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* Molécula de bajo peso molecular, altamente conservada en la naturaleza

* Anfipatica )
* Gran poder antioxidante "
* Elevada labilidad
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Un poco de historia...

Fue detectada por primera vez en
plantas (tabaco, arroz, maiz, etc.)
(Dubbelsy col. y Hattoriy col.).

_)
1958 1987 1995
MT fue aislada de la glandula pineal  Hallada en organismos unicelulares
bovina por Lerner y colaboradores. (Hardeland & Fischer).
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Funcion fisiologica en animales

* Regula los ritmos circadianos

* Su sintesis esta regulada por factores
ambientales y enddgenos

* Protege células ante estrés oxidativo
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¢Funcion fisiologica en plantas?

Se le adjudican tres funciones a MT en plantas:
*Regulador de crecimiento y desarrollo
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*Regulador de respuestas moduladas por reloj biolégico y fotoperiodo
*Antioxidante de amplio espectro

El conocimiento de su funcidon in vivo en plantas es muy limitado vy
avanzé lentamente, debido principalmente a problemas con su
extraccion, deteccién y cuantificacion.
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Niveles de melatonina en plantas




Niveles de melatonina en plantas

Determinacion de MT mediante RIA o ELISA Falsos +
Falsos -




Melatonina en uva y vinos

Explore this journal =

} I J. Pineal Res. 2008 & AW The Author
Research Article . HLowrrmad covnpilation € 20608 Blackwell Munksgoard
Dai:10.1111/].1600-079X.2008.00616.% Journal of Pineal Research

Melatonin content in g rrrer 10 THE EDITOR
Mareeliehing, i Rossen Beht Melatunm in grape, not just a myth, maybe a panacea

First published: 19 June 2006 Full publication nistory

2242 Electrophoresis 2010, 31, 2242-2248
Patricia W. Stege' Research Article

Loren? L. Sorr]br?

E;;T;?M“gﬁﬁz';‘j Determination of melatonin in wine and
Maria F. Silva plant extracts by capillary

'INQUISAL, Department of electrochromatography with immobilized
Chemistry, National University - .

of San Luis, CONICET. sanLus, — carboxylic multi-walled carbon nanotubes
2IBEI’\H‘I Facultad de Ciencias as stat")nary phase

Agrarias, Universidad Nacional
de Cuyo, CONICET, Mendoz

Argentina »'( ‘ 5 Journal of Food Composition and Analysis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jfca

Original article

Melatonin: A new bioactive compound in wine

M. Isabel Rodriguez-Naranjo?, Angel Gil-lzquierdo®, Ana M. Troncoso?,
Emma Cantos “, M. Carmen Garcia-Parrilla**
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Desarrollo de una metodologia
mediante UHPLC-MS/MS para la
determinacion de melatalina
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Estdndar de MT. Condiciones: 1 ng mL " MT disuelto en metanol, columna
HILIC, fase movil: A: 7.5 mM NH,COOH/H,0 B: 7.5 mM NH,COOH/ACN, modo
de ionizacion (+)ESI.



Muestras

Extraccion Determinacion

Fase reversa y HILIC

ESI/APCI-MS/MS




Parametros analiticos

"
[
ji »/

{)
L ¥
=

H

s
A

—Melaton

A: 7.5 mM
Solucién metanélica HILIC NH,COOH/H,0 (+)ESI - 0.89 2097 13.30 -
B: 7.5 mM
NH,COOH/ACN
A: 0.1% HCOOH ' ‘
MeOH y sonicacion. en H,0O
+)APCI . 2.61 71 .
Filtracion (PTFE, 0.22um) Cs B: 0.1% HCOOH (HAPC 69.35 61 8 4.10 9930
in ACN
L A: 0.1% HCOOH
Preconcentracién en H.O
2
Fmradé:}s(zi FCI58 )0 o) Cug B 0.196 HCOOH (+)ESI 88.40 0.42 7.50 104.94
ekt en ACN
- 0
MeOH:H,0 (50:50, v/v)y ':\ncl)-|1(§) HCOOH
. ., . ., 2 +
son;:_?lc::::n(.) I;gtrz:l:lo Cs B 0.1% HCOOH (+)ESI 20.70 171 572 2.90 98.70
S en ACN

Volumen inyectado 10 pL



Efecto de matriz CALIBRACION EXTERNA NO ES POSIBLE
70 %

_ b fortificada
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MT en vinos
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Analisis de muestras

