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Alls pares i I’avia,

per ser-hi sempre

A I’Uri,

per fer-me sempre costat

A les nenes,

per haver-me escoltat sempre






Now wait,

And try to find another mistake

If you throw it all away then maybe you can change your mind

And maybe someday
We'll figure all this out

And we'll put an end to all our doubt

Rob Thomas — Someday (2009)

Nobody said it was easy,

It’s such a shame for us to part.
Nobody said it was easy,

No one ever said it would be this hard.

Coldplay — The Scientist (2002)
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suposat, a les “secres”, per tota la feina organitzativa que hi ha darrera del que fem al
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Al personal del Parc Cientific de Barcelona per I’ajuda prestada i I’amabilitat amb
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conmigo tanto los momentos de “desestrés” como las “idas de olla”. Nos ha costado,
pero cuatro afios mas tarde... jya entiendes mis bromas! Me alegro muchisimo de
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Introduccié

INTRODUCCIO

1. El procés de senescencia

Al llarg del seu cicle vital, els organismes van passant per diferents fases del
desenvolupament; la darrera etapa, abans de la mort de 1’individu, és la que coneixem
amb el nom de senescencia. L’Institut d’Estudis Catalans defineix el terme “senescéncia”
com “I’acci6é d’envellir” o “envelliment”. La paraula prové del llati “senex”, que significa
home gran o envellit, reflectint aixi que 1’s generalitzat del mot fa referéncia al moén
animal o huma. En el cas dels vegetals, tot i que la linia que separa ambdues definicions
¢és també bastant estreta, considerem 1’envelliment com el resultat de 1’acumulacié d’un
seguit de canvis progressius i alteracions sequencials del desenvolupament que van
apareixent amb 1’edat de la planta (revisat per Noodén i Guiamet, 1996), mentre que la
senescencia vegetal és el procés fisiologic dels estadis més tardans del desenvolupament
que condueix a la mort de la cél-lula, teixit, organ o organisme que el pateix, mitjancant
un programa altament regulat pel seu propi codi genetic (revisat per Buchanan-Wollaston
et al., 2003; Lim i Nam, 2005). D’altra banda, cal tenir en compte que la planta, al ser un
organisme viu, esta influida per ’ambient que I’envolta 1 que, per tant, els factors
ambientals també influiran en la modulacié dels processos fisiologics (com la

senescencia).

A nivell cel-lular, podem diferenciar dos tipus de senescéncia vegetal; la mitotica i
la post-mitotica. En la senescéncia mitotica, la cel-lula perd permanentment la capacitat
de dividir-se per mitosi, mentre que en la senescéncia post-mitotica la cél-lula, que
préviament ha perdut la capacitat de dividir-se, és conduida a la seva propia mort (revisat

per Gan, 2003). Es el cas de la senescéncia d’organs com les fulles, que alhora resulten
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ser els organs vegetals que més atencid han rebut al llarg de la historia, fet que ha permes

caracteritzar molt bé el procés a diferents nivells.

Actualment, és possible reconéixer diferents fases del procés de senescéncia
gracies al reconeixement dels canvis que s’hi van succeint, fet que alhora permet
monitoritzar el procés a diferents nivells; des dels marcadors classics com la degradacid
de clorofil-les, la pérdua de I’eficiéncia fotosintética, les variacions en els nivells de
proteines o el grau d’integritat de les membranes fins a I’expressio dels gens associats a la
senescéncia (SAGs). De tota manera, cal entendre la senescencia com el resultat de la
suma de tot un conjunt de canvis fisiologics i, per tant, I’analisi d’un sol marcador €s tant
sols el reflex del canvi associat al parametre mesurat (i no pas del procés en conjunt).
D’altra banda, la senescencia no és un procés exclusiu de les fulles sin6 que totes les parts
de la planta I’acaben patint. En molts estudis es mostra que la majoria de canvis observats
en senescencia foliar també es donen en altres parts de la planta (mort cel-lular
programada —MCP—, regulacié hormonal, estrés oxidatiu, remobilitzacié de nutrients,
canvis en els balancos organ-embornal, etc.), remarcant el fet que, tot i les possibles
diferéncies puntuals, el procés de senescéncia és forca similar per a tots els organs

vegetals, fet que alhora 1’ha permés caracteritzar com a tal.

A nivell fisiologic, la senesceéncia es caracteritza per I’aparicid6 de canvis com
I’augment de la taxa respiratoria, la disminucié de la capacitat fotosintética, la
remobilitzacio de nutrients o la disminucio generalitzada de la taxa anabolica (revisat per
Lim et al., 2007). A mida que van apareixent nous canvis podem dividir el procés en
diferents etapes; en la primera fase, es produeix una degradacio selectiva de molecules
que poden ser aprofitades i reciclades pels teixits més joves. Seguidament hi ha una

degradacio generalitzada dels components cel-lulars que implica la pérdua de la funcio
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fisiologica de forma irreversible, i finalment es dona la mort de 1’0rgan (revisat per

Prochazkova i Wilhelmova, 2007).

En la segona etapa apareixen els majors canvis a nivell bioquimic, estructural i
molecular, que a mes coincideixen en molts casos amb els esdeveniments caracteristics
observats durant els processos de MCP (revisat per Shahri i Tahir, 2011). Aixi, per
exemple, el contingut en proteines i d’acids nucleics disminueix amb 1’aveng del procés,
cedint compostos nitrogenats i amb fosfor, respectivament. Un cop alliberades, aquestes
molécules tant valuoses podran ser transportades a altres parts de la planta, on alhora son
reutilitzades pels teixits en creixement. La degradaci6 lipidica tambe incrementa al llarg
de la senesceéncia com a conseqiiéncia d’un augment en la taxa de peroxidacié lipidica
(revisat per Prochdzkova i Wilhelmova, 2007). Els lipids alliberats son oxidats a o-
cetoglutarat mitjancant el cicle del glioxilat, a partir del que o bé es transformen en sucres
mobils (via gluconeogénesi) o bé sén utilitzats com a vehicle per a la remobilitzacio dels
aminoacids alliberats durant la degradacio proteica (revisat per Lim et al., 2007). La
utilitzacio de lipids com a font d’energia (gracies a la seva prévia transformacid en sucre)
serveix per mantenir el metabolisme cel-lular actiu fins els darrers estadis, permetent
remobilitzar gran part dels components cel-lulars (revisat per Buchanan-Wollaston,

2007).

La disminuci6 de I’eficiencia fotosintetica és deguda a la degradacio de 1’aparell
fotosintetic, consequiencia del primer canvi estructural associat al procés de senescéncia
foliar; el desmantellament del cloroplast. Durant la senescencia del cloroplast 1’organul
pateix la degradacié progressiva de les membranes tilacoidals i la formacié dels
plastoglobuls, inclusions lipidiques caracteristiques dels cloroplasts senescents que
semblen estar involucrats tant en el metabolisme lipidic associat a senescéncia com en la

degradaci6 de clorofil-les (revisat per Hendry et al., 1987; Buchanan-Wollaston, 2007,
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Hopkins et al., 2007; Lim et al.,, 2007). Alhora, la degradacié de les membranes
tilacoidals comporta que les molecules de clorofil-la que s’hi trobaven unides (mitjangant
una apoproteina) quedin lliures i esdevinguin potencialment toxiques per la cél-lula, que
rapidament respon a aquesta situacié degradant immediatament les clorofil-les (revisat
per Buchanan-Wollaston, 2007). Aquesta degradacié de clorofil-les esdevé visualment
reflectida per I’aparici6 de la clorosi tipica de les fulles senescents (revisat per Hendry et
al., 1987), fent possible reconeixer els teixits fotosintétics que han entrat en senescéncia.
Paral-lelament, la resta d’organuls cel-lulars també es va degradant a mida que el procés
avanca i segons un programa controlat que regula les necessitats de la cél-lula. Aixi, per
exemple, el mitocondri i el nucli son els darrers organuls a degradar-se, per tal de
mantenir la produccio energética i I’organitzacié cel-lular fins els estadis més tardans de
la senescencia, permetent alhora mantenir 1’activitat metabolica i la emobilitzacio dels
components cel-lulars fins Ultima instancia (revisat per Buchanan-Wollaston, 2007; Lim

et al., 2007; Prochazkovéa i Wilhelmova, 2007).

Finalment, 1’activitat dels enzims degradadors de lipids com la lipoxigenasa (LOX),
la fosfolipasa D o la fosfatasa de ’acid fosfatidic provoquen la pérdua de la integritat de
la membrana plasmatica, que alhora es tradueix en la seva disrupcio i que té com a
resultat la mort cel-lular (revisat per Lim et al., 2007). Aixi, tot el que un dia fou
necessari per al funcionament del cloroplast és ara degradat, permetent alhora la
remobilitzacié d’aquestes molécules cap a teixits més joves que els puguin reutilitzar, un

dels altres trets caracteristics de la senescencia vegetal.

Amb I’edat, el balang energetic dels organs senescents es troba desplagat cap al
consum de recursos, disminuint la taxa biosintética i I’exportacido de compostos generats
de novo. Alhora, la importacio de components essencials per al teixit també disminueix,

pel que ben aviat comencen a faltar compostos critics per a la supervivencia del teixit, que
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es va desgastant (revisat per Thomas et al., 2003). En fulles d’Arabidopsis es demostra
que, eliminant de I’equacid qualsevol factor que n’acceleri ’apariciéo dels signes de
senesceéncia, 1’edat resulta ser el factor més influent a 1’hora d’iniciar el procés (revisat
per Gan i Amasino, 1997). D’altra banda, tot i estar controlada per 1’edat, la senescéncia
també¢ es veu influida pels reguladors endogens i exdgens. Al no estar aillada, I’ambient
pot influir en el desenvolupament de la planta. La presencia de factors ambientals
(disponibilitat de nutrients, llum, temperatura, atacs de patogens, etc.) desfavorables
poden provocar una situacié d’estrés que indueixi el procés de senescencia. A més, també
és possible observar aquestes relacions ambient-senescencia a nivell d’expressié génic;
per exemple, de 43 factors de transcripcié que es troben induits en senescéncia, 28 tambeé
s’indueixen per diferents estressos (revisat per Lim et al., 2007). Un altre exemple clar de
la capacitat d’adaptacié a noves situacions d’estrés per part de la planta rau en 1’efecte
que aquest pot tenir sobre les vies de sintesi i/0 senyalitzacié de determinades hormones
(p. ex. acid abscisic, ABA; etilé; acid jasmonic, JA; acid salicilic, SA), que alhora pot

influir sobre I’expressid génica de determinats gens associats a la senescéncia.

L’actual coneixement del procés de senescencia, pero, no hagués estat possible
sense I’existencia d’estudis previs que en determinessin aspectes clau. A part, I’aveng del
coneixement cientific es troba molt lligat a 1’aveng tecnologic, que pot limitar o permetre
aprofundir en I’estudi d’un determinat procés. En aquest sentit, la determinaci6 del rol de
les citocinines en senescéncia n’és un bon exemple; tot i que amb els resultats dels estudis
més preliminars ja s’intuia el paper inhibidor de la senescencia per part de les citocinines,
la corroboraciod inequivoca del seu rol en senescéncia no fou descrit fins que les técniques
de biologia molecular ho van permetre. Els primers en suggerir un possible rol de les
citocinines en senescencia foren Richmond i Lang (1975), que mitjancant aplicacions

exogenes de quinetina (citocinina) en fulles de Xanthium strumarium observaren un
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retard en 1’aparici6 dels signes de senescencia foliar. Tres décades més tard, Styaden i
col-laboradors descriurien I’existéncia d’una correlacid inversa entre els nivells de
citocinines endogens i el progrés de la senescencia foliar (revisat per van Styaden et al.,
1988), recolzant la hipotesi formulada per Richmond i Lang. De tota manera, la
demostracié definitiva del seu I’efecte inhibidor del procés de senescencia no es descrigué
fins 1’obtencié d’un transgenic capag de sobre-produir citocinines de forma autoregulada i
dependent del procés de senescencia (Gan i Amasino, 1995). Si bé és cert que en estudis
anteriors també s’havien generat transgénics sobre-productors de citocinines, aquests
mostraven I’inconvenient de presentar altres anomalies que podien esbiaixar els resultats.
Per contra, el transgénic de Gan i Amasino consistia en la unié del gen IPT (codificant
per I’enzim isopentenil transferasa) amb el promotor del gen SAG12 (especific de
senescencia), fent que les plantes de tabac transformades amb el transgen Psaci2-IPT es
desenvolupessin normalment (com les wild type) fins I’inici de la senescéncia foliar,
moment en que es disparava la sobre-produccié de citocinines. A més, al ser un sistema
autoregulat, quan D’activitat citocinina inhibia la senescéncia, el fi del procés també

aturava la sobre-produccié d’hormones (Gan i Amasino, 1995).

En el cas del paper de I’estrés oxidatiu, Harman fou el primer a enunciar la teoria
dels radicals lliures, on suggeria que la causa de 1’envelliment rau en I’acumulacié de
radicals lliures nocius (Harman, 1956). En aquest sentit, molts estudis suggereixen que
I’inici de la senescéncia podria ser degut a un fort augment en la produccid d’especies
reactives de 1’oxigen (ROS) nocives per la planta (Dhindsa et al., 1981), fent emfasi sobre
la maquinaria antioxidant de la planta per combatre’n els efectes (revisat per Sohal i
Weindruch, 1996; Prochazkova i Wilhelmovéa, 2007). A meés, sembla que determinats
reguladors endogens com les hormones també poden interactuar amb la maquinaria

antioxidant per dur a terme el control de I’estat redox de la planta. Com a exemple,
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mencionar la vinculacid existent entre determinats gens de la via de sintesi de tocoferols

es troben sota la regulacio de JA (Sandorf i Hollander-Czytko, 2002).

2. Reguladors endogens

Donat que al llarg del temps la majoria d’estudis s’han centrat en la senescencia foliar,
molta de la informacié de la que disposem avui dia sobre els reguladors del procés fa
referéncia a les funcions atorgades en fulles. No obstant, molts dels compostos
identificats com a reguladors de la senescencia foliar acostumen a conservar les mateixes

funcions o activitats en altres parts de la planta (quan s’hi troben).

2.1 Fitohormones

Un dels tipus de reguladors endogens classics son les fitohormones o hormones vegetals,
molecules organiques sintetitzades de forma natural per la propia planta amb capacitat de
regular processos fisiologics a molt baixes concentracions (menors que les dels nutrients
o les vitamines, revisat per Davies, 2004). Depenent de la seva activitat en senescencia
podem classificar els diversos tipus d’hormones en inhibidores (citocinines, auxines,
gibberel-lines, poliamines, Fig. 1) o inductores del procés (etile, ABA, jasmonats,
salicilats, brassinoesteroides, Fig. 2). Generalment, la seva funcié en senescéncia (i en
general en qualsevol procés fisiologic) és determinada segons 1’efecte provocat per les
aplicacions exogenes de la mateixa hormona, per la variacio dels nivells endogens al llarg
del procés, pels resultats obtinguts mitjangant 1’estudi de productes inhibidors de ’efecte
hormonal i/0 amb transgenics sobre-productors o insensibles. D’altra banda i un cop més,
donada la tradici6 cientifica referent a ’estudi de la senescéncia, en la majoria de casos

aquesta determinaci6 de ’activitat hormonal s’ha descrit segons els resultats obtinguts en
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els estudis de les fulles, pero generalment també s’ajusta a I’activitat observada
posteriorment en els estudis realitzats en altres parts de la planta.
N N
(1), :
N
N 7 y,

1AA CH, - COOH

Espermidina (POL)

Fig. 1 Estructura quimica de les principals hormones inhibidores de la senescéncia. Z, zeatina (citocinina); I1AA,
dcid indol-3-aceétic (auxina); GAs, gibberel lina As (acid gibberél lic); POL, poliamina.

H,C=——=CH,
ETH

COOH

OH

SA

OH

OH Z
H Brassinolida
(BR)

Fig. 2 Estructura quimica de les principals hormones inductores de la senescéncia. ETH, etilé; ABA, dcid
abscisic; JA, acid jasmonic; SA, acid salicilic; BR, brassinoesteroide.

Les citocinines i I’etilé son potser els dos tipus hormonals més estudiats en
senescencia, fet que alhora ha permes caracteritzar amb més detall la seva (contraria)
intervencio en el procés de senescéncia; mentre 1’etilé juga un clar rol promotor, les
citocinines inhibeixen el procés (revisat per Srivastava, 2001; Schippers et al., 2007). En
fruits climaterics 1 flors sensibles a 1’etilé, la senesceéncia es caracteritza per ’aparicid
d’un augment de la taxa respiratoria i del tipic pic de produccio d’etile. Aquesta

correlacid entre I’augment dels nivells d’etile 1 el progrés de la senescencia, a més, també
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¢s valida en fulles i per la majoria d’espécies, corroborant el rol regulador de 1’etile en

senesceéncia (revisat per Gan, 2004).

