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RESUMO



O noni (Morinda citrifolia L.) é conhecido por seus amplos relatos de seus beneficios
terapéuticos relacionados aos compostos presentes em diferentes partes da planta. O
cultivo in vitro de plantas tem ganhado destaque nos ltimos anos e suas técnicas ja sdao
aplicadas em diferentes espécies de plantas. Diante disso, o trabalho teve como objetivo,
avaliar o efeito dos elicitores metil jasmonato (MJ) e 4cido salicilico (AS) no processo de
rizogénese do noni, induzido por acido indolbutirico (AIB). O experimento foi conduzido
da seguinte forma: explantes foliares obtidos de uma planta cultivada in vitro por 6 meses
foram inoculados em meio de cultura, Wood Plant Medium (WPM) suplementado com
sacarose (2%), agar (0,7%) e 1,0 mg/L de (AIB) com 4 repeti¢des por tratamento e
mantidas sob fotoperiodo de 16h de luz e temperatura de 25 ° C. Em seguida as raizes
formadas foram transferidas para erlenmeyer com meio WPM liquido na presenca e
auséncia de AIB (1,0 mg/L), MJ (0,2 mg/L) e AS (0,1 mg/L). Além do tratamento
controle, foram utilizados 14 tratamentos, sendo 7 na presenga de AIB e 7 na auséncia de
AIB. Ao final de 28 dias foram avaliados o peso fresco e comprimento das raizes
formadas. O melhor tratamento foi o meio WPM contendo MJ 0,1 mg/L. Um segundo
experimento com o objetivo de avaliar o efeito do AIB e MJ na rizogénese do noni foi
realizado. Com os seguintes tratamentos: 1) controle (meio WPM desprovido de AIB e
MlJ); 2) WPM com 1,0 mg/L de AIB; 3) WPM com 0,1 mg/L de MJ; 4) WPM com
1,0mg/L de AIB ¢ 0,1 m/L de MJ. Apos 28 dias a biomassa foi utilizada para realizagao
dos ensaios bioquimicos: quantificacdo do peroxido de hidrogénio (H203), avaliacdo das
enzimas peroxidase de guaiacol (POX), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX)
e avaliar o contetido de pigmentos fotossintéticos. A maior quantificagdo de proteinas
totais foi obtida em meio WPM com 0,1 mg/L de MJ e 1,0 mg/L de AIB, apresentando
0,24 mgP/mL de proteinas totais. As enzimas POX, CAT e APX ndo apresentaram
diferencas significativas. A concentra¢do de perdxido de hidrogénio foi maior em meio
WPM contendo 0,1 mg/LL de MJ e 1,0 mg/L de AIB, com 1709,44 uM/gmf. Para
carotenoides o melhor tratamento foi meio WPM suplementado com 0,1 mg/L. de MJ na
presenca de AIB, que resultou na concentracdo de 8,62 ug/mL. Assim, pode-se concluir
que os explantes foliares de noni submetidos ao efeito do AIB induzem a rizogénese, e
que as raizes submetidas ao efeito de AIB e ao elicitor MJ sdo capazes de aumentar a

biomassa de M. citrifolia L.

Palavras chaves: Noni; elicitor; cultivo in vitro.

ABSTRACT



Noni (Morinda citrifolia L.) is known for its wide reports of its therapeutic benefits
related to compounds present in different parts of the plant. In vitro plant cultivation has
gained prominence in recent years and its techniques are already applied to different plant
species. Therefore, the objective of the work was to evaluate the effect of the elicitors
methyl jasmonate (MJ) and salicylic acid (SA) on the noni rhizogenesis process, induced
by indolebutyric acid (IBA). The experiment was conducted as follows: leaf explants
obtained from a plant grown in vitro for 6 months were inoculated in a culture medium,
Wood Plant Medium (WPM) supplemented with sucrose (2%), agar (0.7%) and 1 .0 mg/L
of (AIB) with 4 replications per treatment and maintained under a photoperiod of 16 hours
of light and temperature of 25 C° and evaluated. Then the formed roots were transferred
to an Erlenmeyer flask with liquid WPM medium in the presence and absence of IBA
(1.0 mg/L), MJ (0.2 mg/L) and AS (0.1 mg/L). In addition to the control treatment, 14
treatments were used, 7 in the presence of AIB and 7 in the absence of AIB. At the end
of 28 days, the fresh weight and length of the roots formed were evaluated. The best
treatment was half WPM + MJ 0.1 mg/L. A second experiment with the objective of
evaluating the effect of IBA and MJ on noni rhizogenesis was carried out. With the
following treatments: 1) control (WPM medium devoid of AIB and MJ); 2) WPM with
1.0 mg/L IBA; 3) WPM with 0.1 mg/L MJ; 4) WPM with 1.0 mg/L of IBA and 0.1 m/L
of MJ. After 28 days, the biomass was used to carry out biochemical tests: quantification
of hydrogen peroxide (H202), evaluation of the enzymes guaiacol peroxidase (POX),
catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) and evaluating the content of
photosynthetic pigments. The highest quantification of total proteins was obtained in
WPM medium with 0.1 mg/L of MJ and 1.0 mg/L of IBA, presenting 0.24 mgP/mL of
total proteins. The POX, CAT and APX enzymes did not show significant differences.
The concentration of hydrogen peroxide was highest in WPM medium containing 0.1
mg/L of MJ and 1.0 mg/L of IBA, with 1709.44 uM/gmf. For carotenoids, the best
treatment was WPM medium supplemented with 0.1 mg/L of MJ in the presence of IBA,
which resulted in a concentration of 8.62 ug/mL. Thus, it can be concluded that noni leaf
explants subjected to the effect of IBA induce rhizogenesis, and that the roots subjected
to the effect of IBA and the MJ elicitor are capable of increasing the biomass of M.
citrifolia L.

Keywords: Noni; elicitor; in vitro cultivation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos botanicos de Morinda citrifolia L.

Conhecida popularmente como Noni, Morinda citrifolia L. é uma planta da
familia Rubiaceae nativa do sudeste da Asia, que possui crescimento rapido e apresenta

ampla distribuicao (DAVIS et al., 2009).

M. citrifolia L. possui porte arbustivo ou arboreo, sendo uma espécie perene de
clima tropical e subtropical, possuindo altura média de 3 a 10 metros (FIGURA 1 A).
Segundo Correia ef al. (2011), o cultivo do noni no Brasil é relatado nos estados do Acre,
Sao Paulo, Minas Gerais, Para, Sergipe, Ceara, dentre outros. A planta de noni possui
filotaxia oposta distica, com folhas medindo 5 a 17 centimetros de comprimento e 10 a
40 centimetros de largura (FIGURA 1 B) e apresenta flores pequenas, tubulares e
brancas, agrupadas e inseridas em pedunculos (MORTON., 1992; ELKINS., 1998;
DIXON et al.,1999).

