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RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS - Atualmente, existe uma forte demanda por
novos agroquimicos baseados em substancias naturais, que protejam as
culturas de perdas de produtividade decorrentes de condigdes de estresse a que
sdo submetidas no campo e que, também, possam reduzir o uso de herbicidas
e pesticidas sintéticos. Entre essas substancias estdo os bioestimuladores,
definidos como substancias néo toxicas de origem natural capazes de melhorar
e estimular processos vegetais. Sua influéncia nas plantas ndo é consequéncia
da regulacdo metabdlica direta de processos particulares, como agem o0s
fitormonios, mas sua agao pode ser multidirecional, influenciando geralmente o
metabolismo celular. O L-triptofano € um dos precursores da auxina, acido
indolacético (AlA) e também da melatonina. Tanto o L-triptofano quanto a
melatonina sdo considerados bioestimuladores. Entretanto, a maior parte dos
relatos dos efeitos bioestimuladores de ambos os compostos resultou de estudos
realizados em espécies de cultivo. Nao ha relatos de suas acdes em plantas
daninhas. No campo as plantas daninhas competem com as culturas por
recursos como nutrientes, adgua e luz causando perdas de rendimento das
mesmas. Um aumento na competitividade das culturas em relacédo as plantas
daninhas tem o potencial de reduzir as perdas de rendimento das mesmas.
Desta forma é essencial que se avalie os efeitos de um eventual bioestimulador
nao somente sobre as culturas de interesse, mas também sobre as espécies de
plantas daninhas que comumente infestam as &reas cultivadas. Assim, o objetivo
deste estudo foi comparar os efeitos da aplicacdo exdégena de melatonina e
também de seu precursor inicial o amino&cido L-triptofano sobre a germinacéo e
o desenvolvimento inicial de varias espécies, dentre elas duas culturas de
interesse, Glicine max (soja) e Zea mays (milho) e seis plantas daninhas,
Amaranthus hybridus L. (caruru-roxo), Bidens pilosa L. (picdo-preto), Digitaria
insularis L. Fedde (capim-amargoso), Euphorbia heterophylla L.
(amendoim-bravo), Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donnel (corda-de-viola) e
Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster (capim-braquiaria). Foram testados
também os efeitos da aplicacdo exdgena de dois intermediarios da sintese de
melatonina, o 5-hidroxitriptofano e a triptamina. A triptamina é um intermediario
da sintese de auxinas a partir do L-triptofano. Para identificar os possiveis
mecanismos de a¢do dos quatro compostos foram avaliados varios parametros
bioquimicos essenciais para a germinagao e o desenvolvimento inicial de uma
cultura, a Z. mays e de uma planta daninha, a E. heterophylla, espécies nas
quais os tratamentos tiveram maiores efeitos. Foram avaliados parametros do
metabolismo energético, atividade do sistema antioxidante, atividade de enzimas
chaves do metabolismo de agUcares e de compostos nitrogenados. A captagao
de melatonina em E. heterophylla crescida em meio de hidroponia foi também
avaliada.

MATERIAIS E METODOS — As sementes de G. max, Z. mays, A. hybridus,
B. pilosa, D. insularis, E. heterophylla, I. grandifolia e U. decumbens foram
distribuidas em gerboxes contendo papel germitest embebidas com agua
(controle) ou solugdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina ou
melatonina, em concentracdes variando de 5 a 500 pM. As gerboxes com as
sementes foram expostas a luz UV, envoltas com plastico filme e distribuidas em
uma camara de germinacédo com fotoperiodo e temperatura especificos para
cada espécie. As sementes germinadas foram contadas a cada 24 horas para a



determinacdo do tempo médio de germinacdo (TMG), indice de velocidade de
germinacao (IVG) e velocidade de germinacdo acumulada (VGA). Ao final do
periodo de crescimento de cada espécie, o comprimento e o peso (fresco e seco)
das raizes e partes aéreas das plantulas foram determinados. Em raizes de
Z. mays e E. heterophylla foram avaliadas: a atividade respiratéria dos apices
das raizes por polarografia; o contetdo total de espécies reativas de oxigénio
(EROs) usando o 2'.7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCF) e o nivel de
peroxidacdo lipidica pela quantificacdo de malondialdeido (MDA) e dienos
conjugados. Nos homogenatos das raizes de Z. mays e E. heterophylla foram
avaliadas por meétodos espectrofotométricos as atividades das seguintes
enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD),
glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase (APXx), glicocinase (GK),
glicose-6-fosfato  desidrogenase (G6PD), piruvato-cinase (PK), malato
desidrogenase (MDH) e glutamina sintetase (GS). Caracteristicas morfolégicas
das raizes de E. heterophylla foram examinadas por microscopia esteroscopica.
A captacdo de melatonina por E. heterophylla foi avaliada por medidas da
deplecdo da melatonina no meio de incubagdo num sistema de hidroponia. A
melatonina foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
RESULTADOS - Os principais resultados obtidos neste estudo foram os
seguintes:

1) A comparacao dos efeitos L-triptofano e da melatonina sobre os indices de
germinacdo das cinco espécies eudicotiledoneas e trés monocotileddneas
testadas revelou que: o L-triptofano estimulou ao menos um indice de
germinacdo de G.max e B. pilosa, mas reduziu o IVG e a VGA de
E. heterophylla; os indices de germinacdo das outras espécies nao foram
alterados pelo L-triptofano; a melatonina foi mais ativa do que o L-triptofano, pois
com excec¢do da U. decumbens e a Z. mays todas as outras tiveram algum indice
de germinacdo modificado, com estimulo em A. hybridus, D. insularis e
I. grandifolia e reduc&o em B. pilosa e E. heterophylla; a melatonina aumentou o
TMG de G. max.

2) Os efeitos do L-triptofano e da melatonina sobre o desenvolvimento inicial das
plantulas das oito espécies revelou que no tratamento em eudicotiledéneas, o
L-triptofano foi mais ativo do que a melatonina, modificando o crescimento de
algumas espécies em baixas concentracbes (5 a 20 puM). O L-triptofano
estimulou o crescimento de A. hybridus, mas inibiu o crescimento de B. pilosa,
E. heterophylla e I. grandifolia. A melatonina em concentracées maiores inibiu
apenas o crescimento de E. heterophylla. O crescimento das trés espécies de
monocotiledéneas (D. insularis, U. decumbens e Z. mays) néo foi alterado pela
melatonina e o L-triptofano inibiu apenas o crescimento de D. insularis.

3) A comparacéo dos efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina
e da melatonina sobre as duas espécies selecionadas, a E. heterophylla e a
Z. mays revelou que o 5-hidroxitriptofano e a triptamina nao afetaram a
germinacao de Z. mays, mas a triptamina reduziu o crescimento das raizes e
estimulou o crescimento da parte aérea de Z. mays. Em E. heterophylla todos os
quatro compostos inibiram o desenvolvimento das plantulas. Os valores de ICso
para a reducdo no comprimento das raizes pelo 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina foram de 350,4 pM; 244,24 uM e 85,09 pM respectivamente. O
L-triptofano foi 0 menos ativo.

4) A atividade respiratéria dos apices radiculares de Z. mays e de E. heterophylla
foi pouco afetada pelos quatro compostos testados. Somente a melatonina



exerceu uma inibicdo de cerca de 35 % sobre a respiracao via citocromo-oxidase
(COX, KCN-sensivel) tanto em E. heterophylla quanto em Z. mays. O
5-hidroxitriptofano estimulou a respiragdo KCN-insensivel em raizes de Z. mays.
5) O 5-hidroxitriptofano, a triptamina e a melatonina estimularam a producao de
EROs tanto em raizes de Z. mays como de E. heterophylla. Entretanto, o
conteudo de MDA e de dienos conjugados aumentou apenas nas raizes de
plantulas de E. heterophylla tratadas com melatonina.

6) Em raizes de E. heterophylla a atividade da CAT foi inibida pelo
5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina. A POD foi estimulada pelo
5-hidroxitriptofano. Em raizes de Z. mays, a triptamina estimulou a CAT a POD
e a GR. A melatonina inibiu a CAT e a POD. As atividades da SOD, GR e APx
de raizes de Z. mays e de E. heterophylla ndo foram modificadas por nenhum
dos quatro compostos testados.

7) Em E. heterophylla foi observado um estimulo da GK pelo L-triptofano e pela
triptamina. Por outro lado, a melatonina inibiu a GK. A triptamina ativou também
a G6PD. A PK, MDH e GS néo foram modificadas. Nenhuma dessas enzimas
das raizes de Z. mays foram alteradas pelos quatro compostos.

8) As imagens de microscopia das raizes de E. heterophylla revelaram que os
quatro compostos alteraram a morfologia das raizes. Além de mais curtas, as
raizes ficaram mais grossas e com muitos pelos radiculares em toda a extensao
da raiz. Além disso, efeitos distintos foram observados: as raizes das plantulas
tratadas com 5-hidroxitriptofano apresentaram regides morfologicamente
distintas mais finas e sem pelos, as tratadas com melatonina apresentaram
crescimento assimeétrico e o tratamento com triptamina gerou raizes retorcidas.

9) As plantulas de E. heterophylla crescidas na presenca de melatonina em
sistema de hidroponia apresentaram reducédo no comprimento da raiz principal e
também no ndimero de raizes laterais. A dosagem por CLAE da melatonina
remanescente no meio de incubacédo revelou um rapido desaparecimento da
melatonina, que foi acompanhado do aparecimento de dois metabdlitos
denominados de Ml e MIl. A efetiva captacdo da melatonina iniciou no tempo de
36 horas e, apés 72 horas, toda a melatonina foi captada. Uma fracdo sofreu
degradacdo espontanea. No tempo de 96 horas a quantidade captada foi de
1,82 umoles por cada plantula.

DISCUSSAO: Este estudo revelou que o L-triptofano e a melatonina, na faixa de
concentracéo de 5 a 500 uM, néo exerceram efeito bioestimulante significativo
em duas culturas, G. max e Z. mays e em seis plantas daninhas, A. hybridus,
B. pilosa, I. grandifolia, E. heterophylla, U. decumbens e D. insularis. Ao
contrario, ambos exerceram efeitos negativos no desenvolvimento de algumas
plantas daninhas. A comparacéo dos efeitos do L-triptofano, 5-hidroxitriptofano,
triptamina e melatonina em E. heterophylla e Z. mays revelou a¢des distintas da
triptamina e da melatonina nas duas espécies. Em Z. mays os derivados
inddlicos foram pouco ativos e os efeitos da triptamina e a melatonina foram, em
geral, de natureza benéfica. A triptamina, mas ndo a melatonina, estimulou o
crescimento da parte aérea de Z. mays, sugerindo a¢6es independentes dos dois
compostos. E possivel que a metabolizacdo da triptamina em auxinas tenha
contribuido para as suas a¢gfes em Z. mays. Esta interpretacdo ndo se aplica
aos efeitos verificados em E. heterophylla, jA que a triptamina, tal como o
L-triptofano, 5-hidroxitriptofano e melatonina inibiram tanto o desenvolvimento
das raizes como da parte aérea. As medidas de atividade respiratoria das raizes
e da atividade de algumas enzimas chaves do metabolismo de carboidratos e de



compostos nitrogenados revelaram que uma interferéncia no metabolismo
energético nao foi o principal fator que levou a reducé&o no desenvolvimento das
plantulas de E. heterophylla, embora possa ter contribuido, em parte ao menos,
para o efeito da melatonina. Nos tratamentos com o 5-hidroxitriptofano,
triptamina e melatonina, um aumento significativo na quantidade de EROs foi
encontrado nas raizes tanto de Z. mays como de E. heterophylla. Normalmente,
quando ha um excesso de EROs, o sistema de defesa antioxidante € estimulado
com aumento da atividade das enzimas antioxidantes. Entretanto, ndo foram
observadas alteragbes significativas nas atividades da SOD, GR e APx em
nenhum dos tratamentos, seja em Z. mays ou em E. heterophylla. As analises
morfoldgicas das raizes de E. heterophylla revelou que em todos os tratamentos
no qual o conteido de EROs encontrava-se aumentado, foram visualizados um
aumento significativo de pelos radiculares. O aumento de EROs na regiédo
crescente da célula ciliada das raizes faz parte do mecanismo que estabelece a
polaridade dos pelos radiculares. As auxinas e o etileno sdo os principais
promotores da morfogénese dos pelos radiculares. O etileno estimula o
desenvolvimento dos pelos por uma via independente de auxina, visto que niveis
elevados de etileno, mas ndo de auxinas, induzem a formacéo ectdpica de
células ciliadas na raiz primaria. Esse fenbmeno foi evidenciado nas raizes
especialmente no tratamento com melatonina. Além de compartilhar algumas
acOes sobre o desenvolvimento radicular, cada derivado inddlico exerceu
alteracdes morfoldgicas distintas e que estariam também associadas as
interferéncias no equilibrio dos fitorménios. A comparacao dos efeitos dos quatro
derivados indodlicos testados permite concluir que, embora alguns efeitos, como
a reducao no crescimento radicular em E. heterophylla tenha sido compartilhada
por todos os derivados, a maior parte das acbes do L-triptofano, do
5-hidroxitriptofano e da triptamina ndo podem ser creditados a geracao
intracelular de melatonina.

CONCLUSAO: Nosso estudo revelou que L-triptofano e seus derivados
5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina exercem um fraco efeito
bioestimulante em Z. mays, mas sdo tdxicas para a planta daninha
E. heterophylla, especialmente a triptamina e a melatonina. A inibicdo no
desenvolvimento das plantulas de E. heterophylla parece ser causada, em parte,
por interferéncias na acao dos fitorménios, levando a um predominio das acdes
do etileno. A melatonina exerce efeitos citotoxicos adicionais, indicada pela
inibicdo na atividade respiratoria mitocondrial e por danos oxidativos nas raizes.
No contexto de uma agricultura ecolégica sustentavel, nosso estudo corroborou
o potencial de aplicacdo dos derivados do L-triptofano, especialmente da
triptamina e da melatonina na protecéo de cultivos, ao reduzirem a capacidade
competitiva das plantas daninhas.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Currently, there is a strong demand for
new agrochemicals based on natural substances, which protect crops from loss
of productivity resulting from stress conditions which they are subjected in the
field, and which can also reduce the use of synthetic herbicides and pesticides.
Among these substances are the biostimulators, defined as non-toxic substances
of natural origin capable of improving and stimulating plant processes. Their
influence on plants are not a consequence of direct metabolic regulation of
particular processes, as the phytohormones act, but their action can be
multidirectional, generally influencing cellular metabolism. L-tryptophan is one of
the precursors of auxin indolacetic acid (AlA) and also of melatonin. Both
L-tryptophan and melatonin are considered biostimulators. However, most
reports of the biostimulatory effects of both compounds resulted from studies
carried out on crop species. There are no reports of their actions on weeds. In
the field, weeds compete with crops for resources such as nutrients, water and
light causing loss of yield. An increase in the competitiveness of crops in relation
to weeds has the potential to reduce losses in crop yield. Thus, it is essential to
evaluate the effects of a possible biostimulator not only on the crops of interest,
but also on the species of weeds that commonly infest the cultivated areas. Thus,
the objective of this study was to compare the effects of the exogenous
application of melatonin and also of its initial precursor the amino acid
L-tryptophan on the germination and the initial development of several species,
among them two crops of interest, Glicine max (soy) and Zea mays (corn) and
six weeds, Amaranthus hybridus L. (caruru-roxo), Bidens pilosa L. (picao-preto),
Digitaria insularis L. Fedde (capim-amargoso), Euphorbia heterophylla L.
(amendoim-bravo), Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donnel (corda-de-viola) e
Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster (capim-braquiéaria). The effects of the
exogenous application of two melatonin  synthesis intermediates,
5-hydroxytryptophan and tryptamine, were also tested. Tryptamine is an
intermediate in the synthesis of auxins from L-tryptophan. To identify the possible
mechanisms of action of the four compounds, several biochemical parameters
essential for germination and the initial development of a culture, Z. mays and a
weed, E. heterophylla, were evaluated. Energy metabolism parameters,
antioxidant system activity, activity of key enzymes in the metabolism of sugars
and nitrogen compounds were evaluated. The uptake of melatonin in
E. heterophylla grown in hydroponic system was also evaluated.

MATERIALS AND METHODS - The seeds of G. max, Z. mays, A. hybridus,
B. pilosa, D. insularis, E. heterophylla, I. grandifolia and U. decumbens were
distributed in gerboxes containing germitest paper soaked with water (control) or
solutions of L-tryptophan, 5-hydroxytryptophan, tryptamine or melatonin, in a
concentration range of 5 to 500 uM. The gerboxes with the seeds were exposed
to UV light, wrapped with plastic wrap and distributed in a germination chamber
with specific photoperiod and temperature for each species. The germinated
seeds were counted every 24 hours to determine the average germination time
(AGT), germination speed index (GSI) and accumulated germination speed
(AGS). At the end of the growth period of each species, the length and weight
(fresh and dry) of the roots and aerial parts of the seedlings were determined. In
the roots of Z. mays and E. heterophylla were evaluated: the respiratory activity
of the root apexes by polarography; the content of reactive oxygen species (ROS)



using dichlorofluorescein 2',7'-diacetate (DCF); the level of lipid peroxidation by
the quantification of malondialdehyde (MDA) and conjugated dienes. In the
homogenates of the roots of Z. mays and E. heterophylla, the activities of the
following enzymes were evaluated by spectrophotometric methods: superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), glutathione reductase
(GR), ascorbate peroxidase (APx), glycokinase (GK), glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH), pyruvate kinase (PK), malate dehydrogenase (MDH)
and glutamine synthetase (GS). Morphological characteristics of E. heterophylla
roots were examined by stereoscopic microscopy. The uptake of melatonin by
E. heterophylla was evaluated by measurements of melatonin depletion in the
incubation medium in a hydroponic system. Melatonin was quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC).

RESULTS - The main results obtained in this study were as follows:

1) The comparison of the L-tryptophan and melatonin effects on the germination
rates of the five eudicotyledon and three monocotyledon species tested revealed
that: L-tryptophan stimulated at least one germination index of G. max and
B. pilosa, but reduced the GSI and AGS of E. heterophylla; the germination rates
of other species were not altered by L-tryptophan; melatonin was more active
than L-tryptophan, because except for U. decumbens and Z. mays, all others
species had modified some germination index, with stimulus in A. hybridus,
D. insularis and |. grandifolia and reduction in B. pilosa and E. heterophylla;
melatonin increased the AGT of G. max.

