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1. Respostes de les plantes a I’estrés

1.1. Concepte d’estrés

El concepte original d’estrés aplicat als organismes vius el va desenvolupar Selye (1936), que
va enunciar que qualsevol factor pot esdevenir estressant i que davant d’un estrés o factor
estressant existeixen respostes especifiques i1 respostes no especifiques generals. L’any 1980
Levitt a més de definir el terme estrés com “qualsevol factor ambiental potencialment
desfavorable per als organismes vius”, va aplicar el concepte d’estrés a les plantes. Estrés també
es pot definir com una “desviaci6 significativa de condicions optimes per la vida que provoca
canvis i respostes a tots els nivells funcionals dels organismes” (Larcher 2003). Parlem d’estrés
biotic quan esta provocat per un altre organisme viu, i parlem d’estrés abiotic quan esta imposat
per les condicions fisiques i quimiques del medi ambient. El estressos biotics que afecten les
plantes son ’atac per part de patdgens, parasits, herbivoria, competéncia... Alguns estressos
abiotics son el deficit hidric, 1’excés de llum, el fred, deficiéncies nutricionals 1 els contamitants
(Lichtentaler 1996, Schulze et al. 2005, Larcher 2003, Bray 2000). Davant 1’estrés una planta
pot ser resistent o sensible. La resposta de la planta depén de les seves caracteristiques
morfologiques, fisiologiques, de la preséncia d’altres estressos i de la duraci6 i severitat de
I’estrés (Lichtenthaler 1996, Larcher 2003).

Practicament tots els processos fisiologics es veuen influits per 1’estres (Alscher 1990) i per tant
és dificil resumir-los. La problematica resideix en el significat de les variacions fisiologiques i
moleculars que tenen lloc a les plantes com a resposta a 1’estres, cal saber si son purament una
conseqiiencia de I’estrés o tenen algun significat en I’aclimatacio/adaptacio de les respostes de
les plantes a I’estrés. Encara se sap molt poc sobre la percepcio de ’estrés abiotic a nivell
molecular i la seva mesura en ’estudi de la fisiologia de les plantes sotmeses a estrés (Schulze
et al. 2005). La resposta de les plantes davant un estrés imposat és determinant per a la seva

superviveéncia, i en molts casos es dona estrés oxidatiu (Apel and Hirt 2004).

1.2. Model de Levitt

El model de Levitt (1980) presenta un concepte fisic de I’estrés, on I’estrés és mesurat com la
forca necessaria per produir una unitat de canvi que depén de la forca aplicada i de la
deformacidé del cos sobre la qual s’aplica la for¢a. En la equacié 1 es presenta I’explicacid
matematica del model. La deformacid del cos sota una forg¢a poc intensa té una resposta elastica,
perd si la forga s’intensifica pot arribar un moment en el qual la resposta és plastica. Una
resposta o deformacié elastica és una resposta reversible, un cop es deixa d’aplicar la forga el
cos torna a la seva forma original. La resposta plastica, en canvi, és irreversible, el cos, encara

que deixi d’aplicar-se la forca, queda deformat, en aquest cas es podria parlar de dany.
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forca estres

M= Jeformacio resposta

Equacié 1. M és el modul d’elasticitat, que també pot ser considerat una mesura de la resisténcia del cos sobre el qual s’aplica

I’estres (o forga), la resposta és la deformacio del cos.

En un sistema fisic es té en compte només la intensitat de 1’estrés i la deformacio6 del cos, pero
en un sistema biologic cal tenir en compte altres factors que influiran en M, o la resisténcia a
I’estreés, com ara la duracid i la periodicitat de 1’estres, la interaccid amb altres estressos, la
capacitat de 1’organisme que el rep de reparar-lo i 1’aclimatacié de 1’organisme a I’estres
(Schulze et al. 2005).

En un sistema biologic la quantitat d’estrés aplicada sobre un cos és el producte entre la
intensitat i la duracié de I’estrés. Un estrés poc intens pot esdevenir un dany si dura massa
temps, en altres paraules: passaria de ser una resposta elastica a ser una resposta plastica. Tot i
aixo, si un organisme es capag de reparar el dany, aleshores la deformacio plastica passaria a ser
elastica. L’aclimataci6 de la planta a I’estres €s un altre factor a tenir en compte en un sistema
biologic, doncs un organisme €s capa¢ de modificar el seu metabolisme per resistir a un estres.
Aleshores es parla d’enduriment. La periodicitat de 1’estrés o, dit d’una altra manera, la
recurréncia fa que una planta tingui periodes d’enduriment i periodes de retorn a les condicions
pre-estrés. Normalment, els organismes que viuen en ambients d’estrés recurrent, estan adaptats
a aquest ambient. Generalment, en la naturalesa un estrés pot interaccionar amb algun altre

estres, en I’anomenada interaccio d’estressos o multiplicitat d’estressos (Schulze et al. 2002).

1.3. “Eustress” i “Distress”

L’any 1987 Larcher va desenvolupar un nou concepte d’estrés incorporant els conceptes de
resposta plastica i resposta elastica.. En aquest concepte es parla de I’estrés beneficios (eustress)
i un estres perjudicial (distress). La dinamica d’aquests dos conceptes defineix el distress com
un component desestabilitzador i destructiu, contraposat a mesures d’estabilitzacido que és
I’eustres (Larcher 2003).

Lichtenthaler (1996) va continuar desenvolupant aquests dos conceptes on defineix 1’eustress
com un estrés estimulant i un element positiu pel desenvolupament de la planta. El distress, en
canvi s un estres sever i real que causa dany.

L’eustress es comparable a I’estrés moderat que “activa el metabolisme cel-lular, incrementa
I’activitat fisiologica de la planta, i no provoca efectes danyosos encara que es prolongui en el

temps” (Lichtenthaler 1996). Distress és equivalent a estrés sever, que pot ser causat per una
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major aplicacié d’estrés, d’'un estrés moderat aplicat durant massa temps o d’una interaccio
entre dos 0 més estressos.

Es més comu D’aplicacid dels termes estrés moderat i estrés sever, i a efectes practics la
diferéncia entre estrés moderat i estrés sever radica en la recuperacié de la planta un cop es
deixa d’aplicar I’estrés. Si la seva recuperacio és completa, els parametres mesurats son iguals
que els parametres pre-estres, es parla d’estrés moderat. Si la planta ha mort o no es recupera,
els parametres no tornen a la seva posicio original, es considera que hi hagut dany i ja es parla

d’estres sever.

1.4. Fases de D’estrés

La resposta de les plantes a I’estrés passa per diverses fases en el temps (Larcher 2003) que
s’han de tenir en compte per aprofundir en la comprensido de les respostes de les plantes a
Iestres:

Fase d’alarma: I’establiment d’una pertorbacié provoca una desestabilitzaci6é de les condicions
estructurals i funcionals necessaries per a la consecucio d’activitats vitals normals. En aquesta
fase se sol dividir en dues parts. La reaccio a I’estres, en la qual el catabolisme predomina sobre
I’anabolisme; i la restitucié del metabolisme, que s’aconsegueix quan la intensitat de 1’estimul
no canvia i la planta presenta processos de reparacié com la sintesi de proteines i substancies
protectores.

Fase de resisténcia: és la conseqiiéncia de la restitucio del metabolisme en la fase d’alarma, la
planta s’ha ajustat a la nova situaci6 i d’alguna manera 1’ha normalitzada. La resisténcia de la
planta incrementa davant la continuitat de 1’estrés i s’endureix. L.’enduriment pot durar un temps
despres que la pertorbacid hagi finalitzat.

Estat d’exhauriment: si 1’estrés persisteix durant massa temps, o la seva intensitat augmenta, la
planta és vulnerable davant altres estressos i finalment mor (distress).

Fase de regeneracio: €s I’alternativa a la fase de I’exhauriment en que 1’estrés o pertorbacio era
temporal. En quan deixa d’aplicar-se damunt la planta, aquesta retorna al seu estat funcional
original i qualsevol dany ocorregut es repara. La planta es recupera, i probablement, ha millorat

la seva resisténcia a ’estrés al qual ha estat sotmesa (enduriment, aclimatacid, eustress).

1.5. Interaccid entre estressos

A la natura un estrés sol acompanyar a un altre factor estressant, aixo es defineix com
multiplicitat d’estressos (Schulze et al 2005; Larcher 2003). L’exposicid a un estrés provoca en
la planta que el rep vulnerabilitat a altres estressos, en 1’anomenada interaccidé d’estressos. Un
exemple molt clar és la manca d’aigua o el fred en preséncia de llum. En aquestes condicions el
metabolisme de la planta (fotosintesi, respiracio...) disminueix de manera ostensible; aixi que la

llum que rep, que en altres condicions seria beneficiosa 0 com a minim Ttil per a la sintesi de
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carbohidrats, es converteix en un excés d’energia d’excitacio, que en la planta es rep com un
estrés, que unit a l’altre estrés pot provocar danys més o menys irreversibles o irreparables
(Schulze et al. 2005).

En altres casos de la interaccidé entre estressos l’exposicié prévia a un estrés pot originar
resisténcia a un altre tipus d’estrés. Per exemple, els mecanismes de resisténcia a la manca
d’aigua son molt similars als mecanismes de resisténcia al fred i si s’exposa una planta al fred és

e ) , . . "

probable que resisteixi millor a la manca d’aigua quan se I’exposi a aquest estrés abiotic,

aleshores es parla de resisténcia creuada (Pastori 1 Foyer 2002).

1.6. Resisténcia i tolerancia

La resposta de les plantes a 1’estrés depén en gran mesura de les caracteristiques de 1’estres,
pero també depén molt de les caracteristiques de la planta que les rep. Davant un estrés
determinat una planta pot ser sensible o resistent.

Una planta ¢€s sensible a 1’estrés quan aquest representa un dany, i si dura massa temps, que pot
ser relativament curt, la planta mor. Les plantes resistents son aquelles capaces de sobreviure a
I’estrés. Aquestes plantes resisteixen 1’estrés tolerant-lo o evitant-lo. Generalment, la resposta
d’evitar és més freqilient, si bé les plantes poden utilitzar simultaniament els dos tipus de
respostes. Per exemple, una planta tolerant a un estrés 1’esta evitant a nivell cel-lular (Bray
2000).

Dins les plantes resistents a un estrés o ambient estressant, o que viuen en un ambient amb un
estreés estacional hi ha plantes adaptades a aquest estrés, i plantes que s’aclimaten a 1’anomenat
estres. La diferéncia entre adaptacié i aclimatacid €s subtil perd molt important en la
comprensio de les respostes de les plantes a ’estrés. L’adaptacio es refereix al genotip de les
plantes, als caracters hereditaris que han fet que aquesta planta sigui capag¢ de sobreviure en
condicions adverses, generalment I’adaptacio a un estrés esta molt relacionada amb la tolerancia
a aquest estrés. L’aclimatacio, en canvi, fa més referéncia al fenotip, que pot tenir origen
genotipic o ambiental. Dit d’una altra manera, son canvis que la planta presenta quan esta
sotmesa a un estrés, ja sigui funcional o estructural (Bray 2000). Aquests canvis no son
hereditaris perd poden persistir en la planta (resisténcia adquirida), tot i que hi ha plantes
adaptades a un estrés que presenten mecanismes d’aclimatacio per resistir-lo.

Les hormones i altres missatgers quimics com el calci i espécies actives de 1’oxigen (EAO),

coordinen les respostes de les plantes a I’estres (Larcher 2003).

1.7. Sequera i déficit hidric
La sequera ¢és una condicid6 meteorologica marcada per periodes on hi ha poques, si n’hi ha,
precipitacions. La sequera pot ser transitoria o prolongada i provoca que la disponibilitat d’aigua

al sol per al creixement de les plantes sigui baixa i provoqui déficit hidric. El deéficit hidric és
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estreés hidric per manca d’aigua, i si no es diu el contrari estrés hidric signifoca deéficit hidric. El
deficit hidric es dona en plantes quan la transpiracié per les fulles és superior a I’absorcio
d’aigua per les arrels, provocant estrés hidric. El déficit hidric es pot donar en plantes sotmeses
a diversos factors estressants com la manca d’aigua al sol (sequera), I’estrés sali, I’estres
osmotic o el fred (Bray 1997). Molts factors afecten la resposta de les plantes a una deficiéncia
d’aigua provocada per la sequera, com la taxa d’establiment de 1’estrés i la possibilitat que la
planta estigui aclimatada al deficit hidric per una exposicio previa a aquest tipus d’estres (Bray
et al. 2000). També depeén de I’habitat de la planta, de la profunditat i I’extensi6 del sistema
radicular, de la taxa de transpiracio i les propietats fisico-quimiques del sol (Pereira i Chaves
1995); a més de la duracio i la severitat de 1’estrés (Larcher 2003).

1.7.1. Respostes de les plantes a la sequera

Les respostes de la planta a la sequera depenen tant de 1’espécie com de la duraci6 i la severitat
del déficit hidric, I’edat i ’estadi de desenvolupament, I’0rgan, el tipus cel-lular i el
compartiment subcel-lular. Algunes plantes son molt sensibles al déficit hidric i es marceixen
(pérdua de turgéncia) i d’altres son resistents. Les plantes poden resistir la sequera tolerant
I’estrés o evitant-lo. Els mecanismes de tolerancia solen ser inherents a la propia planta. Els
mecanismes per evitar la sequera poden ser mecanismes a nivell de la planta sencera o a nivell
cel-lular (Bray 1997).

Tot i que hi ha plantes que toleren la dessecacié d’algunes o totes les seves cél-lules, teixits i
organs, la majoria de les plantes que viuen en ambients secs no son tolerants a la dessecacio i
han desenvolupat mecanismes per evitar la deshidrataciéo de les seves cél-lules (Pereira and
Chaves 1993, 1995).

Les plantes que sobreviuen durant el periode d’aridesa estival solen tenir estratégies similars per
afrontar la combinacio de deficit hidric, altes radiacions i altes temperatures. El primer punt a
tenir en compte és que 1’establiment del deéficit hidric és gradual i que, abans d’afrontar la
deshidratacio de les fulles, les plantes son capaces de percebre la disminucié de la humitat
edafica (Davies i Pereira 1992, Pereira i Chaves 1993, Schulzel1982). Aquest progrés en el
deficit hidric, permet que les plantes s’aclimatin a la sequera estival prenent mesures per evitar-
la i/o afrontar-la, depenent de I’espécie, abans que aquesta arribi al punt de més severitat
(Pereira i Chaves 1993, 1995), en altres paraules, el déficit hidric gradual permet a les plantes
aclimatar-se a la sequera.

La primera mesura que presenten la gran majoria de les espécies és aturar 1’expansi6 foliar
mentre les arrels continuen expandint-se (Pereira i Chaves 1993, 1995, Westgate i Boyer 1985,
Sharp et al 1988, Nonami i Boyer 1990, Spollen et al 1993). D’aquesta manera redueixen la
transpiracié, augmenten la capacitat de conduccid d’aigua (Larcher 2003) i permet 1’absorcio6 de
I’aigua de les capes més profundes del sol (Bartels i Sunkar 2005) a més disminueix la quantitat

de radiacio incident, fet que, juntament amb la disminucié de la superficie fotosintetica,
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contribueix a I’aturada del creixement tant de les fulles com de la part aéria de la planta (Pereira
i Chaves 1993, 1995). El creixement és més sensible al déficit hidric que I’intercanvi de gasos i
sol succeir a deficits hidrics moderats, fins i tot si no hi ha un canvi en les relacions hidriques de
les fulles (Passioura 1988, Gowing et al 1990, Kuang et al 1990, Pereira i Chaves 1993).
L’aturada en el creixement es pot considerar com una possibilitat de preservar carbohidrats per
mantenir el metabolisme, allargar el subministrament d’energia i per una millor recuperacio
després de 1’estres (Bartels i Sunkar 2005)

Una de les altres mesures que prenen les plantes davant el déficit hidric és el tancament
d’estomes, que durant el procés d’aclimatacio, a mida que 1’esgotament de 1’aigua s’accentua es
dona durant un periode més llarg del dia (Pereira et al 1986, Tenhunen et al 1987), resultat
d’interaccions entre la pérdua d’aigua a nivell d’arrel i el deficit de pressio de vapor de 1’aire
(Schulze et al 1982). El tancament estomatic evita la deshidratacio de la planta en la fase de
deficit hidric moderat i, durant la fase d’estrés sever, evita fenomens realment perillosos per la
supervivéncia de la planta com la cavitacidé i I’embolia del xilema provocant una pérdua
irreversible de la capacitat de conduccio del sistema (Jones i Sutherland 1991).

La percepcio del déficit hidric i la transduccio6 del senyal per obtenir una resposta de la planta és
un tema bastant desconegut en I’estudi de la resposta de les plantes a 1’estres, tot i que se sap
que hi intervenen quinases, fosfatases, fosfolipids, calci, hormones, EAOs i oxid nitric (Bartels i

Sunkar 2005).

1.8. Estrés oxidatiu

El terme estrés oxidatiu, en esséncia, es refereix a un desequilibri entre la produccié d’espécies
actives de 1’oxigen (EAQ) i les defenses antioxidants (Halliwell i Gutteridge 1989). Una altra
definici6 donada per Sies (1991) podria ser una pertorbaci6 en 1’equilibri pro-oxidant-
antioxidant en favor del primer, portant a un dany potencial.

L’estrés oxidatiu pot venir donat per una disminucié en els nivells d’antioxidants o per un
increment en els nivells d’EAOs (Halliwell i Whiteman 2004).

Com tots els diferents tipus d’estrés, 1’estrés oxidatiu pot provocar 1’aclimatacié o enduriment
de I’organisme mitjangant 1’activacio del sistema de defensa, o la mort de la cél-lula, teixit o
planta en el que es manifesta. Depén de 1’estat de la planta, del lloc on es formen les EAOs, de
les EAOs que es formen (Desikan et al. 2005) i de qué ha provocat el desequilibri entre les
EAOs i els antioxidants.

Existeix una diferéncia significativa entre estrés oxidatiu i dany oxidatiu. El dany oxidatiu esta
provocat per 1’estrés oxidatiu, perd és el dany a nivell molecular que pot ser causat per atac
directe de les espécies actives de 1’oxigen durant I’estrés oxidatiu. El dany oxidatiu pot afectar

qualsevol biomolécula: lipids, DNA, proteines, carbohidrats, etc. (Halliwell i Whiteman 2004).
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L’estres oxidatiu es dona en la majoria d’estressos coneguts, ja siguin biotics o abiotics (Apel i

Hirt 2004, Desikan et al. 2005).
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2. Peroxid d’hidrogen

2.1. Espécies actives de I’oxigen

Esta ben establert que la formacié d’espécies actives de 1’oxigen acompanya els processos
metabolics habituals en tots els organismes aerobis (Perl-Treves i Perl, 2002). L’origen de la
majoria de les EAO es troba en la reduccidé incompleta de 1’oxigen, que depenent d’on es trobi
localitzada i en quines condicions dona origen a diferents molécules altament oxidants (Fig. 1).
Quan 1’0, només rep un electro es forma el O,”, en una reaccidé que necessita energia, o I’ajuda
d’un enzim, per produir-se (AG = +7.6 Kcal - mol™). A partir de la produccié del O, les
reaccions que es succeeixen son termodinamicament favorables o espontanies. Aixi la produccio
de H,0, i de OH’ s6n espontanies (AG = -21.7 i -8.8 Kcal - mol”, respectivament). La formacio
d’aquestes EAO es produeixen per ’activacio quimica de I’oxigen, en canvi, la formaci6 de 'O,
es produeix per una activacio fisica (Perl-Treves i Perl 2002). Aix0 vol dir que a diferéncia del
0,7, el H,0, i el OH’, que es formen per reaccions de reduccio i en conseqiiéncia un canvi en
’estructura quimica de la molécula original; la formacié de 'O, es produeix per un excés
d’energia rebuda a la molécula d’O,. Aquesta energia d’excitacid aconsegueix produir un canvi
de sentit en el gir d’un dels electrons (spin) de 1'ultim orbital d’aquesta molécula. Tal com es
veu a la Figura 1, aquesta reaccid necessita energia per produir-se (AG = +22.0 Kcal - mol™).
Generalment la clorofil-la excitada és la responsable d’aquesta transferéncia d’energia a I’O,.

En les cel'lules vegetals les EAOs se solen produir en cadenes de transport d’electrons com la
de la respiracio o la de la fotosintesi, encara que en algunes ocasions la formacié d’EAOs també
pot ser d’origen enzimatic, sobretot el O, el H,O,.

El H,0, és la EAO de vida més llarga, juntament amb el O,” (microsegons) i menys reactiva de
totes les EAOs descrites fins ara (Perl-Treves i Perl 2002) . Com no és un radical, té la capacitat
de travessar membranes biologiques.

Excepte en la fotorespiracio, el HO, és derivat del O,” sigui de forma espontania quan 1’entorn
quimic és acid, o per accio de I’enzim superoxid dismutasa (SOD), en plantes present al citosol,
mitocondris, cloroplasts, peroxisomes, glioxismes i 1’apoplast (Perl-Treves i Perl 2002). En
conseqiiencia la formacio de H,O, es produeix a practicament tots els compartiments de la
cel-lula vegetal, i tot i que és la EAO menys reactiva continua tenint grans capacitats com a
oxidant. Entre les quals hi figura la seva capacitat d’oxidar grups tiol de forma irreversible i no
controlada (Kaiser 1979), i és precursor del radical hidroxil. L’estat redox dels grups tiol
regulen D’activitat de gran quantitat d’enzims, per exemple la NADH deshidrogenasa, la
fosforibuloquinasa i dues fosfatases del Cicle de Calvin que s’inactiven quan aquests grups
estan oxidats. El radical hidroxil és una de les EAO més reactives i, en conseqiiéncia, una de les

més destructives per la cel-lula (Fig. 1).
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Figura 1. Espécies actives de I’oxigen. Produccié de EAOs a partir de 1’oxigen, on es diferencia 1’activaci6 fisica de la
quimica. El singlet d’oxigen ('O,) s’activa de forma fisica quan la clorofil-la excitada (Clorofil-la*) li transmet energia i
inverteix 1’spin d’un electrd. La resta d’EAOs s’activen de forma quimica. L’oxigen molecular (O,) rep un electré d’una font
d’electrons produint el radical superoxid (O,™) que pot dismutar a peroxid d’hidrogen (H,0,). La formacié del radical hidroxil
(OH’) pot ser conseqii¢ncia de I’acumulacié de H,O, o de I’acumulacié de H,O, i O,” en preséncia d’un metall de transicié en
la “reacci6 de Fenton” i la “reaccio de Halliwell”, respectivament. Al costat de cada EAO s’indica la seva vida mitja en
condicions fisiologiques i 1’energia lliure de Gibbs (AG, Kcal-mol™) associada a cada reacci6 redox de les EAO. Les reaccions

en que AG < 0 s6n espontanies, les reaccions en que AG > 0 necessiten un aport d’energia per produir-se.

Es pot originar a partir de I’acumulacié de superoxid i peroxid d’hidrogen en la preséncia d’un
metall de transicié en I’anomenada reaccié de Haber-Weiss o a partir de 1’acumulacié de
peroxid d’hidrogen en preséncia d’un metall de transicioé en la reaccidé de Fenton (Halliwell 1
Gutteridge 1999; Apel i Hirt 2004). Aixi doncs, per mantenir la integritat de les estructures i el
metabolisme cel-lulars, les cel-lules vegetals tenen una série de mecanismes de control o
regulacid de la produccié i I’acumulacio de perdxid d’hidrogen al seu interior. La localitzacid
del H,0O, és fonamental per determinar el seu efecte en el metabolisme de la cél-lula vegetal.
Segons on es produeixi i en quines quantitats pot provocar danys irreversibles, com la
inactivacié permanent d’enzims, peroxidacido de molécules biologiques, necrosi, mort cel-lular
programada o, en canvi, pot actuar com a senyal o transductor de senyals en processos d’estres

(Desikan et al. 2005). Els diferents compartiments cel-lulars tenen compostos antioxidants o

30



mecanismes per eliminar i minimitzar la produccié de H,0O,, alguns sén comuns i d’altres

exclusius de cada compartiment. Aquests mecanismes poden ser enzimatics o no enzimatics.

2.2. Antioxidants

Antioxidant és qualsevol substancia que, present a molt baixes concentracions comparades amb
les concentracions del substrat oxidable, retarda o prevé significativament 1’oxidacié d’aqueix
substrat (Halliwell i Gutteridge 1999). Aquestes molécules tenen la capacitat de donar electrons
o atoms d’hidrogen formant radicals menys perniciosos que la molécula oxidant que ha estat
reduida per [D’antioxidant. Els radicals derivats d’aquests compostos antioxidants es
neutralitzarien mitjangant algun agent reductor amb la finalitat que cap estructura cel-lular
resulti afectada. Aquestes molécules mostrarien aquestes qualitats en una correlacid espacial i
temporal amb I’estrés oxidatiu (Hernandez et al. 2009).

