamento
adventicio. Contudo ndo ha& informacGes sobre o papel da cafeina e trigonelina no
desenvolvimento de raizes adventicias em cafeeiro arabica.

A Cafeina (1,3,7 N- metilxantina) e trigonelina (acido 1 N- metilnicotinico) séo
metabolitos secundarios decorrentes de nucleotideos de purina e piridina, respectivamente
(Zheng; Ashihara, 2004). As concentracfes sdo variaveis em funcédo do tipo e idade do 6rgéo
da planta. A trigonelina se encontra em todos os Orgdos de cafeeiro arabica, mas altas
concentragfes sdo encontradas em caules jovens, ja o conteddo de cafeina € maior em
cotilédones e folhas e baixa concentracdo em caule em mudas de seis meses de idade e baixas
concentragdes nas raizes (Zheng; Ashihara, 2004).

A maioria dos trabalhos associam esses compostos a varia¢es na qualidade de bebida
dos grdos por suas propriedades antioxidantes (Caprioli et al. 2014; Heo et al. 2020; Torres.
2014). Ha relatos também sobre a fun¢do da cafeina e trigonelina como defesa antioxidante de
plantas sob estresses, contra agentes patdégenos e herbivora (Farah; Donangelo, 2006; Ashihara
et al. 2017; Sugiyama et al. 2016; Ashihara; Watanabe, 2014; Pinheiro et al. 2021; Zamani;
Amiri; Ismaili, 2020). Em especial a trigonelina, pode ser considerado um composto de reserva
para biossintese de nicotinamida adenosina dinucleotideo (NAD) durante a embebicédo e
germinacdo de sementes de cafeeiro arabica (Shimizu; Mazzafera; 2000) e desintoxicacdo do
acido nicotinico que em altas concentracdes tornam toxicos para as plantas (Barz, 1985).

As estacas de cafeeiro ardbica comtempla trés fases do enraizamento, sendo eles,
inducdo, iniciagdo e expressdo do primdrdio radicular. A fase de inducéo, envolve eventos
bioquimicos que precedem mudancas morfoldgicas visiveis, enquanto que a iniciagao,
compreende o inicio dos primdérdios e meristemas, e a expressdo é entendida pelo crescimento
intra-caulinar do primdrdio radicular e emergéncia da raiz (Guan et al. 2015; Zhang et al. 2017;
Husen et al. 2017).

A multiplicacdo por estacas de cafeeiro, requer aplicagdo em sua maioria de reguladores
de crescimento. O mais utilizado € o AIB em estacas de cafeeiro arabica e mais recentemente a
melatonina em estacas lenhosas de romdo também tem sido proposta como alternativa
(Vallejos-Torres et al. 2020; Sarrou et al. 2014).

A presente pesquisa levanta a hipotese de que cafeina e trigonelina estdo envolvidas no
enraizamento de cafeeiro ardbica. Com isso, objetivou-se avaliar a correlacdo entre as
concentragOes de trigonelina e cafeina na base de estacas tratadas com AIB e melatonina e a

formacéo de raizes adventicias em estacas de cafeeiro arabica. Além disso, estudar a correlagédo
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entre esses metabdlitos e H,O,, fendis e enzimas antioxidantes em diferentes fases do

desenvolvimento das raizes adventicias

Material e Métodos
Local do experimento

O experimento foi conduzido de janeiro a marco de 2020 no setor de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil
(21°13°40°°S € 44°57°50°° O, altitude 960 m), com classificagao climatica do tipo Cwa (K&ppen
e Geiger). A casa de vegetacdo foi regulada com irrigacéo a cada 5 minutos com duragdo de 30
segundos das 6:00 até 21:00 horas com intuito de manter a umidade acima de 85% e a

temperatura variou de 18 a 28 °C.

Material utilizado

Utilizou-se mudas da cultivar Catuai IAC-144 com idade de aproximadamente ano e
oito meses. As mesmas foram podadas o apice caulinar e envergadas para forcar a brotacdo de
novos ramos ortotropicos. As estacas apresentaram aproximadamente 5 cm de comprimento,
sendo realizado corte em bisel da base e realizado o corte na metade das folhas. As estacas
foram tratadas com hipoclorito de sodio a 0,05% por 10 min e lavada com &gua (Rezende et al.
2017). Cada estaca possuia apenas um par de folhas. Utilizou-se dois tipos de tubetes,
transparentes com volume de 70 cm® e pretos com 120 cm?®. Os tubetes transparentes foram
acondicionados no interior do tubetes preto com argola de isopor, ambos tubetes estavam
acoplados em bandeja com inclinagcdo de 13,5°. Esse sistema foi criado para auxiliar no
enraizamento cumulativo e crescimento da raiz periodicamente. Utilizou-se substrato comercial

BASAPLANT® (Hortalicas) e areia, em proporcao de 6/4, respectivamente.

Delineamento e tratamento

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes e quatro
niveis de tratamentos (Controle, melatoninaa 21 uM (M21), melatonina a 43 uM (M43) e &cido
indol-3-butirico a 7380 uM (AIB) e cada parcela foram compostas por 10 unidades
experimentais para as variaveis fitotécnicas. No entanto, para as variaveis bioquimicas utilizou-
se esquema de parcelas subdividida, a qual os niveis da parcela foram compostos por Controle,
M5, M43 e AIB e as subparcelas os tempos de coleta das estacas dos dias apés o plantio (0, 7,

28, 47 e 69 DAP) e utilizou-se cinco estacas por parcelas experimentais. Os tratamentos foram
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aplicados no tempo zero e mergulhadas em melatonina nas concentragdes desejadas e AIB com
duragéo de 3 minutos.