O fruto do noni apresenta 3-10 cm de comprimento e 3-6 cm de largura, com
formato oval (FIGURA 1 C). Sua polpa ¢ carnosa e suculenta, de sabor e aroma
desagradaveis, devido ao acido butirico exalado por esse 6rgao (VEIGA et al., 2005). Sua
cor ¢ dependente do seu estagio de maturagao, de forma que, a medida que o fruto avanga
para o estagio final, sua cor varia de verde, passando por amarelo e finalmente apresenta
um tom branco (MCCLATHEY et al., 2002; WANG et al., 2002), sendo possivel

encontrar frutos em diferentes estagios de maturagdo na mesma planta ao mesmo tempo

Segundo Pawlus e Kinghorn (2007), existem pelo menos duas variedades de M.
citrifolia reconhecidas, M. citrifolia var. citrifolia e M. citrifolia var. bracteata. Abou
Assi e colaboradores (2017), acrescentam que as duas variedades de noni podem ser
distinguidas pelo tamanho das folhas e odor dos frutos. No entanto, a maioria das
publicagdes ndo faz essa distingdo, de forma que na nomenclatura ¢ observada apenas M.
citrifolia L. As caracteristicas botanicas diferem discretamente entre as variedades, de

forma que um observador leigo ndo as distingue.
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M. citrifolia L. apresenta potencial como fonte de produtos naturais, utilizando a
tecnologia de cultivo in vitro e dessa forma, produzindo compostos medicinais
especificos a uma taxa semelhante ou superior a planta cultivada em campo, porém com
uma reprodutibilidade superior. Dados mostraram que culturas in vitro de raiz de M.
citrifolia L. poderiam ser usadas para a producao comercial de produtos fitoquimicos, tais
como flavonoides, compostos fenolicos e antraquinonas, a exemplo da rubiadina

(BAQUE et al., 2012).

FIGURA 1. Aspectos botanicos de Morinda citrifolia L. (A) planta em campo, (B), (C) folha e fruto,

respectivamente.

FONTE: (SALES, 2016)

1.2 Atividades bioldogicas do noni

Existem diversas pesquisas relacionadas as atividades biologicas com M. citrifolia
L., sejam através de ensaios in vitro ou in vivo, nas quais foram analisados extratos ou

substancias isoladas de diferentes partes da planta. Esses estudos tém revelado e
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confirmado algumas das atividades bioldgicas da planta (PAWLUS e KINGHORN et al.,
2007). Entre as atividades biologicas de M. citrifolia L., descritas, pode-se citar:
atividades antibacteriana, antiviral, anti-helmintica, analgésica, hipotensora, modulagdo

imunologica, antioxidante, hipoglicemiante, antidepressiva e anti-inflamatéria (WANG e

SU, 2001; WANG et al., 2002; CHAN-BLANCO et al., 2006).

Em estudos realizados por Anekpankul e colaboradores (2007) com raizes de noni
foi relatado que as raizes da planta sdo ricas em compostos como antraquinonas, entre

elas o damnacantal, um valioso composto anticancer.

Além de metabolitos secundarios o noni ¢ uma fonte de proteinas com potencial
farmacoldgico. Em estudos realizados por Campos e colaboradores (2016) foi relatada a
purificacdo, a partir da semente de noni, da proteina transferidora de lipidios (McLTP1),
que apresenta efeito anticonceptivo e potencial como uma fonte de novos medicamentos
para alivio da dor. Esse ¢ o primeiro relato do isolamento de uma proteina da espécie M.

citrifolia L. associada as propriedades terapéuticas da planta.

1.2.1 Atividade antioxidante e anti-inflamatoria

Dentre as atividades biologicas associadas ao noni destacam-se as atividades
antioxidante e anti-inflamatoria. Estudos realizados com o suco do fruto de M. citrifolia
L., por exemplo, mostraram uma atividade antioxidante 2,8 e 1,4 vezes maior do que a
vitamina C e o picnogenol, respectivamente. Em avaliacdo in vitro, extratos do fruto de
noni obtidos com metanol, cloroférmio, etanol e butanol foram capazes de inibir a
oxidag¢do da lipoproteina de baixa densidade (LDL), devido ao fato do noni possuir fito
estrogénios do grupo dos linhanos, como americanol A, americanina A, acido

americanoico A, morindolina e isoprincepina (KAMIYA et al., 2004).

Em estudos in vitro, a atividade anti-inflamatoria foi detectada no suco do fruto
de M. citrifolia L., por meio de determinacdo de sua atividade inibitéria direta da ciclo-
oxigenase (COX) 1 e 2 (DUSSOSSQY et al.,2011). No estudo in vivo, utilizando também
o suco do fruto, demonstrou-se uma redu¢do do edema da pata induzido por carragenana

em ratos, revelando um efeito anti-inflamatorio forte comparavel as de drogas
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inflamatorias ndo-esteroidais, tais como acido acetilsalicilico, indometacina e celecoxibe,

sem efeitos secundarios (SU et al., 2001).

Quanto a sua acao anti-inflamatoria foi relatado por Campos et al. (2017) que a
proteina McLTP1 purificada das sementes de noni apresentou efeito sobre a inibi¢cao da
migragdo de leucocitos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina. Além disso,

observou-se ainda o aumento dos niveis de 1L-10.

1.2.2 Atividade anticancerigena

Alguns componentes quimicos de partes da planta M. citrifolia L. Sao
principalmente relacionados com atividades anticancerigenas. Ha relatos, por exemplo de
que polissacéaridos sulfatados desestabilizam a interagdo entre glicosaminoglicano e
certas proteinas, resultando na interrupcdo da metastase (LIU et al., 2001). O
damnacantal, por sua vez, inibe a formagdo e crescimento de tumores por interferir na
ativacao dos genes RAS (RAt Sarcoma virus) (HIRAMATSU et al., 1993), ou através do
aumento daapoptose em linhagens celulares de cancer de colo retal humano

(NUALSANIT et al., 2012).

Estudos realizados por Wang e colaboradores (2019) relataram que extratos das
raizes de M. citrifolia se mostraram eficientes quanto a citotoxidade para células
cancerosas do figado, e relatam ainda que extratos de M. citrifolia L. podem promover a
proliferacdo celular em células L02 (normais) e inibir a proliferacdo em HELPG2 e

SMMCHT771 (células cancerosas).