Muestra Concentracion (ng gty ng mL?)
Vinos MT Ismero de MT®
Tannat N/D 151.74+5.76
Merlot N/D 211.28%+7.92
Cabernet N/D 185.0945.25
Malbec 1 N/D 145.26+2.82
Malbec 2P 60.16+4.87
Uvas
Hollejo*¢ N/D
Mosto N/D
Arabidopsis
HojasP N/D
Semillas 4.91+3. N/D

3 La concentracién del isdmero fue calculada a partir de la curva de calibrado de MT

b Vino producido en el laboratorio
¢ Expresado como peso seco



Conclusiones Parciales

@ Se desarrollaron metodologias analiticas para cada matriz bajo
estudio

@Llas condiciones experimentales dptimas dependen marcada-
mente de la matriz (vino, mosto, tejido vegetal)

@A pesar de lo reportado en la bibliografia, no se detecté MT en
vinos terminados. En su lugar se identificd un isdmero, cuya
biosintesis ocurriria durante la fermentacion



Monitoreo de melatonina desde la
uva hasta el vino
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Microvinificacion

©@Ensayo 1: Mosto + Levadura

©Ensayo C (control): Agua + Nutrientes + Levadura

@Ensayo Trp: Agua + Nutrientes + Levadura «L-Trp (500 ngE

©@Ensayo MT: Agua + Nutrientes + Levadura 4@100 ng@

(DSe tomaron muestras cada 24 horas



Experimental

(DSe tomaron muestras cada
24 horas SPE




Evolucion de MT y su isomero

@Ensayo 1: Mosto + Levadura
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Condiciones: EC1118 (20 g h/L), 250 mL mosto. Las barras indican error
estandar de la media (n=3).




Evolucion de MT y su isomero

©Ensayo C (control): Agua + Nutrientes + Levadura
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Condiciones: EC1118 (20 g h/L), sacarosa (250 g/L), Hakaphos R™ (1 g/L), 200
mL de agua destilada. Las barras indican error estandar de la media (n=3).



Evolucion de MT y su isomero

@Ensayo Trp: Agua + Nutrientes + Levadura + L-Trp (500 ng L)

2,5 1 :\:(?::tec)rr;ina _ § §
2% Y N N
: 5 N N N
:51'5_ ﬂ\— § § § §
N NN N
N N N N N
: NN N N A
S - N N N N N

R T—|§T-H§ --l§ -r-t§ -H&

1 1 |l
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dia
Condiciones: EC1118 (20 g h/L), sacarosa (250 g/L), Hakaphos RTM (1

g/L), L-Trp (500 ng/mL), 200 mL de agua destilada. Las barras indican
error estandar de la media (n=3).



Evolucion de MT y su isomero

@Ensayo MT: Agua + Nutrientes + Levadura + MT (100 ng L)
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Condiciones: EC1118 (20 g h/L), sacarosa (250 g/L), Hakaphos RTM (1 g/L),
MT (100 ng/mL), 200 mL de agua destilada. Las barras indican error
estandar de la media (n=3).
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Conclusiones Parciales

MSaccaromyces juega un rol crucial en la produccién de
melatoninay su isdmero

@Se observd que triptdfano (precursor de MT) estimula la sintesis
del isbmero en vinos

®Se necesitan futuros estudios para confirmar la estructura del
isomero encontrado y comprender el rol de las levaduras en Ia
produccion de MT y sus isomeros



Estudio del efecto de las levaduras y
el estrés sobre el contenido de
melatonina en vinos
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Experimental

Mosto + Levadura autéctona FCA 32 (F, Saccharomyces cerevisiae)

@Mosto + Levadura Red Star Premier Cuvée (PC, Saccharomyces
bayanus)

@Mosto + Levadura Springer Enologie BC S103 (B, Saccharomyces
cerevisiae var bayanus)

@ Mosto + Levadura Springer Enologie UCLM S377 (U, Saccharomyces
cerevisiae var bayanus)

(5Se tomaron muestras durante el proceso



Evolucion del isomero
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Experimental

Mosto + levadura PC + 0,75 mM de H,0,
Mosto + levadura PC + 100 mM de ABA

Medio + levadura PC + 10 mg L' de Hg

Medio + levadura PC + fermentacion a 10, 25y 35°C

Medio + levadura PC + 100 mg L' de 5-HT

(5Se tomaron muestras durante el proceso



Evolucion del isdmero
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Evolucion del isomero
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Evolucion del isdmero
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Evolucion del isdmero
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Conclusiones Parciales