Variaveis fitotécnicas
Para a porcentagem de estacas enraizadas (PEE) foi utilizada os nimeros de estacas
enraizadas (NEE) e numero de estacas totais (NET) conforme a equacdo NEE/NET*100. O
comprimento raiz foi mensurado com auxilio de uma régua graduada (cm). Ja a taxa de
crescimento relativo (TCR) foi quantificado conforme Floss (2004) pela seguinte equacéo:
_ nlM2 — niM1
- T2-T1
M1 = Comprimento da primeira coleta;
M2 = Comprimento da Ultima coleta;
T1 = DAP da primeira coleta;
T2 = DAP da segunda coleta;

nl = logaritmo natural.

A peso da matéria seca da raiz (PMSR) e parte area (PMSPA) foram mensuradas a partir
da massa fresca, a qual permaneceu 72 horas em estufa de circulagdo forcada de ar em 65°C,
em seguida a massa seca foi pesada em balanca digital. E a relacdo raiz parte area (R/PA) foi
obtida pela divisdo da PMSR pela PMSPA.

T50 e area de acumulo de enraizamento (A)

Para quantificar o T50 utilizou-se equagao sigmoide (y = a /(1+e”-((X-Xo) /b)) de trés termos
conforme descrito por Romano et al. (2019). O Xo (T50) representa o ponto em que acurva atinge
50% do potencial maximo de estacas enraizadas. A partir da mesma equacao se calcula o A,
sendo a area subjacente a curva sigmoide de 0 a 76 dias, como uma integral definida da funcéo

e representando o total estacas enraizadas em porcentagem.

Variaveis bioquimicas
Os caules frescos foram descascados da base atée dois cm, cortados em segmentos
menores, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e mantidas em -80 até a realizacdo

das anélises.
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Quantificacao de perdxido de hidrogénio (H202)

Adotou-se o método descrito por Velikova; Yordanov e Edreva (2000). Para extracdo, amostras
de 100 mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50% de
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizadas com 1500 uL de acido tricloroacético (TCA
- 0,1%). As amostras foram centrifugadas a 13000 g por 10 min a 4°C e 45 uL do sobrenadante
foi utilizado para a reagdo com 45 pL. de tampao fosfato de potassio (10 mM, pH 7,0) e 90 uL.
de iodeto de potassio (1 M). A leitura da absorbancia foi realizada em 390 nm em duplicata e
os niveis de H20; quantificados por meio de curva padrdo com a solucéo estoque de H2O> a
250 uM.

Quantificacao dos fenois totais

Amostras de 100 mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50%
de PVPP e homogeneizadas com 500 uL. de tampao de extragdo (metanol - 99%; HCI - 1%) em
tubos de eppendorf de 2 mL. Posteriormente, o extrato foi colocado em gelo e agitado por 4
horas no escuro (Zarrouk et al. 2012) e centrifugado a 13.000 g por 30 min a 4°C, e o
sobrenadante coletado e adicionado 250 pL de solugdo tampao ao material decantado, a qual
foi centrifugado novamente a 13.000 g por 30 min a 4°C e retirado o segundo sobrenadante. O
segundo sobrenadante (2 pL) foi utilizado para a reagdo com 2 pL de folin puro, 9 uL de
carbonato de sédio anidro (220 mg mL™) e 307 pL de 4gua deionizada. A reagio passou 30
minutos incubada a banho-maria a 40°C. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 765 nm
e os niveis de &cido galio (AG) quantificados por meio de uma curva padrdo com solucédo
estoque de AG a1 mg mL™,

Extracéo e quantificacdo de enzimas

Para as extracBes enzimaticas (dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), amostras de 100
mg de caule fresco foram maceradas em nitrogénio liquido com 50% de de PVPP e
homogeneizadas com 1,5 mL de tampéo fosfato de potassio (400 mM; pH 7,8) contendo 10
mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 200 mM de acido ascorbico (Biemelt et al.
1998). O extrato foi centrifugado a 13000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado
para quantificacdo da atividade das enzimas. A dosagem de proteinas foi feita pelo método de

Bradford (Bradford, 1976). Todas as enzimas foram realizadas em triplicatas.

Atividade da SOD
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A atividade da SOD foi quantificada de acordo com a metodologia descrita por
Giannopolitis; Ries (1977), a qual consiste na capacidade de inibir a fotorreducéo do azul de
nitrotetrazolio (NBT). Aliquota da amostra foi adicionada ao meio de incubagéo contendo 100
uL de tampdo fosfato de potassio (100 mM; pH 7,8), 40 uL de L-metionina (70 mM), 3 uL de
EDTA (10 mM), 15 puL de NBT (10 mM), 2 uL de riboflavina (0,2 mM) e 30 uL de agua
deionizada.

A reacdo foi conduzida em luz fluorescente (20 W) por sete minutos, enquanto o branco
foi constituido de 4gua deinozada mais o meio de incubacdo. A formacéo do azul de formazan,
derivado da reducdo do NBT, foi realizada atraves da leitura no espectrofotdmetro a 560 nm.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50%
a reducdo do NBT.