Em estudos realizados por Ruhomally e colaboradores (2016), utilizando o extrato
metanolico dos frutos de noni, foi demonstrada a capacidade antioxidante in vitro do
extrato em modular o estresse oxidativo. Efeitos antiproliferativos do extrato metanolico

dos frutos contra as células (SW872) do lipossarcoma humano foram observados.
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1.2.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana relatada para extratos do fruto do noni pode estar
ligada a alta concentracdo de iridéides, principalmente, acido diacetil-asperuloidico e
acido asperulosidico (WEST et al., 2012). Segundo ABOU ASSI e colaboradores (2017
as atividades antimicrobianas do extrato foliar da M. citrifolia contra Salmonella (S76),
Staphylococcus aureus (B313) e Mycobacterium phlei, foram atribuidas a presenca de

compostos fendlicos, tais como acubina, L-asperulosido, alizarina e escopoletina.

As propriedades antifungicas de extratos do fruto de M. citrifolia obtidos com
solventes organicos foram testados em um ensaio in vitro contra diferentes espécies
incluindo Candida albicans, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes,
Penicillium spp., Fusarium spp., Aspergillus fumigatus, Rhizopus spp., Aspergillus flavus
e Mucor spp. A inibicdo maxima contra Trichophyton mentagrophytes foi encontrada nas
amostras extraidas com metanol e acetato de etila, resultando em 79,3% e 62,06% de
inibi¢do de crescimento do fungo, respectivamente, enquanto que a inibi¢ao de quase 50%
foi observada para o extrato metanolico contra espécies de Penicillium, Fusarium e
Rhizopus, e nenhum dos extratos mostraram-se ativos contra Candida albicans e

Aspergillus spp (JAYARAMAN et al., 2008).

1.3. Cultivo in vitro dos tecidos vegetais de Morinda citrifolia L.

A micropropagacao ¢ um método de propagagdo vegetativa amplamente estudado
em diversas espécies vegetais para a multiplicagdo in vitro em larga escala de muitas
plantas economicamente e medicinalmente valiosas (PATTNAIK e CHAND et al.,
1996). Os estudos realizados por Wei ef al. (2006), Subramani et al. (2007) e Gajakosh
et al. (2010) relataram o efeito de reguladores de crescimento na organogénese de apices
caulinares e explantes de folhas de noni. Outro estudo realizado por Sreeranjini e Siril
(2014) resultou em uma metodologia promissora para a regeneracdo de plantas de noni a

partir da multiplicacdo dos brotos de M. citrifolia in vitro.

Dentre as vantagens da utilizacdo das técnicas de cultivo in vitro, estdo: a

possibilidade de se obter vérias plantas a partir de um Unico explante inicial,
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independentemente de condig¢des climaticas, reducdo do tempo e da 4rea necessaria a
propagacdo da espécie; melhores condicdes sanitdrias e eliminagdo de doengas;
reproducdo do genotipo da planta-mde, geralmente com fidelidade durante a
multiplicagdo e a propagagdo vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas por
outros métodos (ERIG et al., 2005).

Mahipal e colaboradores (2015) propuseram um protocolo de cultura de tecidos
baseado na multiplicagdo de segmentos nodais de uma planta de noni com quatro anos,
obtendo ao final do processo cerca de 100% de sobrevivéncia das plantas em condig¢des
naturais, apos aclimatagdo na estufa. Outra metodologia aplicada por Shekhawat e
colaboradores (2015) utilizaram o enraizamento ex vitro das plantas de Morinda coreia
multiplicadas in vitro, obtendo cerca de 28,6 raizes por planta, demostrando, dessa
maneira, a eficiéncia do processo.

Os avancos na pesquisa biotecnologica de plantas t€ém demonstrado que o
cultivo in vitro de raizes adventicias ¢ um método alternativo ao cultivo da planta em
campo. A biomassa celular ou cultura de raiz para produ¢dao de compostos bioativos, a
partir de raizes adventicias induzidas sob condi¢des estéreis em meio suplementado com
fitorregulador, demonstrou elevada taxa de proliferacdo, enormes potencialidades de
aumento e producdo estdvel de metabdlitos secundarios com importancia terapéutica
(HAHN et al., 2003 e YU et al., 2005).

Em estudos realizados por Lima (2017) foram identificados inibidores de
proteases a partir de extratos com as folhas in vitro de M. citrifolia L, um registro inédito,
pois esses compostos até entdo nao haviam sidos relatados para esta espécie em condigdes
in vitro.

Kannan ef al. (2021) relataram a eficacia dos reguladores de crescimento como
acido indolacético e acido indol butirico para a produgdo de raizes adventicias, a partir de
explantes foliares de noni, o que comprova estudos realizados anteriormente por Baque

etal. (2010).

1.4 Elicitores e suas aplicacoes

Melhorias tém sido propostas para aumentar a producdo de metabdlitos

secundarios em culturas de raizes adventicias. Esse processo de otimizagdo inclui as
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condi¢gdes de cultivo, a formulacdo nutritiva, o controle hormonal, o emprego de
elicitores, além de outros parametros (RAHMAT; KANG, 2019).

Os compostos cuja biossintese ¢ influenciada por elicitores, em geral
desempenham um importante papel na adaptacdo das plantas as pressdes ambientais. A
elicitacdo, mediada por fatores bidticos ou abidticos, ¢ considerada a abordagem
biotecnoldgica mais eficaz no sentido de promover o aumento de compostos bioativos.
Entende-se como elicitores bidticos, moléculas de origem biologica, a exemplo de
polissacarideos derivados de paredes celulares de fungos e plantas. Ja os elicitores
abiodticos incluem fatores hormonais, fisicos e quimicos.

Alguns elicitores abioticos tais como metil-jasmonato, acido salicilico, sulfato de
cobre, nitrato de prata, sorbitol, acido cafeico, acido oxalico, acido fenil acético e etefon
tém sido aplicados a cultura de raizes adventicias de plantas medicinais, com o objetivo
de aumentar a biossintese de metabolitos secundérios. Dentre estes, metil jasmonato tem
sido considerado, com base nos estudos, o elicitor mais eficaz, em se tratando de raizes

adventicias (RHAMAT; KANG, 2019).

1.4.1 Acido Jasménico, Metil jasmonato e Acido salicilico

O 4cido jasmonico € um hormonio natural que controla a senescéncia da planta e
induz proteinases em resposta a ferimento ou ataque de patogeno. Os jasmonatos sao
derivados do 4acido linolénico, por um processo dependente de lipoxigenase. As
lipoxigenases estdo envolvidas na biossintese de jasmonatos e, consequentemente, na
resposta de defesa da planta ao patdogeno ou aumento da capacidade de sintetizar outros
compostos derivados de lipideos, usados na defesa da planta (GUNDLACH et al., 1992).

Rosa Jr et al. (2005) relataram que o acido jasmonico e seu éster, o metil
jasmonato, atuam como moléculas sinalizadoras que estdo envolvidas diretamente no
desenvolvimento das plantas e nas respostas aos estresses. Metil jasmonato € responsavel
por aumentar a expressao de genes que respondem a estresses, genes esses que participam
da fotossintese e da assimilagdo de carboidratos em plantas. Mais recentemente, tem sido
estudado o papel do jasmonato (JA) nas rotas de sinalizacdo relacionadas ao estresse
(WASTERNACK; HAUSE, 2013).