D’altra banda, mentre que I’aplicaci6 exogena d’etile generalment indueix el procés
de senescencia de les fulles, flors i fruits de moltes espécies, el bloqueig de les vies de
biosintesi o senyalitzacio de I’hormona inhibeixen el proces; I"as d’inhibidors quimics de
I’accié hormonal, com el tiosulfat de plata (STS) o 1’1-metilcicloprope (1-MCP), o de
transgenics insensibles a ’etilé permeten retardar I’aparici6 del procés de senescéncia. Els
mutants etrl d’Arabidopsis o el never ripe de tomaquet son insensibles a I’etilé degut al
truncament d’un dels receptors d’etile, fet que alhora provoca un retard significatiu de la
senesceéncia foliar en ambdues espécies i la dels organs florals, en el cas del tomaquet
transgeénic (revisat per Dangl et al., 2000; Srivastava, 2001; Gan, 2004; Schippers et al.,
2007). D’altra banda, un cop s’ha iniciat la senescéncia foliar dels mutants etrl, aquesta
progressa de forma normal (Grbi¢ i Bleecker, 1995). A part dels mutants insensibles, 1’s
de mutants que produeixen menors quantitats d’etilé per expressio antisense dels gens de
la sintesi (ACS) i/o I’oxidacié (ACO) de I’acid 1-aminociclopropa-1-carboxilic (ACC)
també demostra el rol regulador de I’etilé en senescéncia, ja que aquests mutants també
experimenten un retard de la senescéncia foliar. D’altra banda, 1’etilé no pot ser 1’ inic
factor responsable de I’inici de la senescencia, ja que tot i que en els mutants insensibles o
incapacos de produir etile mostren un retard del procés, aquest sempre acaba esdevenint-
se (revisat per Dangl et al., 2000; Srivastava, 2001; Gan, 2004; Schippers et al., 2007). A
més, 1’efecte inductor de la senescencia foliar per part de I’etilé només €s observat quan
els organs tractats han assolit un determinat estadi del desenvolupament, ja que en fulles
“massa” joves I’aplicacio exogena d’etilé no provoca la induccio de la senesceéncia. Per

tant, tot i que 1’etilé és capa¢ de modular el ritme de la senescéncia, el control del procés
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també implica necessariament la regulacié temporal (Grbi¢ i Bleecker, 1995; Jing et al.,

2002).

Contrariament, 1’efecte de les citocinines (Fig. 1) resulta en el retard de 1’aparici6
dels signes (i per tant del procés) de senescéncia. Tal i com s’observa en el cas de ’etile,
I’aplicacié exogena de citocinines també permet, si més no, entreveure la seva funcio en
senescéncia. A més, els nivells endogens també es correlacionen amb el progrés de la
senesceéncia (en aquest cas, disminuint). De tota manera, la descripcié inequivoca de la
funcio inhibitoria de la senescéncia per part de les citocinines es corrobora amb 1’estudi
de plantes transgeniques sobre-productores de citocinines (Gan i Amasino, 1995; 1996).
Donada la seva capacitat per promoure 1’activitat embornal en diferents parts de la planta
al llarg del seu desenvolupament, I’efecte retardant de les citocinines en senescéncia
podria ser el resultat d’una remobilitzacié forcosa dels nutrients dels teixits senescents
cap als teixits joves (on s’hi acumulen majors quantitats de citocinines) o consequiéncia
del seu efecte repressiu de 1’expressid genica d’algun SAG clau, inhibint d’aquesta

manera 1’aveng de la senescéncia (revisat per Dangl et al., 2000).

A més de les citocinines, les auxines, les gibberel-lines (GAs) o les poliamines
(POL) també tenen efectes inhibidors de la senescéncia. Els seus nivells endogens
acostumen a presentar una correlacié inversa amb el progrés de la senescencia, mentre
que les aplicacions exogenes retarden el procés. Les POL (Fig. 1) resulten essencials per
al bon creixement i desenvolupament vegetal, fet pel que molts autors (tot i la
controversia) les consideren reguladors hormonals. Es tracta d’un grup de molecules
alifatiques tipus amina (derivades de la descarboxilacié dels aminoacids arginina i/o
ornitina) presents en totes les cél-lules vegetals i que alhora resulten essencials, ja que els
organismes amb nivells alterats pateixen desordres en el desenvolupament (revisat per

Davies, 2004). La seva via de sintesi implica etapes conjuntes amb la via de biosintesi de

~12 ~



Introduccié

I’etile, fet pel que ambdues presenten complicades interaccions entre nivells i efectes en
diferents etapes del desenvolupament vegetal, com ara la senescéncia. Pel que fa al seu
efecte directe en senescéncia semblen prevenir tant la senescéncia mitotica com la post-
mitotica, donat que els nivells de POL son elevats en cel-lules on es conserva la capacitat
de divisio (pero no en aquelles que han aturat el seu creixement per divisio) i que alhora,
les aplicacions exogenes en fulles retarden 1’aparicio de la senescéncia foliar (revisat per
Gan, 2004). No obstant, la seva concentracio en la cél-lula és molt superior a la de la resta
d’hormones vegetals i per tant no encaixen dins la tipica definici6 d’hormona. Per aquesta
rad, se n’ha suggerit també el paper de missatgers secundaris amb el qual les POL
passarien a ser reguladors del creixement vegetal (i no pas hormones) capagos de
transmetre el senyal a les veritables hormones responsables del control del
desenvolupament vegetal (revisat per Bais i Ravishankar, 2002; Kaur-Sawhney et al.,
2003).

D’altra banda, les auxines (Fig. 1) es caracteritzen per ser les hormones
responsables de I’expansid cel-lular, la dominancia apical, formen part del procés
d’abscisid, la floracié (bromelies) o el creixement de les parts florals, entre d’altres, i sén
sintetitzades en fulles i en llavors a partir del triptofan i/o de compostos del tipus indolic
(revisat per Davies, 2004). Tot i que els primers estudis enfocats a determinar el paper de
les auxines en senescencia proposen la funcié de retardant del procés, al llarg del temps
s’han anat descrivint varies excepcions que comprometen la certesa de la hipotesi inicial,
pel que actualment el rol de les auxines en senescencia encara roman confus (revisat per
Gan, 2004). Donada la seva estreta relacio amb la via de produccio d’etile, elevats nivells
d’auxines poden promoure la induccido de la senescéncia. A més, determinats estudis
mostren augments significatius dels continguts endogens d’auxines al llarg de la

senescéncia foliar (revisat per Gan, 2004).
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En el cas de les GAs, parlem d’un extens grup de molécules de 19 o 20 carbonis,
generades inicialment a partir a partir de piruvat i gliceraldehid-3-fosfat, al cloroplast, a
partir del qual es genera 1’intermediari metileritritol fosfat (MEP) i isopentenil difosfat (5
carbonis), unitat biologica basica d’isoprenoide, que finalment es condensa en una nova
molécula de 10 carbonis; el geranil-geranil difosfat. Després de varies transformacions
que impliquen ambdos plastidi i reticle endoplasmatic es genera la primera GA, la GA,
a partir de la qual, mitjancant oxidacions citoplasmatiques, es sintetitzen la resta de GAs
(Fig. 3). La nomenclatura ordinal de les diverses GAs segueix 1’ordre temporal dels
descobriments respectius. Les formes bioactives son les GA, i GA;, generades per
3p—hidroxilacio de les GAg i GAy, respectivament, que alhora provenen de I’oxidacio de

les GAy4 | GAsg, respectivament (Fig. 3).

Plastidi

GGPP 747

ent-kaure
\

AY

W Retidle endoplasmatic
Acid ent-kaurenoic Hidroxilaci6 del C,

¢ / GAIZ rd GA53

GAy, aldehid 77 l
GA¢ GA,,

Citosol l l

GA GA
;4\ Cgo-GAS 19

Clg-GAS
GA, GA,

3B—hidroxilaci¢

GAy, GA,

Fig. 3 Biosintesi de les diferents gibberel lines. Al plastidi, el geranil-geranil difosfat (GGPP) és convertit a ent-
kaure, que seguidament serd transformat a GAiz, al reticle endoplasmatic. A partir de la GAi2, existeixen dues
vies citosoliques independents per a la sintesi de la resta de gibberellines, depenent de si es dbna o no una
hidroxilacié del Cis de la GAiz, generant GAss o0 GAis, respectivament. Mitjangcant I'oxidacié dels C2 de les GAs
que es van sintetitzant en ambdues vies s’arriba a generar GAr9 i GA» (depenent de la via), precursores de les
formes bioactives GAs i GA1, respectivament (marcades en blau). Finalment, la hidroxilacid del C2 de les formes
actives provoca la seva re-conversié en formes inactives, generant GAss (a partir de GAs) i GAs (a partir de
GA1). Adaptat de Sponsel (2006).
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D’entre els seus efectes destaquen la promocio de la divisid i expansid cel-lulars,
I’elongacio de la tija (en resposta a la condicié de dia llarg), la inducci6 de la germinacid,
la formacio i creixement del fruit o la induccié de la masculinitzacié de les flors en
dioecies (revisat per Davies, 2004). A més, I’aplicacié exogena de GAs inhibeix

significativament 1’aparicio de la senescencia foliar i floral en moltes espécies.

Pel que fa les hormones promotores de la senescéncia, a diferencia de les
inhibidores, els nivells endogens tendeixen a augmentar a mida que la senescéncia avanca
i les aplicacions exogenes indueixen o promouen 1’aparicidé dels signes més tipics.
L’ABA ¢és conegut per diferents efectes com el tancament estomatic, la inhibicio del
creixement o pel seu efecte antagonic de les GAs, pero també ha estat descrit com un
important inductor de la senescéncia foliar. En la majoria d’espécies, els nivells d’ABA
augmenten a mida que la senescencia progressa i les aplicacions exogenes indueixen
I’expressio de diversos SAGs. A més, aquest increment del contingut en ABA sembla
estar correlacionat amb determinats factors ambientals que indueixen la senescencia i
amb I’increment de 1’estrés oxidatiu (revisat per Lim et al., 2007). En el cas del JA, tot i
que el seu rol més conegut és el relacionat amb les respostes de defensa dels vegetals, la
primera funci6 biologica que li va ser atorgada fou la de promoure la senescéncia foliar
en civada (Ueda i Kato, 1980). La seva implicacié en senescencia queda plasmada amb
I’as d’aplicacions exogenes, que promouen 1’aparicid dels signes tipics, per la regulacio a
I’alca de I’expressio dels gens involucrats en la seva biosintesi i per I’augment dels nivells
endogens de JA en senescencia, que alhora implica 1’expressio de diversos SAGs (revisat
per Gan, 2004). De forma similar al JA, el SA també és més conegut per la seva funcio de
senyalitzacid en respostes de defensa de malalties vegetals que pel seu rol en senescéncia.
De la mateixa manera que amb la resta d’hormones promotores, els nivells de SA

augmenten a mida que la senescéncia progressa. A mes, els organismes transgenics
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deficients en la produccié o la via de senyalitzacio del SA mostren un retard de la
senescéncia i variacions en els patrons d’expressio d’alguns SAGs (revisat per Gan,
2004). Finalment, I’aplicacio exdgena de brassinoesteroides promou 1’aparicio dels signes
de senescencia foliar, alhora que els mutants deficients en les rutes de biosintesi o
senyalitzaci6 mostren un retard del procés. Es tracta d’un grup d’uns 60 compostos
esteroidals endogens presents a la majoria d’espécies (en llavors, pol-len i teixits
vegetatius joves) que a molt baixes concentracions son capacos d’interferir en el
desenvolupament vegetal (revisat per Clouse, 2004). A diferencia de les POL, I’augment
del nombre d’evidéncies existents ha forgat a que actualment es tornin a considerar els
brassinoesteroides com a hormones (revisat per Clouse i Sasse, 1998; Asami et al., 2005;
Hayat i Ahmad, 2011). Impliquen variacions en 1’expressio d’alguns SAGs i a més, també
semblen tenir relacié amb la senyalitzacié per ROS, doncs els nivells de malondialdehid
(MDA), un indicador de peroxidaci6 lipidica, augmenten després del tractament amb
brassinoesteroides, alhora s’observen disminucions de les activitats enzimatiques catalasa
(CAT) i superoxid dismutasa (SOD, revisat per Gan, 2004), ambdds relacionats amb la
destoxicacio de radicals lliures potencialment nocius per la cél-lula i tipics del procés de

senescencia.

2.2 Estres oxidatiu

Es ben sabut que el procés de senescéncia implica una disminucié de I’estabilitat de
membrana, un augment de la taxa de peroxidacio lipidica i reduccions dels nivells de
determinats enzims de proteccio contra el dany oxidatiu (com la CAT o la SOD, Dhindsa
et al., 1981), contribuint aixi a I’increment de I’estrés oxidatiu. A més, a mida que
progressa la senescéncia, tant la quantitat com la produccié de noves ROS augmenten,
alhora que la maquinaria antioxidant va perdent la seva funcionalitat (revisat per

Zimmermann i Zentgraf, 2005). La produccié de ROS és un procés que es dona
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normalment en els vegetals com a conseqiiéncia de la respiracid i/o de I’activitat
fotosintética de la planta (revisat per Bolouri-Moghaddam et al., 2010), perd en
determinades ocasions, la cél-lula pot disparar-ne la produccid en resposta a determinats
factors (biotics i/o abiotics), contribuint aixi de forma “voluntaria” a I’estrés oxidatiu
(revisat per Apel i Hirt, 2004). D’altra banda, donat que les ROS juguen un important
paper en senyalitzacié intracel-lular, aquest augment “intencionat” de la quantitat de ROS
en resposta a una determinada situacié podria formar part de 1’estratégia de la cel-lula per
superar les condicions adverses o0 seguir determinats programes que li venen marcats pel
propi codi genetic. En aquest sentit, a nivell molecular la inducci6 de I’expressio d’alguns
SAGs clau per al progrés de la senescencia esta clarament associada als nivells d’estres

oxidatiu (Navabpour et al., 2003).

La maquinaria antioxidant també juga un important paper en la regulaci6 de la
senescencia, via per la qual la cél-lula és capag¢ d’inhabilitar I’acci6 nociva dels radicals
Iliures generats com a consequéncia del seu propi metabolisme. Per tant, el balang entre la
produccié de ROS i I’activitat antioxidant de la cel-lula podria ser un factor de regulacié
del procés de senescéncia (revisat per Dangl et al., 2000). La cél-lula disposa tant de
sistemes enzimatics com no enzimatics per tal d’inhabilitar les espécies toxiques
produides durant el metabolisme. Un dels marcadors més utilitzats és I’analisi del grau de
peroxidacio lipidica, responsable de la tipica degradaci6 de I’estructura de les membranes
cel-lulars en senescencia i que ens serveix com a indicador de 1’abundancia de radicals
lliures (revisat per Smirnoff, 1993). A més de la quantificacio de ROS, pero, també es
poden utilitzar 1’activitat dels enzims destoxicadors i/0 generadors de ROS i I’abundancia
de les molécules no enzimatiques amb capacitat antioxidant com a marcadors de 1’estat

redox de la cel-lula.
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D’entre els antioxidants enzimatics, destaquen la SOD, les peroxidases de
I’ascorbat (APX) i el glutatio (GPX) i la CAT, necessaris per al bon funcionament i
manteniment del metabolisme cel-lular. La SOD s’encarrega de transformar 1’anid
superoxid (O,", generat pel fotosistema 1) en peroxid d’hidrogen (H,0,), que alhora
I’H,0, també podria resultar citotoxic. Per tal d’eliminar aquest H,O,, pero, cal que la
resta d’enzims catalitzin la seva transformacié en aigua i/o altres compostos inofensius
(Fig. 4). A més, les activitats enzimatiques APX i GPX generen monodehidroascorbat
(MDHA) i glutatio oxidat, respectivament, que alhora poden ser reciclats a ascorbat i
glutati6 mitjancant un cicle que involucra diferents reductases, reconstituint aixi la

capacitat antioxidant enzimatica de la cel-lula (revisat per Apel i Hirt, 2004).

Cloroplast

PUFAs Peroxidacié ﬁ(agicas_lip_idigs _I;:r;xil-l
lipidica - - ==

Hidroperoxids
a-tocoferol

Radicals a—tocoferoxil
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| 1
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Epoxids
NADPH
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Carotenoides NADP

H,0 MDHA 2GSH
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Fig. 4 Esquema representatiu de la maquindria antioxidant del cloroplast.

PUFA, acids grassos poliinsaturats; 10, singlet d'oxigen; PS, fotosistema; ASC, acid ascorbic;
DHA, deshidroascorbat; GSH, glutatié; GSSG, glutatié oxidat; MDA, monodehidroascorbat.
SOD, superoxid dismutasa; APX, ascorbat peroxidasa; MDHAR, monodehidroascorbat reductasa;
DHAR, deshidroascorbat reductasa; GSR, glutatié reductasa.

En laltre grup, les molecules antioxidants tenen I’habilitat per si mateixes

d’inhabilitar les ROS produides com a conseqiiéncia de 1’activitat metabolica de la
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cel-lula. L’ascorbat, el glutatio, els tocoferols o els carotenoides formen part d’aquest
grup no enzimatic de moléecules antioxidants.