Atividade da CAT

A atividade da CAT foi quantificada conforme Havir; Mchale (1987). Aliquotas do
extrato enzimatico foi adicionada ao meio de incubacdo, contendo 90 pL de tampao fosfato de
potassio (200 mM; pH 7,0) e 72 uL de agua deionizada e incubadas a 30°C em banho-maria.
No momento da leitura foi adicionado 9 uL de H2O2 (250 mM). Em seguida, atividade da CAT
foi mensurada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, durante 3

minutos, monitorado pelo consumo de perédxido de hidrogénio.

Atividade da APX

A atividade da APX foi aferida em meio composto do extrato enzimatico, 90 puL de
tampao fosfato de potassio (100 mM; pH 6,0), 9 uL de 4cido ascorbico (10 mM) e 63 puL de
agua deionizada. Incubada a 30 °C em banho-maria, ¢ no momento da leitura adicionou 9 pL
de H202 (2 mM) (Koshiba, 1993). A oxidacdo do ascorbato foi realizada na leitura no
espectrofotdmetro a 290 nm, cada 15 s por 30 min (Nakano; Asada, 1981). O coeficiente de
extingdo molar usado foi de 2,8 mM* cm™.

Atividade da POD

A atividade da POD foi determinada conforme a metodologia de Neves (2003).
Aliquotas do extrato enzimatico foi adicionada ao meio de reacdo composto de 180 puL do
tampao fosfato de sodio (100 mM; pH 6,0), 60 uL. de guaiacol (0,8%), 60 uL de H202 (0,9%)
e 50 puL de agua deionizada. O tampao fosfato de sodio foi incubado a banho-maria a 30 °C. A

leitura foi realizada em espectrofotébmetro a 470 nm, a cada 15 segundos com duracao de 2
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minutos, e a atividade foi compreendida pelo aumento da absorbancia. O coeficiente de
extingdo molar foi de 26,6 mM™ cm™,

Atividade da PPO

A atividade da PPO foi determinada conforme a metodologia adaptada de Kar; Mishra
(1976). Aliquotas do extrato enzimatico foi adicionada ao meio de reagdo composto de 200 pL
do tampéo fosfato de sddio (70 mM; pH 7,0), 40 uL de catecol (100 mM). O meio de reagdo
foi incubado a banho-maria a 30 °C por 5 min antes de adicionar o extrato. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 410 nm, a cada 13 segundos com duragéo de 1,3 minutos, e a atividade
foi compreendida pelo aumento da absorbancia. O coeficiente de extingdo molar foi de 1,235

mM~*cm.

Compostos bioativos

A cafeina e trigonelina foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), segundo metodologia de Malta; Chagas (2009). O extrato foi realizado com 300 mg
de caule fresco macerado em nitrogénio com 50% de PVPP, e colocadas em 10 mL &agua
destilada, posteriormente incubadas a banho-maria por 3 min. O extrato foi filtrado em papel
de filtro comum e membrana de 0,45 um. A quantificagdo foi realizada em cromatdgrafo da
marca Schimadzu®, com sistema de detecgdo por arranjo de diodos (modelo SPD-M43A),
coluna cromatografica Discovery C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e comprimento de onda de 272
nm. A fase movel constituiu-se de metanol:dgua:éacido acético (20:80:1), com fluxo de 1 mL
min.™
Analise estatistica

Os dados foram trabalhados na plataforma R versdo 4.0.5 para realizar as analises
estatistica. Foi realizado teste de normalidade e homogeneidade Shapiro-willk, Bartlete o teste
F (p <0,05) e o teste Duncan a 5% de probabilidade, para fazer a comparacdo de médias, com
auxilio do pacote estatistico ExpDes.pt (Ferreira et al. 2021). Também foi realizado analise de
componentes principal (PC) com a fungdo prcomp do software R e o pacote factoextra
(Kassambara; Mundt, 2020). Utilizou-se software SigmaPlot® versio 12.3 para ajustar o

modelo sigmoide e exponencial.

Resultados

Morfologia e enraizamento em funcéo de melatonina e AIB exdgena
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A PEE cumulativa se ajustou-se a funcdo sigmoide com R? de 0,99 (Tabela 1). O
resultado da fig. 1a, mostraram que aplicacdo exdgena de AIB antecipou o processo de
enraizamento. Visto que aos 47 DAP, as estacas que foram submetidas a AIB apresentaram
maior PEE de 82% enquanto que, M5, M43 e controle ndo passaram de 58%. No entanto, a
estabilizacdo dos tratamentos AIB, M43 e Controle ocorreu aos 59 DAP com valores de 94, 94
e 87%, respectivamente. A TCR se ajustou a funcio exponencial com R? de 0,99 para todos 0s
tratamentos. Foi notorio que o AIB estimulou maior TCR em comparacdo aos demais

tratamentos (Fig 1b). Todas equacGes sofreram efeito significativo a 1%.

Tabela 1. Equacdes referente a fig. 1 (a) e (b)

Porcentagem de estacas enraizadas

Tratamento Equacdo p-valor
Controle y=-0,54 + 87,73/(1+exp(-(x-50,56)/ 2,09))*?* R?=0,99 0,0001
M5 y=-1,81+95,59/(1+exp(-(x-53,07)/ 4,04))*3  R?2=10,99 0,0001
M43 y=-4,05+98,60/(1+exp(-(x-55,95)/ 1,55))°%®° R2?=0,99 0,0001
AlIB y=-2,98+98,09/(1+exp(-(x-44,52)/ 4,42))*%" R?=10,99 0,0001
Taxa de crescimento relativo

Tratamento Equacédo p-valor
Controle 9=-94,17+96,14(1-exp(-0,0976x)) R?=0,99 0,0001
M5 9= -33,25+35,45(1-exp(-0,0697x))  R2=0,99 0,0001
M43 9= -14,37+16,70(1-exp(-0,0494x))  R2=0,99 0,0001
AlB 9= -265,74+267,75(1-exp(-0,1227x)) R2 = 0,99 0,0001

Os dados mostraram que aplicacdo de melatonina e AIB promoveram efeito
significativo pelo teste Duncan a 5% de probabilidade. A melatonina M43 e AIB incrementaram
11 e 8,6% em relacdo a testemunha na PEE, respectivamente (Fig 2a).