Els antioxidants poden ser enzimatics (ascorbat peroxidasa, glutatio6 reductasa,
monodehidoascorbat reductasa, glutatié reductasa, catalasa, peroxiredoxina, entre altres) o no
enzimatics (entre els més coneguts: ascorbat, tocoferol, carotenoids, glutatid). En aquest apartat
es descriuen els antioxidants més importants en 1’eliminacié de H,O,.

2.2.1. Acid ascorbic

En plantes, el substrat més important per la detoxificacio de H,O, és 1’ascorbat (AA), tot i que
també pot reduir el O,". L’acid ascorbic és, generalment, la molécula antioxidant de baix pes
molecular més abundant en les plantes (Smirnoff 2005), assolint fins el 10 % del contingut de
carbohidrats solubles en les cél-lules vegetals (Smirnoff i Pallanca 1996). Es troba en gairebé
tots els teixits vegetals (DeGara et al. 1997) i sol trobar-se en més altes concentracions a les
fulles que a les arrels (Smirnoff 2005). També es troba a tots els compartiments cel-lulars,
incloent-hi I’apoplast (Davey et al. 2000), tot i que a 1’apoplast (Sanmartin et al. 2003) i la
vacuola és on menys se n’acumula.

A pH fisiologic I’AA es dissocia en ascorbat i protons, per aix0 se I’acostuma a anomenar
ascorbat. La seva capacitat de cedir un electrd el caracteritza com a antioxidant, a més dels seus
derivats monodehidroascorbat (MDHA) i dehidroascorbat (DHA). Només el MDHA és un
radical pero és relativament poc reactiu i de seguida dismuta per formar DHA, que no té carrega
i per tant s’hauria d’anomenar acid dehidroascorbic (Smirnoff 2005).

L’AA elimina el H,O, reaccionant directament amb aquesta EAO, formant H,O, i MDHA
(Jones 1 Smirnoff 2005) o com a integrant del cicle ascorbat-glutatio, on actua com a substrat de
I’ascorbat peroxidasa (APX, Noctor i Foyer 1998, Asada 1999).

2.2.1.1. AA i creixement

La relacid entre la concentracio d’AA i el creixement vegetal esta establerta des de fa molt

temps (Reid 1941) i esta relacionada amb la regulacid que aquest compost de baix pes
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molecular exerceix sobre la proliferacio cel-lular i I’extensibilitat de la paret de la cel-lula
vegetal (Jones i Smirnoff 2005, De Tullio i Arrigoni 2004; Alegre i Munné-Bosch 2005).

Hi ha diversos experiments que mostren que I’AA és necessari per a la regulacio del cicle
cel-lular (Liso et al. 1988; Critterio et al. 1994 Potters et al 2002). S’ha hipotetitzat que I’AA
participa en el cicle cellular com a cofactor d’enzims com la prolil hidroxilasa (Potters et al
2002), i incrementa la regeneracio del ferro d’altres enzims com la ribonucleotid reductasa
(Critterio et al. 1994), necessaria per la produccié de desoxiribonucleotids.

L’AA de I’apoplast (fins un 10%, Sanmartin et al. 2003) contribueix a que la paret vegetal sigui
més extensible, ja sigui com a metabolitzador de H,O,, que al seu torn esta implicat en la
lignificacié de la paret vegetal (veure apartat 2.4.2 d’aquesta introduccio); com a inhibidor de
les peroxidases de paret encarregades de produir els entrelligaments de paret (Takahama 1993,
Otter i Polle 1994) o fins i tot contribuir a 1’escissio no enzimatica dels compostos de paret, tot i
aquest darrer punt només s’ha comprovat in vitro (Fry 1998). La concentraci6 o 1’estat redox de
I’ascorbat de 1’apoplast també podria hiperpolaritzar 1’ATPasa de protons de la membrana
plasmatica, portant a 1’entrada de soluts, vacuolitzacié i 1’acidificacié de la paret cel-lular
(Hidalgo et al. 1989, Gonzélez-Reyes et al 1994, De Cabo et al 1996).

2.2.2. Cicle ascorbat glutatio

El cicle ascorbat-glutatio (Fig. 2) es va descriure per primer cop al cloroplasts (Foyer i Halliwell
1976), perd s’han anat trobant els enzims que el composen en altres compartiments cel-lulars
com el mitocondri, el peroxisoma o el citoplasma, aixi com en teixits no fotosintétics, com les

arrels, I’endosperm, noduls radicals i péetals (Creissen i Mullineaux 2002).

HzOz

GSSG NADPH
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MDA —— DHA

H,0 NADP
Figura 2. Cicle ascorbat-glutatié. S’inicia amb la reduccié de H,O, per part de I’ascorbat peroxidasa (APX), que utilitza com a
donant d’electrons I’ascorbat (AA) que s’oxida formant monodehidroascorbat (MDHA). El MDHA es pot reciclar a AA per accid
de la MDHA reductasa (MDHAR), que utilitza el NADPH com a donant d’electrons; pot utilitzar directament la ferredoxina (Fd)
com a reductor, o pot continuar oxidant-se per formar acid dehidroascorbic (DHA). El DHA es recicla per acciéo de la DHA
reductasa (DHAR), que redueix el DHA mitjangant glutatié (GSH). La forma oxidada del GSH (GSSG) es recicla a la seva forma

reduida per acci6 de la glutati6 reductasa (GR), en aquest cas el donant d’electrons és el NADPH.
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Aquest cicle forma part del cicle aigua-aigua considerant que el cicle comenga amb la fotolisi de
I’aigua al fotosistema II (PSII) i acaba amb la formacié d’aigua, producte de la reaccié del H,O,
amb ’APX (Asada 1999).

2.2.3. Catalasa

Les catalases redueixen el H,O, en aigua i oxigen sense requerir un substrat reductor per dur a
terme la reaccid. Son enzims que es troben en grans quantitats a l’interior de les cél-lules
aerobies i, pel que se sap fins ara, estan exclusivament dedicades a 1’eliminacié de H,O,, tot i
que tenen baixa afinitat per aquesta EAQ, sobretot si es compara amb [’afinitat que tenen altres
enzims reductors de H,O, com I’APX (Nicholls et al. 2001). La regulacié de la CAT depén de
diverses EAOs, entre elles el H;O,. Com més H,O, hi ha, més augmenta ’activitat d’aquest
enzim, perd en grans quantitats aconsegueix inhibir-la, com el O,”. S’ha demostrat que el 'O,
també regula I’activitat d’aquest enzim (Lledias et al. 1998).

En plantes les CAT es troben gairebé exclusivament als peroxisomes (Feierabend 2005) tot i
que hi ha indicis de la seva preséncia en mitocondris (Scandalios et al. 1980) i apoplast
(Salguero i1 Bottger 1995).

2.2.4. Peroxiredoxines

Les peroxiredoxines (PRX) constitueixen el grup d’enzims antioxidants que metabolitzen H,O,
d’identificaci6 més recent (Lim et al. 1994; Chae et al. 1994). Pertanyen a la super-familia
d’enzims de les tiol peroxidases i son capaces de reduir H,O,, alquil hidroperoxids i
peroxinitrits (Dietz et al. 2006; Rouhier et al. 2008). L’any 1996 es van identificar les primeres
PRX en plantes (Stacy et al. 1996, Baier i Dietz 1996).

El mecanisme d’accié de les tiol peroxidases es basa en la interaccio entre el grup tiol de la
proteina i el peroxid que estigui atacant (posem per exemple H,0O,). D’aquesta interaccié en
resulta acid sulfénic, que deriva del grup tiol, i aigua del H,O,. En el cas que la molécula
atacada fos un alquil peroxid en resultaria un alcohol, i si fos peroxinitrit en resultaria nitrit
(Dietz et al 2006; Rouhier et al. 2008). S ha trobat que les PRX contribueixen a la detoxificacio
de H,0, derivat de la reaccié de Mehler de manera significativa (Dietz et al. 2002), apart de al
cloroplast se n’han trobat al mitocondri (Dietz et al. 2006).

El reciclatge de les peroxiredoxines depén de tioredoxina, ciclofilina, glutaredoxina i glutatio,
depenent del grup de peroxiredoxines al qual pertanyen (Rouhier et al. 2008). La tioredoxina i la
glutaredoxina sén dues proteines molt importants en la regulacié redox, que sera explicada amb
més profunditat en I’apartat 3 d’aquesta introduccio.

Per tant, les PRX a la cél'lula vegetal actuen com antioxidants, moduladors de vies de
transduccid de senyals i sensors redox (Dietz et al. 2006).

2.2.5. Superoxid dismutasa

La SOD ¢és un enzim amb dues funcions oposades: al mateix temps que és la primera linia de

defensa contra I’estrés oxidatiu (Bannister et al 1987), també actua com a font d’EAO, doncs és
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la principal font de H,O, en organismes aerobis i en alguns organismes anaerobis (Hassan
1989). La reaccio6 que catalitza és la dismutacio del O,” a HyO, i O,.

Les SOD son una familia de metal-loenzims descrits per primer cop per McCord i Fridovich
(1969). Les SOD es classifiquen segons el seu metall, aixi hi ha les MnSOD, les FeSOD i les
Cu/ZnSOD que es troben en la majoria de compartiments: citosol, mitocondris (Rabinowitch i
Fridovich 1983), cloroplasts (Salin 1987), peroxisomes (Sandalio i Del Rio 1988) i I’apoplas
(Schinkel et al. 1998). D’aquesta manera, com a més son els enzims que reaccionen meés
rapidament amb el seu substrat (Kitagawa et al 1991, Getzoff et al. 1992), totes les fonts del O,”

de la cé¢l-lula son potencialment fonts de H,O,.

2.3. Cicles de produccio i eliminacié de H,O, dins la cél-lula vegetal

El H,0, en les plantes forma part del seu metabolisme cel-lular i la seva correcta eliminacio €s
indicador que el metabolisme no es troba amenacgat per cap factor extern o propi de la planta,
aixi en condicions Optimes per al metabolisme cel-lular no es trobaran augments significatius
d’aquesta EAO als teixits vegetals (Desikan et al. 2005). De totes maneres, com la seva
formaci6 depén de vies metaboliques molt sensibles als canvis ambientals i es troba en gairebé
tots els compartiments, les vies d’eliminacié de H,O, sén molt efectives i sovint sensibles als
seus canvis de concentracid. A nivells basals, els H,O, du a terme funcions de manteniments
importants (Mori i Schroeder 2004). Quan les vies d’eliminacié no son prou efectives perque la
formaci6é de H,O, augmenta de manera indiscriminada es desencadenen una serie de respostes,
que poden anar des de la induccié d’enzims antioxidants, entre d’altres (Desikan et al. 2000), a
la inducci6 de la mort cel-lular programada (Levine et al. 1994). Aixi, els cicles de formacio i
eliminaci6 de H,O, a Dinterior de les cél-lules vegetals son vitals per a la supervivéncia
d’aquestes i el seu estudi permet entendre millor la resposta de les plantes a un entorn canviant.
2.3.1. Mitocondri

La formacié de H,O, a mitocondris es produeix per la dismutacié espontania o mediada per
MnSOD del superoxid (Scandalios 1993). El superoxid es produeix principalment a nivell de
membrana interna, als complexes I i1 Il de la cadena de transport d’electrons responsable de la
sintesi d’ATP. Quan aquesta cadena de transport d’electrons es troba excessivament reduida,
sigui per la falta de ADP o per I’excés de NAD(P)H procedent del citosol, aquests dos
complexes son capagos de cedir un electrd a 1’oxigen i produir superoxid (Meller 2001).

Tot i que al mitocondri hi ha sistemes antioxidants com AA, CAT i components del cicle AA-
GSH (Jimenez et al. 1997), a P’interior d’aquest organul hi predominen els mecanismes de
prevencio per minimitzar els danys que poden derivar de 1’acumulacié de H,O,. A la mateixa
cadena de transport d’electrons, formada per les proteines de la cadena respiratoria, hi ha cinc
proteines que en altres organismes no es troben. Aquestes proteines son 1’oxidasa alternativa

(Purvis 1997), dues NADH oxidases situades a banda i banda de la membrana interna (Palmer
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1976), i dues NADPH deshidrogenases també¢ situades a banda i banda de la membrana interna
(Agius et al. 1998). So6n cinc proteines que consumeixen NAD(P)H sense transportar protons de
la matriu a I’espai intermembrana, de manera que no contribueixen a la formacié d’ATP al final
de la cadena respiratoria. L’acumulaciéo d’ATP al final de la cadena respiratoria és la causa
principal de la formaciéo de O, a nivell dels complexes I i III d’aquesta cadena de transport
d’electrons (Mgller 2001).

2.3.2. Cloroplast

La font principal de O, al cloroplast es produeix per la transferéncia d’electrons del fotosistema
I (PSI) a I’O; (reaccidé de Mehler). El superoxid es pot detoxificar dismutant a H,O, de forma
espontania a pH baix o per accid de la superoxid dismutasa (SOD), reaccié molt més rapida que
la dismutacié espontania, o reduint la plastocianina i/o el citocrom be-f formant un cicle de flux
d’electrons al voltant del PSI.

Aquesta via de formacio de H,O, generalment es potencia quan el cicle de Calvin no consumeix
NADPH prou rapid i aquest s’acumula al final de la cadena de transport d’electrons de la
fotosintesi. Aquest fenomen es dona generalment degut a un excés d’energia d’excitacio (llum)
rebuda a nivell de fotosistemes, que pot produir-se per altes radiacions en una planta d’ombra, o
per la combinacio de llum i deficit hidric, entre altres factors (Noctor et al. 2002). El déficit
hidric produeix tancament d’estomes per evitar més perdues d’aigua, en conseqiiencia els
nivells de CO, intracel-lular disminueixen, disminuint al seu torn la fixacié de carboni al cicle
de Calvin i el consum d’equivalents de reduccié en forma de NADPH. La falta de NADP" lliure
provoca que els electrons s’acumulin a nivell de PSI i siguin acceptats per 1’oxigen formant O,".
La formacié de H,O, als cloroplasts es pot considerar, juntament amb el transport ciclic
d’electrons i la fotorrespiracid, una manera de dissipar NADPH acumulat (Tolbert 1980) i evitar
la formacio d’altres EAOs molt reactives com el singlet d’oxigen.

2.3.3. Peroxisoma

La ribulosa 1,5-bifosfat carboxilasa / oxigenasa (Rubisco) s’encarrega de fixar carboni
procedent del CO; al cicle de Calvin, pero també té activitat oxigenasa. L’ activitat de la Rubisco
esta determinada per la disponibilitat de substrat, sigui CO, o O,. Se sap que, en condicions
optimes, per cada 4 molécules de CO, se’n fixa una d’O,. Aixi, la Rubisco té més afinitat cap el
CO; pero 1’0, competeix amb el CO, per arribar al centre actiu d’aquest enzim. De la mateixa
manera que per I’activitat carboxilasa d’aquest enzim s’inicia el cicle de Calvin, per la seva
activitat oxigenasa s’activa la fotorrespiraci6. La fotorrespiracié s’inicia al cloroplast amb la
formacio de fosfoglicolat, es transporta al peroxisoma en forma de glicolat i en aquest organul la
glicolat oxidasa oxida aquest compost formant H,O, i glioxilat (Siedow i Day 2000).

Quan hi ha baixa disponibilitat de CO, a I’interior del cloroplast, I’activitat oxigenasa de la

Rubisco es troba potenciada en detriment de I’activitat carboxilasa. Generalment aquesta
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condicid es dona quan la planta rep altes radiacions o quan hi ha tancament d’estomes en
presencia de llum (Noctor et al. 2002).

Tot i que el H,O, es forma a l’interior del peroxisoma en grans quantitats, aquest se sol
metabolitzar al seu interior, doncs la preséncia de la CAT I’elimina (Feierabend 2005). També
s’ha descrit la preséncia de I’APX a I’interior d’aquest organul, que donada la seva major
afinitat pel H,O, és probable que eviti possibles sortides de H,O, cap a altres compartiments
menys preparats, donada la difusibilitat d’aquesta EAO (del Rio et al. 2006).

2.3.4. Plasmalema

El plasmalema no es considera un compartiment cel-lular perdo donada la seva doble naturalesa
com a membrana i com a barrera fisica entre la cél-lula i ’apoplast, €s un lloc important a tenir
en compte des del punt de vista cel-lular. La NADPH oxidasa és 1’enzim responsable de la
formacié de superoxid a partir de la reduccié univalent de 1’oxigen. Es troba a nivell de
plasmalema en fagocits i limfocits B de mamifer per eliminar microorganismes invasors (Babior
1999), i s’han trobat homolegs d’aquest enzim en plantes (Torres et al 2002). Aquest enzim
normalment esta relacionat amb la formacidé de lignina, mort cel-lular programada i la resposta
sistémica adquirida (Chen et al. 1993, Levine et al. 1994), en respostes de les plantes a I’estrés
(Sagi i Fluhr 2001; Jiang i Zhang 2002; Sagi i Fluhr 2006), tot i que darrerament se 1’ha
relacionat amb processos de desenvolupament (Foreman et al. 2003), estrés hiperosmotic
(Coelho et al. 2002) i el tancament d’estomes mediat per acid abscissic (ABA) (Kwak et al.
2003). A més, s’han relacionat les EAOs procedents d’aquest enzim amb cascades de
senyalitzacié que condueixen a canvis en 1’expressio de gens, probablement mediada per MAP
quinases (Kovtun et al. 2000). La regulacio d’aquest enzim, probablement es troba regulada per
Ca®" (Keller et al. 1998, Sagi i Fluhr 2001), ROP GTPases, acid fosfatidic i PI3P (Jones i
Smirnoff 2005). El H,O, format a nivell de plasmalema difon cap a I’apoplast, aixi que es tindra
en compte les capacitats antioxidants d’aquest compartiment.

2.3.5. Apoplast

Encara que el H,O, format per I’accié de la NADPH oxidasa se sol acumular a I’apoplast, la
seva sintesi és al plasmalema. A 1’apoplast hi ha les peroxidases de paret, enzims responsables
de la lignificacio, que necessiten H,O, per a realitzar la seva tasca. Des de la década del 1970
(Elstner 1 Heupel 1976) se sap que aquests enzims produeixen el HO, necessari per dur a terme
la lignificacio. Bolwell et al., (1995), va estudiar peroxidases lligades a paret cellular de
diferents espécies i va trobar que ’augment en el pH Optim d’aquests enzims provocaven el

canvi d’activitat peroxidasa a activitat oxigenasa.
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Figura 3. Formacié i eliminacié de H,O, a I’interior de la cél-lula vegetal. Les principals fonts de H,O, a I’interior de la c¢l-lula
vegetal estan indicades amb fletxes primer de color vermell, les principals vies d’eliminacié estan indicades en blau fosc. El
cloroplast es verd, el mitocondri taronja i el peroxisoma groc, no estan a escala. El plasmalema es representa en morat i ’apoplast en
marro. El cicle AA-GSH esta indicat en blau (fletxes cicliques). Els enzims s’indiquen a I’interior de quadres grocs. Les fletxes en
bloc vermelles indiquen les situacions en les quals s’indueixen les vies de formaci6 de H,O, a la cél-lula vegetal. Les fletxes roses
indiquen transport d’algun compost d’un compartiment a un altre. APX, ascorbat peroxidasa; CAT, catalasa; POD, peroxidasa;

SOD, suoeroxid dismutasa.
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L’apoplast és el compartiment amb menys poder antioxidant de tots, per aixo, en estudis
citohistoquimics, el H,O, se sol trobar acumulat a nivell de paret cel-lular, tot i aix0 a ’apoplast
hi ha AA, i s’ha suggerit que 1’estat redox del pool de AA és important per tasques reguladores
a l’interior de la cél-lula (Pignocchi i Foyer 2003). Donat el seu baix poder antioxidant, és

probable que I’apoplast rebi H,O, d’altres compartiments cel-lulars.

2.4. Funci6 del peroxid d’hidrogen

La formacié de H,O, als diferents compartiments cel-lulars té conseqiiéncies que sovint poden
ser perjudicials per a la cél-lula, per aixo existeixen sistemes antioxidants. De totes maneres la
preséncia d’enzims dedicats a la formacio de H,O; i el seu precursor O,” son indicadors que el
H,0, probablement té funcions més concretes a 1’interior de la cél-lula vegetal. La funcid del
H,0, depén molt d’on es produeixi i en quines quantitats (Desikan et al. 2005). En un extrem hi
ha I’alleujament de la cadena de transport d’electrons excessivament reduida de la fotosintesi,
on el H,O, practicament s’elimina al mateix temps en que es produeix, i en un altre extrem hi ha
les grans quantitats de H,O, produides per activacié de la NADPH oxidasa responsable de la
resposta hipersensible.

2.4.1. Alleujament de cadenes de transport d’electrons sobrecarregades

La formacié de H,O, a I’interior de cloroplasts i peroxisomes es produeix quan hi ha un excés
d’energia d’excitacio a nivell de fotosistemes i aquests es troben excessivament reduits (Perl-
Treves i Perl 2002) . Tot i que en primera instancia la seva formacié podria ser perjudicial per
les molecules d’aquests dos organuls, la seva rapida eliminacio per part d’enzims com I’APX
(cloroplast, peroxisoma) (Foyer i Noctor 1998, del Rio 2006) i la CAT (peroxisoma)
(Feierabend 2005) fan que la produccié d’aquesta EAO no sigui un dany, sind6 més aviat una
manera d’assegurar el funcionament de la cadena de transport d’electrons de la fotosintesi en
condicions limitants com la baixa disponibilitat de CO, o I’excés d’energia d’excitacio.
Aquestes condicions condueixen a la baixa disponibilitat de NADP" i ADP lliure i, en
conseqiiéncia, provoquen 1’acumulacié d’electrons en les diferents proteines que formen la
cadena de transport d’electrons de la fotosintesi (Heber et al 1978).

L’eliminaciéo de H,O, (format a partir del PSI) per part de ’APX dins del cicle AA-GSH
contribueix al reciclatge de NADP", doncs al seu torn participa en el reciclatge d’AA, que depén
de la MDHAR i la DHAR. La MDHAR utilitza com a donador d’electrons NADPH (Hossain et
al. 1984) i la DHAR utilitza GSH, que passa a la seva forma oxidada GSSG. Per al reciclatge
del GSH, la GR tamb¢ utilitza com a donador d’electrons el NADPH (Fig.1). D’aquesta manera,
la formaci6 de H,0, contribueix a augmentar el pool de NADP™ lliure. A més, I’oxidacié de la
ferredoxina del PSI per part del MDHA (Miyake i Asada 1994), contribueix a mantenir la
cadena de transport d’electrons de la fotosintesi menys reduida i a mantenir un flux constant

d’electrons des de I’aigua cap al NADP".
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Tal com s’explica a I’apartat 2.3.3. d’aquesta introduccio, la fotorespiracié s’inicia quan la
Rubisco actua com oxigenasa (Ogren 1984) i es potencia quan hi ha baixa disponibilitat de CO,
per la Rubisco, una via en la que es forma H,0,, s’utilitza poder reductor i ATP. D’aquesta
manera, quan hi ha baixa disponibilitat de CO, respecte a la quantitat d’energia d’excitacio a
nivell de fotosistemes, el H,O, format a nivell de peroxisoma, juntament amb el format a nivell
de PSI, evita que hi hagi una reduccidé excessiva de la cadena de transport d’electrons de la
fotosintesi.

2.4.2. Estructural

El H,O, esta implicat en la formacié de lignines a partir de la polimeritzacié oxidativa
d’alcohols p-hidroxicinamics (Ros Barceld 1997), xiloglucans, entrelligament de proteines de
paret (Brisson et al 1994) i en la deposicio de fibres de cel-lulosa durant la formaci6 de la paret
cel-lular secundaria (Potikha et al 1999). Aquesta funcié proporciona a les plantes barreres
fisiques contra I’entrada de patogens (Brisson et al 1994), contribueix a la formacié de xilema
(Ros Barcel6 1997) o participa en la diferenciacid cel-lular al mateix temps que s’atura
I’expansio6 cel-lular (Brisson et al 1994, Hohl et al 1995, Schopfer 1996). Tot i que pot semblar
contradictori també contribueix a 1’afluixament de les parets cel-lulars, en aquest cas com a
precursor del radical OH, producte de la reaccido de Fenton o de la reaccié de Halliwell. El
radical OH s’ha trobat en les parets cel-lulars d’organs en elongacié (Liszkay et al 2004) i
escindeix polimers de xiloglucans permetent que les parets cel-lulars s’allarguin (Fry 1998).
Generalment, la procedéncia del H,O, en aquests processos €s d’origen enzimatic, essent
I’origen més probable una NADPH oxidasa en relaci6 a la lignificacio del xilema (Ros Barceld
1998); peroxidases de paret (Bolwell et al. 2002); diamina oxidasa relacionada amb mort
cel'lular programada i lignificacio en la formaci6 de xilema (Mgller i Mc Pherson 1998);
I’oxalat oxidasa estaria més relacionada amb 1’explosio oxidativa que es dona en la germinacio i
conduiria a la formacié de OH-, necessari per a I’expansio cel-lular tipica d’aquest procés (Lane
etal. 1993).

