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ARTICLEINFO ABSTRACT
Key-words: Cold stress response is mediated by multiple signaling pathways with complex interactions, among which
Aizoceace phytohormones may play a role. We explored changes in the contents of phytohormones, including abscisic acid,
E:’ﬁ“bmm edulis jasmonic acid, salicylic acid, auxin, cytokinins, gibberellins and melatonin, along with stress tolerance markers

illing

in an invasive halophyte, Carpobrotus edulis in response to chilling. In a first experiment, plants were exposed to
mean daily temperatures from 10°C to 5°C during a cold wave in an experimental garden. In a second ex-
periment, plants were subject to slowly decreasing temperatures, from 20 to 5°C, in a climatic chamber.
Although the cold response in both experiments was associated with a similar extent of leaf desiccation, hor-
monal variations differed. Cold stress reduced melatonin contents, while it increased salicylic acid contents in
the experimental garden. Rather, transient increases in the contents of melatonin occurred in parallel with
sustained increases in the contents of abscisic acid and cytokinins in the climatic chamber. In both experiments,
plants were able to prevent cold-induced increases in lipid peroxidation and any eventual damage to the pho-
tosynthetic apparatus. We conclude that (i) the hormonal response to chilling in C. edulis is strongly dependent
on time exposure to low temperatures, severity of stress, as well as other environmental conditions, (ii) the
hormonal response of this plant species to low temperatures is very plastic, thus underlining its great capacity for
cold acclimation.
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Introducao

 As baixas temperaturas constituem uma das principais restricoes ao crescimento,
desenvolvimento e distribuicao de plantas: causa estresse, danos e até perda de
produtividade

* As respostas das plantas a baixas temperaturas sao complexas e induzem mudancas em
multiplos niveis de organizacao: morfologia, ajustes fisiologicos e bioquimicos, bem como
alteracoes na expressao génica

* Quando a exposicao a temperaturas baixas nao podem ser evitadas, a refrigeracao induz a:
expansao foliar, murchamento, clorose, parada de transporte de agua a longa distancia e,
eventualmente, morte de células, drgaos e plantas, dependendo da durag¢ao e gravidade
do estresse



Introducao

* Aclimatacao a frio - Aumento da tolerancia ao frio durante a exposicao a baixas temperaturas =
reprogramacao da expressao génica e do metabolismo

e Dessecacao de tecidos e aumento de proteinas

e Aumento de outros compostos protetores: antioxidantes,
estabilizadores de biomoléculas e osmorreguladores

e |nibicao fossintética
e Parada do crescimento

Supressao de
IER
metabodlicas

e Modificacao do conteudo lipidico que da fluidez a membrana

e Espécies reativas de oxigénio podem interagir com o acido

AEREUEER o hscisico e fornecer tolerancia ao estresse pelo frio

ao frio




Objetivos

|. Compreender a resposta hormonal e fisiologica ao resfriamento
em C. edulis.

Il. Compreender a plasticidade na resposta desta espécie vegetal as
baixas temperaturas sob diferentes condicdes climaticas.



Materiais e métodos
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Materiais e métodos

12 experimento: avaliacao de plantas que crescem sob condicdes climaticas naturais em
uma horta experimental, sob condicdes do inverno mediterraneo
* 5 coletas:
ao instalar o experimento
antes da onda de frio
durante a onda de frio
logo apos a onda de frio
um meés apos a onda de frio

O O O O O

22 experimento: em estufa com condicdes controladas
 Temperatura inicial de 21°C e reducoes de 5°C a cada semana
* 5 coletas:

21°C

15°C

8,6°C

O
O
O
o 5,3°C



Materiais e métodos

Folhas:

Tolerancia de estresse pelo frio

* Area, peso Umido, peso seco, conteddo total de dgua

* Maxima eficiéncia fotossintética (equipamento MINI-PAM)

Extratos metandlicos das folhas:

Teor de clorofila e indice de peroxidacao lipidica

* Indice de peroxidacdo lipidica: estresse oxidativo
* Teor de clorofila

Melatonina e perfil hormonal
e UHPLC-MS/MS



Resultados

Legenda:

5a10°C 3a5°C ©0a2°C

Experimento 1 (horta), as plantas foram expostas a ciclos diurnos de luz /
escuridao e, portanto, a condicOes realistas de frio em um inverno
mediterraneo maritimo, neste caso particular com temperaturas minimas
muito proximas ao congelamento durante o inverno. 17 de janeiro, ou seja,
20 dias do inicio do experimento.