@Los diferentes tipos de levaduras evaluadas no mostraron
diferencias significativas en la biosintesis de MT y su isomero

@MT no fue detectada en ninguno de los ensayos llevados a cabo,
solo se encontro el isomero de MT descripto en las secciones
anteriores

@Los diferentes tipos de estrés estudiados afectaron el
comportamiento de las levaduras sobre la concentracion final del
isbmero



Desarrollo de una metodologia
mediante SPE-CE-UV para la
determinacion de melatoninay
SUS precursores g




Biosintesis
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Optimizacion

SDS

L- Trp

2 AIA

5-HT + MT

min
EPG mezcla de estandares (5 mg L) Condiciones BGE: 10 mM de tetraborato de sodio, pH 9,50 con
20 mM de SDS y 10 % ACN (v/v), capilar: 57 cm de largo total, 50 cm de largo efectivo, 75 um de

didmetro interno y 375 um de didametro externo; inyeccion hidrodindmica 30 mbar, 3 s; voltaje de
separacion 20 kV; la temperatura se mantuvo a 25 2C, deteccion a 220 nm.
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EPG mezcla de estandares (5 mg L!). Condiciones BGE: 10 mM de tetraborato de sodio, pH
9,20 con 20 mM b-CD. A) Sin modificador orgédnico, B) ACN 10% (v/v), C) MeOH 10% (v/v) y
D) IPA 10% (v/v).



FASE PSEUDOESTACIONARIA DUAL

Trp

T MT

mAU

|
_!u e fome

AlA

EPG mezcla de estandares de 1 mg L'! mediante CD-MEKC. Condiciones: BGE: 10 mM de
tetraborato de sodio, pH 9,20 con 20 mM [-CD, 20 mM de SDS y ACN 10% (v/v).

+ @




Sintesis del proceso de Optimizacion

pH 8,00 - 10,50 9,20
\ Tetraborato de Sodio/ | Tetraborato de
Agente buffer Acido Bérico Sodio
\ 5-20mM 10 mM
SDS \ 10-50 mM 20 mM
-CD/ vy -CD -CD
Ciclodextrina p-CD/y P
10-30 mM 20 mM
. eOH — ACN —IPA ACN
Solvente organico
5-15% (v/v) 10 % (v/v)
Voltaje / 15-25 kV 20 kV
2-7s 3s
Inyeccién hidrodinamica
10-30 mbar 30 mbar
Temperatura del Capllar [ 15-30 °C 25°C
\ongltud de ond/ 200-300 nm 220 nm
\/



Experimental

£
4 &

Tejido liofilizado y
homogenizado con N(l)

\
¥

Ultra Sonido

CD-MEKC

B
SPE Cg, C,q, Strata X



Parametros analiticos

5-HT 0.52 1.91
MT 2.49 2.02
Trp 3.40 6.16
AlA 0.22 3.84

6.14
4.74
2.27
4.28

9.23
5.55
8.73
5.57

5-HT 4.16 13.86
MT 0.79 2.62
Trp 0.72 241
IAA 0.553 1.83

331634

60168
228017
251023

16.74
88.56
94.34

126.56

N: Numero de platos tedricos; FE: Factor de enriquecimiento



Analisis de muestras

Camellia sinensis (Té) Tilia cordata (Tilo) Arabidopsis thaliana

Camellia sinensis  ND 386,25+ 20.91\ 671,48+ 19.76 ND

Tilia cordata ND 410,81 £16.25 |993,54 +9.32 542,81 + 10.05

&rabidopsis 166,86 + 1.94 \548,13 29/ 458,68 +1523 765,10 19.56 >




Conclusiones Parciales

@Se desarrollé una metodologia mediante SPE seguido de CD-
MEKC para la determinacion de MT y analitos relacionados

@Se aplic6 con éxito la metodologia desarrollada a la
determinacion de los analitos bajo estudio en matrices vegetales

@EI método desarrollado puede ayudar a dilucidar el rol
biologico de MT en plantas



Desarrollo de un sensor
electroquimico para la deteccion de
melatonina y serotonina







¢Por que utilizar electroquimica?

A Costosos

A Complejos

A Necesidad de personal capacitado Metodos
tradicionales

para MTy 5-HT

A Consumo elevado de solventes

A Tiempos de analisis elevados

A Inmunoensayos no aptos para plantas

\/ Electroquimica

LTI



éPor qué utilizar NM de Carbono?

Premio Nobel de Fisica de 2010 se les otorgd a Andréy
Gueim y a Konstantin Novosidlov por sus revolucionarios
descubrimientos acerca de este material.