A més de la participacio6 directa com a co-substrat de la polimeritzaci6 oxidativa de les lignines
o altres compostos responsables de 1’enduriment de les parets cel-lulars, el H,O, també pot
actuar com a senyal per a la diferenciacié de parets secundaries, doncs la seva generacid podria
estar mediada per Rac small GTPase (Pothika et al. 1999) i s’han identificat homolegs de les
proteines Rac com a components del sistema NADPH oxidasa en tomaquera (Kieffer et al.
1997) i tabac (Xing et al. 1997).

2.4.2.1. Diferenciacié i lignificacié de xilema

La formaci6 del xilema és un procés en el que s’inclou 1’allargament cel-lular i diferenciacid
cel‘lular; deposici6 de lignina, i mort cel-lular programada (Turner et al. 2007).

Les lignines proporcionen rigidesa i suport estructural a gran part de les plantes vasculars i es

troben basicament localitzades al xilema 1 altres teixits de suport mecanic com I’esclerénquima
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contribuint a enfortir aquest sistema davant les grans tensions de la columna d’aigua i donar-li
impermeabilitat (Lewis i Yamamoto 1990, Turner et al 2007). El H,O, es produeix al mateix
temps que la lignificacio de les parets cel-lulars dels elements traqueals del xilema de Zea mays
(Ros Barcel6 et al. 2002). També pot regular altres elements tipics de la senyalitzacié intra-
cel'lular com el sistema Ca*‘/calmodulina, IP3 i quinases en la diferenciacio del xilema,
mostrant que aquest procés de diferenciacio esta regulat de manera exhaustiva (Ros Barcelo
1998).

Apart de la lignificacio, el procés de diferenciacio del xilema també depeén de la mort cel-lular
programada, doncs el procés de lignificacid de cél-lules protoxilematiques acaba amb la mort
d’aquestes (Fukuda i Komamine 1982). Aixi el H,O, esta involucrat en els processos més
coneguts de la diferenciacio del xilema, com la lignificacio i la mort cel-lular programada, tant
de manera directa com activant elements de cascades de transduccioé de senyals

2.4.3. Transducci6 de senyals

Com ja s’ha comentat, les cél-lules vegetals contenen enzims dedicats a la formacio de O, i
H,0,, com NADPH oxidases i peroxidases de paret, que s’activen en resposta a estressos biotics
1 abiodtics (Bolwell et al. 2002; Mittler 2002; Neill et al. 2002). Aquesta activacié mostra la
possibilitat que les cél-lules basin els seus senyals d’estrés en 1’augment de 1’activitat d’enzims
formadors d’EAOs i que aquests funcionin com a coordinadores centrals de la biologia cel-lular
i de les respostes a gran nombre d’estimuls propis del desenvolupament i de la resposta a
I’entorn de les plantes.

Els estudis que han portat a considerar la funcié de les EAOs com a molécules senyal es basen
en que la formacié d’EAQ s’activa en resposta a hormones vegetals i fitotoxines, i que, a més,
regula part dels efectes d’aquests estimuls. Les EAOs poden iniciar cascades de senyalitzacid
que resulten en D’alteracié de les funcions cel-lulars o alterar directament proteines o altres
estructures en resposta a un senyal primari (p.ex. hormona). Entre les EAOs, el H,O, es mostra
com una molécula-senyal tipus, doncs és de baix pes molecular, sense carrega, pot travessar
membranes 1 es destrueix rapidament (Desikan et al. 2005). A més, al ser un oxidant feble pot
reaccionar amb molécules com les proteines, actuant com a missatger (Rhee et al. 2000; Cooper
et al. 2002; Danon 2002). El H,O, també esta relacionat amb molécules tan importants en la
transduccid de senyals com el calci, MAP quinases i fosfatases.

El calci i el H,O, es regulen mutuament (Coelho et al 2002; Desikan 2005). S’ha comprovat in
vitro que algunes NADPH oxidases estan regulades per Ca*", (Keller et al. 1998; Sagi i Fluhr
2001) i que mutants d’A. thaliana deficients en ArtbohC (una isoforma de la NADPH oxidasa)
no mostraven les oscil-lacions de calci necessaries per al desenvolupaments de péls radiculars
(Foreman et al 2003). En el tancament d’estomes mediat per ABA, el H,O, activa 1’obertura

dels canals d’entrada de calci necessari per al tancament estomatic (Pei et al. 2000).
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A A. thaliana, s’ha observat 1’activaci6 de dues MAPKs (AtMPK3 i AtMPK6) en plantes
exposades a H,O, (Kotvun et al 2000, Desikan et al. 1999, 2001b), en un procés essencial per
mediar la tolerancia de les plantes a diferents tipus d’estrés (Kovtun et al. 2000); aixi com en
Medicago sativa (MMK3, Nagakami et al. 2004). Pel que fa a I’activitat fosfatasa, el H,O, la
inhibeix, de manera que aquesta EAO incrementaria 1’estat de fosforilacio dins la cél-lula
vegetal (Desikan 2005). S’ha demostrat que el H,O, modifica directament els residus tiol
d’algunes fosfatases (Meinhard et al. 2001, 2002). En un altre cas, la fosfatasa d’A. thaliana
AtPTP1 també es troba modificada directament per H202 in vitro (Gupta i Luan 2003

S’ha demostrat que el H,O, activa un gran nombre de gens (Desikan et al. 2000); i recentment
s’ha teoritzat sobre la possibilitat que els factors de transcripcid de les proteines de xoc de calor
actuessin com receptors de H,O, en les plantes en situacions d’estrés (Miller i Mittler 2006), tot
i que el tipus de parella recptor-lligand que produeix el H202 seria d’una naturalesa diferent a
I’acceptada fins ara (Cooper et al. 2002; Danon 2000).

Depenent de la seva localitzacio el HO, podria interactuar amb diferents proteines, aixi, el
factor més important per definir I’efecte del H,O, és la seva localitzacié a I’interior de la
cél-lula, doncs el lloc on es forma, i les zones més immediatament properes, €s on actua. També
s’ha de tenir en compte que 1’aplicacié exogena de H,O, pot actuar en cél-lules que normalment
no perceben H,O, i pot originar que I’efecte sigui el contrari al que es dona en condicions
naturals (Desikan et al. 2005).

La produccio6 de les EAO tant en resposta a ’estrés abiotic com a ’estrés biotic podria explicar
fenomens com 1’aclimatacié o tolerancia creuada, doncs son la resposta comuna a un gran
nombre diferent d’estressos (Apel i Hirt 2004; Desikan et al. 2005).

2.4.3.1. H,0, i hormones

El H,O, ha estat relacionat amb el mecanisme d’accidé de la majoria d’hormones conegudes,
entre les quals hi figuren auxines (Joo et al 2001), I’etile (D’Haeze et al 2003), giberel-lines
(Fath et al 2001), acid salicilic (Torres et al 2005), acid abscisic (ABA, Pei et al 2000) o
jasmonats (Orozco-Cardenas i Ryan 1999).

En aquest treball ens centrarem en la interaccido entre ABA i H,O, (apartat 2.5.1. de la
Introduccio) i la possible relacié entre metil jasmonat i H,O, (apartat 2.5.2. de la Introduccio).
L’activacié de quinases per part de H,O, poden implicar aquesta molécula en I’expressioé de
gens, doncs una cascada de MAPKs pot fosforilar de factors de transcripcid que en ultima

instancia conduirien a la regulacié d’expressio de gens.

2.5. H,0;, AAisequera

Apart de la produccié de H,O, induida per ABA, tant en el tancament estomatic (Pei et al 2000,
Murata et al 2000, 2001, Zhang et al 2001, Kwak et al. 2003) com en I’aplicacié externa a
cel-lules del mesofil (Jiang i Zhang 2001, 2002), la produccié de H,O, en plantes sota déficit
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hidric s’ha descrit en plantes sotmeses a estrés osmotic (Hohl et al 1995, Yahraus et al 1995,
Coelho et al 2002, Jiang i Zhang 2002, Zhou et al 2007); en fulles tallades i deixades deshidratar
(Yesbergenova et al. 2005) i en plantes crescudes en testos a les quals se’ls aplicava el deficit
hidric de forma gradual (Sairam i Srivastava 2001, Luna et al 2005, Sofo et al 2005, Selote i
Khanna-Chopra 2006). Fins i tot s’ha descrit que 1’aplicacié de H,O, a plantes d’ordi provocava
la formaci6 d’osmoprotectors (Uchida et al 2006).

En la majoria de treballs 1’estudi de les concentracions de H,O, s’han combinat amb la mesura
d’antioxidants, enzimatics i no enzimatics, implicats en 1’eliminacié d’aquesta EAO (Sairam i
Srivastava 2001, Luna et al 2005, Sofo et al 2005, Selote i Khanna-Chopra 2006, Jiang i Zhang
2002) entre els quals hi figuren I’AA, el DHA i la relacié entre ells (relaci6 AA/DHA) (Sairam i
Srivastava 2001, Sofo et al 2005, Selote i Khanna-Chopra 2006), mostrant que quan les plantes
es troben sota deficit hidric estan constantment procurant mantenir I’equilibri entre espécies
oxidants i antioxidants, aconseguint-ho especialment les més tolerants a la sequera (Sairam i
Srivastava 2001, Sofo et al 2005) o les aclimatades al déficit hidric (Selote i Khanna-Chopra
2006).

D’aquests tres dissenys experimentals (aplicacid d’estrés osmotic, dessecacid de fulles, plantes
crescudes en testos), el més proper a la realitat de la sequera al camp i als cultius és el que
s’aplica a les plantes crescudes en testos, especialment Sofo et al (2005) que van dur a terme
I’experiment a I’exterior. Tot i aixd encara manquen estudis de H,O, en plantes crescudes al
camp.

2.5.1. H,0,, AA, sequera i ABA

L’estrés hidric indueix la produccié d’ABA, que al seu torn indueix tancament estomatic aixi
com I’expressid de gens relacionats amb el déficit hidric, i provoca canvis metabolics. Les
concentracions internes d’ABA, que venen determinades per la seva sintesi, metabolisme i
transport, juguen un paper crucial en les respostes de les plantes al déficit hidric, doncs en
resposta a aquest estrés es donen grans fluctuacions en els nivells interns d’aquesta fitohormona
(Seki et al. 2006). Darrerament s’estan estudiant en profunditat els mecanismes de transduccid
del senyal que significa I’ABA, sobretot a nivell de factors de transcripcid pel que fa a
I’activacio de gens (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki 2005); i a la implicacié del H,O, en el
tancament estomatic (Pei et al 2000, Zhang et al 2001) que es troba produit per NADPH
oxidases (Kwak et al 2003). Un altre estudi mostra 1’acumulacié de H,O, a cél-lules del mesofil
de fulles de Zea mays produida per I’aplicacié exogena d’ABA i la seva acumulaci6 a la paret
de cel-lules del mesofil (Hu et al 2005).

S’ha demostrat que la formacié de H,O,, molt probablement via NADPH oxidasa, és necessaria
per a I’obertura de canals de calci implicats en el tancament estomatic (Pei et al 2000, Murata

2001), i per a la formacio d’AA i altres antioxidants produits per ABA a Zea mays (Jiang i
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Zhang 2002, 2002b). Per una altra banda, s’ha trobat que la MDHAR s’indueix en mutants d’A.
thaliana deficients en APX i catalasa (Rizhsky et al. 2002).

Tot i que I’ABA és I’hormona més relacionada amb el deéficit hidric hi ha estudis a nivell
molecular que demostren que existeixen factors de transcripcio induits per déficit hidric que
depenen d’ABA i molts altres independents de I’ABA (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki
20006).

2.5.2. H,0,, AA, sequera i MeJA

Els jasmonats i el déficit hidric s’han relacionat de forma indirecta, doncs s’ha provat que certes
proteines es sintetitzen tant en resposta al déficit hidric com en resposta a aquestes oxilipines
(Mason i Mullet 1990, Blodner et al 2007, Beck et al 2007); estrés induit per osmolits (Lehman
et al 1995, Kramell et al 1995) i dessecacio en llavors (Finch-Savage et al 1996). Pero també
s’han relacionat de forma directa, doncs recentment s’ha trobat que 1’estrés hidric sobre
plantules de pi (Pinus pinaster Ait) i papaia (Carica papaya L.) augmenta les concentracions
endogenes d’acid jasmonic (JA) (Pedranzani et al 2007, Mahouachi et al 2008).

Altres experiments mostraven que I’aplicacié prévia de metilmjasmonat (MeJA) reduia la
transpiracié de maduixeres (Fragaria vesca cv. “Emb”) i hi disminuia els danys provocats per la
sequera (Wang 1999), i que I’aplicacié externa de jasmonats disminueix el dany provocat per
estres osmotic (Li et al 1999, Bandurska et al 2003). El Me-JA provoca tancament estomatic a
través de la produccié d’EAOs depenent de NADPH oxidasa, o a partir d’un enzim inhibible per
DPI (difenilen-iodini, inhibidor de flavo-enzims com la NADPH oxidasa o peroxidases; Suhita
et al 2004).

Els estudis duts a terme amb jasmonats i estrés oxidatiu son sovint contradictoris, doncs si bé
I’aplicacio externa de MeJA provoca I’augment de H,O,, tal com es va descriure en fulles de
tomaquet (Orozco-Cardenas et al. 1999, 2001), altres estudis mostren que ’aplicacio externa de
Me-JA indueix la sintesi d’AA, i altres enzims antioxidants, en cultius cel-lulars d’A. thaliana i
tabac (Sasaki-Sekimoto et al. 2005; Wolucka et al. 2005).

Un dels punts tractats en aquesta tesi és la interacid Me-JA-H,0,-AA en condicions de déficit
hidric. L’experiment es va dur a terme amb la mesura endogena de tots els compostos, doncs
I’aplicacié externa pot induir a error, i alguns estudis suggereixen que la funci6é del MeJA varia
depenent de ’estat de la planta o d’altres molécules implicades en la senyalitzacié (Mur et al.

2006).
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3. Regulacio redox

Considerada a nivell basic, la paraula “redox” simplement significa que hi ha reducci6 i
oxidaci6 de substancies o, en altres paraules, que hi substancies que guanyen i perden electrons.
Classicament 1’estudi de les reaccions metaboliques redox girava al voltant de la produccid
d’energia en cadenes de transport d’electrons, doncs la majoria de les reaccions metaboliques
crucials per la vida estan basades en reaccions redox (Noctor 2006; Hancock 2008). Aixi doncs,
I’entorn redox de la cél-lula és un parametre decisiu que esta estretament regulat donada la seva
importancia per un creixement i un desenvolupament optims (May 1998; Schafer i Buettner
2001).

La interrelacio entre 1’entorn redox de la cél-lula, I’estat redox de les proteines i la funcid de les
proteines dibuixen un interruptor redox que controla un gran nombre de funcions (Dietz 2008),
com la transcripcio, la traduccid, la degradacié de proteines i senyalitzacio cel-lular (Buchanan i
Balmer 2005; Meyer et al. 2005; Rouhier et al. 2005).

Exceptuant el 'O,, les EAOs son producte de reaccions redox i, donada la seva naturalesa
oxidant, poden afectar, també a través de reaccions redox, els processos de desenvolupament i
de defensa de les plantes. Una deles principals dianes de les EAOs és el grup tiol de I’aminoacid
cisteina. L’oxidacio simple d’un grup tiol que sigui proper a un altre grup tiol pot portar a la
formaci6é d’un pont disulfur (Hancock 2008, Desikan 2005). Els ponts disulfur es poden formar
entre aminoacids d’una mateixa proteina, provocant-li canvis conformacionals i funcionals, o
formar-se entre aminoacids de proteines i altres compostos (Buchanan i Balmer 2005), com el
glutatio, que també actua en I’activacié d’un rang molt ampli de proteines (Dixon et al. 2005).
Apart d’oxidar directament els grups tiol, la producciéo d’EAOs pot afectar 1’estat redox del pool
de compostos redox-actius, com tioredoxines, NADPH, ascorbat, el glutati6, que al seu torn
poden afectar 1’estat d’oxidacio dels grups tiol de les cisteines contingudes en enzims (Noctor
20006).

Aixi, la regulacio redox es basa en la oxidacio i reduccio6 reversible de grups tiol de proteines
dels diferents compartiments cel-lulars. L’estudi de la regulacio redox en plantes va comencar
amb el descobriment de la funci6 reguladora de la tioredoxina i el glutatié sobre els enzims del
cicle de Calvin (Wolosiuk i Buchanan 1977).

Dins la cé¢l-lula vegetal hi ha diferents molécules que regulen 1’estat d’oxidacié del grups tiol

que poden interactuar de forma directa o indirecta amb ells.

3.1. Proteines reguladores de ’estat redox
En totes les cél-lules vives, amb algunes excepcions, hi ha proteines de baix pes molecular que
formen i trenquen ponts disulfur, les més importants son les tioredoxines, les glutaredoxines, les

proteines disulfur isomerases i altres proteines semblants a tioredoxines.
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Les tioredoxines es van descobrir inicialment al cloroplast (Wolosiuk i Buchanan 1977) on es
trobaven regulant 1’activitat d’enzims del cicle de Calvin mitjangant la reduccio/oxidacio de
ponts disulfur. Més endavant s’ha descobert que hi ha un gran nombre de tioredoxines a les
plantes (Balmer i Buchanan 2002), i a la resta d’organismes vius perd amb menys diversitat, que
regulen molts processos cel-lulars, tant els implicats en el metabolisme normal de les cél-lules
vegetals com en processos metabolics implicats en la defensa de les cél-lules vegetals contra
I’estres, incloent-hi activacio d’enzims, modificacions en 1’expressio de gens i en cascades de
transduccio de senyals. El reciclatge, o re-reduccio, d’aquestes proteines depén del NADPH via
I’enzim NTR (NADPH tioredoxina reductasa; Balmer i Buchanan 2005)

Les glutaredoxines son proteines molt similars a les tioredoxines interactuen amb
peroxiredoxines, que s’encarreguen d’eliminar H,O,, i una de les funcions proposades per
aquestes proteines és la de participar en el trencament de ponts disulfur formats entre proteines
o de proteines amb glutatid. El reciclatge d’aquestes proteines es troba regulat per tioredoxines i
per GSH (Rouhier et al. 2005).

Les proteines disulfur isomerases funcionen basicament com ditiol oxidases en el plegament de
proteines. L’estat redox del pool de proteines reguladores dels ponts disulfur és un important
regulador de molts processos fisiologics a I’interior de les cél-lules vegetals (Balmer i Buchanan

2005).

3.2. Molécules no proteiques: parelles redox

L’estat redox de les proteines reguladores dels ponts disulfur a la seva vegada es troba regulat
per altres molécules formadores de parelles redox que s’encarreguen de la seva re-reduccié o
reciclatge. Les més importants per la seva abundancia son NADPH/NAPD', NADH/NAD",
GSH/GSSG, AA/DHA (Noctor 2006).

Les parelles redox NADPH/NAPD", NADH/NAD" estan involucrades en gairebé totes les rutes
metaboliques de les cél-lules vegetals i son altament sensibles a ’estat redox de cadenes de
transport d’electrons com la de la fotosintesi i la respiracio. El NADPH s’encarrega del
reciclatge de les tioredoxines, de I’AA i del GSH (Balmer i Buchanan 2005; Noctor 2006).

La parella redox GSH/GSSG ¢és un dels principals tampons de 1’estat redox del compartiments
intracel-lulars i el seu estat redox i la seva disponibilitat regula processos tan importants com
mort cel-lular, divisié cel-lular durant el desenvolupament de I’arrel, senescéncia, resisténcia a
patogens i regulacio enzimatica. En molts casos la relaci6 GSH/GSSG permet una aproximacio
a ’estat redox de la cél-lula, sobretot de cél-lules animals (Wormuth et al. 2007).

L’estat redox de ’AA domina el metabolisme redox de les plantes, doncs mentre I’estat redox
de I’AA pot canviar, el del GSH sol mantenir-se estable (Baier et al. 2000, Veljovic-Jovanovic

etal. 2001).
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3.3. Proteines roGFP: un nou métode per mesurar I’estat redox in vivo

3.3.1. Proteines GFP

La proteina GFP (Green Fluorescent Protein) va ser descoberta 1’any 1962 per Shimomura et al
a Aequorea aequorea (o Aequorea victoria o Aequorea forskalea), una espécie de medusa que
té la capacitat de produir fluorescéncia de color verd. L’any 1992 es va clonar i seqiienciar el
gen d’aquesta proteina per primer cop (Prasher et al 1992), i I’any 1994 es va expressar en un
organisme diferent a Aequorea amb el resultat que la proteina expressada en un altre organisme
també és fluorescent (Chalfie et al 1994, Inouye i Tsuji 1994). Per tant, el gen que codifica per
aquesta proteina conté tota la informacié necessaria per a la sintesi post-translacional del
cromofor, sense haver-hi d’afegir enzims de medusa (Tsien 1998). L’estructura de les proteines
GFP consisteix en 238 aminoacids plegats en onze lamines f que formen una estructura en
forma de barril al voltant d’una h¢lix a irregular. A ’interior d’aquesta helix a hi ha el cromofor
(Ormo et al 1996, Yang et al 1996). La mutagénesi de la seqiiencia del cromofor ha resultat en
variants que han alterat de forma significativa els espectres d’excitacid i emissio (Tsien 1998;
Zimmer 2001).

Les proteines GFP s’han convertit en una eina molt utilitzada pel marcatge molecular in vivo,
doncs apart de la de la seva fluorescéncia brillant i visible, les proteines GPF tenen una série de
qualitats que la fan atractiva per a aquesta aplicacio. Es quimicament inerta i no interfereix amb
els processos cel-lulars, no conté ponts disulfur, i es pot dirigir especificament a compartiments
subcel-lulars com el reticle endoplasmatic, mitocondri i I’espai periplasmic dels bacteris (De
Giorgi et al 1999).

Generalment, les proteines GFP s’han utilitzat com a marcadors passius d’expressid de gens i
per localitzar proteines, pero a finals de la década de 1990 i a principis de la del 2000, es van
comengar a construir variants que actuen com a indicadors intracel-lulars de pH (Kneen et al.
1998; Llopis et al. 1998; Miesebock et al. 1998; Hanson et al. 2002), ions de calci (Nagai et al.
2001), anions halogens (Jayaraman et al. 2000) i 1’estat redox del compartiment en el qual
s’expressen (@stergaard et al. 2001; Dooley et al. 2004; Hanson et al. 2004; Cannon i
Remington 2006; Lohman i Remington 2008).

3.3.2. Proteines roGFP

Des de I’any 2001 hi ha hagut un interés creixent cap a la monitoritzacié de 1’estat redox in vivo
utilitzant aquestes proteines com a marcador. En primer lloc es van insertar parells de cisteines
al cromofor d’una variant groga de GFP (YFP, yellow fluorescent protein), de manera que eren
capaces de notar els canvis de I’estat d’oxidaci6 de I’entorn, en aquest cas en el citoplasma
d’Escherichia coli (Dstergaard et al 2001), tot i que és dificil de calibrar per realitzar mesures
acurades dels diferents compartiments cel-lulars. Més endavant es va desenvolupar una proteina
sensible a I’estat redox del seu entorn i amb dos maxims d’excitacio, dels quals la seva amplitud

relativa depen de I’estat d’oxidacié de la proteina (Hanson et al. 2004). La mesura de les
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amplituds d’aquests dos pics es poden utilitzar per elaborar un index i aixi mesurar-ne ’estat
d’oxidacié. D’aquesta manera s’elimina la dependéncia de la mesura de la concentracio de la
proteina, canvis en la intensitat de la il-luminaci6 o gruix cel-lular (Cannon i Remington 2006).
Aquesta proteina, roGFP (redox-oxidation Green Fluorescence Protein), té un espectre
d’excitacio tipificat a 400 nm i a 475 nm (per roGFP1) 6 490 (per roGFP2). Si a roGFP1 se li
afegeix una solucié oxidant, I’espectre d’excitacidé a 400 nm augmenta, i el de 475 nm
disminueix; la proteina roGFP2 actua de forma similar pero justament a la inversa. Aquestes
proteines es van expressar inicialment en cél-lules de mamifers i en mitocondris d’aquestes
cel-lules (Hanson et al 2004, Dooley et al 2004) pero recentment s’han expressat en cél-lules
vegetals, concretament en plantes d’A. thaliana (Jiang et al 2006) de manera que els canvis
redox produits pels canvis ambientals ja es poden monitoritzar en una planta viva.

3.3.3. Proteines roGFP en plantes

En el treball dut a terme per part de Jiang i col-laboradors (2006) es va demostrar que la roGFP1
expressada al citoplasma o al mitocondri, era sensible al H,O, i al DTT en reaccions d’oxidacid
o reduccid reversibles, i per tant actua com un sensor capa¢ de monitoritzar en temps real canvis
dinamics en I’estat redox in vivo. En aquest experiment es va trobar que el potencial redox en
repos del citoplasma €s de -318 + 13 mV, un valor significativament més alt que en mitocondris
(-362 £ 10 mV). Valors practicament identics als que es van trobar en cel-lules de mamifer
HeLa: -360 mV als mitocondris (Hanson et al. 2004) i -315 mV al citoplasma (Dooley et al.
2004).