2) The effects of L-tryptophan and melatonin on the initial seedling development
of the eight species revealed that in eudicotyledons, L-tryptophan was more
active than melatonin, modifying the growth of some species at low
concentrations (5 at 20 uM). L-tryptophan stimulated the growth of A. hybridus,
but inhibited the growth of B. pilosa, E. heterophylla and I. grandifolia. Melatonin
in higher concentrations only inhibited the growth of E. heterophylla. The growth
of the three monocot species (D. insularis, U. decumbens and Z. mays) was not
affected by melatonin and L-tryptophan inhibited only the growth of D. insularis.
3) Comparison of the effects of L-tryptophan, 5-hydroxytryptophan, tryptamine
and melatonin on the two selected species, E. heterophylla and Z. mays revealed
that 5-hydroxytryptophan and tryptamine did not affect the germination of
Z. mays, but tryptamine reduced root growth and stimulated the growth of the
aerial part of Z. mays. In E. heterophylla, all four compounds inhibited seedling
development. The ICso values for the reduction in root length by
5-hydroxytryptophan, tryptamine and melatonin were 350.4 pM; 244.24 yM and
85.09 uM respectively. Tryptophan was the least active.

4) The respiratory activity of the root apexes of Z. mays and E. heterophylla was
little affected by the four compounds tested. Only melatonin exerted a 35 %
inhibition of respiration via cytochrome oxidase (COX, KCN-sensitive) in both
E. heterophylla and Z. mays. 5-hydroxytryptophan stimulated KCN-insensitive
respiration in Z. mays roots.

5) 5-Hydroxytryptophan, tryptamine and melatonin stimulated the production of
ROS in both Z. mays and E. heterophylla roots. However, the content of MDA
and conjugated dienes increased only in the roots of E. heterophylla seedlings
treated with melatonin.

6) In E. heterophylla roots, CAT activity was inhibited by 5-hydroxytryptophan,
tryptamine and melatonin. POD was stimulated by 5-hydroxytryptophan. In
Z. mays roots, tryptamine stimulated CAT, POD and GR. Melatonin inhibited CAT



and POD. The activities of SOD, GR and APx from roots of Z. mays and
E. heterophylla were not modified by any of the four compounds tested.

7) In E. heterophylla, L-tryptophan and tryptamine stimulated GK activity. On the
other hand, melatonin inhibited GK. Tryptamine also activated G6PDH. PK, MDH
and GS were not modified. None of these enzymes were altered by the four
compounds in the roots of Z. mays.

8) Microscopy images revealed that the four compounds altered the root
morphology of E. heterophylla. In addition to being shorter, the roots became
thicker and with many root hairs along the entire length of the root. Moreover,
distinct effects were observed: the roots of the seedlings treated with
5-hydroxytryptophan showed thinner and hairless morphologically distinct
regions, those treated with melatonin showed asymmetric growth and treatment
with tryptamine generated twisted roots.

9) E. heterophylla seedlings grown in the presence of melatonin, in a hydroponic
system, exhibited a reduction in the primary root length and also in the number
of lateral roots. HPLC measurement of the remaining melatonin in the incubation
medium revealed a rapid disappearance of melatonin, which was accompanied
by the appearance of two metabolites called MI and MIl. Effective melatonin
uptake, started at 36 hours and, after 72 hours, all melatonin was depleted. A
fraction suffered spontaneous degradation. In 96 hours, the amount captured was
1.82 pumoles for each seedling.

DISCUSSION: This study revealed that L-tryptophan and melatonin, in the
concentration range of 5 to 500 pM, did not exert a significant biostimulant effect
in two cultures, soy (G. max) and corn (Z. mays) and in six weeds, A. hybridus,
B. pilosa, I. grandifolia, E. heterophylla, U. decumbens and D. insularis. On the
contrary, both had negative effects on the development of some weeds. The
comparison of the effects of L-tryptophan, 5-hydroxytryptophan, tryptamine and
melatonin in E. heterophylla and Z. mays revealed different actions of tryptamine
and melatonin in the two species. In Z. mays, the indole derivatives were not very
active and the effects of tryptamine and melatonin were, in general, of a beneficial
nature. Tryptamine, but not melatonin, stimulated the growth of the aerial part of
Z. mays, suggesting independent actions by the two compounds. It is possible
that the metabolization of tryptamine in auxins contributed to its actions in
Z. mays. This interpretation does not apply to the effects seen in E. heterophylla,
since tryptamine, like L-tryptophan, 5-hydroxytryptophan and melatonin inhibited
both root and shoot development. The measurement of respiratory activity of the
roots, and of the activity of some key enzymes of the metabolism of carbohydrate
and nitrogen compound, revealed that an interference in the energy metabolism
was not the main factor that led to the reduction in the development of
E. heterophylla seedlings, although it may have contributed, at least in part, to
the effect of melatonin. In treatments with 5-hydroxytryptophan, tryptamine and
melatonin, a significant increase in the amount of ROS was found in the roots of
both Z. mays and E. heterophylla. Normally, when there is an excess of ROS, the
antioxidant defense system is stimulated increasing the activity of antioxidant
enzymes. However, no significant changes were observed in the activities of
SOD, GR and APx in any of the treatments, either in Z. mays or in E. heterophylla.
Morphological analyzes of the roots of E. heterophylla revealed that in all
treatments in which the ROS content was increased, a significant increase in root
hairs was seen. The increase in ROS in the growing region of the root hair cell is
part of the mechanism that establishes the polarity of the root hairs. Auxins and



ethylene are the main promoters of root hair morphogenesis. Ethylene stimulates
hair development via an auxin-independent pathway, since high levels of
ethylene, but not auxins, induce ectopic hair cell formation in the primary root.
This phenomenon was evidenced in the roots, especially in the treatment with
melatonin. In addition to sharing some actions on root development, each indole
derivative had distinct morphological changes that would also be associated with
interferences in the phytohormone balance. The comparison of the effects of the
four indole derivatives tested allows us to conclude that, although some effects,
such as the reduction in root growth in E. heterophylla have been shared by all
derivatives, most of the action of L-tryptophan, 5-hydroxytryptophan and
tryptamine cannot be credited to the intracellular generation of melatonin.
CONCLUSION:  Our study revealed that L-tryptophan and its
5-hydroxytryptophan derivatives, tryptamine and melatonin have a weak
biostimulating effect on Z. mays, but are toxic to the weed E. heterophylla,
especially tryptamine and melatonin. The inhibition in the development of
E. heterophylla seedlings seems to be caused, in part, by interferences in the
action of phytohormones, leading to a predominance of ethylene actions.
Melatonin has additional cytotoxic effects, indicated by inhibition of mitochondrial
respiratory activity and oxidative damage to the roots. In the context of
sustainable ecological agriculture, our study corroborated the potential
application of L-tryptophan derivatives, especially tryptamine and melatonin to
protect crops, by reducing the competitive ability of weeds.
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Resumo

O L-triptofano e a melatonina séo bioestimulantes das plantas de cultivo, mas
pouco se sabe sobre seus efeitos nas plantas daninhas. Este trabalho foi
planejado para comparar os efeitos do L-triptofano e da melatonina, bem como
do 5-hidroxitriptofano e da triptamina, nas espécies Glycine max e Zea mays e
nas plantas daninhas Amaranthus hybridus, Bidens pilosa, Digitaria insularis,
Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia e Urochloa decumbens. Em
Z.mays e E. heterophylla, foram medidos parametros do metabolismo
energético, do sistema de defesa antioxidante e do metabolismo de agucares e
compostos nitrogenados. Os quatro derivados indolicos ndo exerceram efeitos
significativos no desenvolvimento de Z. mays, mas em E. heterophylla os quatro
compostos inibiram o crescimento da raiz e da parte aérea. Com excecao do
L-triptofano, os outros derivados aumentaram o contetdo de espécies reativas
de oxigénio em Z. mays e E. heterophylla. Em E. heterophylla, houve também
uma reducdo na atividade da catalase, distorcdes na arquitetura das raizes
primarias e um aumento acentuado dos pelos radiculares. A atividade
respiratéria, as atividades das enzimas da glicllise e a atividade da glutamina
sintetase nao foram alteradas. Somente a melatonina inibiu a respiragédo via
citocromo oxidase e causou danos oxidativos nas raizes de E. heterophylla. Uma
interferéncia no equilibrio das acdes dos fitorménios, com predominio das acdes
do etileno, parece ter contribuido para a toxicidade dos compostos indélicos em
E. heterophylla. Nosso estudo corroborou o potencial de aplicagéo de derivados
do L-triptofano, especialmente da triptamina e da melatonina na protecédo de

Z. mays, reduzindo a capacidade competitiva de E. heterophylla.

Palavras-chave: derivados inddlicos; fitormdnios; bioestimulantes



Abstract

Tryptophan and melatonin are biostimulants of crop plants, but little is known
about their effects on weeds. This work was planned to compare the effects of
L-tryptophan and melatonin, as well as 5-hydroxytryptophan and tryptamine, on
the crop species Glycine max and Zea mays, and on the weeds Amaranthus
hybridus, Bidens pilosa, Digitaria insularis, Euphorbia heterophylla, Ipomoea
grandifolia and Urochloa decumbens. In Z. mays and E. heterophylla, parameters
of energy metabolism, antioxidant defense system and metabolism of sugars and
nitrogen compounds were measured. The four indole derivatives did not exert
significant effects on the development of Z. mays, but in E. heterophylla the four
compounds inhibited the root and aerial parts growth. With the exception of
L-tryptophan, the other derivatives increased the content of reactive oxygen
species in both Z. mays and E. heterophylla. In E. heterophylla, there was also a
reduction in the activity of catalase, distortions in the architecture of the primary
roots and a marked increase of root hairs. The respiratory activity, the activities
of enzymes of glycolysis and the glutamine synthetase activity were not altered.
Only melatonin inhibited respiration via cytochrome oxidase and caused oxidative
damage in E. heterophylla roots. An interference in the balance of phytohormone
actions, with a predominance of ethylene actions, seems to have contributed to
the toxicity of the indole compounds in E. heterophylla. Our study corroborated
the potential application of L-tryptophan derivatives, especially tryptamine and

melatonin in the crop protection, by reducing the competitive ability of the weeds.

Key-words: indole derivatives; phytohormones; biostimulants



1. Introducéo

Atualmente, existe uma forte demanda por novos agroquimicos baseados
em substancias naturais, que protejam as culturas de perdas de produtividade
decorrentes de estresses bidticos e abidticos a que sdo submetidas no campo e
que, também, possam reduzir o uso de herbicidas e pesticidas sintéticos. Entre
essas substancias estao os reguladores de crescimento e os bioestimuladores
de plantas. Os reguladores de crescimento sdao substancias geradas pelas
plantas como moléculas de sinalizacado (fitorménios), biologicamente ativos em
uma concentracdo muito baixa e critica no controle de processos fisioldégicos
especificos das plantas (Rademacher, 2015). A aplicacdo exdgena desses
fitormonios e/ou seus precursores melhoram o crescimento e rendimento da
planta, alterando o nivel de hormdnios enddgenos. Os principais reguladores de
crescimento sdo as auxinas, giberelinas (GA), citocininas, etileno, &cido
abscisico (ABA), brassinosteroides (BR) e jasmonatos (JA) (Rademacher,
2015). Os bioestimuladores ou fitoestimuladores sé@o varios tipos de substancias
ndo téxicas de origem natural capazes de melhorar e estimular processos
vegetais. Sua influéncia nas plantas ndo € consequéncia da regulacéo
metabdlica direta de processos particulares, mas sua acdo pode ser
multidirecional, influenciando geralmente o metabolismo sem modificar seu
caminho natural (Kotodziejczyk e Posmyk, 2016).

As estrobilurinas podem ser consideradas fitoestimuladores tipicos. Além
de atuarem como fungicidas, elas melhoram o desenvolvimento das culturas por
atuarem em varias vias metabdlicas: aumentam a fotossintese liquida por reduzir
temporariamente a respiragdo das plantas, levando a menor perda de di6xido de
carbono; aumentam a atividade das enzimas antioxidantes provocando maior
tolerdncia ao estresse; aumentam a atividade da nitrato redutase; melhoram o
equilibrio hormonal, aumentando a sintese de acido indolacético (AlA) e ABA;
reduzem a producéo de etileno e com isso retardam a senescéncia (Amaro et
al., 2020). Em nosso estudo prévio foi revelado o efeito bioestimulante do
resveratrol sobre o desenvolvimento inicial de Zea mays L. (Mantovanelli et al.,
2020), um efeito que € decorrente, em parte, da acao antioxidante do resveratrol.
A caracterizacdo de uma substancia natural biologicamente ativa como um

regulador de crescimento ou um bioestimulante nem sempre € facil, pois muitas
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substancias podem agir mimetizando as a¢fes dos fitormoénios tipicos ou sédo
precursores dos fitormonios.

Dentre os reguladores de crescimento destacam-se as auxinas, incluindo
0 AlA. As auxinas exercem uma forte atividade biol6gica em concentragdes muito
baixas, tanto in vivo quanto sistemas in vitro e sdo essenciais para a manutencao
de processos fisiolégicos e morfogenéticos, incluindo o gravitropismo e
fototropismo, desenvolvimento de pelos radiculares e raiz lateral,
desenvolvimento de raizes adventicias e formacdo de brotos (Woodward e
Bartel, 2005).

O AIA pode ser sintetizado através de varias vias a partir do L-triptofano,
(Palego et al., 2016) conforme mostra a Figura 1. As possiveis vias dependentes
de L-triptofano em plantas superiores sdo a via acido indol-3-pirvico (IPyA)
(Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008) a via da triptamina (YUCCA) (Zhao et
al., 2001), a via indol-3-acetaldoxima (IAOx) (Bartel et al.,, 2001) e a via da
indoleacetamida (Pollmann et al., 2002).

A aplicacdo exdgena do L-triptofano aumenta o nivel de auxina nos
tecidos vegetais (Ahemad e Kibret, 2014; Frankenberger et al., 1990; Mustafa et
al., 2016) e, com esta finalidade, o0 aminoacido tem sido aplicado nas plantas de
varias maneiras, incluindo a aplicacao no solo (Chen et al., 1997; Muneer et al.,
2009), pulverizagao foliar (El-Awadi et al., 2017; Yassen et al., 2010) e por
condicionamento osmético de sementes (Abbas et al., 2013; Parvez et al., 2000).

A quantidade de auxina liberada pelo L-triptofano varia intra e
interespecificamente (Abbas et al., 2013). Respostas positivas da aplicacdo de
L-triptofano na melhoria do crescimento das culturas e produtividade foram
documentadas em gréo de bico (Cicer arietinum) (Abbas et al., 2013), tomateiro
(Lycopersicon esculentum) (Parvez et al., 2000), milho (Z. mays) (Herrera-
Jiménez et al.,, 2018; Zahir et al., 2000) e rabanete (Raphanus sativus)
(Frankenberger et al., 1990).
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Figura 1. Via de sintese do acido indolacético (AlA)

Embora o AlA esteja entre os metabdlitos biologicamente ativos mais bem
caracterizados do L-triptofano, niveis relativamente altos de outros derivados
inddlicos como a serotonina (5-hidroxitriptamina) e melatonina, conhecidos por
serem neurotransmissores em mamiferos (Rusak e Bina, 1990), sdo também
encontrados em plantas. As vias conhecidas de metabolizagdo de L-triptofano
em serotonina e melatonina em plantas estdo mostradas na Figura 2.
Observa-se que a triptamina € um precursor comum tanto para uma das vias de
sintese de AIA como para a sintese de serotonina e melatonina a partir de
L-triptofano.

A serotonina € encontrada em raizes, folhas, frutos e sementes de pelo
menos 42 espécies (Engstrom et al., 1992; Roshchina, 2001). A serotonina tem
sido implicada em importantes fung¢des fisioldgicas, incluindo florescimento,
senescéncia, arquitetura das raizes, formacéo de brotos e respostas de defesa
(Ishihara et al., 2008; Murch et al., 2001; Pelagio-Flores et al., 2011; Roshchina,
2001).

20



(0]
WOH
HN NH2

» — L-triptofano

HN—/ N
Triptamina " 5-hidroxitriptofano
NH,
HO
HzCO
N
H

5-metoxitriptamina

HiC~g

HN /—

\H/CH3

o]

Melatonina

Figura 2. Via de biossintese da melatonina. (TDC) Triptofano descarboxilase; (TPH) triptofano
hidroxilase; (T5H) triptamina 5-hidroxilase; (AADC) aminoacido L-aromético descarboxilase;
(SNAT) serotonina N-acetiltransferase; (AANAT) aralquilamina N-acetiltransferase; (HIOMT)
N-acetilserotonina O-metiltransferase; (ASMT) N-acetilserotonina metiltransferase.

A melatonina, por sua vez, é encontrada em folhas, raizes, caules, frutas
e sementes de varias espécies vegetais, incluindo culturas (arroz, trigo, cevada,
milho, tabaco, grama, cenoura e aveia) e frutas (cereja, uva, pepino e maca),
bem como produtos vegetais usados para fabricacao de bebidas populares (cha,
café, cerveja e vinho) (Arnao, 2014; Huang e Mazza, 2011; Kolaf e Machackova,
2005; Manchester et al.,, 2000; Sturtz et al., 2011). As concentracfes de
melatonina diferem ndo apenas entre as espécies, mas também entre
variedades da mesma espécie (Tan et al., 2012). Em 2007 foram listadas 39
espécies de dicotileddneas ou monocotiledéneas que contém mais de 100 ng de
melatonina g* de peso seco, dentre elas 22 espécies com niveis relatados como

superiores a 1000 ng g* (Hardeland et al., 2007). Inimeras outras espécies de
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plantas, entretanto, possuem niveis de melatonina em intervalos de 1 ng g ou
mesmo abaixo. As diferencas detectadas ndo sdo explicadas em uma base
taxondmica e a faixa extremamente ampla de concentracbes de melatonina
detectada nas varias espécies vegetais, leva a conclusao que a melatonina tem
funcBes diversas e variaveis entre as espécies. Foi demonstrado que a
melatonina esta envolvida na floracado, ritmos circadianos, fotossintese (Byeon
et al.,, 2012; Lee et al., 2014; Shi et al., 2015; L. Y. Wang et al., 2016; Wang et
al., 2014), arquitetura de sistema radicular (Arnao e Hernandez-Ruiz, 2017; N.
Zhang et al., 2014), germinacdo de sementes (Posmyk et al., 2009), e nas
respostas a varias condicdes de estresses ambientais e, também, ao ataque de
patdogenos (Arnao e Hernandez-Ruiz, 2014; Lee e Back, 2016; Reiter et al.,
2015; Wei et al., 2015).

Desde a sua descoberta em plantas em 1995 (Dubbels et al., 1995; Hattori
et al.,, 1995), os efeitos da adicdo exdégena da melatonina tem sido
extensivamente estudados em virtude de algumas vantagens: € de origem
natural, mas pode ser facilmente sintetizada em laboratorios; né&o é téxica; néo
€ cara; dissolve em diferentes solventes: agua, alcoois, mas também lipidios;
pode ser absorvido ativamente pelas plantas; é uma pequena molécula que
penetra facilmente nos compartimentos celulares, e possui forte propriedade
antioxidante (Kotodziejczyk e Posmyk, 2016).