Un dels grups més estudiats és el dels tococromanols o vitamina E (Fig. 5), dins del
qual s’hi engloben els tocoferols i tocotrienols. La vitamina E fou descoberta el 1922 per
Evans i Bishop a partir de mostres d’enciam que resulta ser un compost lipofil essencial
per a la reproducci6é animal, fet pel que des de llavors ha despertat un enorme interés. La
naturalesa bioquimica del compost fou determinada més endavant per Evans i
col-laboradors, que aconseguiren purificar diferents molécules a partir d’extractes d’oli de
palma. Entre les moleécules obtingudes, es determina I’existéncia de dos isomers
clarament relacionats amb la vitamina descrita el 1926, concloent que 1’activitat de la
vitamina E no rau en una sola molécula sind que es tracta d’un grup de molécules amb
capacitat antioxidant. A més, es va proposar el terme “o—tocoferol” per denominar la
isoforma més activa descrita en les seves analisis (Evans et al., 1974). Més endavant, es
proposa el nom de B—tocoferol per a 1’altra isoforma (descrita el 1935) i el de y—tocoferol
per una tercera isoforma descoberta posteriorment (Emerson et al., 1937), que alhora
resulta ser el precursor de la sintesi de 1’a-tocoferol (Dada et al., 1968). L’activitat
antioxidant de les molécules de vitamina E, pero, no va ser descrita fins el 1966 (Epstein
et al., 1966). Actualment, a més, coneixem una quarta isoforma activa, el d—tocoferol, i
I’existéncia d’un altre grup d’isomers (o—, B—, y— i 6—), també actius i amb capacitat
antioxidant anomenats tocotrienols. Estructuralment, els tocotrienols només es
diferencien dels tocoferols per la presencia de dobles enllacos en la seva cadena lateral,
mentre que biologicament, potser la major diferéncia rau en la seva distribucio,
practicament limitada a les llavors (revisat per Munné-Bosch i Alegre, 2002; Falk i

Munné-Bosch, 2010).
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D’entre les funcions dels tococromanols destaquen el manteniment de 1’estabilitat
de membrana, gracies a la seva capacitat d’inhabilitar els radicals lipidics peroxil (Kamal-
Eldin i Appelqvist, 1996), i la inactivacié (tant fisica com quimica) del singlet d’oxigen
(*O,, Fahrenholzt et al., 1974). Tots els tococromanols comparteixen la mateixa estructura
basica; consten d’un anell cromanol (que manté la molécula unida a les membranes dels

plastidis, on es sintetitzen) unit a una cadena lateral, de caracter hidrofobic (Fig. 5).

R2
] Tocoferols
HO
R1 o
Forma R1 R2
o CH; CH;
B H CH;
R2 Yy CH; H
0 H H

Tocotrienols

Fig. 5 Estructura dels tocoferols i tocotrienols. Adaptat de Falk i Munné-Bosch (2010).

El grau de saturacié de la cadena lateral és el que confereix la diferencia estructural
entre els dos tipus de molécula de vitamina E; als tocoferols son insaturades i deriven del
fitil difosfat mentre que les dels tocotrienols deriven del geranil-geranil difosfat i
presenten dobles enllagos en les posicions 3, 7 i 11. A més, segons la posicié dels metil en
I’anell aromatic, es generen quatre formes (o, 3, v i1 &) a cada grup (revisat per DellaPenna
i Pogson, 2006). Pel que fa el grau d’activitat antioxidant, sembla que 1’eficiéncia dels
tocotrienols és major a la de 1’a—tocoferol (revisat per Sen et al., 2006), mentre que
I’abundancia dels tocoferols és molt major a la dels tocotrienols, doncs s’ha descrit la
presencia de tocoferols a tots els organismes fotosintétics (tret d’Anacystis nidulans,

Omata i Murata, 1984). A més, la distribucié en la planta també és forca diferent; trobem
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tocoferols a quasi totes les parts de la planta, mentre que la distribucié dels tocotrienols
sembla estar restringida a la llavor (revisat per Munné-Bosch i Alegre, 2002; Falk i
Munné-Bosch, 2010). La biosintesi de la vitamina E esta restringida als organismes
fotosintétics, implicant les vies de 1’acid shikimic i la del MEP, tot i que un cop generats
els precursors, els enzims de ciclacié (tocoferol ciclasa) i metilacié (y—tocoferol metil
transferasa) son comuns per a les quatre formes (o, B,y i &, revisat per Hofius i
Sonnewald, 2003). Les quatre formes de tocoferol son actives, tot i que in vivo I’activitat
antioxidant segueix I’ordre a>B>y>8, mentre que in vitro és al revés. En plantes, la forma
majoritaria de tocoferol és 1’a, seguida de la y. Alhora, en animals 1’a-tocoferol és la
forma més activa (Weiser et al., 1986) i I’Unica capa¢ de ser absorbida en humans

(Kamal-Eldin i Appelgvist, 1996).

A més, I’activitat dels tocoferols interacciona amb altres antioxidants com 1’acid
ascorbic o els carotenoides. El reciclatge de I’a—tocoferol és possible gracies a la
interaccio de ’acid ascorbic amb els radicals a-tocoferoxil, generats com a conseqiiéncia
de la inhibici6 de la toxicitat dels radicals lipidics peroxil. Alhora, ’acid ascorbic s’oxida
primer a MDHA i seguidament passa espontaniament a dehidroascorbat (DHA), que pot
tornar a transformar-se en acid ascorbic mitjancant la DHA reductasa. A més, 1’oxidacio
inicial a ascorbat permet que I’APX detoxifiqui paral-lelament 1’H,O, generat, per
exemple per la SOD, com a consequéncia del metabolisme cel-lular. En el cas dels
carotenoides, I’activitat del f—caroté depén de la concentracié d’oxigen cel-lular i de la
propia molécula. Pel que fa la seva relacié amb el tocoferol, la cooperacid entre el
tocoferol i el p—caroté permet ’extincié del 'O, produit en les membranes lipidiques

(revisat per Munné-Bosch i Alegre, 2002).
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2.3 Sucres

Tot i la seva condici6 principal com a font d’energia, també se’ls ha descrit com a
molécules actives en senyalitzacio intracel-lular (revisat per Rolland et al., 2002; 2006) i
amb capacitat antioxidant (revisat per Bolouri-Moghaddam et al., 2010). Les variacions
en el contingut endogen de sucres son habituals al llarg del desenvolupament vegetal i a
més D’estatus cel-lular referent als nivells de sucres pot modular diversos reguladors

endogens que alhora controlen el creixement i desenvolupament vegetal.

En el cas de la senescéncia, pero, el seu rol el desenvolupament del procés encara
no ha estat ben definit; diversos estudis suggereixen que 1’acumulacio d’elevats
continguts en sucres indueix el procés de senescéncia foliar (revisat per Lim et al., 2007),
mentre que en altres estudis els resultats recolzen la hipotesi contraria 0 no aporten
suficients dades per concloure entre ambdues hipotesis (revisat per van Doorn, 2008;
Wingler et al., 2009). D’una banda, I’acumulacié de sucres en fulles d’ordi, resultant de
la inhibicidé del transport floematic, provoca I’aparicié prematura de la clorosi foliar i
d’altres marcadors de senescencia tipics, suggerint que I’increment de la concentracié de
sucres indueixen el procés de senescéncia (Parrott et al., 2005). De forma similar, en el
model experimental Arabidopsis es determina que la senescéncia foliar és induible (i no
pas reprimible) per sucres, ja que el tractament amb glucosa provoca un augment molt
significatiu de la transcripcid del gen especific de senescencia SAG12 (Pourtau et al.,
2006). D’altra banda, 1’aportacié de sucres exogens no sempre provoca 1’acceleracio de
I’aparici6 dels signes de senescencia. Tot i que 1’aportacio exogena de sucres accelera
I’esgrogueiment foliar en Alstroemeria i Lilium, d’entre un conjunt de diversos géneres
analitzats, en la majoria de casos el tractament no provoca cap efecte (revisat per van
Doorn, 2008). Finalment, els estudis que suggereixen que la senescencia foliar és induida

per I’abséncia (o nivells molt baixos) de sucres acostumen a basar-se en la capacitat dels
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sucres per revertir I’efecte inductor de senescéncia provocat pel tractament de foscor,
perd no permeten determinar el paper dels sucres en el procés de senescencia en
condicions de llum (revisat per van Doorn, 2008). Una de les poques evidéncies que
recolzen la hipotesi i que aconsegueixen aproximar-se al procés natural és resultat de
I’estudi realitzat per Noh i Amasino (1999) amb fulles d’Arabidopsis tallades
individualment (aillades de la planta). Els resultats de I’estudi mostraven que, en
condicions control (llum) pero no en foscor, I’abundancia dels transcrits del gen especific
de senescéncia SAG12 incrementava a mida que la senescéncia foliar avangava. A més,
en les fulles on la senescéncia ja s’havia propagat per la meitat de la fulla, 1’adicié de
sacarosa, glucosa i fructosa al medi de manteniment (i en condicions control) provocava
un rapid descens dels transcrits SAG12, demostrant que els sucres poden reprimir-ne la
seva expressié (Noh i Amasino, 1999). A més, també s’ha vist que la privacid de sucres
en cultius cel-lulars d’Arabidopsis indueix 1’expressio del mateix gen, suggerint que els
baixos nivells de sucres presents en la fulla son els responsables de I’augment de

transcripcio del SAG12 durant la senescencia (revisat per Quirino et al., 2000).

A nivell molecular, els diferents estudis realitzats també mostren resultats
confusos. A més, tant la sobre-expressié com la inhibicidé de ’enzim responsable de la
fosforilacio i percepcié de la concentracid d’hexoses (hexocinasa) provoquen 1’aparicid
d’efectes pleotropics, impedint considerar els mutants com a models representatius del
desenvolupament natural. De tota manera, tot i que la preséncia d’altres variacions
fisiologiques com a conseqiiéncia de la mutacié poden emmascarar 1’efecte d’aquesta,
I’aproximacié molecular pot resultar atil a I’hora d’ajudar a esclarir la funcié dels sucres
en el procés de senesceéncia. El truncament de 1’hexocinasa genera fenotips insensibles a
la glucosa (mutants gin), que alhora s’associa amb el retard de I’aparicid de la

senescéncia foliar (revisat per van Doorn, 2008). D’altra banda, aquests mutants també
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poden presentar importants variacions fisiologiques com hipersensibilitat a les citocinines
o0 insensibilitat a les auxines (mutants gin2, Moore et al., 2003), que alhora podrien ser les
responsables (i no els sucres) del retard de la senescencia foliar. Per contra, la sobre-
expressio de I’enzim provoca hipersensibilitat a la glucosa i I’aparicio preco¢ de la
senescencia foliar. A més, pero, els sucres també mostren irregularitats com el creixement
inadequat del brot i les arrels, impedint decidir quina de les dues teories (excés/manca de

sucres) s’ajusta més al procés natural en la fulla (revisat per van Doorn, 2008).

Pel que fa a la interacci6 dels sucres amb la senyalitzacié hormonal en diferents
processos del desenvolupament vegetal, s’han descrit vincles clars en qué s’involucren
hormones com 1I’ABA, I’etilé o les auxines (revisat per Eveland i Jackson, 2011). En
general, els mutants de la senyalitzacié per sucres contenen baixos nivells d’ABA i
mostren una major sensibilitat a 1’etile. Molts dels gens de la biosintesi d’ABA
s’indueixen per la preséncia de la propia hormona, perd en determinats casos (ABAZ2;
ABAl), és la glucosa i no I’ABA qui controla 1’expressio genica, demostrant I’existéncia
d’un vincle directe entre la glucosa i la biosintesi i acumulacio d’ABA (revisat per Ledn i
Sheen, 2003; Eveland i Jackson, 2011). Un altre exemple de la relacié entre sucres i
hormones rau en un estudi realitzat en fulles de tabac transgénic que a I’iniciar-se la
senescencia esdevé sobre-productor de citocinines. En condicions normals (wild type), el
contingut en sucres (glucosa i fructosa) augmenta amb I’edat de la fulla, pero en el cas
dels transgenics aquest increment és encara major. A més, en situacions de poca llum, la
concentracio de sucres augmenta mentre els nivells de citocinines disminueixen a mida
que la senescencia foliar avancga, suggerint una interaccio entre sucres, citocinines i llum
durant la senescéncia foliar (Wingler et al., 1998). A nivell molecular, I’estudi de Noh i
Amasino (1999) també implicava els tractaments hormonals amb citocinines i auxines.

Els resultats de I’estudi mostraven que aixi com les citocinines acostumen a disminuir
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I’abundancia de transcrits del gen SAG12, I’efecte de les auxines (concretament de 1’acid
indol-3-acetic, 1AA) es troba lligat a la durada del tractament; en periodes curts, les
auxines permeten disminuir els nivells de transcripcio pero ’aportacié d’TAA durant més

temps permet recuperar-ne els nivells inicials (Noh i Amasino, 1999).

Pel que fa a la seva relacié amb 1’estat redox, els sucres actuen com a molecules
senyal en la producci6é d’antioxidants contra ROS especifiques. A més, recentment s’ha
descrit la seva capacitat antioxidant per se; quan els nivells de sucres endogens son
suficientment elevats, les propies molecules de sucre (per si soles) poden atrapar i

eliminar determinades ROS (revisat per (Bolouri-Moghaddam et al., 2010).

3. Senescencia floral

La majoria de les espéecies vegetals produeixen flors; 1’0rgan encarregat de suportar
les estructures reproductores que permetran la perpetuacio de ’espécie en el temps. A
mode de reflexid, cal recordar que la flor actua com un organ unic on les peces florals es
coordinen al llarg de tot el seu desenvolupament i fins la seva mort, sent possible alhora
que unes exerceixin influéncia sobre les altres en determinats comportaments. Per tant,
per parlar de senescéncia floral com a tal s’hauria de disposar de la informacio obtinguda
a totes les peces florals disponibles en I’estructura. Malgrat aixo, la majoria d’estudis es
centren en la caracteritzacié dels canvis observats durant la senescéncia als petals o al
gineceu, fent evident la manca d’informaci6 que poden aportar tant els se€pals com

I’androceu.

Cada pega t€ un paper dins 1’estructura floral; quan els organs reproductors encara
s6n immadurs es troben tancats dins d’una estructura formada per altres estructures florals
esterils (sepals i petals o tepals, depenent del tipus de flor), mentre que un cop assoleixen

la maduresa (i per tant son capacos de complir la seva funcié biologica) queden exposats
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a I’ambient. Alhora, les peces esterils serviran per cridar I’atencié i de suport fisic per als
organismes pol-linitzadors, si €s que sén requerits en el procés de fecundacié. Cal que el
temps que la flor roman oberta sigui suficient per tal de permetre la dispersié del pol-len
i/o la pol-linitzacié de 1’estigma floral, pero un cop fecundada alguns organs florals
passen a ser una despesa energetica massa cara de la qual cal desfer-se’n (Ashman i
Schoen, 1994). Es a dir, un cop s’ha complert la funcid biologica, la flor entra en
senesceéncia per tal de no comprometre el balang energetic de la planta sencera. Alhora, es
permet el reciclatge de nutrients encara continguts en les peces florals, que seran utilitzats

per altres organs de la planta.

La senescencia floral és el procés pel qual les peces florals es van deteriorant
progressivament fins morir i desapareixer. En aquest sentit, €s un procés rapid i similar al
que es pateix a nivell de planta sencera o en la fulla i per tant, la informacio6 obtinguda a
partir de ’estudi de les fulles pot contribuir, al menys en part, al coneixement del procés
en altres organs de la planta. A més, les flors son originades a partir de fulles i per tant, tot
1 les diferencies funcionals, és d’esperar que en ambdods tipus d’organ el procés de
senescencia esdevingui forca similar. Ja el 1790 Goethe proposava que les flors sorgeixen
a partir de les fulles i gracies a un procés de metamorfosi (Miller, 2009). Un parell de
segles més tard, I’aveng tecnologic ha permes estudiar el desenvolupament floral a nivell
molecular, fruit del qual sorgi el model ABC que corrobora la idea original de Goethe
(revisat per Coen, 2001; Friedman et al., 2004). Per tant, avui dia s’accepta que la flor i

les peces contingudes dins la seva estructura son fulles modificades.

A diferéncia de les fulles, la senescéncia dels pétals esdevé un proceés irreversible i
autonom i alhora sotmeés a un estricte control mediat pel desenvolupament (revisat per
Rogers, 2006; Shahri i Tahir, 2011). Al llarg del desenvolupament de la flor,

determinades cél-lules i teixits moren selectivament en resposta a les necessitats
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ecologiques de I’espécie i segons un programa temporal marcat pel codi genétic de
I’individu (revisat per Shahri i Tahir, 2011), fet que ha comportat la creacié d’una certa
confusio entre els termes senescencia i MCP, que en senescencia floral es poden catalogar
de sinonims (revisat per Rogers, 2006; Shahri i Tahir, 2011), doncs la senescéncia dels
pétals involucra majoritariament processos de MCP. Aixi com en les fulles, la
senescencia floral també es caracteritza per I’aparicio de canvis especifics al llarg del
procés com ara variacions en la permeabilitat de membrana, processos d’autofagia,
degradaci6 de proteines i acids nucleics, sintesi de proteines especifiques de senescencia

o la remobilitzacio de nutrients essencials (revisat per Shahri i Tahir, 2011).