Ja o CR, PMSR e A foram influenciadas positivamente pela aplicacdo de AIB, a qual
foi notdrio aumento de 1,4 cm; 0,84 g e 81% em relagdo a testemunha, respectivamente (Fig 2
b. d. e). O AIB na concentracdo de 1500 ppm, apresentou menor T50 (Fig 2 c). A melatonina
M43 esta envolvida também na formacgdo da parte aérea. Onde a PMSPA foi influenciada
positivamente pela aplicacdo de M43, com aumento de 1,52 g em relagdo ao controle,
respectivamente (Fig 2 f). A relacdo da massa seca da raiz e parte aérea (R/PA) foi maior quando
se aplicou o AIB, enquanto que, o0 menor valor foi constatado na aplicacdo de M43 (Fig 2 g),
em virtude da maior PMSPA provocado pelo tratamento (Fig 2f).
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Mudangas na atividade enzimatica, contetdo de H20. e fendis durante as fases do
enraizamento

Durante as fases de enraizamento foi observado mudancas significativas nas atividades
enzimética, conteudos de H.O», fendis totais e alcaloides pelo teste Duncan a 5% de
probabilidade (Fig 3 e 4). A aplicacdo de AlB, M5 e M43 promoveu reducdo no contetido de
H>0 aos 7 DAP de 26, 15 e 16% em comparagdo com o controle, respectivamente (Fig 3a).

Ja na fase de iniciacdo aos 28 DAP os dados mostraram que aplicacdo de AIB, M5 e
M43 estimularam incremento no conteldo de H20. de 31, 20 e 58% em compara¢do ao
controle, respectivamente. A atividade da CAT foi influenciada positivamente pela aplicacdo
de melatonina e AIB nas diferentes fases do enraizamento (Fig 3b). Aplicacdo exdgena de
melatonina M5 apresentou valores de 64, 65 e 46%, superior ao controle a 0 DAP, na inducao
e iniciacdo, respectivamente. Enquanto que a M43 ocasionou aumento na atividade da CAT de
58, 87 e 133% comparado com controle na indugdo, expressdo aos 47 e 69 DAP,
respectivamente. Ja o AIB promoveu maior atividade da CAT em relacéo ao controle a 0, 7 e
69 DAP de 27, 27 e 197%, respectivamente.

Aplicacdo de AIB influenciou positivamente a atividade da APX, a qual revelou valores
de 16, 11, 37 e 23 de pumol 4cido ascdrbico mint mg™ de proteina superior ao controle, aos 7,
28, 47 e 69 DAP, respectivamente (Fig 3c). No entanto, aplicacdo de M43 em estacas da cultivar
Catuai IAC-144, promoveu atividade da APX superior ao controle na fase de expressdo aos 47
e 69 DAP.

Os tratamentos AIB e M43 promoveram efeito significativo na atividade da POD aos
47 e 69 DAP (Fig 3 d). Foi observado incremento do AIB e M43 de 50 e 23% aos 47 DAP, 52
e 34% aos 69 DAP comparado ao controle, respectivamente. O resultado da atividade da SOD
sofreu efeito significativo pelo teste Duncan a 5% de probabilidade (Fig 3e). As maiores
atividades da SOD foram relatadas no tratamento AIB na fase de expressdo da raiz aos 47 e 69
DAP.

Os compostos fenolicos, alcaloides e atividade da PPO foram influenciadas pela
aplicacdo de melatonina e AIB nas diferentes fases do enraizamento (Fig 4).

A melatonina M43 estimulou incremento no contetdo de cafeina a 0 DAP e na iniciacao
daraiz aos 28 DAP de 197 e 19% em relagdo ao tratamento controle, respectivamente (Fig 4a).
O AIB e M43 influenciou positivamente o conteudo de trigonelina a 0 DAP e na inicia¢do da
raiz aos 28 DAP. O AIB promoveu incremento de trigonelina de 53 e 32% a 0 e 28 DAP, em
relacdo ao controle, enquanto que a M43 estimulou valores superiores ao controle de 61 e 42%
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a 0 e 28 DAP, respectivamente (Fig 4b). Ja o M5 proporcionou pico da trigonelina aos 7 DAP
na fase de indugéo.

O resulta da fig. 4c, revelou que aos tratamentos AIB, M5 e M43 promoveram maior
conteido de fendis totais na fase de indugdo do enraizamento. Onde foi observado valores
superiores ao controle, e os valores corresponderam a 6,7; 5,77; 6,32 e 4,81 mg g de MF em
AlB, M5, M43 e controle, respectivamente. Ja atividade da PPO foi influenciada pelo AIB e
M43 na fase de expressédo da raiz (Fig. 4d). Aplicacdo de AIB promoveu maiores valores aos

47 e 69 DAP e M43 aos 47 DAP, quando comparado com tratamento controle.