Testes de campo demonstraram que sementes de varias espécies
tratadas com melatonina apresentam melhor crescimento e desenvolvimento
das plantas, bem como aumento de rendimento. Dentre as espécies estudadas
destacam-se o milho, feijao mungo, pepino (Janas e Posmyk, 2013; Posmyk e
Janas, 2009), soja (Wei et al., 2015) e tremoco (Hernandez-Ruiz et al., 2005).

A melatonina promove o crescimento radicular e vegetativo em varias
espécies de plantas (Arnao e Hernandez-Ruiz, 2015, 2014; Arnao e Hernandez-
Ruiz, 2007; Erland et al., 2015; Herndndez-Ruiz et al., 2005; Nawaz et al., 2016).
A literatura mostra que os efeitos da melatonina variam muito dependendo da
espécie e da concentragdo aplicada. Em geral os efeitos de estimulo ocorre em
concentracdes abaixo de 100 pM e, particularmente na parte aérea (Arnao e
Hernandez-Ruiz, 2017; Hernandez-Ruiz et al., 2005). As espécies com maior
estimulo na parte aérea sdo Lupinus albus, Phalaris canariensis, Triticum

aestivum, Hordeum vulgare, Arabidopsis thaliana e Cucumis sativus, segundo a
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revisdo publicada por Arnao e Hernandéz-Ruiz (2017). Em geral, os efeitos da
melatonina no crescimento radicular sdo de reducdo (Arnao e Hernandez-Ruiz,
2017). Efeitos negativos foram relatados em Arabidopsis, soja, tomate e
mostarda (Chen et al., 2009; Wei et al., 2015). Nas raizes de plantas de tomate
e de mostarda foi observado efeito estimulador sobre o crescimento radicular em
baixas concentracfes, enquanto um efeito inibitorio foi encontrado com altas
concentracfes (Chen et al.,, 2009). Em A. thaliana foi demonstrado que a
melatonina modula a arquitetura do sistema radicular, estimulando a formagéo
de raizes adventicias, mas afeta minimamente o crescimento da raiz primaria ou
o desenvolvimento dos pelos (Koyama et al., 2013; Pelagio-Flores et al., 2012).
Muitos genes afetados pela melatonina estdo envolvidos em diferentes vias de
sinalizacdo hormonal, como de auxinas, ABA, acido salicilico (AS), etileno e JA,
indicando possivel interferéncia entre a melatonina e outros fitorménios (Weeda
et al., 2014).

Tem sido amplamente observado em estudos in vitro que o tratamento
com melatonina € capaz de evitar varias formas de estresse abibtico, incluindo
a decorrente de frio, seca, excesso de metais pesados e sal (Shi et al., 2016; H.
Zhang et al., 2014). H. Zhang et al. (2014) demonstraram que a melatonina
exdgena diminui o dano oxidativo induzido pelo estresse com NaCl por melhorar
a expressdo génica de enzimas antioxidantes, incluindo superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD). A melatonina modifica também a
biossintese de ABA e GA.

A despeito dos inumeros relatos das acdes benéficas da aplicacdo
exdgena da melatonina, € evidente que ainda ha muito a ser investigado visando
a sua utilizacao efetiva como um bioestimulador. A maior parte dos relatos dos
efeitos da melatonina exdgena bem como do L-triptofano, seja em ensaios no
campo ou in vitro, foi decorrente de estudos realizados com espécies de cultivos.
Poucos estudos foram realizados em espécies de plantas daninhas.

No campo as plantas daninhas competem com as culturas por recursos
como nutrientes, agua e luz. Um aumento na competitividade das culturas em
relacdo as plantas daninhas tem o potencial de reduzir as perdas de rendimento
das culturas. Desta forma é essencial que se avalie os efeitos de um eventual
regulador de crescimento ou bioestimulador ndo somente sobre as culturas de

interesse, mas também sobre as espécies de plantas daninhas que comumente
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infestam as areas cultivadas. Idealmente um bioestimulador deve favorecer o
desenvolvimento da cultura, mas ndo o das plantas daninhas, tal como foi
observado em nosso estudo prévio (Mantovanelli et al., 2020). Na mesma faixa
de concentracdo na qual o resveratrol estimula o desenvolvimento de plantulas
de Z. mays, o desenvolvimento da planta daninha Ipomoea grandifolia (Dammer)
O’Donnel foi inibida (Mantovanelli et al., 2020).

Assim, este estudo foi planejado para investigar os efeitos da aplicacéao
exdgena de melatonina e também de seu precursor inicial o aminoacido
L-triptofano sobre a germinagéo e o desenvolvimento inicial de véarias espécies,
dentre elas duas culturas de interesse, Glicine max (soja) e mays (milho) e seis
plantas daninhas, Amaranthus hybridus L. (caruru-roxo), Bidens pilosa L. (picdo-
preto), Digitaria insularis L. Fedde (capim-amargoso), Euphorbia heterophylla L.
(amendoim-bravo), I. grandifolia (corda-de-viola) e Urochloa decumbens (Stapf)
R. D. Webster (capim-braquiaria). Além do L-triptofano, foram testados também
os efeitos da aplicacdo exdgena de dois intermediarios da sintese de melatonina,
o 5-hidroxitriptofano e a triptamina. A triptamina € também um intermediario da
sintese de auxinas a partir de L-triptofano. Além da germinacéo e crescimento
inicial das diferentes espécies, foram avaliados varios parametros bioquimicos
essenciais para a germinacdo e o desenvolvimento inicial de uma cultura, a
Z. mays, e uma planta daninha a E. heterophylla. Foram avaliados parametros
do metabolismo energético, atividade do sistema antioxidante, atividade de
enzimas chaves do metabolismo de acglcares e de nitrogénio. A captacado de
melatonina em E. heterophylla crescida em meio de hidroponia foi também

avaliada.

2. Materiais e Métodos

2.1. Material

As enzimas (glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), lactato
desidrogenase (LDH), e NADH, ADP, ATP, NADPH, NADP*, KCN, L-triptofano,
triptamina e serotonina foram comprados da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
USA). A melatonina e o 5-hidroxitriptofano foram comprados da Bulk

Supplements (Nevada, USA).
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2.2. Germinagédo das sementes e crescimento inicial das plantulas

As sementes das plantas daninhas (A. hybridus, B. pilosa, I. grandifolia,
E. heterophylla, U. decumbens e D. insularis) foram adquiridas da empresa
Cosmos Agricola Produtos e Servigos Rurais Ltda. (Sao Paulo, Brasil), enquanto
que as plantas de cultivo (G. max e Z. mays) foram gentiimente doadas ao
laboratorio pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, Parana, Brasil).

As sementes foram selecionadas quanto o tamanho e a forma, e
passaram por procedimentos de quebra de dorméncia especificos para cada
espécie. Sementes de A. hybridus e de B. pilosa foram desinfectadas em
hipoclorito de sédio por 5 minutos, as de G. max e Z. mays foram desinfectadas
em hipoclorito de sédio por 15 minutos, as de |. grandifolia foram escarificadas
em &cido sulftrico concentrado por 45 minutos, as de U. decumbens foram
escarificadas em &cido sulfurico concentrado por 15 minutos e as de D. insularis
e E. heterophylla foram lavadas abundantemente em agua. Para cada
tratamento foram realizadas cinco repeticdes. Nos testes com as plantas
daninhas foram utilizadas 50 sementes por gerbox, ja nos testes com G. max e
Z. mays, apenas 20 sementes por gerbox. As sementes foram dispostas sobre
duas folhas de papel germitest, umedecidas com 10 mL de agua destilada
(controle) ou com os derivados inddlicos: L-triptofano ou melatonina nas
concentracdes de 0, 5, 10, 20, 100 e 500 puM. Nos experimentos em que foram
incluidos o 5-hidroxitriptofano e triptamina, foram incluidas também as
concentracfes de 250 e 400 uM. As placas foram colocadas em camaras de
germinacao com condicdes de temperatura e fotoperiodo e tempo especificos
para cada espécie. A. hybridus, D. insularis e U. decumbens foram mantidas
em fotoperiodo de 8 horas de luz, na temperatura de 30 °C, e 16 horas no
escuro, na temperatura de 20 °C, por 168 horas. B. pilosa foi mantida em
fotoperiodo de 8 horas de luz, na temperatura de 30 °C, e 16 horas escuro, na
temperatura de 20 °C, por 120 horas. E. heterophylla, Z. mays e G. max foram
mantidas em fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C por 96 horas.
I. grandifolia foi mantida em fotoperiodo de 12 horas, 30 °C, por 120 horas. Apés
o tempo determinado de crescimento, as raizes e as partes aéreas foram

removidas, seus comprimentos medidos e imediatamente pesados para
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obtencao da biomassa fresca. Para determinacao da biomassa seca o material
foi levado a estufa, com temperatura de 60 °C, por 48 horas.

Diariamente as sementes que germinaram foram contadas para
determinacdo dos indices de germinacgéo: tempo médio de germinagcédo (TMG)
(Labouriau e Osborn, 1984); indice de velocidade de germinacdo (IVG); e a
velocidade de germinacédo acumulada (Chiapusio et al., 1997).

Apos a determinacéo os efeitos no desenvolvimento inicial das plantulas,
foram selecionadas a planta daninha que os tratamentos apresentaram mais
efeitos, a E. heterophylla, e em uma planta de cultivo, a Z. mays. O L-triptofano,
5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina foram testados nas concentracfes de

20, 100 e 250 uM nos experimentos posteriores.

2.3. Andlise da morfologia das raizes primarias de E. heterophylla

Para a analise morfolégica, as raizes primarias de E. heterophylla
crescidas na presenca de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina, foram selecionadas randomicamente, observadas e fotografadas em
microscopio estereoscopico Leica EZ4D com céamera digital acoplada em

aumento de 40 vezes.

2.4. Andlises bioquimicas

2.4.1. Determinacao da atividade respiratoria de apices radiculares de

E. heterophylla e Z. mays

A respiracdo de apices radiculares das plantulas foi medida, a 25 °C, com
o auxilio de um eletrodo de oxigénio tipo Clark, inserido em uma camara de
acrilico e conectado a um polarografo (Bracht et al., 2003). As amostras dos
tecidos foram removidas das plantulas crescidas, por 96 horas, na auséncia ou
na presenga de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina ou melatonina (20,
100 e 250 uM). Aproximadamente 20 mg de apices radiculares foram retirados,
pesados e imediatamente transferidos para uma camara de acrilico contendo
2 mL do meio de incubacédo, composto de solugcdo nutritiva: Ca(NO3s)2 2 mM,
KNO3 2 mM, NH4Cl 0,43 mM, MgSO4 0,75 mM e NaH2PO4 20 uM (Larkin, 1987),
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com pH ajustado para 5,8. A velocidade de consumo de oxigénio foi expressa
em nmoles de oxigénio consumidos por minuto por mg de biomassa fresca
(nmol O2 consumido.minutol.mg biomassa fresca'). Considerou-se a
concentracdo de O:2 dissolvido no meio de incubagéo, a 25 °C, de 240 mM
(Estabrook, 1967). Para discriminar a respiracao via citocromo-oxidase (COX)
da respiracdo via oxidase alternativa e da respiracdo devida as oxidases
extramitocondriais, o cianeto de potassio (KCN) (250 uM) foi adicionado cerca
de 5 min apés a adicdo dos apices (Millar et al., 2011). Nesta condigéo, o
consumo de oxigénio € definido como respiracdo KCN-insensivel.

2.4.2. Determinacdo do conteudo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) totais de raizes de E. heterophylla e Z. mays

O conteudo de EROs totais foi determinado das raizes de plantulas de
E. heterophylla e Z. mays de acordo com Jambunathan (2010).
Aproximadamente 100 mg dessas raizes foram maceradas em nitrogénio
liquido, utilizando-se graal e pistilo. Em seguida, o material foi transferido para
um tubo de plastico, misturado com 2 mL de tampéao Tris-HCI 10 mM (pH 7,2) e
centrifugado a 12.000 g, por 20 min, a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi
transferido para tubos de vidro e diluido em 1:10 com tampéao Tris-HCI 10 mM.
Para iniciar a reacao de fluorescéncia, 10 pL de
2',7'-dihidroacetato de diclorofluoresceina (DCFHDA) (1 mM preparado em
dimetilsulféxido (DMSQ)) foram pipetados em cada tubo para reagir com as
EROs. O tubo foi rapidamente homogeneizado em vortex e mantido no escuro.
Aos 10 min de reacéo, foi feita a leitura em espectrofluorofotdmetro Shimadzu®
RF-5301PC. Os comprimentos de onda utilizados foram de 504 nm e 526 nm
para excitacao e emissao, respectivamente. Os contetdos de EROs totais foram
expressos em unidades de fluorescéncia por mg de massa fresca* (unidade de

fluorescéncia.mg massa fresca)

2.4.3. Determinacdo do conteudo de malondialdeido (MDA) e dienos

conjugados de raizes de E. heterophylla e Z. mays
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Para a determinacdo dos niveis de MDA, aproximadamente 200 mg de
raiz foram maceradas em 2 mL de etanol 96 %, a 4 °C. Uma aliquota de 0,75 pL
foi transferida para um tubo tipo Falcon. Ao tubo foi adicionado o0 mesmo volume
de acido 2-tiobarbitirico (TBA), dissolvido em 10 % de &acido tricloroacético
(TCA), e em seguida foi incubado, em banho-maria, a 95 °C, por 30 min. A
reacao foi paralisada em banho de gelo. A amostra foi centrifugada a 15.000 g,
por 20 min. Apos ter o volume aferido, o sobrenadante foi utilizado para medir a
absorbancia especifica e inespecifica a 532 nm e 600 nm, respectivamente. A
diferenca entre as absorbancias foi utilizada para o célculo do conteido de MDA
(e = 155 mM cm) (Heath e Packer, 1968). Os resultados foram expressos em
nmol de MDA formado por mg de biomassa fresca (nmol.mg de biomassa
frescal).

Para determinar o conteudo de dienos conjugados, uma aliquota de
500 puL do homogeneizado inicial foi adicionada a 1000 pL de etanol 96 %, em
tubo plastico com tampa e, em seguida, o tubo foi centrifugado, a 20.000 g, por
20 min. A absorbéancia do sobrenadante foi registrada em espectrofotbmetro a
234 nm e 500 nm, para absorbancia especifica e inespecifica, respectivamente.
A diferenca entre as absorbancias foi utilizada para o calculo do conteudo dos
dienos conjugados (¢ = 2,65 x 10* M1 cm?) (Boveris et al., 1980). Os resultados
foram expressos em nmol de dienos conjugados formados por mg de biomassa

fresca (hmol.mg biomassa fresca).

2.4.4. Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes nas raizes de

E. heterophylla e Z. mays

Foram avaliadas as atividades das enzimas SOD, CAT, POD, glutationa
redutase (GR) e ascorbato peroxidase (APx). Aproximadamente 200 mg de
raizes foram excisadas das plantulas, transferidas para um gral e trituradas com
1,0 mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8), contendo 0,1 % de polivinilpirrolidona
(PVP). O homogeneizado foi centrifugado a 7.400 g, a 4 °C durante 30 min. O
sobrenadante foi usado como fonte de enzimas.

Atividade da SOD foi avaliada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977).
O meio de reacéo foi composto de tampéao fosfato 50 mM (pH 6,8), metionina
13 mM, nitroazul de tetrazolio (NBT) 0,07 mM, riboflavina 2 yM e extrato da
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enzima (0,05 mg de proteina). A reacao foi iniciada com a exposi¢éo a luz intensa
durante 45 min, a 25 °C. Para cada amostra foram preparados tubos que foram
mantidos no escuro pelo mesmo periodo de tempo, correspondentes aos
brancos. Para este método, uma unidade de atividade de SOD (U) é definida
como a atividade de enzima necessaria para inibir em 50 % a oxida¢do do NBT.
A fotoreducéo do NBT foi lida em espectrofotdmetro a 560 nm, e os resultados
foram expressos como U de SOD por mg de proteina™ (U de SOD.mg proteina™?)

A atividade da CAT foi medida em um meio contendo tampéao fosfato
50 mM (pH 6,8), H202 5,8 mM e do extrato da enzima (0,05 mg de proteina). O
consumo de H202 foi monitorado em espectrofotdmetro por 60 segundos a
240 nm (¢ = 39,4 M1 cm?) e os resultados foram expressos em pmol de H202
consumido por minuto por mg de proteina (umol.minuto-1.mg proteina!) (Aebi,
1984).

A atividade da POD foi medida em meio contendo tampé&o fosfato 50 mM
(pH 6,8), H202 6 mM, pirogalol 0,15 mM e extrato da enzima (0,025-0,05 mg de
proteina). Foi acompanhada a formacé&o purpurogalina em espectrofotbmetro, a
420 nm, por 90 segundos (¢ = 2,8 mM cm™) e os resultados foram expressos
em pmol de purpurogalina formada por minuto por mg de proteina
(umol.minutot.mg proteina!) (Sharma et al., 2014).

A atividade da GR foi medida em meio contendo tampéo fosfato 50 mM
(pH 7,5), glutationa oxidada (GSSG) 0,3 mM, NADPH 0,1 mM e extrato da
enzima (0,05 mg de proteina). O consumo de NADPH foi monitorado em
espectrofotometro a 340 nm (¢ = 6,22 mM* cm?) e os resultados foram
expressos em pmol de NADPH consumido por minuto por mg de proteina
(umol.minuto*.mg proteina!) (Carlberg e Mannervik, 1985).

A atividade da APx foi medida em um meio contendo tampéo fosfato
50 mM (pH 6,8), ascorbato 0,16 mM, H202 15 mM e do extrato da enzima
(0,05 mg de proteina). A oxidacao do ascorbato foi medida em espectrofotémetro
a 290 nm (¢ = 2,8 mM* cm?) e os resultados foram expressos em umol de
ascorbato oxidado por minuto por mg de proteina (umol.minutot.mg proteina)
(Nakano e Asada, 1981).

2.4.5. Determinagdo da atividade de enzimas do metabolismo de
carboidratos nas raizes de E. heterophylla e Z. mays
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Foram determinadas as atividades das enzimas glicocinase (GK),
glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), piruvato-cinase (PK) e
malato-desidrogenase (MDH) em extratos das raizes das plantulas.
Aproximadamente 300 mg de raizes foram maceradas em 1,4 mL de tamp&o
HEPES-KOH 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose 0,25 M, KCI 70 mM, MgCl2
10 mM, EDTA 1 mM, mercaptoetanol 10 mM e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF)
105 pg mlt. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g, a 4 °C, durante 20
min, e o sobrenadante foi utilizado com fonte de enzimas.