Estudos tém demonstrado que os estresses abiodticos, incluindo a salinidade,

induzem a sintese do jasmonato endogeno, o que leva a crer que esse regulador pode
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desempenhar func¢des sinalizadoras ou estar envolvido nas respostas de senescéncia e
reducdo do crescimento, a depender da concentragdo (KUROTANI et al, 2015;
SHAHZAD et al., 2015;. JIANG et al. 2015).

Alguns estudos apontam para o envolvimento do jasmonato no aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, o que poderia auxiliar na redu¢do dos danos causados
pelos mais variados estresses (JIANG et al.,, 2015; SALIMI et al., 2016).

Além disso, Ding et al. (2016) verificaram que a atividade da lipoxigenase 3
(LOX3), uma enzima envolvida na sintese de JA (4cido jasmonico) teve sua atividade
induzida pelo estresse salino e que o mutante lox3, deficiente nessa enzima, apresentou
hipersensibilidade a condi¢do de salinidade. Isso evidenciou a associagdo entre o
jasmonato e a tolerancia a salinidade.

O 4cido salicilico ¢ um fitohormonio pertencente ao grupo bastante diversificado
dos compostos fendlicos, sintetizado via fenilpropanoéide, a partir da L-fenilalanina, que,
por agdo da fenilalanina amoénio-liase (PAL), origina o acido trans-18 cinamico. A
aplicagdo do acido salicilico pode inibir a germinagao e o crescimento da planta, interferir
na absorcdo das raizes, reduzir a transpiragdo, causar a abscisao das folhas, alterar o
transporte de ions, induzindo uma rapida despolarizacdo das membranas, ocasionando
um colapso no potencial eletroquimico (KERBAUY, 2008).

O 4cido salicilico pode regular a via de formacdo dos flavonoides, sendo
considerado por alguns autores como um fito hormdnio envolvido nas reagdes de defesa
da planta, induzindo a resposta sistémica adquirida (CURTIS et al. 2004). Além de
desencadear tais respostas, também esta envolvido na ativagao de genes relacionados a
respostas de estresse a seca, ao frio, ao calor, a salinidade e a radiagdo UV (PENG; JIANG

2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer condi¢des experimentais para avaliar o efeito da combinacdo de &cido
indolbutirico (AIB) e elicitores no acimulo de biomassa de raizes adventicias de Morinda

citrifolia L.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do acido indolbutirico e dos elicitores acido salicilico e metil
jasmonato no cultivo in vitro de raizes de noni induzidas a partir de explantes
foliares.

e Avaliar a atividade das enzimas peroxidase de guaiacol (POX), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) em amostras de raizes de noni cultivadas na
presenca de acido indolbutirico e na presenca ou auséncia de metil jasmonato.

e Quantificar peroxido de hidrogénio e pigmentos fotossintéticos em amostras de
raizes de noni cultivadas, na presenga de acido indolbutirico e na presenca ou

auséncia de metil jasmonato.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fonte dos explantes de noni

Plantas de noni foram mantidas in vitro por meio do subcultivo no Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal da UFC, ap6s os segmentos nodais serem submetidos a formulagao
nutritiva de Lloyd e McCown (1981), denominada de Wood Plant Medium (WPM), e
suplementada com 1,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP), contendo 20 g/L de
sacarose, 7 g/l de agar e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 15
minutos). Ciclos sucessivos de subcultivos foram realizados a cada dois meses. As plantas
propagadas a partir dos segmentos nodais foram utilizadas como fonte de explantes

foliares nos experimentos subsequentes (FIGURA 2).

FIGURA 2. Plantas de M. citrifolia L. propagadas a partir de segmento nodal cultivado por dois meses em
meio WPM (Wood Plant Medium) suplementado com 1,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP).

Fonte: Autora
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3.2 Inducio de rizogénese a partir de explantes foliares do noni

As plantas de noni, mantidas in vitro em condi¢des assépticas, com idade média
de 6 meses, foram usadas como fonte de explantes foliares que foram inoculados em
placas de Petri (90 mm) contendo 20 mL de meio WPM (LLOYD e McCOWN., 1981)
suplementado com sacarose 2%, agar 0,7%, e a auxina acido indolbutirico (AIB) na
concentragdo de 1 mg/L. Cada placa de Petri continha 5 explantes foliares de noni,
totalizando ao final 20 placas e 100 explantes. As culturas foram mantidas por 35 dias na
sala de cultivo do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard, a 25 °C e fotoperiodo de 16

horas, observadas por um periodo de 35 dias e avaliadas posteriormente.

3.3 Experimento 1: Efeito do acido indolbutirico e dos elicitores metil jasmonato e
acido salicilico no cultivo in vitro de raizes de noni

O material vegetal utilizado nesta fase foi proveniente da fase de enraizamento
descrita no item 3.2. As raizes obtidas in vitro, passaram por higieniza¢do com agua
destilada estéril, para retirada de quaisquer residuos. As raizes induzidas na primeira fase
do experimento foram transferidas para Erlenmeyers contendo meio WPM liquido na
presenca e auséncia da auxina acido indol butirico (AIB) na concentragdao de 1,0 mg/L,
nos seguintes tratamentos: 1) controle (meio WPM desprovido de reguladores de
crescimento e elicitores); 2) 0,2 mg/L de metil jasmonato (MJ) e0,2 mg/L de acido
salicilico (AS); 3) 0,2 mg/L de MJ; 4) 0,2 mg/L de AS; 5) 0,1 mg/L de MJ e 0,2 mg/L de
AS; 6) 0,1 mg/L de MJ; 7) 0,1 mg/L de AS; 8): 1,0 mg/L de AIB; 9) 1,0 mg/L de AIB e
0,2 mg/L. de MJ e 0,2 mg/L de AS; 10) 1,0 mg/L de AIB ¢0,2 mg/L de MJ; 11) 1,0
mg/L de AIB e 0,2 mg/L de AS; 12) 1,0 mg/L de AIB e 0,Img/L de MJ e 0,1 mg/L
deAS; 13) 1,0 mg/L de AIB e0,1 mg/L de MJ; 14) 1,0 mg/L de AIB e 0,1 mg/L de
AS.
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3.4 Experimento 2: Efeito do acido indolbutirico e do metil jasmonato no cultivo in
vitro de raizes de noni

Com base nos resultados do primeiro experimento, um segundo experimento foi
conduzido com o objetivo de avaliar o efeito isolado ou combinado do AIB ¢ MJ na
rizogénese do noni. O experimento conduzido em delineamento inteiramente casualizado
consistiu dos seguintes tratamentos: 1) controle (meio WPM liquido desprovido de AIB
e MJ); 2) WPM liquido contendo 1,0 mg/L de AIB; 3) WPM liquido contendo 0,1 mg/L
de MJ; 4) WPM liquido contendo 1,0 mg/L de AIB e 0,1 mg/L de MJ. A partir desse
experimento foram coletadas amostras de raizes para quantificagdo de proteinas totais,
determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes (CAT, POX e APX) e quantificacdo
de peréxido de hidrogénio e pigmentos fotossintéticos (clorofila A, B, totais e
carotenoides). Os resultados foram determinados através de andlise de varidncia

(ANOVA), seguido do teste de Tukey.

