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Introduccié general

1. INTRODUCCIO GENERAL

1.1 Estres en plantes

En 1980, Levitt va definir l'estres com “Qualsevol factor ambiental
potencialment desfavorable per als organismes vius”. L’ecofisidoleg vegetal
Larcher (1987) va descriure l'estrés en vegetals com “un estat en el qual les
creixents demandes fetes a una planta condueixen a una desestabilitzacio de
funcions, seguida per la normalitzacio i per una resisténcia millorada”, a meés a
més “si els limits de la tolerancia son excedits i es sobrepassa la capacitat
adaptativa, el resultat pot ser el dany permanent o inclis la mort”. Lichtenthaler
(1998) indica que l'estrés en els vegetals és “gqualsevol condicié desfavorable
per al creixement i desenvolupament dels vegetals” i també va subratllar que en
la major part dels casos “les plantes es poden recuperar quan desapareixen els
agents estressants”. Quan una planta esta sotmesa a unes condicions
significativament diferents de les optimes per a la vida es diu que esta sotmesa
a estres, si bé les diferents espécies o varietats difereixen en els seus
requeriments optims i per tant en la seua susceptibilitat a un determinat estres
(Valladares i Niinemets, 2008). A més a meés, hi ha periodes o etapes del
desenvolupament, com l'estadi de plantula, on les espécies poden ser
particularment sensibles (0 insensibles) a un estres determinat. Les plantes
responen a l'aparicié d’una situacié d’estres segons un model sequencial de
quatre fases. Quan es presenta l'estres, les plantes reaccionen alentint o
aturant les seues funcions biologiques basiques i reduint el seu vigor. Aquesta
reacci0 s'anomena fase dalarma i és concomitant amb [lactivacio dels
mecanismes per a fer front a lI'estres. Si les plantes no tenen mecanismes
adequats de defensa o de resposta, o si la situacié d’estres és molt intensa,
experimenten danys irreversibles i moren. L’activacié d’aquestos mecanismes
condueix a l'acomodacié del metabolisme cel-lular a les noves condicions,
activant processos de reparacio de la maquinaria danyada. En aquesta fase de
resisténcia, els canvis que es produeixen permeten a la planta assolir un nou
estat fisiologic optim. Quan la situacié d’estres es manté durant un temps
excessiu, la capacitat de resistencia s’esgota i la planta atura novament les

seues funcions. Aquesta fase d’esgotament de la resistencia culmina amb la
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mort de la planta si la situacié d’estrés no desapareix a temps. Si l'estrés
desapareix, les funcions fisiologiques es poden regenerar assolint, per tant, la
fase de regeneracid (Azcon-Bieto i Talon, 2008). L’estudi de les respostes de
les plantes a l'estres és un aspecte fonamental de la fisiologia ambiental o
ecofisiologia, la qual es proposa conéixer com les plantes funcionen en els
seus ambients naturals i quins sén els patrons que determinen la seua
distribucid, supervivencia i creixement (Kramer i Boyer, 1995; Ackerly et al.,
2002; Lambers et al., 2008). El senyal de l'estrés posa en marxa una série
d’accions fins que es manifesten les respostes en les plantes. Aquestes
accions comprenen la percepcié per part de la planta de I'estimul estressant, el

processament del senyal i la regulacié de I'expressio genica.

Segons el tipus de factor mediambiental advers, I'estrés en els vegetals es pot
classificar com biotic o abiotic. L'estrés biotic el causen els essers vius, com
animals, altres plantes i agents patogens (bactéries, fongs, virus). L'estres
abiotic, depenent de la natura de l'agent causal, pot ser fisic (deficit hidric,
salinitat en la seua component osmotica, temperatures extremes, radiacio,
inundaci6 i estrés mecanic) o quimic (salinitat en la seua component ionica,
carencia de nutrients i agents contaminants ambientals). El creixement de les
plantes aixi com la seua productivitat estan greument afectats per tots aquestos

estressos ambientals.

Les plantes responen i s’adapten als estressos ambientals a nivell molecular,
cel-lular, fisiologic i bioquimic (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Alguns
d’ells estan units pel fet que el resultat sol ser la disrupcio de I'estatus hidric de
la planta (Verslues et al., 2006). El coneixement dels mecanismes de
resistencia a I'estres permet comprendre els processos evolutius implicats en
I'adaptacio de les plantes a un ambient advers i predir fins cert punt la resposta
vegetal a I'increment de I'adversitat associada en molts casos al canvi climatic
global. A més a més, poden ser aplicats per a millorar les caracteristiques de
les plantes tant en la seua fase de cultiu com en la seleccié de varietats que
s’ajusten a uns requeriments ambientals determinats o, simplement, en millorar
la productivitat d’'una espécie (Valladares et al., 2008). Existeixen diversos tipus

de mecanismes per a fer front a I'estres, i apareixen depenent de la planta,
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tipus i intensitat d’aquest, com per exemple la sintesi i acumulacié de prolina,
poliols, compostos antioxidants i fendlics, aixi com la biosintesi de proteines
enzimatiques i la seua activitat. A més a més, com a resposta a l'estres, les
plantes varien els balancos de distintes hormones vegetals que retornen a
valors normals quan les condicions adverses desapareixen. Les hormones
vegetals alteren I'expressio de gens que codifiqguen proteines implicades en les
respostes i adaptacions a les condicions estressants, o0 en la seua recuperacio

qguan han desaparegut.

En el context del treball descrit en aguesta memoria es relaten els efectes que
provoquen en les plantes I'estres sali, I'estrés per sequera i I'estrés derivat de

la inundaci6 del substrat.

1.1.1 Sequera

La sequera es podria definir com a un periode en el que les precipitacions
estan per baix de les mitjanes estacionals habituals per a la zona, i que limita la
productivitat en un sistema natural o agricola (Boyer, 1982). Es tracta d'un
deficit hidric prolongat, entenent per deficit hidric qualsevol limitacié al
funcionament optim de les plantes imposada per una insuficient disponibilitat
d’aigua. La sequera pot ser permanent, originant el que s’anomena aridesa;
estacional; impredictible; i no aparent, originada per vents forts, altes
temperatures o baixa humitat. El deficit hidric pot presentar-se amb diferents
intensitats i durades, de manera que les plantes respondran atenent al caracter
i magnitud de l'estrés. Les plantes responen i s’adapten per tal de sobreviure a
condicions de sequera mitjancant la induccié de respostes morfologiques,
bioquimiques i fisiologiques. Segons (Lambers et al., 2008) es distingeix entre
respostes immediates, aclimatacio i adaptacid. Durant el periode de sequera
algunes de les respostes immediates de les plantes son el tancament dels
estomes, la reduccio de I'expansio foliar, canvis en el creixement de les arrels o
I'activacid de mecanismes de dissipacid termica en les fulles. L'aclimatacio fa
referencia a respostes a l'estrés que ocorren en temps meés llargs, compensant
les disminucions de I'activitat fisiologica que son consequéncia de les respostes

immediates. Alguns exemples d’aclimatacié sén la reduccio de la grandaria de
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les fulles, la senescencia foliar i I'ajust osmotic, acumulant soluts compatibles
tals com la prolina per tal de mantenir el potencial hidric i evitar aixi la
deshidratacié (Verslues et al., 2006). A més a més, es sintetitzen proteines
protectores com les dehidrines i antioxidants, restringint aixi el dany a altres
proteines i membranes cel-lulars i reduint els nivells d’espécies reactives
d’oxigen perjudicials. Les plantes també redueixen el seu creixement com a
estrategia per a salvar i redistribuir els recursos que es limiten en aquestes
condicions extremes (Granier i Tardieu, 1999; Skirycz et al., 2010). Per altim,
'adaptacid a l'estrés hidric és un concepte evolutiu que fa referéncia a
modificacions genétiques i morfologiques que ocorren a escala temporal de
diverses generacions, afavorint la supervivéncia i creixement de I'espécie.
Alguns dels canvis que es produeixen a causa de 'estres afecten a la fenologia
de I'espécie, a les arrels profundes, als mecanismes fotosintetics...

La disponibilitat d'aigua en el mén comenca a estar limitada i la creixent
demanda d’aliments podria empitjorar la situacio en un futur proxim (Somerville
i Briscoe, 2001). Actualment no existeixen tecnologies economicament viables
que faciliten la produccié dels cultius en condicions de sequera, pero el
desenvolupament de plantes tolerants a aquest estrés podria ser una
aproximacio que ajudaria molt a suplir la demanda d’aliment. Els efectes de
I'estrés per sequera es podrien reduir emprant els genotips adequats i ajustant

les practiques agronomiques a la disponibilitat d’aigua (Farooq et al., 2009).

1.1.2 Salinitat

La salinitzacioé es I'acumulacio en el sol de sals solubles en aigua. Es classifica
segons l'origen de les sals presents al substrat; s'anomena salinitzacio primaria
a aquella que deriva de I'acumulacio de sals d’origen mineral. El diposit de sals
d’origen oceanic en zones costaneres, la intrusid marina als estuaris, rierols i a
la capa freatica constitueixen altres aportacions de sals als ambients
continentals. Quan les sals procedeixen de laigua de reg, de residus
procedents de I'adob (geps, sofre, etc...), de fertilitzants quimics i de I'aplicacié
de fangs de depuradora, la salinitzacid s’anomena secundaria 0 antropogenica
(Tanji i Keyes, 2002). Aquesta ve associada a I'evolucié de l'agricultura tant a

nivell de les técniques d’irrigaci6 com a canvis en I'Gs i distribucio de l'aigua.
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L'acumulacié de sals és una de les principals amenaces no biologiques per als
ecosistemes. Les sals redueixen l'absorci6 de nutrients de les plantes i
disminueixen la qualitat de l'aigua, afectant al desenvolupament vegetal. Al
nostre planeta, la major reserva daigua la constitueixen els oceans
(aproximadament un 96.5% del total). La resta son aiglies d’origen continental:
llacs, rius, etc...de les quals un 1.7% esta en forma de gel i un altre 1%
presenta un elevat grau de salinitzaci6; aleshores, sols un 0.8% de I'aigua del
planeta esta disponible per al consum huma i agricola. El creixement de I'area
de regadiu junt amb el de les poblacions humanes fan preveure problemes
d’abastament d’aigua en un futur proxim (Pitman i Lauchli, 2002).

L’efecte de la salinitat sobre la planta es manifesta per una marcada reduccio
del creixement i de [l'efectivitat funcional de la mateixa, provocant canvis
drastics en la seua fisiologia que inclis poden desembocar en la mort
d’aquesta si la salinitat persisteix (Storey i Walker, 1999). La fisiologia de la
planta es veu afectada per la sal degut a I'estrés osmotic al que esta sotmesa,
a la toxicitat dels ions i al desequilibri nutricional que es produeix (Al-Yassin,
2004). L'acumulacié de sals en I'entorn de I'arrel afecta a la funcionalitat de la
planta per produir-se un deficit d’aigua i un trastorn en I'homeostasis d’'ions
(Munns, 2002; Zhu, 2003). Aquest procés dificulta I'absorcié d’aigua i nutrients
per el que la planta posa en funcionament diversos mecanismes per a restablir
el balan¢g osmotic existent entre ella i el seu entorn. La planta inicia una
absorcio de les sals i les incorpora als seus teixits desencadenant un efecte
ionic, que pot variar considerablement depenent del genotip sotmes a l'estres i
de I'espécie ionica que s’acumula. Per tant, dins de la salinitat es distingeixen
dues components: un factor osmotic inicial i un factor ionic posterior (Storey i
Walker, 1999; Munns i Tester, 2008).

Al llarg de milions d’anys, les plantes han desenvolupat diferents mecanismes i
estrategies per tal de poder sobreviure sota diferents condicions de salinitat que
es poden classificar segons el grau de contacte amb la salinitzacié (Breckle,
2002). Aquestos mecanismes de les plantes es poden classificar en
mecanismes per a evitar l'estrés sali, processos d’evasio i adaptacio i
mecanismes de tolerancia. Aquestes estrategies impliquen l'accio de diversos

mecanismes (transport de soluts compatibles, senyalitzacié de processos de
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desenvolupament, etc...) que intervenen per a aconseguir que la planta creixa,
es desenvolupe i arribe a produir en condicions de salinitat. La relativa
capacitat d’'unes especies vegetals respecte d’altres de dur a terme aquestos
processos basics en condicions de salinitat és el que anomenem tolerancia
(Breckle, 2002). Actualment, en aquelles arees afectades per la salinitzacio
s'empren espéecies tolerants i a banda s’apliguen técniques de cultiu
especifiques encarades a la reduccié dels efectes de la salinitat sobre la
produccio. En els dltims anys I'interés per millorar la tolerancia dels cultius ha
anat creixent, emprant métodes de millora i seleccié genética tradicionals o bé
produint organismes modificats geneticament. En aquest ultim cas, s’han
incorporat gens amb expressions que modifiguen mecanismes bioquimics i
fisiologics involucrats en la tolerancia a salinitat (Kasukabe et al., 2004; Sanan-
Mishra et al., 2005).

1.1.3 Inundacio

Els constants canvis climatologics, deguts en part a l'acci6 humana, estan
desencadenant en un augment en la freqiiéncia de fortes precipitacions i de
I'activitat ciclonica tropical. Aquest augment de precipitacions comporta, en la
majoria dels casos, llargs periodes d’inundacié del substrat, que modifiquen les
condicions optimes de desenvolupament de la planta i per tant generen
variacions en la seua fisiologia (Bailey-Serres i Voesenek, 2008).

Algunes especies de plantes tenen una gran capacitat per a suportar aquestes
condicions, i altres inclis poden créixer vigorosament en resposta a la
inundacié. Aquesta variacio interespecifica té un fort impacte en I'abundancia
de les espécies i la seua distribucié en ecosistemes propensos a la inundacié
(Blom i Voesenek, 1996). En aquestes condicions d’inundacio, la difusié dels
gasos a través de les particules del sol es veu dificultada per I'elevada
acumulacio d’aigua; aleshores 'O, disponible és consumit en poc de temps per
les arrels de les plantes i pels microorganismes mentre es produeix una
acumulacio de gasos d’origen biologic (Jackson et al., 2003). La inundacio del
substrat provoca també I'acumulacio de CO; i la formacio de bicarbonats, que
contribueixen a augmentar el pH, que afavoreix la solubilitzacié de distints

minerals de Fe i Mn contribuint a I'aparici6 de simptomes de clorosi férrica
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(Schaffer, 1998). Les condicions d’anaerobiosi en combinaci6 amb
temperatures elevades contribueixen a accelerar els processos quimics i
biologics que provoquen I'aparicié de substancies toxiques a partir de materia
organica: aquestos processos alhora limiten la disponibilitat de nutrients per a
la planta. En aquestes condicions, diversos microorganismes presents al
substrat poden emprar altres compostos inorganics com a acceptadors
d’electrons. Aleshores es produeix 'acumulacié de nitrits, oxid nitrés i, fins i tot,
nitrogen gas quan els organismes empren NOj  (procés de desnitrificacid) o
H,S, que és altament toxic per al metabolisme radicular quan empren SO,*
com a acceptador final d’electrons (Jackson et al., 2003). A més a mes, les
condicions d’embassament afavoreixen [I'aparici6 de diverses malalties
criptogamiques, de fet, les espécies del génere Phytophthora sén capaces de
tolerar baixes concentracions d’O; i, en aguestes condicions, veuen afavorides
la produccio i la dispersié de les zoospores que sbén atretes pels exsudats
produits per les arrels (Kozlowski, 2000). L’efecte de la inundacié del substrat
no sols es limita a efectes quimics i/o biologics de I'entorn sobre la planta sind
gue també provoca disfuncions del metabolisme que, conjuntament amb els
altres factors esmentats abans, poden contribuir al dany provocat per la
inundacié. Es pot millorar el comportament dels cultius front a aquest factor
ambiental mitjancant diverses tecniques culturals que afavoreixen el drenat de
I'excés d’aigua, la instal-lacié de sistemes de drenatge (solen ser operacions
costoses a nivell economic i material) i també altres operacions que es poden
realitzar sobre els cultius i que estan relacionades amb la fertilitzacio o amb I'Gs

de cultivars tolerants als efectes de la inundacié (Jackson et al., 2003).

1.2 Plantes model

1.2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana és una planta dicotiledonia menuda amb flors, nativa
d’Europa, Asia i el nord-est d’Africa. Pertany a la familia de les Brassicaceae.
Va ser descoberta per Johannes Thal, d’aci el seu nom, en les muntanyes de
Harz en el segle XVI. Des de ja fa algun temps, Arabidopsis thaliana ha sigut

adoptada com a model genétic de plantes vasculars, jugant un paper crucial en
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la identificacié de gens i les seues funcions biologiques, encara que no té cap
interés agronomic. Les caracteristiques que primer atragueren als genetistes
van ser la seua grandaria, l'auto fecunditat i un cicle de vida curt, que es
completa en poques setmanes, des de la germinacio de les llavors, el
desenvolupament de la rosseta, la floracio, el desenvolupament de les siliques i
la maduracié de les llavors. Aquestes qualitats han permes la compactacio dels
experiments en I'espai i en el temps. Una altre avantatge important d’aquesta
especie és el seu genoma menut, amb cinc cromosomes, que esta totalment
sequenciat en l'actualitat, el que ha permes que es desenvolupen nombroses
tecniques per a l'estudi de la funcié geénica. La capacitat de transformar A.
thaliana amb gens exogens de forma relativament senzilla ha afavorit
I'ampliacié dels estudis genétics i moleculars, i ha situat a A. thaliana al
capdamunt dels models vegetals en investigacio basica (Bressan et al., 2001).
Per tots aguestos motius, Arabidopsis thaliana ha esdevingut el model vegetal
per excel-lencia per a estudis fisiologics de resposta a I'estres. En aquest sentit,
els camps que major desenvolupament han experimentat son la salinitat i
'estrés hidric per la seua implicaci6 en la productivitat de les espécies
cultivades. Ambdés tipus d’estrés tenen una component comu que és la de
limitacio de la disponibilitat d’aigua; en el cas de l'estres hidric, per raons
obvies, i en el cas de l'estres sali com a consequencia de I'efecte osmotic que
I'elevada concentracié de sals té sobre la mobilitat de l'aigua, tal i com s’ha
descrit anteriorment. Les plantes d’Arabidopsis responen a aquest estimul
tancant de forma rapida els seus estomes (Yoshida et al., 2002) i reduint el seu
potencial hidric per tal d’evitar la deshidratacié i seguir mantenint el flux d’aigua
des de les arrels cap a la part aéria (Inan et al., 2004; Verslues i Bray, 2006).
Aquesta regulacio del potencial hidric es du a terme mitjancant la biosintesi de
soluts compatibles com la prolina (Gémez-Cadenas et al., 1996; Gdmez-
Cadenas et al., 1998; Verslues i Bray, 2006) i I'acumulacié de sals procedents
del substrat en els organs fotosintétics. Aquestes respostes estan sotmeses a
control hormonal en les plantes d’Arabidopsis thaliana aixi com en la resta de
plantes superiors. No obstant, en condicions d'estres sali, les plantes
d’Arabidopsis experimenten una reduccio en el creixement vegetatiu que no
esta directament relacionada amb el manteniment del potencial hidric i de

turgéncia, la qual cosa suggereix l'existencia d’altres factors, potser també
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hormonals, que regulen aquest important aspecte de tolerancia (Inan et al.,
2004). En situacions en les que I'habilitat fotosintética i el creixement vegetatiu
es veuen compromesos també existeix un conflicte energetic que pot
desembocar en la produccié6 massiva de ROS. En les plantes superiors, es
considera que la capacitat d’eliminar efectivament les ROS esta directament
relacionada amb la tolerancia a una determinada situacié6 ambiental (Perl-
Treves i Perl, 2002). Arabidopsis thaliana es considera doncs una espécie
mesofila que no tolera bé situacions extremes de temperatura, sequera,
salinitat, etc...Per aquest motiu, la recerca duta a terme en Arabidopsis
encarada a trobar factors implicats en la tolerancia a I'estrés no ha rendit, fins la
data, els resultats esperats. Emprant la genética inversa com a estrategia,
s’han desenvolupat diversos mutants amb una resposta deficient front a I'estres
abiotic associats amb funcions géniques relacionades amb la biosintesi
hormonal (Inan et al., 2007) o la senyalitzacio molecular de les respostes a
I'estres (Huang et al., 2008). Donada I'aparent importancia de I'acumulacié de
prolina com a osmolit compatible i per a corroborar la seua implicacié en la
tolerancia a l'estrés, en un treball recent es va comparar un mutant
d’Arabidopsis amb major capacitat de sintetitzar i acumular prolina (eskimo-1)
amb el corresponent genotip silvestre. Els resultats descartaren la implicacié
d’aquest solut compatible en la tolerancia a I'estres (Ghars et al., 2008). No
obstant aix0, existeix una gran variabilitat en la resposta front a I'estrés abiotic
entre els ecotips d’Arabidopsis descrits (Lefebvre et al., 2009) i aixd ha conduit
als investigadors a buscar nous models vegetals per a I'estudi de la tolerancia a

les condicions ambientals adverses.

1.2.2 Thellungiella halophila

En Setembre de 2004, un grup d’investigadors es reuniren en Paris per a
discutir les possibilitats que oferia una menuda planta crucifera per a convertir-
se en una nova espécie model per a la investigacié molecular en el camp de la
tolerancia a I'estres abiotic (Inan et al., 2004). Son dos els genotips que s’estan
utilitzant per a la investigacié, anomenats Yukon, originari de Canada, i
Shandong, de Xina. Ambdos ecotips sén capacos de tolerar concentracions de

NaCl en l'aigua de reg de fins i tot 500 mM. La planta en qlestio era
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Thellungiella halophila, molt semblant a A. thaliana en termes de grandaria,
regim de creixement i fisiologia. A més a més, comparteix molts dels aspectes
que la feren popular entre biolegs i genetistes, incloent un cicle de vida curt, un
genoma menut, i una gran produccié de llavors. Al contrari que A. thaliana, T.
halophila és capac de tolerar diferents condicions d’estrés abiotic. Encara que
T. halophila és una espécie propera a A. thaliana, aquesta no es troba en el
mateix genere, i tenint 7 cromosomes, no es pot creuar amb A. thaliana.
Mitjancant citometria de flux s’ha vist que T. halophila t¢ un genoma d’'una
grandaria menys del doble que la d’A. thaliana, i I'analisi de ESTs de diversos
centenars de clons de T. halophila ha revelat nivells de similitud entre el 90 i el
95 % (Bressan et al., 2001; Zhu, 2001).

La diferent tolerancia a la salinitat entre ambdues espécies s’ha atribuit, en
part, a la homeostasis d’ions. Al contrari que Arabidopsis, Thellungiella
restringeix I'acumulacié de Na* en els brots a I'hora que manté la capacitat
d’absorcié de K™ superior (Volkov et al., 2004; Inan et al., 2007). A més a més,
estudis de I'expressié génica diferencial en Arabidopsis i Thellungiella van
revelar una sobreexpressié SOS1 en plantes no estressades d’aquesta ultima
respecte d’Arabidopsis. Aquest gen codifica per a una proteina antiportadora de
Na'/H" associada a membrana que recull i carrega ions Na* des de i cap al
xilema. El patré d’expressido es va veure correlacionat amb una dinamica
d’acumulacié de Na* a la saba xilematica més lenta que en el cas d’Arabidopsis
(Kant et al., 2006). Sota les mateixes condicions control, Thellungiella presenta
nivells endogens de prolina superiors que Arabidopsis en la part aeria (Inan et
al., 2004; Kant et al., 2006), associats a una sobreexpressié constitutiva de
P5CS, gen clau en la biosintesi de prolina, i a la repressié del gen PDH implicat
en el catabolisme d’aquest metabolit (Kant et al., 2006). Existeix, doncs, una
diferencia en el grau d’expressio genica aixi com dels gens expressats i/0
reprimits tant en condicions basals com destres en les dues especies:
Arabidopsis i Thellungiella. Les principals diferencies destacades en la literatura
son la sintesi proteica massiva en Arabidopsis, associada a la induccié de novo
d’activitats enzimatiques de resposta especifica a l'estrés, mentre que en
Thellungiella la resposta és la induccié de proteines vinculades a la modificacio

post-traduccional, plegament i redistribucié d'altres proteines preexistents

12



Introduccié general

(Gong et al., 2005). En l'actualitat, s’esta caracteritzant I'expressié genica en
Thellungiella en condicions d’estrés per a identificar funcions génigues que
podrien ser claus en la tolerancia com TsVP que codifica per a una
pirofosfatasa vacuolar (Li et al., 2008), ThCBL9, que codifica per a una proteina
similar a calcineurina-B (Sun et al., 2008) o ThHSC70 que codifica per a una
chaperona (Zhang et al., 2004)). La sobreexpressié d’aquestos gens en tabac i
Arabidopsis va incrementar la tolerancia a I'estres sali i osmotic a traves de
diferents vies. Les dades d’expressié genica de plantes de Thellungiella
sotmeses a diferents condicions adverses indiquen que aquesta espéecie ajusta
el patré d’expressio a les diferents situacions ambientals (Amtmann, 2009). Tot
plegat indica que Thellungiella organitza de forma adequada les eines de les
que disposa mentre que Arabidopsis ha de sintetitzar-les de nou, incorrent en
una despesa d’energia que, a llarg termini, pot ser decisiva (Amtmann, 2009).
L'estrateégia emprada per Thellungiella es pot desglossar en tres punts clau,
segons (Amtmann, 2009): (1) especificitat, Thellungiella regula un grup
especific de gens per a cada situacio d’estres; (2) anticipacio, existeix una
preparacié constitutiva en Thellungiella front a I'estrés; (3) sensibilitat, la dosi
d’estrés necessaria per a induir una resposta transcripcional en Thellungiella és

major que en Arabidopsis.

1.3 Citrics

Els citrics es coneixen des de fa més de 4000 anys, i es pensa que sOn
originaris del sud-est asiatic. Les especies comercials de citrics i altres géneres
afins son, majoritariament, espécies de fulla perenne que poden créixer tant en
condicions de clima tropical com subtropical. Sén el cultiu fruital de fulla
perenne meés important del mén. Pertanyen a la familia Rutaceae dins I'ordre
Geraniales i, en general, presenten quatre caracteristiques fonamentals: (i)
posseeixen glandules d'olis essencials, (i) I'ovari creix sobre un disc floral o
nectari, (iii) les fulles presenten taques translucides i (iv) els fruits presenten
una placentacié axil-lar (Davies i Albrigo, 1994). Un cas particular el constitueix
el Poncirus trifoliata (L.) Raf. o taronger trifoliat, Unic catalogat dins el seu

genere. El seu limbe foliar esta dividit en tres foliols i s’ha emprat en distintes
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ocasions com a parental per a I'obtencié de portaempelts tolerants a distints

factors ambientals adversos.

La incidéncia del virus de la Tristeza sobre la citricultura va obligar a la
implantacio en I'is de portaempelts tolerants a aquesta malaltia, entre els més
utilitzats actualment estan el citrange Carrizo i el mandari Cleopatra, que sén
molt meés restrictius al seu Us que I'antic taronger amarg, pel que fa al tipus de
sol, climatologia i qualitat de I'aigua, al mateix temps que difereixen en el seu
vigor i compatibilitat amb diferents varietats. Per la qual cosa, la introduccio i
desenvolupament de nous patrons en la citricultura és un procés que encara
avui en dia continua. La seleccio del patr6 é€s un factor clau en l'exit de la
plantacid, ja que aquest aportara el sistema radicular i li conferira a la planta
resultant una serie de caracteristiques de tolerancia, vigor i qualitat de fruita.
Avui en dia és facil trobar quasi qualsevol combinacié varietat-patré als vivers
de citrics autoritzats, encara que algunes combinacions han resultat ser
incompatibles. A continuacio es descriuen de forma breu els patrons utilitzats

en aquesta tesi, mandari Cleopatra i citrange Carrizo:

1.3.1 Mandari Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.)

Es una espécie tolerant al virus de la Tristeza, exocortis, psoriasi i xiloporosi,
també tolera la clorosi férrica i és notablement tolerant a la salinitat. Es sensible
a l'asfixia radicular provocada per la inundacié del substrat (Arbona et al.,
2009). El periode en planter pot durar fins els dos anys i agco contribueix a
allargar de forma considerable la produccio de planta comercial. Tot aco junt
amb el reduit vigor que confereix als arbres i el desenvolupament irregular que
atorga, provoca un retard en I'entrada en produccié (Agusti, 2003). No s’han
observat incompatibilitats amb cap varietat coneguda i els arbres que hi sén
empeltats solen assolir gran mida a l'estat de maduresa i els fruits que
produeixen son d'una elevada qualitat encara que, en algunes varietats, el

calibre final del fruit es veu reduit (Castle et al., 1993).
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1.3.2 Citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.):

Aquest patré és, com la gran majoria que s’empren actualment, tolerant al virus
de la Tristeza, perd també ho és a xiloporosi, psoriasi, nematodes i a I'atac de
Phytophthora spp. No obstant, presenta certa sensibilitat a I'exocortis i quan es
conrea en sols calcaris desenvolupa simptomes de clorosi férrica (Agusti,
2003). A més a més, és sensible a I'elevada salinitat en I'aigua de reg. El seu
nom deriva de la contracci6 de ‘citrus’ i ‘orange’, referint-se a [I'hibrid
intergenéric de taronger trifoliat i taronger dolg. Els primers foren obtinguts per
Swingle a finals del segle XIX amb la intencié de produir plantes resistents al
fred (Castle et al., 1993). Foren dos els hibrids introduits: el citrange Troyer i el
Carrizo. Malgrat que sb6n agronomica i morfologicament indistingibles,
actualment és el citrange Carrizo el que s’'usa amb més profusié. Aquest sol
presentar una major productivitat i els fruits son de qualitat superior. Tant el
citrange Troyer com el Carrizo indueixen gran vigor en els arbres que hi sén
empeltats i no presenten incompatibilitats amb la majoria de varietats de

taronja.