A atividade de GK foi determinada, a 25 °C ,de acordo com Espen et al.
(1995), com modificacbes. O meio de reacdo foi composto de tampao de
trietanolamina (TEA) 42 mM (pH 7,6), glicose 2,22 mM, MgCl2 6,7 mM,
ATP 0,54 mM, NADP* 0,73 mM, 0,28 U de G6PD e do extrato (0,045-0,08 mg
proteina). A reacdo de reducdo do NADP* foi acompanhada, durante 120
segundos, a 340 nm. A atividade enzimética foi expressa em nmol de
glicose-6-fosfato formada por minuto por mg de proteina (nmol.minutot.mg
proteinal).

A atividade da G6PD foi determinada de acordo com Pirovano et al.
(1996), com modificacbes. O meio de reacdo foi composto de tampdo TEA
86 mM (pH 7,6), MgCl2 6,7 mM, NADP* 1,5 mM, glicose-6-fosfato 0,73 mM e
extrato (0,045-0,06 mg proteina). A reacdo foi monitorada, a 25 °C, pelo aumento
de absorbancia a 340 nm. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de
6-fosfogliconato formado por minuto por mg de proteina (nmol.minutot.mg
proteina?).

A atividade da PK foi avaliada de acordo com Pirovano et al. (1996), com
modificacdes. A reacao foi realizada a 25 °C pelo acompanhamento da oxidacéo
de NADH a 340 nm. O meio de reacao foi composto de tampdo TEA 86 mM
(pH 7,6), NADH 0,2 mM, MgCl2 6,7 mM, KCI 10 mM, ADP 4,7 mM, 22 U de LDH,
fosfoenolpiruvato (PEP) 0,5 mM e extrato (0,015-0,045 mg proteina). A atividade
enzimatica foi expressa em nmol de lactato formado por minuto por mg de
proteina (nmol.minuto*.mg proteinat).

A atividade da MDH foi determinada de acordo com Pirovano et al. (1996),
com modificacdes. A reacéo foi feita a 25 °C monitorando a oxidagdo de NADH
em 340 nm. O meio de reacgéo foi composto de tampédo TEA 86 mM (pH 7,5),
NADH 0,2 mM, acido oxaloacético 0,5 mM e extrato (0,0015-0,003 mg proteina).
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A atividade enzimatica foi expressa em nmol de malato formado por minuto por

mg de proteina (nmol.minuto*.mg proteina™.)

2.4.6. Determinacao da atividade da glutamina sintetase (GS)

Para avaliar um parametro do metabolismo do nitrogénio das plantulas,
foi avaliada a atividade da enzima GS de acordo com Sodek et al. (1980) com
modificagdes. Para cada 350 mg de tecido foi adicionado 1,0 mL do meio de
extracdo. A extragcdo foi realizada em tampé&o imidazol-HCI 50 mM (pH 7,2),
ditiotreitol (DTT) 1 mM, EDTA 0,5 mM, Triton X-100 0,1 % e mercaptoetanol
5 mM. O homogeneizado foi centrifugado por 30 min a 10.000 g, na temperatura
de 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima. O meio de reacéo
foi constituido de tampdo Imidazol-HCI 40 mM (pH 7,2), MgCl2 45 mM,
hidroxilamina 5 mM, glutamato 75 mM e ATP 5 mM e extrato enzimatico (0,15 mg
proteina). A reacao foi incubada a 37 °C, por 60 min, e paralisada com a adi¢cao
de 250 pL de solucdo composta por ClFes 10 %, TCA 24 % p/v e HCI 50 % viv
(1/1/1). Transferiu-se a reacdo para tubos plasticos com tampa de 1,5 ml e foram
centrifugados por 5 min, a 10.000 g. Em seguida realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro, a 540 nm. A quantidade de y-glutamilhidroxamato formado
foi determinada pela andlise da curva padrdo do composto. A atividade da
enzima foi expressa pela producéao de y-glutamilhidroxamato em pmol por minuto

por mg de proteina (umol min-t mg proteina).

2.5. Avaliagdo dos efeitos da melatonina sobre o desenvolvimento de

plantulas de E. heterophylla crescidas em sistema de hidroponia

A captacdo da melatonina pelas plantulas foi avaliada pela deplecéo da
melatonina no meio de cultivo num sistema de hidroponia (Shann e Blum, 1987).
As sementes de E. heterophylla foram inicialmente semeadas em papel
germitest e organizadas em rolos, acondicionados verticalmente em camara de
germinacao. Apos 48 horas, as plantulas vidveis com pelo menos 30 mm de raiz
foram medidas e transferidas para o sistema de cultivo em hidroponia (contendo
20 plantulas por vaso). Os vasos continham solucdo nutritiva de Dong, Wu e
Zhang (2006) ¥4 de forca (controle), ou solugcéo acrescida de melatonina (20, 100
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ou 250 pM). Os vasos foram mantidos, por 96 horas, em camara de germinacéao,
a 25 °C, sob aeracao constante. Vasos sem plantas, com e sem acréscimo de
melatonina, foram colocados nas mesmas condicdes como controles. Durante
esse periodo, foram feitas coletas da solucao de cada vaso nos tempos 0, 2, 4,
6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, para futura analise em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC). Apés as 96 horas, as
plantulas foram medidas e pesadas para obtencdo da biomassa fresca. Para
determinacédo da biomassa seca o material foi levado a estufa com temperatura
de 60 °C, por 48 horas.

2.6. Avaliacdo dos derivados indolicos por CLAE

Para as analises em CLAE foi utilizado o aparelho Shimadzu (Mod.
Proeminéncia) com duas bombas LC-20AR, degaseificador DGU-20ASR,
detector com arranjos de diodo SPD-M20A e sistema de injecdo automatico
SIL-10AF, a deteccéo foi feita em coluna C18ec Nucleodur® Macherey-Nagel
(250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e particulas de 5 um) com
uma pré-coluna correspondente. Para analise das amostras coletadas, aliquotas
foram diluidas 5x, filtradas com filtro de membrana de poro 0,45 um e
acondicionados em vials para injecdo automatica programada.

O protocolo utilizado foi o descrito por Hosseinian, Li e Beta (2008), com
modificacdes. As fases moéveis foram A: 0,1 % acido acético em agua ultrapura
e B: 0,1 % &cido acético em acetonitrila, em gradiente crescente. Cada corrida
durou 55 min, com vazéo de 0,5 mL min?. O volume de amostra injetada foi de
10 pL. O gradiente foi iniciado em 10 % de solvente B e 90 % do solvente A, com
acréscimo constante em rampa do solvente B até 50 % nos 30 min e retorno a
10 % de solvente B até 55 min. A deteccéo foi feita em comprimento de onda de
280 nm. Para a obtencéo das curvas padrdes de serotonina, 5-hidroxitriptofano,
L-triptofano, triptamina e melatonina foram preparadas solucdes nas
concentracfes de 1, 5, 20, 75 e 250 uM em agua ultrapura. A equacéao de reta e
o coeficiente de linearidade foram calculados com o software LabSolutions.

Com base na curva padrdo, a melatonina foi quantificada nas aliquotas

coletadas nas séries contendo ou nédo as plantas, e as diferencas encontradas
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em cada tempo foram utilizadas para o calculo da quantidade captada por cada

planta existente dos vasos (umol.planta?).

2.7. Determinacéo de proteinas

A concentracdo de proteinas dos extratos enzimaticos foi determinada
pelo método de Bradford (1976), tendo sido utilizada a albumina bovina como
padréo.

2.8. Analise estatistica

Os dados apresentados nos graficos sdo expressos como médias + erros
padrdo (EP), os dados foram analisados por meio de andlise de variancia
(ANOVA), com diferencas significativas entre as médias identificadas pelo teste
de Duncan. As comparacdes sdo apresentadas no texto como valores de
probabilidade (p) e p < 0,05 foi adotado como critério minimo de significancia. As
andlises foram realizadas utilizando software GraphPad Prisma e o pacote de
software Statistica™.

3. Resultados

3.1. Efeitos do L-triptofano e da melatonina sobre a germinacdo de
A. hybridus, B. pilosa, D. insularis, E. heterophylla, G. max, I. grandifolia,

U. decumbens e Z. mays

Nas Tabelas 1 e 2 estdo mostrados os efeitos do L-triptofano e da
melatonina, sobre os indices de germinacdo das cinco espécies
eudicotiledbneas e trés monodicotileddneas selecionadas para o estudo. Estdo
mostrados apenas os valores dos controles e das médias dos tratamentos que
diferiram significativamente em relacdo as médias dos respectivos controles.

O tratamento com L-triptofano (Tab. 1) alterou ao menos um indice de
germinacao de trés espécies: B. pilosa, G. max e E. heterophylla. Em B. pilosa
a porcentagem de sementes germinadas ao final do periodo experimental foi
aumentada em 74,2 e 50,0 % pelas concentragcbes de 20 e 500 uM,

respectivamente, e também houve estimulo dos indices que levam em conta a
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Tabela 1. Efeitos do L-triptofano sobre os indices de germinacdo das plantulas A. hybridus, B. pilosa, D. insularis, G. max, |. grandifolia,

U. decumbens, E. heterophylla e Z. mays.

[ 1](uM)  A. hybridus B. pilosa D. insularis G. max I. grandifolia U. decumbens E. heterophylla Z. mays

o 0 69,20+3,90  26,4+3,90  54,00+6,80 89,00+1,87  96,40+0,75 37,6+3,19 59,6+2,5 89,00+2,45
Q 5 - - - 97,00+2,00 - - - -
2 10 . . - 97,00+1,23 - - i i
S 20 - 46,00+5,20 - - - - - -
> 100 - - - 97,00%2,00 - - - -
B} 500 - 39,60+1,20 - 97,00+1,23 - - - -

0 0,13+0,02 0,06+0,01 0,08+0,01 0,27+0,2 1,02+0,01 0,06+0,01 0,35+0,02 0,10+0,01
5 - - - - - - 0,26+0,02 -
o 10 - - - - - - - -
= 20 - 0,12+0,01 - - - - 0,26+0,02 -
100 - - - - - - 0,26+0,03 -
500 - - - - - - 0,24+0,02 -

0 1,51+0,23 0,44+0,07 0,80+0,06 1,20+0,04 4,21+0,05 0,62+0,07 1,68+0,08 0,53+0,03
5 - - - - - - 1,38+0,06 -
< 10 - - - - - - - -
Q 20 i 0.75+0,10 5 5 5 5 1,40%0,06 i
100 - - - - - - 1,40+0,12 -
500 - - - - - - 1,24+0,07 -

0 83,78+7,73  76,51+2,56  106,9+3,11 37,04+2,32  25,17+0,83 101,60+4,33 44,14+1,02 67,17+1,64
—_ 3) - - - - - - - -
5 10 - - - - - - - -
Q 20 i i - - - - 50,85+1,58 i
= 100 - 84,74+2,17 - - - - 51,39+0,80 -
500 - - - - - - 50,56+1,85 -

Os valores sdo as médias + EP (n = 5). Estdo mostradas as médias dos controles e dos tratamentos que resultaram em diferencas significativas em relacao
aos seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05). (-) valores ndo mostrados.
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Tabela 2. Efeitos da melatonina sobre os indices de germinacéo das plantulas A. hybridus, B. pilosa, D. insularis, G. max, |. grandifolia,
U. decumbens, E. heterophylla e Z. mays.

[ 1™

A. hybridus

B. pilosa

D. insularis

G. max

I. grandifolia

U. decumbens

E. heterophylla

Z. mays

% germinacao

0

64,40+6,6

53,2+4,70

54,80+4,80

92,00+4,10

91,60+3,40

40,00+4,43

60,00+2,27

96,00+1,00

5

82,00+4,0

98,00+0,90

10

99,20+0,50

20

96,40+1,30

100

96,80+0,50

500

97,20+1,00

VG

0,13+0,02

0,13+0,02

0,08+0,01

0,29+0,03

1,01+0,01

0,07+0,01

0,29+0,03

0,09+0,00

0,18+0,01

10

20

0,21+0,01

100

0,22+0,02

500

VGA

1,51+0,17

0,90+0,11

0,84+0,09

1,28+0,11

4,20+0,06

0,61+0,09

1,49+0,09

0,51+0,01

2,05+0,12

10

20

0,55+0,08

100

1,10+0,02

500

0,61+0,09

TMG (h)

0

78,18+2,18

75,15+2,48

102,90+2,01

35,83+3,06

24,29+0,19

108,30+6,30

48,65+2,30

70,24+0,86

5

10

46,77+5,40

20

100

500

25,48+0,52

Os valores sdo as médias + EP (n = 5). Estdo mostradas as médias dos controles e dos tratamentos que resultaram em diferengas significativas em relagao
aos seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05). (-) valores ndo mostrados
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velocidade de germinagao. Na concentragdo de 20 pM houve aumento no IVG
(+74,8 %) e na VGA (+71,0 %). O TMG de B. pilosa foi aumentado em 10,8 %
pela concentracao de 100 uM.

O L-triptofano estimulou também a porcentagem de germinagéo de G. max
em cerca de 9,0% em praticamente todas as concentragbes ensaiadas.
Entretanto, os indices IVG, VGA e TMG nao foram modificados.

Em E. heterophylla, os efeitos do L-triptofano foram opostos aos
observados em B. pilosa e G. max. Embora o percentual de sementes germinadas
nao tenha sido alterado, o IVG e a VGA foram reduzidas e o TMG foi aumentado,
indicando alteracfes na velocidade com que as sementes germinaram. Na maior
concentracdo testada de 500 uM, o IVG foi reduzido em 31,4 % e a VGA em
26,2 % quando comparado com os respectivos controles. O TMG aumentou em
14,5 % na mesma concentracao.

Os indices de germinacao das outras espécies, A. hybridus, D. insularis, 1.
grandifolia, U. decumbens e Z. mays nao foram alterados pelo tratamento com
L-triptofano.

O tratamento com melatonina (Tab. 2) alterou os indices de germinacgéo de
um numero maior de espécies se comparado com o tratamento com L-triptofano.
Somente a U. decumbens e a Z. mays nao tiveram algum indice de germinacgao
alterado pelas diferentes concentracdes de melatonina.

A melatonina causou um estimulo na porcentagem de sementes
germinadas em A. hybridus na concentracdo de 5 puM (+27,3 %), que foi
acompanhado de aumento no IVG (+34,3 %) e na VGA (+35,5 %).

Em B. pilosa a melatonina alterou apenas a VGA que foi reduzida em 38,0
e 31,2 % pelas concentracdes de 20 e 500 uM, respectivamente. Em D. insularis
foi observado um aumento de 30,6 % na VGA na concentracédo de 100 uM.

Em G. max a melatonina na concentracdo de 10 uM aumentou o TMG em
30,53 % quando comparado com o controle.

Em I. grandifolia, a porcentagem de germinacéo foi estimulada entre 5,2 e
8,3 % por todas as concentracdes testadas, mas a maior concentracdo de 500 uM
aumentou o TMG em 4,9 %.

A melatonina ndo alterou a porcentagem de sementes germinadas em
E. heterophylla, mas reduziu o IVG nas concentra¢cdes de 20 (-27,6 %) e 100 uM
(-24,1 %).
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3.2. Efeitos do L-triptofano e da melatonina sobre o crescimento inicial de
A. hybridus, B. pilosa, D. insularis, E. heterophylla, G.max, I. grandifolia,

U. decumbens e Z. mays

Os efeitos do L-triptofano e da melatonina sobre o comprimento total das
plantulas das oito espécies selecionadas, estdo mostrados nas Figuras 3 e 4. No
tratamento em dicotiledéneas (Fig. 3), o L-triptofano foi mais ativo do que a
melatonina, modificando o crescimento de algumas espécies em baixas
concentragbes (5 a 20 uM), enquanto que a melatonina nessa faixa de
concentracdo foi inativa. Em A. hybridus o L-triptofano 10 uM aumentou em
27,43 % o crescimento das plantulas (Fig. 3A), mas em B. pilosa um efeito inibidor
de natureza transitria de cerca de 33 % foi observado no tratamento com as
concentragdes de 5 e 10 uM (Fig. 3C).

O crescimento de E. heterophylla foi também reduzido pelo L-triptofano a
partir do tratamento com as concentracdes de 20 uM e concentracdes maiores
(100 e 500 pM) (Fig. 3E). A inibicdo foi de 11,6, 20,5 e 41,9 % nas concentragdes
de 20, 100 e 500 pM de L-triptofano, respectivamente. O crescimento de
|. grandifolia foi também inibido pelo tratamento com L-triptofano em toda a faixa
de concentracgao testada (Fig. 31), embora a inibicdo maxima na concentracéo de
500 uM de 22,9 % tenha sido menor do que a causada no crescimento de
E. heterophylla.

A melatonina em concentracdes maiores causou alteracdes apenas em
E. heterophylla (Fig. 3F). Os efeitos foram similares aos causados pelo
L-triptofano com reducgéao de 39,6 e 45,1 % no comprimento das plantulas nos
tratamentos com 100 e 500 uM de melatonina, respectivamente. O crescimento
de G. max ndo foi modificado por nenhum dos tratamentos (Fig. 3G e H).

Nas trés espécies de monocotiledéneas avaliadas (Fig. 4), D. insularis,
U. decumbens e Z. mays, somente o tratamento com L-triptofano exerceu uma
alteracédo significativa. A melatonina foi inativa em toda a faixa de concentragao
testada (Fig. 4B, D e F). O L-triptofano reduziu o comprimento total de plantulas
de D. insularis em 20,2 % na concentragdo de 500 puM (Fig. 4A). As plantulas de
U. decumbens e Z. mays ndo foram alteradas por nenhum dos tratamentos
(Fig. 4C e E).
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Figura 3. Efeitos das diferentes concentra¢gfes de L-triptofano e melatonina sobre o comprimento
total de: (A) e (B) A. hybridus crescidas por 168 horas; (C) e (D) B. pilosa crescidas por 120 horas;
(E) e (F) E. heterophylla crescidas por 96 horas; (G) e (H) G. max crescidas por 96 horas e; (I) e
(J) I. grandioflia crescidas por 96 horas. Os valores sdo as médias + EP (n = 5). O simbolo (*)
indica diferencas significativas entre os tratamentos e seus respectivos controles de acordo com
ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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Digitaria insularis
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Figura 4. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano e melatonina sobre o comprimento
total de: (A) e (B) D. insularis crescidas por 168 horas, (C) e (D) U. decumbens crescidas por 168
horas, (E) e (F) Z. mays crescidas por 96 horas. Os valores sdo as médias + EP (n = 5). O simbolo
(*) indica diferencas significativas entre os tratamentos e seus respectivos controles de acordo
com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

Os resultados revelaram que ndo ha uma clara correlacéo entre os efeitos
de L-triptofano e de melatonina e a categoria das espécies (eudicotiledéneas ou
monocotiledéneas). Para um estudo mais detalhado do modo de acdo do
L-triptofano e da melatonina foi selecionada a planta daninha que foi mais
fortemente alterada por ambos 0os compostos, a E. heterophylla e uma espécie de

cultivo, a Z. mays.
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3.3. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da

melatonina sobre a germinacéo de E. heterophylla e Z. mays

O 5-hidroxitriptofano e a triptamina sao sintetizados a partir do L-triptofano
e esses geram, por vias independentes, a serotonina que posteriormente pode ser
convertido a melatonina (Fig. 2). Um estudo comparativo das a¢fes dos quatro
compostos, L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina foi realizado
em Z. mays e E. heterophylla. Para este estudo foram utilizadas as concentracoes
de 5, 10, 20, 100, 250, 400 e 500 pM. A Tabela 3 mostra os efeitos dos quatro
tratamentos sobre a germinacédo de E. heterophylla e Z. mays.