3.5 Extracio e quantificacao de proteinas soluveis totais

As raizes de noni oriundas do acimulo de biomassa em meio liquido, para cada
um dos tratamentos testados, foram maceradas no almofariz (100 mg) por 10 minutos,
em tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), contendo NaCl 0,15 M, PEG 3% (v/v),
PMSF 1 mM, EDTA 2 mM e PVPP 1% (m/v), na propor¢ao 1:4 (m/v). Apds maceragao,
o homogeneizado foi centrifugado (13.000 x g, 4 °C, 20 min), o sobrenadante coletado e
dialisado exaustivamente contra tampao de extracdo durante 24 horas, a 4 °C, com um
volume do tampao correspondendo a 20 vezes o volume do extrato, sendo duas trocas do

tampao feitas nesse periodo.

A quantificacio de proteinas soluveis totais foi determinada segundo a
metodologia descrita por Bradford (1976). A uma aliquota de 0,1 mL do extrato de raiz
de noni dialisado em tampao fosfato 100 mM pH 7, 2,5 mL do reagente de Bradford
foram adicionados. A mistura foi agitada em voértex. Apds repouso, leituras de
absorbancia foram feitas a 595 nm, em espectrofotometro (Novaspec III da Pharmacia).
Através de uma curva pré-estabelecida com valores de concentragdes conhecidas de

albumina sérica bovina (BSA), a quantidade de proteina solivel na amostra foi
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determinada. Os valores foram obtidos em triplicata e expressos em miligramas de

proteina por mililitro (mgP/mL).

3.6 Determinacao da atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da peroxidase de guaiacol foi determinada segundo a metodologia de
Foyer e Noctor (1998). Inicialmente 0,5 mL do extrato de raiz de noni dialisado foi
adicionado a 0,8 mL do tampao acetato de sodio 50 mM (pH 5,2), contendo 0,5 mL de
guaiacol 20 mM e 0,5 mL de peroxido de hidrogénio. A mistura foi deixada em banho
maria a 30 °C por 10 minutos, a leitura foi realizada em espectrofotometro a 480 nm, em
intervalos de 30 segundos até completar 2 minutos. A unidade de atividade (UA) foi
estabelecida como variagdo da absorbancia por minuto e expressa em unidade por

miligrama de proteina (UA/mgP).

A metodologia da atividade de catalase (CAT) foi descrita por Havir e McHale
(1987) e Peixoto et al. (1999). Em uma aliquota de 0,8 mL da solugdo tampao fosfato de
potassio 75 mM (pH 7,0), 0,1 mL do extrato dialisado de raiz de noni foi adicionado,
sendo essa mistura reacional deixada em banho-maria a 30 °C durante 10 minutos. Apos
esta etapa, 0,1 mL de peroxido de hidrogénio 112,5 mM foi adicionado a mistura
reacional e a atividade da enzima foi medida a 240 nm com base no decréscimo da
absorbancia em intervalos de 20 segundos até atingir 2 minutos. A unidade de atividade
(UA) foi estabelecida como a variagao da absorbancia por minuto e expressa em unidade

de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).

A atividade de APX foi determinada seguindo a metodologia descrita por
Koshiba (1993) e modificada por Peixoto ef al. (1999). Inicialmente, 0,1 mL de extrato
dialisado de raiz de noni foi adicionado a 0,8 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 6,0) contendo ascorbato 0,5 mM, e essa mistura deixada em banho-maria a 30 °C por
10 minutos. A atividade de APX foi iniciada apos a adigao de H,O2 2 mM. A leitura foi
realizada em espectrofotometro a 290 nm, em intervalos de 30 segundos, até atingir 3
minutos. A unidade de atividade (UA) foi estabelecida como a variagdo da absorbancia

por minuto e expressa em unidade de atividade por miligrama de proteina (UA/mgP).
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3.7 Determinacdo da concentracio de perdxido de hidrogénio e de pigmentos
fotossintéticos

Para determinacdo do perdxido de hidrogénio seguiu-se a metodologia de
Alexieva et al. (2001), com modificagdes. Um total de 200 mg de raizes de noni frescas
passaram pelo processo de maceracdo no almofariz com 2 mL de TCA 5% durante quatro
minutos. Em seguida o extrato foi colocado em microcubos de 2 mL e as amostras
centrifugadas por 15 minutos, a 4 °C, 12000 x g. Apos a centrifugagdo foram
adicionados 500 uL da amostra de extrato de raiz de noni, 500 uL de tampao fosfato de
potassio 10 mM e 1 mL de KI (I M). Aguardou-se 15 minutos com as amostras em
temperatura ambiente e escuro e em seguida foi realizada leitura em cubeta de quartzo a

390 nm.

Para determinagdo das clorofilas totais seguiu-se a metodologia de Welburn
(1994). Foram pesadas 50 mg de raiz de noni, ap6s colocadas em tubos de ensaio com 2
mL de solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de calcio (CaCO03).
As amostras foram deixadas no escuro por 24 horas e apos esse periodo passaram por
centrifugacdo durante 10 minutos a 25 °C. Passado o intervalo foram realizadas leituras

no espectrofotdmetro a 480 nm, 649 nm e 665 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fase de enraizamento in vitro de Morinda citrifolia

A indugdo de raizes adventicias a partir dos explantes foliares de noni inoculados
em meio WPM suplementado com 2% de sacarose, 0,7% de agar e 1,0 mg/L de 4cido
indolbutirico (AIB), foi observada ap6s 21 dias do inicio do experimento (FIGURA 3).
O enraizamento sob condigdes in vitro depende de varios fatores e entre os principais
fatores relacionados, encontram-se os niveis de auxina endogena, as condicdes inerentes
ao genotipo, meio de cultura, presenca de reguladores de crescimento, carboidratos,
nutricdo mineral, , compostos fendlicos e as condi¢des ambientais de crescimento das

plantas in vitro (SOUZA e PEREIRA, 2007).

FIGURA 3. Explantes foliares de noni (Morinda citrifolia L.) em meio WPM (Wood Plant Medium)
suplementado com 2% de sacarose, 0,7% de agar ¢ 1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB), na fase inicial

(2 semanas) e fase final (4 semanas).