Els citrics en general, i els patrons emprats en el desenvolupament d’aquesta
tesi en particular, presenten un mecanisme molt efectiu de reajustament
osmotic per tal de combatre el déficit hidric causat per l'estrés sali, que
aconsegueixen sintetitzant soluts compatibles com la prolina i absorbint ions del
substrat. Pero, s’ha observat com, al contrari que en moltes especies vegetals,
els citrics son sensibles als ions clorur, i la diferent tolerancia observada entre
plantes de citrics es deu a la capacitat del peu per a excloure'ls (Gomez-
Cadenas et al., 2003). A més a més, la tolerancia a l'estrés sali esta
directament relacionada amb la capacitat de mantenir I'aparell fotosintetic en
condicions optimes de funcionament, com é€s el cas de mandari Cleopatra, més
tolerant a I'estres per salinitat que citrange Carrizo (Lépez-Climent et al., 2008).
En quant a l'estrés provocat per la manca daigua, les fulles dels citrics
responen tancant els estomes per tal d’evitar la deshidratacié, augmentant el
desenvolupament radicular i reduint la massa foliar, on novament el peu juga
un paper clau en la tolerancia de la planta front al déficit hidric (Rodriguez-

Gamir et al., 2010). Els citrics, i les especies relacionades, sén sensibles a
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'embassament del substrat, encara que es troben diferéncies entre genotips.
En condicions d’inundacié I'hibrid citrange Carrizo mostra major tolerancia
mentre que Cleopatra sembla ser molt sensible. La diferent tolerancia que
exhibeixen els patrons s’ha associat a la distinta capacitat per a eliminar ROS
(Arbona et al., 2008), i per a mantenir el funcionament de la maquinaria
fotosintética (Arbona et al., 2009).

1.4 Fitohormones

Les fitohormones, també conegudes com a hormones vegetals, sOn
substancies quimiques produides per moltes cel-lules vegetals i s6n capaces
de regular de manera predominant els fenomens fisiologics de les plantes. Les
hormones vegetals controlen un gran nombre de processos, entre ells el
creixement de les plantes, la caiguda de les fulles, la floracio, la formacio del
fruit i la germinacio, i les respostes de les plantes en situacions d’estrés tant
biotic com abiotic (Gémez-Cadenas et al., 2002; Howe i Jander, 2008). Una
fitohormona intervé en diversos processos, i de la mateixa manera cada procés
esta regulat per l'accié de diverses fitohormones. S’estableixen fenomens
d’antagonisme i balan¢ hormonal que condueixen a una regulacio precisa de
les funcions vegetals. Les fitohormones exerceixen els seus efectes mitjancant
complexos mecanismes moleculars, que desemboquen en canvis de
I'expressié genica, en el citoesquelet, regulacié de les vies metaboliques i
canvis de fluxos ionics. La constant pressio evolutiva dels estressos abiotics i
biotics ha portat a les plantes a desenvolupar mecanismes de percepcio i
resposta al dany produit per I'estres (Howe i Jander, 2008). En aquest punt les
hormones constitueixen un paper central regulant una resposta dinamica i
adaptativa (Pieterse et al., 2009; Santner et al., 2009). Des del punt de vista
quimic, les hormones vegetals s6n un grup de compostos de gran diversitat
estructural i que poden classificar-se en classes: auxines, citoquinines, ABA,
gibberel-lines, etile, JA, hormones peptidiques, estrigolactones, SA i
brassinoesteroides (Santner et al., 2009). De forma breu es descriuen a
continuacio els compostos amb activitat hormonal que s’han implicat de forma

meés 0 menys directa amb les respostes de les plantes front a I'estres abiotic.
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1.4.1 Acid salicilic

L’acid salicilic, o acid 2-hidroxibenzoic, es troba ampliament distribuit en el
regne vegetal (Raskin et al., 1990). La paraula salicilic deriva de la paraula
llatina salix, que significa salze, nom donat per Rafacle Piria en I'any 1938.
L'acid salicilic s’ha caracteritzat en 36 plantes pertanyents a diversos grups
(Raskin et al., 1990). Aquest compost esta considerat com a una hormona
vegetal molt potent ja que actua com a regulador en el metabolisme de les
plantes (Popova et al., 1997). Es un compost de naturalesa fenolica que conté
un anell aromatic amb un grup hidroxil (Figura 1.1). En estat lliure és una pols
cristal-lina amb un punt de fusié de 157-159 °C i pKa de 2.4 (Raskin, 1992b).
Aquest acid es sintetitza en les plantes a partir de I'acid cinamic mitjancant la
ruta dels fenilpropanoides, i també mitjancant I'isocorismat. Aquesta hormona
s’ha caracteritzat pel seu paper en processos de defensa de les plantes front a
patogens biotrofs, ja que esta implicada en I'activacio de defenses locals i en la
resisténcia sistémica adquirida (Durrant i Dong, 2004; Grant i Lamb, 2006).
Encara que la resposta de defensa varia en funcio de les espécies, s’ha descrit
que la interaccié del SA inhibeix la resisténcia induida per JA front l'atac
d’alguns lepidopters en Arabidopsis (Cipollini et al., 2004). En altres casos les
evidencies genetiques estableixen que el JA és un antagonista de la via de
senyalitzacié del SA (Glazebrook, 2005). També s’ha descrit un augment dels
nivells d’aquesta hormona en plantes sotmeses a irradiacio ultraviolada o 0z6
(Surplus et al., 1998; Rao et al., 2000). En els ultims anys s’ha proposat al SA
com a regulador en la senescéncia de fulles (Morris et al., 2000) i com a
regulador en la transicié a la floracid6 de plantes d’Arabidopsis sotmeses a
estres (Martinez et al., 2004). L’acid salicilic juga un paper clau en la regulacié
del creixement i desenvolupament de les plantes, en la interaccié6 amb altres
organismes i en les respostes als estressos mediambientals (Raskin, 1992a;
Yalpani et al., 1994; Senaratna et al., 2000). A més a més, el seu paper és
evident en la germinacio de les llavors, en la glicolisi, en la floracié de les
plantes termogéniques (Klessig i Malamy, 1994), en I'absorcio i transport d’'ions,
en la taxa fotosintetica, conductancia estomatica i transpiracié (Khan et al.,
2003). En quan a la seua relaci6 amb I'estres abiotic, s’ha descrit com el SA

esta involucrat en la tolerancia de les plantes exposades a estrés hidric,
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sequera i inundacio (Hayat et al., 2008), i a estres sali (Tari et al., 2002).
(Ahmed et al., 2010) suggereixen que el SA augmenta la tolerancia a la salinitat
de la tomata afavorint el subministrament de K* limitant el transport de Na* i CI
a les fulles.

HO

HO

O

Figura 1.1 Estructura quimica de I'acid salicilic (SA)

1.4.2 Acid 3-indolacétic

Les auxines foren la primera classe de fitohormones identificada (Mander,
2003), sent I'lAA l'auxina primaria en la majoria de les plantes. Es una molécula
de caracter indolic amb una cadena lateral —-CH3;COOH com a substituent
(Figura 1.2). En la planta es troba tant en forma lliure com conjugada,
permetent el seu emmagatzematge com a reserva d’auxina inactiva i evitant
aixi la necessitat de sintetitzar de novo. Es conjuga majoritariament amb
glucosa, mio-inositol i aminoacids sent els més comuns els conjugats
constituits per derivats tipus ester o amida (Normanly et al.,, 2004). L’acid 3-
indolaceétic és també una moléecula important en la interaccié planta patogen per
la seua accio sobre el creixement (Jameson, 2000; Gravel et al., 2007). El seu
paper fisiologic és molt divers i engloba processos tan diferents com el control
de la dominancia apical i de [labscisi6 foliar (junt amb [letilé), el
desenvolupament i maduracio del fruit, creixement i desenvolupament de les
gemmes florals, desenvolupament de l'arrel (diferenciacié del teixit vascular i
emissio d’arrels adventicies), etc... Aquesta diversitat en les seues funcions es
reflexa en la extraordinaria complexitat de les rutes biosintétiques, de transport i
de senyalitzacio. L’'lAA es sintetitza a partir del triptofan mitjancant dues vies
diferents: la de la triptamina i la del acid 3-indolpiravic (Strader i Bartel, 2008).
Es postula que els llocs més importants de sintesi de I'lAA soén els teixits joves
en general, on els nivells endogens hi s6n més alts que en la resta.

Generalment, s’ha descrit la seua interaccio amb altres hormones com és el
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cas de les gibberel-lines, sobre les que exerceix una accid positiva activant la
seua sintesi en tabac i pesols (Normanly et al., 2004). En el camp de la
jardineria i de I'agricultura ha segut una ferramenta molt important, ja que el seu
estudi ha facilitat la sintesi d’auxines sintetiques. com el 2,4-D o acid
naftalenacetic, emprades per a propagar plantes facilitant el seu arrelament, i
com a herbicida. Posteriorment aquestes auxines també s’han introduit en el

camp del cultiu in vitro amb el mateix i altres objectius.

ZTIT

OH

Figura 1.2 Estructura quimica de I'acid 3-indolacetic (IAA)

1.4.3 Acid abscisic

L’ABA pertany a un grup de metabolits denominats isopropanoides, €s un
sesquiterpé derivat de la ruta de I'acid mevalonic que, en les plantes superiors,
es sintetitza a partir de les xantofil-les (Figura 1.3). Es pot trobar en forma
conjugada amb diverses molécules organigues: sucres, aminoacids, etc. La
seua forma activa és la lliure i la conjugaciéo amb diferents lligands constitueix
una forma de desactivar I'accié fisiologica de I'ABA (Sauter et al., 2002;
Wilkinson i Davies, 2002; Lee et al., 2006). L’ABA juga un paper important en
diversos processos de la planta, incloent la maduracié de I'embri6, la
dormancia i germinacio de les llavors, el creixement de les arrels i els brots, la
transpiracio, i la tolerancia a I'estres (Mishra et al., 2006). El seu efecte com a
mediador entre la percepcio de I'estres i la promocié de la resposta a traves de
la induccid d'altres fitohormones |i déna un paper clau en la regulacié de les
respostes de les plantes front als factors ambientals (Srivastava, 2002). Regula
el tancament estomatic, mitjancant l'activacio de l'accié dels canals ionics
situats a les cél-lules oclusives dels estomes, i lactivitat fotosintetica per tal
d’ajustar ambdds parametres a l'estat hidric de la planta (Wilkinson i Davies,
2002; Levchenko et al., 2005). Els nivells d’ABA regulen la resposta adaptativa
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caracteristica a molts tipus d’estrés en els que es produeix tancament
estomatic, activacio de gens implicats en I'ajust osmotic, compartimentalitzacié
d’ions, regulacié del creixement de l'arrel i de la tija i modificacions en les
propietats hidrauliques de l'arrel (Ruggiero et al., 2004; Verslues i Zhu, 2005).
Mitjancant analisis genetiques s’ha identificat el paper crucial que juga 'ABA en
el fenomen de dormicié de les llavors que va unit a la seua interaccié amb les
gibberel-lines (Koornneef et al., 2002; Ho et al.,, 2003). L’aplicaci6 exdgena
d’ABA propicia una millor resposta de la planta front a estressos ambientals
(Gomez-Cadenas et al., 2002). Aquesta resposta beneficiosa estaria propiciada

per un correcte ajust metabolic per part de la planta (Kempa et al., 2008).
OH
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Figura 1.3 Estructura quimica de I'acid abscisic (ABA)
1.4.4 Acid jasmonic

Els jasmonats s6n un grup de compostos que deriven de l'acid linoleic,
coneguts globalment com a oxilipines. En concret, els jasmonats deriven de la
ciclopentanona a través de la ruta octadecanoica (Wasternack, 2007). En
I'actualitat, esta ampliament acceptada la idea de que les oxilipines produides
per aguesta via tenen una gran varietat de funcions essencials en el cicle de
vida de la planta (Blée, 2002; Feussner i Wasternack, 2002; Howe i Schilmiller,
2002; Browse, 2009). Els jasmonats, que s’anomenen aixi per la seua principal
molecula activa, el JA (Figura 1.4), inclouen, a més a més als esters conjugats
d’aquest acid amb isoleucina, ACC, etc... aixi com el corresponent metil ester
gque és una hormona de caracter gasés. Els nivells de JA augmenten
rapidament en resposta a pertorbacions mecaniques, atacs d’insectes i a
infeccions per patogens. A més a més, s’ha demostrat que el JA també esta

involucrat en respostes de defensa de plagues, patogens, i estressos abiotics, i
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en la maduracié de les llavors, produccié de pol-len, creixement d’arrels i altres
desenvolupaments vegetals (Hyun et al., 2008; Katsir et al., 2008). El JA s’ha
estudiat des de fa molt de temps per la seua relaci6 amb la resposta de la
planta a I'estrés biotic, ja que s’ha demostrat que la seua interaccio amb el SA
activa un mecanisme de defensa front a I'atac de patogens (Xu et al., 1994;
Lorenzo et al., 2003). S’ha relacionat la seua accido amb la senyalitzacio de la
resposta d’algunes plantes front a diversos estressos de tipus abiotic com la
inundacié (Arbona i Gémez-Cadenas, 2008) i I'estres hidric (Mahouachi et al.,
2007), entre altres.

HO
o) /

Figura 1.4 Estructura quimica de I'acid jasmonic (JA)
1.4.5 Altres hormones

Etile

La seua caracteristica general és la de ser una hormona vegetal gasosa, al
tractar-se d’'un hidrocarbur insaturat amb dos atoms de carboni (C;H4). En les
plantes s’origina a partir del ACC que és oxidat per I'enzim ACC oxidasa (Wang
et al., 2002). El seu caracter gasos li permet actuar sobre teixits allunyats de la
zona de sintesi i inclis en algunes ocasions sobre plantes del voltant. El
precursor de la via de biosintesi és la SAM que es produeix a partir de L-
metionina mitjancant addici0 d’'un grup adenosil de I'ATP dut a terme per
'enzim adenosilmetionina sintetasa. Posteriorment SAM és transformat
mitjancant 'ACC sintasa en ACC i a I'hora, mitjancant 'ACC oxidasa, a etile
(McKeon et al.,, 1996). Aquesta hormona esta implicada en nombrosos
fenomens, tals com I'abscisio, el creixement de la tija i l'arrel, la senescencia,
etc... Pero, on mes ampliament ha segut estudiat el seu efecte és en els canvis

que produeix sobre la maduracio de fruits climaterics, que es caracteritzen per
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gue durant la maduracié pateixen un augment de la taxa de respiracié unit a un
augment en la produccié d’etile. Aquestos canvis acceleren mecanismes
relacionats amb la maduracié com la degradacio de clorofil-les i d’estructures
de paret, la produccié de substancies volatils i I'increment del contingut en
sucres (Adams-Phillips et al., 2004; Giovannoni, 2004). En els citrics, en
resposta a la salinitat o a I'estres hidric, I'etilé actua regulant I'abscisio foliar, de
forma que la seua interacci6 amb 'ABA desencadena una intensificacio del
fenomen d’abscisié (Goémez-Cadenas et al., 1996; GOmez-Cadenas et al.,
1998; Gomez-Cadenas et al., 2000). Fenomens caracteristics de les plantes
sotmeses a inundacié com son la formacié d’aerenquima o la generaci6 d'arrels
adventicies estan lligats a variacions en la sintesi d'etile (Dat et al., 2004). Les
interaccions de l'etilé amb altres hormones s6n molt variades, per exemple la
interaccié amb les gibberel-lines regula I'expansio radicular en citrics (Tadeo et
al., 1997) i amb les auxines promou la formacié d’arrels laterals en Arabidopsis
(lIvanchenko et al., 2008). També s’han descrit nombroses interaccions tant
positives com negatives amb JA, a nivell fisiologic i molecular (Rojo et al., 2003;
Howe, 2004).

Poliamines

Son molecules nitrogenades alifatiques que contenen dos 0 més grups amino
en la seua estructura molecular. En la naturalesa existeixen diverses molécules
amb aquestes caracteristiques pero, les més estudiades, presents en plantes
superiors son: la putrescina, l'espermidina i I'espermina. Totes elles es
sintetitzen de forma consecutiva en la mateixa ruta metabolica a partir de
I'arginina. Aquesta pateix diversos processos de descarboxilacio, desaminacio i
transferéncia de grups propil-amino procedents de SAM. Degut al seu caracter
policationic poden unir-se i formar complexos amb molécules polianioniques,
tals com algunes proteines, fosfolipids, pectines, entre altres components de
paret cel-lular, com les lignines. Las poliamines estan implicades en nombrosos
aspectes fisiologics com el desenvolupament, la senescéncia i la resposta a
estrés. A nivell cel-lular s6n capaces d’interaccionar amb diverses proteines,
formant complexos estables amb els acids nucléics i regulant aixi la sintesi de
macromolécules. Les poliamines desenvolupen un ampli espectre d’accions,

tant a nivell cel-lular com de planta completa. En plantes de tabac s’ha observat
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qgue la sobreexpressié de gens relacionats amb la biosintesi de putrescina
incrementa la seua tolerancia a la salinitat (Kumria i Rajam, 2002). S’acumulen
front a deficiencies en magnesi o bor (Tytti i Seppo, 2002; Camacho-Cristébal
et al., 2005), a causa de l'estres per altes o baixes temperatures (Pillai i
Akiyama, 2004; Alcazar et al., 2010), sequera (Seki et al., 2007), tractaments
amb UV (An et al., 2004) o per la presencia de metalls pesants (Zhao i Yang,
2008). En els ultims anys, s’ha postulat que les poliamines podrien posseir un
paper antioxidant davant certes situacions d’estres demostrant la seua
capacitat protectora front a I'estres oxidatiu induit per diversos factors
ambientals adversos (Ahn i Jin, 2004).

Giberel-lines

L'acid giberél-lic es va aillar per primera vegada en els anys 50, a partir d'un
extracte del fong Gibberela fujikuroi (Malonek et al., 2004). La seua estructura
esta formada per un acid diterpenoide tetraciclic natural, derivat d'un anell ent-
giberela. A partir d'aquesta estructura i mitjancant una serie d’hidroxilacions i
metilacions s’obtenen les diferents giberel-lines. Existeixen una gran varietat
d’aquestes, encara gue només unes poques tenen activitat en la regulacio del
desenvolupament de la planta (Kobayashi et al., 2000), controlant aspectes tals
com la germinaciéo de les llavors, I'elongacio de la tija, I'expansié foliar, la
floracié i el desenvolupament de la llavor. En tots aquestos processos les
giberel-lines actuen com a intermediaries entre la percepcié de I'estimul extern i
la resposta. S’ha observat que tenen un paper important en la germinacio de
cereals, on interactuen de forma antagonista amb 'ABA (Peng i Harberd,
2002). Estudis recents també mostren un efecte sinergic de les giberel-lines
amb [l'etilé, les auxines, el SA i els brassinoesteroides, promovent I'elongacié
cel-lular i la tolerancia a I'estrés en Arabidopsis (Symons i Reid, 2003; Alonso-
Ramirez et al., 2009). Mitjancant I's de mutants, s’ha observat que les
giberel-lines tenen una funcié esencial en el procés de fotomorfogenesi
(Alabadi et al., 2004). Els processos de desenvolupament i creixement de fruits
estan regulats en gran mesura per aquestes fitohormones (lglesias i Talén,
2008).
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Citoquinines

Caracteritzades per promoure la divisio y proliferacié cel-lular, son molecules
derivades de I'adenina amb una cadena lateral unida al grup amino 6 de I'anell
purinic. La cadena lateral pot ser de naturalesa isoprenoide o aromatica
constituent un compost natural distint perd amb activitat de citoquinina (MoK i
Mok, 2001). La seua biosintesi esta mediada per I'enzim isopentenil transferasa
(Hirose et al., 2008), pero la seua activitat no esta unicament regulada a nivell
de biosintesi ja que també sén importants les seues vies de degradacio i
conjugacio (Argueso et al.,, 2009). Estudis recents mostren que plantes
sotmeses a sequera presenten un descens en els nivells de citoquinines del
tipus isoprenoide (com la zeatina) en el xilema, pero sorprenentment els nivells
de les aromatiques augmenten (Alvarez et al.,, 2008). A¢O podria estar
relacionat amb un augment en la inhibicié de la senescencia de la fulla durant
aguestes condicions d’estres o bé amb un increment en la concentracié de
prolina (Alvarez et al., 2008), que actuaria com osmolit protector en resposta a

I'estrés hidric.

Brassinoesteroides

Son un grup de compostos esteroides, similars als de humans i animals, dels
quals en l'actualitat hi ha més de 70 tipus aillats en plantes. Poden trobar-se
tant en forma lliure com conjugats amb sucres o greixos, a més a més de
distribuir-s'hi per tota la planta. En 1979 s'ailla el primer brassinoesteroide en
pol-len de Brasica sp. i des d'aleshores s'han trobat multitud d’aquestos. La
seua diversitat es deu a menudes diferéncies en els substituents de dos dels
anells, els quals s’oxiden i redueixen durant la seua biosintesi. Existeixen rutes
de biosintesi distintes en funcio de I'especie (Choe, 2006). Aquestos compostos
estan implicats en multiples processos fisiologics de la planta com la divisié
cel-lular, elongacio cel-lular, diferenciacié vascular, inhibicié del creixement de
I'arrel, etc. Estan relacionats amb la resposta de detoxificacio del sistema front
a diversos estressos (Bajguz i Hayat, 2009). En llavors de sorgo sotmeses a
estrées osmotic s'ha observat que els brassinoesteroides son capacgos de
disminuir els efectes de l'estres (Vardhini i Rao, 2003). Estudis moleculars han
aportat noves evidencies de la interaccio dels brassinoesteroides amb altres

hormones. En Arabidopsis s’ha establert un efecte sinérgic amb auxines i
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giberel-lines generant un increment en I'elongacio de I'hipocotil (Tanaka et al.,
2003). A més a més influeixen en la biosintesi de JA, alterant, per tant, la
resposta a I'estrés (Schaller et al., 2000).

1.5 Metabolisme secundatri

1.5.1 Definici6

El conjunt de reaccions quimiques que tenen lloc en un organisme viu
constitueix el metabolisme. La major part del carboni, del nitrogen i de I'energia
acaba en molecules comunes a totes les cél-lules, necessaries per al seu
funcionament, que so6n aminoacids, sucres, nucleotids i lipids, anomenats
metabolits primaris. A més a més dels processos metabolics primaris, en les
plantes es poden desenvolupar altres processos que condueixen a la formacio
de compostos peculiars de determinats grups taxonomics. Aquestes rutes
constitueixen el metabolisme secundari, i els seus productes s’anomenen
metabolits secundaris. Aquestos metabolits es sintetitzen en quantitats
menudes i no de forma generalitzada, estant la seua produccié limitada a un
determinat géenere de plantes, a una familia, o inclis a algunes espéecies
(Avalos i Pérez-Urria, 2009; Azcén-Bieto i Talon, 2008). Els metabolits
secundaris deriven biosintéticament de determinats compostos primaris, de
forma que ambdds metabolismes estan interconectats en una extensié que fa
dificil establir una clara divisio entre ells. Molts metabolits secundaris estan
implicats en relacions ecologigues, com per exemple en els pigments de les
flors que atrauen als insectes pol-linitzadors, i els compostos que inhibeixen el
creixement d'altres organismes vegetals, o que protegeixen a la planta
d’infeccions o dels depredadors. En general, es pot afirmar que els metabolits
secundaris constitueixen la via mitjancant la qual les plantes es relacionen amb
el seu voltant. La biosintesi de molts dels metabolits secundaris deriven del
metabolisme primari del carboni, el qual proporciona un nombre de molécules
menudes entre les quals destaquen I'acid shikimic, I'acetat o els aminoacids,
que constitueixen els materials de partida de les principals rutes del

metabolisme secundari (Figura 1.5).
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Metabolisme primari
del carboni

\ 4 \ 4

Ruta MVA [ Ruta de I'acid shikimic ] Ruta MEP

A 4
TERPENOIDES COMPOSTOS FENOLICS
[ POLICET_[DS ] [ ALCALOIDES ] [TERPENOIDES]

Figura 1.5 Esquema de les principals rutes i productes del metabolisme secundari en plantes

1.5.2 Rutes i metabolits principals

Terpenoides — rutes MVA i MEP

També anomenats terpens o isoprenoides, constitueixen un dels grups més
ampliament estesos en el regne vegetal. Poden sintetitzar-s'hi per dos rutes
metaboliques, la de I'acid mevalonic (en el citosol) i la del metileritritol fosfat (en
els cloroplasts), donant lloc en els dos casos tant a metabolits primaris
(giberel-lines i ABA) com secundaris de gran importancia per al creixement i
supervivéncia de les plantes. La biosintesi dels isoprenoides comenca amb la
condensacio de lisopentil difosfat i/o Iilsomer dimetilalil difosfat per tal de
formar els precursors dels terpens (Cao et al., 2010). Els terpens solen ser
insolubles en aigua i deriven tots ells de la unidé d’'unitats d’isopré, encara que
presenten una gran diversitat estructural. Inclouen hormones, pigments
carotenoides, esterols, derivats de I'esterol, latex i olis essencials. Molts
terpenoides son comercialment interesants per el seu Us com aromes i
fragancies en alimentacioé i cosmeética, com a insecticides naturals, per la seua
importancia en la qualitat de productes agricoles i per la seua aplicacid en
medicina, ja que tenen propietats anticancerigenes, antiulceroses... (Avalos i
Pérez-Urria, 2009). La seua implicacié en l'estrés abiotic sembla ser cada
vegada més evident, doncs investigacions recents afirmen que les plantes
sintetitzen terpens volatils per tal d’evitar el dany oxidatiu (Schnitzler et al.,
2010).
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Compostos fenolics — ruta de I'acid shikimic