D’altra banda, si bé és cert que en molts casos la pol-linitzacié sembla ser el senyal
desencadenant del procés de deteriorament floral (revisat per O’Neill, 1997), aquesta no
pot ser el factor detonant de 1’inici de la senescéncia floral, ja que les flors no fecundades
0 esterils tampoc viuen eternament. Nombrosos estudis han demostrat la importancia dels
reguladors del creixement vegetal a I’hora d’iniciar el procés de senescencia floral. En
molts casos el regulador més important de la senescencia esdevé 1’etilé (flors sensibles a
I’etilé), mentre que en determinades espécies (insensibles a 1’etil¢) ni 1’augment de la
produccié ni I’aplicacié exogena d’etilé n’acceleren el procés (Woltering i van Doorn,
1988). En aquest ultim tipus de flors, doncs, el control del procés recau sobre la resta de
reguladors endogens (diferents a 1’etilé), tot i que encara no s’ha descrit un model comu

per a totes les espécies insensibles a 1’etile estudiades.

Com a norma general, se li atorga a I’ABA un rol inductor de la senescéncia dels
pétals, mentre que les citocinines provoquen I’efecte contrari. A més, sembla que en
determinades espécies insensibles a I’etilé, 1’aplicacio exdgena de GAS provoca un
allargament de la longevitat floral (revisat per van Doorn i Woltering, 2008). En aquest

cas (i en general), I’eficiencia de les GAs és tal que els productors de flor tallada
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acostumen a pre-tractar les vares florals amb una solucié anomenada Promalin®, una
barreja de GAs (GA4+7) i benziladenina (BA, citocinina) a concentracions iguals que
retarda considerablement I’aparicié de la clorosi foliar alhora que n’allarga la longevitat

floral.

D’altra banda, 1’estat redox i les variacions dels continguts en carbohidrats també
juguen un important paper regulador en senescéncia floral. Pel que fa a ’estrés oxidatiu,
les flors presenten variacions tant en els nivells de la produccié d’antioxidants com de
ROS al llarg del procés de senesceéncia; generalment s’experimenta un increment de la
produccié de ROS, acompanyat per un descens en ’activitat de la maquinaria antioxidant
de la flor (revisat per Rogers, 2012). D’altra banda, el contingut en carbohidrats dels
pétals en I’inici de la senescéncia acostuma a ser forca elevat i per tant, la manca de
sucres no seria el factor inductor del procés. Contrariament, 1’aportacié exogena de sucres
acostuma a generar efectes beneficiosos sobre la qualitat i longevitat floral, pel que el rol

dels sucres en senescéncia floral tampoc esta del tot clar (revisat per van Doorn, 2004).

Alhora, la longevitat floral és una caracteristica intrinseca a la biologia de I’especie;
hi ha flors que s’obren i moren el mateix dia (Hemerocallis) i flors que poden romandre
obertes fins a setmanes (orquidies). Sovint, la longevitat floral ve marcada per la durada
de la vida dels pétals (o tépals). Alhora, els la senescencia dels petals (o tepals) pot
implicar processos d’abscisio i/0 de marciment i pansiment, depenent de I’espécie (revisat
per van Doorn, 2001). Seguidament, es perd la part masculina de la flor (I’androceu),
mentre que I’ovari es manté fins 1’altim moment permetent, en el cas que la flor sigui

fecundada, un bon desenvolupament del zigot.

En el cas de la flor tallada, degut a la seva importancia economica, 1’inici de la
senescencia dels petals és potser el factor menys desitjat pero que alhora resulta

inevitable. Les varietats més longeves seran les millor acceptades pels consumidors i per

~ 28 ~



Introduccié

tant, les més venudes. Aixi, donat que els pétals son els primers en entrar en senescéncia i
els organs més vistosos de la flor, la majoria d’estudis han estat adrecats al coneixement
de la senescencia de pétals o de flor sencera, perd quasi sempre en espécies d’interes
comercial. Es per aixo que la majoria d’estudis en senescéncia floral s’han centrat més en
I’aprenentatge del procés donat en especies ornamentals i d’interés comercial que no pas

en espécies naturals.

3.1 Regulacié hormonal de la senescencia floral

Donada la importancia de les hormones en la regulacié de la senescéncia foliar, €s
logic pensar que les activitats caracteristiques de cada una d’elles seguiran tenint els
mateixos efectes en senescencia floral. Per exemple, 1’etile manté el seu rol de regulador
principal en la majoria d’espécies, que normalment inicien la senescéncia després d’un
augment en la producci6 o de la resposta a I’aplicaci6 exogena d’etilé. La implicaci6 de
I’etile en senescéncia floral també queda ben caracteritzada a nivell molecular. La
induccid dels gens que codifiquen pels Gltims dos enzims implicats en la via de biosintesi
d’etile (ACS 1 ACO), aixi com la propia producci6 d’etile estan correlacionades amb el
procés de senescencia floral en petinia i clavell; els clavells 1 petunies als que se’ls
inhibeix 1’expressio de I’ACO mostren una major longevitat floral (Reid i Chen, 2007).
Contrariament, les citocinines semblen retardar la senescéncia dels pétals de la majoria
d’especies, ja que les aplicacions exogenes d’aquestes molécules han estat extensament
utilitzades per allargar la longevitat floral d’un gran ventall d’espécies (clavell, rosa,
tulipa, Iris, crisantems, etc.), proposant diferents mecanismes pels quals es podia explicar
aquest efecte retardant de la senescéncia (Goszczynska et al., 1985). A nivell molecular,
I’Gs d’una versi6é del transgenic dissenyat per Gan i Amasino el 1995 en I’estudi de la
senescéncia floral en petlnia va permetre corroborar 1’efecte inhibidor del procés de

deteriorament als pétals tractats amb citocinines; les plantes transgéniques amb sobre-

~29 ~



Introduccié

expressié del gen IPT sota el control del promotor del gen SAG12 mostraven un marcat
retard de la senescéncia dels petals, un augment dels nivells de citocinines i una
disminuci6é de la sensibilitat a I’etilé (Chang et al., 2003). De tota manera, degut a
I’existéncia de diferents tipus de citocinines (naturals i artificials), el grau d’efectivitat del
tractament pot dependre del tipus especific de citocinina aplicada. Els continguts en
citocinines acostumen a ser majors en flors joves i en varietats més longeves (revisat per
Reid i Chen, 2007). D’altra banda, sembla que la disminucio del nivell de citocinines
observat en flors senescents pot estar relacionat amb 1’efecte degradador de 1’etilé en

front de les molécules de citocinina (Taverner et al., 1999).

A part de I’etile, el JA i el SA també s’han suggerit com a reguladors primaris de la
MCP als pétals (revisat per Zhou et al., 2005). L’ aplicacié exogena de jasmonats accelera
la senescéncia de les flors d’orquidia i petinia mitjangant ’estimulacié de la sintesi
d’ACC i etilé (Porat et al., 1993). A més, I’aplicaciéo d’acid linolénic (precursor de la
sintesi de JA) també provoca un increment en la produccié d’etile 1 I’acceleracio de la
senescéncia floral de les orquidies, tot i que I’estudi conclou que, al menys en les
orquidies analitzades, els jasmonats no estan implicats en la senescéncia floral induida per
pol-linitzacié (Porat et al., 1995). En petunia, I’analisi a nivell molecular dels efectes del
tractament amb SA (en relacié amb els del tractament amb etilé) ha permes determinar
una interaccio positiva entre ambdues hormones en senescéncia floral (Liu et al., 2011).
De la mateixa manera, I’ABA sembla accelerar la senescéncia dels petals en la majoria de
flors, tot 1 que la majoria d’estudis mostren un vincle entre 1’efecte de I’ABA 1 la via de
senyalitzaci6 de 1’etile (en el cas de les flors sensibles a 1’etile, revisat per Reid i Chen,

2007; Shahri i Tahir, 2011).

D’altra banda, I’aplicacio d’espermidina retarda la senescencia de les flors de

clavell i petunia gracies a la seva capacitat d’estabilitzaciéo d’importants molécules
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estructurals intracel-lulars, com els acids nucleics (revisat per Shahri i Tahir, 2011). A
més, en pesol, s’ha descrit que diverses POL incrementen els seus nivells durant el
desenvolupament i la senescéncia de 1’ovari (Pérez-Amador et al., 1996), tot i que
depenent del tipus de POL (p. ex. putrescina), els nivells també poden disminuir durant la
senescencia de 1’ovari (Pérez-Amador i Carbonell, 1995). D’altra banda, sembla que les
GAs també poden estar implicades en I’inici del procés de senescéncia en ovaris de pésol
(Carrasco i Carbonell, 1990). L’aplicacié de GAs permet retardar la senescéncia floral en
algunes especies ornamentals, efecte que podria estar relacionat amb la seva condicid
d’antagonistes naturals de I’ABA (Hunter et al., 2004; Shahri i Tahir, 2011). En Lilium,
I’aplicacio exogena d’acid gibberél-lic permet allargar la longevitat i la mida de les flors
de la inflorescencia, alhora que retarda 1’aparici6 de 1’esgrogueiment foliar (Nowak i
Mynett, 1985), mentre que a les flors de Grevillea, elevades concentracions d’acid
gibberél-lic indueixen abscisio floral (tot i que a concentracions moderades també
perllonga la longevitat (Setyadijit et al., 2006). Aixi, encara no ha quedat clar el paper de
les GAs en senescencia; pot ser que participin individualment o que els seus potencials

efectes només siguin fruit de la interaccié amb altres hormones.

Tot i que el seu rol en senescencia floral no és clar, les auxines semblen accelerar el
marciment dels pétals de la majoria d’espécies sensibles a 1’etilé mitjangant 1’estimulacio
de la produccio d’etile (revisat per O’Neill, 1997). A nivell molecular, aquesta relacio
auxines-etilé¢ durant la senescencia floral sensible a I’etilé també és notable; els pétals
senescents d’Arabidopsis mostren una forta regulacio a ’al¢a dels gens associats a la
biosintesi 1 resposta d’auxines i etileé (Wagstaff et al., 2009). A més, I’aplicaci6é exogena
d’auxines estimula I’expressio d’alguns gens de biosintesi de 1’etilé en diverses peces
florals (revisat per Shahri i Tahir, 2011). Contrariament, en determinades espécies

insensibles a I’etilé com Hemerocallis, I’aplicaci6é exdgena d’auxines pot produir I’efecte
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oposat, ja que en retarda la senescéncia dels pétals (revisat per Rubinstein, 2000). Aixi,
les auxines podrien tenir papers diferents en la regulacid de la senescencia floral, que a
primera vista sembla estar associada a la sensibilitat de la flor en questio a la regulacié del

procés per part de 1’etile.

Aquesta predisposicié de la flor per patir un tipus de senescencia sensible o
insensible a ’etilé sembla venir marcada per la taxonomia de 1’espécie (Woltering i van
Doorn, 1988), tot i que dins d’una mateixa familia poden coexistir espécies amb diferents
graus de sensibilitat (revisat per van Doorn, 2001). La sensibilitat a 1’etilé s’acostuma a
determinar mitjancant els efectes observats en la flor després de tractaments amb la
propia hormona o amb inhibidors de I’activitat o biosintesi de I’hormona, que alhora
mostren la capacitat de ’hormona per regular i/o induir el deteriorament floral. Aixi, les
especies sensibles a 1’etilé tractades amb inhibidors de la sintesi o I’accid d’aquesta
hormona mostraran efectes beneficiosos per a la seva longevitat floral, mentre que
I’aplicacio exogena d’etilé accelerara el procés de senescéncia. En el cas de les espécies
insensibles, pero, ni els tractaments amb inhibidors de 1’etile ni les aplicacions exogenes
amb el mateix gas provoquen efectes considerables sobre la longevitat floral, doncs la
regulacié del procés de deteriorament de les peces florals no esta controlat per aquesta
hormona. De tota manera, cal remarcar que encara que el procés de senescencia
esdevingui insensible a 1’etile, 1’hormona pot estar regulant altres processos importants
com ara 1’obertura floral, el desenvolupament de 1’ovari 0 1’elongaci6 del pedicel (revisat
per Serek et al., 2006). Per tant, cal tenir present que quan hom parla d’espéecies (o
varietats) insensibles a I’etilé, només fa referéncia a la implicacié de I’hormona en el

procés de senescencia floral.

Tal 1 com s’ha descrit en el cas de les auxines, que la regulacio de la senescencia

floral estigui o no principalment controlada per 1’etile pot tenir repercussions en el rol de
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la resta de reguladors, ja que la implicacio o els efectes dels altres components pot variar
en funcid de si I’etilé és o no el factor clau de la senescéncia floral. En el cas de les flors
de senescéncia insensible a I’etile, s’ha proposat I’ABA com el principal regulador del
proces (Panavas et al., 1998; revisat per Tripathi i Tuteja, 2007; Shahri i Tahir, 2011),
tot i les citocinines també hi semblen estar implicades (revisat per Zhou et al. , 2005; van
Doorn i Woltering, 2008). D’altra banda, en les espécies de senescéncia sensible a 1’etilé
els efectes de la resta d’hormones (citocinines, ABA, auxines, GAs, etc.) semblen venir
donats mitjancant la interaccié amb les vies de sintesi o senyalitzacié del regulador clau:
I’etile (revisat per Tripathi i Tuteja, 2007; van Doorn i Woltering, 2008; Shahri i Tahir,
2011). Per tant, els mecanismes d’accio de les principals hormones reguladores de la

senescencia floral poden variar en funcio del tipus de flors del que es parli.

En el cas de les espécies sensibles a I’ctile, 1’efecte inhibidor de les citocinines
sembla estar condicionat al control principal del procés per part de 1’etile, mentre que en
el cas de les especies insensibles, donada la baixa participacié de 1’etile en el procés de
senescéncia, ’efecte prolongant de la longevitat floral també és palpable pero el
mecanisme d’acci6 ha de ser forgosament diferent. Als petals de rosa (sensibles a ’etile),
el contingut endogen de citocinines es correlaciona amb la longevitat de les diferents
varietats estudiades. A més, 1’aplicacié exogena de BA allarga la vida de les flors
tractades, tot 1 que el grau d’efectivitat del tractament també varia en funcidé de la
longevitat natural de la varietat tractada, sent major per les varietats que de forma natural
viuen menys temps (Mayak i Halevy, 1970). Al clavell (sensible), ’aplicacié exogena de
quinetina (citocinina) també permet allargar la vida de la flor tallada i alhora també
provoca una reduccié del tipic pic d’etile observat abans de 1’aparicié dels primers signes
de senescencia en flors sensibles a 1’etile. A més, 1’efecte de la quinetina exogena redueix

la sensibilitat de la flor a I’etile (Eisinger, 1977). També en petunia, on 1’etilé dispara la
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senescencia floral, 1’aplicacié de citocinines implica un retard del marciment dels petals
mitjancant una intervencid en la via d’accio6 de ’etile, que en part sembla induir el procés
de senescéncia gracies a una reduccidé de I’activitat citocinina (Taverner et al., 1999).
Sorprenentment, pero, a nivell molecular el tractament amb BA no influeix en I’expressio
dels gens ERF (factor de resposta a I’etilé) clonats en petunia (PhERF1-13), que es
mostra constitutiva i independent del tractament amb BA (Liu et al., 2011). Pel que fa la
resta de reguladors endogens, per contra, els tractaments hormonals acostumen a
incrementar 1’abundancia dels transcrits. Les aplicacions d’ABA, IAA i metil jasmonat
provoquen un augment de la transcripcid dels gens del grup VIl (PhERF2-5), que també
es veu incrementada per I’augment de la producci6 d’etile, demostrant 1’existéncia d’un
clar vincle entre aquest grup de gens i la senescéncia dels pétals i gineceu de petunia (Liu

etal., 2011).

En el cas de les flors insensibles a ’etil¢, tot i no disposar de tanta informacié com
en el cas de les flors sensibles a I’etile, determinades evidencies empiriques recolzen el
suposat rol inhibidor de senescéncia floral per part de les citocinines també en la
senescencia insensible a 1’etile. L’adici6 de BA a la soluci6 del vas permet retardar en
aproximadament un dia I’aparicid dels signes visibles de senescéncia dels pétals d’lris
(insensible). A més, a nivell molecular, els nivells d’expressié del gen DAD-1 (defender
against apoptotic death), que normalment mostren un descens concomitant amb
I’aparicio dels signes visibles de senescéncia, també triguen un dia més a disminuir (van
der Kop et al., 2003). De forma similar, en flors de Grevillea (insensible a 1’etilé,
Setyadjit et al., 2004a) I’aplicacio de BA per immersi6 de la tija en una solucié hormonal
concentrada també té un efecte retardant de la senescéncia floral, tot i que el manteniment

en solucions de fins a 0.1 mM no mostren resultats beneficiosos (Setyadjit et al., 2004b).
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A part de les citocinines, el cas més clar de regulacié hormonal en ambdoés tipus de
senescencia floral és el de ’ABA, tot i que en aquest cas l’efecte és el contrari.
Generalment, 1’aplicaci6 exogena d’ABA accelera el procés de deteriorament de la flori a
més, el contingut endogen de I’hormona augmenta en les primeres etapes de la
senescencia floral (revisat per Tripathi i Tuteja, 2007). En el cas de les flors sensibles a
’etile, I’efecte de I’ABA s’acostuma a vincular al rol principal de I’etil¢ en el control del
procés. En un estudi amb clavells (sensibles a I’etilé) on el gineceu s’havia eliminat
préviament, es suggeria que ’efecte inductor de la senescéncia causat per ’ABA esta
mediat a través de la inducci6 de la biosintesi d’etilé per part del gineceu, doncs la manca
del gineceu prevenia tant la produccio d’etilé com I’esperat marciment prematur dels

pétals degut al tractament amb ABA exogen (Shibuya et al., 2000).