Fonte: Autora
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4.2. Experimento 1: Efeito do acido indolbutirico e dos elicitores metil jasmonato e
acido salicilico no cultivo in vitro de raizes de noni

Nessa fase do experimento preliminar para acumulo de biomassa, as raizes de noni
foram avaliadas ap6s 28 dias de cultivo em meio WPM liquido suplementado com 4cido
indolbutirico e/ou elicitores (acido salicilico e metil jasmonato). Observou-se que o
tratamento na presenca de auxina e do elicitor metil jasmonato apresentou melhor
resultado, obtendo um maior acimulo de biomassa, nas concentragdes de 0,1 ¢ 0,2 mg/L

de metil jasmonato e 1,0 mg/L de AIB (FIGURA 4).

Nesse experimento, os tratamentos que consistiram na aplicagdo de acido
salicilico na auséncia de AIB, ndo apresentaram resultados satisfatérios quando testados
na concentragdo de 0,1 mg/L. Na concentracdo de 0,2 mg/L de acido salicilico, porém foi

observado maior acimulo de biomassa quando comparado ao controle.

Quanto ao peso e comprimento das raizes de noni, houve destaque mais uma vez
para os tratamentos com AIB e metil jasmonato, que apresentaram peso médio de raizes
de 0,430 gramas e entre 3 e 4 centimetros de comprimento (FIGURA 5). Diante dos
resultados obtidos a combinacdo de 0,1 mg/L. de MJ e 1,0 mg/L de AIB foi a mais
satisfatoria e dessa forma foi escolhida para dar continuidade as etapas seguintes deste

trabalho.

O termo elicitor ¢ comumente empregado para qualquer agente fisico ou quimico
capaz de induzir ou estimular a resposta de defesa em células/tecidos vegetais, através da
producao de metabolitos secundarios (RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016; THAKUR e
SOHAL, 2013).

No presente estudo com raizes de noni, a combinacdo do regulador de
crescimento com o elicitor mostrou-se bastante eficaz, para obtencdo do acumulo de
biomassa. Como ja descrito em alguns estudos, na literatura, metil jasmonato ¢ o melhor
elicitor para acimulo de biomassa, tratando-se de raizes (RAHMAT ; KANG, 2019).

Em estudos realizados por Giri ef al. (2016) foi demonstrado que metil jasmonato
também se mostrou eficiente em estimular a biossintese de metabolitos secundarios em
culturas de células vegetais, por meio de muitos pontos de controle e por acionar a
expressdo de genes-chave que aumentam as atividades celulares em niveis bioquimicos e

moleculares, através do envolvimento de compostos sinalizadores



26

FIGURA 4. Processo de enraizamento do noni (Morinda citrifolia L.) cultivadas por 28 dias em meio
WPM (Wood Plant Medium) liquido com metil jasmonato (MJ), acido salicilico (AS) nas concentra¢des
seguintes: Controle — auséncia de reguladores e elicitores (A); 0,2 mg/L de MJ e 0,2 mg/L de AS (B); 0,2
mg/L de MJ (C); 0,2 mg/L de AS (D); 0,1 mg/L de MJ e 0,1 mg/L de AS (E); 0,1 mg/L de AS (F) e 0,1
mg/L de MJ (G) ambos na presenga ¢ auséncia de 1 mg/L de acido indol butirico 1.0 mg/L ( AIB).

Fonte: Autora

FIGURA 5. Peso fresco de raizes de M. citrifolia L. apos 28 dias em meio WPM (Wood Plant Medium)
desprovido de elicitores (controle) ou suplementado com:, 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L
de acido salicilico (AS); 0,2 mg/L de MJ; 0,2 mg/L de AS; 0,1 mg/L de MJ e 0,1 mg/L de AS; 0,2 mg/L de
MIJ e 0,2 mg/L de AS. Todos os tratamentos que foram testados na presenca de 1,0 mg/L de acido indol
butirico (AIB) correspondem as barras pretas e os tratamento que foram testados na auséncia de (AIB) sdo

representados com barras brancas.
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FIGURA 6. Detalhe das raizes de Morinda citrifolia L. cultivadas por 28 dias em meio WPM (Wood Plant
Medium) suplementado com 0,2 mg/L de metil jasmonato na presenga ¢ auséncia de 1,0 mg/L de acido

indol butirico (AIB).

Fonte: Autora

O nivel de metil jasmonato em plantas varia em funcao do tecido, do tipo de célula,
da fase de desenvolvimento e da resposta a diversos estimulos ambientais (WEILERet
al., 1993). Sdo encontrados por toda a planta, com as maiores concentracdes sendo
observadas em tecidos em crescimento, como hipocétilo, plumula, apice radicular, flores,

frutos e folhas jovens (CREELMAN E MULLET, 1995).

Zhang et al. (2012) estudaram a influéncia do metil jasmonato sobre os niveis de
transcricao de genes, atividade de enzimas e metabdlitos relacionados ao catabolismo da
arginina e injurias por frio em tomate-cereja. O indice de injurias por frio nos frutos
tratados foi inferior em comparagdo aos nao tratados. Os resultados indicam que o metil
jasmonato esta envolvido no catabolismo da arginina e ajuda a melhorar a tolerancia de

frutos de tomate-cereja as injurias causadas pelo frio.

Nafie et al. (2011), estudando a agdo do acido jasmonico sobre mecanismos de
resisténcia a estresse do melao sob a producdo de metabolitos secundarios, observaram
que a aplicacdo de jasmonato resultou em plantulas de melao com maior resisténcia as

condicdes de estresse, através da producdo de moléculas bioativas especificas.
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FIGURA 7- Comprimento das raizes de Morinda citrifolia L. ap6s 28 dias de cultivo em meio liquido
WPM (Wood Plant Medium) desprovido de elicitores (controle) ou suplementado com: 0,1 mg/L de metil
jasmonato (MJ); 0,1 mg/L de acido salicilico (AS); 0,2 mg/L de MJ; 0,2 mg/L de AS; 0,1 mg/L de MJ e
0,1 mg/L de AS; 0,2 mg/L de MJ e 0,2 mg/l de AS. Todos os tratamentos que foram testados na presenca
de 1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB) correspondem as barras pretas e os tratamentos que foram

testados na auséncia de (AIB) sdo representados com barras brancas.
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4.3. Experimento 2: efeito do acido indolbutirico e do metil jasmonato no cultivo in
vitro de raizes de noni

Apds a realizagdo do experimento preliminar onde foram testadas duas
concentragdes (0,1 e 0,2 mg/L) dos elicitores acido salicilico e metil jasmonato,
suplementados ao meio de cultura WPM, combinados ou isoladamente, na presenca ou
na auséncia de 4cido indolbutirico (1,0 mg/L), os resultados obtidos foram determinantes
para planejamento do experimento seguinte. Este experimento consistiu nos seguintes
tratamentos: A) controle (auséncia de auxina e de elicitores); B) 1,0 mg/L de 4cido indol
butirico (AIB) C) 0,1 mg/L. de metil jasmonato (MJ) e D) 0,1 mg/L de MJ e 1,0 mg/L
deAIB (FIGURA 8).