Anélise de componentes Principais

Na fig. 5, estdo representadas as analises dos componentes principal (PCA) aos 0, 7, 28,
47 e 69 DAP. Utilizou-se a PEE, CR, A, T50, TCR, CAT, SOD, APX, POD, PPO, Fendis totais,
cafeina, trigonelina, H2.02, PMSPA, PMSR e R/PA sob aplicagdo de melatonina M5, M43, AIB
e Controle aos 0, 7, 28, 47 e 69 DAP.

A PCA a 0 DAP revelou que o PC1 deteve 48,8% e o PC2 28,6% da variancia
acumulada, a qual os dois PCs somam 77,4%. Observa-se que houve uma separacdo dos
tratamentos pela PC1, onde o tratamento AIB esta mais relacionada com as variaveis CR, RPA,
A, PMSR, TCR. Enquanto que, a M43 esteve mais relacionada com trigonelina, PEE, cafeina,
PMSPA. A trigonelina apresentou correlacdo positiva com PEE no tratamento M43.

Na fase de indu¢édo aos 7 DAP, foi observado que houve uma separacdo dos tratamentos
pela PC 1. As variaveis APX, CR, A, PMSR, RPA e TCR foram associadas ao tratamento AlB,
enquanto que o tratamento M43 estimulou maiores escores de PPO, CAT e PMSR. As setas na
mesma direcdo indicaram correlagdo positiva entre PPO, CAT e PMSPA, Além Fenais totais e
PEE que foram associadas aos tratamentos M43 e AIB (Fig 5).

Ja na fase de iniciacdo aos 28 DAP, existe correlacdo positiva entre PEE, H20; e
Trigonelina, além da cafeina com PMSPA quando se aplicou M43. Quando se observou a CP
2, foi notdrio que a Trigonelina, PEE e H>O; estdo associadas aos tratamentos AIB e M43 (Fig
5).

Na fase de expressao aos 47 DAP, a CP1 revelou dois grupos de variaveis associadas
ao tratamento AIB, que foram, a TCR, RPA, PMSR, CR e A, além da PPO, POD, SOD e APX.
Enquanto que, a CAT e PMSPA foram agrupadas ao tratamento M43 (Fig 5).

Aos 69 DAP notou-se que a maioria das variaveis foram associadas ao tratamento AIB
pela CP1, tais como, Trigonelina, TCR, RPA, PMSR, A, CR, PPO, H.0,, SOD, APX, POD e
CAT. Enquanto a PMSR esteve associada ao tratamento M43.
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Efeito de melatonina e AIB na dinamica de substancias enddgenas e atividade enzimatica nas
fases do enraizamento e morfologia

Para analisar a dindmica de substancias enddgenas nas fases do enraizamento, avaliou-
se cinco pontos, a qual foi compreendido pelo tempo zero a 0 DAP, inducdo aos 7 DAP,
iniciacdo aos 28 DAP e expressdo aos 47 até 69 DAP (Fig. 6). Quando as estacas da cultivar
Catuai 144 foram submetidas a AIB, foi notério maior PMSR, CR, PEE e menor T50 (Fig 6 a).
Enquanto que o tratamento com melatonina M43 promoveu maior PEE e PMSPA (Fig 6 b).

Aplicacdo de AIB estimulou picos dos fendis totais na inducdo e H2O2 na iniciagéo,
além da trigonelina no tempo zero e iniciagdo. Atividade da APX foi observado na inducéo,
iniciacdo e expressdo da raiz. A PPO, SOD, POD foram estimuladas na expresséo aos 47 e 69
DAP, enquanto que a CAT mostrou maior atividade aos 69 DAP (Fig 6a).

Os resultados do tratamento com melatonina M43 estimularam picos da cafeina e
trigonelina logo no tempo zero e na iniciagdo aos 28 DAP. Os fendis totais apresentaram pico
na fase de indug&o, enquanto que H2O> na iniciacdo. A atividade da CAT foi relatada na fase
da iniciacdo e expressdao. A APX, PPO e POD apresentaram maiores atividades na fase de

expressao da raiz (Fig 6b).

Discusséo

A aplicacdo de M43 e AIB promoveram maior PEE acima de 90%. Os resultados de
enraizamento sdo considerados eficaz, pois conforme Vallejos-Torres et al. (2020), uma
conversdo acima de 85% possibilita a producdo em larga escala de mudas de cafeeiro arabica.

A formacdo de raizes adventicias € um processo que envolve mudangas morfoldgicas,
fisioldgicas e bioguimicas, a qual divide-se nas seguintes fases inducéo, iniciacdo e expressao
(Zhang et al. 2017). Nas diferentes fases do enraizamento, as concentracdes de trigonelina e
cafeina foram variaveis importantes na discriminacdo dos tratamentos que receberam a
aplicacdo de reguladores AIB e M43 daqueles que nédo receberam, ou seja, dos controles,
indicando que esses alcaldides podem estar envolvidos no metabolismo que resultou em maior
PEE verificados nesses tratamentos. Entretanto, houve diferentes padrdes de correlacdo entre
trigonelina e cafeina com aspectos morfoldgicos, fendis totais e também com perdxido de
hidrogénio e as enzimas antioxidantes.