Per una altra banda, les proteines roGFP1 i roGFP2 s’han expressat al citoplasma, mitocondri,
cloroplast, reticle endoplasmatic i peroxisomes en fulles de tabac i d’A. thaliana per determinar-
ne els canvis redox (Schwarzliander et al. 2008).

Recentment, es va suggerir que la roGFP2 expressada al citoplasma d’arrels d’A. thaliana és un
biosensor quantitatiu del potencial redox del sistema tampé GSH/GSSG, i va mostrar
sensibilitat a ferida (Meyer et al. 2007). Altres estudis mostren que tant la GFP1 com la GFP2
son sensors del tampod glutatié en fulles (Meyer 2008; Schwarzlander et al. 2008). En aquests

treballs, la resposta del sensor depenia de les glutaredoxines per percebre el pool de GSH.
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4. Eleccio del model de planta adequat

Les plantes naturals del clima mediterrani estan adaptades als periodes de sequera periodics
tipics d’aquest clima que queden reflectits en els mecanismes tan complerts de defensa i
d’aclimatacié que presenten davant la sequera estival. Els arbusts son la forma vegetal més
abundant en aquest clima, entre els quals Cistus albidus és un dels arbusts amb una distribucio
més extensa i abundant; amb molt poques exigencies a nivell de sol. A més, la seva resposta a la
sequera és molt caracteristica (veure annex 1); les seves fulles son facils de manipular; permeten
obtenir-ne molt material; és altament resistent a la sequera d’estiu i es recupera molt
rapidament. El fet que sigui un arbust esclerofil permet fer experiments de sequera gradual,
doncs el seu cicle vital és mes llarg de 7 anys. Els dos periodes a I’any que té de creixement
(primavera i tardor) permet tenir fulles joves i abundants de manera periodica. Aquestes
qualitats converteix a aquesta planta en un model de planta resistent a la sequera altament
adequat per estudiar algunes respostes bioquimiques com la produccié de H,O, en relacié a
hormones, ascorbat i lignificacio.

Arabidopsis thaliana esta a 1’altre extrem com a planta model, doncs és sensible a la sequera i
se’n pot treure poc material per planta. A canvi, t¢ molt avantatges, doncs el seu cicle vital és
molt curt, per tant permet realitzar experiments curts en un espai reduit; existeixen molts estudis
bioquimics d’aquesta planta i a més té el genoma seqiienciat, és molt facil de transformar i per
tant existeixen molts transgenics, i també mutants. L’existéncia de tants transgenics i tants
mutants permet a la comunitat de biolegs vegetals I’estudi de gran nombre de gens i els seus
productes en relacié a gran nombre de situacions ambientals; des de diferents estressos biotics i

abidtics, com ’aplicacid externa de diferents productes quimics o estudis d’ontogénia.
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Objectius
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L’objectiu principal d’aquesta tesi era aprofundir el coneixement de la relacid estrés hidric-
estrés oxidatiu. Partint d’aquest objectiu es va incidir en dos sub-ojectius:
1. Congixer la funcié del peroxid d’hidrogen en 1’aclimatacid al deficit hidric en una espécie
mediterrania arbustiva com a model de planta resitent a la sequera d’estiu
2. Estudiar els canvis en I’estat redox del citoplasma de les cél-lules foliars de plantes d’A.
thaliana transformades amb proteines c-roGFP1, com a mesura directa de la relacid estrés

hidric-estrés oxidatiu

Per assolir el primer sub-objectiu en va incidir en:
1. Estudi de la temporalitat de ’acumulacié de H,O, en tres espécies mediterranies amb
graus de resisténcia diferents. Per determinar si hi ha produccié de H,O, durant la sequera
estival tipica de la conca mediterrania, i triar I’espécie utilitzada com a model
2. Caracteritzar la produccid i acumulacié de peroxid d’hidrogen en plantes de C. albidus
crescudes al camp i
2.1. Determinar les concentracions de peroxid d’hidrogen i la seva localitzacié durant un
cicle anual
2.2. Determinar si és el déficit hidric el factor de la sequera estival que produeix les
fluctuacions, si n’hi ha, de peroxid d’hidrogen
3. Estudiar el significat fisiologic del peroxid d’hidrogen durant la sequera estival,
comparant els valors de concentracié de peroxid d’hidrogen obtinguts amb:
3.1. concentracions endogenes d’ascorbat i dehidroascorbat
3.2. concentracions endogenes d’acid abscissic
3.3. concentracions endogenes de metil jasmonat
3.4. concentracions endogenes de lignina

3.5. parametres d’estres

Per assolir el segon sub-objectiu es va incidir en:

1. Caracteritzar D’efecte de D’estrés gradual en plantes d’Arabidopsis thaliana
transformades amb c- roGFP1

2. Determinacié de D’estat redox del citoplasma de plantes d’Arabidopsis thaliana

transformades amb proteina c-roGFP1
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Informe dels directors de la tesi del factor d’impacte dels articles publicats

i participacio de la doctoranda
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El Dr. Sergi Munné Bosch i la Dra. Leonor Alegre Batlle, com a directors de la tesi que porta per titol:
“Funcio del peroxid d’hidrogen en I’aclimataci6 de Cistus albidus L. al deficit hidric en
condicions de camp. Relacid estres hidric-estres oxidatiu“ que ha dut a terme la doctoranda Tana

Jubany Mari,

Informen sobre la participacio de la doctoranda en cadascun dels articles inclosos en la memoria de

I’esmentada Tesi.

Capitol 1. Article: “Drought-induced senescence is characterized by a loss of antioxidant
defences in chloroplasts”, publicat a la revista Plant, Cell and Environment, index d’impacte (2007)
4.497. En aquest estudi es va avaluar la relacié entre la sequera i I’estrés oxidatiu a les plantes de
Salvia officinalis crescudes en condicions ambientals. Va ser el primer treball en el que la doctoranda
va posar a punt la tecnica de la localitzacio cel-lular de H,O, mitjancant la formaci6é de diposits
electrodensos de perhidroxid de ceri i posterior observacio al microscopi electronic de transmissio.
Aixi mateix va iniciar els estudis sobre la possible funcié del H,O, a les plantes. Ha participat en el
disseny de I’experiment i en la discussid dels resultats obtinguts, aixi com en la redaccié del article. A

destacar I’interes que la doctoranda ha presentat per tota la tematica objecte d’estudi.

Capitol 2. Article: “Enhanced photo- and antioxidative protection, and hydrogen peroxide
accumulation in drought-stressed Cistus clusii and Cistus albidus plants”, publicat a la revista Tree
Physiology, index d’impacte (2007) 2.141. Com a continuaci6 de la linia d’investigacio del capitol 1,
aqui s’estudien alguns dels mecanismes de resistencia a la sequera a Cistus clusii i Cistus albidus. En
aquest treball destaca la contribucié de la doctoranda en la localitzacié cel-lular de H,0O,, a més es va
dur a terme un estudi semiquantitatiu de les variacions ditirnes i estacionals de H,O,, observant una
relacio entre la localitzacio de H,O; i les relacions hidriques de la planta. A més va iniciar els estudis
sobre la possible funcio estructural del H,O, a les plantes. Ha participat en el disseny de I’experiment i

en la discussié dels resultats obtinguts, aixi com en la redaccio del article.

Capitol 3. Article: “Hydrogen peroxide is involved in the acclimation of the Mediterranean
shrub, Cistus albidus L., to summer drought”, publicat a la revista Journal of Experimental Botany,
index d’impacte (2007) 3.917. En aquest article la doctoranda ja signa com a primera autora donat al
seu elevat grau de participacid i responsabilitat en el treball realitzat. Ha realitzat la monitoritzacid
dels parametres ambientals, cultiu de les plantes, i mesura de les variacions anuals de (i) les relacions
hidriques de les plantes i del sol, (ii) localitzaci6 i concentracions enddgenes de H,O,, (iii) estat
redox de I’ascorbat, (iv) estimacio de la peroxidacid lipidica, i (v) concentracions enddgenes de
lignina. Ha participat també en el disseny de I’experiment i en la discussié dels resultats obtinguts, aixi

com en gran part en la redaccio de I’article.
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Capitol 4. Article: “The timing of methyl jasmonate, H,O, and ascorbate accumulation during
water deficit and subsequent recovery in the Mediterranean shrub Cistus albidus L.”, no
publicat. A destacar I’elevat grau de participacio de la doctoranda que figura com a primera autora. A
més d’analitzar tots els parametres indicats en el Capitol 3 perd en aquest cas en un disseny
experimental completament diferent, ha realitzat també I’analisi de metil jasmonat que ha dut a terme
al laboratori del Departament de Biologia de la Universitat d’Anvers (Bélgica) sota la direccio de la
Dra. Els Prinsen. El disseny d’aquest estudi ens a permeés identificar quins dels factor ambientals era el
més decisiu per I’acumulacié de H,O; a les plantes de C. albidus. Ha participat en el disseny de

I’experiment i en la discussié dels resultats obtinguts, aixi com gran part en la redaccié de I’article.

Capitol 5. Article: “Use of a redox-sensing GFP (c-roGFP1) for real time monitoring of redox
status in water-stressed Arabidopsis thaliana plants”, no publicat. La doctoranda signa com a
primera autora. L’estudi s’ha realitzat a la Universitat de California, Berkeley sota la direcci6 del
professor Lewis Feldman i la col-laboraci6 de la Dra. Keni Jiang. En aquest treball la doctoranda ha
realitzar un estudi de la relacid estrés hidric-estrés oxidatiu en plantes de A.thaliana transformades
amb c-roGFP. Cal remarcar que és el primer estudi que s’ha portat a terme a nivell internacional de la
utilitzacié de les roGFP per a la deteccio del potencial redox del citoplasma de les en plantes sotmeses
a un estrés hidric gradual. La participacié de la doctoranda ha sigut: (i) cultiu de les plantes d’
A.thaliana, (ii) determinacié de les relacions hidriques de les plantes i substrat, (iii) mesures
ratiométriques de la fluorescéncia de les roGFP1. Ha participat en el disseny de I’experiment i en la

discussio dels resultats obtinguts, aixi com gran part en la redaccio de I’article.

| per que consti als efectes oportuns,

Dr. Sergi Munné Bosch Dra. Leonor Alegre

Barcelona, 5 de febrer del 2009
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Taula dels experiments realitzats
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Nom de Tipus Tipus de o i Analisis
) ) ) Espécies Periode )
I’experiment | d’experiment cultiu realitzades
Estudi inicial | ) H,0,
Salvia ) »
S localitzacio
Se hidri officinalis
estres hidric _ MDA
camp Primavera
C. clusii ety | 292
Estudi inicial Il localitzacio,
condicions i
C. albidus semt
naturals quantificacié
estres hidric H,0,
Variaci6 anual + localitzacio,
recuperacio Tardor quantificacio
Hivern Fv/Fm
camp C. albidus | Primavera | MDA
condicions .
Estiu AA
naturals
Tardor DHA
lignina
ABA
estres hidric H,0,
Estiu-tardor + localitzacio,
recuperacio guantificacio
. Fv/Fm
. Estiu
regades camp C. albidus MDA
Tardor
VS AA
no regades DHA
lignina
MeJA
estres hidric
o Mesura de
GFP + test Condicions
» I’estat redox
recuperacio + . Controlade
) A. thaliana del
regades hivernacl S _
citoplasma
S e
no regades
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Resultats
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Resultats - Capitol 1
Estudis inicials I. Localitzacié de H,0, en una planta sensible a la sequera: H,0; i

senescencia.
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Drought-induced senescence is characterized by a loss of antioxidant defences in

chloroplasts

S. Munné-Bosch, T. Jubany-Mari and L. Alegre

Departament de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,

Avinguda Diagonal 645, E-08028 Barcelona, Spain

Plant, Cell and Environment. 2001. 24: 1319-1327
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RESUM

La relacio entre la sequera, ’estrés oxidatiu i la senescéncia foliar es va avaluar en plantes de
salvia crescudes en condicions de camp (Salvia officinalis L.), una especie susceptible a la
sequera que presenta simptomes de senescencia quan s‘exposa a condicions d’estrés. Tot i la
fotoproteccio conferida pel cicle de les xantofilles, les fulles exposades a la sequera que
mostraven senecencia van mostrar un augment en la peroxidaci6 lipidica, pérdua de clorofil-la,
reducci6 d’activitat fotosintetica i fortes reduccions de les defenses antioxidants lligades a
membranas tilacoidals (com [-carot¢ i d-tocoferol), indicadores d’estrés oxidatiu als
cloroplasts. A les fulles senescents exposades a la sequera es va produir acumulacio de H,O,.
Els estudis de localitzacio subcel-lular mostraven que el H,O, s’acumulava primer als vasos
xilematics i a la paret cel-lular, i més tard a la membrana plasmatica de les cél-lules del mesofil
perd no a cloroplasts, indicant que les espécies reactives de 1’oxigen responsables de 1’estrés
oxidatiu als cloroplasts eren diferents al H,O,. La forta degradacié de B-caroté i a-tocoferol
suggereixen l’increment en la formacid del singlet d’oxigen és el possible responsable de
I’estrés oxidatiu detectat en els cloroplasts senescents. Aquest estudi mostra que [’estrés
oxidatiu intervé en la senescencia induida per la sequera a la salvia crescuda al camp en

condicions de clima mediterrani.
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ABSTRACT

The relationship between drought, oxidative stress and leaf senescence was evaluated in field-
grown sage (Salvia officinalis L.), a drought-susceptible species that shows symptoms of
senescence when exposed to stress. Despite the photoprotection conferred by the xanthophyll
cycle, drought-stressed senescing leaves showed enhanced lipid peroxidation, chlorophyll loss,
reduced photosynthetic activity, and strong reductions of membrane-bound chloroplastic
antioxidant defences (i.e.[3-carotene and O-tocopherol), which is indicative of oxidative stress in
chloroplasts. HO, accumulated in drought-stressed senescing leaves. Subcellular localization
studies showed that H,O, accumulated first in xylem vessels, and in the cell wall and later in
plasma membrane of mesophyll cells, but not in chloroplasts, indicating reactive oxygen species
other than H,0, as direct responsible for the oxidative stress observed in the chloroplasts of
drought-stressed senescing leaves. The strong degradation of B-carotene and a-tocopherol
suggests an enhanced formation of singlet oxygen as the putative reactive oxygen species
responsible for oxidative stress to senescing chloroplasts. This study demonstrates that oxidative
stress in chloroplasts mediates drought-induced leaf senescence in sage growing in

Mediterranean field conditions.

Key-words: Hydrogen peroxide; oxidative stress; photoprotection, sage (Salvia officinalis)
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Resultats - Capitol 2
Estudis Inicials Il. Localitzacié de H,0, en dues plantes mediterranies resistents a

la sequera
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Enhanced photo- and antioxidative protection, and H,0, accumulation in drought-

stressed Cistus clusii and Cistus albidus plants

Sergi Munné-Bosch, Tana Jubany-Mari and Leonor Alegre

Departament de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,

Avinguda Diagonal 645, E-08028 Barcelona, Spain

Tree Physiology. 2003. 23: 1-12
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Resum

Es van estudiar els mecanismes de resisténcia a l’estrés a Cistus clusii Dunal i Cistus albidus L.,
dos especies arbustives natives del Mediterrani que poden suportar sequera estival severa.
Mentre al camp, des de I’hivern fins a I’estiu, el déficit hidric, la radiaci6 solar i la temperatura
augmentaven, C. clusii i C. albidus disminuien 1’area foliar, augmentaven la massa radicular per
area foliar, i mostraven canvis dilirns en la conductancia estomatica per minimitzar la pérdua
d’aigua. En ambdues espécies, les conseqiients reduccions en I’assimilacié de CO, van ser
acompanyades per la reduccio en ’eficiéncia del fotosistema II; i la proteccié contra I’estrés
oxidatiu es va aconseguir mitjan¢ant la de-epoxidaciéo de la violaxantina al cicle de les
xantofil-les i els increments en o-tocoferol i B-caroté. A més, es va observar acumulacio de
peroxid d’hidrogen (H,0,) a les parets cel-lulars de les cél-lules del mesofil d’ambdues espécies
durant els primers estadis de la sequera, tot i que no es va observar acumulacio de H,O, en
cloroplasts o altres organuls durant I’estudi. Tot i aquestes respostes comunes, C. albidus i C.
clusii van mostrar diferéncies en la proteccid fotooxidativa i antioxidant. En resposta a la
sequera, C. clusii va mostrar un estat de de-epoxidacio del cicle de xantofil-les més elevat, aixi
com en les concentracions d’a-tocoferol i B-carote, que C. albidus. En conclusio, els
responsables de la resistencia a I’estrés de C. clusii i C. albidus sén mecanismes bioquimics i

estructurals, i son indicadors dels seus diferents graus de resisténcia.
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Summary

Mechanisms of stress resistance were studied in Cistus clusii Dunal and Cistus albidus L., two
native Mediterranean shrubs that can withstand severe summer drought. While water deficit,
solar radiation and temperature increased from winter to summer in the field, C. clusii and C.
albidus reduced leaf area, increased the root mass per leaf area, and showed diurnal changes in
stomatal conductance to minimize water loss. In both species, the consequent reductions in CO,
assimilation were accompanied by reduced efficiencies of photosystem II photochemistry, and
protection against stress was afforded by enhanced de-epoxidation of violaxanthin in the
xanthophyll cycle, and increases in 0O-tocopherol and [-carotene. In addition, H,O,
accumulation was observed in mesophyll cell walls of both species at the first stages of drought,
although no accumulation of H,O, was observed in chloroplasts and other organelles during the
study. Despite these common responses, C. clusii and C. albidus differed in the extent of photo-
and antioxidative protection. In response to drought, C. clusii showed a higher de-epoxidation
state of the xanthophyll cycle, and higher a-tocopherol and [B-carotene concentrations than C.
albidus. We conclude that structural and biochemical mechanisms to be responsible for stress
resistance in C. clusii and C. albidus, and are indicative of the different degrees of stress

resistance of these shrubs.

Keywords: antioxidants, hydrogen peroxide, oxidative stress, photoprotection, photosynthesis.
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Resultats - Capitol 3
Experiment Variacio anual. El peroxid d’hidrogen esta involucrat en ’aclimatacio

de I’arbust mediterrani Cistus albidus L. a la sequera d’estiu
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Hydrogen peroxide is involved in the acclimation of the Mediterranean shrub, Cistus

albidus L. to summer drought

Tana Jubany-Mari, Sergi Munné-Bosch, Marta Lopez-Carbonell, Leonor Alegre

Departament de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,
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Resum

En aquest estudi es va avaluar la possible funcio del peroxid d’hidrogen (H,0,) en I’aclimatacio
a la sequera d’estiu d’un arbust mediterrani, Cistus albidus L., crescut en condicions de camp en
clima mediterrani. Per a aquest proposit, es van analitzar els canvis en la concentracié de H,O, i
la seva localitzaciéo durant un any. Es van investigar els canvis de H,O, en resposta a les
condicions ambientals, en paral-lel als canvis en acid abscissic (ABA) i marcadors d’estrés
oxidatiu, juntament amb I’acumulacié de lignina, diferenciacié de xilema i esclerénquima, i
I’area foliar. Durant la sequera d’estiu, el H,O, foliar va augmentar 11 vegades, arribant a valors
de 10 pmol g"' PS. Aquest increment va ocorrer majoritariament en les parets de les cél-lules del
mesofil, vasos xilematics i1 cél-lules de 1’esclerénquima en estat de diferenciacio. L’increment
d’ABA va precedir el de H,O,, perd ambdds van arribar al maxim al mateix temps, en
condicions d’estrés prolongat. Les plantes de C. albidus van tolerar concentracions altes de
H,0, donada la seva localitzacié a ’apoplast de cel-lules del mesofil, vasos xilematics i en
cel-lules esclerenquimatiques en diferenciacio. L’increment en ABA, i en conseqiiéncia el de
H,0,, en plantes sotmeses a estrés hidric podria haver produit un increment 3.5 vegades en
I’acid ascorbic (AA), que va mantenir i fins i tot va disminuir el seu estat d’oxidacid, protegint
les plantes del dany oxidatiu. Després de la recuperacio de la sequera que va seguir a les pluges
de finals d’estiu 1 de la tardor, es va observar una disminucio en els nivells d’ABA, H,O, 1 AA

fins a nivells basals (~60 pmol g"' PS, ~1 pmol g"' PS i ~20 umol g PS).
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Abstract

This study evaluated the possible role of hydrogen peroxide (H,0O,) in the acclimation of a
Mediterranean shrub, Cistus albidus L, to summer drought growing under Mediterranean field
conditions. For this purpose, changes in H,O, concentrations and localization throughout a year
were analyzed. There were also investigated H,O, changes in response to environmental
conditions in parallel with changes in abscisic acid (ABA) and oxidative stress markers,
together with lignin accumulation, xylem and sclerenchyma differentiation and leaf area. During
the summer drought, leaf H,O, concentrations increased 11-fold, reaching values of 10 umol g’
DW. This increase occurred mainly in mesophyll cell walls, xylem vessels and sclerenchyma
cells in the differentiation stage. An increase in ABA levels preceded that of H,O,, but both
peaked at the same time in conditions of prolonged stress. C. albidus plants tolerated high
concentrations of H,O, because of its localization in the apoplast of mesophyll cells, xylem
vessels and in differentiating sclerenchyma cells. The increase in ABA and consequently of
H,0; in plants subjected to drought stress might induce a 3.5-fold increase in ascorbate (AA),
which maintained and even decreased its oxidative status, thus protecting plants from oxidative
damage. After recovery from drought following late-summer and autumn rainfall, a decrease in

ABA, H,0, and AA to their basal levels (ca. 60 pmol g' DW, ca. 1 pmol g' DW and ca. 20

umol g DW) was observed.
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Resultats - Capitol 4
Experiment Estiu-tardor: La coordinacio de I’acumulacié de metil jasmonat, H,0,
i ascorbat durant el déficit hidric i la recuperacié en I’arbust mediterrani Cistus
albidus L.
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The timing of methyl jasmonate, H,0, and ascorbate accumulation during water

deficit and later recovery in the Mediterranean shrub Cistus albidus L.
Tana Jubany-Mar#, Els Prinsen®, Sergi Munné-Bosch?, Leonor Alegre?
'Departament de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,
Av. Diagonal, 645, 08028 Barcelona, Spain.

Department of Biology, University of Antwerp, Groenenborgerlaan 171, B-2020
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Resum

Vam examinar la contribucid6 del metil jasmonat (MeJA) en [’aclimatacid6 de I’arbust
mediterrani, Cistus albidus L., a ’estrés hidric en condicions climatiques naturals. Amb aquest
proposit, es van monitoritzar els canvis en MeJA, peroxid d’hidrogen (H,0,) i ascorbat (AA) en
fulles joves de plantes ben regades i en plantes exposades a estrés hidric, i durant la seva
posterior recuperacié. També vam estimar les relacions hidriques de les plantes, el seu
creixement i I’eficiéncia maxima del fotosistema II (Fv/Fm). L’acumulacié de MeJA en plantes
sotmeses a estrés hidric van mostrar un increment maxim després d’11 setmanes d’estrés hidric.
Després d’aquest periode, la concentracié d’aquesta hormona va disminuir, tornant a
concentracions basals un cop la planta es va recuperar. Els increments de H,O, i AA van
precedir el de MeJA i van seguir patrons diferents. Les variacions de H,O, van mostrar un patr6
de variacio bifasic en el transcurs del temps, el primer pic va arribar amb 1’estrés moderat i el
segon pic, més alt que el primer, durant la recuperacio de les plantes. L’acumulacié de H,O, no
es va associar amb estrés oxidatiu. La concentracio d’AA va comengar a augmentar al principi
de I’estrés i es va estabilitzar en un maxim que es va mantenir al llarg del tractament d’estreés
hidric. En base a aquests resultats, concloem que el MeJA i ’AA estan involucrats en els
mecanismes de resisténcia de les plantes a 1’estrés, on MeJA atura el creixement de les fulles

joves i ’AA prevé el dany oxidatiu.