O percentual maximo de sementes que germinaram em cada tratamento
ao final do periodo experimental de E. heterophylla foi pouco alterado. Houve uma
reducdo de 19,5 % no tratamento com 400 uM de L-triptofano e 17,3 % no
tratamento com 100 uM de 5-hidroxitriptofano, quando comparados com 0s
respectivos controles. A triptamina 20 uM reduziu a porcentagem final de
germinacao em 17,9 %. A melatonina ndo alterou esse indice.

A velocidade com que as sementes germinaram no periodo experimental
foi significativamente modificada, conforme revelam os indices de germinacao IVG
e VGA. Em termos gerais, observou-se uma reducao no IVG e na VGA que foi
mais intensa nos tratamentos com L-triptofano e triptamina e que foram
evidenciados a partir das concentragdes de 5 uM.

Na maior concentracdo, de 500 uM, a triptamina inibiu o IVG em 54,1 %
enquanto que o L-triptofano foi relativamente menos potente (inibicdo de 31,4 %).
O 5-hidroxitriptofano e a melatonina alteraram o IVG em menor proporgao. O
L-triptofano e a triptamina foram também os que mais modificaram o indice VGA.
Na maior concentracdo de 500 pM a triptamina inibiu a VGA em 46,1 % e o L-
triptofano em 26,2 %. O indice VGA foi também reduzido pelo 5-hidroxitriptofano
100 pM (-22,65 %), mas esse indice néo foi alterado pela melatonina.

Houve aumento significativo no TMG no tratamento com o L-triptofano e
triptamina. Na maior dose, de 500 pM, o L-triptofano aumentou o TMG em 14,5 %
e a triptamina em 48,7 %. A melatonina por outro lado, reduziu o TMG nas
concentracdes de 250 uM (-18,2 %) e 400 uM (-15,6 %). Nenhum dos tratamentos
alterou significativamente os indices de germinacdo de Z. mays (Tab. 03).
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Tabela 3. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano (T), 5-hidroxitriptofano (H), triptamina (Tm) e melatonina (M)

sobre a germinacéo das plantulas de E. heterophylla e Z. mays crescidas por 96 horas.

E. heterophylla

Z. mays

[ ]
(LM)

Germinacao

(%)

VG

VGA

TMG

Germinacao

(%)

VG

VGA

T™MG

0

59,6+2,5

0,350,02

1,68+0,08

44,14+1,02

89,00+2,45

0,10+0,01

0,53+0,03

67,17+1,64

5

56,4+2,6

0,26+0,02* 1,38+0,06*

48,74+1,25

90,00+2,24

0,10+0,00

0,48+0,02

70,50+2,04

10

60,8+3,1

0,29+0,01

1,54+0,08

46,66+2,35

91,00+2,92

0,10+0,01

0,47+0,01

71,23+2,07

20

61,6+3,4

0,26+0,02* 1,40+0,06*

50,85+1,58*

92,00+2,00

0,11+0,00

0,54+0,03

67,32+1,73

T 100

61,2+3,5

0,26+0,03* 1,40+0,12*

51,39+0,80*

87,00+2,55

0,10+0,01

0,52+0,03

66,84+1,07

250

64,0+2,3

0,32+0,02

1,63+0,10

46,82+0,75

89,00+1,87

0,11+0,00

0,53+0,01

67,34+0,98

400

48,0+1,4*

0,27+0,02* 1,34+0,08*

46,86+1,67

87,00+3,74

0,10+0,01

0,52+0,04

66,33+1,9

500

52,8+2,5

0,24+0,02* 1,24+0,07*

50,56+1,85*

93,00+2,55

0,10+0,00

0,59+0,03

64,53+2,07

61,40+2,92

0,38+0,02

1,81+0,09

42,77+0,97

93,00+1,23

0,10+0,01

0,47+0,03

72,21+2,23

61,60+5,31

0,37+0,05

1,79+0,20

43,04+1,71

98,00+1,23

0,08+0,01

0,51+0,01

70,77+0,38

10

65,60+2,23

0,39+0,02

1,86+0,09

44,13+1,20

97,00+2,00

0,10+0,00

0,50+0,02

71,47+1,46

20

61,60+1,60

0,36+0,02

1,74+0,06

43,85+0,79

99,00+1,00

0,09+0,01

0,54+0,02

69,55+1,17

100

50,80+4,84*

0,28+0,03* 1,40+0,13*

44,49+1,08

99,00+1,00

0,09+0,00

0,50+0,01

71,76+0,70

250

61,20+2,73

0,38+0,02

1,82+0,05

41,98+1,26

95,00+2,24

0,09+0,01

0,50+0,03

70,59+1,30

400

58,4+2,99

0,38+0,03

1,74+0,11

43,11+2,38

93,00+1,23

0,10+0,00

0,47+0,04

73,41+2,43

500

53,6+1,45

0,34+0,02

1,63+0,07

41,63+0,72

99,00+1,00

0,10+0,01

0,58+0,01

66,39+0,89

61,20+3,01

0,37+0,04

1,78+0,16

43,35+2,26

91,00+1,87

0,11+0,01

0,71+0,05

55,33+3,02

60,00+2,61

0,22+0,02* 1,26+0,06*

54,13+1,70*

94,00+2,92

0,11+0,01

0,67+0,03

59,43+1,81

10

68,40+2,99

0,24+0,02* 1,38+0,10*

56,55+2,15*

94,00+1,00

0,10+0,00

0,67+0,04

59,28+2,25

2
m 0

50,40+4,58*

0,17+0,02* 1,00+0,09*

56,23+1,48*

89,00+4,85

0,11+0,01

0,64+0,03

58,67+0,99

100

60,50+0,96

0,18+0,01* 1,14+0,09*

58,23+2,64*

96,00+1,87

0,11+0,01

0,58+0,03

65,99+1,94

250

54,80+3,26

0,15+0,01* 0,83+0,04*

66,29+1,49*

90,00+0,00

0,10+0,01

0,60+0,05

61,87+3,14

400

59,20+2,87

0,17+0,01* 0,91+0,06*

65,53+1,57*

91,00+1,87

0,10+0,00

0,60+0,03

58,95+2,34

500

60,40+2,93

0,17+0,01* 0,96+0,07*

64,45+1,32*

87,00+4,06

0,09+0,01

0,61+0,05

59,81+2,98

0

60,00+2,27

0,29+0,03

1,49+0,09

48,65+2,30

96,00+1,00

0,09+0,00

0,51+0,01

70,24+0,86

5

63,20+3,93

0,23+0,02

1,37+0,11

51,86+0,72

96,00+2,45

0,09+0,01

0,53+0,03

69,04+1,25

10

62,40+2,99

0,25+0,05

1,44+0,12

49,75+1,58

97,00+2,00

0,09+0,00

0,56+0,03

67,12+1,28

20

58,40+2,56

0,21+0,01

1,22+0,08

53,99+1,52

95,00+1,58

0,09+0,00

0,48+0,02

71,80+1,66

100

59,20+4,76

0,22+0,02

1,21+0,16

55,30+2,68

98,00+2,00

0,09+0,00

0,55+0,03

68,19+1,46

250

51,20+4,03

0,32+0,02

1,27+0,06

39,77+2,64*

99,00+1,00

0,09+0,00

0,57+0,03

67,41+£1,62

400

51,60+2,04

0,36+0,02

1,62+0,08

41,06+2,02*

96,00+1,00

0,10+0,00

0,57+0,02

66,85+1,51

500

58,20+3,00

0,26+0,02

1,39+0,05

50,29+1,53

98,00+1,23

0,09+0,00

0,56+0,0,

67,57+1,82

Os valores sé@o as médias + EP (n =5). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos e seus respectivos
controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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3.4. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da
melatonina sobre o desenvolvimento inicial das plantulas de E. heterophylla e

Z. mays

A Figura 5 mostra os valores do comprimento das raizes e das partes
aéreas de plantulas de E. heterophylla, bem como as suas biomassas fresca total
e seca total. A raiz foi a parte da plantula mais sensivel a todos os tratamentos
(Fig. 5A-D). Embora o 5-hidroxitriptofano e a melatonina ndo tenham exercidos
fortes efeitos sobre os indices de germinacao de E. heterophylla, se comparados
com os efeitos do L-triptofano e da triptamina, o desenvolvimento das plantulas
resultantes foi igualmente inibido. Os valores de ICso para o 5-hidroxitriptofano,
triptamina e melatonina foram de 350,4 uM; 244,2 uM e 85,1 uM respectivamente.
O ICso para o L-triptofano ndo pode ser calculado pois na méaxima concentracao
testada de 500 UM a inibi¢do foi menor que 50 %, ou seja, foi de 46,1 %.

A parte aérea de E. heterophylla também foi reduzida pelos tratamentos
(Fig. 5E-H), porém em menor propor¢do se comparada com o crescimento das
raizes. O L-triptofano, a triptamina e a melatonina foram ativas somente nas
concentracfes acima de 250 uM. A inibicdo na maior concentracdo de 500 uM
guando comparados com 0s respectivos controles foi de 27,9 %, 32,9 % e 19,8 %,
pelo L-triptofano, triptamina e melatonina, respectivamente. O 5-hidroxitriptofano
nao alterou o comprimento das partes aéreas (Fig. 5F). As biomassas frescas das
plantulas foram reduzidas por todos os tratamentos, pelas concentragcdes maiores
do que 250 pM. Na maior concentracdo de 500 pM de L-triptofano, 5-
hidroxitriptofano, triptamina e melatonina, a redugéo foi respectivamente de
22,6 %, 27,6 %, 31,4% e 26,5% quando comparado com 0S respectivos
controles (Fig. 5I-L). As biomassas secas das plantulas ndo foram
significativamente alteradas por nenhum dos tratamentos (Fig. 5M-P), com
excecao de uma reducdo de 34,4 % pelo tratamento com triptamina 250 uM
(Fig. 50). Nota-se que a triptamina foi, em geral, mais ativa do que os outros
compostos.

Na Figura 6 estdo mostrados os parametros de crescimento de Z. mays.
As biomassas das partes aéreas e das raizes foram mostradas separadamente.
Confirmando os dados mostrados anteriormente (Fig. 4) o L-triptofano ndo alterou

nenhum parametro indicador de desenvolvimento de Z.mays. O
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5-hidroxitriptofano igualmente ndo alterou nenhum parédmetro avaliado. A
triptamina exerceu diversas alteracdes: reducédo de 18,2 % no comprimento da
raiz na concentracdo de 500 puM (Fig. 6C); estimulo no comprimento da parte
aérea nas concentracdes de 250 (+44,2 %) e 500 uM (+53,4 %) (Fig. 6G);
aumento da biomassa fresca da parte aérea no tratamento com 500 uM (+56,8 %)
(Fig. 6K).

A melatonina exerceu um estimulo no crescimento da parte aérea de
Z. mays em 29,6 e 24,6 % no tratamento com as concentragbes de 10 uM
(+29,6 %) e 250 uM (+24,6 %) (Fig. 6H).
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Figura 5. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre o (A-D) comprimento das raizes, (E-H) comprimento das partes aéreas, (I-L)
biomassa fresca total e (M-P) biomassa seca total em plantulas de E. heterophylla crescidas por
96 horas. Os valores s@o as médias + EP (n = 5). O simbolo (*) indica diferengas significativas
entre os tratamentos e seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan
(p < 0,05).

43



L-triptofano 5-hidroxitriptofano Triptamina Melatonina

30 30 30 3 20
9 = . I P -
b= A = - . I R e
E E 2] s —-}—--”‘ S T I e e B 20 K] 2] =¥ e L
=
£N
©
E= w0 10 10 10
c®
OT
[4 0 o 0
0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500
1 10 10 10
© T - *
- E 1 ’;—P‘ * *
i} E ¥“‘tr 7T + - 1 -';\ t
2 - - / * *
5 E AT IS ./ 4
g P P % e T i 4
Eg ° s P I = SO 5 a—% i a
5 © P g
EZ
®
O a
o i o 0
0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500
— | J K L
oD 20 25 25 25
£ - A i
@ 15] & } ‘-»%—* T e 200 -t -t ® 20{ - P —*i - "'i‘\ 09 ¥ e -t 58
g I . —3 % - T * *
a -4 ; *7_4 L s 15 : 15
= 04z T xzT 1 _; 1 e
= - 10 o] L E ey 10 —
a 5 P A ¥ ¥ E ¥ a ——a —F 3
© 54 4 & 5. 5
5
s ¢ 0 0 0
0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500
S 5 5 5q 5.
£
E 4 4 44 4
2 3 T * 3 34 3
T 2 e [ 4 2 - 24 1 A 2 _7_7,,-{ = _
i e - P i e SN | S tr-r"}’-f«x’ A I S
g ! ¥ vt o3 14 &g —3 — & —a—9 1 f‘r —— — 5 & —0-’:?'-1
=]
m o 0 0d 0
0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500 0 5 10 15 20100 200 300 400 500

Concentragao (uM)

-o- Raiz —A— Parte aérea

Figura 6. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre o (A-D) comprimento das raizes, (E-H) comprimento das partes aéreas, (I-L)
biomassa fresca e (M-P) biomassa seca em plantulas de Z. mays crescidas por 96 horas. (e)
Raizes das plantulas, (A) Parte aérea das plantulas. Os valores sdo as médias + EP (n =5). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos e seus respectivos controles de
acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

3.5. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da
melatonina sobre a atividade respiratoria dos apices das raizes de plantulas de
E. heterophylla e Z. mays

Para avaliar se as alteracbes no desenvolvimento das raizes foram
decorrentes de perturbacbes no metabolismo energético mitocondrial foram
medidas a atividade respiratéria de apices radiculares de plantulas de
E. heterophylla e Z. mays crescidas na auséncia (controle) e presenca de
L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina ou melatonina nas concentragbes de

25, 100 e 250 pM. Os resultados estdo mostrados na Figura 7.
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Figura 7. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre a atividade respiratéria de 4pices radiculares de E. heterophylla e Z. mays
crescidas por 96 horas. (e) Respiragéo total: taxa de consumo de oxigénio na auséncia de KCN,
(m) KCN-insensivel: respiragdo apos adicdo de KCN e (A) KCN-sensivel: diferenca entre o
consumo de oxigénio medido na auséncia e na presenca de KCN. Os valores sdo as médias + EP
(n =6-9). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos e seus respectivos
controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

A respiracdo KCN-sensivel, que indica o consumo de oxigénio devido a
atividade da via citocromo-oxidase (COX) mitocondrial (Millar et al., 2011),

representou em E. heterophylla cerca de 76 % da respiracdo total nas raizes das

45



plantulas controle. J& a respiragdo KCN-insensivel, que representa o consumo de
oxigénio devido a atividade da oxidase alternativa (AOX) mitocondrial e de
oxidases extramitocondriais (Bendall e Bonner, 1971) foi cerca de 24 % da
respiracao total. Alteracdes significativas em E. heterophylla foram observadas
nos tratamentos com 250 pM de 5-hidroxitriptofano e melatonina. O
5-hidroxitriptofano estimulou a respiracdo KCN-insensivel em 101,3 % (Fig. 7C)
guando comparado com a respiracdo do controle e a melatonina inibiu a
respiracdo KCN-sensivel em 34,4 % (Fig. 7G).

A respirac@o dos apices radiculares de Z. mays foi alterada apenas pelo
tratamento com melatonina. Houve uma inibicdo na respiracdo KCN-sensivel em

34,0 e 23,2 % nas concentracdes de 20 e 250 uM, respectivamente (Fig. 7H).

3.6. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da
melatonina sobre os contetddos de EROs, de MDA, de dienos conjugados e de

atividade de enzimas antioxidante em raizes de plantulas de E. heterophylla

Os efeitos dos quatro derivados inddlicos sobre o estado redox e o sistema
de defesa antioxidante das raizes das plantulas de E. heterophylla e de Z. mays
foram investigados por medidas do contetdo de EROs, de indicadores de danos
oxidativos (MDA e dienos conjugados) e da atividade de enzimas antioxidantes.

Na Figura 8 estdo mostrados os conteudos de EROs das raizes das
plantulas de E. heterophylla. O 5-hidroxitriptofano, a triptamina e a melatonina
estimularam a producdo de EROs em toda a faixa de concentracédo testada. O L-
triptofano foi inativo (Fig. 8A). O aumento causado pelo 5-hidroxitriptofano foi
muito similar nas trés concentracdes (préximo de 70 %) (Fig. 8B). O contetdo
maximo de EROs pelo tratamento com triptamina e melatonina foi alcancado na
concentragcédo de 100 pM e a melatonina foi mais ativa do que a triptamina. Na
maior concentracdo de 250 pM o conteudo de EROs no tratamento com a
triptamina foi de 54,0 % (Fig. 8C) e com a melatonina foi de 107,0 % (Fig. 8D).

O conteudo de MDA aumentou apenas nas raizes de plantulas de
E. heterophylla crescidas na presenca de melatonina e foi apenas na
concentracéo de 100 uM (+51,6 %) (Fig. 8H).
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Figura 8. Efeitos das diferentes concentracfes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre pardmetros indicadores de estresse oxidativo em raizes de plantulas de
E. heterophylla crescidas por 96 horas. (A-D) EROs totais, (E-H) MDA e (I-L) dienos conjugados.
Os valores sao as médias + EP (n = 5-10). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os
tratamentos e seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

O conteudo de dienos conjugados foi alterado somente pelos tratamentos
com 5-hidroxitriptofano e melatonina. O 5-hidroxitriptofano causou um incremento
de 29,4 % na concentracdo de 250 uM (Fig. 8J). A melatonina aumentou o
contetdo de dienos conjugados em 43,3 e 27,0 % nas concentracdes de 100 e
250 uM, respectivamente (Fig. 8L).