Contrariament, pel que fa a les flors insensibles, és al propi ABA a qui se li
atribueix el paper de controlador principal (Panavas et al., 1998; Rubinstein, 2000; Zhou
et al., 2005; van Doorn, 2008; Shahri i Tahir, 2011). En flors d’Hemerocallis (insensibles
a letile) el tractament amb ABA accelera la senescéncia per induccido de la MCP,
incrementant la taxa de peroxidaci6 lipidica, la perdua d’integritat de membrana 1 les
activitats proteinasa i RNAsa (Panavas et al., 1998). En flors de cacau tractades amb un
inhibidor de la sintesi d’ABA es mostra una davallada del contingut en ABA 1 un retard
del marciment dels petals, que de forma natural va acompanyat per un increment en el
contingut d’ABA (Aneja et al., 1999). Aquest increment dels nivells d’ABA als pétals
senescents també ha estat determinat en narcisos (insensibles a I’etile), tot 1 que aquest és
precedit per un increment previ de I’expressido de determinats SAGs i per tant I’ABA no
es correspondria amb el factor inductor del procés de senescencia (Hunter et al., 2004).
D’altra banda, la hipotesi del rol regulador de I’ABA en senesceéncia insensible a I’etile

continua rebent recolzament dels estudis més recents. Diversos gens induibles per ABA
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han estat detectats en pétals senescents d’Iris. Concretament, el gen PP2C, que codifica
per una proteina implicada en la via de transduccio del senyal de I’ABA, ha estat detectat
tant en pétals on la senescencia ha estat induida per ABA com en pétals de senescéncia

natural (Zhong i Ciafré, 2011).

3.2 Estres oxidatiu i senescéncia floral

L’estrés oxidatiu esta implicat en el procés de senesceéncia vegetal; les cel-lules
utilitzen 1’oxigen per dur a terme 1’activitat metabolica i com a conseqiiencia d’aquesta es
generen espécies molt reactives que poden malmetre les estructures cel-lulars. Per
combatre aquesta produccidé normal de ROS durant el desenvolupament, la cél-lula
disposa d’una maquinaria antioxidant que implica tant activitats enzimatiques (catalases,
peroxidases, etc.) com molécules no enzimatiques (vitamina E, acid ascorbic, glutatio,
etc.). Amb I’edat, pero, el balang entre les espécies reactives i 1’activitat de la maquinaria
antioxidant es desplaga cap a I’estatus d’estres, implicant un major dany oxidatiu observat
en senescencia. Malgrat aixo, pel que fa als pétals, encara no queda clar si I’augment de

ROS és causa o consequéncia del procés de senescencia (revisat per Rogers, 2012).

A més, I’estreés oxidatiu també esta 1ligat a la regulacié hormonal; en clavell s’ha
descrit I’existéncia d’una correlaci6 entre l’etilé 1 la capacitat antioxidant del pétal
(Bartoli et al., 1996) i en determinades orquidies alguns dels canvis observats en 1’inici de
la senescencia dels pétals poden ser retardats mitjangant 1’aplicacié d’auxines i/o 1’Gs
d’inhibidors de 1’accio de ’etilé (STS), demostrant I’existéncia d’un vincle entre etilé i
ROS (revisat per Rogers, 2012). D’altra banda, la peroxidacio lipidica consequiéncia de
I’accid de les ROS i I’activitat LOX generen hidroperoxids, a partir dels quals se’n poden
formar aldehids 6 compostos cetols i/0 jasmonats, segons si s’opta per una via no

enzimatica o enzimatica, respectivament (Fig. 6, revisat perGirotti, 1998; Howe, 2004).
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El SA es considera un bon regulador de I’estrés oxidatiu, ja que indueix la
produccié de ROS per inhibicio especifica de I’activitat CAT (Chen et al., 1993) i a més,
a nivell d’expressio génica,la seva acumulacio en fulles d’Arabidopsis esta relacionada

amb I’homeostasi de les ROS (Méne-Saffrané et al., 2009).

Acids grassos
Poliinsaturats \

ROS LOX

Hidroperoxids

AOS

allene oxide
Aldehids /
(MDA, 4HNE) j’“’c
o— i y—cetols
&:Foroplcrsf OPDA /
(i A

OPR3

OPC

P—oxidacié (x3)

\ peroxisoma/

Fig. 6 Esquema representatiu de la generacié de malondialdehid (MDA) i dcid jasmonic (JA) com a resultat
de la peroxidacié lipidica en plantes. Els acids grassos poliinsaturats de la membrana filacoidal s'oxiden a
hidroperoxids al reaccionar amb les especies reactives de I'oxigen (ROS) generades a la planta o mitjangant
I'enzim lipoxigenasa (LOX). Els hidroperdxids generats poden seguir per (a) la via no enzimdatica i transformar-se
finalment en aldehids com I'MDA o (b) optar per la via enzimdtica, involucrant també el peroxisoma, per la
formacié del JA. 4HNE, 4-hidroxinonenal; AQS, allene oxide sintasa; AOC, allene oxide ciclasa; OPDA, acid
oxofitodienoic; OPC; dcid ciclopentanoic; OPR3, reductasa peroxisomal.

A més i a diferéncia de la regulacié hormonal, tot i que els patrons de resposta de
les maquinaries antioxidants de les flors amb senescencia sensible i insensible a 1’etile
poden variar, el dany ocasionat per 1’estrés oxidatiu és comU en ambdos grups de flors
(Bartoli et al., 1997). Per tantel coneixement dels processos oxidatius durant la
senescencia dels petals, aixi com D’estudi de les molécules amb capacitat
antioxidant,permetra establir nous mecanismes de millora de la longevitat de la flor

tallada. En flors, la produccio i quantitat de ROS presents en les cel-lules incrementa a
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I’induir el procés de senescencia dels petals (revisat per Rubinstein, 2000; Rogers, 2012).
En clavells i crisantems (ambdues sensibles a 1’etil¢, Bartoli et al., 1996; 1997) i en flors
d’Hemerocallis (insensibles, Panavas et al., 1998; Chakrabarty et al., 2009), la produccid

d’H,0; augmenta amb I’envelliment del pétal.

Al crisantem, on el dany de membrana i la peroxidacid lipidica estan involucrats en
el procés de senescéncia dels pétals (Bartoli et al., 1995), les activitats enzimatiques
SOD, CAT i glutatio reductasa també augmenten amb la senescencia del petal. A més, el
tractament amb paraquat (potent oxidant) en pétals senescents provoca un increment en la
produccid6 de ROS que es tradueix en una acceleracié de la pérdua d’estabilitat de
membrana, mentre que la maquinaria antioxidant (tant els enzims com les molécules no
enzimatiques) no es veu alterada. D’altra banda, el tractament amb acid ascorbic
(antioxidant) no resulta efectiu a I’hora de prevenir I’estrés oxidatiu, ja que mostra el
mateix resultat que 1’obtingut amb paraquat (Bartoli et al., 1997). Per tant, la perdua
d’eficacia de la resposta antioxidant als peétals vells podria ser deguda bé a I’existéncia
d’algun factor dependent de I’edat que disminueix amb la capacitat metabolica o bé a que
ambdos produccid de ROS 1 disminucié d’activitat antioxidant son induits pel propi
proces de senescéncia (Bartoli et al., 1997). En comparacié amb el crisantem, als pétals
de clavell el tractament amb etile provoca un major increment de la produccié de ROS
que alhora disminueix el contingut en antioxidants no enzimatics (a—tocoferol i glutatio),

efectes que poden ser revertits amb acid aminooxiacétic (Bartoli et al., 1996).

En el cas de les flors d’Hemerocallis s’ha descrit que la pérdua de ’estabilitat de
membrana (mesurada com 1’alliberacié d’electrolits) resulta inhibida en condicions
d’hipoxia pero si que es veu incrementada pel tractament amb H,O, exogen, suggerint la
necessitat de la preséncia d’oxigen per poder incrementar la quantitat de ROS 1 poder aixi

desestabilitzar la integritat de membrana. Alhora, la producci6 d’H,O, endogen
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disminueix amb el tractament de benzoat de sodi (antioxidant, Panavas i Rubinstein,
1998). En un altre estudi més recent on s’arribava a la mateixa conclusio, es suggeria que
I’increment de la produccié d’H,O, observat en senescencia contribueix a augmentar la
taxa de peroxidacié lipidica, reflectida alhora per la pérdua d’integritat de membrana.
Draltra banda, tot i que en I’inici de la senescencia ’activitat de la maquinaria antioxidant
es veu reforcada per ’increment de les activitats enzimatiques SOD, APX i CAT,
I’enorme produccid6 de ROS supera la capacitat antioxidant cel-lular provocant

I’increment del deteriorament cel-lular observat (Chakrabarty et al., 2009).

A part de I’acci6 oxidant dels propis ROS, la peroxidacio lipidica també pot ser el
resultat de Dactivitat enzimatica de la LOX (Fig. 6), que alhora pot contribuir a
I’increment de la produccié de radicals peroxil i perpetuar aixi la reaccié en cadena
(revisat per Rubinstein, 2000). El grau d’activitat LOX acostuma a veure’s incrementat
amb I’inici de la senescéncia floral, tot i que aquest pot variar depenent de les especies
(Peary i Prince, 1990). Aixi, en determinades especies com el gladiol, el clavell (Peary i
Prince, 1990), la rosa (Fukuchi-Mizutani et al., 2000) o la flor de la planta de te (Liu i
Han, 2010), I’activitat LOX resulta molt important per a la regulacio de la senescéncia del
pétal, mentre que en altres espécies com determinades orquidies (Porat et al., 1995) o en
Alstroemeria (Leverentz et al., 2002) no sembla ser un factor de control rellevant per al

progrés de la senescencia floral.

En el cas de la maquinaria antioxidant no enzimatica, estudis anteriors mostren un
augment del contingut en tocoferol (Bartoli et al., 1996; 1997), que en determinats casos
disminueix en els estadis finals del procés (Bartoli et al., 1997). D’altra banda, d’entre les
dues formes detectades en petals, 1’a—tocoferol mostra la major taxa d’acumulacio,
seguida pel y—tocoferol (Puckhaber et al., 2002; Ulusoy et al., 2009). Pel que fa la resta

d’organs florals, en carpels de flors de tabac s’hi ha descrit ambdues formes o— i
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y—tocoferol (Abbasi et al., 2007), mentre que les aplicacions exogenes d’a—tocoferol
semblen promoure el creixement del tub pol-linic en Lilium (Ozawa et al., 1993) i per

tant, també podria trobar-se en I’androceu.

Ates que les estrategies seguides per les espécies estudiesdes anteriorment (tant dels
patrons d’oxidacié com dels mecanismes antioxidants) son tan diferents i que no sembla
haver una linia clara que es relacioni amb la regulacié hormonal diferencial de les flors
sensibles o insensibles a I’etil¢, esdevé important caracteritzar per cada espécie els canvis
associats a 1’estres oxidatiu per tal de poder dissenyar noves estratégies (i especifiques per

cada cas) que ens permetin millorar la longevitat floral de I’espécie que ens interessi.

3.3 Sucres i senescéncia floral

Tot 1 ’existéncia d’evidéncies experimentals que recolzen la hipotesi en que 1’excés
de sucres indueix la senescéncia (Pourtau et al., 2006), I’adicié de sucres a les solucions
de manteniment de la flor tallada generalment permeten allargar-ne la longevitat (revisat
per Pun i Ichimura, 2003; van Doorn, 2004; van Doorn i Woltering, 2008). A més, en
determinats casos com les flors de tulipa (insensible a I’etilé) sembla que la manca de
sucres (i no I’estrés oxidatiu o la produccio d’etilé) és el factor responsable de I’activacio

del procés de senescéncia dels petals (Azad et al., 2008).

D’altra banda i donada la seva capacitat de senyalitzacio, els sucres també poden
influir en ’acci6 en senescencia floral d’altres reguladors endogens com les hormones o
I’estrés oxidatiu. De tota manera, el mecanisme pel qual els sucres son capagos de
retardar I’inici de la senescencia floral romanen confusos i en ocasions poden variar
depenent de I’especie. Tot 1 que I’aportacié extra de sacarosa permet allargar la longevitat
floral del gladiol (Bravdo et al., 1974), la capacitat supressiva del procés de mort cel-lular

previ a la senescéncia dels petals rau en un altre sucre; la trehalosa (Yamada et al., 2003).
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En flors sensibles a I’etile, ’efecte beneficidos de ’aportacidé exogena de sucres ha
estat atribuit a la seva capacitat per disminuir la sensibilitat dels petals a 1’etile 6 a la
supressié de la biosintesi de la propia hormona (revisat per Pun i Ichimura, 2003). De
forma similar a la interaccid entre les vies de senyalitzacié dels sucres i les hormones en
senesceéncia (revisat per Leon i Sheen, 2003), en el cas particular de la senescéncia floral
s’ha suggerit que l’efecte retardant de la senescéncia dels petals observat en flors
sensibles a 1’etile tractades amb sucres podria estar mediat per la propiciacié d’una
situaci6 d’escassa produccio d’ABA, que alhora resulta ser antagonista a la via de
transduccid del senyal de ’etilé (revisat per van Doorn, 2004). A més, recentment s’ha
descrit una possible interaccio entre el SA i els sucres; en flors de clavell (sensibles a
I’etile) tractades amb SA s’observa una millora de 1’estabilitat de membrana i una
disminuci6 de I’estrés oxidatiu, efectes que alhora es veuen potenciats a I’afegir sucres en
la solucié del vas (Kazemi et al., 2011). De forma similar, en les flors d’Eustoma
grandiflorum (insensibles a 1’etil¢) el tractament combinat de SA i sucre permet allargar
la longevitat floral gracies als descensos de la taxa de peroxidacio lipidica 1 I’activitat

ACO i a I’increment de ’activitat dels enzims antioxidants (Kazemi i Shokri, 2011).

L’efecte dels sucres en el procés de senescencia de les flors insensibles a ’etile, pero,
encara roman obscur. S’ha suggerit que pot resultar del retard de la mort cel-lular (revisat
per van Doorn, 2004) o de la seva condicié d’osmelites (que alhora permet mantenir el
potencial osmotic) 1 en determinats casos d’inductors del tancament estomatic (impedint
aixi la perdua d’aigua per transpiracio i contribuint aixi al manteniment del balang hidric

del petal, revisat per Pun i Ichimura, 2003).
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4. Importancia economica del Lilium en el sector de la floricultura

En el sector comercial de la flor tallada la longevitat floral esdevé un dels factors més
importants a tenir en compte a 1’hora d’introduir noves varietats o espécies al mercat. A
més, donat que els petals son els organs florals més vistosos i els primers en deteriorar-se,

I’inici de la seva senescéncia representa un factor limitant.

El Lilium és un génere de plantes natiu de I’arxipé¢lag Ryukyu (Japo) de la familia
Liliaceae (monocotiledonies) que engloba més de 100 espécies bulboses, herbacies i
perennes, actualment distribuides per la majoria de zones temperades de 1I’Hemisferi Nord
(revisat per Benschop et al., 2010). A Catalunya, trobem dues especies autoctones; el
marcolic vermell (L. martagon L.) i el marcolic groc (L. pyrenaicum G.) (revisat per

Bolds et al., 1993).

Generalment la seva comercialitzacio és en forma de flor tallada, ja que les vares
florals son prou fortes com per suportar les diferents flors de la inflorescencia, i aquesta
ocupa la quarta posicié en la classificacié de ventes de flor tallada a nivell mundial,
després de les roses, crisantems i tulipes (Flower Council of Holland, 2007). D’altra
banda, es disposa d’un enorme ventall de varietats de colors, fragancies i formes gracies a
la possibilitat de realitzar encreuaments interespecifics. Depenent de les especies
utilitzades en els encreuaments realitzats per la generacié de noves varietats, els Lilium es
classifiquen en diferents grups. El primer grup d’hibrids generat fou el dels hibrids
asiatics, que comprén varietats obtingudes a partir d’espécies natives d’Asia.
Seguidament va apar¢ixer el grup dels hibrids orientals, generat a partir d’encreuaments
entre especies natives de Japd (revisat per Benschop et al.,, 2010). A més, els
encreuaments entre espeécies d’aquests dos grups amb 1’especie L. longiflorum ha generat
’aparicio de nous grups coneguts amb els noms L.A. (L. longiflorum x asiatics), L.O. (L.

longiflorum x orientals) i O.T. (orientals x trompeta).
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Per a la majoria d’espécies de Lilium la floracié es dona a I’estiu, tot i que degut al
seu interes comercial es poden produir durant tot I’any (en condicions minimament
controlades). D’altra banda, els requeriments per al seu cultiu, aixi com els tractaments
post-collita que se’ls poden aplicar depenen del grup al que pertany la varietat amb la que
es treballa. En el cas dels hibrids del grup L.A., els bulbs necessiten una temperatura de
manteniment de -2°C per tal que la futura planta compleixi amb els parametres de qualitat
requerits pel mercat, mentre que els orientals es mantenen a 1,5°C (International Flower

Bulb Centre).