As maiores concentracdes de trigonelina e cafeina verificadas no tempo 0 DAP foram
correlacionadas positivamente com maior PEE final. Uma vez que essa quantificacdo foi
realizada em amostras coletadas logo apos a aplicacdo dos reguladores AIB e melatonina,

verifica-se que esses reguladores podem ter efeitos relativamente rapidos sobre o metabolismo
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secundario associado ao desenvolvimento de raizes adventicias. A trigonelina e cafeina, podem
aumentar a resisténcia ao estresse e agir também contra agentes patogénicos na area do corte
na base das estacas, contribuindo para a sobrevivéncia das estacas. De acordo Ashihara et al.
(2017), os alcaloides como cafeina e trigonelina promovem defesa quimica contra patdgenos e
herbivoria. Além disso, esses alcaloides também sdo considerados moléculas antioxidantes
(Farah; Donangelo, 2006). Ressalta-se que o pico de trigonelina ocorre mais rapidamente
quando se aplica AIB e M43 e 0 da cafeina quando se aplica M43. De fato, a biossintese de
alcaloides observadas in vitro em Leucojum aestivum é estimulada por melatonina e auxina e a
qualidade do perfil metabdlico dos alcaloides pode variar conforme o tipo de estimulante (Ptak
el al. 2013; Patak et al. 2019).

Constata-se que ocorreu um aumento nas concentracdes de trigonelina e cafeina também
nos tratamentos controle e M5, porém somente aos 7 dias da fase de inducdo. Houve um atraso
nos picos de alcaloides, que ndo foram correlacionados com maior PEE e caracteristicas
morfoldgicas das raizes. 1sso indica que picos de trigonelina e cafeina estdo envolvidos na fase
de inducdo do desenvolvimento de raizes adventicias nas plantas controle, porém a aplicacao
de AIB e M43 acelerou esses picos e influenciou positivamente na fase de inicial da inducéo.
De acordo com (Wink; Witte, 1985), os alcaloides sdo metabolizados e seu nitrogénio é
utilizado. Portanto a trigonelina e cafeina podem ter sido rapidamente induzidos apos
aplicacdo, e ao longo da fase de indugdo mobilizados como reservas energéticas, o que justifica
os menores valores de trigonelina e cafeina aos 7 dias nos tratamentos AIB e M43.

Na fase de iniciacdo, aos 28 DAP, as maiores concentracfes de trigonelina e cafeina
também contribuiram para discriminacdo dos tratamentos AIB e M43 em relacdo ao controle e
M5, correlacionadas positivamente com maior PEE e demais variaveis morfoldgicas da raiz e
PMSPA. Nessa fase, em gque ocorre o inicio dos primérdios e meristemas ha intensa divisao
celular e, portanto, a trigonelina e a cafeina (acido 1 N- metilnicotinico) podem afetar o ciclo
celular. Esses alcaldides sdo metabolitos secundarios cujos precursores sdo os nucleotideos de
purina e piridina. As purinas sdao componentes-chave do sistema energético celular (p. ex.,
ATP, NAD), dos sinalizadores (p. ex., GTP, cAMP, cGMP), e, juntamente com as
pirimidinas, participam da produgéo do RNA e DNA (Ashihara, 2006).

Ja na fase de expressdo, verifica-se que aplicacdo de M43 e AIB, nédo influenciaram o
conteudo de trigonelina, quando o processo de enraizamento ja tinha ocorrido por completo.
Contudo, maiores concentracdes de trigonelina e cafeina, contribuiram para formagdo da
componente na discriminacdo do controle em relagéo ao AIB e M43. Na final da expresséo,

somente a trigonelina, pois a cafeina estava em baixas concentracdes.
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O presente trabalho destaca também a correlacdo positiva entre trigonelina e cafeina
com H20, em todas as fases de desenvolvimento das raizes adventicias. Corroborando com
esses resultados, Chen et al. (2018), constataram que a melatonina promoveu formacao de raiz
lateral desencadeada pelo aumento do H20., e que este atuou na sinalizagdo induzindo a
expressdo de genes regulatérios do ciclo celular responsaveis pela formagéo de raiz adventicias
em Medicago sativa. Evidéncias genéticas mostraram que dois genes responsaveis pela
formacéo de raizes laterais e envolvimento no ciclo celular (AtCDKB1; 1 e AtCDKB2) foram
regulados positivamente pelo H20, no entanto, quando se usou inibidor da NADPH oxidase
(Difenilenoioddnio — DPI) e/ou eliminador de H2O. (Dimetiltioureia — DMTU) a expresséo
ambos genes e formacéo de raiz laterais foram prejudicadas (Chen et al. (2018).

Li, et al. (2017) também demonstrou que o H2O, atua como um promotor durante a
formacédo de raizes adventicias em estacas de Vigna radiata, através da regulacao da expressao
genes envolvidos em muitos processos celulares associadas as resposta ao estresse, homeostase
celular redox e resposta ao estresse oxidativo, metabolismo secundario, afrouxamento e
modificacdo da parede celular, nutrientes e processos metabdlicos de energia, celulares
movimento de componentes, transcrigdo, sintese de DNA, ciclo celular e fatores de transcri¢éo
(TFs), bem como vias de sinalizagdo de hormonios vegetais.

De maneira geral, observa-se variacOes das correlacdes entre os alcaloides trigonelina e
cafeina com as enzimas antioxidantes de acordo com a fase de desenvolvimento das raizes.
Logo apds aplicacdo dos tratamentos, observa-se o pico dos alcaloides apds aplicacdo de AIB
e M43, o que ndo se verifica nas enzimas. Consequentemente, h4 uma correlagdo negativa
observada aos 0 DAP entre trigonelina e cafeina e as enzimas SOD, POD, PPO e CAT. Ao que
isso indica parece haver uma resposta mais rapida dos alcaloides do que as enzimas
antioxidantes a aplicacdo de AIB e M43. Essa correlacdo negativa discriminando AIB e M43
dos demais tratamentos também é observada na iniciacdo 28 DAP e no inicio da expressao, 47
DAP. E possivel que a atuagio antioxidante desses alcaloides, haja uma menor atividade das
enzimas antioxidantes nessas fases. Os alcaloides possuem atividade antioxidante e eliminagéo
de radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio e elétrons os quais atuam como agente
redutores e quelantes de ions metalicos oxidantes (Chen, 2019).