Els compostos fendlics, polifenols o fenilpropanoides deriven del fenol, compost
amb un anell aromatic i un grup hidroxil, i estan presents en tots els teixits
vegetals. La majoria dels compostos fenolics en plantes es sintetitzen per la
ruta de I'acid shikimic. A partir de I'eritrosa 4-P i d’acid fosfoenolpirtvic s’inicia
una serie de reaccions que condueixen a la sintesi de 'acid shikimic i, derivats
d’aquest, aminoacids aromatics (fenilalanina, triptofan i tirosina). La majoria
dels compostos fenolics deriven de la fenilalanina. A partir d’aci, 'enzim PAL
catalitza la formacié d’acid cinamic, que continuara amb la formacié dels acids
trans-cinamic i p-cumaric, que a I'hora es metabolitzen per formar els acids
fertlic i cafeic amb la funcié principal de ser precursors d'altres derivats
complexes: cumarines, flavonoides, tanins, isoflavonoides i lignines ( Avalos i
Pérez-Urria, 2009). Les cumarines son una amplia familia de lactones que
actuen com agents antimicrobians i inhibidors de la germinacio. Els flavonoides
tenen una gran diversitat de funcions, entre les que es troben la defensa,
proteccido UV, inhibicié del transport d’auxines, al-lelopatia i coloraciéo de les
flors (Buer et al., 2010). Els flavonoides son els metabolits secundaris més
bioactius i es poden dividir en diferents classes: flavones, flavanones, flavonols,
flavonones, isoflavones, flavanes i antocianidines (Djoukeng et al., 2008). Els
flavonoides juguen un paper important en la prevencio de malalties infeccioses i
degeneratives, fet pel qual reben el qualificatiu de substancies nutracéutiques.
A més a més presenten propietats antioxidants degut a la seua estructura
quimica (Tripoli et al., 2007). Els tanins sén compostos fenolics polimérics.
Aquestos poden ser hidrolitzables i condensats, sent aquestos ultims derivats
dels flavonoides. Els tanins reaccionen amb les proteines salivars i les
glucoproteines de la boca exercint un efecte astringent, que fa que actuen com
disuasoris alimentaris per als depredadors. Els isoflavonoides també sén
derivats dels flavonoides, com per exemple la genisteina, substancia
estrogenica aillada del trevol (Azcon-Bieto i Talon, 2008). Les lignines son
polimers presents en les parets cel-lulars de les plantes. La biosintesis
d’aquestes comenca amb la desaminacio de la fenilalanina mitjangant I'accio de
'enzim PAL, per tal de formar l'acid cinamic (Figura 1.6), el qual patira a
continuacio reaccions d’hidroxilacio, metilaci6 i reducci6, formant aixi els

monomers principals per a la biosintesi de lignines: els acids cumaric i caféic
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(Figures 1.7 i 1.8), entre altres (Meyermans et al., 2000; Humphreys i Chapple,
2002). L'activitat de la PAL esta influenciada per I'accié de distintes hormones
vegetals, com ['etileé que incrementa la seua activitat en teixits vegetals danyats
per a la produccio de lignines que cicatritzen la zona afectada. La biosintesi de
lignines és el resultat d’'una complicada xarxa genética on els enzims
involucrats responen de manera diferent segons es tracte de factors biotics o
abiotics (Rogers i Campbell, 2004). Quan la planta esta sotmesa a estrés biotic,
les lignines es dipositen en les parets cel-lulars que rodegen la zona infectada
per tal d'incrementar la seua rigidesa i resistencia, mantenint aixi als patogens
aillats. No obstant, (Matsuura et al., 2009) han descrit 'acumulacié d’aquestos
compostos i altres relacionats en resposta a estrés abiotic. No es coneix, pero,
el paper d’aquestes substancies en la resposta a I'estrés ambiental, encara que
es creu que podrien tindre una funcid6 com a antioxidants conjugats a altres

metabolits, com les poliamines.
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Figura 1.6 Estructura quimica de I'acid cinamic
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Figura 1.7 Estructura quimica de I'acid cumaric

HO OH

\

Figura 1.8 Estructura quimica de I'acid caféic
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1.6 Metaboldmica

1.6.1 Descripcio

La metabolomica va naixer al final de la década dels 90 com la tercera via
principal de la genomica funcional, al costat de la transcriptomica i la
proteomica (Ducruix et al., 2008). La metabolomica és una disciplina dedicada
al estudi global del metaboloma, és a dir, del conjunt de metabdlits sintetitzats
per un organisme, la seua dinamica, composicio, interaccions i respostes a
canvis en el seu medi natural, com a ultima expressié del seu genotip (Oliver et
al., 1998). S'estima que en el regne vegetal hi ha al voltant de 200.000
metabolits, o inclis més (Oksman-Caldentey i Saito, 2005). Metabolomics és la
identificacid i quantificacio de tots el metabolits presents en una mostra
biologica especifica d'una planta en unes determinades condicions (Fiehn,
2002). La metabolomica busca una analisi veritablement imparcial, quantitativa
I qualitativa de tots els compostos presents en una mostra. No s’ha de restringir
per propietats fisicoquimiques dels metabolits, com el pes molecular, polaritat,
volatilitat, carrega eléctrica, estructura quimica, entre altres.
Desafortunadament, els metabolits presenten molta més variabilitat que els
gens i les proteines en quan a atoms i subgrups es refereix, no es poden
sequenciar, ni tampoc existeix cap plataforma capa¢ d’analitzar tots els
metabolits presents en una mostra, de manera que s’han dissenyat diverses
estrategies per tal d’aconseguir respostes a questions especifiques, mitjancant
I'aplicacio de diferents metodes i técniques analitiques complementaries (Fiehn,
2002). Com que actualment no existeix una unica tecnologia disponible que
permeti tal analisi exhaustiva, la metabolomica es caracteritza per I'is de
multiples tecniques. La metabolomica també utilitza la quantificacio relativa, i ha
d’incloure, a més a més, un fort enfocament en la identificacio de nous
metabolits. Entre totes les técniques metabolomiques, el metabolite profiling i el
metabolic fingerprinting sén les més utilitzades en la investigacio (Dettmer et
al., 2007; Shulaev et al., 2008).
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Metabolic fingerprinting

Aquesta estratégia esta sent ampliament utilitzada per a identificar patrons
metabolics associats a una resposta determinada a l'estrés sense la necessitat
d’identificar ni de quantificar tots els metabolits de la mostra. EI metabolic
fingerprinting es centra en replegar i analitzar dades de mescles crues de
metabolits per a classificar mostres en lloc de separar els metabolits segons els
seus parametres quimics (Weckwerth, 2003). El fingerprinting es pot dur a
terme amb una gran varietat de técniques analitiques, incloent-hi I'RMN
(Krishnan et al., 2005), MS (Goodacre et al., 2003), FT-ICR-MS o FT-IR
(Johnson et al.,, 2003). La millor tecnica en quant a sensibilitat, poder de
resolucié i baix limit de deteccié es refereix, és MS, pero presenta el
desavantatge que genera gran quantitat d'adductes i espectres molt
complexos. Els metabolic fingerprints poden ser analitzats amb una gran
varietat de técniques estadistiques multivariants (Sumner et al., 2003), entre
elles: PCA, PLS i ANOVA i les seues combinacions; que s'utilitzen en
aplicacions metabolomiques per tal de disminuir les variables i obtenir aixi

dades correlacionades.

Metabolite profiling

El metabolite profiling és la més emprada per a la quantificacio relativa de
determinats metabolits presents en una mostra biologica. Aquesta técnica es
pot orientar tant per a analisi targeted com untargeted. El target analysis utilitza
protocols especialitzats per a analits concrets, i s’utilitza principalment amb fins
de seleccid6 i analisis que requereixen una sensibilitat molt elevada tals com el
seguiment de fitohormones. Aquestos compostos diana solen ser quantificats
de manera absoluta mitjangant I'is de corbes de calibratge i d'isotops estables
com a estandards interns (Durgbanshi et al., 2005). El untargeted metabolite
profiling s’empra particularment per a obtenir una visio global del metabolisme
d’estudi o per a identificar nous metabolits. En general, tant per a analisis
dirigits com per als no dirigits, el procediment analitic es restringeix a la
identificacio i quantificacié d’'uns quants metabolits, de manera que I'extraccio i
purificacio de la mostra s’orienta segons les propietats quimiques d’eixos
compostos, reduint aixi la interferencia d’altres compostos que no son d’interes.

Moltes sOn les técniques que poden ser emprades per a realitzar perfilats, entre
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elles, RMN, GC-MS, LC-MS, CE-MS i FT-IR. Alguns exemples en aquest sentit
poden constituir I'analisi de carotenoides per HPLC-UV, aixi com l'analisi de
carbohidrats acoblant la deteccié per index de refraccié, I'analisi d’'aminoacids
mitjancant LC-FLD després de derivatitzacio o analisi d'intermediaris del cicle
dels acids tricarboxilics mitjancant GC-MS, hormones vegetals acidiques per
LC-MS/MS (Fiehn, 2002; Durgbanshi et al., 2005).

Basant-se en I'objectiu especific de I'analisi i la manipulacié de les dades, els
estudis metabolomics es poden classificar en: discriminadors, informatius i
predictius. Les analisis de tipus discriminador es centren en diferenciar mostres
sense la necessitat de crear models estadistics per a identificar vies que
permeten caracteritzar tals diferencies. Per exemple, el vi s’ha classificat per
varietat de raim i area de produccioé mitjangant técniqgues metabolomiques (Son
et al., 2008), i s’han realitzat perfilats metabolomics per tal de distingir entre
genotips de citrics (Arbona et al.,, 2009). La discriminacid s'aconsegueix
mitjancant I's de tecniques d’analisi multivariant, sent la ferramenta meés
utilitzada per a aquest fi la PCA seguida d’'HCA. Aquesta i altres técniques
s’han descrit ampliament en revisions recents (Van Der Werf et al., 2005;
Kemsley et al., 2007). Per una altra banda, les analisis metabolomiques de
tipus informatiu persegueixen la identificacio i quantificacio de metabolits per tal
d’obtenir informacié més exhaustiva de la mostra. La metabolomica informativa
s’ha utilitzat en el desenvolupament i actualitzacié de bases de dades tals com
la base de dades del metaboloma huma (Wishart, 2007). La investigacio de
possibles rutes metaboliques, nous compostos bioactius, biomarcadors, la
creaci0 de bases de dades especialitzades i l'estudi de funcionalitat de
metabolits també es poden dur a terme mitjangant la metabolomica informativa
(Bottcher et al., 2008b). Finalment trobem la metabolomica predictiva. En
aguest cas, els models estadistics es creen per a predir una variable que és
molt dificil de quantificar per altres vies, com per exemple, s’han desenvolupat
alguns models per a predir la qualitat sensorial del te verd (lkeda et al., 2007).
Aquestos models es realitzen normalment mitjancant técniques tals com la PLS
(Lisec et al., 2008), i correlacions canonigues (Hannah et al., 2006).
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1.6.2 El procés de I'analisi metabolomica

La metabolomica é€s una poderosa eina per a I'estudi dels sistemes biologics,
que inclou no nomeés l'analisi quimica i tractament de dades, siné també el
disseny experimental, el preprocessament de les dades, aixi com la seua
posterior interpretacié biologica. L'analisi metabolomica consisteix en una
sequencia de passos que inclouen la preparacié de la mostra, I'extraccié dels
metabolits, la derivatitzacid, la separacié dels metabolits, la deteccid i el

tractament de les dades (Figura 1.9).

[ MOSTRA ]

Extraccié
(derivatitzacid)

Neteja [ Fraccions de metabdlits ]

A 4 A 4 A 4

Targeted metabolite profiling Untargeted mefabo//fe prof///ng Metabolic f/n_qerpr/nf/ng
GC-MS,LC-MS ... GC-MS, LC-MS, LC-RMN .. RMN, FT-IR ..

A 4

Tractament de dades
Identificacié de pics, alineament, andlisi
estadistica: ANOVA, PCA, PLS, HCA...

Figura 1.9 Representacié esquematica del procés de I'analisi metabolomica

- Preparacié de la mostra: Quan es tracta de detectar simultaniament tots els
metabolits presents en un teixit vegetal és molt important el pas de preparacio
de la mostra, ja que és necessari parar rapidament I'activitat enzimatica
inherent de les mostres biologiques per tal de mantenir la integritat metabolica
del teixit en questi6. AcO es pot aconseguir mitjancant congelacié amb
immersio en nitrogen liquid (Fiehn, 2002). Pero, hi ha que tindre en compte la
possible descongelacid parcial de les mostres que pot causar I'evaporacio de
metabolits termolabils en el moment de I'extraccio, i que es pot evitar mitjancant

la liofilitzacio del material vegetal congelat. Una altra estrategia comu per tal de
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parar lactivitat enzimatica és mitjancant la modificacié extrema del pH
(Mashego et al., 2007).

- Extraccio dels metabolits: Aquest pas, és probablement el més critic que pot
afectar directament a la qualitat de les dades finals, ja que l'objectiu és
maximitzar les quantitats i concentracions dels compostos d'interes.
Normalment es realitzen les extraccions amb solvents organics com el metanol,
mescles de metanol-aigua, metanol-aigua-cloroform o etanol, afegits
directament sobre les mostres congelades (Johansen et al., 1996; Gullberg et
al., 2004). A l'analisi de poliamines, per exemple, I'extraccié es du a terme en
medi acid (Meijon et al., 2010). A més a més, I'extraccié es sol completar, amb
I'objectiu d’augmentar I'eficiencia, mitjancant calor o técniques com l'extraccio
liquid-liquid, extraccié amb fluids supercritics i sonicacié, entre altres (Fiehn,
2002).

- Derivatitzacié: La derivatitzacio pot ser utilitzada per tal d’aconseguir
nombrosos objectius, per exemple per a augmentar I'eficiencia de la ionitzacid,
per a destacar i localitzar funcions quimiques, o per a modificar la polaritat dels
compostos. En alguns casos, sobre tot quan la técnica de separacioé és GC, és
molt comu la derivatitzacio dels metabolits per tal de fer-los volatils o
termostables (Gullberg et al., 2004).

- Separacio i deteccio: Les técniques de separacié meés utilitzades han segut la
LC, la GC i la CE, acoblades en la majoria dels casos a detectors del tipus MS,
RMN i NIR (Rochfort, 2005; Bedair i Sumner, 2008; Wishart, 2008). Totes
aguestes técniques sOn complementaries entre elles, i la seua eleccid
dependra del tipus de metabolits objecte d’estudi. Per exemple, quan es volen
analitzar compostos amb polaritat elevada o volatils s’ha de recorrer a la GC.
Aquesta técnica ofereix una cromatografia molt robusta i una molt bona
eficiencia en la separacid, que resulta amb una major reproductibilitat dels
temps de retencid que en el cas de la LC. A més a més, existeix una gran
disponibilitat de llibreries amb compostos de referéncia (Fiehn et al., 2000;
Roessner et al, 2001). Pero, la separacid6 mitjancant LC acoblada a

espectrometres de masses hibrids del tipus Q-TOF és una de les técniques
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més versatils per a realitzar perfilats, ja que la LC és la téecnica més compatible
per a analitzar biomolécules. A més a més, la exactitud en la mesura de la
massa, el reconeixement del patrd isotopic vertader i la gran sensibilitat del Q-
TOF fan possible calcular la composicié elemental de les senyals detectades

(von Roepenack-Lahaye et al., 2004).

- Tractament de dades: Una vegada s’han adquirit les dades metabolomiques,
es procedeix a I'extraccio dels senyals cromatografics, que es pot dur a terme
amb diferents programes bioinformatics. Alguns exemples d’'aquestos
programes son: MetAlign (De Vos et al., 2007), MzMine (Katajamaa i Oresic,
2005) o XCMS (Smith et al., 2006), que realitzen automaticament I'extraccio,
alineament i correccio del temps de retencido dels senyals cromatografics
adquirits. Aquestos programes generen una matriu de dades que s’ha de reduir
per tal d’interpretar els resultats. En el cas del target analysis les mostres es
solen comparar amb compostos de referéncia. Si es tracta de untargeted
analysis, les dades es tracten amb metodes multivariants, com la PCA, per tal
d’agrupar-les. Degut a que els canvis en el metaboloma objecte d’estudi poden
ser més o menys drastics, la técnica estadistica adequada dependra en cada
cas en particular. Per exemple, la PCA crea noves variables mitjancant
combinacié lineal dels metabolits detectats a I'hora que maximitza les
diferencies entre mostres, facilitant aixi la interpretacié dels resultats, que
continuara amb la classificacié6 de les mostres i amb la identificacié dels
metabolits d’interés. L’analisi de clusters, i en particular HCA, serveix per a

classificar les dades en grups i observar similituds entre elles.

La metabolomica esta ampliant les seues aplicacions, que ja van des de
I'alimentacio fins a la medicina i I'ecologia (Wishart, 2008; Bundy et al., 2009).
En la biologia vegetal, la metabolomica s’ha aplicat ampliament a I'estudi de
plantes model com Arabidopsis thaliana o cultius com la tomata i la creilla
(Catchpole et al., 2005; Keurentjes et al., 2006; Moco et al., 2006), i S’esta
estenent també a l'estudi de plantes silvestres (Kunin et al., 2009; Leiss et al.,
2009). En particular, s’esta aplicant ampliament per a I'estudi de les respostes
de les plantes a l'estres. Per exemple, (Johnson et al., 2003) utilitzaren el

metabolic fingerprinting per tal d’identificar canvis metabolics en fruits de
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tomata sotmeses a estrés sali, mitjancant espectroscopia FT-IR. Els
acoblaments LC-MS i GC-MS s’han emprat per a realitzar un profiling en
plantes d’Arabidopsis sotmeses a estres sali, amb eines bioinformatiques com
la PCA (Kim et al., 2007).

La metabolomica s’esta convertint en una de les ferramentes més poderoses
per a estudiar les respostes de les plantes a I'estrés. La seua combinacié amb
altres de les disciplines ‘Omiques’ oferira possiblement nous descobriments
sobre el metabolisme, i la forma d’activar-lo per tal d’augmentar la tolerancia de

les plantes i cultius a les condicions ambientals adverses.
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2. OBJECTIUS | PLA DE TREBALL

L’'objectiu principal d’aquest treball és el desenvolupament d’'una plataforma
d’analisi metabolomica per a abordar estudis sobre els canvis bioquimics
associats al metabolisme secundari vegetal en resposta a condicions
mediambientals adverses. Dins d’aquest objectiu general, la plataforma
desenvolupada s’aplicara a dos models vegetals: per una banda, el tandem
Arabidopsis thaliana i Thellungiella halophila; i els patrons de citrics citrange
Carrizo i mandari Cleopatra, per una altra. Els objectius especifics es detallen a

continuacio:

l. Optimitzaci6é d’'una plataforma metabolomica

En aquesta part de la tesi l'objectiu perseguit és el desenvolupament i
optimitzacié d’'una plataforma d’analisi metabolomica per a la seua aplicacio en
extractes vegetals. El desenvolupament d’aquesta plataforma implica el disseny
d’'una metodologia analitica instrumental robusta que permeta I'analisi no
esbiaixat de gran quantitat de mostres. Per a dur a terme aguesta tasca, s’han
seleccionat dos grups d’estudi: un de comparacié entre genotips i un altre
d’analisi d’'una série temporal;, amb la intencié d'establir el que sera,
posteriorment, la metodologia a seguir en tots els experiments d’estrés

ambiental que es descriuran en aquesta memoria.

. Respostes fisiologiques, hormonals i metaboliques, comunes i divergents

entre Arabidopsis thaliana | Thellungiella halophila sotmeses a estrés hidric i

sali

En un segon bloc d'estudis, es pretén estudiar les respostes fisiologiques,
hormonals i metaboliques d’Arabidopsis i Thellungiella front a I'estres sali i per
dessecacio, i definir quines respostes soén claus en la tolerancia i/o sensibilitat a
'estrés. Per a dur a terme aquesta tasca, es planteja definir dos grups
d’experiments: excisi0 de la rosseta basal per a simular una situacié de
sequera i la irrigacio de les plantes amb NaCl dissolta en l'aigua de reg fins una

concentracio de 200 mM. La pérdua d’aigua aixi com I'acumulacio de clorurs es
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mesuraran com a respostes fisiologiques importants, i es realitzaran
determinacions d’ABA, JA i prolina. A més a més, s’aplicara la técnica d’analisi
metabolomic per a avaluar canvis en els metabolits secundaris d’ambddés grups
d’experiments en resposta a I'estrés imposat. Els canvis observats es discutiran

en termes de diferéncies en el genotip aixi com tipus i pressioé de l'estrés.

I". Canvis hormonals i metabolics en arrels de citrics sotmesos a estres per

inundacio i estres per seguera

En aquesta tercera part, es proposa caracteritzar les variacions hormonals i
bioquimiques en plantes de dues especies de citrics sotmeses a estres hidric i
a embassament radicular, centrant-se en les arrels com a organs clau en la
interaccié amb I'ambient. Per a dur a terme tal tasca, es planteja analitzar la
concentracio radicular de prolina, aixi com de distintes hormones vegetals
(ABA, JA, SA, IAA) i d’acids fenolics precursors de lignines. A més a meés, es
pretén abordar estudis dels canvis en el metabolisme secundari emprant la
plataforma metabolomica desenvolupada. Les espécies esmentades s’han
descrit com a tolerants i sensibles a les condicions d’estrés proposades, llavors
les diferencies observades es relacionaran amb la relativa tolerancia del

genotip aixi com el tipus d’estrés i la pressié exercida sobre I'organ radicular.
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3. MATERIALS | METODES

3.1 Material vegetal i sistemes experimentals

3.1.1 Arabidopsis thaliana i Thellungiella halophila

Abans de sembrar, les llavors d’Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Arabidopsis) i
de Thellungiella halophila Shandong (Thellungiella) foren esterilitzades
superficialment mitjangant immersions en etanol al 70 %, durant 10 minuts, i
d’hipoclorit sodic (0.2 % w/v), durant 3 minuts. Seguidament, aquestes llavors
es llavaren repetidament amb aigua destil-lada estéril i es deixaren estratificar a
4 °C durant 4 i 10 dies per a Arabidopsis i Thellungiella, respectivament.
Després de l'estratificacio, les llavors es sembraren en pastilles de torba
premsada préviament hidratades (Jiffy Productos Espafia S.L.U, Valéncia) de
41 mm de diametre, es deixaren germinar i créixer durant dues setmanes
aproximadament, i aleshores es trasplantaren individualment a noves pastilles
de torba. Les plantes d’Arabidopsis s'utilitzaren per als experiments d’excisié de
la rosseta basal i salinitat a I'estadi 3.70 (4 setmanes d’edat), segons (Boyes et
al., 2001). Per al cas de Thellungiella els experiments es realitzaren dues
setmanes despreés, coincidint amb un estadi similar al d’Arabidopsis, tenint en
compte el seu retard en el creixement (Inan et al., 2004). Durant tot el periode
de creixement i també en el periode experimental es va emprar un fotoperiode
de 9:15 hores (dia/nit) i temperatures ditirna i nocturna de 26.0 + 2.0 °C i 18.0 £
2.0 °C, respectivament, amb una humitat relativa mitjana del 70 %. Les plantes
es regaren de forma alternada amb aigua desionitzada o solucidé nutritiva de

Hoagland tal i com es descriu a (Bafiuls i Primo-Millo, 1992).

3.1.2 Excisi6 de la rosseta basal

Amb I'objectiu de simular I'estrés hidric, es van sotmetre plantes d’Arabidopsis i
Thellungiella a experiments d’excisié de la rosseta basal i posterior dessecacio.
Les plantes es tallaren amb un bisturi per sobre de l'arrel i es deixaren assecar
durant un periode maxim de quatre hores (experiments preliminars mostraren

que els canvis hormonals i fisiologics més importants es produeixen en aquest
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periode de temps) a la cambra de cultiu, prenent mostres representatives a
diferents temps dins d’aquest periode (0, 20, 40, 60, 120 i 240 minuts). El
procediment per a calcular la perdua d’aigua es descriu a I'apartat 3.2. Al final
de cada periode de dessecacio, les mostres es congelaren amb nitrogen liquid i

s’emmagatzemaren a -80 °C fins la seua posterior analisi.

3.1.3 Salinitat

Per a dur a terme els experiments d’estrés sali, les plantules d’Arabidopsis i
Thellungiella es disposaren de forma espaiada en safates de 30x60 cm, per tal
d’evitar el contacte entre fulles de diferents rossetes. El conjunt de plantes de
cada especie es va dividir en dos grups, un es va regar tal i com es descriu a
'apartat 3.1.1, que va ser el control, i l'altre grup es va regar de la mateixa
manera pero complementant la solucié de reg amb NaCl a una concentracié
final de 200 mM. Mostres representatives de cada grup i de cada especie es
recolliren despres de 5, 9, 13 i 20 dies de tractament. Les rossetes basals es
processaren i congelaren immediatament en nitrogen liquid. ElI material vegetal

congelat es va emmagatzemar a -80 °C fins la seua posterior analisi.

3.1.4 mandari Cleopatra i citrange Carrizo

Plantules de quatre mesos d’edat de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) i de mandari Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.)
procedents d’un viver de citrics autoritzat, es trasplantaren a cossiols de 2 L de
capacitat emprant perlita com a substrat per als experiments d’estres hidric i
una mescla de torba, perlita i vermiculita en proporcié 80:10:10 per als
experiments d’'inundacio. Aquestos dos grups de plantes es mantingueren en
condicions naturals de fotoperiode a l'hivernacle durant aproximadament 2
mesos abans de l'inici dels tractaments, per tal de permetre I'aclimatacio al nou
ambient. Durant aquest temps, la humitat relativa fou entre el 70 i 90 %, la
temperatura ditrna 26.0 = 4.0 °C i la temperatura nocturna 18.0 + 3.0 °C. Els
experiments es realitzaren durant els mesos de Maig i Juny, durant els quals el
fotoperiode natural s’aproxima a 16 hores de llum i 8 de foscor. Durant el temps

d’aclimatacio i també durant els experiments, els grups de plantules que ho
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requeriren es regaren tres vegades per setmana de forma alternada amb aigua
destil-lada i solucié nutritiva de Hoagland modificada per a citrics (Bafiuls i
Primo-Millo, 1992).

3.1.5 Inundacié

Per a dur a terme els experiments d’'inundacio del substrat, plantes de mandari
Cleopatra i citrange Carrizo d'uns sis mesos d'edat al final del periode
d’aclimatacio, se seleccionaren atenent a la homogeneitat en aspecte i estat de
desenvolupament. Per a imposar el tractament d’inundacid, mantenint la
mescla de substrat original (com es descriu a I'apartat 3.1.4), els cossiols foren
introduits en bosses opaques de plastic i, posteriorment, en cossiols de major
capacitat (al voltant de 4 L) que s’ompliren amb aigua de l'aixeta fins cobrir
completament el substrat. Un altre grup de plantes sense inundar es va regar
tal i com es descriu a l'apartat 3.1.4 a mode de control. En aquest grup
d’experiments, I'objectiu fou investigar els canvis hormonals i metabolics que
tenen lloc a la part radicular, per la qual cosa es prengueren mostres
representatives de les arrels despres de 1, 3, 6 i 8 dies de tractament. Es
seleccionaren arrels fines secundaries i es congelaren immediatament en
nitrogen liquid. Les mostres congelades es conservaren a -80 °C fins la seua

posterior analisi.

3.1.6 Sequera

Plantules de citrange Carrizo i mandari Cleopatra, seleccionades de forma
idéentica a I'apartat anterior s’empraren per als experiments d’estrés hidric. De
forma aleatoria, les plantules es dividiren en dos grups: control i estrés hidric i
es trasplantaren a cossiols nous de 2 L emprant en aquesta ocasio perlita com
a substrat, que permet un control més estricte del contingut hidric com a
conseqleéencia de la seua baixa capacitat de retencid, a diferéncia de la torba.
Les plantes del grup control es regaren de forma regular tal i com es descriu a
'apartat 3.1.4 mentre que el grup d’estres simplement es va deixar de regar. El
periode de tractament es va allargar fins els 14 dies, moment en el qual els

simptomes foliars foren evidents. Al llarg d’aquest periode es recolliren mostres
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d’'arrels fines secundaries (a dies 3, 5, 7, 12 i 14) que es congelaren
immediatament en nitrogen liquid i es conservaren a -80 °C fins la seua

posterior analisi.

3.2 Mesures de perdua d’aigua

En els experiments de dessecacio realitzats en Arabidopsis i Thellungiella es va
avaluar la pérdua d’aigua com a parametre fisiologic de rellevancia (Verslues et
al., 2006). Aquest parametre es va estimar mitjancant la pesada de la rosseta
basal immediatament després de l'excisi6 (To) i al cap del periode de
dessecacié (T;) determinat en cada cas (20, 40, 60, 120, i 240 minuts). La
diferencia entre ambdues pesades (To-T1) constituiria la pérdua en pes d’aigua.
Per tal de permetre la comparacio entre rossetes de diferent pes el resultat es
va expressar en percentatge ((To-T1)-100/Tp) i el resultat final com a

percentatge de pes fresc resultant o perdua d’aigua: 100 — [(To-T1)-100/Ty).

3.3 Determinaci6 d’ions clorur

La determinacio de la concentracio foliar d'ions clorur en rossetes basals
d’Arabidopsis i Thellungiella es va dur a terme mitjancant valoracio
potenciometrica automatica amb un clorimetre Sherwood Model 926 (Sherwood
Scientific Ltd. Cambridge, Regne Unit), mitjancant la metodologia descrita a
(Gomez-Cadenas et al., 1998). El teixit foliar es va homogeneitzar manualment
en nitrogen liquid amb un morter i una massa previament refredats fins
aconseguir una pols fina. D’aquest material homogeneitzat es prengueren 0.25
g per cada réplica biologica i es van incubar amb 25 mL d’una solucié freda de
HNO3; 0.1 N (Panreac, Barcelona, Espanya) i acid acéetic glacial al 10 %
(Panreac). La mescla es va agitar suaument durant tota una nit a temperatura
ambient, i a 'endema l'extracte es va filtrar a través de paper de filtre tipus
Whatman n°1 i el filtrat resultant (0.5 mL) es va emprar directament per a les

determinacions. Els resultats s’expressaren en mg de CI g pf.
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3.4 Determinacié de la concentracio de prolina

Per a la determinacié de la concentracio de prolina en el teixit foliar de plantes
model i radicular de citrics es prengueren 0.05 g de material vegetal
homogeneitzat i es va suspendre en 5 mL d’'una soluci6 d’acid sulfosalicilic al 3
% (Panreac) emprant un dispersador (Ultra-Turrax, IKA-Werke, Staufen,
Alemanya). L’homogenat resultant es va centrifugar a 4000 x g, a 4 °C i durant
45 min, despres dels quals es va recuperar 1 mL de sobrenadant per a I'assaig
descrit en (Bates et al., 1973). De forma breu, el sobrenadant es va combinar
amb 2 mL d’una mescla d’acid aceétic glacial i reactiu de ninhidrina (preparat al
laboratori amb ninhidrina comercial, acid acetic glacial i H3PO,4) en proporcio
1/1 (v/v). Aguesta mescla es va deixar incubar a 100 °C en un bany termostat
durant 1 hora; passat aquest temps es deixa refredar en bany de gel abans de
mesurar I'absorbancia a 520 nm (Espectrofotdmetro Thermo, USA). El valor
obtingut es va interpolar en una corba estandard que es va elaborar emprant
prolina comercial (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanya) seguint el mateix procés

gue s’ha descrit en aquest apartat.