Els parametres de qualitat de la flor tallada de Lilium no depenen Unicament del
color, la mida o nombre de les flors contingudes en la inflorescencia (caracteristiques que
depenen del tipus de bulb a partir del qual es forma la planta) sind que, donat la notable
preséncia de les fulles en la vara floral, cal que el venedor tingui també en compte el bon
estat del fullatge. En aquest sentit, 1’is de solucions de GAS (i citocinines) per prevenir la
clorosi foliar esta molt estés gracies a 1’existéncia del Promalin, un producte comercial
(GA4+7 i BA a parts iguals) que a més, I’aplicacio del qual també implica un augment de
la longevitat floral del Lilium, incrementant aixi els beneficis del tractament (revisat per

van Doorn i Han, 2011)

Les flors de Lilium han estat classificades dins del grup de les insensibles a 1’etilé
(Woltering i van Doorn, 1988; Elgar et al., 1999; van Doorn, 2001; van der Meulen-
Muisers et al., 2001; Han i Miller, 2003; van Doorn i Han, 2011); el tractament amb etile
exogen no acostuma a accelerar la senescéncia dels tepals (Woltering i van Doorn, 1988;
Elgar et al., 1999), tot i que pot promoure 1’abscisiéo prematura dels botons florals i la
inhibicio de I’obertura floral en determinats casos (revisat per van Doorn i Han, 2011).
D’altra banda, 1’Gs d’inhibidors de la biosintesi d’etile com I’STS o 1’1-MCP pot tenir

efectes positius sobre la longevitat floral del Lilium (Verdugo et al., 2003), tot i que
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I’efectivitat dels tractaments en aquest genere és limitada i depén del genotip (van der
Meulen-Muisers et al., 1999). Pel que fa a les fulles, també semblen tenir una senescencia
independent del control de 1’etilée (Elgar et al., 1999; Han i Miller, 2003), tot i que
resulten ser molt sensibles al fred i a la presencia de sucres en la solucio del vas, que
alhora semblen mantenir algun tipus de relacio amb els efectes de 1’etilé (revisat per van

Doorn i Han, 2011).

La majoria d’estudis realitzats en flor tallada centren els seus esforcos en
I’allargament de la longevitat floral mitjancant tractaments amb fred o amb solucions
aplicades en esprai o en 1’aigua del vas que manté les vares. En el cas del Lilium, pero, el
pretractament amb fred (abans d’arribar a la floristeria) indueix clorosi foliar i I’abscisio
floral i redueix la longevitat floral, efectes que poden ser pal-liats per I’aplicacié de GAS
(Ranwala i Miller, 2000; 2002; van Doorn i Han, 2011). D’altra banda, els efectes
negatius del fred semblen mantenir una estreta relaci6 amb la concentracié de sucres
present a la fulla. En un estudi realitzat amb el cv. ‘Stargazer’ es suggereix que la manca
de sucres (deguda al previ magatzem en fred de les vares florals) és la responsable de
I’aparici6 dels efectes negatius generats per I’emmagatzematge en fred (Ranwala i Miller,
2000). A més, el manteniment de les vares florals en solucions amb sucres millora la
coloracio dels tépals de Lilium, pero alhora també indueix 1’aparici6 de la clorosi foliar
(Han, 2003). Aixi, la concentraci6 afegida al vas esdevé critica, doncs depenent de la dosi
es poden obtenir tant resultats beneficiosos com negatius (sobre la qualitat i longevitat de
la flor tallada). En aquest sentit, encara no esta clar si la manca o 1’excés de carbohidrats
representen factors d’induccid del procés de senescencia foliar (revisat per van Doorn,
2008) ni en flors, on I’adici6 de sucres generalment n’allarga la longevitat pero alhora el
contingut endogen als pétals a 1’inici de la senescéncia és forga elevat (revisat per van

Doorn, 2004).
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El contingut en carbohidrats varia al llarg de la vida de la flor i resulta ser un factor
limitant de la longevitat floral del Lilium, sobretot en els estadis inicials, on pot
comprometre el desenvolupament dels botons florals. A més, el contingut de carbohidrats
del tepal disminueix a mida que aquest es va marcint (revisat per van Doorn i Han, 2011).
En aquest sentit, les aplicacions de sucre a la solucio del vas permeten restablir els nivells
decadents de sucres i allargar aixi la longevitat floral, pel que el seu Us en solucions
preservatives de la flor tallada és forca comu. A nivell molecular, els sucres exogens
retarden la degradacio de proteines i I’expressié dels gens involucrats en la mobilitzacié
de nutrients (revisat per van Doorn, 2004). D’altra banda, els efectes de 1’adicié de sucres
a la solucio6 del vas no sén sempre beneficiosos; en Lilium una aportacioé extra de sucre
indueix ’aparici6é prematura de la clorosi foliar (Nowak i Mynett, 1985; Han, 2003; van
Doorn i Han, 2011), tot i que com aquest efecte és contrarestat per 1’aplicaciéo d’una

solucio de GA4+7 0 del producte comercial Promalin (GA4+7 + BA).

Pel que fa a I’estat redox dels pétals de Lilium, el pretractament amb fred (en
conjunt amb la condici6 de foscor) també provoca un desajust inductor de la senescéncia
floral. EI manteniment de les vares florals en condicions de foscor i a baixes temperatures
provoca una disminucié gradual de I’enzim SOD i un augment significatiu de MDA,
originat com a conseqiiencia de la peroxidacio lipidica. A més, 1’activitat dels enzims
antioxidants de les fulles també disminueix com a conseqiiencia del pretractament amb
fred (Ranwala i Miller, 2000). D’altra banda, el fred només indueix el procés, que alhora
¢és inevitable. Per tant, I’estudi dels efectes 1 nivells dels reguladors endogens permet
establir les bases fisiologiques del Lilium per tal d’utilitzar la informacié disponible i

millorar la qualitat de les vares florals que posteriorment es venguin al mercat.
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5. Aplicacions exogenes i millora de la qualitat de la flor tallada

L’us d’aplicacions exogenes és potser una de les técniques més antigues per determinar
els efectes i caracteritzar els possibles factors involucrats en la regulacio de la senescencia
floral, pero alhora també representen una técnica molt practica i senzilla per obtenir
resultats rapidament.

En el cas de les aplicacions hormonals, ja hem vist que 1’Gs de les GAs i les
citocinines esta tant estés al sector de la floricultura que fins i tot es disposa de solucions
comercials (Promalin® a Europa i Fascination® a América) que només cal dissoldre i
polvoritzar sobre les flors per obtenir un significatiu retard de la senescéncia floral i
foliar. D’altra banda, I’aveng en el coneixement de les vies de regulacié hormonal i
’actual tendéncia a voler aprofundir en 1’estudi a nivell molecular han permés descriure
molts dels receptors especifics de les diferents hormones implicats en la senyalitzacio
hormonal. A més, aixo ha fet possible descriure molécules capaces d’unir-se a agquests
receptors (especifics per cada hormona), permetent alhora que estudis posteriors guanyin
complexitat i determinacié gracies a la induccié o bloqueig de les vies de senyalitzacid
hormonal mitjangant aquests nous compostos agonistes i/0 antagonistes. En el cas de les
flors insensibles a 1’etile, el coneixement a nivell molecular de la regulacio de la via de
I’etilé no té massa pes, pero la descripcio d’altres vies, com ara la de la transduccié del
senyal de I’ABA, poden tenir importants repercussions en 1’estudi de la senescéncia floral
insensible a I’etile. Es el cas del Pyrabactin®, una sulfonamida sintética inicialment
descrita com a agonista selectiva de ’ABA (Park et al., 2009) gracies a la qual s’han
pogut identificar els receptors d’ABA, anomenats PYR/PYL/RCAR (Ma et al., 2009;
Park et al., 2009) que més tard s’ha revelat que també pot mostrar I’efecte contrari
(comportament antagonic) en determinats receptors (PYL2 i PYL4, Melcher et al., 2010;

Peterson et al., 2010). L us del Pyrabactin, en cas que en la senescéncia floral del Lilium
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aquest es comportés com a antagonista de I’ABA, podria revelar noves eines per allargar
la longevitat floral en espécies insensibles a 1’etilé.

Per contra, degut a 1’elevat cost que suposa 1’adquisicié d’hormones, els possibles
problemes relacionats amb la dosi aplicada i/o la manca d’efectivitat dels tractaments fan
que la tendéncia global sigui a anar provant productes molt més economics que provoquin
els mateixos efectes beneficiosos o inclis millors. L’exemple més conegut €és el de
I’adici6 de sucre a la solucio del vas, que generalment permet incrementar un cert temps
la longevitat floral (revisat per Halevy i Mayak, 1979; Pun i Ichimura, 2003; van Doorn i
Woltering, 2008). Aquest efecte, alhora ha incentivat a molts autors a determinar el rol
especific dels sucres en 1’aveng de la senesceéncia floral, trobant importants diferéncies
entre els mecanismes seguits per les flors sensibles a 1’etilé (com el clavell o la rosa) i les
insensibles (com el Lilium, 1’Iris o el gladiol) pero on a totes 1’aportacié extra de sucres
resulta beneficiosa (revisat per van Doorn i Woltering, 2008). D’altra banda, tot i
I’evidencia de I’existencia de lligams entre les hormones, I’estres oxidatiu 1 els sucres, els
efectes dels sucres sobre la maquinaria hormonal i oxidativa desenvolupats per la planta
per tal de controlar i regular el progrés de la senescéncia no estan ben definits. Per tant, la
determinaci6 de les vies per les quals 1’aportacié extra de sucres és capag de retardar el

deteriorament dels pétals també ajudara a esclarir els mecanismes de senescencia floral.
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Obijectius

OBJECTIUS

Els objectius globals del present treball van estar orientats a la millora del coneixement
del procés de senescencia floral i de la qualitat de la flor tallada del Lilium, incloent en

aquest ultim aspecte la rellevancia de la qualitat de les fulles de la vara floral.

Els objectius especifics foren:

e Auvaluar els canvis dels reguladors endogens mes importants relacionats amb la
senescencia floral (hormones vegetals, estres oxidatiu i sucres) en els diversos teixits
florals al llarg del seu desenvolupament per tal de coneixer millor el procés.

e Avaluar els possibles rols i comportaments dels organs florals durant les diverses
etapes del desenvolupament de la flor (pre-antesi i senescencia).

e Comparar ambdos tipus de desenvolupament, natural (flor no tallada) i artificial (flor
tallada), per tal de coneixer millor la fisiologia del desenvolupament floral i aixi
poder millorar la longevitat de la flor tallada.

e Determinar I’efecte de les aplicacions exogenes hormonals sobre la senescencia
floral i foliar per tal de corroborar les activitats de diversos compostos en Lilium i
provar de contribuir en les opcions disponibles a I’hora de millorar la qualitat de la

flor tallada.
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Capitol 1. Article “Hormonal changes during flower development in floral tissues of
Lilium”, publicat a la revista Planta, index d’impacte (2010) de 3.098. En aquest treball
es descriu la importancia dels canvis hormonals durant el desenvolupament floral en
flors de Lilium, tant abans com després de 1’antesi, amb un émfasi especial en els
processos de senescéncia floral. Cal destacar ’aproximacié experimental original en
que s’analitzen els nivells hormonals, no només dels tépals, sin6 també de 1’androceu i
el gineceu. A més, s’examinen els canvis hormonals que pateixen aquests organs florals
en la flor tallada i el paper especific de I’acid abscisic (ABA) i del Pyrabactin en la
longevitat floral. La doctoranda ha realitzat tot el mostreig, les analisis de les mostres, el
tractament estadistic i 1’elaboracio dels resultats, i a més ha participat en el disseny
experimental i discussié dels resultats, constant per tant com a primera autora del
treball. La doctoranda ha demostrat una gran capacitat de treball, aixi com un excel-lent
maneig en els mostrejos 1 una excel-lent predisposicido en la introduccié a I’us de
I’HPLC-MS/MS per a les analisis d’hormones. La doctoranda demostra també una gran

capacitat d’analisi 1 interpretacio6 dels resultats.
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Capitol 2. Article “Tocopherol composition in flower organs of Lilium and its
variations during natural and artificial senescence”, publicat a la revista Plant
Science, index d’impacte (2010) de 2.481. En aquest treball s’avalua la composicio i
nivells de tocoferols durant el desenvolupament floral en flors de Lilium, tant abans com
després de I’antesi, amb un émfasi especial en els processos de senescencia floral. En
aquest cas s’analitzen també els nivells de tocoferols no només dels tépals, sind també
de I’androceu 1 el gineceu. A més, s’examinen els nivells d’aquests antioxidants en
diferents parts de 1’androceu i com varien en els tépals de flor tallada respecte al procés
natural en la planta en relaci6 a altres marcadors d’estrés oxidatiu. La doctoranda ha
realitzat tot el mostreig, les analisis de les mostres, el tractament estadistic i I’elaboracio
dels resultats, i a més ha participat en el disseny experimental i discussio dels resultats,
constant per tant com a primera autora del treball. La doctoranda ha demostrat una gran
capacitat de treball, aixi com una excel-lent predisposicio a la millora dels experiments
realitzats completant un treball molt original. La doctoranda demostra també una gran

capacitat d’analisi i interpretacid dels resultats, aixi com un alt grau de maduresa.

Capitol 3. Article “Sucrose accelerates flower opening and delays senescence
through a hormonal effect in cut lily flowers”, publicat a la revista Plant Science,
index d’impacte (2010) de 2.481. En aquest treball es descriu 1’efecte de I’aplicacié de
sacarosa en la longevitat floral en Lilium, tant abans com després de ’antesi, amb un
emfasi especial en els processos de senescencia floral. Cal destacar 1’aproximacio
experimental, molt més aplicada que en els anteriors capitols, original i amb un alt valor
cientific, ja que es demostra per primera vegada en aquesta espécie que la sacarosa pot
tenir un efecte positiu en el retras de la senesceéncia floral a través d’un efecte hormonal.
I, el que és encara mes important, amb un efecte diferencial en els diversos organs
florals. La doctoranda ha realitzat tot el mostreig, les analisis de les mostres, el
tractament estadistic i 1’elaboracio dels resultats, i a més ha participat en el disseny
experimental i discussié dels resultats, constant per tant com a primera autora del
treball. Es en aquest treball on la doctoranda participa ja activament en la redacci6 de
I’article. La doctoranda demostra una gran capacitat d’analisi 1 interpretacid dels

resultats.
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Capitol 4. Article “Hormonal regulation of leaf senescence in Lilium”, enviat a la
revista Journal of Plant Physiology, index d’impacte (2010) de 2.677. En aquest darrer
treball es descriu la importancia dels canvis hormonals durant la senescéncia foliar en
vares florals de Lilium, un aspecte clau també en la qualitat de la flor en el mercat. En
aquest treball es fa un excel-lent seguiment de la senescéncia foliar en plantes control i
en plantes amb fulles tapades, en les quals s’indueix la senescéncia. S’examinen els
canvis hormonals que pateixen les fulles observant-ne un paper especific de I’ABA en
el control de la senescencia en aquesta espécie. Per tal de confirmar els resultats es fan
tractaments amb ABA i Pyrabactin i s’avaluen els seus efectes en la senescéncia foliar.
Es en les aplicacions de Pyrabactin on s’obtenen també resultats molt interessants tal i
com passava en el capitol 1 en flors, pero amb resultats sorprenentment diferents. La
doctoranda ha realitzat tot el mostreig, les analisis de les mostres, el tractament
estadistic i1 I’elaboracid dels resultats, 1 a més ha participat en el disseny experimental i
discussio dels resultats, constant per tant com a primera autora del treball. La
doctoranda ha demostrat una gran capacitat de treball i ha participat també activament

en la redacci6 de I’article. La doctoranda demostra un alt grau de maduresa cientifica.