A Figura 9 mostra as atividades de enzimas do sistema antioxidante, a
SOD, CAT, POD, GR e a APx, avaliadas nas raizes das plantulas crescidas na
auséncia (controle) e presenca de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina ou

melatonina, nas concentracdes de 25, 100 e 250 puM.
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Figura 9. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre a atividade das enzimas do sistema antioxidante: (A-D) superoxido dismutase
(SOD), (E-H) catalase (CAT), (I-L) peroxidase (POD), (M-P) glutationa redutase (GR) e (Q-T)
ascorbato peroxidase (APx) das raizes de plantulas de E. heterophylla crescidas por 96 horas. Os
valores sdo as médias + EP (n =6-14). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os
tratamentos e seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

Quando comparados com os valores das atividades das plantulas
controles, observou-se que: a atividade da SOD néo foi alterada por nenhum dos

tratamentos (Fig. 9A-D); a atividade da CAT foi reduzida pelo L-triptofano 250 pM
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(-54,4 %) (Fig. 9E), pelo 5-hidroxitriptofano 20, 100 e 250 uM (-50,6 %, -69,1 % e
-58,4 %, respectivamente) (Fig. 9F), pela triptamina 20, 100 e 250 uM (-65,1 %, -
69,2 % e -48,1 %, respectivamente) e pela melatonina 250 uM (-44,2 %) (Fig. 9G);
a POD foi estimulada em 32,4 % pelo 5-hidroxitriptofano 20 pM (Fig. 93); A
atividade da APx e da GR né&o foram modificados por nenhum dos tratamentos
(Fig. 9M-T).

3.7. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da
melatonina sobre os conteudos de EROs, de MDA, de dienos conjugados e de

enzimas antioxidante em raizes de plantulas de Z. mays.

Experimentos similares aos mostrados nas Figuras 8 e 9 foram realizados

em Z. mays (Fig. 10 e 11).
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Figura 10. Efeitos das diferentes concentracbes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre os parametros indicadores de estresse oxidativo de raizes de plantulas de Z. mays
crescidas por 96 horas. (A-D) EROs totais, (E-H) MDA e (I-L) dienos conjugados. Os valores sao as
médias + EP (n =4-10). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos seus
respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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Figura 11. Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre a atividade das enzimas do sistema antioxidante: (A-D) superoxido dismutase
(SOD), (E-H) catalase (CAT), (I-L) peroxidase (POD), (M-P) glutationa redutase (GR) e (Q-T)
ascorbato peroxidase (APx) de raizes de plantulas de Z. mays crescidas por 96 horas. Os valores
sdo expressos como média + EP (n = 6-15). O simbolo (*) indica diferencgas significativas entre os
tratamentos e seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

Os efeitos dos quatro tratamentos no conteiudo de EROs foram muito

semelhantes aos observados em E. heterophylla (Fig. 10): n&o foram observadas

alteracdes no tratamento com L-triptofano (Fig. 10A), mas houve aumento no

50



tratamento com o 5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina. O 5-
hidroxitriptofano foi ativo apenas na maior concentracdo testada (250 pM),
causando um aumentou de 110,5 % no teor de EROs (Fig. 10B). Ja a triptamina
e a melatonina foram ativas nas trés concentragdes testadas, sendo a melatonina
a mais ativa. Na maior concentracdo de 250 pM o aumento causado pela
triptamina foi de 109,4 % (Fig. 10C) e pela melatonina foi de 176,5 % (Fig. 10D).

Os niveis de MDA e dienos conjugados néo foram alterados por nenhum
dos tratamentos (Fig. 10E-L).

As atividades das enzimas antioxidantes de raizes de Z. mays estéo
mostradas na Figura 11. Tal como foi observado na E. heterophylla, as atividades
da SOD e da APx ndo foram modificadas significativamente por nenhum dos
tratamentos. A atividade da CAT foi modificada pela triptamina e pela melatonina.
A triptamina promoveu um estimulo de 75,6 % na concentracdo de 20 uM
(Fig. 11G) e a melatonina promoveu inibicdo de 55,2% e 49,4% nas
concentracfes de 20 e 100 pM, respectivamente. A atividade da POD foi
estimulada pela triptamina 20 (+32,5 %) e 250 uM (+39,6 %) (Fig. 11K), mas foi
inibida pela melatonina 20 (-24,3 %) e 100 uM (-30,6 %) quando comparados com
0s respectivos controles (Fig. 11L). A atividade da GR foi estimulada em 29,2 %
pela triptamina 250 uM (Fig. 110).

3.8. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da
melatonina sobre a atividade de enzimas chaves do metabolismo de carboidratos
e de compostos nitrogenados em raizes de plantulas de E. heterophylla e de

Z. mays.

Para investigar se os diferentes tratamentos interferiram sobre o
metabolismo primario de E. heterophylla e de Z. mays, foram avaliadas nas raizes
das plantulas as atividades de algumas enzimas chaves do metabolismo de
carboidratos: GK, G6PD, PK e MDH; e de uma enzima chave do metabolismo de

compostos nitrogenados, a GS.
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Figura. 12 Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre a atividade das enzimas: (A-D) glicocinase (GK), (E-H) glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), (I-L) piruvato-cinase (PK), (M-P) malato desidrogenase (MDH) e (Q-T)
glutamina sintetase (GS) de raizes de plantulas de E. heterophylla crescidas por 96 horas. Os
valores sdo as médias + EP (n =4-5). O simbolo (*) indica diferengas significativas entre os
tratamentos e seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).

No tratamento em E. heterophylla (Fig. 12), a enzima GK foi a mais alterada
em relagé&o aos respectivos controles: a atividade da enzima foi estimulada pela
menor dose testada de 20 uM tanto pelo L-triptofano (+47,2 %) (Fig. 12A) quanto
pela triptamina (+65,4 %) (Fig. 12C). Um efeito de inibicdo foi observado no
tratamento com a melatonina 250 pM (-60,6 %). A atividade da G6PD de
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E. heterophylla foi alterada apenas pela triptamina, que causou um estimulo
somente na maior dose testada de 250 uM (+62,3 %) (Fig. 12G). As atividades
das enzimas PK, MDH, GS né&o foram alteradas por nenhum dos tratamentos
avaliados (Fig. 12I-T).
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Figura. 13 Efeitos das diferentes concentracdes de L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina sobre a atividade das enzimas: (A-D) glicocinase (GK), (E-H) glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), (I-L) piruvato-cinase (PK), (M-P) malato desidrogenase (MDH) e (Q-T)
glutamina sintetase (GS) de raizes de plantulas de Z. mays crescidas por 96 horas. Os valores
sdo as médias = EP (n = 4-9). O simbolo (*) indica diferencas significativas entre os tratamentos e
seus respectivos controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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A Figura 13 mostra os efeitos dos tratamentos sobre as atividades das
mesmas enzimas em raizes de Z. mays. Nao foram observadas alteracdes

significativas em todas as enzimas testadas por nenhum dos tratamentos.

3.9. Efeitos do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano, da triptamina e da

melatonina sobre a morfologia das raizes de E. heterophylla

As raizes das plantulas de E. heterophylla, crescidas em gerboxes por 96
horas na auséncia ou presenca de 20, 100 e 250 uM dos derivados inddlicos,
foram fotografadas em um microscopio estereoscopico para avaliagdo anatdémica
das mesmas (Fig. 14, 15, 16 e 17). O tratamento com L-triptofano (Fig. 14) ndo
causou mudancas muito drasticas nas raizes com exce¢do de um engrossamento
na parte inicial das raizes e maior numero de pelos. Esse engrossamento foi
observado também no tratamento com 100 uM de 5-hidroxitriptofano (Fig. 15). No
tratamento com 250 uM de 5-hidroxitriptofano as raizes se apresentaram mais
curtas e bem mais grossas com secdes deformadas retorcidas e escurecidas. Um
aumento na quantidade de pelos foi também evidenciado.

No tratamento com triptamina as raizes de E. heterophylla também
apresentaram um engrossamento e aumento na quantidade de pelos em
concentracfes acima de 20 uM (Fig. 16). Uma alteracdo drastica ocorreu na
concentracao de 250 uM. As raizes ficaram bem mais curtas e grossas e também
bastante retorcidas. Ao mesmo tempo ficou evidente o maior nimero de pelos.

A melatonina também modificou a morfologia das raizes a partir do
tratamento com a concentracdo de 20 uM (Fig. 17). As raizes ficaram mais
grossas e com mais pelos tanto na concentragéo de 20 uM quanto de 100 pM. Foi
evidente, também, que os pelos se localizaram mais perto dos apices. Tal como
observado no tratamento com triptamina 250 uM, a melatonina nha mesma
concentragdo induziu alteragbes anatbmicas pronunciadas. As raizes ficaram
mais grossas, mais curtas, com diametros irregulares, um pouco retorcidas e com

muito pelos.
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Figura 14. Efeitos do L-triptofano sobre a morfologia das extremidades das raizes de
E. heterophylla crescidas por 96 horas. (C) plantulas controle, crescidas em agua, (T20) plantulas
crescidas com L-triptofano 20 pM, (T100) plantulas crescidas com L-triptofano 100 pM e (T250)

plantulas crescidas com L-triptofano 250 pM.
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Figura 15. Efeitos do 5-hidroxitriptofano sobre a morfologia das extremidades das raizes de
E. heterophylla crescidas por 96 horas. (C) plantulas controle, crescidas em agua, (H20) plantulas
crescidas com 5-hidroxitriptofano 20 puM, (H100) plantulas crescidas com 5-hidroxitriptofano

100 uM e (H250) plantulas crescidas com 5-hidroxitriptofano 250 uM.
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Figura 16. Efeitos da triptamina sobre a morfologia das extremidades das raizes de E. heterophylla
crescidas por 96 horas. (C) plantulas controle, crescidas em agua, (Tm20) plantulas crescidas com
triptamina 20 pM, (Tm100) plantulas crescidas com triptamina 100 pM e (Tm250) plantulas

crescidas com triptamina 250 uM
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Figura 17. Efeitos da melatonina sobre a morfologia das extremidades das raizes de
E. heterophylla crescidas por 96 horas. (C) plantulas controle, crescidas em agua, (M20) plantulas
crescidas com melatonina 20 uM, (M100) plantulas crescidas com melatonina 100 pM e (M250)

plantulas crescidas com melatonina 250 pM.
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3.10. Medidas de captacédo de melatonina em plantulas de E. heterophylla

crescidas em sistema de hidroponia.

Para a avaliagdo da taxa de captacdo de melatonina pelas plantulas de
E. heterophylla a incubacgéo foi realizada em hidroponia, um sistema que permite
a quantificacdo da melatonina remanescente no meio de incubacéo. A Figura 18
mostra uma seérie representativa na qual as plantulas, que foram crescidas
inicialmente por dois dias em rolos de papel germitest, foram transplantadas e
mantidas em vasos no sistema de hidroponia por mais quatro dias, na auséncia
ou presenca de melatonina (20, 100 e 250 uM). Nessas condicdes, as plantulas
apresentaram desenvolvimento mais acelerado tanto na parte aérea quanto nas
raizes quando comparados com as plantulas crescidas em gerboxes como
indicado pelo aparecimento de inUmeras raizes laterais (Fig. 18A). Comparado
com as plantulas controles, o tratamento com melatonina induziu um gradual
engrossamento das raizes principais, associado com reducdo no comprimento
das mesmas e, também no comprimento e nimero de raizes laterais.

Um escurecimento das raizes e do meio de incubacdo foi também
observado nos tratamentos com melatonina 100 e 250 uM (Fig. 18C e D). As
medidas de parametros biométricos revelaram uma redu¢éo no comprimento das
raizes de E. heterophylla de 49,0, 71,5 e 71,7 % pelas concentra¢des de 20, 100
e 250 uM, respectivamente (Fig. 18E). Nas mesmas concentracfes a parte aérea
foi inibida em 23,4, 52,5 e 49,2 %, respectivamente (Fig. 18H). Foi observada uma
reducdo na biomassa fresca da parte aérea nos tratamentos com melatonina 100
(-40,0 %) e 250 puM (-31,9 %) (Fig. 18l). As biomassas fresca e seca das raizes
nao foram modificadas (Fig. 18F e 18G).

Na série experimental com melatonina 250 uM, foram coletadas aliquotas
do meio de incubacéo para quantificacdo da captacdo e/ou metabolizacdo da
melatonina utilizando CLAE. Foram realizadas adaptacfes para a deteccéo
simultanea dos compostos testados numa mesma injecdo. O gradiente de
solvente utilizado possibilitou uma separacéo bem definida dos padrdées conforme
mostrado na Figura 19. O tempo de eluicdo da serotonina foi aos 6,6 min, o do
5-hidroxitriptofano aos 8,0 min, o do L-triptofano aos 15,2 min, o da triptamina aos
16,3 min e da melatonina aos 31,1 min. Para cada uma das substancias foi feita

uma curva de calibracao injetando diferentes concentracdes das solucdes padrao
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e a andlise por regressdo linear das curvas obtidas resultou nas seguintes
equacdes: y = 5594,08x para serotonina, y =5293,51x para 5-hidroxitriptofano
y =5075.11x para L-triptofano, y = 4189.51x para triptamina e y = 5682,77x para
melatonina. O coeficiente de linearidade (R?) foi sempre > 0,998.
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Figura 18. Efeitos das diferentes concentracdes de melatonina sobre o desenvolvimento de
plantulas de E. heterophylla em sistema de hidroponia. Foto do sistema de hidroponia: (A)
plantulas crescidas em solucao nutritiva, (B) plantulas crescidas em solugao nutritiva + melatonina
20 uM, (C) plantulas crescidas em solucao nutritiva + melatonina 100 uM, (D) plantulas crescidas
em solugéo nutritiva + melatonina 250 pM. Desenvolvimento das plantulas: (E) comprimento da
raiz, (F) comprimento da parte aérea, (G) biomassa fresca da raiz, (H) biomassa fresca da parte
aérea, (l) biomassa seca da raiz e (J) biomassa seca da parte aérea. Os valores sdo as médias *
EP (n = 4). O simbolo (*) indica diferengas significativas entre os tratamentos e seus respectivos
controles de acordo com ANOVA e teste de Duncan (p < 0,05).
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As aliquotas foram retiradas do meio de incubacao em intervalos de tempo
crescentes, de 0, 2 ,4, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, apos o transplante.
A Figura 20 mostra os cromatogramas representativos avaliados em diferentes
tempos. A intensidade do pico da melatonina foi muito similar até o tempo de
48 horas de incubacéo e, nesse mesmo tempo, apareceu um pico de altura bem
menor no tempo de eluicdo de 17,4 min (MI).

No tempo de incubacgéo de 72 horas, a intensidade do pico da melatonina
foi minima e apareceu um novo pico (MIl) no tempo eluicdo préximo ao da
melatonina (32,4 min). A intensidade do pico do Ml aumentou substancialmente.
Os perfis cromatograficos nos tempos de incubacédo seguintes (72 e 96 horas) nao
sofreram grandes modificacdes.

Uma série controle foi realizada sem a adi¢cao de plantas e amostras foram
coletadas nos mesmos tempos para avaliar a possibilidade de degradacao
espontanea da melatonina. A analise cromatografica revelou a presenca em
menor intensidade da MI e MIl, bem como uma reducéo na intensidade do pico
melatonina (dados ndo mostrados). No tempo de 96 horas a area dos picos do Ml,
MII representou 31,9 % e 57,0 % respectivamente, dos valores encontrados na
presenca das plantulas. Neste mesmo tempo, a quantidade total de melatonina
depletada nos vasos sem planta correspondeu a 37,1 % da quantidade total de
melatonina depletada nos vasos com planta.

Para o célculo da quantidade de melatonina efetivamente captada pelas
plantulas nos diferentes tempos de incubacdo (Fig. 21), os valores de
decomposicdo espontanea da melatonina foram descontados.

A efetiva captagdo da melatonina iniciou no tempo de 36 horas
(0,25 pumoles planta!) e cresceu gradativamente até 72 horas, chegando a
1,73 umoles plantal. Ap6s esse tempo ndo houve incremento na quantidade
captada, pois toda a melatonina foi depletada do meio de incubagao conforme
visualizado na Figura 21. No tempo de 96 horas a quantidade captada foi de (1,82

umoles plantat).
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Figura 19. Perfil cromatografico representativo obtido em CLAE de padrdes de serotonina (S),
L-triptofano (T), 5-hidroxitriptofano (H), triptamina (Tm) e melatonina (M). Foram injetados 10 pL
de cada solucéo padrdo na concentracdo de 250 uM. A fase estacionaria foi uma coluna C18 e a
fase mavel constituiu de um gradiente crescente de &cido acético e acetonitrila com vazéo de 0,5
mL minuto. A deteccéo foi feita por um detector de UV em comprimento de onda de 280 nm.

(1) STRPSUBI

Figura. 20. Perfis cromatograficos obtidos de aliquotas do meio de crescimento de plantulas de
E. heterophylla crescidas em sistema de hidroponia na presenca de melatonina 250 uM conforme
ilustrado na Figuras 18 D. Seta vermelha indica o pico representativo da melatonina, seta azul

indica o pico de MI, seta preta indica o pico de MIl. As cromatografias foram obtidas por CLAE
como ilustrado na Figura 19.
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Figura 21. Captacdo da melatonina pelas plantas de E. heterophylla crescidas em sistema de

hidroponia. Os valores de captacdo foram calculados a partir da deteccdo de melatonina

remanescente no meio de incubagéo por analise em CLAE como ilustrada na Figura 20. Os valores
sdo as médias + EP de (n = 6).

4. Discussao

Este estudo revelou que o L-triptofano e a melatonina na faixa de
concentracgdo de 5 a 500puM néo exerceram efeito estimulante no
desenvolvimento inicial de duas culturas, G. max e Z. mays e de seis plantas
daninhas, A. hybridus, B. pilosa, I. grandifolia, E. heterophylla, U. decumbens e D.
insularis. Ao contrario, ambos induziram efeitos negativos em algumas espécies
de plantas daninhas. O crescimento inicial de Z. mays e a G. max nao foi
modificado por ambos os compostos, embora o L-triptofano tenha exercido um
pequeno estimulo na germinacdo das sementes de G. max. Em acordo com
nosso resultado, Herrera-Jiménez et al. (2018) observaram que o L-triptofano,
mesmo em concentragdes acima do que foi utilizado em nosso estudo (4,8 mM)
nao promove estimulo no crescimento de plantulas de Z. mays, mas o estimulo é
evidenciado na presenca dos fungos endofiticos Trichoderma tomentosum e
T. harzianum (Herrera-Jiménez et al., 2018). Efeito similar foi relatado por Yasmin
et al. (2017) que observaram uma melhor acdo de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (PGPR) quando essas sao incubadas com L-triptofano. A

producéo de fitorménios como o AlA, GA e ABA pelas rizobactérias foi sugerido
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como o modo de acéo do L-triptofano em melhorar o desenvolvimento do Z. mays
e superar o estresse hidrico (Herrera-Jiménez et al., 2018; Yasmin et al., 2017).

O efeito predominante do L-triptofano nas plantas daninhas estudadas foi
de inibicdo. Um pequeno estimulo foi observado no crescimento de A. hybridus
apenas na concentracdo de 10 uM e, embora tenha estimulado os indices de
germinacdo de B. pilosa, as plantulas resultantes apresentaram crescimento
reduzido.