3.5 Determinacio de fitohormones

Als experiments realitzats en Arabidopsis i Thellungiella s’analitzaren les
concentracions endogenes d’ABA i JA seguint el protocol descrit en
(Durgbanshi et al., 2005), i als experiments realitzats en citrics, a més a mes,
s’analitzaren el SA, I'lAA i distints precursors de lignines (acids cumaric,
cinamic i caféic) mitjancant una modificacié del protocol abans esmentat.
Breument, el teixit vegetal homogeneitzat (0.4 g) es va extraure en 5 mL
d’aigua destil-lada després de fortificar amb estandards interns: [°Hg]-ABA (100
ng, preparat segons es descriu en (Gomez-Cadenas et al., 2002)), acid
dihidrojasmonic (100 ng, sintetitzat al laboratori per hidrogenacio catalitzada
segons (Kristl et al., 2005)), [*H.]-IAA (10 ng, Sigma-Aldrich) i [*H.]-SA (100 ng,
Sigma-Aldrich). Els extractes es centrifugaren a 4000 x g, a 4 °C i durant 45
min. Posteriorment, el sobrenadant es va recollir en tubs nets i s’ajusta el pH a
3.0 emprant una solucié d’acid acetic al 30 % (v/v). Els extractes acidificats es

van particionar dues vegades amb 3 mL d’eter etilic (grau ACS, Scharlau,
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Barcelona, Espanya). La fase organica superior es va recuperar en un vial net,
combinant ambdues particions i dessecant-les al buit emprant una centrifuga
d’evaporacio acoblada a trampa freda (RC 10.22 i RT 10.90, Jouan, Saint-
Herblain Cedex, Franca). El residu sec es va suspendre afegint 100 puL de
metanol (grau HPLC, Scharlau) als tubs d’assaig i submergint-los en un bany
d’ultrasons durant 10 min. Posteriorment es va completar el volum fins 1 mL
amb aigua pura (MilliQ). Les solucions resultants es van filtrar a traves de filtres
de cel-lulosa regenerada de 0.2 ym de diametre de porus abans de la seua
analisi.

L’analisi es va dur a terme mitjancant un equip HPLC (Alliance 2860, Waters
Corp., Milford, USA) acoblat a un espectrometre de masses en tandem amb
interficie d’electrosprai (Quattro LC, Micromass, Manchester, UK). Per a la qual
cosa s'injectaren aliquotes de 20 pL i es separaren en una columna de fase
reversa (Kromasil 100, C18, 5 ym, 100 x 2.0 mm, Scharlau) emprant un
gradient lineal de metanol i aigua ultrapura complementada amb acid acetic fins
una concentracio final de 0.01 % (v/v) i un flux de 0.3 mL/min. La discriminacio i
deteccio de cada analit es va aconseguir seguint el patré de fragmentacio i
temps de retenci6é caracteristics. Les condicions propies d’ionitzacié i col-lisié
per a cada compost es van optimitzar mitjancant infusio directa d’estandards
purs concentrats (aproximadament 5 mg/L). La quantificacio dels analits
d’'interés es va dur a terme atenent al factor resposta (areasnai/areasy)
interpolat en una corba de calibrat injectada de forma alternada amb les
mostres. El processat dels cromatogrames, la integracio i la quantificacio es va

dur a terme emprant el software propi de I'instrument, MassLynx 4.0.
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3.6 Perfilats metabolomics

La metodologia general es representa en el segiient esquema, Figura 3.1, i es

detalla a continuacio.

[ Extraccio ]

l

HPLC-ESI-QqTOF
(gradient ACN:H ,0
lineal)

— v

Analisis estadistica de
masses
significativament
alterades

XCMS
(mass features
picking)

4 4 U u £ B
tme ()
( Metabolits candidats j
Centroiditzacio i
conversio dels arxius

Figura 3.1 Esquema de la metodologia general del perfilat metabolomic

3.6.1 Extracci6 dels metabolits

Per tal de dur a terme I'extraccié del major nombre de metabolits secundaris de
les mostres, es pesaren 100 mg de material vegetal congelat a -80 °C tal i com
s’ha descrit en els apartats anteriors, i es suspengueren dues vegades amb
200 pL de metanol al 80 % mitjancant incubacié en bany d’ultrasons durant 10
minuts. Després de cada extracci6 els extractes es van centrifugar a 10000 x g,
a 4 °C i durant 10 minuts. Els extractes metanolics de cada mostra es
combinaren i filtraren a través de filtres de membrana PTFE de 0.45 um de
diametre de porus. Abans de I'extraccié es van afegir 400 ng (concentracio final
d’l mg/L despres de les dilucions) dels analits seglients per tal de fer-los servir
com a estandards interns, per a l'avaluacié de les variacions en el temps de
retencio i sensibilitat de I'equip: kinetina, biochanina A, rutina, acid o-anisic,

acid ferulic i N-(3-indolilacetil)-L-fenilalanina (tots comprats a Sigma Aldrich).

49



Materials i metodes

Els extractes obtinguts es diluiren convenientment amb metanol al 80 %

d'acord amb els resultats de linealitat.

3.6.2 Analisi instrumental

Les mostres filtrades i diluides s’injectaren a un HPLC Waters Alliance 2965 per
dur a terme la separacio amb un gradient de fase mobil lineal aigua ultrapura-
acetonitril (Taula 3.2) complementats amb acid formic fins una concentracié del
0.1 % en els dos casos, amb un flux de 0.3 mL/min. La separacié es va dur a
terme sobre una columna amb farcit de C18 (XTerra™ MS, C18, 5 um, 2.1 x
100 mm, Waters, Milford, MA, USA). Els eluents de la columna foren introduits
a I'espectrometre de masses, un QTOF | de Micromass Ltd. (Manchester, UK),
mitjancant una interficie d’ESI ortogonal operada en mode d’ionitzacid positiu.
Com a gas de nebulitzacio i desolvatacio es va utilitzar nitrogen a fluxos de 100
i 800 unitats arbitraries, respectivament. El voltatge del capil-lar fou de 4 kV, i
les energies del con i de l'extractor foren 25 i 3 eV, respectivament. La
temperatura de la font es va fixar a 120 °C i la del gas de desolvatacié a 350
°C. Abans de cada analisi es va calibrar I'espectrometre infusionant una mescla
de NaOH i HCOOH a un flux de 0.025 mL/min. A més a meés, durant tot el
temps d’adquisicié de les dades, es va injectar post-columna una dissolucio de
Leucina encefalina (péptid opioide de férmula molecular C,gH37NsO7 i relacio
massa/carrega [M+H]"'=556.2771) com a compost de referéncia. L’adquisicié es
va realitzar en mode continu en un rang de masses compres entre 50 i 900

uma.

Taula 3.1 Gradient utilitzat en la separacié cromatografica dels perfilats metabolomics

t(min) H20 (0.01 % FA) ACN (0.01 % FA)

0 95 5
4 95 5
55 5 95
60 95 5
65 95 5
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3.6.3 Tractament de les dades

Una vegada adquirides les dades, s’extragueren els senyals cromatografics
amb el software xcms (Smith et al., 2006), que permet processar les dades per
tal de dur a terme analisis estadistiques i quantificacions relatives. A
continuacio es detallen tots els passos relatius al tractament de dades, que es

poden visualitzar en la Figura 3.2.

[ Arxius raw ]

Analisi estadistica dels

Conversié a mode resultats : DChip 0
centroide — conversié masSigPro
a format CDF

A 4

Captura de pics:
matchedFilter o
centWave

Agrupacié de pics i correccio del
temps de retencié

Figura 3.2 Esquema de la metodologia general del tractament de dades per al perfilat

metabolomic

Preparacio6 dels arxius raw

Per tal de poder analitzar les dades amb el software xcms és necessari
convertir les dades procedents de I'adquisicié6 a un format compatible amb el
software xcms. Les dades foren centroiditzades emprant el compost de
referencia, Leu-encefalina, convertides a format netCDF i a continuacio
s’organitzaren en carpetes diferents segons el tipus de mostra. Aquest pas és
important per tal que I'xcms utilitze informacio del tipus de mostra per a la

selecci6 de pics durant el procés d’alineament.

Captura de pics
Durant el desenvolupament d’aquesta tesi, es provaren dos algoritmes diferents
dissenyats per a I'xcms: el matchedFilter (Smith et al., 2006) i el centWave

(Tautenhahn et al., 2007), que es descriuen a continuacio.
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-matchedFilter

Per tal de processar les dades provinents de multiples arxius de LC-MS, I'xcms
genera un objecte de classe xcmsSet, on es guardaran les llistes de pics aixi
com els métodes utilitzats per a agrupar-los i alinear-los. Per tal de crear aquest
objecte a partir d’'un grup d’arxius netCDF s'utilitza la funcié xcmsSet().

Els arguments per defecte que gasta aquesta funcid solen treballar bé en la
majoria dels casos, encara que és possible optimitzar-los si €s necessari per a
un instrument en particular o grup de mostres. Cada carrera o arxiu LC/MS és
retallada pel software en una serie de fraccions delimitades pel valor de I'step
(determina la grandaria d’aquestes fraccions i va ser fixat a 0.05 m/z). A
continuacio es determina el senyal prenent el valor maxim d’intensitat en cada
punt temporal de la fraccio, i sobre aquesta s’aplica la funcio de filtrat amb la
segona derivada Gaussiana. El model Gaussia d’amplaria de pic utilitzat per a
la filtracio, que és una part integral de l'algoritme de deteccié de pics, pot ser
especificat amb el parametre fwhm (amplaria maxima del pic a meitat de la
seua altura), que va ser fixat a 30 segons. La selecci6 de pics posterior es du a
terme emprant la relacié senyal/soroll com a limit inferior (snthresh = 10). Una
vegada s’han detectat els pics en mostres individuals, aquestes s’han de fer
coincidir al llarg de totes les mostres incloses a I'analisi, per tal de realitzar el
calcul de la desviacio del temps de retencié i la comparacio de la intensitat
relativa de cada i6. Per a dur a terme la comparacié s’empren capses que van
solapant-se en intervals de 0.1 m/z, i es el que es determina amb el parametre
mzdiff.

-centWave

Aquest algoritme es basa en la deteccié de regions d’interés dins del rang m/z
(ROI) junt amb la resolucié dels pics cromatografics aplicant un algoritme
anomenat Continuous Wavelet Transform (Tautenhahn et al.,, 2007). Els
parametres a definir foren els seguents: peakwidth, ppm, snthresh i prefilter,
gue s’ajustaren a (6,30), 60, 10 i (6,70), respectivament. Aquestos arguments
corresponen, de forma analoga a l'algoritme anterior, a amplaria de pic,
desviacié de m/z en ppm, relacié senyal/soroll i intensitat dels senyals. Per

definicio, centWave busca regions de I'espectre on m/z és estable, i és per aixo
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gue és mes sensible a les variacions entre scans per a una determinada relacié

massa/carrega.

Alineament i correccid del temps de retencio

Una vegada que els pics son detectats, el programa els agrupa segons el seu
temps de retencid, de forma que aquells que representen al mateix analit
formen part del mateix grup. Aquesta part també es pot optimitzar per a ajustar
a les condicions experimentals modificant els parametres fins aconseguir una
bona tolerancia del temps de retencié. Per a cada grup, I'algoritme calcula la
mediana del temps de retencio i la desviacié de la mediana per a cada mostra
dins del grup, de forma que aproxima diferéncies entre desviacions i interpola
en seccions on no hi ha grups de pics ben correlacionats. El motiu d’ajustar el
bw (bandwidth) és el de maximitzar el nombre de grups de pics proporcionant
aixi un millor substrat a I'algoritme per a procedir a la correccié del temps de
retencié. En aquest cas l'agrupament es va dur a terme en tres passos
consecutius modificant el bw de 30 a 5 s, amb un minfrac = 1 (cada analit ha de
trobar-se present en al menys tots els arxius d'un grup). Quan hi ha pics no
trobats es substitueix el buit per NA. Una vegada finalitzada la correccio I'’xcms
genera un arxiu amb tots els pics que s’han capturat i alineat al llarg de les
mostres, incloent la relacio massa/carrega mitjana, el temps de retencio i I'area

integrada per a cada pic i mostres. En la Taula 3.2 es pot veure un exemple.

Taula 3.2 Exemple de tipus d’arxiu que genera el software quan s’ha completat I'analisi

mz rt ATCTO9D1 ATCT 9D 2 ATCT9D3 ATSTO9D 1 AT STOD 2 AT ST9D 3
112.095278 3500.889438 5248.660932 7140.983017 7226.705205 4242.892740 5437.849631 5624.029341
114.047948 760.686484 55.025179 63.219842 1136.822730 NA NA NA

124.094244  3502.689239 4257.233547 5391.130636 5090.421477 3070.412537 1407.984119 3633.390563
135.048835 825.460684 5612.537402 6336.501204 7062.741977 4983.024172 3722.427643 4468.008095
136.056460 825.793655 230.045708 295.771915 384.422685 195.667576 116.088419 189.236244
139.157535 3417.094514 NA 94.431458 79.016805 NA NA NA

140.152655 3416.783235 36.362976 50.761119 39.701594 NA 23.812498 NA

143.066092 3497.896561 2974.929836 6733.472656 4094.382900 1491.869599 3183.201855 2672.893220
151.116895 1686.304548 6541.995504 5583.948296 6728.053975 5621.937182 3638.508459 3502.180413
152.125794  1685.410592 526.132640 377.949202 467.553007 428.379095 251.556200 169.262139
152.150452  3416.983271 133.092313 256.549072 274.632711 NA 136.337313 NA

153.058664 825.480617 6168.832748 6954.486147 7825.447163 5978.727250 4296.586076 5072.138041
153.120404 3500.763387 2603.039263 3541.308257 3370.527816 1947.311582 2712.248841 2940.301130
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3.6.4 Analisi estadistica

PCA

Per tal d’avaluar la variabilitat existent en el conjunt de dades multivariant que
proporciona el processat amb I'’xcms, on el conjunt de variables sén els distints
pics cromatografics, els individus, les distintes mostres i les répliques
injectades; la primera opcido és l'analisi PCA. Aquest procés matematic
transforma un nombre elevat de variables possiblement correlacionades en un
nombre més petit de variables no correlacionades anomenades components
principals. D’aquesta manera és possible agrupar la variabilitat existent,
generalment milers de variables, a unes poques fonts que poden ajudar a
explicar els sistema experimental. Per tal de dur a terme lanalisi de
components principals es va utilitzar el programa Ginkgo, (Bouxin, 2005), amb
les dades d’area préviament normalitzades amb el logaritme en base dos. La
PCA es va representar en tres dimensions, i normalment bona part de la

variabilitat es podra explicar amb només tres components.

Analisi estadistica dels resultats — obtencio de les relacions m/z
significativament alterades

En qualsevol tecnica d’analisi no dirigit és necessari incloure un apartat
d’analisi estadistica suficientment robusta com per a poder extraure les
variables (m/z a un temps de retencié en concret) que son significatives i que,
per tant, cal estudiar amb més profunditat. Per tal de facilitar I'analisi estadistica
en aquest tipus de dades es va optar per emprar dos programes informatics per
a I'analisi de dades de xips de cDNA: DChip (Li i Hung Wong, 2001) i maSigPro
(Conesa et al., 2006). En els experiments descrits, el software DChip es va
emprar per a la comparacio entre distints grups de mostres, aixi com en el cas
de series temporals on sols hi havia un punt com a control, tal com es veura
més endavant. Pel contrari, maSigPro es va emprar en aquells experiments

amb disseny tipus série temporal amb tants punts control com tractament.
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4. OPTIMITZACIO DE LA PLATAFORMA METABOLOMICA

4.1 Resultats i discussio

En Tlactualitat, I'estudi de les variacions quantitatives i qualitatives del
metaboloma ha esdevingut una part essencial en estudis que aborden I'efecte
de les condicions ambientals adverses sobre la fisiologia vegetal i també en
aguells estudis que pretenen caracteritzar la variabilitat genotipica existent
entre diversos tipus de plantes (Roessner et al., 2001; Keurentjes et al., 2006;
Robinson et al., 2007). El metaboloma de les plantes es pot considerar com la
unié entre el genotip i el fenotip de tal forma que reflecteix veritablement les
diferencies biologiques resultants del procés d’expressiéo genica. En aquest
sentit, alguns metabolits coneguts han sigut analitzats com a biomarcadors
nutricionals i agronomics per a classificar les diferents varietats o optimitzar les
condicions de cultiu. Un pas endavant en aquesta linea és el que es coneix
com a metabolomica, que consisteix en la identificacié i quantificacio de tots els
compostos de baix pes molecular (<1000 mDa) presents en un teixit o organ,
sota unes condicions ambientals i estadi de desenvolupament concrets.
Desafortunadament, aco no és possible en l'actualitat a causa de que no
existeix una sola técnica analitica exhaustiva i que proporcioni informacio
estructural completa. A més a més, I'enorme varietat de compostos naturals
existents fa impossible I'elucidacié completa de tots ells. En aquest sentit, la
majoria de les tecniques utilitzades, conegudes com a perfilats metabolomics,
consisteixen en analitzar el maxim nombre de metabolits (Fiehn et al., 2000).
D’aquestes, les més emprades sén aquelles que combinen I'is d’'una técnica
separativa tal com LC, GC, o CE amb I'espectrometria de masses (De Vos et
al., 2007). De les combinacions esmentades, I'acoblament instrumental LC amb
espectrometres de masses hibrids QTOF-MS a través d’interficie I’ESI és molt
adequat per a I'analisi no dirigida de biomolécules (Béttcher et al., 2008a). Per
una banda, la LC permet l'analisi de metabolits d’interés biologic sense una
previa derivatitzacio, com ocorre amb GC, i a més a més, la técnica suau
d’ionitzacié ESI genera principalment ions pseudomoleculars ([M+H]" 6 [M-HJ,
segons la polaritat), a I'hora que un baix nombre de fragments; la qual cosa

unida a I'exactitud de la massa i al reconeixement del patr6 isotopic vertader
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del TOF, permet el calcul de la composicio elemental de la molécula candidata
amb una elevada precisié. A més a més, la presencia d’'una cel-la de col-lisio
entre el quadrupol i l'analitzador TOF permet la fragmentacio dirigida dels
candidats i aixi, la corroboracio de les hipotesis elaborades ((Von Roepenack-
Lahaye et al., 2004; Bottcher et al., 2007; Boéttcher et al., 2008a; Béttcher et al.,
2008b).

L’'objectiu principal en aquest quart capitol fou el desenvolupament i
optimitzacié d’'una plataforma d’analisi metabolomica per a la seua aplicacio en
extractes vegetals. El desenvolupament d’aquesta plataforma implica el disseny
d’'una metodologia analitica instrumental robusta que permeta Il'analisi no
esbiaixat de gran quantitat de mostres. A més a meés, aquesta tecnologia esta
orientada a I'alt rendiment i aix0 obliga a I'establiment d’eines bioinformatiques
qgue, a l'hora, s’han d’adaptar i optimitzar. Per a dur a terme aquesta tasca,
s’han seleccionat dos grups d’estudi, amb la intencié d’exemplificar el que sera,
posteriorment, la metodologia a seguir en tots els experiments destres
ambiental que es descriuran en aquesta memoria. Com s’ha dit abans,
I'optimitzacio de la plataforma metabolomica abasta I'extraccié de tots els
compostos possibles, l'analisi instrumental, el tractament de les dades
obtingudes i la seua posterior interpretacio. Un factor molt important a tenir en
compte és el nombre de senyals detectats en cada analisi, per tant, els passos
de recol-lecci6 del material vegetal i extraccidé dels metabolits presents sén
crucials i poden, en molts casos, determinar els resultats obtinguts. Per a
minimitzar aquestos problemes s’inclouen proves de reproductibilitat i linealitat
per a cada tipus de material vegetal emprat en la realitzacio d’aquest treball
(Bottcher et al., 2007; Béttcher et al., 2008b).

4.1.1 Extraccio de metabolits i analisi instrumental

De cadascun dels genotips i teixits objecte d’estudi, es prengueren tres mostres
de 100 mg cadascuna (es consideren tres repliques en cada cas) i es va
realitzar una doble extraccio amb 200 puL de metanol al 80 %, sonicant en bany
d’ultrasons i centrifugant en cada ocasio. La separacié cromatografica es va dur

a terme en fase reversa sobre columna de C18, emprant ACN i H)O
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(complementats ambdds amb acid formic fins una concentracié del 0.1 %), tal i
com s'indica a l'apartat 3.6.2. L’adquisicio es va realitzar amb un espectrometre
de masses tipus QTOF en mode ESI positiu, en continu i en un rang de masses
compres entre 50 i 900 uma, obtenint cromatogrames com els que es mostren

la Figura 4.1.

AG2870afamm TOFMSES+  AG2968afamm TOF MS ES+
TiC
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Figura 4.1 Cromatogrames TIC d'extractes d'arrel de: (a) mandari Cleopatra, (b) citrange
Carrizo

4.1.2 Tractament de dades

Hi han diversos factors que poden afectar la fiabilitat en la mesura de la massa
exacta dels compostos, entre altres la intensitat del senyal és un factor clau.
Per la qual cosa, les dades adquirides en mode continu es centroiditzaren
emprant com a referéencia el compost que s’injecta de forma continua a I'eixida
de la columna cromatografica, tal i com s’explica en I'apartat 3.6.2 de materials
i métodes. Aquesta operacio pren el valor del centroide de cada i6 a I'espectre
de masses al 80 % de la intensitat del mateix, considerant la resolucio propia
de l'instrument (5000) i combinant 10 scans per a obtenir la mitjana. Al valor
que s'obté se li aplica de forma automatica la correccié pel compost de
referéncia. Els arxius resultants es reanomenaren automaticament afegint el
sufix AFAMM i subsequentment es convertiren a format netCDF emprant el
convertidor dins del paquet MassLynx. Aquest preprocessat de les dades

proporciona per una banda arxius en format compatible amb I'xcms, a I'hora
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gue s’alleugereix la grandaria de cada arxiu i es calcula de forma més acurada

la massa exacta.

Tal i com es descriu de forma més detallada a I'apartat 3.6.3, per a procedir a la
captura de pics, es va emprar el software xcms (Smith et al., 2006) escrit per a
ser executat dins I'entorn estadistic R. Per a realitzar tal tasca, s’han codificat
dos algoritmes: matchedFilter (Smith et al., 2006) que pot processar dades en
mode continu o centroide, i centWave (Tautenhahn et al., 2007) que sols pot
processar dades en mode centroide. Els detalls técnics i computacionals sobre
els algoritmes esmentats es descriuen de forma breu a l'apartat 3.6.3 de
materials i metodes i més detalladament en les corresponents publicacions.
L’'objecte d’aquesta tesi no €s investigar aquestos aspectes i sols es considera

la seua aplicabilitat al sistema instrumental descrit en aquesta memoria.

Dins I'esquema bioinformatic establert, la captura de pics va seguida del seu
alineament atenent al valor de massa/carrega i al temps de retencio. Per a
procedir a I'alineament, I'algoritme agrupa una serie pics amb un comportament
més estable (atenent al temps de retencid) al llarg de tots els cromatogrames
(anchors o well-behaved peaks), que després emprara per a corregir el temps
de retenci6 de la resta. Per a optimitzar el nombre d'anchors aquest
procediment es va dur a terme en tres passos reduint el valor de tolerancia per
al temps de retencié (bw) gradualment de 30 a 5 s. El rang de tolerancia per al
valor de masses s’estableix de forma fixa en 25 mDa (mzwid = 0.025). Al final,
es selecciona el pas que va rendir major nombre de grups i una menor
desviaci6 del temps de retencid, que foren bw = 10 per al matchedFilter i bw =

5 per al cas de l'algoritme centWave (Figures 4.2 i 4.3).
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(a) 476 grups de pics

Retention Time Deviation vs. Retention Time

(b) 573 grups de pics

Retention Time Deviation vs. Retention Time
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(c) 563 grups de pics
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Figura 4.3 Representacié de la desviacio del temps de retencié front al temps de retencié de

tres alineaments consecutius despres de realitzar I'extraccié de pics amb l'algoritme centWave:
(a) bw =30, (b) bw =10, (c) bw=5

Per a l'avaluaci6 de cadascun dels algoritmes es consideraren el maxim

nombre d’anchors, el nombre de pics cromatografics, les arees maxima i

minima, les senyals exclusives de cada grup proporcionades per cada

algoritme i el nombre de grups de correlacié proporcionats pel software
CAMERA (Taula 4.1).
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Taula 4.1 Parametres, nombre de grups de pics, senyals i grups de correlacié dels dos

algoritmes utilitzats per a la optimitzacié

Algoritme Parametres Alineament Senyals Senyals CAMERA
(grups de pics) (area max. i exclusives (grups de
min.) correlacio)
fwhm=30
matchedFilter snthresh=10 mzwid=0.025 3480 2132 1715
step=0.05 bw=10 (1657739,
mzdiff=0.1 (573) 75)
bin

peakwidth=(6,30)

centWave ppm=60 mzwid=0.025 1642 299 745
snthresh=10 bw=5 (762074,
prefilter(6,70) (253) 409)

Per a triar els parametres interns de cada algoritme es van considerar les
caracteristiques intrinseques (amplaria de pic, variacié del valor de massa
exacta per al mateix compost entre scans, capacitat resolutiva del sistema
cromatografic, relacid senyal/soroll, etc...) determinades de forma empirica als
cromatogrames originals. En les condicions descrites en aquesta memoria,
I'algoritme matchedFilter va capturar un total de 3480 pics després de
I'alineament envers els 1642 capturats pel centWave, un valor 2.26 vegades
superior (Annex 1). Aquesta disparitat en el nhombre de pics entre els dos
algoritmes aplicats podria estar relacionada amb el propi funcionament de
cadascun d’ells: matchedFilter genera una llista d’'intensitats d’ions/temps de
retencid i filtra aguestes aplicant una funcié matematica per tal de definir que és
un pic, mentre que el centWave assumeix que per a una m/z concreta la
dispersié del valor centroide és més elevada en una regio del cromatograma on
no hi ha pic, llavors, es generen regions d’interes amb valors de relacid
massa/carrega amb una baixa dispersid. La qual cosa pot no ser certa per a
tots els equips emprats, més si es té en compte que, en el cas estudiat en
aguesta tesi, es parteix de dades en mode continu, que son centroiditzades

posteriorment. Depenent dels parametres emprats al centroiditzat, la dispersio
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dels valors pot ser massa gran com per a permetre la diferenciacié de les
regions d’interes de les regions ‘buides’ al cromatograma, seguint 'assumpcio
de l'algoritme centWave. En el nostre estudi matchedFilter sembla ser menys

sensible a aquestes variacions.

Despres d’avaluar els resultats obtinguts, es va determinar que I'algoritme
matchedFilter és el més adequat per al tipus de dades que s’empraven en
aguest estudi. Les variables que es van considerar clau foren, per una banda el
nombre de pics marcadors (0 anchors) aixi com el nombre final de senyals i les
arees maxima i minima, i el nombre de grups de correlacié. A la vista dels
resultats, I'algoritme centWave sembla més restrictiu que el matchedFilter pel
que fa a la intensitat dels ions i, sobretot, a la variacié en els valors de massa
exacta per a un mateix compost entre scans que apareix com al punt clau en
aguest algoritme. ElI major nombre de pics capturats pel matchedFilter
proporciona un millor substrat per a la correccio del temps de retencio aixi com
per a I'anotacio i agrupacio de senyals duta a terme pel software CAMERA. Per
aguest motiu i els esmentats anteriorment, en aquestos experiments i
posteriors l'algoritme seleccionat per a la captura de pics va ser el
matchedFilter.