Experimento 2 (camaras climaticas controladas), as plantas foram gradualmente
aclimatadas a decréscimos graduais na temperatura (5 ° C toda semana) por um periodo de
3 semanas, atingindo também temperaturas minimas muito proximas ao congelamento (2 °
C) aos 21 dias. dias a partir do inicio do experimento.

OBS. A densidade de fluxo de foétons fotossinteticamente ativa que as plantas foram expostas
foi menor e a umidade relativa maior no segundo experimento comparado ao primeiro

Experiment |
samphng day 29 Deg 13 |7 Jan | 24 Jan 27
SR - Jan e Feh
Expernimental days 16 20 27 6l
Sampling temp ("C) | 146 | 124 | 78 0.1 | 156
Min Temp. (°C) 5.8 9.6
Mcan Temp. (°C) 10.3 | 10.6 8.0 12.6
Max Temp. (°C) 64 | 137 [ 7.8 14.5 16.2
Relative hum (o) 54 45 32 6 7
VP Dy (K Pa) 1.3 1.0 0.8 0.8 0.7
¥R -£
i H}“-"‘Ji‘;"“" 1950 | 1010 | 1044 | 1319 | 1373
Experiment 2
Control Cold chamber
0,7.14.21 0 7 14 | 21
21.0 21.0 | 150 8.6
20.5 19.5 [14.0| 7.5
21.0 210 [15.0] 8.6 | 3.5
23.5 220 | 165] 10 | 835
72 64 | 6B | 70 | 76
1.1 1.2 [ 0.7 0403
380 R0 | 380 | 380 380




Resultados

» Tolerancia ao estresse por frio em C. edulis

A hidratacao foliar , estimada pelo conteddo de agua da folha (LWC),
diminuiu em ambos os experimentos (devido a desidratacao induzida pelo
frio), nao apresentando diferencas significativas entre eles

Os teores de clorofila a + b também diminuiram durante o experimento
1

A proporcao clorofila a/b aumentou 30% durante o periodo de estresse
maximo no experimento 1. Por outro lado, os teores de clorofilaa + b e a
proporcao clorofila a/b mantiveram-se inalterados durante a exposicao
ao frio na camara climatica (experimento 2).

A peroxidacao lipidica, como indicado pelo conteudo de hidroperdxido
lipidico, foi inalterada na horta experimental e reduziu em 35% na camara
climatica em relacdao ao controle
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Resultados

» Melatonina e perfil hormonal
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* Os teores de melatonina nas folhas de plantas de C. edulis atingiram valores maximos correspondentes a 1,1 ug / g.
Embora o estresse pelo frio tenha levado a significantes aumentos no conteudo enddgeno de melatonina aos 14 dias de
exposicao ao estresse frio na camara fria, reducdes adicionais na temperatura levaram a redugdes acentuadas no
conteudo deste composto para valores semelhantes aos controles apds 21 dias de tratamento a frio



Resultados

O conteudo de ABA (ac. Abiscisico) foi 5 vezes maior no inicio do
experimento na horta experimental em comparacao com a
camara climatica, mas nao aumentou apds a exposicao ao frio
durante o experimento 1. Além disso, o conteudo de ABA
aumentou significativamente (2x) apds a exposicao ao frio
durante o experimento 2, em compara¢ao com os controles na
camara climatica.

O conteudo de AS (ac. salicilico) aumentou no dia 27 e nao
reduziu mais tarde no experimento 1 (horta experimental).

O conteudo de JA (ac. Jasmonico) foi menor nas plantas expostas
ao frio em comparag¢ao com os controles durante o experimento
2
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Resultados

Os conteudos enddgenos de trans-zeatina (tZ) e o seu
precursor trans-zeatina ribosideo (tZR) aumentaram em
resposta ao stress frio na camara climatica, enquanto tZ e
tZR nao foram alterados no experimento 1 (horta
experimental)

Conteudos enddgenos de acido 3-indol acético (AlA), e
acido giberélico (GA4) se manteram inalterados em ambos
os experimentos (dados ndao sdao apresentados).
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Discussao

» Respostas hormonais comuns e diferenciais ao estresse pelo frio em C. edulis

Plantas apresentaram um grau semelhante de desidratacao foliar e foram igualmente eficazes na prevencao de danos ao
PSIl apds exposicao ao frio durante os dois experimentos.