A melatonina também n&o estimulou o crescimento das plantulas das
espécies de cultivo e nem das plantas daninhas estudadas, embora tenha
favorecido ao menos um indice de germinacdo de A. hybridus, D. insularis e
|. grandifolia. Entretanto, o crescimento das plantulas dessas trés espécies néao foi
alterado. A melatonina, por sua vez, reduziu tanto o IVG de E. heterophylla quanto
o crescimento das plantulas.

Em nosso protocolo experimental as sementes das diversas espécies
tiveram acesso ao L-triptofano e a melatonina desde o processo de embebicéo
até o desenvolvimento inicial das plantulas. Aparentemente, as espécies cujos
indices de germinacdo foram estimulados pelo L-triptofano (B. pilosa e G. max)
ou pela melatonina (A. hybridus e |. grandifolia) tiveram algum processo celular
requerido para completar o processo de germinacao favorecido. Efeitos benéficos
da melatonina na germinacédo de espécies como o pepino (C. sativus) e soja (G.
max) apoés tratamento das sementes com melatonina foram relatados (Posmyk et
al., 2009; Wei et al., 2015). E possivel que o estimulo na germinacdo dessas
espécies sejam decorrentes de uma modificacdo nos niveis de fitorménios que
controlam a germinagdo, como citocinina e ABA (Miransari e Smith, 2014).
Contrastando com estimulo no processo de germinacdo de algumas espécies, 0
desenvolvimento inicial dessas mesmas plantulas nao foi beneficiado.

Além das diferencas entre as espécies, o periodo de desenvolvimento da
planta no qual o tratamento & conduzido, muito provavelmente, influencia as
respostas das plantas aos tratamentos. Nosso estudo ndo evidenciou estimulo
significativo da melatonina no crescimento de Z. mays e G. max quando aplicada
em gerboxes desde o processo de embebicdo até quatro dias de crescimento.
Efeito estimulador foi, entretanto, observado por Zhao et al. (2015) quando a

melatonina foi aplicada em plantulas de Z. mays em estagio de trés folhas e
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tratadas por seis dias. Os autores observaram estimulo em baixas concentra¢cfes
(10 uM) e inibicdo em concentracfes maiores.

A Unica espécie dentre as ensaiadas em nosso estudo e que teve o
desenvolvimento inicial alterado por ambos, o L-triptofano e a melatonina, foi a
E. heterophylla. Essa espécie foi entdo selecionada para o estudo detalhado
sobre os processos celulares eventualmente modificados e que poderiam estar
relacionados a reducdo no desenvolvimento das plantulas. Os efeitos de dois
intermediarios gerados na converséo do L-triptofano a melatonina foram também
estudados, o 5-hidroxitriptofano e a triptamina, essa Ultima precursora também da
sintese de AIA. Considerando que uma ac¢dao inibidora sobre plantas daninhas sem
efeito negativo sobre plantas de cultivo, aumenta o potencial de utilizacdo dos
derivados do L-triptofano no controle de plantas daninhas, uma espécie de cultivo
foi também selecionada, a Z. mays.

Em relacdo aos efeitos sobre os indices de germinacdo, o
5-hidroxitriptofano e a triptamina foram, também, inativos sobre Z. mays tal como
foi observado com o L-triptofano e a melatonina. Entretanto, as plantulas de
Z. mays crescidas na presenca de triptamina apresentaram um desenvolvimento
alterado com reducédo das raizes e aumento da parte aérea. Essas alteracfes nao
foram evidenciadas no tratamento com concentracdes equivalentes de seu
precursor L-triptofano ou com 5-hidroxitriptofano.

Embora a melatonina ndo tenha alterado de forma significativa o
crescimento total das plantulas de Z. mays, um pequeno aumento na parte aérea
foi observado, mas o efeito foi comparativamente menor do que o induzido pela
triptamina. Além disso, a melatonina ndo aumentou a biomassa fresca da parte
aérea e nem afetou o comprimento da raiz. Estes achados indicam fortemente que
em Z. mays, os efeitos da triptamina ndo foram decorrentes apenas de sua
conversdo a melatonina, mas sim de sua metabolizagdo em uma via
independente, possivelmente a via de sintese de auxinas. De fato, o estimulo no
desenvolvimento da parte aérea com reducdo no crescimento das raizes sao
efeitos tipicos de auxinas (Arnao e Hernandez-Ruiz, 2017; Hu et al., 2017).

N&o se pode excluir a possibilidade que o pequeno estimulo causado pela
melatonina no comprimento da parte aérea de Z. mays também tenha uma
contribuicdo de um efeito tipo auxinico. Estudos tém revelado que a melatonina

exerce acdes vinculadas a acdo de auxinas, por meio de uma interacao direta com
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transportadores de auxina ou alterando os gradientes locais de AIA (Arnao e
Hernandez-Ruiz, 2017). Nao ha dados conclusivos de que ocorra uma
interconversdo metabdlica entre melatonina e AIA em plantas (Arnao e
Hernandez-Ruiz, 2015).

Ja em E. heterophylla os dois intermediarios afetaram algum dos indices
de germinacédo, também reproduzindo as respostas da planta ao L-triptofano e a
melatonina. O 5-hidroxitriptofano foi menos ativo do que o L-triptofano e a
melatonina, mas a triptamina apresentou efeitos mais pronunciados interferindo
negativamente com a velocidade com que as sementes germinaram mesmo em
baixas concentragdes.

Os efeitos de todos os compostos inddlicos sobre o desenvolvimento das
plantulas de E. heterophylla foram muito diferentes dos efeitos observados em
Z. mays. Nao foram observados efeitos estimulatorios em nenhum dos
parametros biométricos medidos. Todos 0s quatro compostos inibiram o
crescimento tanto da raiz quanto da parte aérea. Os efeitos foram relativamente
mais pronunciados no crescimento das raizes. A triptamina e a melatonina foram
mais ativas do que o L-triptofano e o 5-hidroxitriptofano, com destaque para a
triptamina que reduziu mais fortemente o crescimento da parte aérea se
comparado com a melatonina e também reduziu a biomassa seca das plantulas.

Alteracdes nos indices de germinacdo e nos parametros biométricos de
crescimento das plantulas séo indicios de que algum processo metabdlico ou
fisiologico foi alterado pelos tratamentos. Uma interferéncia sobre o metabolismo
energético das plantulas pode comprometer a sintese das biomoléculas
necessarias para a formacédo dos tecidos e resultar em menor crescimento. Na
fase logo ap6s a embebicdo das sementes, as células dos tecidos embrionarios,
das radiculas e dos hipocotilos sdo heterotréficos (Bewley et al., 2013). Nesta
condicao, o embrido e as plantulas dependem das reservas existentes na semente
para a obtencéo de energia para a sintese de macromoléculas, divisdo celular e
diferenciacdo. A fermentacdo e depois 0 metabolismo mitocondrial fornecem o
ATP necessario nestas fases até que os edfilos se desenvolvam e a fotossintese
passa a gerar os nutrientes, o ATP e o potencial redutor do NADPH para as
plantas (Nicholls e Ferguson, 2013).

Para investigar a hipotese das alteragbes no desenvolvimento causado

pelos compostos indolicos serem decorrentes de uma interferéncia sobre o
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metabolismo energético, a atividade respiratéria de apices radiculares foram
avaliadas. A respiracéo total dos apices radiculares representa a soma de todas
as reacdes que consomem oxigénio dos tecidos, sendo essas de origem
mitocondrial ou extra-mitocondrial. Cerca de 80 a 90 % do consumo celular de
oxigénio é utilizado para atender as necessidades energéticas da célula através
da fosforilacdo oxidativa mitocondrial via COX (Babcock, 1999). As mitocondrias
vegetais, entretanto, apresentam uma via alternativa de transferéncia de elétrons,
que transfere os elétrons do ubiquinol diretamente ao Oz, ndo passando pelo
complexo IV. O fluxo de elétrons por esta via, através da AOX néo é sensivel aos
inibidores classicos do complexo IV (CN-, N3, CO, NO); e pode contribuir para o
consumo de Oz pela mitocondria juntamente com a via da COX (Millar et al., 2015).
Sua proporcao relativa é variavel dependendo do érgao ou do tecido da planta, da
espécie, ou mesmo das condi¢cdes metabdlicas em que estas se encontram (Millar
et al., 2015; Moore e Siedow, 1991; Popov et al., 1997).

Além das vias COX e AOX, uma pequena parte do oxigénio pode ser
consumida pelas oxidases extra-mitocondriais, que por sua vez, Sao
representadas por enzimas do sistema monooxigenase, lipoxigenases e NADPH
oxidases, entre outras (Bendall e Bonner, 1971; Parrish e Leopold, 1978). Assim,
a respiracdo KCN-insensivel representa a contribuicdo da via AOX somada as
oxidases extra-mitocondriais (Ishii-lwamoto et al., 2006).

Os resultados revelaram que as atividades respiratorias dos apices
radiculares de Z. mays e de E. heterophylla foram pouco afetados pelos quatro
compostos testados. Somente a melatonina exerceu uma inibicdo sobre a
respiracdo via citocromo-oxidase (COX, KCN-sensivel) tanto em E. heterophylla
quanto em Z. mays. Em ambas as plantas a inibicAo maxima da respiracao via
citocromo-oxidase foi cerca de 35 % em relacdo ao controle. Aparentemente, em
Z. mays, esta reducdo ndo comprometeu o desenvolvimento das raizes. Em
E. heterophylla, por outro lado, essa inibicdo pode ter contribuido para a maior
inibicdo observada no crescimento das raizes do que na parte aérea. Deve-se
salientar, entretanto, que o L-triptofano, o 5-hidroxitriptofano e a triptamina nao
modificaram a atividade respiratoria dos apices radiculares de E. heterophylla,
embora tenham reduzido o crescimento das raizes. Esses resultados indicam que
uma interferéncia no metabolismo energético mitocondrial das raizes néao foi o

BN

principal fator que levou a redugcdo no desenvolvimento das plantulas de
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E. heterophylla, embora possa ter contribuido em parte para o efeito inibidor da
melatonina.

Uma reducdo na respiracdo via COX pode representar, também, uma
adaptacdo a uma nova condicdo metabdlica, com reducdo de algum processo
dependente de energia. De qualquer forma, nenhum dos compostos
comprometeu drasticamente a geracdo mitocondrial de ATP, ja que nesse caso
as raizes nao se desenvolveriam normalmente, aparecendo sinais de necrose
especialmente nos meristemas apicais, tal como foi evidenciado no tratamento de
Z. mays com 0 monoterpeno a-pineno, um inibidor da producé&o mitocondrial de
ATP (Ishii-lwamoto et al., 2012).

O 5-hidroxitriptofano, por sua vez, estimulou a respiracdo KCN-insensivel
de E. heterophylla, um efeito de dificil interpretacdo ja que varias oxidases
independentes da COX podem ter contribuido para esse estimulo.

Outro processo importante durante a germinagao e o crescimento inicial &
o sistema de defesa antioxidante, que regula os niveis de EROs nas células tanto
em condi¢cdes normais ou em condicdes de estresse bidtico ou abidtico (Arora et
al.,, 2002). Embora as EROs atuem como moléculas sinalizadoras em uma
variedade de processos celulares, incluindo no desenvolvimento inicial das
plantulas (Gapper e Dolan, 2006), quando em excesso elas danificam as
estruturas de membrana, proteinas e acidos nucléicos (Coelho et al., 2017,
Sharma et al., 2012; Shinozaki et al., 2015). As principais fontes de EROs durante
a germinacéao e o crescimento inicial das plantulas sdo as mitocéndrias (Sharma
et al., 2012; Shinozaki et al., 2015) e as NADPH oxidases localizadas na
membrana plasmatica das células (Tripathy e Oelmiller, 2012). Sob condicbes
normoéxicas, aproximadamente 2-3 % do oxigénio usado pelas mitocdndrias pode
ser convertido em O2™ e H202 (Puntarulo et al., 1988). Em geral um aumento da
produgéo de mitocondrial de EROs esta associada a um aumento na respiragao
KCN-insensivel (Ishii-lwamoto et al., 2012).

O controle dos niveis de EROs é realizado por um eficiente sistema de
defesa envolvendo antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (Noctor e Foyer,
1998; Shinozaki et al., 2015). As plantas geram varios compostos naturais com
propriedade de neutralizar as EROs devido a variedade de estruturas geradas: tiol
(glutationa) ou fenol (catecolaminas e catequinas, tocoferol, resveratrol),

flavonoides (quercetina), e estruturas heterociclicas, incluindo os que contém o
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nacleo indol que apresentam substituicbes alifaticas na posi¢cdo 3, como as
encontradas no L-triptofano e seus derivados, incluindo os utilizados nesse estudo
(Peyrot e Ducrocq, 2008). De fato, a acdo da melatonina em proteger algumas
espécies de plantas de estresse bidtico ou abidtico tem sido creditada a sua
atividade antioxidante (Shi et al., 2016; N. Zhang et al., 2014).

E possivel que os efeitos benéficos do L-triptofano e da melatonina sobre
os indices de germinacdo de algumas espécies tenha alguma relacdo com as
suas atividades antioxidantes. No estudo de Pergo e Ishii-lwamoto (2011),
realizado na planta daninha I. triloba (syn I. grandifolia) foi demonstrado que a
producdo de EROs € iniciada assim que a respiracdo mitocondrial € retomada
durante a embebicdo das sementes com o0 aparecimento de atividades
expressivas de enzimas antioxidante nos embrides. Foi também demonstrado que
as plantas daninhas com sistema de defesa antioxidante mais eficiente, sao
menos susceptiveis aos danos causados por aleloquimicos fitotoxicos (Coelho et
al.,, 2017). Em E. heterophylla, entretanto, nenhum dos derivados inddlicos
exerceu efeitos positivos sobre os indices de germinacdo. Ao contrario, efeitos
negativos foram encontrados.

Atualmente se conhece que as EROs desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento inicial das plantulas, sendo um sinalizador da
acdo de muitos fitormbnios como as auxinas, GA, etileno e ABA (Carol e Dolan,
2006; Gapper e Dolan, 2006; He et al., 2017; Zhu et al., 2016). Um desequilibrio
nos niveis de EROs pode, além de interferir nas respostas dos fitormonios, causar
danos oxidativos.

A avaliacdo dos contetudos de EROs totais nas raizes das plantulas de
E. heterophylla e de Z. mays submetidas ao tratamento com os quatro compostos
inddlicos revelaram que o 5-hidroxitriptofano, a triptamina e a melatonina
causaram um aumento significativo na quantidade de EROs nas raizes, tanto de
E. heterophylla como de Z. mays. Em ambas as plantas a melatonina foi que mais
elevou a quantidade de EROS. Esse aumento, entretanto, ndo foi acompanhado
de aumento no conteudo de MDA e dienos conjugados nas raizes de Z. mays,
mas na E. heterophylla a melatonina causou um incremento tanto de MDA quanto
de dienos conjugados.

O MDA é um produto de peroxidacao de lipideos de membranas (Kappus,
1985; Maness et al., 1999) resultado de reacbes de EROs com as duplas ligacdes
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dos lipideos. Os dienos conjugados sao formados pelo ataque de EROs a grupos
metileno de acidos graxos poliinsaturados, sendo, portanto, outro marcador da
peroxidacdo lipidica (Smirnoff, 1995). Com excecdo do tratamento de E.
heterophylla com melatonina, ficou evidente que os outros derivados indélicos ndo
induziram dano oxidativo nas membranas das células das raizes.

Normalmente quando ha um excesso de EROs, o sistema de defesa
antioxidante é estimulado. A SOD desempenha um papel central nesse sistema
(Scandalios, 1993), sendo a primeira enzima a atuar na eliminacdo de EROs,
dismutando o radical O2", que é altamente reativo, em O2 e H202 (Mittler, 2002).
O H20:2 é neutralizado subsequentemente por agcdo de outras enzimas, incluindo
a CAT, POD, GR e APx (Navrot et al., 2007; Noctor e Foyer, 1998; Sharma et al.,
2012).

A avaliacdo da atividade dessas enzimas nas raizes de E. heterophylla
revelou que em todos os tratamentos ndo foram observadas alteracdes
significativas nas atividades da SOD, GR e APx. Um estimulo na atividade da POD
foi observado apenas no tratamento com 5-hidroxitriptofano. Por outro lado, uma
reducéo significativa foi observada na atividade da CAT nos tratamentos com 5-
hidroxitriptofano, triptamina e melatonina. A CAT € uma das enzimas mais ativas
na neutralizacdo de H202. A inibicdo dessa enzima coincide com 0 aumento no
contetdo de EROs das raizes nos mesmos tratamentos, sugerindo que uma
reducdo na atividade da CAT pode ter contribuido para o aumento do contetudo
de EROs.

No tratamento com melatonina é nitida a tendéncia de aumento nas
atividades da POD e GR. Aumento do conteudo de EROs e danos oxidativos
foram observados apenas no tratamento com melatonina. Aparentemente houve
uma resposta de estimulo nas atividades das enzimas POD e GR para neutralizar
0 excesso de EROs, mas esta resposta nao foi suficiente para evitar os danos
oxidativos. Vale mencionar que a melatonina foi a Unica dentre 0s quatro
derivados testados que inibiu a respiracao via COX das raizes de E. heterophylla,
evidenciando acdes citotoxicas.

J& no tratamento com 5-hidroxitriptofano e triptamina ndo houve dano
oxidativo e nem respostas evidentes nas atividades das enzimas. Aparentemente,
a reducgdo da CAT e o aumento do nivel de EROs nao seriam indicadores de
citotoxicidade.
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Em raizes de Z. mays, as atividades da SOD e APx também n&o foram
modificadas, tal como observada em E. heterophylla e, também, nenhum dos
tratamentos causou danos oxidativos. Entretanto os efeitos de cada composto
sobre a CAT e a POD de Z. mays foram diferentes se comparados com a
E. heterophylla. O 5-hidroxitritofano n&o exerceu nenhuma acéo sobre a CAT e a
POD. A triptamina estimulou a CAT, a POD e a GR. A melatonina inibiu a CAT e
a POD e, também, provocou aparente uma tendéncia de reducdo da GR. Os
efeitos da triptamina sdo mais coerentes com uma resposta das células a maior
geracgdo de EROs na tentativa de neutraliza-las e assim evitar os danos oxidativos,
como de fato foi observado. Os efeitos da melatonina, entretanto, a principio
favoreceram a formacdo de EROs, especialmente nas concentracdes mais
baixas. Como ndo foram observados danos oxidativos nas raizes, € possivel
aventar que essas alteracdes fazem parte de respostas metabdlicas adaptativas
tendo as EROs como sinalizadoras.