Grafito

Fullereno

Nanotubo Grafeno




NM de Carbono

\/entajas:

*Gran area superficial

Nanotubos de pared simple *Mayor numero de sitios activos

(SWCNT) . . o
*Resistencia al ensuciamiento

*Excelente conduccion eléctrica y térmica

*Flexibilidad

Nanotubos de pared multiple

(MWCNT) Resistencia mecanica

E“?

Grafeno
(GF)




Sintesis de grafeno

MWCNTs

- X

)

Quimica

wt. % Oxigeno

HzSOH-KMn\?a
N0
e Ruta HOOC =

GNRox GNRred

COOH

COOH COOH

44% 14 %

Kosvnkin DV, Higginbotham AL, Sinitskii A, Lomeda JR, Dimiev A,Price BK, Tour JM (2009). Nature 458(7240):872—-876.
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Martin A, Hernandez-Ferrer J, Vazquez L, Martinez M-T, Escarpa A (2014).RSC Adv 4(1):132-139.



Electrodos

Contraelectrodo
Electrodo de
trabajo (ET) 4}

Electrodo de
referencia (ER)

Comerciales

Desnudo

Conexion C

Grupol == SWCNT
Con:Txmn MWCNT

Conexién Grafeno
ER

—
Modificados
SWCNT
Grupo2 == MWCNT
GOx
GRed
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Modificacidon Electrodos
0,5 mg/mL

SWCNT MWCNT GF oxy red

1h US

DMF DMF H,0 y H,0/NH,




Caracterizacion mediante FESEM

GNRred

SEl  20.0kV XB0,000 100Am WD 15.2mm

SEl  20.0kV XB0,000 100nm WD 15.0mm

SEl  20.0kV XB0,000 100nm WD 15.2mm



Caracterizacion del area efectiva mediante Cronocolumbimetria

Comerciales Modificados
1,00x10™ - A 1,5x10™
Comerciales Area (mm?) Modificados  Area (mm?)
7,50x10°
o O 0,88
= 5,00x10° - = :
< ° GO>/ 493
5,0x B
2,50x10° t’ORE
O;OO || 1 1 1 1 1 0,0 1 1 1
0 3 4 6 8 10 0 4 6
Time (s) Time (s)
Desnudo Coeficiente de difusidn de Desnudo
MT es 7.50 x 10> cm? s
MWCNT
MWCNT GOXx
GRed

Grafeno 0,5 mM MT en 50 mM
PBS pH 7,6

Cronocolumbimetrias para 0,5 mM de MT en 50 mM PBS pH 7,6.



Comparacion entre electrodos

DPV

Comercic MT
5-HT
Ij\/ *
(;2 ' OIO ' 0?2 OTG ' 0:8 ' 11.0
I y | Y 1] . | ' | ¥ | N |
Desnudo 02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 Desnudo

E (V)

WCNT
MWCNT
0,15-HTy 0,5 mM MT

Grafeno GRed

en 50 mM PBS pH 7,6

DPVs para la mezcla de 0,1 mM 5-HT y 0,5 mM de MT en PBS. El asterisco (*) corresponde a un segundo pico de oxidacion de MT.



Calibracion simultanea

3

5-HT

MT
24
Z | : 5-HT

14 -

MT y=0.134 + 0.010x 0.991 0.005 1.3 8.2

- =0. .0 19x 0.996 0.001—p.5 0.42 M
3 >

[ aenh’«g;electrodos (n=7)

| Wi 1 ¥ I ! 1 % I b I ¥ | >

s T v T . T v T v T v T 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 ,0
0 50 100 150 200 250 300
uM E (V)

(*) corresponde a un segundo pico de oxidacion de MT.




Analisis de muestras

MT
. 1 uA 5-HT
Capsula + 5-HTy MT *
Melatonina & o
> Comprimido
Capsula
2 00 02 04 08 08 10
E (V)
Tipo MT declarada (mg) MT encontrada (mg)? Recuperacion (%)?
Comprimido 3.00 2.95+0.02 98.3+0.7
Capsula 1.80 1.76 £0.05 97.8+2.8

aLos valores son medias + SD
(*) corresponde a un segundo pico de oxidacién de MT.