4.1.3 Reproductibilitat i Linealitat

Com ja s’ha esmentat abans, un dels grans problemes associats a les
tecnologies —omiques és la variabilitat derivada de l'analisi de multiples (de
vegades milers) variables a I'hora. Abans d’abordar qualsevol aproximacié en
aguesta linia cal fer un estudi preliminar per tal de determinar quin és el grau de
variabilitat existent. Per a la qual cosa, en el desenvolupament d’aguesta
plataforma metabolomica, es van realitzar estudis de reproductibilitat mitjancant
I'extraccio repetida dels metabolits d’'un mateix material vegetal (n=16) seguida
d’analisi amb LC-ESI-QTOF-MS en mode positiu i analisi multiple d’'un mateix
extracte vegetal (n=16) seguint el mateix procediment. Els cromatogrames
generats es centroiditzaren prenent com a referencia el lockmass ( tal i com es
descriu a l'apartat 3.6.3 de materials i metodes) i, posteriorment, es convertiren

a format netCDF emprant I'eina de conversié dins del paquet MassLynx. A
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continuacio, els arxius s'introduiren a una mateixa carpeta i es processaren
amb el paquet xcms (Smith et al., 2006) seguit de la identificacio de grups de
correlacio (relacions massa/carrega que pertanyen al mateix pic cromatografic
0 compost) i anotacio automatica dels ions amb el paquet CAMERA (Kuhl et al.,
2010). D’aquesta manera, s’assegura que se seleccionen compostos reals i no
qualsevol senyal aleatoria que s’hagi pogut generar bé durant el procés
instrumental d’adquisicio o bé durant el processat bioinformatic. El resultat que
proporciona aquest paquet €s una llista de relacions massa/carrega i temps de
retenci6 molt pareguda a l'eixida propia de I'xcms, pero incloent-hi tres
columnes addicionals: una columna amb l'anotacié de cada i6 (sempre que
sigui possible), una columna amb la identificacio de séries isotopiques i una
tercera amb els grups de correlacié generats per als pics cromatografics.
Llavors, combinant la informacié que proporcionen aquestes columnes es
seleccionaren ions representatius de cada hipotétic metabolit de tal forma que
cobriren bona part de la carrera cromatografica (Taules 4.2, 4.5, 4.8 i 4.11). En
aguesta prova es tracta d’avaluar la metodologia analitica tal i com es descriu a
(Bottcher et al., 2008b). Per a tal comesa, s’analitzaren series de repliques
d’injeccid (repetides injeccions d’'una mateixa extraccié de material vegetal,
n=16), i series de repligues d’extraccid (extraccions repetides del mateix
material vegetal injectades una sola vegada, n=16). Les dades es tractaren
com s’ha explicat a I'apartat 3.6.3 dels materials i métodes, i es va realitzar
també una identificacié dels grups de correlacio i anotacié dels senyals amb
CAMERA (http://bioconductor.org/packages/2.4/bioc/html/CAMERA.html). Per a

dur a terme les proves de reproductibilitat s’integraren amb el software de

I'equip, MassLynx v4.0, els marcadors esmentats previament, tant per a les
repliques d’injeccié com per a les d’extraccio, i es calcularen les diferencies
entre aquestes en quant a temps de retencido i area, per tal d’estudiar
I'estabilitat del sistema cromatografic.

Un altre dels problemes associats a qualsevol metodologia analitica consisteix
a determinar el rang de dilucié de la mostra dins del qual les variacions en la
concentracio dels analits segueixen un comportament lineal. Per a tractar de
determinar aquest punt, es prepararen dilucions seriades d'un extracte
concentrat, diluint al 50 % en cada pas. Seguint aquest procediment

s’obtingueren fins 5 dilucions (1:2, 1:4, 1:8; 1:16 i 1:32) que sS'injectaren al
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sistema cromatografic. Després de I'analisi s’'integraren els pics de cadascun
dels analits seleccionats i I'area resultant es va representar en funcio del grau

de dilucio, tal i com es mostra a les Figures 4.4-4.7.

A continuacié es mostren els resultats de les proves de reproductibilitat i
linealitat per a cada tipus de material vegetal: fulles d’Arabidopsis i
Thellungiella, i arrels de mandari Cleopatra i citrange Carrizo (les llistes de pics

i les anotacions es poden consultar a I’Annex 2).

Taula 4.2 Analits seleccionats en Arabidopsis: relaci6 massa/carrega, adducte, temps de

retencié i massa molecular

ordre d'analit m/z adducte rt (min) [M]
1 454.345878 [M+Na]* 14.31 431.357348
2 598.417186 [M+Na]* 15.67 575.426083
3 243.171988 [M+H]* 17.78 242.165198
4 342.276641 [M+H]* 18.47 344.222751
5 329.243788 [M+H]* 18.94 328.237029
6 523.254897 [M+Na]* 22.44 500.264479
7 285.254962 [M+H]* 24.67 284.247514
8 325.238512 [M+H-C,H,,O.]* 30.67 486.284489
9 345.228409 [M+H]* 41.29 344.222751
10 307.230273 [M+H]* 42.00 306.223048

Una vegada seleccionats els analits d’interes s’integraren per a cada réplica
mitjancant el programa MassLynx, i es calcularen les desviacions existents en
qguant al temps de retenci6 i les arees dels pics corresponents per tal d’avaluar
I'estabilitat del sistema cromatografic. Com es pot observar en la Taula 4.3, la
desviacio del temps de retencid és similar en els dos casos. Les desviacions en
les arees dels pics foren sempre majors en el cas de les répliques d’extraccio
(Taula 4.4) a causa de que s6n més els factors que contribueixen a la dispersio
dels valors, tals com la pesada de les mostres i la propia extraccio, la qual cosa
justifica la normalitzacié de les dades de forma prévia a qualsevol analisi

estadistica (Van den Berg et al., 2006).
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Taula 4.3 Desviacio del temps de retencio per a cada analit de la Taula 4.2 en Arabidopsis

repliques d’extraccio (n=16) repliques d’injeccié (n=16)
ordre d'analit RSD rt (%) RSD rt (%)
1 0.10 0.07
2 0.10 0.11
3 0.09 0.11
4 0.05 0.06
5 0.09 0.07
6 0.10 0.10
7 0.06 0.06
8 0.06 0.04
9 0.05 0.06
10 0.08 0.06
mitjana + sd 0.08 £0.02 0.07 £0.02

Taula 4.4 Desviaci6 de I'area de pic de cada analit de la Taula 4.2 en Arabidopsis

repliques d’extraccio (n=16) repliques d’injeccio (n=16)
ordre d'analit RSD area (%) RSD area (%)
1 38.01 8.57
2 23.43 5.23
3 20.93 9.79
4 13.21 7.18
5 20.42 8.18
6 18.99 7.76
7 43.87 8.10
8 26.60 8.40
9 55.92 8.35
10 19.84 7.92
mitjana + sd 28.12 £13.45 7.95+£1.16

La desviacié mitjana en les répliques d’extraccié de l'area de pic dels analits

seleccionats presenta un valor del 28.12 %, al qual contribuiren de forma
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important els analits 1, 7 i 9 amb RSD’s de 38.01, 43.87, i 55.92,
respectivament. Pel contrari, la desviacid relativa estandard mitjana en les
repliques d’injeccié va presentar un valor mitja de 7.95, molt lluny del limit
establert del 20 %. A més a més, la desviacio estandard d’aquest valor fou molt
baixa (Taula 4.4), la qual cosa reflecteix la estabilitat i reproductibilitat del
sistema instrumental. Tot en conjunt evidencia que la baixa reproductibilitat ve

associada a I'elevada variabilitat introduida pel procés d’extraccio.

Arabidopsis thaliana

0.8
0.6
0.4

0.2

valor d'area normalitzada

dilucié

Figura 4.4 Representacio dels valors d’area normalitzada per a cadascun dels analits de la

Taula 4.2 en les diferents dilucions

La determinacio de la diluci6 optima es va dur a terme de forma manual,
integrant les arees de cada analit i escalant-les a 1. Aco es va fer dividint cada
valor d’'area pel més gran de totes les dilucions per a cada analit. Els resultats

es representaren tal i com es pot veure a la Figura 4.4.

Per al cas de Thellungiella es seleccionaren els analits que es mostren en la

Taula 4.5, i es realitzaren els mateixos passos que en el cas anterior.
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Taula 4.5 Analits seleccionats en Thellungiella: relaci6 massa/carrega, adducte, temps de

retencié i massa molecular

ordre d'analit m/z adducte rt (min) [M]
1 475.322849 [M+Na]* 14.31 452.332038
2 340.753761 [M+H]* 16.77 339.747635
3 331.141299 [M+H]* 19.77 330.134411
4 717.491884 [M+Na]* 21.03 694.502874
5 325.236676 [M+H-C,H,,O.]* 30.65 486.283541
6 699.355908 [M+Na]* 31.36 676.366638
7 327.254334 [M+H-C,H,,O.]* 32.63 488.299921
8 353.268302 [M+H-C,H,,O.]* 34.11 514.314666
9 363.219576 [M+H]* 38.21 362.213498
10 344.219759 [M+H]* 41.25 343.217332

Taula 4.6 Desviacio del temps de retencié per a cada analit de la Taula 4.5 en Thellungiella

repliques d’extraccio (n=16)
RSD rt (%)

repliques d’injeccio (n=16)

ordre d’'analit RSD rt (%)

1 0.08 0.11
2 0.06 0.12
3 0.06 0.04
4 0.08 0.13
5 0.08 0.12
6 0.11 0.15
7 0.07 0.12
8 0.11 0.18
9 0.03 0.04
10 0.07 0.09
mitjana + sd 0.07 +£0.02 0.11 +0.04

Com es pot observar en la Taula 4.6, la desviacié del temps de retencié no
presenta diferéncies importants entre répliques d’extraccio i répliques d’injeccio.

Pel que fa a la desviacio de I'area dels analits seleccionats, aquesta sempre fou
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superior en les repliques d’extraccio que en les répliques d’injeccio (Taula 4.7),
tal i com s’ha discutit per al cas d’Arabidopsis.

Taula 4.7 Desviacio de I'area de pic de cada analit de la Taula 4.5 en Thellungiella

répliques d’'extraccié (n=16) répliques d'injeccié (n=16)
ordre d'analit RSD area (%) RSD area (%)
1 14.95 5.62
2 24.60 451
3 82.78 9.12
4 19.02 5.40
5 32.83 6.86
6 11.16 9.18
7 9.84 9.64
8 22.12 5.68
9 18.65 9.78
10 13.24 10.31
mitjana + sd 19.10+7.11 7.50+2.14
Thellungiella halophila
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Figura 4.5 Representacio dels valors d’area normalitzada per a cadascun dels analits de la

Taula 4.5 en les diferents dilucions
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La determinacié de la dilucié de treball, que es va dur a terme de forma manual
al igual que en cas anterior, es va fer integrant les arees de cada analit i

normalitzant-les a 1, com en el cas d’Arabidopsis.

El mateix procediment aplicat a Arabidopsis i Thellungiella es va emprar amb
les mostres procedents de citrics. Tal i com es mostra en la Taula 4.8, es
seleccionaren 10 analits mitjancant I'is sequencial dels paquets xcms i
CAMERA. Aquestos analits s’integraren en les répliques d’injecci6 i d’extraccio
rendint resultats semblants als anteriors en plantes model; el temps de retencié
presenta en ambdds casos similars desviacions mentre que, pel contrari, les
desviacions d’area de pic en les repliqgues d’extraccio foren més altes que en

les d’injeccid.

Taula 4.8 Analits seleccionats en mandari Cleopatra: relacié massa/carrega, adducte, temps de

retencié i massa molecular

ordre d'analit m/z adducte rt (min) M]
1 501.151951 [M+H]* 10.85 500.147534
2 258.110940 [M+H-CH,,O.]* 14.07 419.158536
3 549.211246 [M+H]* 18.11 548.207069
4 286.108025 [M+H]* 21.60 285.102808
5 272.128563 [2M+H]* 25.98 135.562651
6 410.157896 [M+Na]* 30.45 387.171134
7 346.146471 [M+H]* 32.01 345.139557
8 245.098915 [M+H]* 32.60 244.089788
9 310.179948 [M+H]* 33.26 309.175340
10 286.140344 [2M+H]* 34.10 142.568808
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Taula 4.9 Desviacié del temps de retencié per a cada analit de la Taula 4.8 en mandari

Cleopatra
répliques d’extraccié (n=16) répliques d’injeccié (n=16)

ordre d'analit RSD rt (%) RSD rt (%)

1 0.40 0.27

2 0.19 0.15

3 0.10 0.13

4 0.14 0.09

5 0.12 0.09

6 0.08 0.05

7 0.09 0.06

8 0.10 0.06

9 0.08 0.04

10 0.08 0.05
mitjana + sd 0.14 +£0.10 0.10 +£0.07

Taula 4.10 Desviacio6 de 'area de pic de cada analit de la Taula 4.8 en mandari Cleopatra

répliques d’extraccié (n=16) répliques d’injeccié (n=16)
ordre d’analit RSD area (%) RSD area (%)
1 37.91 19.28
2 11.01 2.74
3 12.81 2.29
4 13.22 4.08
5 16.33 4.48
6 10.81 241
7 8.92 4.25
8 3.68 1.75
9 13.12 2.79
10 8.91 5.06
mitjana + sd 13.67 £9.17 492 £5.17
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A continuacié s’avaluaren les analisis realitzades sobre dilucions seriades d’'un
mateix extracte d’arrels de mandari Cleopatra amb I'objectiu de determinar la
dilucio adequada per als estudis posteriors. Es normalitzaren les arees de cada
analit seleccionat com en els casos anteriors i es representaren front a les

dilucions, obtenint el grafic que es mostra en la Figura 4.6.

mandari Cleopatra

0.8 A

0.6 -

0.4

0.2

valor d'area normalitzada

1:32 1:16 1.8 1:4 1.2 1:1

dilucio

Figura 4.6 Representacio dels valors d’area normalitzada per a cadascun dels analits de la

Taula 4.8 en les diferents dilucions

Finalment, es repetiren totes les proves de reproductibilitat i linealitat amb els
analits de la Taula 4.11, per a mostres d’arrels de citrange Carrizo, seguint el
procediment descrit anteriorment. Els resultats obtinguts foren lleugerament
diferents als anteriors pel que fa a la desviacio de l'area dels analits

seleccionats, tal i com es mostra més endavant.
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Taula 4.11 Analits seleccionats en citrange Carrizo: relacié massa/carrega, adducte, temps de

retencié i massa molecular

ordre d'analit m/z adducte rt (min) [M]
1 324.156108 [M+H]* 2413 323.151571
2 326.170719 [M+H]* 27.73 325.165668
3 517.190215 [M+H]* 30.30 516.186671
4 410.158861 [M+NH,]* 30.44 392.127828
5 284.126649 [M+H]* 31.55 283.122721
6 310.176274 [M+H]* 33.22 309.174377
7 376.154043 [M+Na]* 34.40 353.163458
8 390.169333 [M+Na]* 39.73 367.181889
9 762.413895 [M+H]* 45,57 761.410347
10 444,213265 [M+Na]* 45,58 421.227821

Taula 4.12 Desviacio del temps de retencié per a cada analit de la Taula 4.11 en citrange

Carrizo
repliques d’extraccio (n=16) repliques d’injeccio (n=16)

ordre d’'analit RSD rt (%) RSD rt (%)

1 0.05 0.07

2 0.03 0.07

3 0.06 0.13

4 0.06 0.08

5 0.12 0.14

6 0.04 0.07

7 0.08 0.11

8 0.23 0.15

9 0.06 0.09

10 0.09 0.09
mitjana + sd 0.08 = 0.06 0.10 £0.03

Al contrari que en mandari Cleopatra, en citrange Carrizo tant les repliques
d’extraccio com les repliques d’injeccié presentaren valors molt similars

d’'RSD’s (9.90-10.55) d'area, la qual cosa no descarta completament la
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normalitzacié de les dades de forma previa a I'analisi estadistica ja que en el
cas de Cleopatra (13.67) si que seria necessaria, i per tant, per tal de comparar
entre els dos genotips s’ha de seguir en ambdds casos el mateix procediment

de tractament de dades.

Taula 4.13 Desviacio de I'area de pic de cada analit de la Taula 4.11 en citrange Carrizo

repliques d’extraccio (n=16) repliques d’injeccio (n=16)
ordre d'analit RSD area (%) RSD area (%)
1 13.96 12.84
2 19.37 11.29
3 17.32 10.01
4 6.60 9.63
5 9.31 8.17
6 10.54 11.73
7 3.76 10.46
8 2.15 9.32
9 12.81 10.55
10 3.17 11.46
mitjana + sd 9.90 +£6.00 10.55+1.34

El comportament lineal dels analits presents en extractes d’arrels es va avaluar
d’'identica manera que en els anteriors casos, realitzant dilucions seriades
d’extractes concentrats de teixit radicular de citrange Carrizo. Tal i com es pot
observar a la Figura 4.7 el perfil seguit fou molt semblant al corresponent per a
mandari Cleopatra llevat que, en bona part dels analits seleccionats, la

tendéncia lineal es va poder observar en tot el rang considerat.
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citrange Carrizo
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Figura 4.7 Representacié dels valors d’area normalitzada per a cadascun dels analits de la

Taula 4.11 en les diferents dilucions

Per tal d’arribar a un compromis per a tots els tipus de material vegetal inclosos
a I'estudi, i analitzant amb cadascuna de les grafiques presentades, es va optar
per prendre la dilucié 1:4 com a la més adequada, ja que esta situada al mig

del rang lineal.

4.1.4 Analisi estadistica

En un primer grup d’estudi s’exemplifica el cas en el que es pretén comparar
dos 0 més grups de mostres i identificar quins metabolits sén els responsables
de les diferéncies existents. En aquest cas, es disposa de sols un punt
temporal, i s’han seleccionat mostres radiculars de dos genotips de citrics:
citrange Carrizo i mandari Cleopatra sota condicions control en dos dies
diferents, encara que, en aquest cas, sols es va fixar el factor genotip per a

I'analisi de la variancia.
- Cas 1: Comparacio de genotips
Per tal d’avaluar la variabilitat existent en el conjunt de dades multivariant que

proporciona el processat amb I'’xcms, on el conjunt de variables sén els distints

pics cromatografics i cadascuna de les mostres, els individus; la primera opci6
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és l'analisi PCA. Les dades en qguesti6 foren dos grups de mostres de dos
genotips distints de citrics, Cleopatra (mc 1 i mc 2) i Carrizo (cc 1 i cc 2), amb
tres repliqgues de cadascuna, obtenint un total de dotze mostres, on els
nombres indiquen dues dates de mostreig. La llista de pics resultant de I'analisi

per xcms es pot veure a ’Annex 1.

El primer problema que es va haver d’enfrontar fou la existéncia de pics no
alineats o absents (NA) en el conjunt de dades. La preséencia d’aquestos buits
pot alterar de forma notable el resultat de I'analisi estadistica, o simplement,
fer-la impossible. Per a tractar de solucionar aquest problema, existeix una
funcié dins del paguet xcms anomenada fillPeaks(), que afegeix valors d’area
per a aquells pics no alineats o absents en una mostra determinada. Aquesta
funcio estima de forma correcta la intensitat base per a aguestos pics, prenent
com a referencia el valor d’intensitat de regions adjacents del cromatograma,
perd en molts casos introdueix zeros que no son desitjables per a I'analisi
estadistica. Quan acO ocorre, els zeros s’han de substituir manualment per
valors d’intensitat molt baixa, generalment 0.01. Una altra opci6 és dur a terme
tot el procés de forma manual, emprant el valor d’area minim en cada conjunt
de dades. En un full Excel, i de forma automatica, se substitueixen les cel-les
gue contenen NA per un valor aleatori entre el valor minim i un 10 % d’aquest.
La dispersio de les dades es pot observar en la Figura 4.8 (en format de
diagrama de caixes i bigots). En estadistica descriptiva, un diagrama de caixes
I bigots és una manera molt convenient de representar graficament grups de
dades numeériques mitjancant cinc mesures descriptives d’'aquestes: la
mediana, el primer quatrtil, el tercer quatrtil i els valors maxim i minim. Presenta
al mateix temps, informacié sobre la tendéncia central, dispersio i simetria de
les dades d’estudi. A més a més, permet identificar amb claredat i de forma
individual, observacions que s’allunyen de la resta. A estes observacions se les
coneix com a valors atipics. Per la seua facilitat de construccio i interpretacio,
permet també comparar a la vegada diversos grups de dades sense perdre

informacio.
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Figura 4.8 Diagrama de caixes i bigots de les dades sense normalitzar de Cleopatra (1-6) i
Carrizo (7-12)

En lanalisi d’aquest tipus de dades, la propia natura de la mesura fisica
presenta variacions de fins i tot tres o més ordres de magnitud que no
necessariament estan associades a la rellevancia biologica del metabolit en
guestio (van den Berg et al., 2006). Per a reduir aguestes variacions al mateix
temps que es manté la estructura de les dades es proposen tota una serie de
meétodes de normalitzacié descrits en (van den Berg et al., 2006) dels quals,
finalment es va seleccionar la transformacié logaritmica que corregeix la

heteroscedasticitat a I'hora que redueix la magnitud de I'escala (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Diagrama de caixes i bigots de les dades normalitzades de Cleopatra (1-6) i Carrizo
(7-12)

Despres d’aquest pretractament inicial de les dades, es va realitzar I'analisi de
components principals sobre aquest grup de dades transformades. El resultat,
tal i com es mostra a les Figures 4.10 i 4.11, revela que amb tan sols tres
components es podia explicar un 74 % de la variabilitat existent en el grup de
dades procedent de I'analisi de mostres radiculars de Cleopatra i Carrizo. La
primera component (55 %) es va associar a la variabilitat introduida pel genotip,
mentre que la segona component (10 %) es va relacionar amb la variabilitat
existent entre diferents dies de mostreig. Gairebé de la mateixa magnitud, la
component tres (9 %) es va relacionar amb la variabilitat introduida pel
desenvolupament experimental. Les dades presentades apunten a que la
plataforma desenvolupada és capac¢ de distingir extractes procedents de
distintes fonts de material vegetal, en aquest cas, distints genotips de citrics.
No obstant, també resulta evident que el sistema és susceptible a variacions
ambientals. Els resultats coincideixen amb previs publicats per (Arbona et al.,
2009). A més a mes, lanalisi de components principals demostra ser un
excel-lent métode per a distingir grups de mostres diferents dins d’'un conjunt de
dades multivariants (Figura 4.11a). Pel contrari, I'avaluacié de la contribucié

relativa de cada variable a les diferéncies observades (loadings plot, Figura
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4.11b) no mostra cap variable amb una contribucio significativa a la variabilitat
observada. Aquest resultat podria ser consequéncia de la enorme quantitat de
variables existent en el conjunt de dades. Per aquest motiu, es va haver de triar

un altre sistema per a seleccionar les variables que contribueixen a les
diferencies existents entre grups de mostres.
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Figura 4.10 Grafic de cimentacid de les components que expliquen la variabilitat en les dades
normalitzades de Cleopatra i Carrizo

a) b)

pc3 (9%)

pc3 (9%)

Figura 4.11 Representacions grafiques de I'analisi PCA de Cleopatra i Carrizo, (a) components

plot i (b) loadings plot. (o, o, e i m corresponen als grups de plantes 1 i 2 de Carrizo, i 1i 2 de
Cleopatra, respectivament)
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La tecnica seleccionada fou l'analisi ANOVA, que permet esbrinar quines
variables son significativament diferents en els conjunts de dades seleccionats,
atenent al factor genotip: Cleopatra i Carrizo. Per a dur a terme aquesta analisi
es va emprar el software DChip (Li i Hung Wong, 2001), que realitza la tasca
avaluant cada variable de forma individual. A més a més permet la visualitzacié

dels resultats en forma de heatmap tal i com es pot veure a la Figura 4.12.

C1
C2
MC 1
MC 2

a b~ wODN

menor major

Figura 4.12 Heatmap amb els senyals significativament alterats després d’ANOVA (p=<0.05)
entre plantes de mandari Cleopatra i citrange Carrizo (mc i cc) agrupades segons la seua

tendéncia. Els nombres de la dreta de la figura fan referéncia als distints clisters
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Per a realitzar I'analisi, s'introduiren les dades al programa i se seleccionaren
‘cleopatra’ i ‘carrizo’ com a nivells dins del factor ‘genotip’ i com a p valor es va
establir 0.05. L'analisi va rendir un total de 2728 senyals diferencialment
alterats, dels 3480 inicials, agrupats en 6 clusters principals (indicats a la part
dreta de la Figura 4.12). Posteriorment, el conjunt de variables resultant es va
analitzar mitjancant analisi HCA per tal d’agrupar-les segons la seua tendencia.
El valor relatiu de cada variable es mostra al heatmap en diferents colors dins
'escala roig-verd (més alt-més baix). D’aquesta forma és possible seguir la
tendéncia que mostra una determinada variable (metabolit) al llarg de les

mostres.

- Cas 2: Analisi d’una série temporal

Aquest segon grup d’estudi s’ha desenvolupat per a dur a terme analisis d’'una
série temporal. L’exemple que s’ha seleccionat per a tal fi ha segut un
experiment de salinitat dut a terme amb Arabidopsis thaliana, on trobem grups
de mostres control i estressades, de forma que el que s’intenta analitzar son les
variacions provocades pel factor d’estres al llarg d'un temps determinat. Per a
tal tasca, s’han realitzat perfilats metabolomics complets d’extractes vegetals
d’Arabidopsis en condicions control i tractades amb NaCl (la llista de pics
resultant de I'analisi per xcms es pot veure a ’Annex 3).

L’analisi de components principals, de les dades d’area normalitzades amb el
logaritme en base dos (Figura 4.13), per a aquest tipus d’experiment sols és
capac de diferenciar entre mostres control i estressades (pcl 35%) i entre
diferents dates de mostreig (pc2 13%) (Figura 4.14a). No obstant no revela cap
tendéncia clara pel que fa als metabolits (Figura 4.14b). Aquest tipus d’estudi
requereix, per tant, una analisi dirigida que permeta assumir les fonts de
variabilitat que afecten al sistema experimental, en aquest cas: tractament i
durada del tractament (considerats com a factors que interaccionen: tractament
x temps). Per la qual cosa, s’opta per emprar el software DChip per a una
primera aproximacio. Es va procedir doncs, a l'analisi amb DChip de forma
similar a I'apartat anterior. Els resultats es mostren en forma de heatmap a la
Figura 4.15.
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Figura 4.13 Grafic de cimentacié de les components que expliquen la variabilitat en les dades
normalitzades per log, d’Arabidopsis
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Figura 4.14 Representacions grafigues PCA per a plantes control i tractades d’Arabidopsis. (a)

components plot i (b) loadings plot. (o, o, A, e, m i A corresponen als grups de plantes control
5, 13i 20 dies, i estressades 5, 13 i 20 dies, respectivament)
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Figura 4.15 Heatmap dels senyals significativament alterats en plantes d’Arabidopsis sotmeses
a estres sali. Dades normalitzades amb log,. Els nombres de la dreta de la figura fan referéncia

als distints clUsters

Utilitzant el programa DChip, establint un p valor de tall menor o igual que 0.05,
s’obtingueren 882 senyals diferencials (dels 1442 inicials) que pogueren ser

agrupats en 6 clusters de forma manual. Els clUsters identifiquen tendéncies en
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I'evolucié dels metabodlits al llarg de la serie temporal podent agrupar senyals
relacionats cromatograficament. La identificacio dels clusters, pero, s’ha de fer
de forma manual la qual cosa disminueix la capacitat d’identificar tendencies
significatives a mesura que incrementa el nombre de punts temporals. Per aixo,
es va recorrer a un altre paquet danalisi de microarrays de cDNA, i
especialment experiments tipus serie temporal, maSigPro (Conesa et al.,
2006).

En la Figura 4.16 es representa el grafic HCA resultant quan s'utilitza con a
eina d’analisi multivariant el paquet maSigPro (Conesa et al., 2006). En aquest
cas, s’ha realitzat també una normalitzacié de les dades mitjancant el logaritme
en base dos de l'area de cada pic, necessari per a alleugerir el procés de
calcul. Aquest algoritme realitza una estratégia de regressié en dos passos per
tal de trobar canvis temporals significatius en les senyals aixi com diferencies
entre grups experimentals, a més és possible analitzar la magnitud d’aquestes
diferencies. Al final de la regressio els coeficients obtinguts es poden agrupar

en clusters com els de la figura 4.17 per a visualitzar els resultats.