No entanto, os mecanismos utilizados para atingir esse grau similar de resisténcia diferiram nos dois experimentos.

No primeiro experimento, a resposta ao estresse pelo frio foi caracterizada por aumentos tanto na proporcao clorofila a /
b quanto no conteudo de acido salicilico (AS) enddégeno. Essas diferencas podem ser atribuidas a varios fatores:
Diferencas na radiacao solar (que ocasionou diferencas nos pigmentos do complexo da antena e alterou proporcdes de
clorofila), aumento nos teores enddgenos de acido salicilico (ajuda a manter atividade fotossintética nessas condicdes).

No segundo experimento, os teores de melatonina aumentaram acentuadamente aos 21 dias de estresse pelo frio, para
diminuir mais tarde apds estresse severo; e esta resposta foi acompanhada por aumentos sustentados de ABA e
citocininas. Aumentos de ABA induzidos pelo frio ja foram relatados em outras espécies como um mecanismo para
prevenir a desidratacao foliar e induzir o acimulo de osmoprotetores; e conteudos aumentados de citocinina podem
ajudar a manter a integridade do cloroplasto sob estresse na camara de crescimento

OBS - altos teores de ABA sao uma caracteristica comum da resposta ao estresse pelo frio em C. edulis .



Discussao

» Interagao de melatonina com outros fito hormonios

A melatonina localizada nos cloroplastos e mitocondrias (N-acetil-5-metoxitriptamina) é geralmente considerada um
antioxidante de baixo peso molecular nas plantas devido a sua atividade contra ROS in vitro

No entanto, também tem sido proposto que ela pode agir como um regulador de crescimento de plantas

O seu papel (antioxidante ou regulador hormonal) é dado pela sua quantidade enddgena na planta

O conteudo enddgeno de melatonina encontrado em folhas de C. edulis variou entre 2 e 1100 ng / g DW), e estdo dentro
da ordem de magnitude de um fito hormoénio ou regulador, ao invés de um antioxidante.



Discussao

» Interagao de melatonina com outros fito hormonios

* A melatonina pode regular positivamente a expressdao do gene que codifica a isopentenil transferase (IPT) uma enzima
reguladora chave que é essencial para a biossintese da citocinina

* A melatonina aumentou aos 14 dias de aclimatacao a frio na camara climatica, e resultou em aumentos nos teores de
citocininas em C. edulis. Entretanto, o conteudo de citocinina manteve-se elevado aos 21 dias de estresse pelo frio,
enquanto a melatonina diminuiu, indicando que houve uma interacao melatonina-citocinina

* A melatonina exdgena pode regular os genes de biossintese relacionados ao ABA e regular negativamente o catabolismo
desse hormonio. Portanto, uma possivel conversa cruzada de melatonina com ABA e citocininas na aclimatac¢ao a frio em
C. edulis é possivel, embora seja necessaria investigacao adicional.



Conclusao

Conclui-se que a resposta hormonal e fisioldgica ao resfriamento em C. edulis nao depende apenas do tempo de
exposicao a baixas temperaturas e da severidade do estresse, mas também das demais condicbes ambientais
prevalentes as quais as plantas estao expostas. No entanto, a resposta de C. edulis a baixas temperaturas foi muito
plastica, demonstrando assim a grande capacidade dessa espécie se aclimatar ao frio.

Enquanto a resposta hormonal induzida pelo frio na horta experimental foi caracterizada pelo aumento do conteudo
de acido salicilico (AS); Os conteudos de melatonina e citocinina aumentaram em resposta ao estresse de baixa
temperatura na camara climatica.

Em ambos os experimentos, o conteudo de ABA aumentou (camara de crescimento) ou ja estavam muito elevados
constitutivamente (horta experimental), sugerindo que o ABA tem um papel central na resposta dessa espécie de
planta ao estresse pelo frio.

No geral, os resultados sao indicativos da extraordinaria plasticidade da resposta hormonal de C. edulis ao estresse
pelo frio.
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