 Conclusiones Parciales

@Se exploro el rol de los nanomateriales de carbono
como detectores electroquimicos para la determinacion
de 5-HTy MT

@Se desarrollo y caracterizd un sensor electroquimico
simple, de bajo costo, portable y desechable para la
determinacion simultanea de 5-HT y MT

@Ademés es la primera vez que se determina el
coeficiente de difusion de MT



Desarrollo de una metodologia
mediante Chip electroforéetico con
deteccion electroquimica parala
determinacion de melatoniﬁ y Sus

>Pr cursores




Electroforesis en chip
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Optimizacion del BGE /@E\C/& oo
u &

10 nA[
15%
—

20 mM Borax pH 9,2 + . MV\ 10%

5%

m 0%
Condiciones: 20 mM de tetraborato de sodio (pH

|
9,2), voltaje de separacién de +1,5 kV, voltaje de !

T T
inyeccién 1,5 kV durante 5 segundos y potencial de 50
deteccion de +0,7 V. t (S)

T |
100 150



Optimizacion de la separacion y deteccion

Migration Time (s)

[

5-HT MT Trp

450 -
4001
350 -
300- 5nA
250 -
200 -

150

100

50

! T J T T ’ T ! T Y T y 1 I T T T T
0 500 1000 | 1500 J 2000 2500 3000 3500 -0,35 0,00 0,35 0,70 1,05
Separation Voltage (V) Potential (V)

Optimizacién de los voltajes de separacién para 0,5 mM de 5- Voltamogramas hidrodinamicos (HDVs) de 0,5 mM de 5-HT (m),
HT (m), 1 mM de MT (e) y 1 mM de Trp (A). 1mMde MT (e)y 1 mMde Trp (A).



Robustez del método

12 inyecciones consecutivas H

35 min. de analisis

' ™1 v | I 1 ° ]
0O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

t(s)
Analito Intervalo (uM) Ecuacion (nA) r
o5-H3-HT 71,5+ 0,80 - 200 0,5 y=153xk5136t 0,2 0,9992
MTMT 100,6 £ 059 — 500 0,6 y=50x+83l4t 0,2 0,993

TrpTrp 1209+ 050-500 1,6  y=40x 46077 0,1 0.9%22




P MT
Analisis de muestras
5-HT

L-Trp
. 5nA
Capsula + 5-HT, MTy L-Trp
Capsula
IO |
| L | : | g |
0 50 100 190
t(s)
5-HT 1,17 3,93 50 48,1+ 0.9 96,2
MT 3,58 11,98 100 101,3+0.5 101,3

Trp 4,73 15,84 100 956+1.2 95,6




Conclusiones Parciales

@Se logré separar y determinar de manera simultanea MT y sus
precursores en menos de 120 segundos con excelentes resultados

@Se utilizaron electrodos en los cuales |la deteccidn se lleva a cabo
directamente en el nanomaterial sin ningun transductor

@Se desarrollé una metodologia robusta, sensible, de bajo costo y
sustentable
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Melatonina en plantas

Papel fisioldgico de melatonina (MT) en plantas y factores endégenos y
exogenos que modulan su abundancia.

of




Objetivos especificos

1) Caracterizar si existe fluctuacion diaria en los niveles de MT.
2) Estudiar qué fotorreceptor regula los niveles de MT.

3) Identificar un mutante de la sintesis de MT.

4) ldentificar su funcién in vivo.

Time of day

Introduccidn



Objetivos especificos

1) Caracterizar si existe fluctuacion diaria en los niveles de MT.
2) Estudiar qué fotorreceptor regula los niveles de MT.

3) Identificar un mutante de la sintesis de MT.

4) ldentificar su funcién in vivo.
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Objetivos especificos

1) Caracterizar si existe fluctuacién diaria en los niveles de MT.
2) Estudiar qué fotorreceptor regula los niveles de MT.

3) Identificar un mutante de la sintesis de MT.

4) ldentificar su funcién in vivo.

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
AT1G21100.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _67 2e-11
AT1621110.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... 65 1le-10
AT1G21139.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _65 1le-10
AT1621128.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _65 1le-10
AT1676799.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _S8 1e-08
B AT4G35168.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _S57 3e-08
B AT4G35158.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _56 5Se-08
AT1G63149.2 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... S5 1le-07
. AT1G51999.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _54 2e-97
B AT1G51999.2 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _S54 2e-07
L] AT1662900.1 | Symbols: | S-adenosyl-L-methionine-dependent... _54 2e-987
B AT1G77520.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _54 3e-07
B AT5G54160.1 | Symbols: ATOMT1, OMT1 | O-methyltransferase 1... _51 1e-96
AT5G53819.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _58 3e-06
AT1G33039.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _49 5e-06
AT1621138.2 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _49 7e-06
AT1G63149.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _45 1e-04
AT1G77538.1 | Symbols: | O-methyltransferase family protei... _44 3e-04
AT1617495.1 | Symbols: | transposable element gene | chrl: 37 e.e35
AT2610618.1 | Symbols: | transposable element gene | . N2 8.73
AT1G33817.1 | Symbols: | transposable element gene | 3 1.8
AT5G34863.1 | Symbols: | transposable element gene | 31 1.9
AT3G25459.1 | Symbols: | transposable element gene | 32 5.
AT4G37705.1 | Symbols: | transposable element gene | o A9 7.6
AT3G33079.1 | Symbols: | transposable element gene | 29 8.4