153



Abstract

Here we examined the contribution of methyl jasmonate (MeJA) to the acclimation of a
Mediterranean shrub, Cistus albidus L., to water stress under natural climatic conditions. For
this purpose, changes in MeJA, hydrogen peroxide (H,O,) and ascorbate (AA) were monitored
in young leaves of well-watered plants and of plants exposed to water stress and during
subsequent recovery. We also estimated plant water relations, plant growth and the maximum
efficiency of PSII photochemistry (Fv/Fm ratio). MeJA accumulation in water-stressed plants
showed a maximum increase after 11 weeks of water stress. After this period, the concentration
of this hormone decreased, attaining basal concentrations once recovered. The increases in H,O,
and AA preceded that of MeJA and followed distinct patterns. H,O, variations showed a
biphasic time course, reaching the first peak under mild water stress and a second, much larger
peak during plant recovery. H,O, accumulation was not associated with oxidative damage. AA
concentrations started to increase at the beginning of water stress and reached steady maximum
which was maintained during the water stress treatment. On the basis of these results, we
conclude that MeJA and AA are involved in the mechanisms of plant resistance to water stress

where MeJA arrests the growth of young leaves and AA prevents oxidative damage.
Abbreviations — AA, ascorbate; DHA, dehydroascorbic acid; Fv/Fm, maximum efficiency of PSII;

; HyO,, hydrogen peroxide; H, hydration; JA, jasmonic acid; MeJA, methyl jasmonate; RWC

relative water content; VPD, vapour pressure deficit; WS, water-stressed; WW, well watered.
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Resultats - Capitol 5
Relacié estrés hidric-estrés oxidatiu: Utilitzaci6 de la proteina redox sensible

roGFP1 per la monitoritzaci6 a temps real de [|’estat redox en plantes
d’Arabidopsis thaliana sotmeses a estrés hidric
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Use of redox-sensing GFP (c-roGFP1) for real-time monitoring of redox status in

water stressed Arabidopsis thaliana plants
T. Jubany-Mari', L, Alegre Batlle', K. Jiang?, L. Feldman?
'Department de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,

Barcelona, Spain *Dept. of Plant and Microbial Biology, Univ. of California, Berkeley,
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Resum

En aquest treball es presenta la utilitzaciéo d’una proteina GFP sensible a I’estat redox expresada
al citosol de les cél-lules de plantes d’Arabidopsis thaliana crescudes sota condicions d’estrés
hidric. Els experiments van permetre confirmar in vivo els efectes de 1’estrés hidric en 1’estat
redox de les cel-lules foliars. Amb aquest objectiu es va determinar 1’estat hidric de les plantes,
expressat com contingut hidric (%, CHR) i la hidratacio (H), aixi com parametres de
creixement, expressats com area foliar i biomassa de la roseta. Simultaniament, es van dur a
terme mesures “ratiométriques” amb la fluorescéncia de la roGFP. Quan es va aplicar 1’estrés
hidric (per falta de rec), el RWC i la H de les fulles va disminuir fins a un 69.42 % i 4.74 g H,O
g DW™, respectivament. Al mateix temps, el potencial redox de les fulles estressades va
esdevenir menys negatiu (des d’uns -312 mV a aprox. -302 mV). Després de la rehidrataciod
(després d’11 dies de déficit hidric) 1’estat hidric de les plantes es va recuperar immediatament,
tot i que aquestes es van mantenir a un estat redox més oxidat un dia més. Al cap d’un dia (dia
14) D’estat redox de les plantes rehidratades va retornar a valors similars als de 1’inici de
I’experiment (-312 mV vs. -308 mV). Al cap de 6 dies més, I’estat redox de les plantes
recuperades es va estabilitzar a nivells similars als de pre-estres. L’estres hidric va ser sever a
I’hora d’induir estrés oxidatiu. A més, encara que les plantes es van recuperar un cop van ser
regades, aquestes no van recuperar els valors pre-estrés de hidratacié ni de I’estat redox.

La utilitzacié de plantes d’Arabidopsis transformades amb proteines GFP sensibles a 1’estat
redox, proporciona la primera evidéncia de la utilitzaciéo d’aquest tipus de proteina per mesures

en temps real de I’estat redox en plantes sota estres hidric.
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Abstract

Here we report the use of a redox-sensing GFP targeted in the cytosol (c-roGFP1) as a real time
redox reporter in transformed Arabidopsis thaliana plants growing under water stress
conditions. The experiments allowed us to confirm in vivo the effects of water stress in the
redox state of leaf cells. For this purpose plant water state, expressed as relative water content
(% RWC) and hydration (H), as well as growth parameters given by leaf area and rosette
biomass were determined. Simultaneously, ratiometric - roGFP fluorescence measurements
were carried out. When water stress (withholding water) was applied, the leaf RWC and H
decreased from 96.12 to 69.42 % and from 10.01 to 4.74 g H,O g DW™, respectively.
Simultaneously, the redox potential of stressed leaves became less negative (from about -312
mV to approx. -302 mV). Immediately following re-watering (after 11 days of water stress)
plant water state recovered but the plants remained at a more oxidized redox state for one day.
But with the passage of one additional day (day 14) the redox state of the re-watered plants
returned to near the starting point of the experiment (-312 mV vs. -308 mV). With the passage
of 6 more days the redox state of the re-watered plants stabilized at levels similar to pre-stress.
Water stress was severe inducing transient oxidative stress. Besides, although water stress was
relieved after re-watering, plants did not fully recover either the hydration or the redox state of
pre-stress values.

By using Arabidopsis plants transformed with a redox-reporting GFP we provide the first
evidence of the utility of using a redox-sensing GFP for real-time measurements of redox state

in water-stressed plants.

Key words: Arabidopsis thaliana, c-roGFP, ratiometric measurements, recovery, redox state,

water stress
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Resum i discussi6 dels resultats
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1. EI H,0;en I’aclimatacio de Cistus albidus a la sequera

La formacio de H,0, t¢ diferents funcions a la cél-lula vegetal, des de 1’alleujament de cadenes
de transport d’electrons sobrecarregades (Perl-Treves i Perl 2002); la lignificacié i diferenciacio
del xilema (Ros-Barceld 2005); 1’activacié de la mort cel-lular programada (Levine et al. 1994);
o la transduccié de senyals com a segon missatger d’hormones (Kwak et al. 2006), activant
canals de calci (Sagi i Fluhr 2001), MAP quinases ( Kotvun et al. 2000) i la transcripcié de gran
quantitat de gens (Desikan et al. 2000). D’acord amb Desikan i col-laboradors (2005) i Hancock
(2008), el H,O, presenta totes les qualitats per ser una molécula-senyal com ara el seu pes
molecular baix; la seva capacitat per travessar membranes i que es destrueix rapidament.

El H,O, augmenta en resposta a diferents estressos, tant biotics com abiotics (Apel i Hirt 2004),
si bé generalment els experiments que s’han efectuat per estudiar la funcié d’aquesta molécula
s’han dut a terme in vitro, en plantes cultivades en cambres de cultiu, en testos o en altres
sistemes. Tot 1 que tots aquests experiments han contribuit enormement al coneixement de la
funcié d’aquesta molécula, manquen estudis sobre plantes desenvolupant-se sota les seves
condicions naturals de creixement (Mittler 2006). Per tant en aquesta tesi s’ha volgut
profunditzar en 1’estudi de la possible funcido del H,O, en 1’aclimatacié de C. albidus a la

sequera d’estiu en condicions de camp i en la relacio estrés hidric-estres oxidatiu.

1.1. Estudis inicials

Els primers experiments duts a terme en aquesta tesi foren per determinar: (i) si el H,O,

s’acumula en resposta a la sequera d’estiu; (ii) la localitzacié subcel-lular del H,O; en el cas que

s’acumuli en resposta a la sequera, i (iii) les fluctuacions diiirnes i estacionals del H,O,.

1.1.1. El H,0O,s’acumula en resposta a la sequera

L’acumulacié de H,O, es va determinar mitjangant la técnica descrita per Bestwick et al.

(1997). Aquesta técnica s’utilitza per localitzar el H,O, a nivell subcel-lular mitjancant

microscopia electronica de transmissié (MET); s’empra CeCl; que reacciona amb el H,O, per

formar diposits electrodensos de perhidroxid de ceri que es poden observar mitjancant MET.

Els resultats obtinguts en els capitols 1 i 2 dels Resultats, mostren que el H,O, s’acumula amb

I’establiment de 1’estrés en les tres espécies estudiades: Salvia officinalis, Cistus albidus i Cistus

clusii.

1.1.1.1. Localitzaci6 de H,O, a tres espécies mediterranies arbustives amb diferents
sensibilitats a la sequera

S. officinalis es va comportar com una planta sensible a la sequera i va presentar simptomes de

senescencia en una situacio d’estrés. En aquest assaig es va estudiar simultaniament la relacié

entre sequera, estrés oxidatiu i senescencia a les fulles, completament expandides i de la mateixa

edat, de plantes de S. officinalis crescudes al camp en condicions de clima mediterrani. Els

simptomes de senescencia de les fulles es mostren en primer lloc als cloroplasts (Smart 1994),
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tal com es mostra a S. officinalis, on, a més, es va observar una acumulaci6 de plastoglobuls a
I’estroma; distorsio de les membranes tilacoidals; disminucié de les piles de tilacoids granals i
altres processos associats a la degradacié de membranes com la formacié6 de membranes en
forma d’espirals. Simultaniament, a nivell del nucli, es va observar condensacio de cromatina.
Paral-lelament es va observar un increment de malondialdehid (MDA), indicant un increment de
I’oxidacio lipidica en una situacio de sequera que indica, al seu torn, la possibilitat d’una relacid
entre sequera i especies actives d’oxigen (EAQ). La EAO escollida fou el H,O, i es va examinar
la possible relacié entre la seva acumulacié i els simptomes de senescéncia observats als
cloroplasts. Els estudis es van basar en la localitzacié subcel-lular de H,0,. Els resultats
obtinguts mostren que quan les plantes estaven ben regades (el mes de gener) no hi havia
acumulacio de H,O, en cap compartiment cel-lular, perd amb I’establiment de 1’estrés es podien
observar clarament dipdsits electrodensos de perhidroxid de ceri. Les primeres acumulacions de
H,0, es van localitzar als engruiximents dels vasos del xilema i a la part més externa de les
parets cel-lulars de les cel-lules del mesofil i posteriorment, també al plasmalema de les cél-lules
del mesofil de les fulles que es trobaven en situacié d’estrés. En cap moment es va observar
acumulacio de H,0O, als cloroplasts de les cel-lules del mesofil de les fulles de les plantes
estresades tot i que en algunes ocasions els cloroplasts estaven seriosament danyats.

Aquests resultats suggereixen que 1’acumulacio de H,0,, localitzada a la paret cel-lular, és
induida per estrés i pot estar associada amb canvis en I’estructura de la paret cel-lular durant
I’estrés (Hohl et al. 1995; Scandalios et al., 1997) i, donat que el H,O, és utilitzat per la
peroxidasa que regula la polimeritzacié oxidativa dels alcohols p-cumaril, coniferil i sinapil
necessaris per la formacié de lignina, podria contribuir a la formacié dels anells en forma
d’espirals de la cara interna del xilema (Ros-Barcelo 1997). Posteriorment, en aquesta tesi
(Capitol 3 dels Resultats), s’ha demostrat la funcié estructural del H,O,, doncs intervé en la
formacié d’esclerénquima que dona resisténcia mecanica a les fulles i de nou s’observa la
preséncia de H,O, als anells del xilema indicant una relacié entre H,O, i sintesi de lignina. Aixi
mateix, simultaniament amb la localitzacié de H,O, a S. officinalis, s’assenyala 1’existéncia de
diversos sistemes enzimatics implicats en la produccié de H,O, a nivell del plasmalema i
acumulacié a la paret cel-lular (Neill et al., 1999; Liithje et al., 2000), enzims que s’han
identificat com NADPH oxidases i peroxidases (Desikan et al., 1996). A més donat que el H,O,
també es va localitzar a nivell del plasmalema al mateix temps que s’enregistrava un augment
progressiu de malondihaldehid, indicador de peroxidaci¢ lipidica (Hodges et al. 1999), no es pot
descartar la seva participacio en 1’oxidaci6é lipidica ocasionant dany oxidatiu, tant de forma
directa o com a precursor de OH- en la reaccio de Fenton (Halliwell i Gutteridge 1989).
Generalment es considera que gran part de la sintesi de H,O, té lloc en els cloroplasts,
mitocondris i peroxisomes. Perd en una situacié d’estres, tant abiotic com bidtic, 1’increment

més elevat de H,O, es localitza en el plasmalema i s’acumula a nivell de la paret cel-lular per
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I’activitat de NADPH oxidases i peroxidases (Frahry i Schopfer 1998; Bolwell et al. 2002;
Almagro et al., 2008). Per tant els nostres resultats, pel que fa a la localitzaci6 i acumulacio de
H,0, a la paret cel-lular, s’ajusten als observats per altres autors, encara que la seva rapida
difusio fora dels cloroplasts no es pot excloure.
Pel que fa a I’abséncia de H,O, als cloroplasts, no es pot descartar que la metodologia utilitzada
no sigui prou sensible per a detectar 1’acumulacié de H,O, als cloroplasts on les concentracions
de H,O, podrien ser menors que en la paret cel-lular (Queval et al., 2008), tot i que s’ha
localitzat la produccié de H,O, en aquests organuls induida per exposicio a paraquat (Hu et al.
2005). Aixi doncs, tot i que en situacions d’estrés sever els cloroplasts estaven seriosament
danyats i els valors de MDA eren alts, els resultats obtinguts a S. offcinalis suggereixen que el
H,0; no és PEAO directament responsable de la desorganitzacido de la ultrastructura dels
cloroplasts de les cél-lules del mesofil de les fulles de les plantes sotmeses a déficit hidric. La
disminucié del valors d’a-tocoferol, que apart d’altre funcions s’encarrega de segrestar el 'O,,
¢és indicador que probablement aquesta EAO és la responsable del desestructurament dels
cloroplasts. Recentment aquesta hipotesi ha estat confirmada per Triantaphylidés i
col-laboradors (2008), que han demostrat que el 'O, és ’EAOs més activa implicada en
processos de dany fotooxidatiu a les plantes.
A C. clusii i C. albidus es va examinar la localitzacio del H,O, a les cél-lules del mesofil de les
fulles. Es va comprovar que el H,O, s’acumulava a nivell de paret cel.lular i no a I’interior de
les cel-lules, que conservaven intacta la seva ultratructura. A ’apartat segiient es descriu la
temporalitat de I’acumulacié en ambdues espécies i les diferéncies que hi va haver entre elles.
1.1.1.2. Quantificacié de H,O, amb una técnica semi-quantitativa: variacions ditirnes i
estacionals a C. clusii i C. albidus
En aquest apartat es va estudiar tant la localitzaciéo subcel.lular de H,O, com el seu patrd
d’acumulacio estacional i dilirn; simultaniament amb les relacions hidriques de les plantes a
C.albidus i C. clusii al llarg d’un periode de 6 mesos, de gener a principis de juliol
Pel que fa a les relacions hidriques d’aquestes espécies es va observar una reduccid de la
hidrataci6 de les plantes al llarg de 1’assaig. En el cas de C. albidus la reducci6 de la hidratacié
(H) i la del CHR de les plantes va ser progressiva, doncs el mes de mar¢ es va observar un
descens del 13 % en la hidratacio i del 16% en el CHR respecte al mes de gener; i el mes de
juliol el descens era del 39 i el 30 %, respectivament. A les plantes de C. clusii, en canvi, a
I’inici de I’experiment les relacions hidriques de les plantes es van mantenir més constants fins
al mes de maig i va ser al mes de juliol on es va observar una davallada 30 % en la hidrataci6 de
les plantes i del 18% en el CHR.
En P’estudi del patréo d’acumulacio del H,O, s’ajusta a un model en el qual ’acumulacio de
H,0, és maxima amb [’establiment del déficit hidric a les plantes. L’acumulacié de H,O, en

ambdues espécies va augmentar a I’inici de la disminucio de les relacions hidriques (mes de
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marg a C. albidus i mes de juliol a C. clusii) i es va localitzar a les parets de les cél-lules del
mesofil. El maxim d’acumulaci6 es va mostrar sempre al migdia quan hi ha el pic de llum,
temperatura i deficit de pressio de vapor, tot i que el progrés en ’acumulacié fou diferent entre
les dues espécies.

A C. albidus I’acumulaci6 de H,O, a la paret de les cél'lules del mesofil es va mostrar
discontinua, i el maxim d’acumulacié fou el migdia del mes de marg, just quan les plantes
comengaven a disminuir la seva hidratacio a causa d’un final d’hivern molt sec. En aquest punt,
el 90 % de les cel-lules observades mostraven un marcatge discontinu perd dens a les seves
parets. El marcatge va disminuir a un 60 % el mes de maig, i a principis del mes de juliol
practicament no es va observar acumulacions de perhidroxid de ceri a les fulles d’aquesta
especie.

A C. clusii, en canvi, el maxim d’acumulaci6 de H,O, no va ser patent fins el migdia del mes de
juliol, coincidint amb el descens de les relacions hidriques de les plantes. En aquest punt el 98%
de les cel-lules mostraven un marcatge de H,O, dens i fluid i el CHR havia disminuit un 18%.
Aixi doncs en aquest estudi es va arribar a la conclusié de que per una banda hi havia un cicle
ditirn d’acumulaci6 de H,O, a la paret cellular de les cél-lules del mesofil el qual s’acumulava
al migdia i que podria ser el resultat d’una interaccid d’estressos (déficit hidric, temperatura
elevada 1 alta radiacio). Encara que també es pot apuntar la inactivacid per la llum d’enzims
responsables de I’eliminacio del HO, (Ning Shao et al., 2008).

L’acumulacié de H,O, a I’inici de I’estrés podria estar associada amb la seva funcido com a
molécula senyal (Bray, 1993; Doke, 1997; Foyer i Noctor, 1999; Dat et al., 2000; Desikan et
al., 2000; Neale et al. 2000) i tal com s’ha dit per S. officinalis, en modificacions a nivell de la
paret cel-lular. En aquest estudi no es va observar acumulacio de H,O; ni en els cloroplasts ni en
els mitocondris o peroxisomes de C. albidus i C. clusii, resultats que concorden amb el
manteniment de la integritat de la membrana (Jiménez et al 1998; Asada 1999).

A partir d’aquest estudi ens vam plantejar aprofundir en la funciéo del H,O, com molécula
senyal i la seva possible funcid en la regulaci6 de la sintesi d’antioxidants i amb aquesta finalitat

ens vam centrar en una sola espécie resistent a la sequera: C. albidus.

1.2. Estudi del H,O; en plantes de C. albidus crescudes en condicions de camp

Donat que els estudis inicials mostraven que el H,O, si que s’acumula en resposta a la sequera
estival, es van determinar concentracions endogenes d’aquesta EAO mitjancant analisis
bioquimiques realitzades en extractes de fulles i complementades amb estudis de localitzacio
subcel.lular en dos models d’experiment:

(i) Variacions anuals: experiment realitzat de Novembre (2004) a Octubre (2005), on
mensualment es prenen mostres de plantes crescudes en condicions de camp essent 1’aigua de la

pluja "inic aportament d’aigua que rebien. Es considera el control (plantes regades) com el

200



punt de I’any amb les relacions hidriques més elevades (Desembre), i 1’estrés (plantes no
regades) com els mesos de la sequera d’estiu (Juny, Juliol i Agost). Les mostres es van prendre
al migdia, donat que era en aquest punt on préviament s’havia observat la maxima acumulacio
de H,0, , tal com s’ha vist a I’Estudi inicial I.

(ii) Estiu-tardor: experiment realitzat durant els mesos d’estiu i tardor el mateix any que es du a
terme ’experiment de les Variacié anual, s’inicia el 8 de juny i acaba el 2 de novembre. En
aquest cas es pretén separar el factor deéficit hidric de la resta de factors presents a la sequera
d’estiu com son la temperatura elevada i ’alta radiacid, per tant es prenen mostres de dues
poblacions diferents: plantes regades (WW) i plantes no regades (WS) i posterior recuperacio
hidrica. Les plantes WW es regaven a capacitat de camp cada dos dies; les plantes WS no van
rebre aigua durant un periode de 16 setmanes i van créixer sota un tinel de polivinil que
permetria cobrir les plantes en cas de pluja. Les mostres es prenien un cop cada tres setmanes
sempre que la climatologia ho permetia i també es recol-lectaven al migdia. Els 2 tipus d’estudi
van permetre aixi mateix estudiar la resposta de les plantes a la recuperacio hidrica ja fos per les
pluges de final d’estiu inici de tardor en el cas de les Variacio anual o per I’aplicacio de rec i
pluja en el cas de I’experiment Estiu-tardor.

A partir dels resultats obtinguts en aquests experiments es discuteix la relacié entre localitzacio i
contingut total de H,O,, grau d’estres i possible funcio tant des del punt de molécula senyal com
estructural les plantes de C.albidus.

1.2.1. Respostes de C. albidus a la sequera d’estiu

Per establir el periode de sequera i determinar 1’entorn en el que es desenvolupaven les plantes
en les que es realitzaven els experiments, es van mesurar les condicions climatiques. Els
resultats mostren que les plantes van créixer en condicions tipiques del clima mediterrani:
hiverns amb temperatures suaus, primavera i tardor plujoses, estiu sec. S’ha d’aclarir que el
principi de primavera fou sec, pero la irregularitat de les pluges també és una caracteristica del
clima mediterrani (Pereira i Chaves 1993).

1.2.1.1. Relacions hidriques

En tots dos experiments, Variacié anual i Estiu-tardor, el CHR i la hidratacio6 de les fulles de C.
albidus van disminuir en resposta a la disminucio dels continguts hidrics del sol i DPV, pero les
plantes de I’experiment Variacié anual eren la segona generacié de plantes aclimatades a la
sequera mentre que les plantes de I’experiment Estiu-tardor havien estat desenvolupades a partir
d’esqueix en un hivernacle amb condicions hidriques més elevades. Probablement per aquesta
rao, els valors d’hidrataci6é (H) maxims assolits per les plantes pertanyents a les Variacié anual
foren un 31.6% més baixos que els assolits per les plantes pertanyents a I’experiment Estiu-
tardor, tot i que els continguts hidrics relatius (CHR) foren sempre els mateixos entre ambdues
poblacions. Per un CHR del 86% la hidrataci6 a la poblacié Estiu-tardor fou de 2.85 g H,O g’'

PS, mentre que a la poblacié Variacié anual fou de 1.95 g H,O g PS. Els valors minims, en
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canvi, foren els mateixos tant pel CHR com per la H, dels voltants del 45% i de 0.7 g H,O g
PS respectivament. A la poblacié de plantes ben regades de I’experiment Estiu-tardor, el CHR i
la H es van mantenir al voltant del 70% i els 1.3 g H,O g PS, respectivament. Després de les
pluges de la tardor, en el cas de I’experiment de Variacié anual i de la recuperacio i, plantes ben
regades de I’experiment Estiu-tardor, el CHR va augmentar fins assolir els valors més alts del
85%. Les plantes estresades de I’experiment Estiu-tardor van ser regades a I’inici de la tardor,
el 24 de setembre, quan ja feia 16 setmanes des de 1’ultim rec. Al cap de dues setmanes de la
rehidrataci6 la H havia augmentat fins 1.17 g H,O g"' PS, aixi com el CHR, fins el 71%. Al final
de I’experiment, sis setmanes després de la rehidratacio, les plantes que havien estat estresades,
tal i com s’ha dit abans, tenien els mateixos valors d’H i CHR, i fins i tot més alts, que les
plantes ben regades i els mateixos que les plantes de les Variacié anual.

La davallada de les relacions hidriques en ambdos experiments mostren que les plantes estaven
sotmeses a déficit hidric (Bray 1997), el manteniment de la hidratacié i el contingut hidric
relatiu en valors baixos fins la rehidratacié demostra que C. albidus és capag¢ d’aclimatar-se a la
sequera, i la completa recuperacio dels parametres hidrics als nivells pre-estrés mostra que les
plantes no estaven sotmeses a estres hidric sever, adhuc es diria que existeix enduriment, doncs
els valors obtinguts en les plantes WS recuperades son més alts que els valors de les plantes
WW.

1.2.1.2. Parametres de creixement

Els parametres de creixement s’han de tenir en compte en 1’aclimatacié de les plantes a la
sequera, doncs el creixement €és el primer parametre que es veu afectat per I’estrés hidric
(Spollen 1983), sobretot en plantes crescudes en condicions naturals i sotmeses a una sequera
gradual (Pereira i Chaves 1993, 1995). En el cas de la poblacié de plantes de les Variacié anual,
com a parametre de creixement es va utilitzar I’area de les fulles, doncs la plasticitat foliar és un
aspecte molt conspicu en la resposta de C. albidus a la sequera (Grant et al. 2005). En la
poblacio Estiu-tardor, a més de 1’area de les fulles, es va utilitzar I’increment de la longitud de
les branques.

L’area foliar va reflectir ’estat hidric de les plantes especialment a les plantes de 1’experiment
Variaci6 anual, doncs es podien comparar les fulles d’estiu (1 cm? durant els mesos de juny,
juliol i agost) amb les fulles d’hivern (3 cm’ el mes de desembre). A més, en aquesta poblacio
I’establiment de la sequera fou més lent que a la poblacid en la que es va realitzar 1’experiment
Estiu-tardor i va donar temps a les plantes per respondre a la sequera.