Utilitzant I'algoritme maSigPro s’obtingueren 596 senyals, 286 menys que amb
el DChip. Les aproximacions basades en regressions, tals com [lalgoritme
masSigPro son la opcié més senzilla i flexible per a I'analisi de séries temporals,
ja que tracten a la variable temps com a quantitativa i detecten, a més dels
senyals diferencialment alterats, canvis en les tendéncies i la magnitud
d’aquestos mitjancant I'analisi dels coeficients del model (Conesa et al., 2006).
L’algoritme maSigPro és una poderosa eina per a la seleccio i analisi de
senyals que presenten diferents tendéncies amb el temps, a més a més,
permet analitzar dades heterogénies i inclis absents, i controla els falsos
positius. Es per tot aixd que amb aquest algoritme s’extrauen menys senyals
que amb el DChip, ja que és més restrictiu a I'hora de detectar quins senyals es
troben dins de les tendéncies reals. En estudis posteriors duts a terme durant el
desenvolupament d’aquesta tesi es va emprar el software maSigPro per a
I'analisi de series temporals que incloguin dos o més grups de mostres, amb la
excepcio d'aquelles séries temporals en les que el punt inicial sigui considerat

control, com es veura més endavant.
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Figura 4.16 Heatmap dels senyals significativament alterats en plantes d’Arabidopsis sotmeses

a estres sali, amb I'algoritme maSigPro. Dades normalitzades amb log,
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5. RESPOSTES FISIOLOGIQUES, HORMONALS | METABOLIQUE S,
COMUNES | DIVERGENTS ENTRE Arabidopsis thaliana | Thellungiella
halophila SOTMESES A ESTRES HIDRIC | SALI

Thellungiella halophila s’ha proposat recentment com a nova especie model per
a estudis moleculars i fisiologics de tolerancia a l'estrés abiotic (Inan et al.,
2004). En l'actualitat son dos els ecotips que s’estan utilitzant per a la
investigacié, anomenats Yukon, originari de Canada, i Shandong, de Xina.
Ambdds ecotips sén capacgos de tolerar concentracions salines en l'aigua de
reg de fins i tot 500 mM de NaCl. Aquesta especie té moltes caracteristiques
per a ser utilitzada com a model genetic: cicle de vida curt, auto fertilitzacio,
transformabilitat i genoma menut. Particularment, I'alta similitud fenotipica amb
Arabidopsis junt amb el fet que la major part dels gens estudiats en ambdues
especies presenten una semblanca a nivell de seqiencia entre el 90-95 %, fan
possible utilitzar moltes de les ferramentes desenvolupades en Arabidopsis per
a estudiar l'alta tolerancia a I'estres abiotic de Thellungiella. Molts dels estudis
realitzats han intentat desxifrar els trets genétics responsables de la tolerancia
de Thellungiella a I'estrés per baixes temperatures i per salinitat. En aquest
sentit, alguns autors han indicat I'existencia de rutes metaboliques i gens de
resposta a estres en Thellungiella que no estan activats en Arabidopsis (Wong
et al., 2006). L’estudi dut a terme per (Wong et al., 2006) va mostrar que, en
resposta a estres sali, ambdues especies presenten un major nombre de gens
reprimits que induits. Entre tots els gens diferencialment expressats, (Aleméan et
al., 2009) trobaren diferencies significatives entre ambdues espécies en
I'expressi6 de gens que codifiquen per a transportadors de K' que
contribueixen a disminuir l'absorci6 de [Ii6 en condicions salines en
Thellungiella. A més a més, algunes caracteristiques fisiologiques de les
cel-lules de Thellungiella tals com la baixa permeabilitat de la membrana
plasmatica de l'arrel al Na*, la selectivitat en el transport d’ions i la capacitat per
a intercanviar Na* per K* (Volkov i Amtmann, 2006), podrien constituir la base
de la major tolerancia de Thellungiella a I'estres sali, mentre que la capacitat
per a acumular prolina en resposta a I'estres va ser descartada com a tret de
tolerancia al comparar amb el mutant hiperacumulador de prolina d’Arabidopsis

eskimo-1 (Ghars et al., 2008). Particularment, I'estudi de respostes fisiologiques
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I moleculars, comunes i divergents amb genotips sensibles com Arabidopsis a
I'estrés abiotic pot ajudar a trobar mecanismes susceptibles de modificacié

biotecnologica per a la millora de la tolerancia a l'estres.

En I'actualitat, esta acceptat que totes les respostes de les plantes als estimuls
ambientals estan regulades mitjancant la interaccié entre hormones vegetals,
gue modulen la intensitat de les respostes fisiologiques a la pressio de I'estres.
En un treball recent, plantes d’Arabidopsis sotmeses a estrés per sequera
exhibiren un augment en la concentracié d’ABA endogen, correlacionat amb el
66.5% dels gens induits per I'estres (Huang et al., 2008). En estudis previs,
I'aplicacio exogena d’ABA a plantes de citrics també va augmentar la tolerancia
a lestrés sali mitjancant la reduccié de la conductancia estomatica i,
paral-lelament, I'absorcié de clorurs (Gémez-Cadenas et al., 2002; Arbona et
al., 2006). La implicacio d’altres factors hormonals, com el JA, en la regulacié
de les respostes fisiologiques a I'estres abiotic no esta tan clara, encara que hi
ha una evidencia creixent que recolza la hipotesi del JA com a disparador inicial
de la resposta dels vegetals a I'estres, actuant com a interruptor que alternaria
entre I'estat basal i d’estres (Mahouachi et al., 2007; Arbona i Gdmez-Cadenas,
2008). A més a meés, també s’han suggerit interaccions entre el JA i altres
reguladors del creixement (tals com ABA, SA i etile) dins de les diferents xarxes
de senyalitzacid en citrics sotmesos a estrés per inundacio del substrat (Arbona
i Gomez-Cadenas, 2008) i en plantes d’Arabidopsis sotmeses a infeccié per
patogens (Adie et al., 2007).

Tal i com s’ha comentat en l'apartat 1.1 de la Introduccio, I'estres ambiental
indueix canvis drastics en la expressio génica, en els balancos hormonals i en
la concentracié d’alguns metabolits secundaris. Pero, fins fa poc, no ha segut
possible avaluar 'impacte de I'estrés abiotic sobre el metabolisme secundari de
forma global, sense fer distincions entre classes de metabolits. Les tecniques
metabolomiques permeten realitzar una avaluaci6 més exhaustiva del
metaboloma, definit com al conjunt de compostos de baix pes molecular en una
espécie vegetal determinada, en un estadi de desenvolupament concret, i en
unes condicions ambientals especifiques. El metaboloma representa el resultat

final de la expressié genica i esta intimament relacionat amb el fenotip (Fiehn,
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2002). (Gong et al., 2005) estudiaren les diferéncies i similituds entre
Arabidopsis i Thellungiella en resposta a estres sali, en termes d’expressio
genica i canvis al conjunt de metabolits polars, i els resultats mostraren que
Thellungiella havia patit canvis més acusats en la concentracido de metabolits
que Arabidopsis en resposta a I'estrés. Tot i la creixent abalanca d’informacié
en aguest aspecte, els canvis en els metabolits secundaris en espécies model
en resposta a I'estres no han segut descrits fins recentment. En aquest treball,
s’han estudiat les respostes fisiologiques, hormonals i metaboliques de plantes
d’Arabidopsis i Thellungiella a I'estrés sali i per dessecacio. Per a dur a terme
aguesta tasca, es realitzaren dos grups d’experiments que incloien I'excisié de
la rosseta basal i la irrigacio de les plantes amb dissolucions de 200 mM de
NaCl. La pérdua d’aigua aixi com I'acumulacio de clorurs es mesuraren com a
respostes fisiologiques importants, i es realitzaren determinacions d’ABA, JA i
prolina. A més a més, s'aplica la tecnica d’analisi metabolomic descrita en el
capitol 4 per a avaluar canvis en els metabolits secundaris d’ambdds grups

d’experiments.

5.1 Resultats

5.1.1 Excisio de la rosseta basal — experiments de dessecacio

5.1.1.1 Pérdua d'aigua

Tal i com s’ha descrit a I'apartat 3.2 de materials i metodes, amb I'objectiu de
simular I'estrés hidric, plantules d’Arabidopsis i Thellungiella foren sotmeses a
experiments d’excisi0 de la rosseta basal i posterior dessecacié durant un
periode maxim de quatre hores. Finalitzat 'experiment es va calcular la perdua
d’aigua en percentatge de variacié del pes inicial, i va resultar ser molt similar
en ambdues espéecies. Tant en plantes d’Arabidopsis (Figura 5.1a) com de
Thellungiella (Figura 5.1b), la major taxa de deshidratacié es va donar dins de
les primeres dues hores amb reduccions en la massa inicial del 17.2 i 20.6 %,
respectivament. Com es pot observar a la Figura 5.1 dues hores més de
dessecacié sols disminueixen els valors en 4.8 i1 1.7 % en plantes d’Arabidopsis

I Thellungiella, respectivament.
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Figura 5.1 . Percentatges de pérdua d'aigua de rossetes de: a) Arabidopsis i b) Thellungiella
sotmeses a dessecacio

5.1.1.2 Concentraci6 de prolina

Tot i I'absencia de diferéncies pel que fa a la pérdua d’aigua en Arabidopsis i
Thellungiella, 'acumulacié de prolina mostra perfils molt diferents en aquestes
especies. Al llarg les quatre hores que va durar I'experiment, el contingut de
prolina foliar de les plantes d’Arabidopsis (Figura 5.2a) quasi no va mostrar
canvis significatius respecte al valor basal, que va ser de 2.7 pmol g* pf,
mentre que els nivells d’aquest aminoacid en plantes de Thellungiella (Figura
5.2b) augmentaren progressivament durant tot I'experiment fins arribar a valors
de 14.9 umol g* pf, 5.5 vegades superiors als d’Arabidopsis en el mateix punt.
A més a més, els nivells basals de prolina foren 3.2 vegades superiors en les
plantes de Thellungiella que en les d’Arabidopsis.
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Figura 5.2 . Concentracié de prolina en rossetes de: a) Arabidopsis i b) Thellungiella sotmeses

a dessecacio
5.1.1.3 Concentraciéo d’ABA i JA

Es va determinar la concentracié d’aquestes fitohormones als extractes de
rossetes d’Arabidopsis i Thellungiella sotmeses a estrés per dessecacio
mitjancant el métode descrit a I'apartat 3.5 de material i métodes, i els patrons
de regulacié6 hormonal resultaren ser bastant similars en ambdues especies
(Figura 5.3). Els nivells basals d’ABA foren dos vegades superiors en plantes
d’Arabidopsis (Figura 5.3a) que en les de Thellungiella (Figura 5.3b), i a penes
mostraren canvis durant els primers 40 minuts d’experiment en ambdues
espéecies. A partir d'aquest punt, la concentraci6 d’aquesta hormona va
incrementar progressivament fins arribar a valors de 115.5 i 84.8 ng g™ pf en
els teixits foliars de plantes d’Arabidopsis i Thellungiella, respectivament.
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Figura 5.3. Concentracio d’ABA i JA en rossetes de: a) i c) Arabidopsis i b) i d) Thellungiella

sotmeses a dessecacio

La concentracio de JA va presentar increments aillats despres de dues hores
de dessecacié en ambdues espécies estudiades, mentre que durant la resta de
periode assajat no va presentar variacions significatives. En el cas de les
rossetes d’Arabidopsis (Figura 5.3c), els nivells de JA patiren un increment
lleuger entre l'inici de lI'experiment i 60 minuts despres. A les dues hores
d’excisié de la rosseta basal es presentaven els canvis més acusats (326.2 ng
g pf), coincidint amb l'increment d’ABA (Figura 5.3a), tornant després a valors
més semblants als de la primera hora d’estrés (92.0 ng g™ pf). En el cas de les
plantes de Thellungiella (Figura 5.3d) la concentracido d’aquesta hormona va
variar entre 13.3 i 8.9 ng g™* pf durant la primera hora de tractament. A les dues

hores, perd, la concentracié de JA va assolir valors de 55.3 ng g™ pf, reduint-

94



Plantes model

s’hi després fins valors basals. L’augment transitori en la concentracié de JA
sempre va precedir a 'inici de I'acumulacié d’ABA en les rossetes escindides.

5.1.1.4 Perfilats metabolomics

Per tal d’avaluar I'impacte de la dessecacié sobre el conjunt de metabolits
semipolars en les plantes d’Arabidopsis i Thellungiella, es va realitzar I'analisi
metabolomic de les rosetes basals sotmeses a dessecacié continuada (Annex
4). El material vegetal es va processar per a I'extraccié de metabolits tal i com
s’indica a l'apartat 3.6.1. Els extractes s’analitzaren tal i com es descriu a
'apartat 3.6.2, i I'extraccio dels senyals cromatografics significativament alterats
es va dur a terme mitjancant ANOVA emprant un p valor de 0.01 i utilitzant com
a factor de selecci6 el temps de dessecacid. L'analisi estadistica de les dades
referents a les rossetes d’Arabidopsis (Figura 5.4) va desvetllar la existéncia de
115 senyals cromatografics significativament alterats d'un total de 1932
detectats, mentre que en les rossetes de Thellungiella (Figura 5.5) només 40
senyals de 1982 passaren 'analisi de la variancia. En les plantes d’Arabidopsis,
els 115 senyals significativament alterats s’agruparen en cinc clisters depenent
de la tendencia seguida pels senyals al llarg del temps. El clister més nombros
va ser el tercer, i contenia 76 senyals que incrementaren la seua concentracio
de forma lineal al llarg del periode experimental. En el cinqué cllster la
tendéncia fou una repressio en resposta primerenca a l'estres, ja que els 11
senyals que el contenien es mantingueren constants una vegada iniciada
I'excisio, disminuint els seus valors considerablement al comparar-los amb els
del minut zero. Els clusters 1 (8 senyals), 2 (8 senyals) i 4 (12 senyals),
mostraren comportaments similars entre ells, ja que només presentaren
augments en la concentracié dels possibles metabolits en moments puntuals de
'experiment, a 40, 120 i 20 minuts, respectivament. En Thellungiella, els 40
senyals alterats s’agruparen en quatre clusters de comportament. El primer,
amb 14 senyals, va mostrar un increment progressiu fins el final del periode
d’estudi. En el tercer cluster, amb 7 senyals, els canvis aparegueren entre la
primera i la segon hora, mentre que en el quart (7 senyals) els valors foren més
elevats dins dels primers 40 minuts que en la resta de punts, on es

mantingueren similars al punt control.
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Figura 5.4 (a) HCA dels senyals significativament alterats en rossetes d’Arabidopsis sotmeses

a estres per dessecacio (p<0.01) (els nombres de la dreta de la figura fan referéncia als distints

clusters) i (b) perfils dels clusters obtinguts. En cada grafic, (o, e i V) representen diferents

repliques d’extraccio
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Figura 5.5 (a) HCA dels senyals significativament alterats en rossetes de Thellungiella
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Al comparar els senyals significativament alterats en condicions de dessecacio
provinents d’una especie o l'altra tan sols es va trobar un en comu (Figura 5.6).
Aquest resultat indica el baix grau de solapament existent entre ambdues
especies pel que fa al tipus de metabolits secundaris que es veren alterats per

I'estrés per dessecacio.

Arabidopsis thaliana Thellungiella halophila

Figura 5.6 Diagrames de Venn que representen el solapament dels senyals significativament

alterats de plantes d’Arabidopsis i Thellungiella sotmeses a estrés per dessecacio
5.1.2 Experiments d’estrés sali
5.1.2.1 Concentracio d’ions clorur

La concentracio d’aquestos ions en les rossetes de les plantes recol-lectades
va augmentar progressivament amb el temps d’experiment en ambdds
genotips, arribant a valors molt més elevats en les plantes estressades
d’Arabidopsis, considerat el genotip més sensible a la salinitat. Tal i com es pot
observar a la seguent figura, les plantes d’Arabidopsis (Figura 5.7a) van
acumular el triple d’ions clorurs en les seues fulles que les de Thellungiella
(Figura 5.7b) en condicions salines, assolint després de 20 dies d’experiment,
valors de 56.1 mg g pf, mentre que en les rossetes de Thellungiella es van
sobrepassar els nivells basals amb valors de tan sols 16.1 mg g™ pf al final del

tractament sali.
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Figura 5.7 Concentraci6 d’ions clorur en rossetes de: a) Arabidopsis i b) Thellungiella sotmeses

estrés sali. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (o) a les estressades
5.1.2.2 Concentraci6 de prolina

A diferencia dels resultats observats en els experiments d'estres per
dessecaciod, les concentracions de prolina foliar de les plantes estressades al
llarg dels 20 dies que va durar el tractament sali en Arabidopsis (Figura 5.8a) i
Thellungiella (Figura 5.8b) presentaren perfils molt similars. Després de cinc
dies d’'estres, les concentracions de prolina foliar es situaren en 20.8 i 18.4
umol g* pf en plantes d’Arabidopsis i Thellungiella, respectivament. Al cap de
20 dies, la concentracio de l'aminoacid en les plantes estressades
d’Arabidopsis fou 22.0 vegades superior a la de les plantes control, mentre que
en Thellungiella el increment només va ser de 3.3. Al igual que en I'experiment
anterior, els nivells control de prolina foren sempre superiors en les plantes de

Thellungiella que en les d’Arabidopsis.
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Figura 5.8 Concentracio de prolina en rossetes de: a) Arabidopsis i b) Thellungiella sotmeses

estrés sali. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (o) a les estressades

5.1.2.3 Concentracio d’ABA i JA

Es va dur a terme la determinacid6 d’hormones vegetals als extractes de
rossetes d’Arabidopsis i Thellungiella sotmeses a estres sali mitjancant el
metode descrit a I'apartat 3.5 de material i métodes, i els patrons d’acumulacio
hormonal, al contrari que en el cas anterior, presentaren diferencies notables
entre ambdues espécies (Figura 5.9). En resposta a l'increment de la salinitat
en l'aigua de reg, les plantes d’Arabidopsis (Figura 5.9a) van acumular més
quantitat d’ABA que les de Thellungiella (Figura 5.9b), encara que en
condicions control la concentracié d’aquesta hormona sembla lleugerament
superior en Thellungiella. Per una altra banda, el JA es va acumular en les
plantes d’Arabidopsis exposades a l'estrés sali (Figura 5.9c), mostrant un
augment important al cap dels 20 dies de tractament, amb una concentracio de
482.3 ng g’ pf, mentre que en les fulles de Thellungiella (Figura 5.9d) no es
trobaren canvis significatius en la concentraci®6 hormonal durant tot

I'experiment, observant-s’hi nivells de JA entre 0.5 3.5 ng g™ pf.
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Figura 5.9 Concentracié de ABA i JA en rossetes de: a) i c) Arabidopsis i b) i d) Thellungiella
sotmeses a estrées sali. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (e) a les

estressades

5.1.2.4 Perfilats metaboldomics

L’'analisi estadistica per a I'extracci6 dels senyals cromatografics
significativament alterats es va dur a terme amb el paquet maSigPro (Conesa
et al., 2006), tal i com es descriu a l'apartat 3.6.3 de materials i metodes.
L’'analisi estadistica de les dades extretes pel xcms va trobar un total de 1688
senyals significativament alterats dels 4467 detectats pel software en
Arabidopsis (Figura 5.10). En Thellungiella foren 1178 els senyals amb valors
diferencials, d’un total de 3680 (Figura 5.11)(Annex 5).
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Figura 5.10 (a) HCA dels senyals significativament alterats en rossetes d’Arabidopsis sotmeses

a estrés sali (p<0.01) i (b) perfils dels cllsters obtinguts. En cada grafic, (o) representa les
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Tant en l'analisi resultant en Arabidopsis com en Thellungiella, els senyals
significativament alterats donats pel maSigPro es pogueren agrupar en quatre
clusters segons el seu comportament, és a dir, segons la seua variacio
caracteristica i significativa al llarg del temps. En aquest software, les
variacions de les mostres tractades es compararen sempre amb els seus
corresponents controls, de forma que per a que un cluster tingués un significat
biologic es va considerar com a condicid necessaria que les mostres control
mostraren una tendéncia més estable que les tractades. Tenint en compte
aguesta consideracio, sols 2 dels quatre clusters d’Arabidopsis tenien un
comportament amb significat biologic, els clisters 2 i 4, reduint-se a 702 el
nombre total de metabolits alterats a causa de l'estrés sali. En el cas de
Thellungiella tots els clusters calculats pel sistema estadistic mostraren
significat biologic, i per tant, un total de 1179 senyals diferencialment alterats,
casi 500 més que en Arabidopsis.

Els grafics HCA mostren una clara separacié entre les plantes tractades i les
control en el cas de les plantes d’Arabidopsis. Pel contrari, en el cas de
Thellungiella, la separacié s’observa despres de cinc dies de tractament, ja que
en eixe punt les plantes d’ambdds grups apareixien solapades. Aquest resultat
podria indicar que les plantes de Thellungiella sotmeses a estres sali durant
cinc dies tenen similars perfils de metabdlits secundaris que les plantes control,
i que, per tant, les variacions més significatives apareixen a partir d'aquest
moment. En general, els canvis metabolics en les plantes d’Arabidopsis es
podrien classificar com a respostes fisiologiques a termini mitja, importants a
partir dels 13 dies després del tractament, mentre que en les de Thellungiella
poden identificar-se respostes inicials (clusters 2 i 4), a termini mitja (cluster 1) i
a llarg termini (cluster 3). En aquesta espécie, els augments en els nivells dels
metabolits foren més predominants que els descensos, amb sols 147 senyals

disminuits en resposta a I'estres sali.
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L'estudi del solapament va revelar un total de 50 senyals comuns a plantes
d’ambdues espécies del total de senyals significativament alterats (Figura
5.12).

Arabidopsis thaliana Thellungiella halophila

Figura 5.12 Diagrames de Venn que representen el solapament dels senyals significativament

alterats de plantes d’Arabidopsis i Thellungiella sotmeses a estrés sali

Quan es compararen els perfils metabolomics de les plantes no estressades
d’Arabidopsis i Thellungiella es va trobar un alt grau de solapament, amb un
total de 332 senyals comuns, dels quals 109 presentaren diferencies
significatives en intensitat entre ambdues espécies (Figura 5.13). Dels 109
senyals alterats, 5 foren majors en les plantes control d’Arabidopsis i 104 en les

de Thellungiella.

Arabidopsis thaliana Thellungiella halophila

109 senyals significativament alterades: 5 majors en
Arabidopsis i 104 majors en Thellungiella

Figura 5.13 Diagrames de Venn que representen el solapament dels senyals entre plantes

d’Arabidopsis i Thellungiella en condicions control
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5.2 Discussi6

En aquest capitol, s’han estudiat les respostes fisiologiques i metaboliques,
comunes i divergents entre Arabidopsis thaliana i Thellungiella halophila quan
es sotmeten a condicions d’estrés abiotic. Aquestes respostes poden ser
agrupades com a anticipades o regulades a causa de l'estrés, de les quals sén
les primeres les que pareixen tindre major importancia en la tolerancia a I'estres
sali i per dessecacid. D’acord amb els resultats exposats anteriorment, les
plantes de Thellungiella tenen un gran avantatge comparades amb les
d’Arabidopsis quan es sotmeten a estres sali, ja que sén capaces de reduir la
quantitat d’ions clorur transportats a les seues fulles. Aquesta menor
acumulacié d’ions toxics ve acompanyada d’una menor concentracio d’ABA i
JA comparat amb Arabidopsis. En quant a I'estrés causat per I'excisio de la
rosseta basal i posterior dessecacio, les fulles d’ambdues especies exhibiren
les mateixes taxes de pérdua d’aigua, que es relacionen amb perfils de canvis
similars per les hormones ABA i JA, encara que els augments de les
concentracions d’'aguestos compostos foren més acusats en les fulles
d’Arabidopsis que en les de Thellungiella, el que podria indicar una major

pressio de I'estres en les plantes del genotip sensible.

La possible implicacio de la prolina en la tolerancia a I'estrés sali i per sequera
ha segut estudiat i discutit en diferents especies de plantes; per exemple,
(Ghars et al., 2008) concloien que la capacitat per a sintetitzar prolina no
estava associada a la tolerancia a l'estres sali al comparar amb el mutant
hiperacumulador de prolina d’Arabidopsis eskimo-1 i Thellungiella. Hi ha autors
qgue han descrit que Thellungiella t¢ majors nivells basals de prolina que
Arabidopsis, conferint-li aixi una major tolerancia front a I'estres sali (Kant et al.,
2006). A més a meés, (Claussen, 2005) va suggerir que la relacié
[prolina]estres/[prolina]control pOdria ser un bon indicador de la pressio de I'estres.
En altres treballs es mostraren com dos genotips de citrics, un més sensible
que l'altre a l'estres abiotic, acumularen prolina en el mateix grau pero els
nivells basals foren sempre majors en el genotip tolerant (Arbona et al., 2008).
En el treball presentat en aquest document, 'acumulaciéo de prolina no va

semblar estar aparentment relacionada amb I'acumulacié de clorurs ni amb el
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grau de dessecacid. Les dos espeéecies exhibiren el mateix perfil de pérdua
d’aigua; pero, sols les plantes de Thellungiella van mostrar acumulacié de
prolina en les seues fulles en resposta a lI'excisi6 de la rosseta basal. Pel
contrari, baix condicions salines, les plantes de Thellungiella van acumular
menor quantitat de ions clorur que les d’Arabidopsis, tot i que mostraren
augments similars en el contingut de prolina. En els dos grups d’experiments,
els nivells basals de prolina foren sempre majors en les rossetes de
Thellungiella que en les d’Arabidopsis, el que recolza la importancia d’aquest
aspecte com a tret de tolerancia, protegint a la planta front a I'estres des de
I'inici. A més a més, els nostres resultats estarien també en concordanca amb
les conclusions de (Ghars et al., 2008), suggerint que I'augment de la capacitat
per a sintetitzar prolina no implica un augment en la tolerancia a l'estres. En
quant a I'acumulacié d’ions toxics en les fulles, (Inan et al., 2004) i (Kant et al.,
2006) també descrigueren una menor acumulaci6 de Na® en plantes de
Thellungiella al comparar-les amb Arabidopsis. La qual cosa sembla ser certa
també per als ions CI', i coincideix amb resultats obtinguts en altres espécies
del génere Citrus. En aquestos treballs, la major tolerancia a I'estres sali esta
associada a una menor concentracio d’'ions Cl als organs fotosintetics (Bafiuls i
Primo-Millo, 1995; Arbona et al., 2006; Lépez-Climent et al., 2008). (Stepien i
Johnson, 2009) han descrit recentment resultats similars en termes de
parametres fotosintétics i acumulaci6 de Na’ per a plantes d’Arabidopsis i
Thellungiella cultivades en medis salins.

Es ben sabut que l'adaptacié6 de les plantes a les condicions ambientals
adverses es regula mitjancant una xarxa intricada d’hormones vegetals. El
paper de I'ABA en condicions d’estres sali i/o hidric ha segut ampliament
estudiat tant en plantes model com en cultius, mentre que el paper del JA és
menys conegut. Alguns autors han estudiat la funcié de 'ABA en el tancament
estomatic (Gomez-Cadenas et al., 2002; Arbona et al., 2006), en la sintesi de
proteines de resposta a estres (Wong et al., 2006), en I'activacié del sistema
antioxidant (Jiang i Zhang, 2001) aixi com la seua interacci6 amb altres
hormones vegetals com l'etile (Gémez-Cadenas et al., 1996) en la induccio de
I'abscisio foliar. La funcio del JA en la regulacié de les respostes front a I'estres

abiotic no esta tan clara encara que alguns autors indiquen un solapament de
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respostes fisiologiques induides per el JA o I'ABA tals com el tancament
estomatic (Acharya i Assmann, 2009) o la produccié de ROS (Saito et al., 2008)
en condicions d’estrés abiotic. Pero, les funcions especifiques de les
fitohormones en [ladaptaci6 de les plantes a algunes condicions
mediambientals, i com s’associen en la capacitat per a tolerar I'estrés, no estan
massa clares. En relaci6 a aquesta tesi, en les condicions experimentals
d’escissi0 de la rosseta basal, les fulles d’Arabidopsis i de Thellungiella
exhibiren perfils d’acumulacio d’ABA i JA molt similars, encara que els valors
foren sempre més elevats en les plantes d'Arabidopsis. Per contra, en
condicions salines, el comportament d’aquestes hormones va ser diferent en
les plantes d’ambdos genotips. En les rossetes d’Arabidopsis els nivells d’ABA i
JA augmentaren molt amb [l'aplicacio de l'estrés, mentre que en les de
Thellungiella tan sols la concentraci6 d’ABA es va veure lleugerament
incrementada. Aquestos resultats suggereixen que les plantes d’Arabidopsis i
Thellungiella no pateixen la mateixa pressi0 en les mateixes condicions
d’estrés, sent aquesta sempre superior en el cas d’Arabidopsis. Pareix ser, tal i
com han apuntat altres autors, que el JA actua com a disparador de la senyal,
mentre que I'’ABA és el que modula les respostes fisiologiques per a aclimatar-
se a les noves condicions d’'estrés (Mahouachi et al., 2007; Arbona i Gémez-
Cadenas, 2008).