I, per que aixi consti als efectes oportuns,

Dr. Sergi Munné Bosch

~57 ~






SULTATS







CaPiTOL 1:

VARIACIONS HORMONALS ALS TEIXITS FLORALS
DURANT EL DESENVOLUPAMENT FLORAL EN
LiLIUM

~61 ~






CaprPiTOL 1

HORMONAL CHANGES DURING FLOWER DEVELOPMENT IN FLORAL
TISSUES OF LILIUM

Laia Arrom - Sergi Munné-Bosch

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

Spain

Planta,
D.O.1. 10.1007/s00425-012-1615-0

Senescéncia Natural Senescéncia Artificial

Estadis florals del Lilium

~ 063~






Resum del capitol 1

RESuUM DEL CAPIiTOL 1

Degut a I’interés que desperta la senescencia floral, molts son els esforgos realitzats per
tal de comprendre’n millor les senyals clau que en regulen el procés. Tot i que en
diverses espécies 1’etilé és un dels reguladors principals en el control de la senescéncia
floral, les flors de Lilium mostren una baixa sensibilitat a aquesta hormona, permetent
que la regulaci6 del procés de senescencia de la flor estigui modulat per altres
hormones. En el present estudi es mostren les variacions (1) hormonals endogenes en
diferents teixits florals (tépals externs i interns, androceu i gineceu) al llarg del
desenvolupament natural de la flor, (2) dels nivells endogens en antesi de les hormones
dels diversos teixits en flors intactes i de la flor tallada, i (3) de la longevitat floral
degudes al tractament en esprai amb acid abscisic i Pyrabactin®. Els resultats mostren
un comportament hormonal diferencial entre els diferents teixits florals analitzats durant
el desenvolupament floral. Els nivells de citocinines i auxines augmentaven
majoritariament als tépals abans de abans de 1’obertura floral, després de la qual els
disminuirien durant la senescéncia. Per contra, els nivells d’acid abscisic incrementaven
amb el progrés de la senescéncia, perd només als tépals externs i al gineceu i durant els
ultims estadis. A més, la flor tallada en antesi mostrava diferéncies respecte les flors
intactes en el mateix estadi en els nivells d’acid abscisic i auxines dels tepals externs,
d’acid salicilic als tépals interns, de citocinines, gibberel-lines i acid jasmonic de
I’androceu 1 d’acid abscisic 1 acid salicilic del gineceu, demostrant aixi una clara
resposta diferencial entre els teixits florals. A més, ’aplicacio en esprai de la
combinacié d’acid abscisic i Pyrabactin® accelerava les darreres etapes de la
senescencia dels tepals, tot i que només quan la senescencia era retardada amb
Promalin®. Es conclou que (1) els teixits florals responen diferencialment en les seves

variacions hormonals endogenes al llarg del desenvolupament floral, (2) les flors
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tallades mostren drastics canvis en 1’equilibri hormonal no només als teépals externs 1
interns sind també a I’androceu i el gineceu i, (3) I’acid abscisic podria estar accelerant

la progressio de la senescéncia dels tépals en Lilium.
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Abstract Much effort has been focussed on better
understanding the key signals that modulate floral senes-
cence. Although ethylene is one of the most important
regulators of floral senescence in several species, Lilium
flowers show low sensitivity to ethylene; thus their senes-
cence may be regulated by other hormones. In this study
we have examined how (1) endogenous levels of hormones
in various floral tissues (outer and inner tepals, androecium
and gynoecium) vary throughout flower development, (2)
endogenous levels of hormones in such tissues change in
cut versus intact flowers at anthesis, and (3) spray appli-
cations of abscisic acid and pyrabactin alter flower lon-
gevity. Results show that floral tissues behave differently in
their hormonal changes during flower development. Cyto-
kinin and auxin levels mostly increased in tepals prior to
anthesis and decreased later during senescence. In contrast,
levels of abscisic acid increased during senescence, but
only in outer tepals and the gynoecium, and during the
latest stages. In addition, cut flowers at anthesis differed
from intact flowers in the levels of abscisic acid and auxins
in outer tepals, salicylic acid in inner tepals, cytokinins,
gibberellins and jasmonic acid in the androecium, and
abscisic acid and salicylic acid in the gynoecium, thus
showing a clear differential response between floral tissues.
Furthermore, spray applications of abscisic acid and pyr-
abactin in combination accelerated the latest stages of tepal
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senescence, yet only when flower senescence was delayed
with Promalin. It is concluded that (1) floral tissues dif-
ferentially respond in their endogenous variations of hor-
mones during flower development, (2) cut flowers have
drastic changes in the hormonal balance not only of outer
and inner tepals but also of androecium and gynoecium,
and (3) abscisic acid may accelerate the progression of
tepal senescence in Lilium.

Keywords Abscisic acid - Cytokinins - Floral tissues -
Flower senescence - Hormones - Lilium

Abbreviations

ABA Abscisic acid

GA,; Gibberellin 4

IAA  Indole-3-acetic acid
JA Jasmonic acid
PYR Pyrabactin

SA Salicylic acid

Z Zeatin

ZR Zeatin riboside

Introduction

Senescence is the final stage of development and involves
the degenerative changes that lead flowers to death. Given
its importance in the commercial floriculture, where it
obviously is an unwanted, but also inevitable process,
numerous efforts have been focussed on studying the reg-
ulation of floral senescence by hormones, sugars, and other
possible senescence factors to delay it (Stead 1992;
Wagstaff et al. 2005; Rogers 2006; Price et al. 2008; van
Doorn and Woltering 2008). While in most flowers
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ethylene has been shown to be a master regulator of petal
senescence, there is a small group of flowers with low
sensitivity to ethylene (also called ethylene-insensitive
flowers) that also undergo senescence. Plants of the genus
Lilium are within this latter group (Woltering and van
Doorn 1988; Elgar et al. 1999; Burchi et al. 2005; van
Doorn and Han 2011), and despite being one of the flowers
most sold worldwide, hormonal regulation of flower
senescence in this species remains largely unknown.

Beyond the regulation of floral senescence by ethylene,
little is known about the role of other hormones both in
ethylene-sensitive and insensitive flowers. In ethylene-
sensitive flowers cytokinins delay, while auxins accelerate
petal senescence. Cytokinins delay petal senescence in
petunias by reducing ethylene sensitivity (Chang et al.
2003), while auxins appear to accelerate withering in orchid
petals due to a stimulation of ethylene production (O’Neill
1997). On the other hand, in ethylene-insensitive flowers,
cytokinins and abscisic acid (ABA) appear to be the most
important regulators in the initiation of senescence in petals
of several species (Panavas et al. 1998; Hunter et al. 2004;
reviewed in Rubinstein 2000; Zhou et al. 2005; van Doorn
and Woltering 2008). As in the regulation of leaf senes-
cence, cytokinins inhibit the progression of flower senes-
cence while ABA has the opposite effect. Unfortunately, to
our knowledge, there is no available information on the
hormonal changes in various floral tissues (aside from
petals) during flower development, neither in ethylene-
sensitive nor in ethylene-insensitive flowers.

Lilium flowers and their individual flower tissues, mainly
the gynoecium, produce ethylene, but ethylene production
mainly occurs during the initial development stages (Burchi
et al. 2005). In addition, ethylene inhibitors do not always
increase their vase life, and the effect of other treatments
varies with cultivars. Therefore, although ethylene may be
involved in the regulation of flower development and senes-
cence processes, it may not play a primary role (Burchi et al.
2005). Furthermore, Lilium flowers used in the present study
are sterile, so the effects of pollination on the regulation of
floral senescence, which have been described for other species
(Stead 1992; Woltering et al. 1993), may not apply here. In the

B T S—
Stage I Stage II

Fig. 1 Flower developmental stages in Lilium. In chronological

order; stage I (closed flower, with green tepals), stage II (flower still
closed but less compacted, with fully mature and brown stamens),
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present study, we hypothesized that (1) other hormones, such
as cytokinins, auxins, gibberellins, ABA, jasmonic acid (JA)
or salycilic acid (SA) may be involved in the regulation of
flower development in Lilium, and (2) a different hormonal
regulation of this process may occur in various floral tissues,
including not only outer and inner tepals, but also the
androecium and gynoecium. With this aim we examined the
endogenous contents of the cytokinins, zeatin (Z) and zeatin
riboside (ZR), indole-3-acetic acid (IAA), gibberellin 4
(GA,), ABA, JA, and SA in floral tissues at six stages of
development. In addition, (3) we evaluated the endogenous
variations in the levels of hormones in such floral tissues at
anthesis in cut flowers. Since ABA levels increased in outer
tepals of cut flowers, we hypothesized that (4) ABA could be
involved in the acceleration of tepal senescence in cut flowers.
To test this hypothesis, we evaluated to what extent flower
longevity was altered in cut flowers with and without an
application of ABA and pyrabactin (PYR). PYR is a synthetic
sulfonamide that was initially described to mimic ABA, but
unlike ABA, it activates only a few of the 14 ABA receptors
(Nishimura et al. 2009) and acts as an antagonist of some of the
ABA receptors (Melcher et al. 2010). However, to our
knowledge the effects of PYR on flower longevity have not
been explored thus far.

Materials and methods
Plant material, conditions of study, and treatments

Lilies (Lilium L.) belonging to the monocot family Lilia-
ceae have flowers with six tepals divided into two whorls
(thus allowing us to differentiate between outer and inner
tepals), six stamens (forming the whole androecium), and a
gynoecium with three fused carpels and a superior ovary
(Judd et al. 2008). There are many commercial varieties of
Lilium, depending on the flower shape, color, size, or fra-
grance. The variety used in this study, called ‘Courier’,
belongs to the group “L.A.” (L. longiflorum x Asiatic
Hybrid) and has smooth green or white tepals, depending
on the developmental stage (Fig. 1).

v " .
t!»- e/
Stage IV Stage V Stage

stage IlI (open flower, anthesis stage), stage IV (completely white,
hydrated tepals), stage V (dehydrated tepals, just before tepal
abscission) and stage VI (naked gynoecium)
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Plant material for experiments 1 and 2 was obtained as
follows. Bulbs of Lilium L.A. ‘Courier’ (purchased from
Mapifloricultura S.L., Madrid, Spain) were directly trans-
ferred to the soil (Calcic Luvisol, FAO classification) in a
plastic-made greenhouse at the experimental fields of the
Faculty of Biology of the University of Barcelona, on 25
November 2008. Plants were grown with a planting density
of 45 bulbs m and watered with tap water once a week
until flowers were obtained for the experiments, which
started on 27 March 2009. Plant material for experiment 3
was purchased from a local market.

For the study of natural flower development (intact
flowers, experiment 1), the four floral tissues of Lilium
flowers (outer tepals, inner tepals, androecium and gynoe-
cium) were sampled from flowers found at six develop-
mental stages, which are depicted in Fig. 1. Different
developmental stages were arbitrarily defined according to
Arrom and Munné-Bosch (2010), as follows: stage I, closed
flower bud, green tepals and immature androecium; stage II,
closed flower bud with green tepals and brown stamens;
stage III, flower at anthesis, with greenish tepals and pollen
still contained inside the anthers; stage IV, white, com-
pletely hydrated tepals, and pollen already out from anthers;
stage V, dehydrated tepals, just before abscission occurs;
and stage VI, naked gynoecium (Fig. 1). Samples were
taken during 27 March 2009 (stage I), 1 April 2009 (stages II
and IIT) and 8 April 2009 (stages IV, V and VI) from flowers
from plants grown in the plastic-made greenhouse, which
were exposed to constant climatic conditions, with relative
humidity, air temperature, and photon flux density between
50 and 65%, 9-12°C and below 50 pmol m2s7 !, respec-
tively. Sampling was always performed between 08:30 and
09:30 am. (UTC/GMT + 1). Temperature and relative
humidity were monitored by means of a portable thermo-
hygrometer model EB313HGN (Oregon Scientific Ibérica
S.A., Alcobendas, Spain), whereas photon flux density was
registered with a portable Quantum sensor (Walz, Effeltrich,
Germany). Sampling was carried out by cutting the stems,
dividing flowers according to their developmental stage and
separating (and immediately freezing in liquid nitrogen)
floral tissues (outer tepals, inner tepals, androecium and
gynoecium) thereby obtaining the four floral tissues at dif-
ferent stages of flower development. Floral tissues from
different flowers at the same developmental stage of at least
four randomly selected stems were combined for each
analysis. Within each stem, flowers were always selected for
their development stage irrespective of position on the stem
or other criteria. In addition, flower longevity was estimated
by monitoring daily the stage of development at which all
flowers from four stems were found, counting the days
elapsed between developmental stages.

For studies of hormonal changes in cut flowers
(experiment 2), stems were collected on 27 March 2009,

when most of the flower buds were at stage I and at least
one of them was at stage II. Then, leaves at 15 cm from
the base of the stems were removed to minimize the
appearance of pathogens, and stems were placed in sev-
eral vases of 1.3 L capacity with distilled water, which
was replenished every 4-5 days. The treatment involved
four vases and each vase contained four stems with at
least three flowers per stem. All cut flowers were exposed
to constant climatic conditions, with a relative humidity
of 50%, air temperature of 20°C, and photon flux density
below 10 pmol m~2 s~'. Floral longevity was estimated
by a daily monitoring of each flower placed in the vases,
counting the days elapsed to reach the different devel-
opmental stages (I-VI), as it was done for intact flowers.
Sampling for biochemical analysis in all cut flowers was
performed at anthesis taking the four floral tissues (outer
tepals, inner tepals, androecium and gynoecium) as
described before.

For experiments 1 and 2, floral tissues (outer tepals,
inner tepals, androecium and gynoecium) separated from
flowers were immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at —80°C for phytohormone analyses. At least
50 mg of sample was used for each biochemical analysis.

For studies of spray applications of ABA and PYR
(experiment 3), stems were obtained from the local market
on 14 July 2011 and immediately exposed to the corre-
sponding hormonal treatment. The following day, stems
were placed into various vases of 1.3 L capacity and
maintained as described for experiment 2. All treatments
started at the same time, with most of the flower buds from
each stem were at stage II. Treatments consisted of a single
spray application of 15 mL of each solution directly on the
flower buds. The spray applications of ABA and PYR were
compared with a control with distilled water and a positive
control with Promalin® (Kenogard, Barcelona, Spain).
Promalin is a commercial product made of a mixture of
cytokinins and gibberellins that is effective in delaying
flower senescence (Ranwala and Miller 1998). Apart from
these four treatments (ABA, PYR, Promalin and control),
their combinations were also tested, which resulted in a
total of eight treatments: control, Promalin, ABA, PYR,
Promalin + ABA, Promalin + PYR, ABA + PYR, and
Promalin + ABA + PYR. Promalin was prepared so that
the sprayed solution contained 100 mg/L of benzyl adenine
and GA4, 7, as recommended by the manufacturer. ABA
and PYR were sprayed at a concentration of 5 x 107> M.
All treatments contained 0.1% (v/v) Tween-20 as a sur-
factant and 0.5% of dimethylsulfoxide (used to dissolve
ABA and PYR), including both controls. Flower longevity
was estimated by a daily monitoring of all flowers from six
stems placed in three vases, counting the days lapsed to
reach the different developmental stages (I-VI), as it was
done for previous experiments.
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Phytohormone analyses
Levels of the phytohormones, Z, ZR, IAA, ABA, GA4, SA,

and JA were determined by HPLC-MS/MS as described
previously (Abreu and Munné-Bosch 2009).

Statistical analyses

Differences between treatments were evaluated using the
analysis of variance (ANOVA), using the Duncan’s post
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hoc test, or Student’s ¢ tests, and were considered signifi-
cant at a probability level of P < 0.05.
Results

Endogenous variations of hormones during flower
development in several floral tissues

Floral tissues did behave differently from each other in the
hormonal changes during flower development. In outer

Inner
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tepals, Z levels were unaltered during flower development,
while ZR levels increased from stage I to IV, to decrease
later by 80% from stage IV to V. Similarly, GA4 contents
remained unchanged, while TAA levels increased by 74%
from stage I to anthesis to decrease later by 48% during
senescence in outer tepals (Fig. 2). ABA levels fell steadily
up to 75% from stage I to IV in this tissue, while they
increased 2.4-fold from stage IV to V (Fig. 3). JA levels
decreased by 88% from stage I to II in outer tepals to keep
unaltered later on. SA levels increased 3.5- and 1.7-fold
from stage II to anthesis and from stage IV to V, respec-
tively, in outer tepals (Fig. 3).

Z and ZR levels increased 3.2- and 2.4-fold, respec-
tively, from stage I to III in inner tepals. ZR levels
decreased by 66% between stages IV and V in this tissue,
similarly to what occurred during senescence in outer
tepals. While GA4 levels kept unaltered throughout flower
development in inner tepals, IAA levels increased 2.6-fold
from stage I to anthesis (Fig. 2). In contrast to outer tepals,
ABA levels increased 6.6-fold from stage I to II in inner

Fig. 3 Endogenous contents of

Outer

tepals to recover initial values at anthesis and to keep then
constant during senescence (stages III-V). JA levels did
not significantly vary throughout flower development,
except for a 48% decrease between stages IV and V. SA
contents increased by 17- and 1.5-fold from stage I to
anthesis and between stages IV and V, respectively, in
inner tepals (Fig. 3).

In the gynoecium, Z levels gradually decreased up to
62% from stage I to VI, while ZR contents decreased by
83%, but only after anthesis. GA4 levels decreased in this
organ by 97% from stage I to anthesis, to keep constant
afterwards. On the other hand, IAA levels decreased by
61% from stage 1 to anthesis (Fig. 4). ABA contents
decreased from stage I to anthesis by 87% and then kept
constant until tepal abscission (between stages V and VI),
when levels recovered to initial values. JA levels
decreased by 98% between stages I and II, but then
remained constant until stage VI. SA contents increased
2.1-fold from stage III to V, to decrease by 50% after-
wards (Fig. 5).
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Androecium
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In the androecium, cytokinins and auxin contents kept
constant throughout flower development, except for Z
levels, which increased by 3.3-fold from anthesis to stage
V. As observed in the gynoecium, GA, levels decreased by
70% from stage I to anthesis and kept constant afterwards
(Fig. 4). ABA and JA levels decreased by 81% and 98%),
respectively, from stage I to anthesis, to remain constant
later until stage V. SA contents also increased 12.1-fold
after anthesis (Fig. 5).
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Gynoecium

Stage

Effects of stem cutting on flower longevity
and hormone levels in several floral tissues

Estimation of floral longevity revealed that compared with
natural development (intact flowers), cut flowers showed a
reduction of total longevity by 7.7 days. This reduction in
flower longevity was due to a shortening of 7.0 days from
stage III to VI, hence indicating an acceleration of
the senescence process (Fig. 6). Cut flowers showed a
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Fig. 6 Flower longevity in intact and cut Lilium flowers. Data corre-
spond to the mean £ SE, of n = 4. Results of statistics are shown in the
inlets (ANOVA, P < 0.05) and asterisks indicate significant differences
between treatments (Student’s 7 test, P < 0.05). For details about flower
developmental stages, see Fig. 1. NS not significant

Gynoecium

Stage

reduction of the time needed to reach stages IV, V, and VI
(from the preceding stage) by 5.0, 2.7, and 4.2 days,
respectively, while the days required to reach stages II and
IIT (from the preceding stage) kept unaltered (Fig. 7). In
other words, cut flowers reached anthesis in the same time
as intact flowers, but showed an accelerated senescence
(from stage III to V but particularly between III and IV)
and tepal abscission (between V and VI).