Ao final de 28 dias o tratamento que resultou no maior acimulo de biomassa de
raizes de noni foi a combinagao entre a auxina acido indolbutirico (1,0 mg/L) e o elicitor
metil jasmonato (0,1 mg/L), como pode ser observado na FIGURA 9 e na FIGURA 10.

A aplicagdo isolada da auxina e do elicitor resultou em diferenca significativa em relagao
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controle, mas o efeito combinado de AIB e MJ teve efeito positivo sobre o acimulo de

biomassa em raizes de noni.

FIGURA 8. Raizes de Morinda citrifolia L. na fase inicial do acimulo de biomassa em meio nutritivo
WPM (Wood Plant Medium) liquido. Foram testados os seguintes tratamentos: A) Controle (auséncia de
auxina e de elicitores); B) 1,0 mg/L de 4cido indolbutirico (AIB); C) 0,1 mg/L de metil-jasmonato (MJ) e
D) 0,1 mg/L de MJ e 1,0 mg/L de AIB.

Fonte: Autora

FIGURA 9- Actimulo de raizes de Morinda citrifolia L. ap6s 28 dias de cultivo em meio WPM (Wood
Plant Medium) liquido na condigdo controle (auséncia de elicitores e auxina) (A) controle, (B) 1,0 mg/L de

acido indol butirico (AIB), (C) 0,1 mg/L de metil-jasmonato (MJ), (D) 0,1 mg/L de MJ e 1,0 mg/L de AIB.

Controle =

0,7mg/L MJ +1.0mg/L AlIB

Fonte: Autora
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FIGURA 10. Peso fresco das raizes de Morinda citrifolia L. para os tratamentos: (A) controle (auséncia de
regulador e elicitores); (B) 1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ) e 1,0
mg/L de AIB.
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4.4. Determinacio de proteinas totais soluveis

Na avaliagdo dos extratos de M. citrifolia L. para determinacdo das proteinas
totais, o tratamento que se mostrou mais eficiente quanto ao contetido proteico foi
0,Img/L MJ e 1,0 mg/L AIB, tendo apresentado 0,24 mgP/mL, uma quantidade 3,5 vezes
maior que o tratamento controle (FIGURA 11).

FIGURA 11. Conteudo de proteinas totais soluveis em raizes de Morinda citrifolia L. cultivadas em meio
WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado com: 1,0
mg/I de acido indolbutirico (AIB); 0,1 mg/L de metil-jasmonato (MJ); 0,1 mg/L MJ e 1,0 mg/L AIB; letras

minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as médias dos tratamentos.
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4.5 Determinacio da atividade das enzimas antioxidantes (POX, CAT, APX)

Raizes de noni cultivadas na condi¢ao controle ou na presenca do elicitor MJ e da
auxina AIB, em combinag¢do ou isoladamente foram avaliadas em relagdo a atividade das

enzimas antioxidantes POX, CAT e APX.

Para atividade da peroxidase de guaiacol (POX) ndo foi observada diferenga

significativa entre os tratamentos (FIGURA 12).

FIGURA 12. Atividade da peroxidase de guaiacol (POX) em raizes de Morinda citrifolia L. cultivadas em
meio WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado com:
1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L MJ e 1,0 mg/L AIB.

Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa entre as médias dos tratamentos.
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Para a atividade de catalase (CAT) foi observada uma significativa redu¢do da
atividade desta enzima quando as raizes de noni foram cultivadas na presenca tanto do
elicitor (0,1 mg/L de MJ) como da auxina (1,0 mg/L de AIB), como demonstrado na
FIGURA 13. Nos demais tratamentos ndo foi observada diferenca significativa na

atividade da catalase.
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FIGURA 13. Atividade da catalase (CAT) em raizes de Morinda citrifolia L., cultivadas em meio WPM
(Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina ¢ elicitor (controle) ou suplementado com: 1,0 mg/L
de acido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L MJ e 1,0 mg/L de AIB. Letras

minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as médias dos tratamentos.

CAT
0.4+
0.3
o
= a
Eo2{ | A
3 - 1
0.14 b
0.0 T T
g S o 4
O X
& & N
o

Para atividade de APX, a exemplo do que foi observado para POX nao foi

observada diferenca significativa entre as médias dos tratamentos (FIGURA 14).

FIGURA 14. Atividade da peroxidase de ascorbato (APX) em raizes de Morinda citrifolia L. cultivadas
em meio WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado
com: 1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metiljasmonato (MJ); 0,1 mg/L MJ e 1,0 mg/L

de AIB. Letras mintsculas diferentes indicam diferenca entre as médias dos tratamentos.
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A atividade alterada de enzimas e teores anormais de compostos fenolicos podem
ser usados como marcadores correlacionados a situacao de estresse oxidativo. Uma das
estratégias que a célula usa para lidar com a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e o estresse oxidativo ¢ agir diretamente sobre as EROS através de compostos
antioxidantes. E nesse momento que as enzimas antioxidantes, mesmo presentes em
baixas concentragdes, poderiam atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (ROCHA et

al.2007).

As peroxidases estdo presentes em todos os compartimentos celulares e catalisam
a transferéncia de elétrons ao H>O» usando diferentes substratos reduzidos como doadores
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985). As POX de plantas aumentam em resposta a
varios estresses bidticos e abidticos, participando no catabolismo de auxinas e em
processos de sintese de parede celular como a oxidacdo de fendis, suberizacao e
lignificagdo em plantas hospedeiras durante a reagao de defesa contra patogenos (SYROS

et al., 2004).

Segundo Maia et al. (2012) as POX sdo enzimas capazes de reduzir os fenois
presentes em quaisquer partes da planta, utilizando seu ciclo catalitico, podendo ainda
produzir OH™ a partir do peroxido de hidrogénio e dessa maneira viabilizar o alongamento

celular.

A Catalase (CAT) ¢ uma enzima que tem por funcdo catalisar a redugdo do
peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O2). A inibi¢do da CAT leva
a um aumento das espécies reativas de oxigénio, levando o organismo a um estado de

estresse oxidativo (SILVA et al., 2008).