Objetivos especificos

1) Caracterizar si existe fluctuacion diaria en los niveles de MT.
2) Estudiar qué fotorreceptor regula los niveles de MT

3) Identificar un mutante de la sintesis de MT.

4) Identificar su funcion in vivo.

Introduccidn



Determinacion de MT a lo largo del dia

250
e
Chenopodium rubrum e
Kolar y col. 1997 £
s 50
=
0 T ¥ q——q—éai.
] 2 4 6 8 10 12 14 16
I
Time (hr)
A
i
$ 391
A
Eichhornia crassipes B o
Tany col. 2007 gm'
=
0 v v v . v
8 12 16 20 24 4 8
Time (hour)

200
(A Darkness Darkness
150
100 ]

LN S B B B B B B B B S E B S B N S B B

Vitis vinifera
Boccalandro y col. 2011

Melatonin (ng/q)
S o
] |

L= ]
1 |




Determinacion de MT a lo largo del dia

Pharbitis nil y Solanum lycopersicum
Tany col. 2001




Determinacion de MT a lo largo del dia en Arabidopsis thaliana
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Horario

Concentracion de melatonina en hojas de Arabidopsis thaliana cultivadas en invernaculo, muestreadas cada 3 horas a
lo largo de un dia. Los datos estdn representados como la media + SE de tres muestras por horario donde, a su vez,
cada muestra esta compuesta por tres plantas. No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
en los diferentes horarios de muestreo segin ANOVA y posterior test de Bonferroni (p>0,05)



Niveles de MT bajo diferentes condiciones de cultivo

Eichhornia crassipes Solanum lycopersicum
Tany col. 2007 Arnao y Hernandez Ruiz 2013

Elevados niveles de MT en plantas cultivadas bajo radiacién solar



MT en plantas cultivadas en camara y en invernaculo

* ] Camara de cultivo
100+ — 3 Invernaculo
=)
L,
]
L=
- 50+
=
T ————S—
0

Concentracién de melatonina expresada en ng/g de materia seca, en hojas de Arabidopsis

thaliana cultivadas en camara de cultivo y en invernaculo. Los datos se muestran como la

media  SE de 5 muestras. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p< 0,01) segun t

test (t de Student). Las muestras fueron tomadas al mediodia solar en inverndculo (13:30
hs) y en el punto medio del fotoperiodo dentro de la cdmara de cultivo.



MT en plantas cultivadas en camara y en invernaculo

Espectro luminico bajo luz solar (invernaculo)
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MT en plantas mutantes de fotorreceptores
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MT en plantas mutantes de fotorreceptores

10
| WT
8- O3 phyA
= @ phyB
S 51p= B PHYB:GFP
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9. 3 phot1phot?
B uvrd
0

Concentraciones de MT, expresadas en ng/g de materia seca, en plantas de Arabidopsis de cinco semanas de edad
cultivadas en invernaculo WT (wild type), phyA, phyBy phyAphyB , PHYB:GFP, cry 1cry2, phot 1 phot 2 y uvr8. Muestras
cosechadas al mediodia solar (13:30 hs). Datos expresados como la media + SE de tres muestras de hojas de tres plantas.
Se realiz6 ANOVA.



Concentracion de MT(ng/g)

Conclusiones Parciales
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Horario

Los niveles de MT no varian a lo largo del dia en hojas de Arabidopsis thaliana como
ha sido reportado en otras especies.

Los niveles de MT dependen marcadamente de las condiciones de cultivo.