Contudo, ressalta-se também correlacdo positiva ao final da expresséo, aos 68 DAP,
discriminando o AIB dos demais tratamentos, indicando atuacdo conjunta desses antioxidantes
ja ao final da fase de expressdo esta correlacionada com maior PEE e maior desenvolvimento
radicular. De maneira geral, constatamos que 0 aumento na atividade das enzimas

antioxidantes, principalmente a partir da iniciagdo induzido por ABA e M43 também esté
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associado ao melhor desenvolvimento radicular. O sistema de defesa antioxidante pode
modular o processo de formac&o de raizes adventicias controlando o estado redox celular. Essa
afirmacéo, segue o proposto por Vilasboa et al. (2021) que mostrou que a maior capacidade
para enraizar da espécie de Eucaliptus grandis esta associada a maiores atividades de enzimas
antioxidantes e também maior conteudo de flavonoides. Essas caracteristicas podem influenciar
a sinalizacéo baseada em ROS e a homeostase de fitohormonios nas estacas, impactando assim
no desenvolvimento de raizes adventicias.

O presente trabalho evidenciou também que os compostos fendlicos na fase de inducao
auxiliam a formagédo de raiz sob aplicagdo de melatonina M43 e AIB. Uma vez que 0 M43 e
AIB promoveram incremento de 32 e 39%, respectivamente em comparacao ao tratamento
controle na fase de inducéo aos 7 DAP. E a ligacdo dos compostos fendlicos com enraizamento
ja foi relatado em pesquisa anterior, a qual os di e polifenois atuaram na defesa antioxidante e
protecdo das auxinas contra a descarboxilacdo (Klerk et al. 2011). Em cafeeiro arabica, a acdo
dos compostos fendlicos frente ao enraizamento ainda ndo foi bem estabelecida. Considerando
a correlacdo entre os alcaldides, trigonelina e fendlicos, essa foi em sua maioria negativa nas
fases de desenvolvimento radicular, com destaque

Os resultados da presente pesquisa, sugeriu que melatonina apresenta potencial na
biossintese de cafeina em estacas de cafeeiro arébica, além do mais, a cafeina foi correlacionada
a maior massa seca da parte aérea, indicando que este estimular uma maior realocacdo de massa
seca para parte aérea do que para raiz, evidenciado também pela menor relacdo de R/PA.
Conforme Behling et al. (2018) a relagdo entre massa seca da folha e massa seca da raiz, reflete
uma relacdo aproximada de fonte e dreno. O que aos 69 DAP o tratamento M43 proporcionou
maior area de fonte que pode refletir em maior contetido de CO; fixado e redistribuido entre a
planta inteira. Além do mais, aos 69 DAP a muda ndo esta pronta pra ir a campo, mais estudos
necessitam serem realizados para ver a consisténcia a relacdo R/PA até 0 momento em que a
muda estara pronta para ser transplantada para campo.

Em relacdo a atividade enzimética na fase de indugdo, a CAT correlacionou
positivamente com a PEE, sugerindo que em estacas de cafeeiro arabica sua atividade pode ser
importante sob aplicacdo de melatonina M43 para formacgdo de raiz adventicia. J& APX foi
estimulada pelo tratamento de AIB a partir da fase de inducéo até a fase de expressdo. Até o
momento, ainda s&o poucos os estudos relatando a relacéo entre as mudancas na atividade CAT
e APX e suas funcbes durante a formag&o de raizes adventicias (Li et al. 2009). Racchi et al.
(2001) encontraram uma forte atividade da isoforma CAT-2 em microestacas enraizadas de

oaks, sugerindo que esta isoforma é uma proteina especificamente relacionada ao enraizamento.
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Mas na presente pesquisa a atividade da CAT e APX correlacionaram negativamente com
conteido de H20O- na fase de indugdo, sugerindo ambas enzimas possuem papel importante na
eliminag&o do H20: nessa fase.

Os resultados do presente trabalho, mostraram que a cafeina, trigonelina estdo
envolvidos nas fases inducéo e na iniciacdo da formacéo de raizes adventicias em estacas de
cafeeiro e sdo induzidos pelo M43 e AIB. Assim propde-se que esses alcaloides poderiam
explicar pelo menos em parte as variagdes quanto a capacidade de enraizamento entre cultivares
de café e a inconsisténcia no sucesso das técnicas disponiveis. Diante disso, esse estudo abre
possibilidade de explorar a correlagdo desses parametros com a capacidade de enraizamento, 0
que podera contribuir para o estabelecimento de modelos de previsdo antecipada de
recalcitrancia de enraizamento, contribuindo assim para a selecdo e propagacdo clonal em

programas de melhoramento.