Os resultados obtidos através desse trabalho diferem dos obtidos por Maia et al.
(2012) utilizando raizes de feijao caupi, em que foi observada a inibi¢ao do crescimento
radicular, sendo esses resultados atribuidos ao estresse salino e ao aumento da atividade
das enzimas antioxidantes, POX, CAT e APX. No resultado obtido nesse trabalho a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e APX ndo apresentaram diferenca

significativa, mantendo dessa maneira o H20: ativo, ndo sendo capaz de remové-lo.
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4.6 Quantificacio do peroxido de hidrogénio

Para a determinagdo do peroxido de hidrogénio os tratamentos apresentaram um
aumento significativo, com destaque para o tratamento 0,1 mg/L. de MJ e 1,0 mg/L de
AIB (FIGURA 15) o que significa dizer que o H>O> se manteve presente nas raizes de

noni e sofreu pouca degradacao.

FIGURA 15. Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H>0,) em raizes de Morinda citrifolia L. cultivadas
em meio WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado
com: 1,0 mg/L de 4cido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L de MJ e 1,0

mg/L de AIB; letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as médias dos tratamentos.
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O peroxido de hidrogénio (H202) pode ser encontrado nos tecidos vegetais e por
ser uma espécie reativa de oxigénio de pequeno porte e devido suas propriedades
eletroquimicas pode se movimentar com facilidade através das membranas para outros
compartimentos celulares por meio das aquaporinas, atuando como molécula sinalizadora
do estresse e, em fungdo dessas caracteristicas, pode atuar como facilitador de diversos
processos vegetais como a fotossintese, atividade estomadtica, sistema antioxidante e

aclimatagao por estresse SILVA et al., 2019).

Em condi¢des ambientais normais o H»O produzido nos diferentes o6rgaos

vegetais auxilia em diversos processos fisiologicos, durante os estddios de
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desenvolvimento das plantas, como ativacdo de enzimas chave durante a germinagao de
sementes; aceleracdo do crescimento de raizes primarias e laterais (ISHIBASHI et al.

2017; KHEDIA; AGARWAL e AGARWAL 2019)

O aumento do teor de H>O», relatado no presente estudo, pode estar relacionado a
baixa atividade de CAT e APX, j& que e essas enzimas sdo responsaveis pela remocao do
peroxido de hidrogénio em qualquer parte da planta, principalmente se tratando de raizes.
Uma vez que tenha havido a formagao das espécies reativas de oxigénio, elas podem atuar

nos tecidos vegetais causando danos, tantos fisiol6gicos como bioquimicos.

Bezerra (2016) relatou o aumento de H>O; em folhas de feijao de corda infectados
pelo virus do mosaico severo do caupi (CPSMV). Alguns resultados similares aos
encontrados neste estudo foram observados por Spoustova et al. (2015). Em plantas de
tabaco infectadas com o virus Y da batata (PVY) também ocorreu o acimulo de H202 nas
plantas de tabaco transgénicas e consequente diminui¢do de sintomas provocados pela
infeccdo d do PVY, resultando na diminui¢do da a suscetibilidade da planta a essa

infecgao.

4.6.1 Determinaciao dos pigmentos fotossintéticos

Com relagdo aos pigmentos fotossintéticos o presente estudo mostrou que nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos testados para as concentragdes de
clorofila “a” e clorofila “b” (FIGURA 16). Para clorofilas totais, no entanto, houve um
aumento na presenga de MJ, quando comparado ao controle (FIGURA 17 A). Para
carotenoides a concentracao foi maior quando as raizes de noni foram cultivadas na

presenca da auxina AIB (1,0 mg/L) e do elicitor MJ (0,1 mg/L), em relacdo ao controle.
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FIGURA 16. Quantificagdo de clorofila “a” e clorofila “b” em raizes de Morinda citrifolia L., cultivadas
em meio WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado
com: 1,0 mg/L de acido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L de MJ e 1,0

mg/L de AIB; letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre as médias dos tratamentos.
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FIGURA 17 - Quantificacdo de clorofila total e carotenoides em raizes de Morinda citrifolia L., cultivadas
em meio WPM (Wood Plant Medium) liquido desprovido de auxina e elicitor (controle) ou suplementado
com: 1,0 mg/L de 4&cido indol butirico (AIB); 0,1 mg/L de metil jasmonato (MJ); 0,1 mg/L de MJ e 1,0

mg/L de AIB; letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre as médias dos tratamentos.
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Trabalhos realizados por Souza et al. (2011) mostraram que os pigmentos
fotossintéticos podem ser assimilados de diferentes maneiras e que a forma de cultivo das

plantas, incluindo a fase de aclimatagdo fazem toda a diferenca na assimilagdo dessas
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substancias. Os autores demostram ainda que plantas com exposicdo direta ao sol
apresentaram menor taxa de assimilagao de clorofilas totais e do tipo “a” e “b”. Ja plantas
sombreadas apresentaram aumento na producdo de clorofilas totais e de clorofilas “a” e
“b”, ou seja, a assimilagao dos pigmentos fotossintéticos esta totalmente relacionada com
a radiagdo. A luz influencia a biossintese de clorofila e outros pigmentos através da

regulacdo da expressdo de determinados genes (TSNOYAMA et al., 2001).

Garcia-Plazaola et al. (1999), em trabalhos com Quercus ilex, observaram
aumentos consideraveis nos teores de carotenoides e antioxidantes (ascorbato, glutationa
e a-tocoferol) em folhas a pleno sol em relagdo as folhas de sombra, e atribuiram esse
fendmeno a capacidade de resisténcia a foto-oxidacdo por excesso de luz. Os baixos
teores de pigmentos fotossintéticos (carotenoides e clorofila total), observados nas plantas
cultivadas a pleno sol podem indicar a ocorréncia da fotoinibi¢ao nestas plantas, devido
a radiagdo, no que se refere a captagdo de luz em ambientes de menor luminosidade e a

protecdo contra a foto destrui¢do em ambiente de maior luminosidade (GOMES, 2008).
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que os explantes foliares de
noni quando submetidos ao efeito do acido indolbutirico (AIB) induzem a rizogénese.
Observou-se ainda que o dacido indolbutirico (AIB), combinado ao elicitor metil
jasmonato, induz o aumento de a biomassa em raizes de M. citrifolia L. O efeito do acido
salicilico foi menos pronunciado do que o de metil-jasmonato em induzir o acimulo de

biomassa em raizes de noni.

Pode-se concluir ainda que as peroxidase POX e APX ndo tiveram sua atividade
alterada pela presenca da auxina AIB e do elicitor MJ no meio de cultivo de raizes de
noni, mas a catalase sofreu uma expressiva redugao de sua atividade quando as raizes de
noni foram cultivadas na presenga tanto do elicitor MJ como da auxina AIB. Essa
condicdo experimental também resultou na maior concentracdo de peroxido de
hidrogénio (H202) e de carotenoides. A concentracdo de clorofila total também foi
alterada quando as raizes de noni foram cultivadas na presenca do elicitor metil

jasmonato.
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