Atenent als perfilats metabolomics realitzats en Arabidopsis i Thellungiella, en
les condicions descrites en aquest treball, pareix ser que les variacions en els
metabolits secundaris en fulles d’ambdues especies no estan associades a cap
regulacio hormonal especifica. Quan es sotmeten a dessecacid, aquestes
plantes tenen perfils hormonals similars, pero el metabolisme secundari mostra
diferents respostes. Les plantes d’Arabidopsis mostraren un gran nombre de
metabolits alterats quan es van sotmetre a dessecacio, el que es podria
relacionar amb els majors increments en els nivells hormonals, al comparar
amb Thellungiella. El cluster 3 d’Arabidopsis (amb 76 senyals) mostra una
tendéncia compatible amb la induccié depenent del temps d’estrés, que
presumiblement es podria associar amb una inducciéo depenent d’ABA. Les
rossetes de Thellungiella homés van mostrar un pocs metabolits alterats a

causa de la dessecacid. D'aqguestos, els 7 senyals del clister 1 es podrien
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relacionar amb l'augment de la concentracié d’ABA. Aquestes diferencies es
poden deure possiblement al diferent estat del metabolisme basal d’ambdues
especies, recolzat pel fet que només comparteixen un metabolit alterat en
resposta a la dessecacid. Pel contrari, en condicions d’estres sali, va ser
Thellungiella I'espécie que més canvis va mostrar en el seu metabolisme
secundari, tot i que va ser Arabidopsis la que va patir variacions hormonals més
fortes. A més a meés, les plantes de Thellungiella sotmeses a estres sali
comencaren a notar els canvis en el seu metabolisme secundari a partir del
nove dia de tractament, ja que en els primers cinc dies tant les plantes control
com les estressades mostraren perfils de metabolits secundaris molt similars.
Les rossetes d’Arabidopsis sotmeses a elevada salinitat en aigua de reg patiren
canvis respecte als corresponents controls des del inici del tractament.
Ambdues espécies compartiren 50 metabolits alterats en resposta a la salinitat,
molt pocs si es té en compte la quantitat de senyals detectats, que foren 4467 i
3680 per a Arabidopsis i Thellungiella, respectivament. Tal i com s’ha comentat
en els resultats, al comparar els metabolits existents en plantes d’Arabidopsis i
de Thellungiella en condicions control, es va trobar un alt grau de solapament, i
d’aquestos, els metabolits diferencialment alterats entre ambdues espécies
foren 109, del quals 104 es trobaven amb nivells més elevats en Thellungiella, i
5 en Arabidopsis, suggerint que és Thellungiella I'especie amb un metabolisme

secundari més preparat per a afrontar les condicions adverses.

En general, les respostes del metabolisme secundari semblen ser especifiques
del genotip, i a més a més, no pareixen estar relacionades amb les regulacions
hormonals que presenten. (Gong et al., 2005) ja mostraren que en condicions
salines, els canvis en el perfil de transcripcié en plantes de Thellungiella foren
menors que en Arabidopsis. A més a més, els transcrits induits en Thellungiella
codifiquen per a elements involucrats en el plegament de proteines, en
modificacions post-traslacionals i en la distribucié de proteines, més que en la
induccid de proteines especifiques contra I'estrés. Totes aquestes evidéncies
s6n compatibles amb I'existéncia d’'una preparacié anticipada a l'estrés en

Thellungiella.
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Les dades presentades en aquest treball estan d’acord amb aquesta hipotesi:
en condicions basals, les plantes de Thellungiella mostraren nivells d’alguns
metabolits més alts (prolina i metabolits secundaris) que les d’Arabidopsis; sén
menys els metabolits que es veuen significativament alterats en les plantes de
Thellungiella en resposta a la sequera, pero hi sbn més els metabolits afectats
guan es tracta d’estrés per salinitat.

A mode de resum, les dades presentades en aquest treball son compatibles
amb I'existéncia de diferents condicions metaboliques basals entre les plantes
de Thellungiella i Arabidopsis, i que sén aquestes condicions les responsables
de la diferent tolerancia a I'estres abiotic que mostren ambdues especies.
Aquestes diferencies no pareixen estar relacionades amb la regulacio
hormonal, més bé amb diferents respostes del metabolisme primari i secundari
guan les plantes es sotmeten a estreés. Les respostes fisiologiques observades
en Arabidopsis estan induides post-estres mitjancant una regulacié hormonal,
mentre que Thellungiella té una configuracié metabolica basal millor preparada
per a les condicions ambientals adverses. Aquest metabolisme prevé les
posteriors modificacions fisiologiqgues induides per les fitohormones, a
diferencia d’Arabidopsis on totes aquestes respostes estan directament

regulades per I'estrés, mitjancant una forta regulaciéo hormonal.
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6. CANVIS HORMONALS | METABOLICS EN ARRELS DE CITRI CS
SOTMESOS A ESTRES PER INUNDACIO | ESTRES PER SEQUERA

En l'actualitat, els peus o patrons de citrics més utilitzats son el citrange Carrizo
i el mandari Cleopatra, i és per aixo que I'estudi fisiologic de citrics s’ha realitzat
en aquestos dos genotips. Mandari Cleopatra és una espécie tolerant a la
tristeza, exocortis, psoriasi i xiloporosi, també tolera la clorosi ferrica i és
notablement tolerant a la salinitat. Citrange Carrizo és, com tots els patrons de
citrics utilitzats actualment, tolerant a la tristeza pero també ho és a xiloporosi,
psoriasi, nematodes i a l'atac de Phytophthora spp. Es, pero, sensible a la
exocortis i desenvolupa clorosi ferrica en sols calcaris. ElI genere Citrus i
algunes especies afins es classifiquen com a sensibles a I'estrés per inundacié
del substrat i a l'estrés per sequera. Sota condicions d’inundacié citrange
Carrizo mostra una tolerancia relativament alta mentre que el mandari
Cleopatra és molt sensible. Aquesta diferent tolerancia s'ha associat amb la
diferent habilitat per a eliminar les espécies reactives d’oxigen (Arbona et al.,
2008). Pero, en condicions de déficit hidric, és Cleopatra I'espécie més tolerant
(Pérez-Pérez et al., 2010). En general, les plantes responen i s’adapten a
'estrées per tal de sobreviure en diverses condicions ambientals, i ho fan
mitjancant I'adquisici6 de mecanismes de tolerancia que promouen canvis
fisiologics i bioquimics (Urano et al., 2010). S’ha demostrat previament que
existeixen mecanismes especifics i probablement connectats entre ells, que
podrien ser la base de les diferents tolerancies existents entre genotips, tals
com l'ajustament de la maquinaria fotosintética (Lépez-Climent et al., 2008),
senyals hormonals especifigues (Arbona i Goémez-Cadenas, 2008), |,
particularment, la capacitat per a prevenir el dany oxidatiu induit per I'estres
mitjancant I'activacio d’enzims i de metabolits antioxidants (Arbona et al., 2003).
En aquest capitol de la tesi, I'objectiu ha segut completar els coneixements
descrits fins el moment, amb I'estudi de les respostes hormonals i metaboliques
en arrels dels dos patrons indicats anteriorment quan han estat sotmesos a
estrés per inundacié i déficit hidric, contribuint aixi, a desxifrar el complicat
metabolisme que presenten les especies vegetals. Per a dur a terme tal tasca,

s’han realitzat mesures de la concentracio radicular de prolina, d’hormones

113



Citrics

vegetals i d’alguns precursors de lignines, aixi com estudis dels canvis en el

metabolisme secundari mitjancant perfilats metabolomics.

6.1 Resultats

6.1.1 Experiments d’inundaci6

6.1.1.1 Concentraci6 de prolina

Es realitzaren determinacions de la concentracid de prolina radicular de plantes
d’ambdos genotips de citrics estudiats, mandari Cleopatra i citrange Carrizo, i
es trobaren algunes diferéncies entre ells. La concentracio del metabolit en les
arrels de Cleopatra augmenta lleugerament en resposta a I'estres, presentant
valors compresos entre 17.6 i 17.8 pmol g* pf en les plantes sotmeses a
inundacié (Figura 6.1a), pero, en el tercer punt d’estudi, I'increment relatiu de
les plantes inundades respecte del control si que va ser acusat (veure grafica
inserida de la Figura 6.1a), amb un augment del 50 %. En les arrels de les
plantes inundades de Carrizo les quantitats de prolina foren superiors que en
les de Cleopatra, mostrant valors que anaven des de 26.4 fins 49.9 umol g™ pf,
el primer dia i Ultim d’'inundaciod, respectivament (Figura 6.1b). En condicions
control les concentracions de prolina oscil-laren entre 10.9 i 6.4 pmol g* pf
durant tot el periode d’'estudi. Fixant-se en la corresponent grafica inserida es
pot apreciar com la concentracié de prolina augmenta drasticament al final del

tractament d’'inundacio.
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Figura 6.1 Concentracié de prolina en arrels de (a) mandari Cleopatra i (b) citrange Carrizo
sotmeses a estres per inundacio. En cada grafic, (o) representa les plantes control i (e) les
estressades. Les grafiques inserides mostren la variacié percentual del metabolit en les plantes

estressades

6.1.1.2 Concentraci6 de fitohormones

Es va dur a terme la quantificacio de la concentracio d’hormones vegetals i
d’alguns precursors de lignines als extractes d’arrels de Cleopatra i Carrizo
sotmeses a estrés per inundacio, tal i com es descriu a l'apartat 3.5 dels
materials i metodes. En aquest cas es quantificaren els seglients compostos:
IAA, SA, JA, ABA, acids cinamic, cumaric i cafeic. Els resultats d’aquestes
determinacions es mostren a les Figures 6.2, 6.3 i 6.4, tant per a les plantes

controls com per a les inundades.

En el cas de Cleopatra, la concentracio de SA va ser lleugerament superior en
les arrels de les plantes inundades que en les control, al voltant de 1.2 vegades
en tots els dies analitzats (Figura 6.2a). Pel contrari, les plantes de citrange
Carrizo respongueren a aquest estres mitjancant una disminucié en els nivells
de SA durant tot I'experiment (Figura 6.2b). Les arrels de les plantes control
mostraren valors del metabdlit entre 18.3 i 11.8 ng g™ pf en el primer i tltim dia,
respectivament, mentre que les estressades mantingueren la concentracio

entre 13.1 ng g™ pf el primer dia d’inundacié i 10.0 ng g™ pf en I'Gltim. Per altra
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banda, la concentraciéo d’'IAA es va veure incrementada en ambdds genotips
sotmesos a estres per inundacio. Els nivells d’aquest metabolit en les plantes
de mandari Cleopatra (Figura 6.2c) sotmeses a embassament del substrat
mostraren un increment progressiu al llarg del periode experimental arribant a
valors 4.2 vegades superiors que en condicions control; les arrels de citrange
Carrizo (Figura 6.2d) també respongueren a l'estres sintetitzant 'auxina, pero
de forma transitoria als 6 dies d’experiment, amb valors de 20.1 ng g* pf , que

es veren reduits fins valors control posteriorment (5.6 ng g™ pf).
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Figura 6.2 Concentraci6 de SA i IAA en arrels de (a,c) mandari Cleopatra i (b,d) citrange

Carrizo sotmeses a estrés per inundacié. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i

(o) a les estressades
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Figura 6.3 Concentracido de JA i ABA en arrels de (a,c) mandari Cleopatra i (b,d) citrange

Carrizo sotmeses a estrés per inundacié. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i

(o) a les estressades

Fixant-nos en les variacions en la concentracioé de les hormones JA i ABA al
sotmetre a les plantes a estrés per inundacio, s'observaren patrons de canvis
molt diferents als que s’han vist en els experiments anteriors en plantes model,
ja que els nivells d’aquestes hormones es veren reduits considerablement des
del primer dia del tractament, arribant a nivells tan baixos que casi foren
impossibles de detectar (Figura 6.3). Aquestos resultats estan en concordanca
amb estudis recents duts a terme en arrels de citrics sotmesos a inundaci6 del
substrat (Arbona i Goémez-Cadenas, 2008). Les concentracions de JA en les
arrels de les plantes control de Cleopatra es trobaren entre 59.9 i 90.7 ng g pf
al llarg dels 8 dies d’experiment, mentre que en les plantes estressades els
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nivells d’aquest metabdlit es veren reduits a valors de 6.9 ng g™ pf al final del
periode experimental (Figura 6.3a). En el cas de Carrizo (Figura 6.3b), encara
que el perfil de comportament va ser molt semblant, es van notar diferencies al
comparar-lo en Cleopatra, ja que els nivells en condicions control de JA foren
superiors en tots els punts, arribant a valors de 192.4 ng g™ pf front als 90.7 ng
g’ pf de Carrizo. En quant a 'ABA, la concentracié en les arrels de plantes de
Cleopatra inundades (Figura 6.3c) no va superar els 3.7 ng g* pf, mentre que
les plantes control assoliren concentracions en aquest acid que oscil-laven
entre 32.1 i 26.4 ng g’ pf al inici i final de I'experiment, respectivament,
aproximadament un 90 % superiors a les trobades en plantes inundades. Les
arrels de les plantes inundades de Carrizo (Figura 6.3d) mostraren un perfil
d’ABA molt similar al de Cleopatra, encara que en aguest cas no
sobrepassaren els 1.6 ng g* pf. Les concentracions d’aquesta hormona en
arrels de plantes control de Carrizo es mantingueren entre 29.4 i 34.9 ng g™ pf

durant tot el periode experimental.

El tractament d’inundacié va provocar I'acumulacio de I'acid cinamic en arrels
de Cleopatra (Figura 6.4a) i Carrizo (Figura 6.4b), encara que en aquest ultim
en menor grau. Les plantes control de Cleopatra mostraren valors de 193.7 ng
d’acid cinamic g™ pf el primer dia d’experiment, mentre que en les arrels de
plantes inundades la concentracié va ser de 871.0 ng g™ pf després d'un dia de
tractament, 4.5 vegades superiors. Els increments relatius entre les plantes
control i les inundades es mantingueren fins I'Gltim dia d’experiment, en el qual
la concentracié d’acid cinamic va ser 10.6 vegades superior en les arrels de les
plantes inundades de mandari Cleopatra que en les control. En el genotip
Carrizo el tractament d’inundacié va induir també un increment de la
concentracio radicular d’acid cinamic que despres de 24 hores d’experiment fou
de 659.6 ng g* pf, al voltant de 13 vegades superior als valors control en la
mateixa data (52.7 ng g™ pf). Posteriorment, els valors es reduiren fins 432.9 i
330.7 ng g™ pf als 3 i 6 dies, respectivament. Al final del periode experimental,
la concentracié radicular de d’acid cinamic fou de 463.6 ng g™ pf en plantes de
Carrizo sotmeses a estrés per embassament del substrat, aproximadament 9

vegades superiors als valors de plantes control.
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Figura 6.4 Concentraci6 d’'acid cinamic, acid cumaric i acid caféic en arrels de (a,c,e) mandari

Cleopatra i (b,d,f) citrange Carrizo sotmeses a estrés per inundaci6. En cada grafic, (o)

representa a les plantes control i (e) a les estressades. Les grafiques inserides mostren la

variacio percentual dels metabolits en les plantes estressades
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En el cas dels acids cumaric i caféic, les tendencies observades foren diferents
a les de lacid cinamic, i diferents també entre ambdos genotips. La
concentracio d’acid cumaric en les arrels de plantes de Cleopatra (Figura 6.4c)
en condicions control va ser lleugerament superior (1.2 vegades) a la
d’'inundacio en els tres primers dies d’experiment, mentre que en els dos ultims
punts, dies 6 i 8 despres de l'inici del tractament, els nivells d’acid cumaric de
les plantes inundades foren 1.8 vegades superiors als de les plantes control
(veure grafica inserida de la Figura 6.4c), encara que no superaren els valors
dels controls en les dues primeres dates, que foren de 3547.2 i 3581.7 ng g*
pf, respectivament. En el cas de citrange Carrizo (Figura 6.4d), els nivells d’acid
cumaric de les plantes inundades al final del tractament d’inundacio fou 2.7
vegades superior a la de les control, assolint una concentracié de 1427.6 ng g*
pf. Finalment, els perfils d’acid cafeic mostraren variacions similars al llarg de
I'experiment; en les plantes de Cleopatra (Figura 6.4e), la concentracié en el
primer i tercer dia d’estrés va ser inferior per a les plantes inundades (1.5 1.7
vegades), pero, en els dos ultims dies els nivells de l'acid cafeic foren
practicament iguals entre plantes d’ambdos tractaments. En les arrels de les
plantes de Carrizo (Figura 6.4f) les diferencies encara foren menys
significatives que en Cleopatra, mantenint-se els nivells d’acid caféic molt

similars entre plantes control i tractades al llarg del tot el periode experimental.
6.1.1.3 Perfilats metabolomics

Per tal de completar tot l'estudi fisiologic de les plantes de citrics
seleccionades, Cleopatra i Carrizo, es va realitzar també una analisi
metabolomica de les arrels de les plantes control i estressades (Annex 6). Les
mostres vegetals s’analitzaren tal i com es descriu a I'apartat 3.6 de material i
metodes. Per tal de extraure els senyals o metabolits significativament alterats
en resposta a I'estres per inundacio es realitzaren analisis estadistiques de les
dades mitjancant I'algoritme maSigPro (Conesa et al., 2006) (Figures 6.5 i 6.6),
que van desvetllar 112 senyals cromatografics significativament alterats en
mandari Cleopatra d’'un total de 2880 detectats, mentre que en el cas de

Carrizo foren 211 els que passaren I'analisi d’un total de 2765.
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Com es pot observar a la Figura 6.5b, els senyals significativament alterats de
la Figura 6.5a foren agrupats en cinc clusters amb diferents perfils, dels quals
nomes quatre foren considerats com a clisters amb significat biologic. Es
considera que un cluster de comportament té significat biologic quan les
tendéncies de les plantes control son més estables que les de les plantes
estressades. Atenent a aquest criteri, el cluster 5, amb 33 senyals, queda
descartat, ja que els nivells d’aquestos senyals en les arrels estressades es van
mantenir constants al llarg de tot I'experiment. Per tant, I'analisi realitzat a les
arrels de Cleopatra deixa 79 senyals significativament alterats, de les 2880
inicials. Els clasters 1 i 4, amb 25 i 22 senyals, respectivament, mostraren
perfils en els quals els possibles metabolits es veren reprimits a causa de
I'estrés, ja que els valors mitjans de les arrels de les plantes estressades estan
en nivells inferiors als valors de les plantes control, perfil més acusat en el cas
del primer clister. En els cluster 2 i 3, que contenien 17 i 15 senyals,
respectivament, els perfils van ser contraris als anteriors, i els senyals
augmentaren amb I'aparicio de I'estres, des del primer dia en el cluster 2 i al

final del tractament en el tercer.

En el cas de Carrizo, Figura 6.6, dels 2765 senyals detectats pel sistema
informatic, 211 es trobaven alterats significativament, i s’agruparen també en 5
clusters, dels quals només es consideraren clisters amb significat biologic els
clusters 1 i 3, de forma que aquest genotip es va quedar amb 91 senyals
significativament alterats. El clister 1, amb 65 senyals, presenta una tendéncia
molt clara on els nivells dels possibles metabolits es veren incrementats per la
presencia de l'estres, mentre que en el clister 3, amb 26 senyals, es veren

reduits, disminuint els seus valors respecte dels corresponents controls.
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Figura 6.5 (a) HCA dels senyals significativament alterats en arrels de plantes de mandari
Cleopatra sotmeses a estrés per inundacio, i (b) perfils dels clisters obtinguts. En cada grafic,

(o) representa a les plantes control i (e) a les estressades
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Figura 6.6 (a) HCA dels senyals significativament alterats en arrels de plantes de citrange
Carrizo sotmeses a estrés per inundacio, i (b) perfils dels clusters amb significat biologic

obtinguts. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (e) a les estressades
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Al comparar els senyals significativament alterats a causa de l'estrés per
inundacié del substrat d’'ambdues espécies estudiades, 112 per al genotip
mandari Cleopatra i 211 per a citrange Carrizo, nomeés es trobaren 14 senyals
en comu (Figura 6.7), amb un grau de solapament del 12.5 i 6.6 %,

respectivament.

mandari Cleopatra citrange Carrizo

Figura 6.7 Diagrames de Venn que representen el solapament dels senyals cromatografics
significativament alterats entre plantes de mandari Cleopatra i citrange Carrizo sotmeses a

estrés per inundacio

6.1.2 Experiments de sequera

6.1.2.1 Concentraci6 de prolina

En un segon grup d’experiments, plantules de mandari Cleopatra i citrange
Carrizo, foren sotmeses a estres per sequera durant un periode total de 14

dies. Es realitzaren mesures de contingut de prolina en els arrels de les plantes
control i les estressades, mostrant-se els resultats en la Figura 6.8.
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Figura 6.8 Concentracié de prolina en arrels de (a) mandari Cleopatra i (b) citrange Carrizo
sotmeses a estrés hidric. En cada grafic, (o) representa les plantes control i (e) les
estressades. Les grafiques inserides mostren la variacié percentual del metabdlit en les plantes
estressades

Tal i com es pot observar a la figura anterior, la concentracié de prolina va
mostrar molts canvis en les plantes sotmeses a estres hidric al comparar-la
amb les plantes control, tant en el genotip Cleopatra (Figura 6.8a) com en
Carrizo (Figura 6.8b), amb una tendencia general que es pot apreciar en les
corresponents grafiques inserides, on es veu clarament un augment relatiu de
la concentracid de prolina amb I'aparicio de la sequera. S’observa un increment
en la concentracid6 de prolina en les arrels de les plantes estressades de
mandari Cleopatra al cap de 12 i 14 dies de sequera, amb valors de 62.9i 17.6
umol gt pf, respectivament, mentre que les arrels de les plantes control
presentaven valors de 42.7 i 7.5 umol g* pf en les mateixes dates. En les
plantes de Carrizo sotmeses a estrés per sequera, aquest increment en la
concentracio radicular de prolina es va produir als 14 dies després del inici del
tractament, assolint valors de 30. 6 pmol g* pf, 2.4 vegades superiors als

corresponents controls.
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6.1.2.2 Concentraci6 de fitohormones

Es va dur a terme la determinacié d’hormones vegetals i d’alguns precursors de
lignines, igual que en els experiments d’inundacio, als extractes d’arrels de
Cleopatra i Carrizo sotmeses a estres per sequera, tal i com es descriu a
'apartat 3.5 dels materials i métodes. Els resultats d’aquestes determinacions

es mostren a les Figures 6.9, 6.10 i 6.11, tant de les plantes controls com de les

inundades, expressats en ng g™ pf.
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Figura 6.9 Concentracio de SA i IAA en arrels de (a,c) mandari Cleopatra i (b,d) citrange
Carrizo sotmeses a estrés hidric. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (e) a les

estressades. Les grafiques inserides mostren la variacié percentual dels metabolits en les

plantes estressades
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Al llarg de la major part de I'experiment, tant les arrels de les plantes tractades
com de les control dels dos genotips estudiats, mostraren nivells similars de
SA. En les arrels de Cleopatra (Figura 6.9a), els nivells d’aquesta hormona es
mantingueren constants durant els primers 7 dies d’experiment tant en les
plantes tractades com en les control, encara que en aquest periode de temps
els nivells de SA foren lleugerament superiors en les plantes control que en les
estressades. En els dos ultims punts de I'experiment la situacié va canviar, i
ambdoés grups veren incrementada la concentracio endogena de SA, assolint
valors en les plantes sotmeses a estrés hidric de 36.9 i 50.3 ng g pf en els
dies 12 i 14, respectivament, mentre que les concentracions control foren de
27.2145.2 ng g* pf en les mateixos punts. En el cas de Carrizo (Figura 6.9b),
la concentracié de SA va ser superior en les arrels de les plantes tractades que
en les control, excepte el primer i Gltim dia, on foren major (36.2 i 15.2 ng g™* pf)
i igual (20.6 i 20.2 ng g* pf), respectivament. Per altra banda, la sequera
continuada va induir un augment significatiu d'lAA al cap de 12 dies de
tractament, tant en les plantes de Cleopatra (Figura 6.9c) com en les de Carrizo
(Figura 6.9d), assolint valors de 52.6 i 37.5 ng g* pf en els dies 12 i 14
d’inundacio, respectivament, front als 31.6 i 18.6 ng g™ pf en condicions control
en Cleopatra; i 41.4 i 43.2 ng g™ pf en les arrels inundades de Carrizo en els
dies 12 i 14, respectivament, front als 13.0 i 14.7 ng g™ pf en els mateixos punts

per a les plantes control.

Els nivells endogens de JA en les arrels de les plantes de mandari Cleopatra
sotmeses a estres per sequera (Figura 6.10a), mostraren alguns canvis
respecte als nivells de les plantes control durant els 14 dies d’experiment,
encara que no es va observar cap tendencia clara, la concentracio de JA en les
plantes tractades es va veure incrementada de 28.7 a 46.2 ng g pf des del
primer fins I'Gltim dia d’experiment. Les plantes estressades de Carrizo (Figura
6.10b) presentaren un increment important en la concentracio radicular de JA
després de 3 i 5 dies de sequera, assolint concentracions de 77.1i117.2 ng g*
pf, respectivament. Despreés, els valors es reduiren igualant-se amb els control.
En el cas de I'ABA, la concentracio radicular es va veure incrementada en
resposta a l'estres hidric en ambdds genotips. En el cas de les plantes

estressades de Cleopatra (Figura 6.10c), la concentracié en aquesta hormona
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es va veure incrementada assolint valors de 90.8 ng g™ pf després de 14 dies
d’experiment, 4.8 vegades superiors a les plantes control, mentre que en les
plantes de Carrizo sotmeses a estres hidric (Figura 6.10d) la concentracioé va
ser lleugerament superior, amb valors d’ABA de 148.8 ng g™* pf en aquest tltim

dia, 7.3 vegades superior a la corresponent control.
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Figura 6.10 Concentracié de JA i ABA en arrels de (a,c) mandari Cleopatra i (b,d) citrange
Carrizo sotmeses a estrés per sequera. En cada grafic, (o) representa a les plantes control i (e)
a les estressades. Les grafiques inserides mostren la variacié percentual del metabdlit en les

plantes estressades
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Figura 6.11 Concentraci6é d’'acid cinamic, acid cumaric i acid cafeic en arrels de (a,c,e) mandari
Cleopatra i (b,d,f) citrange Carrizo sotmeses a estrés per sequera. En cada grafic, (o)
representa a les plantes control i (e) a les estressades. Les grafiques inserides mostren la

variacié percentual dels metabolits en les plantes estressades
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La concentracié d'acid cinamic radicular en les plantes de mandari Cleopatra
(Figura 6.11a) sotmeses a estres per sequera no va mostrar cap tendéncia
clara, encara que en el primer dia de tractament aquest metabolit mostra nivells
que assoliren els 196.7 ng g™ pf en les plantes estressades i 81.2 ng g™ pf en
les control. En els punts seguents, els dies 5, 7 i 12, la concentracié d’acid
cinamic en les plantes estressades va ser 2.5, 1.3 i 1.5 vegades inferior que en
les control, respectivament. En l'Gltim dia d’experiment, la concentracio del
metabolit es va igualar entre les mostres control i les inundades, amb valors de
95.0 i 91.3 ng g’ pf, respectivament. En el cas de citrange Carrizo (Figura
6.11b), la concentracié d’acid cinamic es va veure incrementada a causa de
I'estrés a partir del cinqué dia d’experiment, amb valors de 394.4, 356.6, 411.6 i
523.7 ng g* pf en els dies 5, 7, 12 i 14, respectivament, dues vegades
superiors que en els corresponents control. L'acid cumaric es va comportar de
manera similar en els dos genotips, veient reduida la seua concentracio a
causa de l'estres. En les arrels de les plantes de Cleopatra sotmeses a estres
per sequera (Figura 6.11c), els nivells d’aguest compost foren inferiors als
nivells control en tots els punts excepte en el primer i Gltim dia, en els quals els
nivells es solapaven. En els dies 5, 7 i 12, la concentracié d’acid cumaric en les
arrels de les plantes estressades fou de 5539.8, 4626.9 i 3737.4, valors 1.2, 1.5
i 1.6 vegades inferiors que en les corresponents controls. En el cas de citrange
Carrizo (Figura 6.11d), el patr6 de regulacio de I'acid cumaric fou més constant
al llarg de tot I'experiment, ja que en tots els dies d’estudi la concentraci
d’aquest metabolit es va veure reprimida en resposta a l'estrés per sequera,
amb valors que oscil-laven entre 2336.6 i 2903.4 ng g’ pf, mentre que la
concentracio d’acid cumaric en les arrels de les plantes control va assolir els
7524.6 ng g* pf. Per dltim, es va realitzar la determinacié d’acid caféic en les
arrels de Cleopatra (Figura 6.11e) i Carrizo (Figura 6.11f) sotmeses a estres
per sequera, i no s'observaren moltes diferéncies entre genotips ni tractaments.
La concentracio de l'acid va augmentar lleugerament cap al final del periode
experimental en les arrels estressades de Cleopatra, assolint valors de 22.0 ng
g’ pf, 1.4 vegades superiors al control. En la resta de punts no hi van haver
canvis importants. En el cas de Carrizo, encara s’hi notaren menys canvis que
en Cleopatra, i novament, la concentraci6 d’acid cafeic es va veure

incrementada al final de I'experiment en les arrels de les plantes estressades,
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amb valors lleugerament superiors als control que assoliren tan sols els 19.0 i

16.7 ng g™* pf, respectivament.