Conclusdes

A formacéo de raizes adventicias em estacas de café arabica induzidas pela aplicacao
de AIB e M43 estd correlacionado com maiores concentracGes de trigonelina e cafeina
principalmente logo apds a aplicagéo e na fase da iniciagcdo. Ademais, a correlagdo entre esses
metabdlitos e H2O>, fendis e enzimas antioxidantes revelam diferentes perfis, em funcéo das
fases, evidenciando a complexidade de processos que podem estar envolvidos no balango redox

durante o desenvolvimento das raizes adventicias em estacas de cafeeiro arébica.
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Legendas das Figuras

Fig 1 Enraizamento cumulativo (a), TCR - taxa de crescimento relativo (b) e fases do
enraizamento (c) de Coffea arabica L. sob aplicacdo de melatonina e AIB em funcdo dos DAP.
A fase de inducdo e iniciacdo estdo representadas pela degrade azul e verde, respectivamente,
ja a fase de expresséo esta representada pela cor vermelha. Quanto mais intenso for a cor, mais

representado é a fase.

Fig 2 PEE - porcentagem de estacas enraizadas (a), CR — comprimento da raiz (b), T50 - tempo
necessario para atingir 50% do potencial méximo (c), PMSR — peso da matéria seca da raiz (d),
A — éarea acumulado do enraizamento (e), PMSPA — peso da matéria seca da parte aérea (f) e
R/PA — relacdo raiz parte aérea (g) em funcéo aplicacdo de exdgena de melatonina e AIB em

estacas de cafeeiro arabica.

Fig 3 H2O, — peroxido de hidrogénio (a), CAT — catalase (b), APX - peroxidase do ascorbato
(c), POD - peroxidase (d), SOD - dismutase do superoxido (e), em funcdo aplicacdo de
melatonina e AIB aos 0, 7, 28, 47 e 69 DAP em estacas de cafeeiro ardbica cultivar Catuai IAC-
144, Letras minGsculas compara os estimulantes (melatonina e AIB) dentro de cada dia apés o
plantio (DAP). Letras maitsculas compara os DAP dentro de cada estimulante pelo teste de

Duncan (p < 0,05).

Fig 4 cafeina (a), trigonelina (b), fendis totais (c) e PPO -polifenoloxidase (d) em funcéo
aplicacdo de melatonina e AIB aos 0, 7, 28, 47 e 69 DAP em estacas de cafeeiro arabica. Letras
minudsculas compara os estimulantes (melatonina e AIB) dentro de cada dia apds o plantio
(DAP). Letras maitsculas compara os DAP dentro de cada estimulante pelo teste de Duncan (p

<0,05).

Fig 5 Andlise de componentes principais a 0 DAP, na indugéo (7 DAP), iniciacdo (28 DAP),

expressdo (47 e 69 DAP) e média de todos as fases (média) em funcéo de aplicacdo de AIB e
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melatonina (M5 e M43), em cafeeiro ardbica Catuai IAC-144. PEE - porcentagem de estacas
enraizadas, CR — comprimento da raiz, T50 - tempo necessario para atingir 50% do potencial
maximo, PMSR — peso da matéria seca da raiz, A — area acumulado do enraizamento, PMSPA
— peso da matéria seca da parte aérea, R/PA — relacdo raiz parte aérea, TCR - taxa de
crescimento relativo, H.O> — peroxido de hidrogénio, SOD - dismutase do superdxido, CAT -
catalase, APX - peroxidase do ascorbato, POD — peroxidase, PPO — polifenoloxidase,

trigonelina e cafeina.

Fig 6 Dindmica de substancias endogenas, atividade enzimética nas fases do enraizamento e
morfologia nos tratamentos de AIB (a) e melatonina M43 (b). PEE - porcentagem de estacas
enraizadas, CR — comprimento da raiz, T50 - tempo necessario para atingir 50% do potencial
maximo, PMSR — peso da matéria seca da raiz, PMSPA — massa seca da parte aérea, H202 —
peroxido de hidrogénio, SOD - dismutase do superoxido, CAT - catalase, APX - peroxidase do

ascorbato, POD — peroxidase, PPO — polifenoloxidase, trigonelina e cafeina.
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Figura 5
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Figura 6
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CONSIDERACOES FINAIS

A melatonina M43 promove a FR pelo incremento do contetdo de H.O> orquestrada pelas
atividades da SOD, CAT e APX nas fases do enraizamento, além do aumento dos conteudos de
fendis totais na fase de inducéo logo apos aplicacdo dos tratamentos. As atividades da PPO e
POD parece estar envolvido na FR associada a protecdo das estacas associada a melatonina
M43. A FR estimulada pelo AIB parece ser um efeito mais mecanico e direto, pois o
enraizamento foi antecipado.

A formacdo de raizes adventicias em estacas de café arabica induzidas pela aplicacéo
de AIB e M43 esta correlacionado com maiores concentracGes de trigonelina e cafeina
principalmente logo apos a aplicacdo e na fase da iniciagdo. Ademais, a correlacdo entre esses
metabdlitos e H2O2, fendis e enzimas antioxidantes revelam diferentes perfis, em funcéo das
fases, evidenciando a complexidade de processos que podem estar envolvidos no balango redox
durante o desenvolvimento das raizes adventicias em estacas de cafeeiro arébica.

Trabalhos anteriores apontam que a melatonina atua contra estresse abiotico, no
entanto, mudas produzidas a partir pelo método de estaquia pode possibilitar a formacao de
mudas resistentes. Também abre a possibilidade de explorar a correlacdo desses parametros
com a capacidade de enraizamento, o que podera contribuir para o estabelecimento de modelos
de previsdo antecipada de recalcitrancia de enraizamento, contribuindo assim para a selecdo e

propagacao clonal em programas de melhoramento.