Los fotorreceptores de plantas no cumplirian un rol en la promocidn ni en la inhibicidn
de la sintesis de MT.
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© 2012 John Wiley & Sons A[S
Journal of Pineal Research

Molecular cloning of rice serotonin N-acetyltransferase, the
penultimate gene in plant melatonin biosynthesis

Abstract: Because of the absence of an arylalkylamine N-acetyltransferase

(AANAT) homolog in the plant genome, the proposal was made that a GCN3-

related N-acetyltransferase superfamily gene (GNAT) could be substituted for
AANAT. To clone rice serotonin N-acetyltransferase (SNAT), we expressed 31
rice GNAT ¢cDNAs in Escherichia coli and screened SNAT activity by
measuring N-acetyltryptamine after application with 1 mwm tryptamine.
GNATS was shown to produce high levels of N-acetyltryptamine in E. coli,

Kiyoon Kang"?', Kyungjin Lee'?,
Sangkyu Park', Yeong Byeon' and
Kyoungwhan Back'

D of Bi

Research Center, Chonnam Natonal University,
Gwangju, Korea; “Michigan State University,
East Lansing, MI, 48624, USA
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MT en los mutantes seleccionados
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Concentracion de melatonina en hojas de las diferentes lineas mutantes cultivadas en invernaculo
expresadas en ng/g de materia seca. Muestras tomadas al mediodia solar (13:30 hs). Los datos estan
representados como la media * SE de tres muestras. Los asteriscos indican diferencias significativas con el
control (WT) segun ANOVA vy posterior test de Bonferroni (p<0,05).



J. Pineal Res. 2014; 57:219-227

Doi:10.1111/jpi.12160

© 2014 John Wiley & Sons AJS.
Published by John Wiley & Sons Ltd
Journal of Pineal Research

Caffeic acid O-methyltransferase is involved in the synthesis of

melatonin by methylating N-acetylserotonin

Abstract: Although a plant N-acetylserotonin methyltransferase (ASMT) was
recently cloned from rice, homologous genes appear to be absent in
dicotyledonous plants. To clone an ASMT de novo from a dicotyledonous
plant, we expressed eight Arabidopsis thaliana O-methyltransferase (OMT)
¢DNAs in Escherichia coli and screened for ASMT activity by measuring

in Arabidopsis
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El gen ATOMT1 es el encargado de la metilacion de N- acetil serotonina en
plantas pero podrian existir otros genes con la misma funcién.

El gen AT3G53140 es candidato a ser homélogo de ATOMT1.



1 Parte: Melatonina como antioxidante de amplio espectro




Tolerancia a la sequia
(Zuoy col. 2014)

Tolerancia al frio
(Bajway col. 2014)

J. Pineal Res. 2014; 57:408-417 © 2014 Joln Wilky & Sons 4S.

Published by John Wiley & Sons Ltd
Doi:10.1111/[pi.12180 Journal of Pineal Research

Overexpression of MzASMT improves melatonin production and
enhances drought tolerance in transgenic Arabidopsis thaliana
plants

J. Pineal Res. 2014; 56:238-245 © 2013 John Wiley & Soms A/S.

Published by John Wiley & Sons Ltd
Doi:10.1111/jpi. 12115 Journal of Pineal Research

Role of melatonin in alleviating cold stress in Arabidopsis thaliana



Germinacion 3 dias post-estrés
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Efecto de melatonina exdgena sobre la germinacidon de semillas de Arabidopsis thaliana posterior a
un estrés por calor. Los datos muestran los porcentajes de germinacion + SE. Las diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al ANOVA y posterior test de
comparacion multiple de Bonferroni: a vs b, p<0,01; a vs ¢, p<0,001; b vs ¢, p<0,01.



MT aumenta la germinacion de semillas sometidas a estrés
por calor

¢Dormicion o pérdida de viabilidad?

Balzer y Hardeland (1996) sugirieron que MT podria intervenir en la
regulacion de la dormicion de semillas.




MT mantiene la viabilidad de semillas sometidas a estrés por

calor
., ) ., . Embrion de semilla estresada
Embrion de semilla no Embridon de semilla .
embebida en agar con MT
estresada estresada control

(1000 pM)

Fotografias representativas de embriones de semillas de Arabidopsis thaliana tefiidos mediante el test de
tetrazolio y observados bajo microscopio en donde A) semillas no estresadas (control), B) semillas
estresadas sin la adicién de melatonina y C) semillas estresadas embebidas en melatonina (1000 uM).