En I’experiment Estiu-tardor les plantes havien estat regades a capacitat de camp des que
havien estat trasplantades, el febrer d’aquell mateix any, fins el dia de 1’inici de 1’experiment, el
8 de juny de 2004 que es van deixar de regar i no van rebre aigua durant un periode de 16
setmanes. Aquestes condicions van permetre tenir controlat el régim hidric i poder separar el

deficit hidric de la resta de factors ambientals que es donen simultaniament a la sequera estival
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del clima mediterrani. Aixi, la diferéncia més gran que hi va haver entre ’area de les plantes
WW i les plantes WS fou d’un 28% que tot i que es significativa, no és el 67% de diferéncia
entre les fulles d’estiu i d’hivern de la poblacié Variacions anuals. Pero si en 1’experiment
Estiu-tardor es comparen tant els valors de la poblacié de C. albidus WW com la WS amb els
valors del final de I’experiment, aquests son 2 vegades i tres vegades més grans, respectivament.
En aquest cas, com en I’hidratacié, la poblaci6 WW superava a la poblaci6 WS. Al final de
I’experiment les condicions eren plenament favorables a I’expansi6 foliar: llum i temperatura
pero no en excés, aigua en abundancia i DPV baix. Cal remarcar la diferéncia d’area que hi ha
entre les poblacions dels dos experiments, les fulles en les que es va realitzar 1’experiment
Estiu-tardor a la tardor eren sis vegades més grans que les fulles mesurades a la tardor de
I’experiment Variacions anuals.

Pel que fa al creixement de les branques, les branques de les plantes ben regades van mostrar
una taxa de creixement general de o = 0.215, mentre que la taxa de creixement de les plantes
estresades durant el periode de déficit hidric fou a = 0.009. Després de les pluges de la tardor,
en el cas de les WW, i després de la rehidratacio, en el cas de les WS, les taxes en ambdues
poblacions van assolir la mateixa taxa de creixement, o = 0.37.

Els resultats obtinguts mostren que la sequera influeix en el creixement de C. albidus, i una
vegada més mostra que I’estrés fou moderat per a aquestes plantes. Els valors de I’area foliar al
final dels dos experiments van tornar a superar els valors dels valors pre-estrés, per tant també
es podria parlar d’enduriment en aquest parametre.

1.2.1.2.1. Caiguda de fulles

La caiguda de fulles durant la sequera d’estiu defineix C. albidus com una planta semi-decidua
doncs perd gran part de les seves fulles en resposta al déficit hidric que es dona a la majoria dels
estius mediterranis. També presenta erectofilia, orientacio vertical de les fulles (Grant i Incoll
2005, Grant et al 2005), durant els mesos d’estiu evitant que les altes radiacions tipiques
d’aquest periode incideixin de forma perpendicular a les seves fulles (Werner et al. 1999) i
evitant que les fulles assoleixin temperatures massa elevades (Grant et al 2005).

En ambdés experiments, les plantes van presentar aquesta resposta al déficit hidric, tot i que
només es van comptar les fulles de les plantes al final del periode de sequera de 1’experiment
Estiu-tardor. Cada branca de les plantes WW presentava una mitjana de 16 fulles verdes i ben
desenvolupades, la majoria de les quals es disposaven de manera perpendicular a la tija (fulles
paraheliotropiques). Les plantes WS, en canvi, mostraven la caiguda de fulles madures
provocada per la sequera. Les plantes estresades abans de ser regades tenien 5 fulles per branca
(un 69% menys que les WW), les quals mostraven un angle molt menor que les plantes WW,
especialment les més properes a I’apex caulinar les quals estaven tancades al seu voltant,

protegint-lo dels factors ambientals. Un cop les plantes es van recuperar, I’angle d’insercio de
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les fulles d’aquestes plantes va canviar un altre cop i es van tornar a disposar perpendiculars a la
tija.

Tant la caiguda de fulles com 1’aturada del creixement son mecanismes utilitzats per C. albidus
per evitar perdues d’aigua a través de la transpiracio i per disminuir la quantitat de radiacio
interceptada (Pereira i Chaves 1993; Tardieu et al. 1999).

1.2.1.3. Fluctuacions en les concentracions endogenes de H,O, induides pel deficit hidric
El H,0, va augmentar en resposta al deficit hidric en plantes de C. albidus crescudes en
condicions de camp. En els dos experiments en els que es va realitzar la quantificaciéo de H,O,,
no hi va haver una diferéncia significativa en 1’augment de H,O, fins passades, com a minim,
quatre setmanes des de 1’establiment del deéficit hidric. Tot i que en 1’experiment Estiu-tardor el
H,0, va augmentar de 0.7 pmol g" PS a 3.6 pmol g”' PS quan la hidratacié i el contingut hidric
relatiu van disminuir fins a valors de 0.66 g H,O g™ PS i 46 %, respectivament.

En I’experiment Variacié anual va passar quelcom semblant els mesos d’abril i juny, per aixo
es va realitzar un analisi estadistic obviant els dos mesos en que els valors de H,O, més alts,
corresponents als mesos de juliol (10.14 pmol H,O, g"' PS) i agost (7.89 umol H,0, g PS).
L’analisi estadistic resultant indica que en aquest dos mesos en que hi va haver una davallada
important de Iestat hidric, abril (0.97 g H,O g"' PS; 55.67 % de CHR) i juny (0.82 g H,0 g
PS; 52.33 % de CHR), els canvis en la concentracié de peroxid d’hidrogen tenen una certa
significacié estadistica. A I’abril, el valor de concentracié endogena de H,O, (1.8 umol g PS)
era dues vegades més alt que ’obtingut el mes de desembre (0.96 pmol g’ PS) i 1’analisi
estadistic mostra una tendéncia a augmentar; perd el mes de juny, amb valors gairebé tres
vegades més alts (2.25umol H,0, g PS) és significativament diferent a la resta de punts en que
I’estat hidric de la planta es corresponia amb el d’una planta ben hidratada.

El valor de H,0, del mes de juny de I’experiment Variacié anual probablement és més elevat
que el del més d’abril perqué el mes de juny ja s’inclou dins els mesos d’estiu i, apart de la
baixa disponibilitat d’aigua al sol (3.94 % a 0-20 cm de profunditat; 11.25 % entre 40-60 cm), la
temperatura i el déficit de pressio de vapor eren més elevats. A les plantes WW de I’experiment
de I’estiu-tardor també s’aprecia un augment, en alguns punts notable (fins a 4.39 pmol g"' PS),
dels valors endogens de H,O,. Aquests augments poden ser provocats per altres factors com la
radiacio, la llum, la temperatura o el déficit de pressi6 de vapor (Chaparzadeh et al., 2004;
Verslues et al., 2007).

Els valors de H,0O, assolits en els dos experiments sén molt similars i les variacions es
repeteixen en circumstancies practicament idéntiques, de manera que es pot concloure que del
conjunt de factors de la sequera estival, el factor responsable de I’augment de H,O, a C. albidus
crescut en condicions de camp és el déficit hidric.

En I’experiment Variacio anual la recuperacio dels nivells inicials, o fins i tot més baixos, de

H,0, un cop es va deixar d’aplicar ’estres hidric és indicatiu que per a aquesta especie el H,O,
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no representa un dany, tot i que es pot mostrar com un estrés oxidatiu moderat, doncs un cop
superat el periode d’estrés les plantes recuperen totes les seves funcions vitals (Lichtenthaler
1996) i el H,0O, torna a nivells basals.

1.2.1.3.1. L’increment de H,O, durant la recuperacio de les plantes WS

Una setmana després de la rehidratacio de les plantes WS de I’experiment Estiu-tardor es va
enregistrar un pic de HO, que no s’explica per déficit hidric. Aquest pic va ser el pic més alt
enregistrat en els dos experiments (12 umol H,O, g”' PS), i al cap de 5 setmanes els valors de
H,0, havien tornat als nivells basals (0.22 umol H,0, g PS). Resultats semblants s’havien
obtingut en molses (Mayaba et al. 2002) i liquens (Weissman et al. 2005), on es mostrava un
patr6 d’acumulacié de H,O, similar: un pic just després de la rehidratacidé dels espécimens
deshidratats que després disminuia i tornava a concentracions basals. En 1’experiment Variacid
anual aquest augment no es va enregistrar al final de 1’experiment, quan el final del déficit
hidric fou una conseqiiéncia natural de les pluges del final de I’estiu i de I’inici de la tardor. De
manera que no es pot descartar que aquest increment del H,O, fos simplement una conseqiiéncia
del xoc causat per canvis rapids en la hidratacio dels teixits. Tot i que a I’inici de la recuperacio
d’un estres sever, tots els éssers vius pateixen més estres que durant I’imposicié d’aquest.
1.2.1.4. Localitzacié de H,0, i ultrastructura

El H,0, localitzat mitjangant la técnica descrita per Bestwick et al (1997) a C. albidus sempre
va mostrar els mateixos resultats: el H,O, s’acumula a I’apoplast i a altres teixits estructurals de
les fulles d’aquesta planta mediterrania arbustiva.

A T’apoplast el H,O, té tendéncia a acumular-se encarat als espais intercel-lulars, com els
cloroplasts quan estan exposats a la sequera (Larcher 2003), i se sol presentar com una capa
continua que, en funcid de la concentracié de H,O,, pot presentar diferents gruixos.

Pel que fa a altres teixits estructurals, el HyO, s’ha trobat a 1’engruiximent del xilema i a
I’esclerénquima en formacio. Aquest aspecte es discuteix a I’apartat 1.3.2. d’aquesta Discussio.
L’ultrastructura de les cél-lules del mesofil es va mantenir intacta, exceptuant la formacid

d’esclerénquima, fins i tot en les époques d’estrés més sever.

1.3. Funcié del H,O; a fulles de C. albidus durant la sequera d’estiu

A partir dels resultats de localitzacié de H,O, obtinguts a C. albidus en I’experiment preliminar
i de la informacié obtinguda de les imatges de microscopia obtingudes amb el MET d’aquests
experiment es van crear les hipotesis que (i) el H,O, no és dany per les cél-lules de C. albidus i
que (ii) el H,O, pot tenir una funcié estructural en aquesta espécie quan es troba sotmesa a la
sequera estival.

Un cop realitzades les quantificacions endogenes de H,O, i completat 1’estudi de ’ultrastructura
en la deposicio de H,O, als teixits de les fulles de C. albidus, a fi de caracteritzar millor el

comportament d’aquesta EAO en una planta mediterrania crescuda en condicions de camp es va
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procedir a investigar en la possible funcié que el H,O, pot tenir en I’aclimatacio de C. albidus a
la sequera.

En diverses publicacions es relacionava el H,O, amb diverses hormones (Desikan et al. 2005;
Kwak et al. 2006; Gapper i Dolan 2006). Amb I’objectiu de comprovar aquestes dades en
condicions de camp i amb la sequera, es va incloure la hipotesi que (iii) el H,O, actua com a
transductor de senyal de dues hormones involucrades en 1’estrés: 1’acid abscisic i el metil
jasmonat.

Per tant es van dur a terme analisis complertes del H,O, en fulles de C. albidus, al mateix temps
que es mesuraven les relacions hidriques, parametres de creixement i factors ambientals. Les
dades obtingudes es van comparar amb (i) mesures d’estrés general i d’estrés oxidatiu per
determinar la possibilitat del HyO, com a dany oxidatiu; (ii) la localitzacié de diposits de
perhidroxid de ceri en teixits estructurals de les fulles i les concentracions endogenes de lignina
per determinar la funcié estructural del H,O,; (iii) mesures endogenes d’acid abscisic i metil
jasmonat per determinar la funcié del H,O, en la transduccio del senyal hormonal.

1.3.1. Efecte del H,O, a C. albidus: marcadors d’estrés

Com a marcadors d’estres es va utilitzar un parametre d’estrés general i dos parametres d’estres
oxidatiu. La Fv/Fm fou el parametre utilitzat com a marcador d’estrés general, doncs la
fotoinhibicio irreversible del fotosistema II és un simptoma clar d’estrés, o més aviat de dany
provocat per qualsevol tipus d’estres.

Entre els parametres d’estrés oxidatiu, la concentracié d’ascorbat (AA) i el seu estat oxidatiu
van ser utilitzats com a marcadors de 1’estat de 1’equilibri que hi ha entre aquest antioxidant i el
H,0, (Alegre i Munné-Bosch 2006), doncs és un dels antioxidants més abundant a la cél-lula
vegetal, constituint un 10 % del contingut de carbohidrats solubles en aquestes (Smirnoff i
Pallanca 1996) i el més important a 1’hora d’eliminar el H,O, (Noctor i Foyer 1998). El
desequilibri entre H,O, i AA conduiria a estrés oxidatiu, i en les conseqiiéncies més greus
portarien al dany oxidatiu. La concentraci6é endogena de malondialdehid (MDA) es va usar per
valorar el dany oxidatiu provocat tant pel H,O, com per una altra EAO, doncs el MDA és un
marcador de peroxidacid lipidica (Hodges et al. 1999). Un augment de MDA acompanyat d’un
augment de DHA serien indicadors que el H,O, provoca estrés oxidatiu, que al seu torn
provocaria dany a nivell de membranes.

Les imatges de microscopia ens van permetre detectar si hi havia desorganitzacié d’organuls i
altres sistemes endomembranosos.

Els resultats obtinguts indiquen que les cél-lules de les fulles de C. albidus no patien dany. Aixi,
I’augment de H,O, no provoca dany oxidatiu en aquesta espécie mediterrania i probablement
actua com a senyal /0 és una conseqiiéncia dels canvis metabolics provocats per |’estrés hidric.

1.3.1.1. EI H,0, no origina dany oxidatiu a C. albidus
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Els resultats obtinguts de Fv/Fm, MDA i ultrastructura indiquen que no hi havia dany oxidatiu.
Els valors de Fv/Fm no van baixar de 0.760 en cap dels dos experiments, indicant que no hi
havia dany oxidatiu, tot i que si que hi havia una petita disminucié en D’eficiéncia del
fotosistema II especialment quan D’estrés era més sever, el mes de juliol en 1’experiment
Variacié anual i I’altim punt del periode de sequera de les plantes WS a I’experiment Estiu-
tardor.

Els valors de MDA es van mantenir constants al llarg de I’experiment Variacio anual (al voltant
dels 10 nmol g PS), amb una tendéncia a la baixa els mesos d’estiu. Aquests valors també
indiquen que no hi va haver dany oxidatiu i que existia un procés d’enduriment a nivell de
metabolisme oxidatiu.

1.3.1.2. H,O, i estat d’oxidaci6 de I’ascorbat

L’ascorbat va augmentar durant el periode de sequera, tant en les plantes de 1’experiment
Variacié anual com en les plantes WS de 1’experiment Estiu-tardor, en ambdods casos fou un
augment gradual i, tot i que van arribar a valors similars i van seguir patrons semblants, hi va
haver petites diferéncies en els valors maxims (117.76 umol g PS per I’estudi Variacié anual;
137.27 umol g PS per I’estudi Estiu-tardor). En el cas de I’experiment realitzat en condicions
naturals, a 1’abril hi va haver un lleuger augment d’ascorbat (22% respecte el mes de desembre)
simultaniament amb la petita davallada de les relacions hidriques que va succeir aquest mes
(0.97 g H,O g' PS; 56% CHR), provocada per la manca de precipitacions a la primavera.
Després de les pluges de maig hi va haver una recuperacio en tots el parametres, pero al juny,
coincidint amb una altra davallada en les relacions hidriques, I’augment d’AA va ser dues
vegades superior al de maig i desembre. El mes de juliol, quan les plantes continuaven amb
valors baixos de CHR i H (57.8 % i 0.76 g H,O g PS) i coincidint amb el pic de H,0, 1’AA va
augmentar per arribar a valors tres vegades més alts que els de les plantes ben hidratades. Les
plantes estressades de I’experiment Estiu-tardor van seguir el mateix patrd: primer els valors
van augmentar en el mateix ordre que les plantes en la mateixa situacid que a I’experiment
Variacié anual, i van arribar a ser tres vegades més alts que en les plantes ben regades,
coincidint amb el pic de H,O,. Aquesta situacid, AA elevat i H,O, elevat, es va mantenir fins
que les plantes, en tots dos experiments, va ser rehidratades. Els valors en ambdoés experiments,
eren una vegada més, inferiors en plantes recuperades, al voltant dels 20 umol AA g PS, que
en plantes pre-estrés, aproximadament 50 pmol AA g PS.

Aquests valors mostren que C. albidus manté 1’equilibri oxidatiu respecte al H,O, (Alegre i
Munné-Bosch 2006). Es possible que 1’augment d’AA fos causat, com a minim parcialment, per
I’augment de H,0O,, doncs s’ha comprovat en altres experiments d’estrés hidric que el H,O,
provoca I’augment d’AA (Jiang i Zhang, 2002; Rizhsky et al 2004).

Els valors obtinguts amb 1’acid dehidroascorbic mostren que la quantitat d’AA era suficient per

regular el H,O,, o que al trobar-se en compartiments no interaccionaven de manera que el DHA
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es va mantenir en nivells molt més baixos respecte al seu equivalent reduit. Una altre hipotesi
per aquesta diferéncia en la compartimentacio, és que ’AA manté el H,O, a I’exterior de la
cel'lula. Els valors es van mantenir de 1’ordre de 1:10 (DHA:AA) en la majoria de punts de
mostreig, a excepcid feta del punt anterior a la rehidratacié de les plantes WS, que van mostrar
una certa tendéncia a augmentar el seu estat oxidat, tot i que es va recuperar a les dues setmanes
d’haver estat regades.

De les imatges de microscopia obtingudes tant en 1’experiment Variacio anual com en I’Estiu-
tardor es podriar deduir la funci6 de I’AA en la protecci6 de les cél-lules al dany oxidatiu, doncs
mantenien la seva ultrastructura intacta, tot i estar envoltades de H,O,. Les imatges mostren que
I’AA confinava el H,O, a I’apoplast, on la concentraci6 d’AA és molt més baixa que al
simplast; 1’apoplast conté el 5-10 % d’AA de la cél-lula (Sanmartin et al. 2003).

La rapida recuperacio6 de les plantes d’ambdoés experiments és una altra prova que les cél-lules
estaven protegides contra 1’estrés oxidatiu i altres danys. Aixd també es va comprovar en
plantes de Myrothamnus flabellifolia, una planta capag¢ de sobreviure a la dessecacid, on es va
trobar que I’AA ¢és troba implicat en la seva recuperacio (Kranner et al. 2002).

1.3.2.  Funci6 estructural del H,0,

El H,0, a I’apoplast no sol causar dany, ans al contrari, pot tenir una funci6 important, tant en
I’enduriment (Hohl et al. 1995; Ros-Barcel6 et al. 2002) com en I’afluixament de la paret
cel-lular (Fry 1998) i, a més, és necessari per a la formacid de lignina (Ros-Barceld 1997). Aixi
doncs, es va suggerir que I’acumulacié de H,O, induida per estrés hidric i localitzada a la paret
cel-lular podria estar associada amb canvis en 1’estructura de la paret cel-lular (Hohl et al. 1995;
Scandalios et al. 1997) com D’entrelligament de proteines de paret (Brisson et al. 1994) i en la
deposicio de fibres de cel-lulosa durant la formacié de la paret secundaria (Pothika et al. 1999) i,
a més, el H,O, és utilitzat per la peroxidasa que regula la polimeritzacio oxidativa dels alcohols
p-cumaril, coniferil i sinapil necessaris per la formacié de lignina (Ros-Barceldo 1997). La
deposicid de lignina i I’entrelligament de fibres contribueixen a 1’enduriment de la paret, que al
seu torn contribueix a I’aturada del creixement i 1’expansio de les fulles (Spollen et al. 1993).
Donats els canvis de creixement que es van donar a les plantes durant la sequera d’estiu, es van
comparar els valors totals de H,O, i la seva localitzaci6 amb els obtinguts en les mesures
endogenes de lignina, amb 1’objectiu de dilucidar si el paper del H,O, durant 1’aclimatacié de C.

albidus a la sequera és estructural.

1.3.2.1. H,0,, lignina i creixement

Els resultats obtinguts mostren que, efectivament hi havia un augment de lignina (de 16.79 mg a
25.68 mg g PS), perd aquest augment es va detectar des del mes de maig fins el mes d’agost,
abans que hi hagués un augment significatiu del H,O, i la davallada de ’area foliar (apartat

1.2.1.2. de la Discussio). Tot i que en estudis anteriors es mostrava que I’ABA induia tant
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I’increment de H,O, com de D’activitat peroxidasa en arrels (Lin i Kao 2001), els resultats
obtinguts mostren que si ’increment de lignina esta relacionat amb la producciéo de H,O,,
només son necessaris els petits increments que aquesta EAO i ’ABA van experimentar el mes
d’abril per estimular la polimeritzacio oxidativa de lignina i augmentar-ne el seu contingut un
34.6 %. De totes maneres, la reduccio de I’area no sembla relacionada amb 1’augment de la
concentracié de lignina, doncs segurament es troba més relacionada amb la diferenciacio del
xilema 1 D’esclerénquima. Tot i aquesta conclusio, els nivells de lignina van baixar
significativament després de les pluges de la tardor, coincidint amb 1’inici de 1’increment de
I’area foliar: 1.93 cm’ per fulla al setembre i 3.97 cm® a I’octubre, comparats amb els 0.97 cm®
per fulla de I’agost.

1.3.2.2. H,0, i formacié d’escleréenquima

L’esclerénquima és un teixit de sosteniment que es troba generalment envoltant els vasos
conductors de les plantes. Esta format per cél-lules amb parets secundaries gruixudes que
normalment estan lignificades i no contenen un protoplast viu quan sén madures. En els casos
en que es troben cél-lules a I’interior soén elements morts (Dickison 2000). C. albidus, com la
majoria de les plantes arbustives que viuen al clima mediterrani, es una planta esclerofil-la, que
es caracteritza, entre altres aspectes, per 1’abundancia d’esclerénquima a les seves fulles (Gibson
1994).

Les imatges de microscopia electronica de transmissioé obtingudes durant 1’observaci6 de les
cél'lules foliars de C. albidus mostren que el H,O, esta involucrat en la formacid
d’esclerénquima. A la Figura 5 del capitol 3 de resultats, es mostra una seqiiéncia de diferents
moments en la formacié de 1’esclerénquima. En primer lloc s’observa una cel-lula amb parets
gruixudes amb H,0, al seu plasmalema i el nucli mostra la cromatina condensada (simptoma de
mort cel-lular programada); a la segilient imatge s’observa una altra cél-lula totalment
desorganitzada i practicament morta, on hi ha restes de cloroplasts (membranes i dos grans de
mido) i es pot apreciar que esta morta o gairebé morta; la tercera imatge mostra una vista més
general d’una porci6 de ’esclerénquima ja format amb H,O, al seu interior. Aquesta seqiiéncia
suggereix que el H,O, provoca la mort cellular programada a ceél-lules proto-
esclerenquimatiques al mateix temps que contribueix a la lignificacié de les parets que formen
part de I’esclerénquima madur, tal com succeeix durant la formacié de xilema al panis (Ros
Barcel6 2005).

Aquestes imatges es van observar tant en les plantes de 1’experiment Variacio anual com a les
de I’experiment Estiu-tardor (no es mostren les dades) i son indicadores que en resposta a la
sequera hi ha formaci6 de teixit de suport mecanic al voltant dels vasos conductors de les fulles
i que el H,O, intervé en aquest procés.

Es el primer cop, segons el nostre coneixement, que es relaciona directament el H,O, amb la

formacio d’esclerénquima. L’esclerénquima sol estar format de lignina, per tant la seva
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formacié pot implicar ’acumulacié de lignina a les fulles. Es probable que la formacio de
lignina estigui més implicada en la formacié de xilema i esclerénquima que en 1’aturada del
creixement, i al formar-se més teixits de suport, la proporcié superficie/teixit conductor
disminueix en fulles que amb la superficie foliar disminuida (Larcher 2003).

1.3.3. H,O, com a transductor de senyals

Per determinar si el H,O, esta implicat en la senyalitzacié durant la resisténcia de C. albidus a la
sequera es van mesurar les concentracions endogenes d’acid abscisic i metil jasmonat. L’acid
abscisic perque és una hormona relacionada directament amb 1’estrés hidric (Bray 1997, 2000,
2008; Shinozaki et al. 2003; Bartels i Sunkar 2005; Nambara i Marion-Polle 2005), i el metil
jasmonat perqueé és una hormona que encara s’esta caracteritzant (Lorenzo i Solano 2005;
Wasternack 2007; Balbi i Devoto 2008) i se 1’ha relacionada amb diferents tipus d’estres,
incloent-hi I’estrés hidric (Creelman i Mullet 1995; Wang 1999; Pedranzani et al. 2007;
Mahouachi et al. 2007).