6.1.2.3 Perfilats metabolomics

Finalment, es van dur a terme els perfilats metabolomics de les mostres control
I tractades d’ambdos genotips de citrics, Cleopatra i Carrizo, pertanyents a
I'experiment de sequera realitzat (Annex 7). Igual que en els casos anteriors,
s'extragueren els senyals cromatografics provinents del instrument d’analisi
despres de centroiditzar les dades, i es realitzaren analisis estadistiques
utilitzant I'algoritme maSigPro (Conesa et al., 2006). L’analisi estadistica de les
dades extretes per I'xcms va trobar 255 senyals significativament alterats a
causa de l'estrés hidric, dels 3466 detectats pel software en Cleopatra. En
Carrizo foren 264 els senyals amb valors diferencials d’'un total de 2802, valors

lleugerament superiors als de Cleopatra (Figures 6.12 1 6.13).

A més dels senyals extrets pel software maSigPro, és necessari també
observar les tendéncies de les plantes en els clusters, per saber quins van a
tindre un significat biologic i quins no. En el cas de Cleopatra, els senyals
significativament alterats s’agruparen en tres clusters, dels quals només dos es
poden considerar com significatius (Figura 6.12b). El cluster 3, amb 116
senyals queda descartat quedant-nos amb els clusters 1 i 2, que contenien 47 i
92 senyals, respectivament. El primer clister mostra un comportament en el
qual els nivells dels possibles metabolits es veuen reprimits a causa de I'estres,
mentre que en el segon es veuen induits. En total, foren doncs 139 els senyals

amb significat biologic, dels 3466 detectats inicialment.

Per al cas de citrange Carrizo, 3 foren els clusters obtinguts, pero, al igual que
en el cas anterior, només dos d’ells es consideraren amb significat biologic
(Figura 6.13b). EIl claster 3, amb 44 senyals, queda descartat de I'estudi,
guedant, per tant, un total de 220 senyals. Aquestos senyals, pertanyents als
clusters 1 i 2, no mostraren tendencies tan clares com en el cas de Cleopatra,
encara que es poden agrupar com a senyals reprimits i induits. El primer

cluster, amb 125 senyals, mostra un perfil en el qual els valors de les plantes
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estressades disminuien amb la presencia de I'estres; i en el cluster 2, amb un
total de 95 senyals, els possibles metabolits augmentaven la seua concentracio
com a resposta a l'estres.
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Figura 6.12 (a) HCA dels senyals significativament alterats en arrels de plantes de mandari
Cleopatra sotmeses a estrés per sequera, i (b) perfils dels clisters obtinguts. En cada grafic, (o)

representa a les plantes control i (e) a les estressades
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Figura 6.13 (a) HCA dels senyals significativament alterats en arrels de plantes de citrange

Carrizo sotmeses a estrés per sequera, i (b) perfils dels clisters obtinguts. En cada grafic, (o)

representa a les plantes control i (e) a les estressades
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Al comparar els senyals significativament alterats a causa de l'estrés per

sequera comuns entre ambdos genotips, es trobaren 22 senyals compartits

entre Cleopatra i Carrizo (Figura 6.14).
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Figura 6.14 Diagrames de Venn que representen el solapament dels senyals cromatografics
significativament alterats entre plantes de mandari Cleopatra i citrange Carrizo sotmeses a

estrés per sequera

Quan es compararen els perfils metabolics de les plantes no estressades de
Cleopatra i Carrizo es va trobar un alt grau de solapament (40%), amb un total
de 950 senyals comuns, dels quals 458 estaven diferencialment acumulats

entre ambdues espécies (Figura 6.15).
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=
T
N

-
-

-

-

-
-

-

.

\
.
-

citrange Carrizo

-

i

.
=
-

-

.
.
=

e

citrange Carrizo

%,

-
-

-
LEra

&

e

.
-
-

.

>
-
-

*
.

-

-
-
-
-

o
@

o

- -

.

-

entre plantes de Cleopatra i Carrizo en condicions control

134



Citrics

6.2 Discussi6

En el present capitol de tesi s’ha avaluat el comportament de dos genotips de
citrics front a dues situacions ambientals adverses: la sequera i I'estres induit
per la inundacié del substrat. Els genotips seleccionats foren: mandari
Cleopatra i citrange Carrizo, ampliament emprats com a portaempelts en la
citricultura de diversos paisos. Per tal de dur a terme aquesta tasca, es va
realitzar una caracteritzacio fisiologica i bioquimica de les respostes d’aquestos
genotips quan estaven sotmesos a condicions ambientals adverses, amb
especial atencié a les variacions en els continguts endogens d’hormones
vegetals, aixi com l'acumulacio de prolina com a compost osmoregulador, i
distints metabolits secundaris: acids caféic, cumaric i cinamic. A més a més,
s’analitzaren les variacions existents en els perfilats metabolomics de forma no
dirigida per tal d’aprofundir en la regulacioé del metabolisme secundari en citrics

i la seua implicacio en els mecanismes de tolerancia front a I'estres abiotic.

La sequera és una de les principals causes de reduccid dels cultius en la
majoria de les regions agronomiques del mon (Bajaj et al., 1999). Els citrics s6n
arbres perennes amb periodes de productivitat llarga, que per tant, estan
esposats a canvis tant en el sol com en l'atmosfera, que limiten la seua
productivitat. Per altra banda, I'estres per inundacié del substrat, provocat per
fortes pluges estacionals, pot afectar negativament a la fisiologia de planta i,
per tant, a la productivitat dels cultius. Aquest fenomen indueix disminucions
progressives en la concentracié d’oxigen del sol i el potencial redox de la planta
(Ruiz-Sanchez et al., 1996; Garcia-Sanchez et al., 2007). Com en altres tipus
de cultius, els citrics responen a l'estres per inundacié reduint el potencial
hidric, la conductancia estomatica, l'intercanvi gasés i el creixement de la
planta (Vu i Yelenosky, 1991; Arbona et al., 2008; Arbona et al., 2008).

Els dos genotips seleccionats per a aquest estudi son, de forma analoga a
I'anterior capitol, tolerants i/0 sensibles alternativament a les condicions
d’estrés triades. En investigacions anteriors, s’ha descrit que el mandari
Cleopatra és meés tolerant a l'estrés hidric que citrange Carrizo, i que aquest

comportament podria estar relacionat amb determinades caracteristiques

135



Citrics

fenotipiques tals com la menor biomassa de la canopia i la reduida extensio i
activitat del sistema radicular (Romero et al., 2006). Aquestes mateixes
caracteristiques també atorguen a aquest genotip una major tolerancia a
I'estrés sali disminuint I'absorcié d’ions clorur (Moya et al., 1999). En el cas de
citrange Carrizo, ocorre el contrari: una major biomassa foliar unida a una
activitat radicular superior fan que sigui menys tolerant al déficit hidric. Les
caracteristiques que son avantatjoses front a I'estres hidric semblen no ser-ho
en el cas d’'embassament del substrat, ja que front a aquesta situacio, citrange
Carrizo va provar ser mes tolerant que mandari Cleopatra (Arbona i Gomez-
Cadenas, 2008). En aquest sentit, la importancia del sistema radicular és clau,
determinant la tolerancia de cadascun dels genotips descrits, per la qual cosa,

aguest capitol s’ha centrat en I'estudi d’aquest organ.

El déficit hidric causa una amplia gama de canvis bioquimics i fisiologics, que
comenga amb la disminucié del potencial osmotic a nivell cel-lular (Bajaj et al.,
1999). Moltes plantes responen a l'estres per deficit hidric mitjancant una
acumulacié de compostos organics no toxics de baix pes molecular, coneguts
com a soluts compatibles, com és I'aminoacid prolina (Correa-Molinari et al.,
2004), que produeixen una disminucio del potencial hidric. En el cas de la
inundacié del substrat, també hi ha estudis que recolzen que per tal de fer front
a l'estres, les plantes acumulen prolina reduint aixi I'acidificacié cel-lular i la
concentracio d’ions radicals d’oxigen (Khedr et al., 2003). Tant les plantes de
citrange Carrizo com les de mandari Cleopatra veren incrementada la
concentracio radicular de prolina en resposta a l'estres. Sota condicions
d’inundacio, les plantes de citrange Carrizo acumularen més prolina que les de
Cleopatra, mentre que en condicions de sequera els perfils foren molt similars
entre ambdds genotips. Els nivells d’aquest metabolit augmenten en el genotip
tolerant, Carrizo, quan es sotmeten les plantes a inundaci6, pero sén més
primerenques en el cas de Cleopatra. En el cas d'estrés hidric, ambdues
especies acumulaven quantitats similars de I'osmolit compatible, pero va ser
Carrizo, més sensible a aquest estres, el més primerenc. Es podria, per tant,
relacionar la tolerancia amb la sintesi més tardana de prolina, més que amb els
nivells assolits. En aquest sentit, les dades presentades en aquest capitol s6n

contradictories amb els resultats publicats per (Arbona et al., 2004; Arbona et
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al.,, 2008), on una relacié [prolinaesyes)/[prolinaconto] Major en condicions
d’estrés vindria associada a la sensibilitat mentre que relacions inferiors es
relacionarien amb la tolerancia; concordant també amb l'estudi realitzat en el
capitol anterior en plantes model, on es veia com, Thellungiella, I'espécie més
tolerant, mantenia la relaci6 més baixa. Les diferéncies observades podrien
estar relacionades amb el teixit estudiat, ja que, mentre que en estudis
anteriors s’havia pres material procedent de la part aéria, en aquest capitol
s’han considerat nomeés les arrels. Les dades presentades, doncs, indiquen una
relacié directa entre la capacitat de sintetitzar i acumular prolina a l'arrel i la
tolerancia relativa a l'estres, la qual cosa previndria, almenys parcialment, la
necessitat d’'una major acumulacié en els organs foliars, on probablement
s’estigués registrant un estres secundari provocat pel mal funcionament del

sistema radicular.

Dins del context d’aquest treball, i (Dat et al., 2004) pel que respecta a la
regulacio hormonal depenent del SA, l'estrés per inundacié va induir efectes
contraris en Cleopatra i Carrizo, mentre que quan foren sotmesos a sequera
continuada ambdés genotips presentaren perfils similars, encara que
'acumulacid de SA en Carrizo fou més primerenca que en Cleopatra. El
comportament d’aquesta fitohormona es va relacionar amb la induccié de dany
en els teixits vegetals, per la qual cosa, les concentracions en les arrels
inundades de Cleopatra foren superiors als controls durant tot el periode
d’estudi. Per altra banda, el perfil d’acumulacio de I'auxina IAA va ser similar en
tots dos genotips en les dues condicions adverses assajades. No obstant,
aguesta induccio d’lAA, que fou progressiva respecte del temps d’exposicio a
I'estrés, fou més intensa en els genotips relativament més sensibles: Cleopatra
en estrés per inundacié i Carrizo en sequera, associada possiblement amb una
activacio del creixement meristematic a I'arrel amb l'objectiu de facilitar I'accés
a arees del substrat que presenten millors condicions per a la supervivencia.
(Arbona i Gbmez-Cadenas, 2008) descrigueren el mateix comportament en tres
patrons de citrics sotmesos a embassament del substrat. Com a hormones
amb una clara implicacié en la regulacié de les respostes fisiologiques a
I'estrés, s’analitzaren les variacions endogenes en la concentracio d’ABA i JA

induides per estrés abiotic. Tal i com descrigueren també (Arbona i Gomez-
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Cadenas, 2008), les concentracions d’ambdues hormones disminuiren en
resposta a 'embassament del substrat de forma similar en tots dos genotips
considerats, l'estrés per sequera imposat va induir la situacié contraria,
incrementant la concentracio radicular d’aquestes hormones vegetals. En trets
generals, les dades sén compatibles amb una interaccié entre JA i ABA en la
regulacié de les respostes fisiologiques a l'estrés. Seguint aquesta hipotesi,
'increment transitori en la concentracid de JA observat en arrels de citrics
sotmeses a estrés hidric sempre precedeix a linici de lincrement de la
concentracid d’ABA suggerint una funcié del JA com a ‘interruptor’ alternant
entre I'estat control i d’estrés, tal i com s’ha proposat abans (Arbona i Gémez-
Cadenas, 2008). En aquest sentit, les dades presentades es correlacionen de
forma clara amb la relativa tolerancia dels genotips estudiats a I'estrés hidric:
les plantes de citrange Carrizo, el genotip més sensible, presentaren
I'increment transitori en la concentracié6 de JA de forma més primerenca i
intensa que les de Cleopatra quan es sotmetien a condicions adverses i, de la
mateixa manera, l'increment subseqiient en la concentracié6 d’ABA fou més
acusat en les arrels de Carrizo. Dins d’aquest raonament, I'abséncia o reducci6
en els nivells endogens de JA, acompanyarien la reduccié dels nivells d’ABA,
com ocorre en situacions d’estrés per embassament del substrat. S’ha discutit
la possibilitat de que el descens acusat en la concentracio radicular d’ambdues
hormones estigués relacionada amb la manca d'oxigen induida per
'embassament del substrat; no obstant, altres metabolits com I'lAA, que
requereix també oxigen per a la seua biosintesi, s’hauria de veure afectat, i no
és el cas. Aco estaria relacionat, per tant, amb una resposta regulada per les
condicions d’estres. Es tracta d’'un dels pocs casos on la reduccio dels nivells
hormonals basals constituiria per si mateix una senyal en contraposicid a
'increment que s’ha observat en la part aéria (Arbona i Gémez-Cadenas,
2008). En aquest sentit, resultats d’expressié geénica encara no publicats
suggereixen que si bé el descens dels nivells endogens de JA vindrien
associats a una repressio de I'activitat LOX compatible amb la manca d’'O,, la
reduccio de la concentracié d’ABA podria estar associada amb una induccié de
l'activitat ABA 8'-hidroxilasa (CYP707A1), primer pas en el catabolisme de

I’ABA lliure. Al contrari que en el cas anterior d’estres per sequera, en cap de
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les dues hormones es va poder relacionar de forma clara el patr6 de variacio
amb la relativa tolerancia i/o sensibilitat dels distints genotips.

En els estudis descrits en el present capitol, s’analitzaren també les variacions
de concentracié en distints precursors de lignines com l'acid cinamic, l'acid
cumaric i I'acid caféic. Un dels primers derivats de I'activitat fenilalanina amoni
liasa és I'acid cinamic, del qual deriven la resta de precursors. Aguesta activitat
enzimatica i el flux d’acid cinamic son altament sensibles a les variacions
ambientals i a I'estrés, encara que en condicions basals les dades indiquen que
el flux metabodlic del cinamic a cumaric, en arrels de plantes de citrics, regulat
per 'enzim trans-cinamat 4-monooxigenasa €s favorable a la formaci6é d’acid
cumaric. En resposta a la inundacio del substrat, la concentracioé d’acid cinamic
va augmentar al voltant de 4 vegades per sobre dels valors control en les arrels
d’ambdds genotips estudiats. Per altra banda, quan les plantes de Carrizo i
Cleopatra es sotmeteren a estrés hidric, en les primeres s’observa un
increment en aquest metabolit mentre que en les de Cleopatra s’observa un
descens que abasta bona part del periode experimental. De forma analoga, els
nivells d’acid cumaric incrementaren en ambdos genotips cap a la fi del periode
experimental en condicions d’estrés per inundacié, mentre que en condicions
de sequera es va produir una reduccio drastica, independentment de la relativa
sensibilitat o tolerancia. En el cas de l'acid caféic, independentment de la
situacié d’estrés, les variacions en els nivells endogens d’ambdds genotips
foren similars: la concentracié d’aquest metabolit en les plantes estressades de
Cleopatra va presentar descensos transitoris respecte dels valors control,
mentre que en les plantes de Carrizo s’observaren variacions aillades que no
presentaren cap patr0 clar. Les dades presentades apunten a una diferent
regulacioé del metabolisme d’acids fenolics en condicions d’estrés possiblement
dirigida a modificar I'estat antioxidant aixi com la composicié de paret cel-lular.
En aquest sentit, aquestos precursors de lignines s’han identificat com a
lligands de diferents molécules tals com sucres, poliamines, etc...que podrien
actuar com a modificadors de la seua activitat biologica (Ralph, 2010). En un
treball de revisié recent publicat per (Hernandez i Van Breusegem, 2010), es
mostra com I'expressio de gens relacionats amb el lligament d’acid cinamic es
veia induida per l'estrés abiotic, especialment per sequera. En la biosintesi de

lignines, l'accié de 4CLs (4-cumarat Co-A ligasa) catalitza en un primer pas
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I'esterificacié d’acid cumaric amb Co-A. El producte d'aquesta reaccid es
redueix subsequentment fins el corresponents monolignols precursors de
lignines. No obstant, aguestos enzims poden emprar com a substrat no sols
acid cumaric siné també cinamic, cafeic o ferulic (Lucheta et al., 2007). En
aguest sentit, el perfil d’acids fenolics que mostraren les arrels de mandari
Cleopatra subjectes a estres per sequera és compatible amb una reduccié del
requeriment de precursors per a la biosintesi de lignines, mentre que en les
arrels de Carrizo, el requeriment es redueix Unicament a unitats de monolignols
derivades de l'acid cinamic. En el cas d’estrés per inundacio, els requeriments
sén similars en ambdds genotips i, a més a més, els resultats presentats
apunten a l'increment en acid cumaric com a una resposta tardana associada
amb una major pressio de l'estrés. Pel contrari, I'acid cafeic podria no ser un
element clau en la resposta de citrics a estres per inundacié del substrat o

sequera.

Per tal d’aprofundir més en el coneixement de les variacions en el metabolisme
secundari de citrics en condicions d’estrés abiotic, es dugueren a terme analisis
metabolomics no dirigits emprant la plataforma optimitzada durant el
desenvolupament d’aquesta tesi doctoral. Els resultats mostraren un total de
112 senyals alterades en Cleopatra en resposta a estrés per inundacié front a
les 211 en Carrizo que suggereixen una resposta meés intensa en aquest
genotip. D’aquestes, sols 32 senyals es veieren incrementades en Cleopatra
respecte de valors control envers les 65 en Carrizo. En la direccio contraria,
sols 26 senyals es reduiren en Carrizo i un total de 47 en Cleopatra. De tots els
senyals alterats, sols 14 foren comuns a ambdds genotips, indicant una clara
especificitat pel que respecta a la resposta del metabolisme secundari front a
estres per inundacié del substrat. Dels metabolits comuns incrementats en
ambdods patrons, s’ha pogut identificar un metabolit amb un patr6 de
fragmentacié compatible amb la preséncia d’'una unitat d’acid ferudlic ([M-
195.06]"). En ambdoés patrons, aquesta constituiria una resposta positiva
primerenca. En Carrizo, on el nombre de metabolits induits fou superior, dels
ions detectats s’ha identificat un que podria correspondre amb el triterpenoide
limonina ([M+H]" 471.18, C,sH3:0g", segons (Manners et al., 2003), amb un

fragment del metabolit narirutina ([M-Hexosa]®™ 419.13, C,1H»309%), i amb un
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fragment d’'un altre triterpenoide glicosid de I'acid nomilinic ([M-Hexosa-H,O-
CO-CH40]" 455.21, Cy6H3:0;"). Agquestos senyals no foren alterats en
Cleopatra, el qual podria indicar una resposta efectiva del metabolisme de
flavonoides i triterpenoides en Carrizo en resposta a la inundacié del substrat.
En resposta a estrés hidric, el nombre de metabdlits significativament alterats
respecte del control en ambdds genotips fou relativament similar (255 i 264 en
Cleopatra i Carrizo, respectivament) amb un baix grau de solapament, sols 22
senyals comunes. De tots els senyals alterats, 92 i 95 es veieren
incrementades i 47 i 125 reduides en Cleopatra i Carrizo, respectivament. Dels
senyals incrementats (cluster 2 en ambdds casos) s'identificaren 13 possibles
metabolits en Carrizo i s’anotaren tres ions pseudomoleculars ([M+H]") mentre
que per la seua part, en Cleopatra s’identificaren 19 candidats, anotant-s’hi dos
ions pseudomoleculars. En aquest ultim genotip, un dels ions recol-lectats es va
associar putativament amb un fragment de la limonina glicosil ester ([M-
Hexosa]®, 471.20) que elueix a un temps de retenci6 de 26.4 min. Per altra
banda, dins del grup de senyals reduits respecte del control, es pogueren
identificar 10 possibles metabolits en Cleopatra i 21 en Carrizo. D’aquests
altims s’anotaren tres ions pseudomoleculars dels quals dos correspongueren a
la mateixa molecula. En general, I'analisi dels resultats procedents dels perfilats
metabolomics indica que mentre que la inundacié del substrat va provocar una
induccid massiva de metabolits secundaris en arrels de Carrizo, el genotip
tolerant, aquesta va ser més moderada en Cleopatra amb un major nombre de
metabolits reprimits pel tractament. En el cas de I'estres hidric, pero, el nombre
de senyals induides per l'estres fou gairebé identic en ambdds genotips
considerats mentre que el nombre de senyals reprimides pel tractament fou el
doble en les plantes de Carrizo que en les de Cleopatra, suggerint que la
resposta metabolica en aquest genotip s’encara a mantenir el metabolisme
basal mantenint un grau d’'inducci6 moderat de nous metabolits. També és
possible que es degui a una caiguda generalitzada del metabolisme. En aquest
sentit, I'objectiu d’aquesta part de la tesi no fou identificar nous metabolits
induits per I'estres sino validar la plataforma metabolomica per a I'avaluacio de
la resposta del metabolisme secundari front a I'estres, per tant la identificacio
dels metabolits s’ha fet en base al valor de massa exacta i a la bibliografia

existent, sense anar més enlla.
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A mode de resum, i integrant tots els resultats provinents de les determinacions
hormonals i de metabodlits secundaris, per a les dades i argumentacions
presentades en aquest capitol, la resposta metabolica de les plantes dels dos
genotips Carrizo i Cleopatra front a l'estrés induit per 'embassament del
substrat té aparentment un caracter que es podria definir ‘actiu’: destinat a
pal-liar o combatre els efectes de I'estrés sobre la fisiologia. Front a I'estres
hidric, Cleopatra adopta una estratégia ‘passiva’ destinada a evadir la situacio
adversa mantenint el metabolisme a un nivell més baix, mentre que Carrizo
manté la mateixa estratégia ‘activa’. Aquest comportament del mandari
Cleopatra és comu també a altres tipus d’estrés, com la salinitat, on I'lnic
avantatge d’aquest genotip €s la menor acumulacié d’ions clorur i la reduccié
drastica i preventiva dels parametres fotosintetics i d’intercanvi gasos (Lopez-
Climent et al., 2008). Aquesta estrategia sembla ser util sols front a l'estres
hidric, ja que quan les plantes de Cleopatra es sotmeteren a inundacio del
substrat s’observa una reduccié drastica i rapida dels parametres d’intercanvi
gasos (Arbona et al., 2009) relacionada possiblement amb la disminuci6 de la
capacitat per a absorbir aigua del substrat. En aquest sentit, tal i com indiquen
les dades presentades en aquesta memoria, la incapacitat de l'arrel per a
activar distints sistemes metabolics, tals com la sintesi i acumulacié de prolina,
al mateix nivell que Carrizo, podria estar relacionada amb la seua marcada

sensibilitat a aquest estres.
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7. CONCLUSIONS

S’ha demostrat que l'algoritme matchedFilter es el més adequat per al
tipus de dades generat pel sistema LC/ESI-QQTOF-MS emprat en el
desenvolupament d’aquesta tesi. L'aplicacié d’aquest algoritme resulta
en un major nombre de pics i, per tant, un millor substrat per a I'algoritme
de correccio del temps de retencio aixi com per a I'anotacio i agrupacio

d’ions duta a terme pel software CAMERA.

La plataforma metabolomica desenvolupada en aquest treball ha quedat
validada tant per a distingir extractes procedents de distintes fonts de
material vegetal emprant I'analisi de components principals (PCA) com
per esbrinar quins senyals son els responsables de les diferéncies entre
grups de mostres emprant l'analisi de variancia implementat en el

software DChip.

La plataforma metabolomica pot ser aplicada també a estudis dinamics
on existeixen dues variables a considerar: tractament i temps de
tractament, emprant I'analisi de variancia del software DChip si no es
disposa de controls en cada punt temporal, o el software maSigPro en el

cas contrari.

Depenent de la pressidé de l'estres, la capacitat d’acumular prolina de
forma massiva en les arrels previndria d’'una acumulacié posterior més
intensa en la part aéria en aquelles especies tolerants. En les especies
sensibles, la menor capacitat de l'arrel per activar distints sistemes
metabolics, tals com la sintesi i acumulacié de prolina, provocaria una
activacié meés intensa del sistema de defensa front a I'estres en la part

aeria.

Se suggereix una inter-relacid entre el JA i el ABA a nivell de
senyalitzacié. ElI JA actuaria com a disparador que canviaria l'estat
vegetal de ‘control’ a ’estres’ i que dispararia I'acumulacio meés

progressiva d’ABA. Els genotips sensibles sotmesos a una situacio
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d’estres presenten un increment transitori de JA més acusat que els
genotips tolerants que, inclds, poden no presentar-lo. De forma analoga,
'acumulacio progressiva d’ABA seria també menys intensa. Un cas a
banda el constitueix I'estres per embassament del substrat, on s’observa
una reduccio drastica dels nivells d’ambdds hormones. No obstant,
aquesta observacio €s compatible amb la hipotesi que suggereix una

relacio directa entre JA i ABA.

Existeix una elevada especificitat pel que fa als canvis del metabolisme
secundari induits per I'estres en totes quatre espécies vegetals. Aquesta
especificitat no ve només determinada per I'espécie, sino també pel tipus
d’estrés. Aquelles espécies on hi ha un major nombre de senyals alterats
per l'estres presenten també una activitat metabolica basal més
moderada que no preveu I'efecte de la pressio exercida per I'estres. Dins
d’aquestes respostes, es poden diferenciar aquelles dirigides a combatre
I'estrés classificades com a ‘conservatives’, destinades a mantenir el
metabolisme basal i ‘actives’, on es produeix predominantment una
induccid del metabolisme secundari. El tipus de resposta és inherent a
'estrés imposat i a la relativa tolerancia /o sensibilitat de I'espécie

considerada.

Les respostes fisiologiques front a I'estres en Arabidopsis estan induides
post-estres mitjancant I'accié de 'ABA i el JA. Pel que fa a Thellungiella,
la seua configuracio metabolica basal millor preparada per a tolerar les
condicions ambientals adverses evita en part la necessitat d’aguesta

activacié hormonal.

En arrels de plantes de citrics sotmeses a situacions ambientals
adverses, el SA sembla estar associat directament amb la induccié de
dany i inversament amb la tolerancia, atenent a la direccionalitat de la

variacio aixi com a la temporalitat.



Conclusions

Es proposa a I'lAA com una peca clau en la senyalitzacié de les
respostes de les arrels de citrics a l'estrés. Aquesta resposta es
relaciona amb la necessitat d’activacié del creixement meristematic
radicular amb l'objectiu de colonitzar noves arees del substrat amb

millors condicions per a la supervivéncia.

El canvis en el metabolisme d’acids fendlics darrels de plantes
s’associen no sols als diferents genotips sin6 també a la situacio
d’estrés. Es suggereix que els canvis observats van dirigits a modificar
I'estat antioxidant aixi com la composicié de la paret cel-lular. A més a
mes, es descarta la implicacio de l'acid cafeic com a element clau de la

resposta dels citrics a I'estres abiotic.
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