Estado excitado

Calor

Energia del electron

Fluorescencia

F

Molécula de

Estado basal

clorofila
Proteccion ante la degradacion de clorofila (Arnao y Hernandez-Ruiz 2009)

J. Pineal Res. 2009; 46:58-63 - © 2008 The Authors
Doi:10.1111/].1600-079X.2008.00625.x Journal md-rrj:“ ® "ﬂlﬂﬂﬂiﬁﬂ Munksgacrd

Protective effect of melatonin against chlorophyll degradation
during the senescence of barley leaves



Estudio del rendimiento cuantico del PS Il pre y post-floracion

Control MT 500 uM

Fotografias representativas de plantas de 5 semanas de edad control y con agregado de melatonina
(500 uM) cultivadas en camara de cultivo, con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad.
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Los datos representan la media de la eficiencia cudntica del fotosistema Il (PS Il) + SE de 10 plantas por
tratamiento de Arabidopsis thaliana cultivadas en camara de cultivo pre y post-floracion. El asterisco
indica diferencias significativas entre el tratamiento 500 uM vy el control en plantas post-floracion, de

acuerdo al test de comparacién multiple de Bonferroni (p<0,05).



292 Parte: Melatonina como regulador del crecimiento




Crecimiento del hipocotilo en Lupinus albus
(Herndndez-Ruiz y Arnao, 2004)

Crecimiento de raices en B. juncea
(Cheny col., 2009)

Planta (2004) 220: 140144
DOI 10.1007 /500425-004-1317-3
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Melatonin: a growth-stimulating compound present in lupin tissues

Journal of Plant Physiology 166 (2009) 324—328
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SHORT COMMUNICATION

Exogenously applied melatonin stimulates root
growth and raises endogenous indoleacetic acid in
roots of etiolated seedlings of Brassica juncea

Qian Chen®", Wen-bo Qi°, Russel J. Reiter®, Wei Wei®*, Bao-min Wang®



Efecto de diferentes concentraciones de MT en plantulas

Longitud de la raiz
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Media + SE del largo de la raiz de 10 plantulas para cada tratamiento. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control de acuerdo al ANOVA vy posterior test de comparacion
multiple de Bonferroni (p<0,05).



Control

Fotos representativas de plantulas de 14 dias de edad cultivadas en placas de petri en camara
de cultivo, con un fotoperiodo de 12h luz/12 h oscuridad con distintas concentraciones de MT.



Efecto de diferentes concentraciones de MT en plantulas

Peso fresco por plantula
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Media £ SE del peso fresco de las plantulas. Se utilizaron 5 grupos de 10 plantulas cada uno para
cada tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos vy el
control de acuerdo al ANOVA y posterior test de comparacién multiple de Bonferroni (p<0,05)



Control MT 500 uM

Fotografias representativas de plantulas control y con agregado de melatonina (500 uM)
cultivadas en placas de petri en cdmara de cultivo, con un fotoperiodo de 12h luz/12 h
oscuridad.
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Efecto de melatonina exdgena sobre el area foliar de plantas de Arabidopsis thaliana enriquecidas con 1 mL de
diferentes soluciones de melatonina tres veces por semana. Los datos se expresan como la media * SE de al
menos diez réplicas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
y el control de acuerdo al ANOVA vy posterior test de comparacién multiple de Bonferroni (P<0,05).



[MT] Control
Edad OuM

500 uM

2 semanas

3 semanas

4 semanas

Fotografias representativas del tamano de las plantas en los diferentes tratamientos con MT (control, 10
UM, 50 uM, 500 uM) a las 2, 3 y 4 semanas de edad. La barra roja representa una longitud de 1cm.



Retrasa la senescencia foliar

Funcion antioxidante

Elevados niveles de germinacidn post-estrés

Elongacidén de raiz

Regulador del
crecimiento

Disminucion del peso fresco y area foliar



*Se desarrollaron metodologias analiticas novedosas para la
determinacion de MT y compuestos relacionados en diversas
matrices vegetales y vinos.

*No se detectd MT en vinos terminados. En su lugar se identificé
un isdmero, cuya biosintesis ocurriria durante la fermentacion.

*Saccaromices juega un rol crucial en la produccion de
melatonina y su isomero. Ademas, se observd que triptéfano
(precursor de MT) estimula la sintesis del isdmero en vinos.



*MT no presenta una fluctuacion diaria en Arabidopsis como ha
sido reportado en otras plantas.

*Existe al menos un gen homadlogo a la HIOMT en Arabidopsis
thaliana.

*MT cumple un rol antioxidante en plantas aliviando el estrés
por calor en semillas y retrasando la senescencia foliar en
plantas adultas.

*MT cumple un rol similar al de auxinas.

*Se han logrado importantes avances en la generacion de
conocimiento para dilucidar el rol biologico de MT en plantas.