1.3.3.1. H,0,i ABA

La relacié entre ABA i H,O, s’ha demostrat a les cél-lules de guarda d’Arabidopsis thaliana i
Vicia faba (Zhang et al. 2001; Kwak et al. 2003; Desikan et al. 2004; Ann et al. 2008; Neill et
al. 2008). També s’ha demostrat 1’acumulacié de H,O, induida per ABA en fulles de panis
tallades 1 sotmeses a estres osmotic induit per polietilen glicol (Jiang i Zhang 2002), tractament
amb ABA (Hu et al. 2005), i en cultius de cél-lules de tabac BY-2 (Hao et al. 2008). Al llarg
d’aquesta tesi s’han realitzat experiments en condicions de camp sota condicions climatiques
naturals per entendre els esdeveniments que es donen en la inducci6 de H,O, induida per ABA.
A plantes de C. albidus sotmeses a la sequera d’estiu, ’ABA i el H,O, van augmentar per
arribar al maxim els mes de juliol, quan les plantes havien estat a la sequera durant un periode
prolongat, com a minim un mes. L’increment d’ABA va ser anterior al de H,O,, i els
esdeveniments van ser diferent entre ambdues molécules: I’inici en I’increment d’ABA es va
donar el mes d’abril, conjuntament amb un decreixement significatiu del 30 % en el CHR i un
37 % en la H. Després d’una disminucié momentania, lligada a un increment de les relacions
hidriques el mes de maig, el contingut d’ABA va continuar augmentant a mesura que la sequera
progressava. Tot i que el mes de juny, tal com s’ha dit a ’apartat 1.2.1.3. d’aquesta Discussio,
es va observar un increment dues vegades més alt en el contingut de H,O, (significativament
diferent respecte al valor de les plantes ben regades, d’acord amb el test d’Student, p = 0.0062),
quan els valors d’ABA eren també el doble de I’assolit per les plantes el mes de desembre.
Aquests resultats suggereixen que, a C. albidus, I’ABA indueix I’acumulacié de H,0,, tot i que
es necessita arribar a un cert llindar de concentracié d’aquesta hormona per induir un pic en les

concentracions endogenes de H,O,.
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El final del periode de sequera va conduir a una reducciéo d’ABA i H,O,, tal com s’havia descrit
anteriorment (Nambara and Maion-Polle 2005; Selote et al. 2006), perd amb una taxa de
reducci6 diferent, essent la resposta dels nivells de HyO, molt més lenta que els d’ABA.

Aquest resultats demostren que 1’augment d’ABA provocat per la sequera estival indueix
I’acumulacié de H,O,, pero que la disminucié de H,O, un cop acabat el periode de sequera no
depén de la disminucio d’ABA.

1.3.3.2. H,0,i MeJA

Tal com s’acaba de discutir, s’havia demostrat una estreta relacid entre ’increment d’ABA i
H,0,; en les respostes d’aclimatacio de C. albidus a la sequera d’estiu. Una altra hipotesi de
treball era la possible participacidé del MeJA en la induccié de H,O,, tal com s’havia demostrat
en altres experiments realitzats en sistemes vegetals diferents (Orozco-Cérdenas i Ryan 1999;
Maksymieck i Krupa 2002; Wang i Wu 2005; Hung et al. 2006; Hung i Kao 2007). En aquest
estudi, realitzat en les plantes Estiu-tardor, es volia concretar 1’efecte del deficit hidric separant-
lo de la resta de factors ambientals en plantes de C. albidus crescudes en condicions de camp.
Tot i que el MeJA, i els jasmonats en general, és una hormona que s’han relacionat amb I’estres
(Creelman i Mullet 1997; Berger 2002; Devoto i Turner, 2003; Howe 2004; Lorenzo i Solano
2005; Balbi i Devoto 2008), hi ha pocs estudis de déficit hidric (Creelman i Mullet 1997;
Gapper et al. 2002; Mahouachi et al. 2007; Pedranzani et al. 2007.

Els resultats obtinguts en plantes de C. albidus sotmeses a estrés hidric mostren que el déficit
hidric indueix la sintesi de MeJA. A diferéncia de les plantes regades, on els nivells d’aquesta
hormona es van mantenir baixos durant tot I’experiment, les plantes WS van experimentar un
increment de MeJA a partir de la setena setmana de 1’experiment, quan les plantes mostraven
valors de CHR del 58.03 %, i 0.74 ¢ H,O g"' PS d’hidratacié. Aquest augment, tot i que no fou
estadisticament significatiu, era 10 vegades més alt que el valors obtinguts en les plantes WW,
mostrava una tendéncia. Els nivells més alts de MeJA (140 pmol g' PS) es van donar 11
setmanes després de 1’ultim rec, quan ja feia 8 setmanes que les plantes estaven sotmeses a
deficit hidric. L’estrés hidric va induir I’acumulacio progressiva i augment de MeJA en les
fulles fins que es va arribar al pic de la onzena setmana, seguit d’una disminucié progressiva
fins que les plantes WS van estar completament recuperades de I’estrés, la setmana 21 de
I’experiment. Aquest patré d’acumulacio és compatible amb la hipotesi del MeJA com a senyal
en el déficit hidric (Mahouachi et al. 2007).

Encara que el MeJA va augmentar en resposta al déficit hidric, ’augment de H,O, no va ser
conseqiiéncia de 1’augment d’aquesta hormona, confirmant que ¢s I’ABA el que produeix
aquest augment. Aquest resultat no coincideixen amb els resultats obtinguts en alguns
experiments que relacionen H,O, i MeJA, en els es va trobar que I’aplicacioé externa de MeJA
provocava I’augment de H,O, (Orozco-Cardenas i Ryan 1999; Maksymieck i Krupa 2002;
Wang i Wu 2005; Hung et al. 2006; Hung i Kao 2007). S’ha de considerar que, mentre la
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majoria d’aquests resultats estan basats en aplicacions externes de MeJA, I’estudi dut a terme en
aquesta tesi es mesuren concentracions endogenes de MeJA i H,0,, de manera que es mostra la
coordinacio entre aquestes dues molécules senyal. D’aquesta manera es van evitar artefactes
provocats per 1’exposicio externa de MeJA de cel-lules que normalment no hi estan exposades,
originant respostes que naturalment no es donen; i no arribaria a cél-lules en les que la
produccio endogena si que té una funcié (Desikan et al. 2005).

L’increment inicial de MeJA va coincidir amb el primer pic de HyO,, 7 setmanes des de 1’inici
del periode de déficit hidric. El pic d’aquesta hormona va coincidir amb una disminucié del 33
% de la concentracio foliar de H,O,. Aquest resultat suggereix que, en el cas de plantes de C.
albidus sotmeses a la sequera estival, el MeJA podria regular els nivells de H,O,. Aquest
resultats son similar al que es va donar en plantes de A. thaliana i suspensions de cél-lules de
tabac BY-2 tractades amb MeJA abans de ser exposades a 0z6. En aquests experiments
I’aplicacié de MeJA va evitar la mort cel-lular, al mateix temps que es va reduir la formacié de
H,0, (Rao et al. 2000; Andi et al. 2001).

Cal destacar que el MeJA i el H,O, van disminuir al final del periode de recuperacié de les
plantes WS de I’experiment Estiu-tardor, el que pot significar que el MeJA estigui implicat en
la disminuci6 de H,O,.

1.3.4. AAen relacié a H,0,, ABA i MeJA

S’ha descrit que el H,O, induit per ABA activa la biosintesi d’ascorbat, aixi com la d’altres
sistemes antioxidants, enzimatics i no enzimatics (Jiang i Zhang 2001, 2002; Zhang et al. 2006).
A més, s’ha trobat que la MDHAR s’indueix en mutants d’A. thaliana deficients en APX i CAT
(Rizhsky et al. 2002). L’increment significatiu d’aproximadament de 3 vegades experimentat
per les concentracions endogenes d’AA a fulles de C. albidus, tant en I’experiment Variacio
anual com en I’experiment Estiu-tardor, podria haver estat induit pel H,O, induit per ABA,
dons en ambdos experiments I’inici de 1’augment del H,O, coincideix amb 1’increment gradual
de ’AA. Donat que l’increment d’AA va provocar la disminuci6 de I’estat oxidatiu de
I’ascorbat, es pot afirmar que la interaccid sequera — ABA — H,O, protegeix les fulles de C.
albidus del dany oxidatiu permetent que les plantes sobrevisquin a la sequera d’estiu.

Pel que fa al MeJA, tot i que s’ha descrit la produccido d’AA després d’aplicacions externes
d’aquesta hormona (Wang 1999; Wolucka et al. 2005; Sasaki-Sekimoto et al. 2005), i tal com
passa amb el H,O,, i es descriu en 1’apartat 1.2.3. d’aquesta discussio, I’augment d’AA va ser
anterior al de MeJA. Per tant es dedueix que, en el cas de plantes de C. albidus sotmeses
sotmeses a déficit hidric a I’experiment Estiu-tardor, I’augment d’AA en les plantes no va ser
induit per MeJA. L’augment d’AA és més probable que fos induit per la interacci6 ABA —
H,0,, tal com s’ha comprovat en aquesta mateixa espécie i en plantes de panis (apartat 1.2.2. de

la Discussio; Jiang i Zhang 2001, 2002; Zhang et al. 2006).
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1.4. Esquema general dels resultats obtinguts

Els experiments realitzats en aquesta tesi han servit per caracteritzar millor la seqiiéncia
d’alguns dels esdeveniments que se succeeixen a les fulles de C. albidus durant la seva
aclimatacio a la sequera. En aquests esdeveniments s’hi troben implicats el H,O,, ’AA, ’ABA i
el MeJA. Es molt possible que el H,O, actui com a transductor de senyal de ’ABA i provoqui
aixi ’augment d’AA, tot i que no és 1’unic responsable de 1’augment d’aquest antioxidant en
condicions de sequera estival. A més, el H,O, intervé en la formacio de xilema, esclerénquima i,
probablement, en la formacio de lignina, contribuint a la resisténcia mecanica de C. albidus a la
sequera i, probablement, a 1’aturada del creixement de fulles. Els resultats també suggereixen
que en aquesta seqiiéncia 1’augment de MeJA estigui provocat pel H,O,, reguli la produccid

d’aquesta EAOQ, i intervingui en 1’aturada del creixement de les fulles sotmeses a sequera.

Figura 4. Esquema general dels resultats obtinguts a C. albidus. Les poques precipitacions enregistrades durant els mesos
d’estiu, sumades a ’elevada radiacio, les altes temperatures i I’alt DPV condueixen les plantes al déficit hidric. Les relacions
hidriques (CHR, H) disminueixen i es produeix un augment de H202, que al seu torn condueix a un increment d’AA, a la
produccid de nou esclerénquima i xilema i probablement condueix a un augment de lignina. i de MeJA. L’augment d’AA, i
probablement el MeJA, regula les concentracions de H202. Les conseqiiencies fisiologiques d’aquests canvis bioquimics a
I’interior de les c¢l-lules foliars condueix a la supervivéncia i posterior recuperacio de les plantes sotmeses a deficit hidric. Entre
els canvis fisiologics hi ha 1’aturada del creixement foliar i la resiténcia mecanica conferida per I’augment en 1’esclerofil-lia i la
proteccio contra I’estrés oxidatiu. Les fletxes blaves indiquen canvis bioquimics; les verdes indiquen canvis fisiologics; ratlles

vermelles indiquen regulacioé o inhibici6. Les fletxes en bloc grogues indiquen una conseqiiéncia.
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2. Relacio estres hidric-estrés oxidatiu a la planta model A. thaliana

El metabolisme oxidatiu és una part de la regulacié redox (Buchanan amd Balmer 2005), i dins
aquest tipus de metabolisme, el H,O, regula el pool d’AA i GSH (Noctor i Foyer 1998), dues de
les molécules més importants en la regulacio de I’estat redox de les cél-lules vegetals, a més del
NADPH (Noctor 2006), aixi com [’estat redox de proteines com les peroxiredoxines i les
tioredoxines (Rouhier et al. 2005; 2008).

L’estat redox d’aquests compostos regula, al seu torn, 1’estat redox de proteines capaces de crear
ponts disulfur, de manera que poden provocar canvis conformacionals i reguladors en les
proteines en les que es troben (Buchanan i Balmer 2005) i, per tant, I’estat d’oxidaci6 dels grups
tiol d’aquetes proteines afecta el funcionament del metabolisme cel-lular. Normalment, 1’estat
redox de les cél-lules vegetals s’ha mesurat utilitzant el pool i I’estat redox de I’AA i/o del GSH,
que si bé donen molta informacid, I’estudi de la seva compartimentacid €s complicat i,
normalment, requereix molt material vegetal del qual, en algun tipus d’experiments, €s dificil de
disposar-ne.

Els darrers anys s’han desenvolupat proteines GFP sensibles a 1’estat redox del seu entorn
(Hanson et al. 2002) i s’han expressat al citoplasma, mitocondri, cloroplast, reticle
endoplasmatic i peroxisomes de fulles d’A. thaliana i Nicotiana tabaccum (Jiang et al. 2006;
Schwarzldnder et al. 2008). S’ha suggerit que aquestes proteines expressades al citoplasma,
roGFP1 i roGFP2, sén indicadores de 1’estat redox del tampdé GSH/GSSG de les cél-lules
(Meyer et al 2007; Schwarzlénder et al. 2008); 1 s’ha mostrat que davant ferida el potencial
redox de la proteina roGFP2 es torna més oxidat. Tot i aixd encara manquen estudis realitzats en
condicions d’estrés per valorar si el potencial redox mesurat amb aquest tipus de marcador

varia.

2.1. Canvis en I’estat redox del citoplasma de cél-lules foliars de plantes d’A. thaliana
sotmeses a sequera gradual

Seguint la linia d’aquesta tesi i donat que 1’equilibri oxidatiu entre HO, i AA, entre altres
molécules redox actives, es troba afectat per la sequera, es van dur a terme mesures del
potencial redox del citoplasma de fulles d’A. thaliana roGFP1 sotmeses a déficit hidric. Donat
que els estudis duts a terme en aquesta tesi han estat al camp i per tant son exemples de déeficit
hidric gradual (Pereira i Chaves 1993, 1995), es va voler fer un experiment similar, dins les
possibilitats d’una planta d’aquestes caracteristiques.

La fluoresceéncia de les plantes roGFP1 comenga a disminuir a partir de la seva sisena setmana
de vida, de manera que, per aprofitar la fluorescéncia, I’experiment es va iniciar quan les plantes

tenien tres setmanes.
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La primera resposta, i la més sensible, de les plantes al deéficit hidric és la reduccio del
creixement (Pereira i Chaves 1993, 1995, Westgate i Boyer 1985, Sharp et al 1988, Nonami i
Boyer 1990, Spollen et al 1993). L’efecte de 1’estrés hidric sobre el creixement depen de 1’estat
del desenvolupament en que es troba la fulla quan se li aplica el deficit hidric (Randall et al.
1988), de manera que els parametres de creixement es poden utilitzar per calibrar la sensibilitat
de les plantes a I’estrés gradual, especialment en aquest experiment en que les plantes no
estaven completament desenvolupades.

Els resultats obtinguts en la taxa de creixement de les rosetes de les plantes d’A. thaliana i de
I’area foliar mostren que les plantes van notar el déficit hidric a partir del sis¢ dia de 1’inici
d’aquest. En aquest moment, quan el contingut hidric del substrat era del 24.5 % i el CHR de les
fulles havia disminuit un 13.6 % i la H un 26. 7 %, 1’area de les fulles de les plantes no regades
(WS) era un 62 % més petita que a les plantes ben regades (WW); confirmant que la primera
resposta de les plantes al deficit hidric és la reduccié del creixement.

Tot i que les plantes van mostrar la seva sensibilitat a 1’estrés hidric des del sis¢ dia de
I’experiment, els canvis al citoplasma de les fulles d’A. thaliana no es va manifestar fins 11 dies
després de 1’ultim rec de les plantes WS, quan el CHR del substrat era del 8 %, el de la fulla era
del 69 %, i la H contenia 4.7 g H,O g' DW. Les mesures mostraven que el citoplasma estava
més oxidat que al principi de I’experiment i que el citoplasma de les plantes WW: -302.3 mV
comparat amb els aproximadament -312 mV de I’inici. Aquests resultats demostren que 1’estres
oxidatiu no ¢€s la primera manifestacio de les plantes a 1’estrés hidric, d’una manera similar als
resultats obtinguts en I’experiment Variacié anual i Estiu-tardor realitzat a C. albidus, on el
canvi redox apareixia quan ’estres hidric perdurava en el temps.

Les relacions hidriques de les fulles de les plantes WS van comencar a augmentar
immediatament un cop van ser regades després del periode d’estrés hidric, a diferéncia del
potencial redox del citoplasma que es va mantenir un dia més en valors més oxidats que les
plantes WW. Quan el potencial redox del citoplasma de les plantes WS va esdevenir més
reductor, -308 mV dos dies després de la recuperacid i -309 mV nou dies més tard, no va tornar
als nivells pre-estrés, indicant que 1’estrés oxidatiu havia estat sever. Segons Lichtenthaler
(1996) la severitat de I’estrés ve determinada per 1’habilitat de les plantes a recuperar-se, de
manera que quan l’estrés deixa d’aplicar-se la planta torna als nivells previs a 1’aplicacid
d’aquest estres. Si la planta no €s capag de recuperar els valors pre-estrés €s un indicador que hi
ha hagut dany (Levitt 1980). Els resultats obtinguts tant en la hidratacio de les fulles com en el
potencial redox del citoplasma suggereixen la possibilitat que existis dany oxidatiu a les fulles

d’A. thaliana sotmeses a déficit hidric sever.
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Per tant encara que a C. albidus I’estrés hidric no va implicar dany oxidatiu a les
cel.lules del mesofil, si que es va observar canvis en el potencial redox de les c¢l.lules

del mesofil en plantes d’A. thaliana sotmeses a estrés hidric gradual.
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10.

11.

12.

13.

El H,O, incrementa en resposta a la sequera estival en plantes de Cistus albidus, Cistus
clusii i Salvia officinalis

El déficit hidric és el factor ambiental més decisiu per I’increment de H,0, a C. albidus
El H,O, a nivell cel-lular s’ha trobat principalment a nivell d’apoplast, xilema i
esclerénquima, tot i que en alguns casos, en que s’ha detectat dany oxidatiu, s’ha trobat
al plasmalema i al cloroplast

El H,0O, contribueix a la formacié d’esclerénquima, localitzant-se al plasmalema i a
cloroplasts de les cél-lules proto-esclerenquimatiques

L’ABA incrementa les concentracions de H,O, i AA en plantes de C. albidus sotmeses
a la sequera

El MeJA es troba induit pel déficit hidric i pot contribuir a la recuperacié de les plantes,
mitjancant la regulacio les concentracions endogenes de H,O,, aixi com el creixement
de les plantes

L’estres hidric incrementa les concentracions endogenes d’AA, que manté el seu estat
redox, mostrant que les cél-lules de C. albidus estan protegides contra |’estres oxidatiu
El H,O; a baixes concentracions pot estar relacionat amb la formaci6 de lignina

La lignina no provoca I’aturada de I’expansié foliar, perd les concentracions de lignina
disminueixen al mateix temps que les plantes es recuperen de la sequera i augmenten la
seva area

L’acumulaci6 de H,0, no provoca dany oxidatiu en plantes de C. albidus sotmeses a
déficit hidric

La proteina roGFP1 expressada al citoplasma detecta canvis en I’estat redox de fulles
d’Arabidopsis thaliana sotmeses a déficit hidric gradual

El citoplasma de les cél-lules foliars d’A. thaliana esdevé més oxidat sota déficit hidric
gradual

La inducci6 d’estrés oxidatiu per estres hidric a A. thaliana es posterior a la limitacio

del creixement de la planta
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1. Mesura de I’estat hidric de la planta

Per mesurar la existéncia de déficit hidric a les plantes hi ha diversos métodes que donen una
idea de I’estat hidric de la planta, el més usats son el potencial hidric (¥), el contingut hidric
relatiu (CHR o RWCQ) i la hidrataci6 (H). Les mesures utilitzades en aquesta tesi foren les dues
darreres.

1.1. Potencial hidric

El potencial hidric (W) és un concepte termodinamic que té en compte que I’aigua dins les
plantes esta constantment en moviment, ja sigui en reaccions bioquimiques, en la dissoluci6 de
soluts o circulant entre les diferents parts de la planta. Aixi, I’aigua a I’interior de les plantes
esta constantment realitzant un treball, i ¥ és en esséncia la mesura de I’energia lliure de I’aigua
a I’interior de la planta. Normalment ¥ es mesura en unitats de pressié (MPa), doncs I’energia
lliure associada a I’aigua es mesura en relacié a les unitats de volum, el treball dividit per unitats
de volum és la pressid.

Els valors del potencial hidric determinen la direccionalitat de la circulacié d’aigua, doncs quan
hi ha diferéncies de ¥ entre dos compartiments, per exemple des de I’arrel a la fulla, la
circulacio de I’aigua es produeix de més a menys potencial hidric

Tot i que el potencial hidric és un concepte que ajuda a entendre millor els moviments d’aigua a
I’interior de la planta i la seva importancia, la seva utilitat per mesurar I’estat hidric d’una planta
és questionable, doncs és una mesura de la tensio de I’agua al xilema i els canvis fisiologics i
metabolics en una planta amb déficit hidric no sempre es correlacionen amb canvis al potencial
hidric per exemple les plantes que presenten ajust osmotic la disminucié del seu potencial
hidric no es reflexa en la disminuci6 del seu contingut hidric relatiu (Bray 2000)

Aixi mateix, es poden utilitzar altres métodes més senzills i que donen la informacio real sobre
la quantitat d’aigua que hi ha a I’interior dels organs sobre els qual es realitzen les mesures.

1.2. Contingut hidric relatiu (CHR)

El contingut hidric relatiu (CHR, %) informa de la quantitat d’aigua dels teixits respecte a la
guantitat maxima que podrien contenir. EL CHR s’obté aplicant la seguent férmula: CHR (%) =
100((PF-PS)/(PT-PS))

On PF és el pes fresc de la fulla, o un altre drgan; s’obté pesant I’0rgan o teixit a estudiar
immediatament després de ser recol-lectat. També es coneix com el pes actual. PT és el pes a
maxima turgéncia o pes turgent; s’obté després d’haver tingut durant 24 hores la fulla en aigua
destil-lada, en la foscor i a 4 ° C. Les fulles es mantenen a 4 ° C i en la foscor per evitar el
creixement que es podria donar en preséncia de llum i la pérdua de pes per respiracio,
condicions que podrien portar a artefactes en la mesura del pes de turgéncia. La finalitat de la
mesura del PT és mesurar la quantitat maxima d’aigua que un organ o teixit pot acumular al seu

interior. El PS expressa just el contrari que el PT, doncs és la mesura del pes de I’0rgan en
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I’abséncia d’aigua. S’obté a partir d’assecar la mateixa fulla, seguint amb I’exemple, de la que
s’ha obtingut el PF i el PT, a 60 ° C fins que el pes sigui constant.

La mesura del CHR és senzilla d’obtenir i dona informacid Gtil per conéixer I’estat hidric de la
planta. Tot i aix0 I’obtencid del PT pot donar dificultats i condueix a una sobreestima d’aquest
pes dificultant la interpretacié d’aquest parametre. Per a una millor comprensi6 de I’estat hidric
de la planta, s” acompanya aquest parametre amb els valors d’hidratacio.

Es considera que els valors de CHR en una planta ben hidratada estan entre el 85 i el 95%, i
quan disminueix a valors inferiors del 50% I’estat hidric de la planta és critic (Cornic and
Massacci, 1996). Encara que en algunes especies es poden mantenir valors al voltant del 50% en
fulla durant mesos i després recuperar-se sense consequéncies.

1.3. Hidratacio (H)

La hidrataci6 (g H,O - g PS™) informa sobre la quantitat d’aigua que hi ha a I’drgan o teixit on
s’esta mesurant per quantitat de pes sec. Per calcular-la s’utilitza la seguent formula: H = (PF-
PS)/PS

La hidratacié, donat que és facil de mesurar, és un bon parametre per coneixer I’estat hidric
d’una planta, tot i que és recomanable combinar-la amb valors de CHR, ja que si bé és més
exacte que aquest parametre, la H varia molt entre espécies. Si es compara la hidratacié maxima
de C. albidus amb la d’A. thaliana; s’observa que a la primera espécie un CHR del 90 % es
correspon amb 2-3 g H,O g™ PS, depenent de la poblacié (veure Resultats 3 i Resultats 4), Els
valors d’H per als valors més alts de CHR arriba als 10 g H,O g™ PS.

Aquesta diferéncia de valors maxims d’hidratacié es pot utilitzar com un indicador d’una
espécie a la falta d’aigua als seus teixits. C. albidus és una planta molt més tolerant al déficit
hidric que A. thaliana, tal com s’ha mostrat al llarg d’aquesta tesi. A més, en plantes tolerants a
I’estrés hidric, quan aquest s’estableix, disminueix i es manté en valors baixos fins que les

plantes poden rehidratar-se.

2. Clima mediterrani i plantes mediterranies

2.1. Clima mediterrani

El clima mediterrani es caracteritza pels hiverns suaus i el estius calorosos i secs. Els hiverns,
amb temperatures mitjanes més baixes de 5°C, duren un maxim de tres mesos i dificilment
baixen dels 0°C. A I’estiu, en canvi, les temperatures assoleixen i superen els 20°C durant un
periode de dos a quatre mesos. Durant aquesta época hi ha molt poques precipitacions, que en
aquest clima es concentren a la primavera i, sobretot, a la tardor. Les pluges anuals oscil-len
entre els 400-600 mm depenent de I’any i de la part de la regid, la seva incidéncia sol ser
irregular.