Outra abordagem utilizada para investigar os efeitos dos derivados
inddlicos sobre o desenvolvimento da plantula foi a avaliacdo de algumas enzimas
chaves do metabolismo primario das plantas. A GK é uma enzima que existe em
muitas isoformas nas plantas (hexocinases) catalisando a fosforilagéo de glicose
em glicose-6-fosfato, a primeira reacéo da via glicolitica. Durante a germinacgéao e
o desenvolvimento inicial das plantulas, a enzima € essencial para a obtencédo de
energia necessaria para a proliferacdo dos meristemas e também para o
fornecimento de metabdlitos intermediarios para a sintese da parede celular
(Aguilera-Alvarado e Sanchez-Nieto, 2017).

A glicose-6-fosfato gerada pela reacao das hexocinases pode ser utilizada
pela via das pentoses fosfato, concomitantemente com a via glicolitica. A G6PD é
a primeira enzima da via que leva a producdo de NADPH e pentoses fosfato
(Kruger e von Schaewen, 2003). Em condi¢gBes ndo fotossintéticas como as das
raizes, a enzima controla o fluxo de carbono e a producdo de NADPH usado no
metabolismo basico durante o crescimento e desenvolvimento das plantas (Thom
et al., 1998). A enzima também é ativada em condi¢cOes de estresse oxidativo em
funcdo do aumento da utilizagdo de NADPH para restauracdo da GSSG, uma
reacao catalizada pela enzima GR (Li et al., 2020; Yang et al., 2019).

Em E. heterophylla foi observado um estimulo da GK pelo L-triptofano e
pela triptamina ambos na menor concentracdo testada de 20 pM. No tratamento
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com a triptamina, a redugao gradativa na atividade da GK coincidiu com aumento
da G6PD, indicando um desvio de carbonos para a sintese de pentoses fosfato
ou mesmo visando a maior geracdo de NADPH. A melatonina, por outro lado,
exerceu apenas efeito inibitério sobre a GK sem estimular a G6PD.

A observacao de que as atividades das enzimas PK e a MDH né&o terem
sido alteradas por nenhum dos tratamentos corrobora a interpretacao de que o
metabolismo energético das plantulas néo foi substancialmente comprometido. A
PK catalisa a reacao final reacéo da via glicolitica, convertendo o ADP e PEP em
ATP e piruvato. O piruvato, por sua vez, pode ser posteriormente importado para
as mitocondrias e usado como substrato para a respiracdo ou para a sintese de
acidos graxos (Geigenberger et al., 1993). A MDH esté presente tanto no citosol
como na matriz mitocondrial e participa tanto em processos catabdélicos como em
processos biossintéticos necesséarios para o crescimento da plantula (Schulze et
al., 2002; Ting et al., 2012). A atividade da GS, uma enzima chave na sintese de
aminoacidos e outros compostos nitrogenados (Kishorekumar et al., 2020)
também nao foi alterada por nenhum dos tratamentos.

Uma reducgéo nos processos biossintéticos, devido a um déficit energético
e/ou uma inibicdo direta nas vias enzimaticas levaria a uma reducdo na
guantidade de biomoléculas nas células, que seria indicada por uma reducéo nas
biomassas secas das raizes. A biomassa seca das raizes de E. heterophylla, ndo
foi alterada no tratamento com L-triptofano, 5-hidroxitriptofano e melatonina.
Somente a triptamina causou uma reducdo na concentracdo de 250 uM.

Em raizes de Z. mays, nenhuma das enzimas testadas foram alteradas,
reforcando a sugestao de que nenhum dos derivados inddlicos testados exerceu
uma interferéncia direta sobre as vias do metabolismo priméario nas quais as
enzimas estédo envolvidas como discutido acima. Ficou evidente, portanto, que o
tratamento com os quatro derivados inddlicos pouco alterou o desenvolvimento
inicial das plantulas de Z. mays.

Ja na E. heterophylla os quatro compostos inddlicos exerceram efeitos
negativos sobre o desenvolvimento das plantulas, reduzindo tanto o crescimento
das raizes quanto da parte aérea. A constatagcdo de que ndo houve reducdo
proporcional nas biomassas secas das raizes e que, nessas estruturas, as
principais vias de geracéo de energia metabolica, a respiracdo mitocondrial e via

glicolitica ndo foram comprometidas, bem como algumas enzimas essenciais para
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vias biossintéticas, sugeriram que os derivados indolicos exerceram mudancas
morfoldgicas e/ou estruturais nos sistemas radicular de E. heterophylla.

Essa hipotese foi confirmada pelas imagens estereoscopicas das raizes
principais das plantulas tratadas com L-triptofano, 5-hidroxitriptofano, triptamina e
melatonina.

Uma caracteristica comum nos tratamentos com 5-hidroxitriptofano,
triptamina e melatonina foi o aparecimento de grande quantidade de pelos nas
raizes. O aparecimento dos pelos foi mais intenso no tratamento com a
melatonina. Foi nitido também que com o aumento das concentracfes
5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina, os pelos passaram a ocorrer muito
préximos do apice. Na maior concentracdo avaliada de 250 pM, além de
encurtamento mais acentuado no comprimento das raizes, os trés compostos
induziram alteracBes distintas na anatomia das raizes. No tratamento com
triptamina e com melatonina, o engrossamento foi mais acentuado do que o
induzido pelo 5-hidroxitriptofano e as raizes se apresentaram retorcidas. Nas
raizes tratadas com 5-hidroxitriptofano foi possivel visualizar regides
anatomicamente que se alternaram em toda a extensado da raiz priméaria.

O conjunto de alteracBes morfolégicas induzidas na anatomia das raizes
sugeriram interferéncias na homeostase dos fitorménios que atuam de forma
integrada no desenvolvimento e na arquitetura do sistema radicular, incluindo
auxina, citocinina, ABA, etileno, GA e BR (Clouse e Sasse, 1998; Depuydt e
Hardtke, 2011; Pacifici et al., 2015; Ubeda-Tomas et al., 2012).

De fato, tem sido sugerido que o efeito bioestimulador da melatonina esta
relacionado com as ac¢bBes do AlA, pois em algumas espécies os efeitos da
melatonina exdgena séo similares a de substancias naturais e artificiais que agem
de maneira semelhante ao AIA (Pelagio-Flores et al., 2012; L. Y. Wang et al.,
2016; Weeda et al., 2014). Em geral, esses compostos auxinicos induzem o
elongamento das raizes primarias em baixas concentracdes e/ou inibe em
concentragfes maiores, promovem o crescimento dos caules e das raizes
laterais/adventicias e o gravitropismo das raizes (Arnao e Hernandez-Ruiz, 2017).
Os compostos que agem como agonistas ou mesmo como antagonistas da acao
do AIA em geral, interferem em etapas especificas da sintese, conjugacao,
transporte, sinalizagdo e/ou metabolizagdo do AIA (Cheng e Zhao, 2007;

Diekmann et al., 1995; Friml et al., 2003), o que pode causar mudancas nas
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concentragbes do AIA em diferentes zonas da raiz primaria ao longo do eixo
longitudinal (zona meristematica (MZ), zona de transicdo (TZ), zona de
alongamento (EZ) e zona de diferenciacao (DZ) (Swarup et al., 2007; Verbelen et
al., 2006; S. Wang et al.,, 2016). Em funcdo desse gradiente, as células em
distintas regides sao sensibilizadas, afetando a proliferacdo celular e a
morfogénese das mesmas. O AIA sintetizado nos meristemas induzem a
proliferacéo celular e sdo cruciais para o elongamento das raizes e o gravitropismo
(Chen et al., 1999).

Em A. thaliana foi observado que a melatonina aumenta as raizes
adventicias e as raizes laterais em até trés vezes, mas sem efeito na densidade
capilar das raizes (Pelagio-Flores et al., 2012). Foi sugerido que em A. thaliana as
acOes da melatonina na regulacdo do crescimento do meristema dependem de
uma interacdo com os transportadores de auxina, alterando os gradientes locais
da AIA (L. Y. Wang et al., 2016; Weeda et al., 2014).

Nosso estudo revelou que os efeitos da melatonina na estrutura das raizes
de E. heterophylla ndo foram similares aos observados em A. thaliana e nem
foram tipicos de compostos auxinicos. N&o houve aparecimento precoce de raizes
laterais no periodo de crescimento inicial e, nas plantas crescidas em hidroponia,
a melatonina, ao contrario, reduziu o nimero e o comprimento de raizes laterais.
Esses efeitos indicam que em E. heterophylla, a melatonina impediu a acéo
promotora do AlA na formacéo das raizes laterais, agindo desta forma como um
inibidor da acdo da AIA em relacdo a morfogénese das raizes laterais.

Os pelos desempenham um papel fundamental na absor¢do de agua e
nutrientes minerais para a planta e estdo, também, envolvidos interacdes
endossimbidticas com uma variedade de microorganismos como simbiontes
bacterianos fixadores de nitrogénio (Oldroyd e Dixon, 2014). Os pelos radiculares
sdo gerados a partir de subconjunto de células epidérmicas especializadas
chamadas tricloblastos um processo que é estimulado pela auxina e o etileno
(Masucci e Schiefelbein, 1996).

A elevacao dos niveis de auxina ou etileno intensificam o inicio dos pelos
nas raizes e o alongamento (Hu et al., 2017; Masucci e Schiefelbein, 1996). Foi
demonstrado que o etileno estimula o desenvolvimento dos pelos por uma via
independente de auxina, visto que niveis elevados de etileno, mas nédo de auxina,

induzem a formacéo ectopica de células ciliadas da raiz (Zhang et al., 2016). Esse
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fendbmeno foi evidenciado nas raizes tratadas com os derivados inddlicos,
especialmente no tratamento com melatonina. Houve aumento da densidade de
pelos em quase toda a extensdo da raiz.

Outra evidéncia experimental que foi consistente com a acao promotora da
morfogénese de pelos radiculares do 5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina
foi 0 aumento que os trés compostos causaram no contetdo de EROs das raizes.
Tem sido demonstrado que a regulacdo da producéo e distribuicio de EROs
estimulado por auxina € crucial para desenvolvimento de pelos radiculares
(Foreman et al., 2003; Foyer e Noctor, 2009; Mangano et al., 2016; Monshausen
et al., 2007). Foreman et al. (2003) demonstraram um aumento de EROs na
regido crescente da célula ciliada de A. thaliana, indicando que a formacéao local
de EROs faz parte do mecanismo que estabelece a polaridade dos pelos
radiculares. Foram obtidas evidéncias de que a elevacdo enddégena de EROs
produzidas no apoplasma pelas NADPH oxidases alteram os fluxos de Ca?* e as
propriedades da parede celular durante a expansdo polarizada da célula
(Foreman et al., 2003; Monshausen et al., 2007). E possivel aventar, portanto, a
possibilidade de que o aumento do conteido de EROs nas raizes de E.
heterophylla tratadas com 5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina foram
basicamente provenientes das extremidades dos pelos radiculares. Outra
evidéncia experimental que apoia essa hipotese foi a redugdo concomitante da
atividade da CAT nos mesmos tratamentos. Embora ndo haja relatos sobre a
atividade dessa enzima na formacdo de pelos radiculares, diversos estudos
sugerem uma ligacdo entre a acdo das auxinas e a producdo de EROs na
tolerancia das plantas ao estresse. As auxinas aumentam a producao de H20:2
aumentando a expressao de enzimas que produzem superdxidos, como a NAPDH
oxidase e a superoxido oxidase e, também, reduzindo a expressao de enzimas
antioxidantes como a CAT e a ascorbato oxidase (Iglesias et al.,, 2010;
Krishnamurthy e Rathinasabapathi, 2013).

Tem sido demonstrado que as auxinas e o etileno exercem funcdes
sinérgicas, aditivas ou antagbnicas em varias etapas no desenvolvimento do
sistema radicular. O perfil do transcriptoma radicular de A. thaliana em resposta a
auxina e etileno, por exemplo, revelou que metade dos alvos comuns a ambos 0s
fitormbnios s&o desencadeados pelo etileno independentemente da auxina e 30 %
séo desencadeados de maneira dependente do etileno (Stepanova et al., 2007).
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Além da formacgédo dos pelos radiculares, foi demonstrado que o etileno causa
supresséao do alongamento radicular através do acumulo local de auxina na ponta
da raiz, aprimorando os sensores de auxina (Swarup et al., 2007).

As observacdes de que o 5-hidroxitriptofano, triptamina e melatonina
estimularam os pelos radiculares, reduziram o crescimento das raizes principais
e ndo estimularam a formacdo das raizes laterais, sugerem que esses derivados
alteraram o desenvolvimento do sistema radicular de E. heterophylla por meio de
alterac6es no equilibrio das interacdes entre auxina e etileno com predominancia
das acdes do etileno.

Os mesmos derivados causaram aumento de EROs nas raizes de Z. mays.
N&o foram realizadas fotos esteroscopicas dessas raizes para examinar se houve
aumento de pelos radiculares. Entretanto, o fato do aumento de EROs nao
estarem associados a danos oxidativos sdo fortes indicios que as EROs ficaram
restritas a uma regido especifica das raizes. Estudos futuros obviamente deveréo
ser realizados para confirmacdo dessas hipéteses.

Além de compartilhar algumas ac¢des sobre o desenvolvimento radicular,
cada derivado inddlico exerceu alteragcbes morfoldgicas distintas e que estariam
também associadas a interferéncias no equilibrio dos fitorménios. As raizes das
plantulas tratadas com 5-hidroxitriptofano 250 pM apresentaram regides
morfologicamente distintas mais finas e sem pelos, o que pode indicar alteracdes
nos movimentos da auxina ao longo da extensao da raiz, com sec¢des nas quais
as células ndo foram sensibilizadas. As raizes tratadas com melatonina
apresentaram crescimento assimétrico. Acredita-se que 0 crescimento
assimétrico € decorrente de mais alongamento celular ou mais divisao celular em
um dos lados, possivelmente por exposi¢cao desigual aos fitormdnios que regulam
a diferenciacao celular e o alongamento, incluindo as citocininas (Kushwah et al.,
2011). O tratamento com triptamina 250 UM, por sua vez, gerou raizes retorcidas.
E possivel que este efeito esteja relacionado com uma interferéncia nas agdes da
auxina que € o principal fitorménio que regula o gravitropismo (Kleine-Vehn et al.,
2010), uma agédo em que as EROs também atuam como sinalizadores (Mittler e
Berkowitz, 2001).

A comparacédo dos efeitos dos quatro derivados testados permite concluir
gue, embora alguns efeitos, como a reducdo no crescimento radicular em

E. heterophylla tenha sido compartilhada por todos os derivados, a maior parte
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das acdes do L-triptofano, do 5-hidroxitriptofano e da triptamina ndo podem ser
creditados exclusivamente a geracéao intracelular de melatonina. Nesse caso 0s
efeitos seriam muito similares aos induzidos pela adicdo de melatonina exégena,
porém atenuadas em suas intensidades na dependéncia da concentracao
intracelular de melatonina possivelmente gerada. De fato, foi demonstrado nas
plantas que a sintese de melatonina a jusante da serotonina tem capacidade
metabdlica extremamente baixa em comparacdo com a montante da sintese de
serotonina (Back et al., 2016; Erland e Saxena, 2017). Isto leva a uma grande
diferenca nos niveis de serotonina e melatonina nas plantas e que sdo explicados
pela eficiéncia catalitica (Kcat/ Km) das enzimas envolvidas na via de sintese de
melatonina. A eficiéncia catalitica do T5H é cerca de pelo menos cinco ordens de
magnitude superiores as do SNAT e ASMT. A TDC atua na via de sintese de
triptamina a partir do L-triptofano, mas pode também catalisar a transformacéo do
5-hidroxitriptofano em serotonina (Park et al., 2012) uma reacao que também esta
envolvida na sintese de melatonina em plantas.

Embora n&o tenha sido realizado um estudo comparativo com a serotonina,
estudos tém revelado que, em plantas, a serotonina exerce poucas fungdes se
comparada com a melatonina e, que a acentuada diferenca entre os niveis de
serotonina e melatonina sdo determinantes para as ac¢fes fisiolégicas da
melatonina (Lee et al., 2014).

Os resultados obtidos em E. heterophylla foram coerentes com essas
informacgdes, pois tanto o 5-hidroxitriptofano e a triptamina que podem gerar
serotonina exerceram efeitos bem distintos. A triptamina alterou diversos
parametros avaliados se comparado com os efeitos do 5-hidroxitriptofano e, as
alterac6es anatdbmicas observadas nas raizes por cada composto foram muito
diferentes. Considerando que a triptamina, mas néo o 5-hidroxitriptofano, pode ser
convertida em AIA nas raizes (Mitchell e Davies, 1972), é possivel que, ao menos
para as acgOes da triptamina, a producao local de AIA tenha contribuido para as
respostas finais da E. heterophylla. Obviamente, a confirmacdo das hipéteses
sobre o0 modo de acéo dos derivados indolicos irdo requerer estudos adicionais.

Os ensaios de captacdo da melatonina pelas plantulas de E. heterophylla
demostraram a alta taxa de captacdo da melatonina pelas raizes em sistema de
hidroponia. Houve deplecéo total da melatonina (250 puM), no meio de incubacéo
em 72 horas e, ao mesmo tempo, um derivado denominado de MI foi gerado e
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liberado pelas plantulas com tempo de eluicdo proximo ao da triptamina. Esse
derivado é também gerado, em menor propor¢cdo por decomposicdo espontanea
e segundo a literatura, pode ser o N@-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina
(AFMK) (Maharaj et al., 2002). Nao se pode, portanto, descartar a hipétese de que
esse derivado tenha, também, contribuido para os efeitos observados no
tratamento com a melatonina. Além de ser produzido rapidamente pelas plantulas
de E. heterophylla, o MI foi liberado em quantidades apreciaveis no meio de
crescimento e, foi provavelmente o composto que levou ao escurecimento do meio
e também das raizes. Essa intensa captacdo e metabolizacdo da melatonina sao
fatores positivos numa eventual aplicacdo pratica da melatonina exdgena no

controle de plantas daninhas.

5. Conclusao

Nosso estudo revelou que L-triptofano e seus derivados 5-hidroxitriptofano,
triptamina e melatonina exercem um fraco efeito bioestimulante em Z. mays, mas
sdo toxicas para a planta daninha E. heterophylla, especialmente a triptamina e a
melatonina. A inibicdo no desenvolvimento das plantulas de E. heterophylla
parece ser causada, em parte, por interferéncias na acao dos fitorménios, levando
a um predominio das ac¢fes do etileno. A melatonina exerce efeitos citotdxicos
adicionais, indicada pela inibicdo na atividade respiratéria mitocondrial e por
danos oxidativos nas raizes. No contexto de uma agricultura ecologica
sustentavel, nosso estudo corroborou o potencial de aplicacdo dos derivados do

L-triptofano, especialmente a triptamina e a melatonina na protecéo de cultivos.
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