La coincidéncia durant els mesos d’estiu de les maximes temperatures i les minimes

precipitacions genera un periode arid (Folch i Franquesa 1986).
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El clima mediterrani pot ser considerat semiarid o subarid (Larcher 2003, Pereira i Chaves 1993,
Harley 1993), al mateix temps que pertany a la zona bioclimatica subtropical subhumida, a la
frontera entre la zona de clima temperat i la subtropical (Kdrner 2002), a la qual pertanyen altres
climatologies analogues al clima mediterrani que es troben al nord i al centre de California, a la
costa Xilena, a la zona de Ciutat del Cap i al sud d’Australia (Folch i Franquesa 1986, Kdrner
2002, Larcher 2003). La conca mediterrania queda supeditada a les costes de la mar
Mediterrania: nord d’Africa, Orient Mitja i sud d’Europa.

L establiment del deficit hidric en el clima mediterrani és gradual: sol comencar a la primavera
0 a principis d’estiu com a resultat de I’esgotament de la humitat del sol, alentit per pluges
intermitents (Pereira i Chaves 1993, Larcher 2003).

2.2. La vegetacié mediterrania

Exceptuant la vegetacié de ribera, totes les plantes que viuen al Mediterrani han de fer front a la
sequera, de manera que les plantes natives d’aquest clima sén plantes C; evitadores del déficit
hidric, on s’hi poden trobar des de plantes anuals d’hivern, que completen el seu cicle abans que
arribi I’época seca, a plantes perennes d’arrels profundes o arbustos de fulles decidues d’estiu
(Pereira and Chaves 1993, 1995), passant per mates que perden la seva part aéria com a
consequiéencia de la sequera estival perd mantenen drgans subterranis per rebrotar quan arribi
I’época de pluges. Aixi, donat que la falta d’aigua és el principal factor desfavorable al que les
plantes del Mediterrani s’enfronten, la vegetacié dominant de la regié mediterrania sén els
boscos i les poblacions d’arbusts esclerofil-les i prats de seca (Folch i Franquesa 1986, Korner
2002, Schulze et al. 2002, Larcher 2003). La caracteristica principal que defineix les fulles
esclerofil-les és la presencia d’escleréenquima al seu interior conferint-los resisténcia mecanica a
la deshidratacio (Gibson 1994). Les fulles esclerofil-les son dures i de vida llarga o perennes
(Krdner 2002), amb cobertes céries o piloses, sovint rebolutes i de tamany reduit de manera que
son idonies per evitar grans pérdues d’aigua a través de la seva superficie (Larcher 2003). El fet
que siguin perennes no permeten el dispendi de la total renovacio foliar anual que la majoria
plantes d’altres regions amb més disponibilitat d’aigua si que es poden permetre (Folch i
Franguesa 1986). D’altres, en canvi, presenten malacofil-lia, que es dona en fulles blanes que
poden marcir-se de forma reversible durant els periodes arids (Carreras 1988), tot i que la
senescéncia i abscisid de fulles és un procés que es du a terme en diverses plantes mediterranies,
sobretot quan el déficit hidric esdevé sever (Pereira i Chaves 1993). La pérdua de fulles permet
mantenir la planta viva, doncs disminueix la superficie de transpiracio, la planta reabsorbeix els
nutrients de les fulles que es perden i el metabolisme es pot aturar (Munné-Bosch i Alegre
2004).

Pel que fa a la fesomia de la vegetacio, per protegir-se contra I’aridesa i la insolacié tipica de
I’estiu mediterrani, les plantes natives d’aquesta regié solen agrupar-se en masses atapeides i

compactes, de manera que les formacions boscoses i arbustives d’aquestes caracteristiques. Dins
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les agrupacions d’arbusts s’hi troben maquies, brolles, garrigues, timonedes i espinars, que
caracteritzen en gran mesura el paisatge mediterrani.

La vegetacio de tipus mediterrani és, després de la vegetacid tropical, de les més diverses del
mon (Moreno i Oechel 1995).

2.2.1. Cistus albidus

2.2.1.1. Caracteristiques floristiques

Es una espécie propia de les regions mediterrania i macaronésica (illes properes a I’Africa
atlantica), des del nivell del mar, d’on és mes tipic, fins els 1200-1400 m en les zones més
meridionals. Les fulles sn ovato-oblongues o el liptico-oblongues i séssils. S6n grises a anvers
i revers perqué es troben densament cobertes de pels estelats curts que li donen aspecte de feltre,
els nervis del revers estan molt marcats. Les flors sén d’un rosa purpuri, agrupades en una cima
umbel-liforme terminal formada de entre 3 i 8 flors. Floreix de marg a juny, tot i que de forma
més excepcional pot florir al gener-febrer o a juliol, depenent de la temperatura i la pluviositat.
Es una mata o petit arbust (de 40 a 120 cm, menys sovint 150 cm) que forma part de brolles i
garrigues que substitueixen I’alzinar, erms terofitics i de vegades és dominant en llocs secs de
vegetacié molt degradada, sovint incendiats (De Bolds et al. 1990, Lopez 2007), doncs sol ser
una de les espécies amb més recobriment després d’un incendi donat que és un pirdfit
reconegut. Se’l troba en associacions del tipus Thero-brachypodion, Quercetum cocciferae,
Rosmarino-Ericion, Cistion, Cisto-Sarothamnetum catalaunici, Pteridio-Lavanduletum
pedunculatae (De Bolos et al. 1990, Folch i Franquesa 1986). Tot i que prefereix sols calcaris,
pot viure en tot tipus de sols (Lopez 2007).

2.2.1.2. Caracteristiques fisiologiques. Respostes a la sequera

Les caracteristiques fisiologiques de C. albidus queden emmarcades en la seva manera
d’afrontar el déficit hidric, doncs és una espécie que es troba entre els tipics arbustos
esclerofi-les i perennes de la conca Mediterrania, donat que disminueix el seu creixement davant
la sequera (Grant et al 2005); s’ha demostrat la seva capacitat de regular el tancament estomatic
davant el déficit hidric perqué disminueix la conductancia estomatica durant els mesos més
arids i la augmenta de forma notdria quan el sol es troba hidratat i les condicions de creixement
son favorables (Grant i Incoll 2005, Grant et al 2005); i a més és capa¢ de resistir la
deshidratacio de les seves fulles, que es rehidraten quan hi ha aigua disponible al sol (és una
especie malacofil-la, Carreras 1988). També és una espécie semi-decidua, (Grant et al 2005), de
les que perden les fulles, perd no totes, en resposta als déficits hidrics severs (Grant i Incoll
2005, Grant et al. 2005) que es donen a la majoria dels estius mediterranis. Presenta erectofilia,
orientaci¢ vertical de les fulles (Grant i Incoll 2005, Grant et al 2005), durant els mesos d’estiu
evitant que les altes radiacions tipiques d’aquest periode incideixin de forma perpendicular a les
seves fulles (Werner et al. 1999) i disminuint-ne la capa limit de manera que les fulles no

assoleixin temperatures letals durant les hores de més calor (Grant et al 2005).
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En resum, C. albidus és una planta que evita I’estrés (aturada del creixement, tancament
estomatic, caiguda de fulles, erectofil-lia) i al mateix temps el tolera (malacofil-lia, baixos

potencials hidrics, baixos contingut hidrics i baixa hidratacid).

3. Mesures de peroxid d’hidrogen: posada a punt del métode
3.1. Localitzacio

La localitzaci6 intracel.lular de peroxid d’hidrogen en basa en la reaccié entre el clorur de ceri i
el peroxid d’hidrogen, que reaccionen formant perhidroxid ceri (Bestwick et al. 1997). El
perhidroxid de ceri és un compost que es altament electrodens, de manera que la produccio de
peroxid d’hidrogen es pot detectar mitjancant el micoscopi electronic de transmissio.

Aguesta tecnica de deteccid consta de quatre parts importants: i) marcatge, ii) fixacio i inclusio,

iii) microtomia, iv) observacio.

i) Marcatge
El marcatge es realitza just després de la recollida de les fulles, es tallen amb un bisturi en talls
d’un maxim de 5 mm d’amplada i 2 mm de gruix, i s’infiltren amb una soluci6 de CeCl; 5 mM
dissolt en una soluci6 d’acid 3-(N-morpholino)propanosulfonic (Mops) 50 mM a pH 6.5-7.0 i es
deixa reposar una hora.

La infiltracié dels talls es fa mitjancant el buit i es pot dur a terme de dues maneres : i) amb una
bomba de buit 6 ii) amb una xeringa. Amb la bomba de buit la infiltracié és molt més lenta (pot
arribar a trigar dies); en canvi amb la xeringa la infiltraci6 és molt més rapida.

La infiltraci6 amb xeringa pot ser més heterogénia, sobre tot en peces grosses. En el nostre cas
el material és de tamany reduit i ens interessa fer la infiltracié el més rapid possible, doncs
sotmetre els talls a una pressié continuada massa temps pot portar a les cél.lules a produir
peroxid d’hidrogen de novo i conduir a una sobreestimacié de la produccio de peroxid
d’hidrogen.

ii) Fixacio i inclusio
La fixacié es du a terme just després del marcatge i consisteix en infiltrar el material amb una
solucié 2.5 % paraformaldehid i 2.0% glutaraldehid dissolts en una soluci6é de tamp6 cacodilat
50 mM. La infiltracid es du a terme primer amb xeringa i per completar la fixacié es fa amb una
bomba de buit una nit sencera.

Inicialment la concentracié de fixador d’ambd6s compostos era d’1.25% (Bestwick et al. 1997),
perd com Cistus albidus és un material vegetal més dur que Lactuca sativa, es va comprovar
gue amb una concentracié més alta de fixador, la qualitat de les imatges és millor.

La resta de passos de la fixaci6 i la inclusi6 es van dur a terme als Servei de Microscopia
Electronica de les Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona.

iii) Microtomia
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La microtomia consisteix en la realitzacié de talls aptes per a la seva obsevaci6 amb el
microscopi electronic de transmissio i és la part més “artesanal” d’aquest procés. Actualment a
la Universitat de Barcelona només el duen a terme tecnics especialitzats, doncs es treballa amb
material molt delicat i car, com ara ganivetes de diamant. Com es tracta de talls de gruix molt
petit, s’ha de treballar amb material dur, per aixo les mostres s’inclouen en reina Spurr. Per a
obtenir talls ultra-fins es realitzen diversos passos: i) talls semi-fins; ii) orientacio dels talls
semi-fins; iii) talls ultra-fins

Talls semi-fins - Els talls semifins es realitzen amb ganivetes de vidre acabades de preparar en
blocs piramidats. En aquestes ganivetes s’ha de muntar un pouet ple d’aigua realitzat amb cinta
metal-lica impermeable i parafina, de manera que a mida que els talls es vagin fent amb el
microtom quedin surant a I’aigua.

Els talls es recullen amb un pinzell d’un sol pél (aquest pél ha de ser de gos dalmata o de
pestanya humana) i es dipositen en un porta-objectes. S’assequen en una placa calefactora i es
tenyeixen el temps adequat amb blau de metilé.

Piramidaci6 — Consisteix en reduir al maxim I’area de tall del bloc, de manera que la ganiveta
només talli la zona on hi ha mostra. Després d’aquest processat, I’extrem del bloc on es troba el
tall queda en forma de piramide truncada, d’aqui el nom piramidacio. El piramitom és I’aparell
amb el que es realitza aquesta feina.

Orientacié — S’observen els talls semi-fins en un microscopi optic i es tria la zona que més
interessi per a la observacié amb el microscopi electronic. La millor manera d’orientar els talls
és dibuixar-los de la forma més detallada possible i marcar la zona que interessa. D’aquesta
manera, a I’hora de fer els talls ultra-fins és molt senzill. Cal remarcar que dibuixar I’interior de
tall és del tot indtil, doncs al bloc només es pot apreciar la seva silueta.

Talls ultra-fins (50-60 nm) — Els talls ultra-fins s’obtenen després de re-piramidar el bloc (fer
una piramide més petita que la primera) de manera que nomeés quedi per tallar la zona que s’ha
triat durant la orientacié. La produccid de talls es du a terme mitjancant ganivetes de diamant
que ja porten el seu pouet incorporat. Aquesta part del proces és molt delicada i és precis dur-la
terme en una cambra sense corrents d’aire ni vibracions.

Un cop s’aconsegueix fer talls del gruix desitjat (1um, que es detecta pel color del tall); es posa
la ganiveta en automatic per evitar les vibracions que la preséncia d’una persona pot provocar.
Quan I’ultramicrotom ha acabat de fer els talls, es recullen amb reixetes de coure o d’or. Les
reixetes d’or solen portar adherida una membrana amb I’objectiu d’augmentar la resisténcia dels
talls ultra-fins. Els talls es contrasten amb acetat d’uranil i citrat de plom.

iv) Observacio

L’observacié es duia a terme en un Microscopi Jeol JEM 1010, a 80 KV d’acceleracio i les
imatges foren obtingudes amb una cémara Bioscan 812 de Gatan. Les micrografies

s’emmagatzemaven en format .tiff fins a la seva observacio en un PC.
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3.2. Quantificacio

La técnica es basa en la reaccié del reactiu Amplex® Red (Molecular Probes, Invitrogen
Detection Technologies, Leiden, The Netherlands) que en preséncia d’una peroxidasa €s
modificat pel peroxid d’hidrogen. Aquest reactiu és el component principal d’un kit comercial
especialment dedicat a la quantificaci6 de peroxid d’hidrogen (Amplex® Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay Kit); és incolor, i un cop oxidat es converteix en un compost
altament fluorescent: la resorufina (Mohanty et al. 1997).

3.2.1. Extraccci6 i purificacio

Les fulles es recollien al migdia; immediatament s’ultracongelaven en nitrogen liquid, i
emmagatzemaven a -80 °C fins el moment de I’analisi. En el moment de I’analisi es
pulveritzaven 0.13-0.18 g de mostra en un morter de porcellana amb nitrogen liquid. El
pulveritzat es dipositva en un tub de centrifuga en gel i foscor, on s’hi afegien 5 ml d’acid
percloric (HCIO,) 0.2 M. Amb I’ajuda d’un sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials, Inc.,
Connecticut, USA) es procedia a I’homogenitzacié de la mostra (20 polsos per minut).
L’homogenat es centrifugava a 4000 rpm durant 10 minuts a 4°C. El sobrenedant es recollia per
depositar-lo en un altre tub de centrifuga. L extraccid es repetia dues vegades amb un volum de
2 ml cada reextraccio. Els sobrenedants resultants de les tres re-extraccions s’afegien al primer
sobrenedant. Es carregaven 500 pl del sobrenedant total (resultat de I’extraccié i les dues
reextraccions) en una columna de bescanvi ionic (AG® 1-X8 Resin 200-400 mesh chloride
form, 0.8 x 4 cm, Bio Rad Laboratories, Inc, California, USA) préviament calibrada amb 6 ml
d’acid percloric i es deixaven infiltrar per gravetat. L’extracte s’eluia amb 3 ml d’aigua
bidestil-lada i es recollia en un tub falcon. L’extracte purificat (3.5 ml), es neutralitzava amb el
volum adient d’hidroxid d’amoni (NH,OH) 0.2 M (1.4-1.5 ml) per arribar al pH optim de treball
de la HRP (7-7.4).

3.2.2. Determinacié

L’aparell utilitzat per a la quantificacié de peroxid d’hidrogen és un fluorimetre Fluostar Optima
(BMG Labtechnologies, Alemanya) que llegeix en plagques de 96 pouets. En aquest cas es van
utilitzar plaques opaques i negres, de fons opac (Fluoronunc plate black 96, Nunc). A cada
pouet es dipositaven 50 ul de I’extracte purificat i neutralitzat, i 50 pL de la solucié de treball
d’Amplex® Red (Amplex Red® 100 pM; HRP 0.2 U/ml). Després de 15 minuts d’incubacio,
s’introduia la placa al fluorimetre. Abans de realitzar cada lectura, el fluorimetre calculava el
gain de la placa i la sacsejava durant dos segons. El resultat de la lectura es descarrega
directament en format Excel (Microsoft, EUA) a un PC connectat directament a I’aparell.

La concentracié de peroxid d’hidrogen es calculava a partir dels resultats de la lectura de
fluorescéncia, expressada en unitats arbitraries, mitjancant una recta patro realitzada a partir de

dos bancs de dilucions diferents de concentracions conegudes de peroxid d”hidrogen.
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3.2.3. Posada a punt del métode

3.2.3.1. Métode d’extraccio: ultrasons, reextraccions i volums

El métode d’extraccio és una adaptacié dels métodes explicats per Rao i col-laboradors (2000) i
Orozco-Cardenas i col-laboradors (2001), dels quals el darrer és una adaptacio del primer sense
gairebé cap modificacio. EI material vegetal utilitzat en ambdues publicacions és material tou:
Arabidopsis thaliana al primer, i Lycopersicon esculentum al segon, per tant I’extraccio de
peroxid d’hidrogen és més facil en aqueixos materials vegetals que en una planta coriacia com
Cistus albidus.

En I’adaptacié del métode d’extraccio a Cistus albidus, s’han realitzat modificacions en els
seguents punts de I’extraccié: homogenitzacio, volum d’extraccié i nombre d’extraccions. Les
modificacions no s’enumeren per ordre d’importancia, doncs tots els punts sén importants i
estan lligats entre ells.

Homogenitzacié — El peroxid d’hidrogen es produeix en més o menys quantitat en gairebé tots
el compartiments cel-lulars, aixi és important assegurar la ruptura de totes les membranes que es
troben delimitant o a I’interior de la cél-lula. Els ultrasons sén una eina molt efica¢ per aquesta
tasca. Per aix0 es va utilitzar un sonicador per homogenitzar el material vegetal amb I’acid
percloric.

Volum d’extraccié - El volum és una part important en un métode d’extraccid, doncs com més
volum de dissolvent (o de medi d’extraccid) es faci servir més quantitat de, en aquest cas,
peroxid d’hidrogen s’extraura. Aixi, en un métode d’extraccio s’ha d’arribar a un equilibri entre
la quantitat de medi d’extraccioé i el limit de deteccio del métode de quantificacio. En aquest cas,
el volum final havia de ser com maxim de 9 ml de medi d’extraccio per 0.15 g de mostra.

Cal remarcar que es necessita un minim de 2 ml de volum per poder sonicar els homogenats
sense perdre mostra.

Nombre d’extraccions — Per assegurar la completa extraccié d’un compost a partir de material
vegetal, és recomanable realitzar reextraccions després d’una primera extraccié. Sobre tot en
material tan coriaci com les fulles de Cistus albidus. En la posada a punt d’aquest métode es va
poder observar que realitzant una extraccié de 5 ml i dues reextraccions de 2 ml s’extreia el

98% de peroxid d’hidrogen (Fig. 1) dins els limits de detecci6 del metode.
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Fig.1. Relacio6 entre el Nombre d’extraccions i concentraci6 de peroxid d’hidrogen (Negre) extret. Les rodones
nblanques representen el % d’Extracci6 corresponent a la Concentraci6 i al nombre d’extracci6 ( el 100% es
prén com la concentracié de peroxid d’hidrogen a la 42 extraccio)

Tots els punts sén mitjanes + ES. Les lletres indiquen diferéncies entre grups de Concentracié de peroxid
d’hidrogen segons la T d’Student.

Tal com s’observa a la Fig. 1, la segona extraccio i la quarta (o la primera reextraccid i la
tercera), no difereixen de forma significativa. Per aix0 es va decidir fer un extraccié i dues
reextraccions: per assegurar el percentatge d’extraccié de peroxid d’hidrogen, perd no
augmentar en excés el factor de dilucio

3.2.3.2. Neutralitzacio

El control del pH de I’extracte prén un protagonisme insolit en aquest metode, doncs el medi
d’extraccio és altament acid i el metode de deteccid requereix pH neutre. El fet que el medi
d’extraccio no sigui una solucid6 minimament tamponadora fa que s’hagi de prendre
determinades mesures a I’hora de neutralitzar I’extracte.

Moment de neutralitzaci6: abans o després de la purificaci¢?

L’observacié que el pH de I’extracte neutralitzat tornava al deu pH original (pH 1-2) després del
seu pas per la columna, va ser determinant per decidir el moment de la seva neutralitzacié.
L’extracte es neutralitzaria després de la seva purificacio.

Volum de base (hidroxid d’amoni)
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El volum necessari d’hidroxid d’amoni s’establia abans de realitzar els extractes. Cada cop que
es preparava medi d’extraccié nou, es realitzava un assaig previ. Aquest assaig consistia en els
seglients passos:

1. Realitzacio de tres extractes

2. Purificacio dels extractes mitjangant la columna

3. Afegir 1400 pl d’NH,OH

4. Afegir 4900ul de tampo fosfat del kit

5. Mesurar pH
Si el pH es es trobava en el rang de pH 7-7.4 un cop afegit el tampé fosfat, el volum de
neutralitzacié es donava per valid. Si era molt més baix, s’afegia hidroxid d’amoni i tamp6
fosfat (1:1, (v/v)) fins arribar al pH desitjat. Si era més alt es provava d’afegir menys volum de
base en un altre dels extractes purificats, afegint sempre el mateix volum de tamp6 fosfat que
del volum resultant d’afegir la base.
El volum que s’establia era el volum que s’utilitzaria en la neutralitzacio dels extractes realitzats
amb el medi d’extraccio preparat.
Es molt important no superar un determinat pH quan es treballa amb peroxidases mesurant
peroxid d’hidrogen. La peroxidasa del rave a pH 8.5-9.0 produeix peroxid d’hidrogen (Elstner i
Heupel 1976, Bolwell et al. 1995).
A pH &cid el color de I’extracte abans de ser purificat és incolor (com el de I’extracte purificat)
pero quan arriba a valors de neutralitat 0 més alts vira a un color verd marronos.
3.2.3.3. Recuperaci6 del métode
La recuperacié del métode en assaigs previs a I’extraccié de peroxid d’hidrogen en mostra
congelada era certament variable. Aixi que es va decidir calcular la recuperacié cada tres
répliques.
Per calcular la recuperacio del métode es van realitzar extraccions de peroxid d’hidrogen amb
una concentracié coneguda de peroxid d’hidrogen al medi de la primera extraccio.
Resum de I’assaig de recuperacio:

1. Pulveritzar mostra

2. Afegir 5 ml de H,O, 20 uM dissolt en HCIO, 0.2 M

3. Centrifugar i recollir sobrenedant

4. Afegir2ml HCIO, 0.2 M

5. Repeticié 3i4
6. Purificacio i neutralitzacio
7. Lectura
8. Calcul de la concentracié i la recuperacio de peroxid d’hidrogen

Recuperacié
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Per a cada tractament es va realitzar la mitjana de totes les recuperacions i es va aplicar als
resultats de concentracié de peroxid d’hidrogen del seu tractament respectiu.

Observacions

Els resultats de la recuperacio d’aquest metode ens indiquen que el peroxid d’hidrogen és una
molécula forca estable, sempre i quan I’analisi es faci el mateix dia de I’extraccio i no es guardi
I’extracte congelat.

També ens indica que I’acid percloric atura de forma eficient el metabolisme, doncs en cap cas
es troba formacié de peroxid d’hidrogen durant la seva extraccio.

3.2.3.4. Recta patré

Cada dia que es feia lectura de concentracions endogenes de peroxid d’hidrogen es feien dues
rectes patro per validar el bon funcionament del fluorimetre.

Les concentracions per la realitzacio de les rectes patr6 es feien a partir d’una solucié mare de
peroxid d’hidrogen 20 mM. A partir d’aquesta solucié mare es realitzaven dilucions en acid
percloric 0.027 M neutralitzat, per obtenir els punts de concentracio de la recta patro.

A continuacid es mostren els valors de concentraci6 relacionats amb les unitats arbitraries de
fluorescéncia (Taula 1), i la recta patré mitjana (Fig. 2), realitzada amb totes les rectes patr6 que

es van obtenir en els analisis realitats a Cistus albidus.

Concentracié H,O, (UM) Fluorescéncia mitjana (unitats arbitraries) +SE
0 uMm 257,72 13,62
1 uM 3610,11 94,88
2,5uM 9245,54 129,9
5 uM 1784,75 24,17
10 uM 32821,57 365,75
20 uM 55919,67 235,17

Taula 1. Valors mitjans de fluorescéncia mitjana (unitats arbitraries) de tots els patrons realitzats + SE, per a les
concentracions conegudes de peroxid d’hidrogen (UM H202).
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Fig 2. Recta de regressio de tots els patrons realitzats. Relaciona els diferents valors de Concentraci6 de

H20: (uM) i els seus valors respectius de Fluorescéncia (unitats arbitraries).

vo = 678.22: 2 = 3263.78: R = 0.9945: R? = 0.989
Normalment s’agafaven els valors de 0 a 10 UM per a fer la recta de regressio, pero la presencia
de la concentracié 20 UM no allargava el protocol, i en concentracions de mostra molt elevades

podria ser necessaria. | aixi va ser, tal com s’observa als resultats.
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