Compared with intact flowers, cut flowers showed
significant alterations in the hormonal balance of several
flower tissues at anthesis, including (1) increases of IAA
and ABA contents by 2.6- and 2.2-fold, respectively, in
outer tepals, (2) a decrease of SA levels by 71% in inner
tepals, (3) increases of Z, ZR, and JA contents by 2.8-,
1.8- and 2.4-fold, respectively, in the androecium,
accompanied by a sharp decline by 98% in GA,4 con-
tents, and (4) increases of IAA, ABA, and SA contents
by 3.5, 3.1, and 2.9-fold, respectively, in the gynoecium
(Figs. 8, 9).
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Fig. 7 Details of days elapsed between stage I and different
developmental stages (a) and between different developmental stages
one by one (b) in intact and cut Lilium flowers. Data correspond to the
mean =+ SE, of n = 4. Results of statistics are shown in the inlets
(ANOVA, P < 0.05) and asterisks indicate significant differences
between treatments (Student’s ¢ test, P < 0.05). NS not significant.
For details of flower developmental stages, see Fig. 1

Effects of ABA and PYR on flower longevity

The effects of spray applications of ABA and PYR on
flower longevity were compared with a control with dis-
tilled water and a positive control with Promalin. Fur-
thermore, combinations of these treatments were also
evaluated, which resulted in a total of eight treatments
depicted in Suppl. Figs 1 and 2. Spray applications of ABA
or PYR alone or in combination had no significant effect on
flower longevity, either in total flower longevity, or in
floral opening or senescence. However, when ABA and
PYR were applied in combination with Promalin, flower
longevity was reduced compared with Promalin alone, with
a specific effect on tepal abscission, that is, between stages
V and VI (Figs. 10, 11).
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Discussion

It is well known that phytohormones are involved in the
regulation of flower senescence, but their specific activities
can vary depending on the species. For the regulation of
flower senescence in ethylene-sensitive species, the most
important regulator is ethylene and the rest of the hormones
act as promoters or inhibitors of its production or activity.
However, in ethylene-insensitive species or species with
low sensitivity to ethylene, such as lilies, other hormones
than ethylene may play a primary role (Burchi et al. 2005;
van Doorn and Woltering 2008). Cytokinins and ABA have
been proposed as the signals triggering senescence in eth-
ylene-insensitive flowers (Reid and Chen 2007; van Doorn
and Woltering 2008). Cytokinins delay leaf senescence and
there is evidence that this hormone can delay petal senes-
cence in ethylene-insensitive Iris flowers (van der Kop
et al. 2003). The role of ABA in petal senescence is con-
sidered to be just the opposite. In daylily (Hemerocallis,
ethylene-insensitive) petals, endogenous ABA content
increases as senescence progresses; however, the rise in
ABA contents occurs later than the start of senescence-
associated gene (SAG) expression, thus suggesting ABA is
not triggering the process (Panavas et al. 1998). Auxin has
also been shown to be involved in the regulation of flower
senescence, but its role seems to vary depending on the
plant species. Exogenous auxin delays petal senescence in
daylilies (Rubinstein 2000), while it accelerates perianth
senescence in several orchid genera (ethylene-sensitive
flowers) (O’Neill 1997). In the present study, we show that
contents of cytokinins and auxin decrease, while ABA and
SA levels increase in tepals during the progression of
natural flower senescence (intact flowers), thus confirming
that cytokinins and auxin may act as inhibitors, and ABA
and SA as promoters of the senescence process in ethylene-
insensitive flowers, such as lilies. However, we show here
for the first time that outer and inner tepals behave dif-
ferently in the variations of the hormonal levels during
flower development and that the androecium and the
gynoecium respond also differently from each other and
from tepals in both, pre- and post-anthesis.

The complexity and programming of flower senescence
forces us to consider all possible cross-talk relationships
between plant regulators, reflecting a network of signals
that work together to satisfy the plant’s needs at each
developmental stage (time) and in each floral organ
(space). Results shown here reflect this point. After flower
opening, ZR decreased in both outer and inner tepals
during senescence (stages III-V), while IAA did also
decrease during this period but only in outer tepals. SA
increased between stages IV and V in both outer and inner
tepals, while ABA contents increased in outer tepals only.
The most important differences were, however, observed
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between tepals and reproductive organs, the response in the
androecium and gynoecium differing also to each other. In
androecium and gynoecium a sharp increase of SA was
observed between anthesis and stage V and not only
between stages IV and V, as observed in both outer and
inner tepals. In addition, Z contents increased from stage
III to V in the androecium, while its contents were not
altered in the gynoecium during this period. Instead, the
gynoecium also showed decreases in ZR from stage III to
V. After tepal abscission (between stages V and VI), SA
decreased while ABA increased in the gynoecium. It
appears therefore that significant metabolic changes occur
during flower senescence in the androecium, probably
mediated by endogenous accumulation of zeatin, which
may increase the “sink” capacity of organs (Gan and
Amasino 1995; Zaffari et al. 1998; Haberer and Kieber

2002; Werner et al. 2003). The accumulation of SA does
not appear to be a tissue-specific effect, since the gynoe-
cium showed similar increases during the same develop-
mental stages and both, outer and inner tepals, also showed
an increase in the levels of this compound between stages
IV and V. It is likely that the SA accumulation in all floral
tissues reflects a protective role against pathogens, since
senescence processes are known to increase sensitivity to
biotic stresses (Valdivia et al. 2006). It is known that SA
promotes senescence processes (Morris et al. 2000;
Buchanan-Wollaston et al. 2005), particularly during latest
stages inducing cell death (Garcia-Heredia et al. 2008).
Therefore, it seems likely that SA accumulation pro-
motes cell death in several flower organs, since SA levels
increased to the highest level at the latest stages of
development in tepals and androecium, while SA levels
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g § A tissues, as summarized in Fig. 12. Although ABA levels
o a[]a increased in outer tepals of cut flowers, spray applications
of ABA did not accelerate tepal senescence in cut flowers.
0 S 4 T In contrast, spray applications of ABA and PYR in com-

Stage

Fig. 10 Flower longevity in cut Lilium flowers treated with a
combination of abscisic acid (ABA) and pyrabactin (PYR) either with
or without Promalin and the respective controls. Data correspond to
the mean & SE, of n = 6. Results of statistics are shown in the inlets
(ANOVA, P < 0.05) and letters indicate significant differences
between treatments (Duncan’s test, P < 0.05). For details about
flower developmental stages, see Fig. 1

decreased in the gynoecium from stage V to VI, when tepal

abscission occurred and the only organ remaining in the
flower was the gynoecium.

@ Springer

bination accelerated the final stages of tepal senescence,
but only when flowers were treated with Promalin. In the
U.S., Promalin (which contains GA4,7 plus BA) is a leg-
ally approved product (marketed as Fascination, Valent
USA, Walnut Creek, CA, USA) for quality improvement of
many floricultural crops including lilies, used to enhance
flower longevity (Ranwala and Miller 1998, 2005). Pro-
malin was used here as a positive control. On the other
hand, PYR is a synthetic sulfonamide that was initially
described to mimic ABA, but unlike ABA, it activates only
a few of the 14 ABA receptors (Nishimura et al. 2009).
PYR has been shown to act as an antagonist of some of the
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Fig. 11 Details of days elapsed between stage I and different
developmental stages (a) and between different developmental stages
one by one (b) in cut Lilium flowers treated with a combination of
abscisic acid (ABA) and pyrabactin (PYR) either with or without
Promalin and the respective controls. Data correspond to the
mean =+ SE, of n = 6. Results of statistics are shown in the inlets
(ANOVA, P < 0.05) and letters indicate significant differences
between treatments (Duncan’s test, P < 0.05). NS not significant.
For details about flower developmental stages, see Fig. 1

ABA receptors (Melcher et al. 2010). Here, it is demon-
strated for the first time that PYR may exert an effect on
flower longevity, but only when applied in combination
with ABA and in flowers additionally treated with Pro-
malin. It appears therefore that PYR and ABA show a
synergistic effect reducing flower longevity, but this effect
is only observed in flowers with a long lifespan, as those
treated with Promalin. It should be noted that cut flowers
used for the hormone application experiment were obtained
fom the local market. Thus, the possibility cannot be
excluded that they were already treated to increase their
lifespan. Our results suggest that in flowers with a longer
lifespan, as those treated with Promalin, the effects of the
combination of PYR and ABA are always more visible

Androecium

Gynoecium

Fig. 12 Summary of the hormonal changes occurring at anthesis in
several floral tissues of cut flowers after stem cutting. Any significant
increase in a given hormone in cut compared with uncut flowers in a
given floral tissue is depicted in green color, while significant
decreases are shown in red

than in flowers with a shorter lifespan. It will be important
in future studies to test as to how various concentrations of
ABA and PYR affect flower longevity and how such
applications alter the endogenous levels of hormones in
floral tissues. It is also interesting to note that PYR and
ABA had synergistic effect on the latest stage of flower
development only in tepal abscission, while endogenous
ABA levels in outer tepals increased at stage V compared
with stage IV, thus suggesting a direct or indirect role of
ABA in this process.

It is concluded that (1) floral tissues show a differential
response in the endogenous variations of hormones during
flower development, (2) not only do cut flowers experience
changes in the hormonal balance of both outer and inner
tepals, but also the androecium and gynoecium, and (3)
ABA may accelerate the progression of tepal senescence in
Lilium. Further research is needed to better understand
the perception and signaling components involved in the
response of senescing tepals to ABA and PYR and the
mechanisms underlying the differential hormonal response
in several floral tissues during flower development in
Lilium and other ethylene-insensitive flowers.
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Suppl. Fig. 1 Flower longevity in Lilium cut flowers exposed to all spray applications
of hormonal treatments used in the study. Data correspond to the mean £ SE of n=6.
Results of statistics are shown in the inlets (ANOVA, P<0,05) and letters indicate
significant differences between stages (Duncan’s Test, P<0,05). For details of flower
developmental stages, see Fig. 1
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Suppl. Fig. 2 Detail of days elapsed between stage | and different developmental stages
(@) and between different developmental stages one by one (b) in Lilium cut flowers
exposed to all spray applications of hormonal treatments used in the study. Data
correspond to the mean = SE of n=6. Results of statistics are shown in the inlets
(ANOVA, P<0,05) and letters indicate significant differences between stages (Duncan’s
Test, P<0,05). NS, not significant. For details of flower developmental stages, see Fig. 1
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RESUM DEL CAPITOL 2

Tot i que tant la biosintesi com la funcié dels tocoferols (vitamina E) han estat
ampliament estudiades en les fulles i les Ilavors, la seva distribucio en altres organs i
teixits vegetals és encara poc coneguda. Amb la intenci6 de comprendre millor
I’ocurréncia i les possibles funcions dels tocoferols en flors es van mesurar les
concentracions dels quatre homolegs de tocoferol en els diferents organs florals de
Lilium (incloent el gineceu, 1’androceu, i ¢els tépals interns i externs) i se’n van avaluar
les variacions durant la senescéncia dels tepals de la flor tallada (senescéncia artificial)
en comparacié amb els controls (senescéncia natural). Els resultats van mostrar que les
flors acumulen quantitats significatives d’a—tocoferol, mentre que el y—tocoferol és
també present pero a concentracié molt menor. Els majors nivells de tocoferols es van
observar en 1’androceu, que alhora mostrava una acumulacio especifica en el pol-len,
mentre que al gineceu els tocoferols no hi eren presents. Tant els tépals interns com els
externs també contenien quantitats significatives d’ambdues formes a— i y—tocoferol,
els nivells de les quals augmentaven durant la senescéncia. L’o—tocoferol augmentava
en ambdos tépals externs i interns abans i fins a un major nivell durant la senescéncia de
les flors tallades que en les control. Les concentracions més baixes de tocoferols es van
trobar en les primeres etapes del desenvolupament del tépal (als tépals verds), mentre
que les majors concentracions estaven als tépals sense clorofil-les i senescents,
especialment en les flors tallades. Es conclou que (i) els tocoferols s'acumulen als tépals
externs i interns i a I’androceu de les flors de Lilium, especialment al pol-len, i (ii) els
tocoferols augmenten amb el progrés de la senescéncia del tepal i particularment en la

flor tallada, que mostra una senescéncia accelerada (longevitat reduida).
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Although the biosynthesis and function of tocopherols (vitamin E) in leaves and seeds have been studied in
detail, their occurrence within other plant organs/tissues is still poorly understood. In an attempt to better
understand the occurrence and possible functions of tocopherols in flowers, we measured the concentra-
tions of the four tocopherol homologues in floral organs of Lilium (including the gynoecium, androecium,
and inner and outer tepals), and evaluated their variations in tepals of cut, senescing flowers (artificial
senescence) compared to controls (natural senescence). Results showed that flowers accumulated o-

ﬁeg/xg:g;escence tocopherol at significant amounts, while y-tocopherol was present at much lower concentrations. The
Pollen androecium was the organ showing the highest amounts of tocopherols, with a specific accumulation in

the pollen, while tocopherols were not present in the gynoecium. Inner and outer tepals also contained
significant amounts of a- and y-tocopherol, whose levels increased during senescence. a-Tocopherol
increased in both outer and inner tepals earlier and to a higher extent during senescence of cut flowers
than in controls. The lowest concentrations of tocopherols were found at the beginning of tepal devel-
opment (in green tepals), while the highest concentrations were found in chlorophyll-free, senescing
tepals, especially in cut flowers. It is concluded that (i) tocopherols accumulate in outer and inner tepals,
and in the androecium of Lilium flowers, particularly in the pollen, and (ii) tocopherols increase with the
progression of tepal senescence, and most particularly in cut flowers, which show advanced senescence

Tepal senescence
Tocopherols
Vitamin E

(reduced longevity).

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Since Evans and Bishop discovered vitamin E (first called “fac-
tor X”), a lipid-soluble compound in the diet obtained from lettuce
that was essential for reproduction in rats [1], an enormous body
of evidence has been obtained thus far on the role of vitamin E in
plants, animals and men. Tocopherols, which are part of the vitamin
E group of compounds, can be present in nature in four forms (o, 3,y
and ) differentiated only by the number and position of the methyl
radicals in the aromatic ring [2,3]. Despite essential for animals
and men, tocopherols can only be synthesized by photosynthetic
organisms, including plants, algae and cyanobacteria. In photosyn-
thetic tissues of higher plants, such as leaves, a-tocopherol is the
most abundant form of tocopherols, and it is found in chloroplasts,
where it plays a major role in preventing oxidative damage in thy-
lakoid membranes, by both (i) quenching and scavenging singlet
oxygen and (ii) scavenging lipid peroxyl radicals, therefore control-
ling the extent of lipid peroxidation in photosynthetic membranes

* Corresponding author. Tel.: +34 934021463; fax: +34 934112842.
E-mail address: smunne@ub.edu (S. Munné-Bosch).

0168-9452/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.plantsci.2010.05.002

[2]. In non-photosynthetic tissues, such as seeds, the major toco-
pherol compound present in most species is y-tocopherol, although
other species can preferentially accumulate a-tocopherol. In con-
trast, flowers seem to preferentially accumulate a-tocopherol over
v-tocopherol [4-6], and in a study in flower organs of tobacco a-
tocopherol predominated in sepals and carpels, but not in petals
and stamens, where vy-tocopherol was the major form [7]. No
additional information is, however, available on the occurrence
of tocopherols in different floral organs of other species, and it
is therefore unknown if this is the general trend found in higher
plants.

Petals determine the commercial longevity of flowers and as
a consequence much attention has been given to their molecular
biology, biochemistry and physiology during flower development
and senescence [8,9]. Most of the work on flower senescence has
been focused on flowers whose senescence is sensitive to exoge-
nous ethylene. However, there are a group of ethylene-insensitive
flowers, which includes commercially important ones such as Lil-
ium, whose tepal senescence is characterized by wilting [8]. Lilium
(commonly known as lily) is a genus belonging to the monocot
family of Liliaceae with bulbous, herbaceous, perennial plants that
make large, usually fragrant and bright flowers, and have therefore
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Stage 1 Stage 11

Stage 111

Stage IV Stage V

Fig. 1. (a) A detail of flowers from plants grown in the soil in the greenhouse, where natural flower development was studied. (b) Cut flowers in vases of 1.3 L capacity, in
which artificial senescence was studied. (c) Stages of flower development examined in Lilium. In chronological order; stage I (closed flower, with fully compacted organs and
green tepals), stage Il (still closed, with fully mature, brown stamens), stage Il (flower at anthesis), stage IV (completely white, hydrated tepals) and stage V (dehydrated

tepals, just before tepal abscission).

great interest as ornamental plants and, especially, as cut flow-
ers. In the present study we aimed at evaluating the occurrence
of tocopherols in different floral organs, and their variations during
tepal senescence in Lilium L.A. var. ‘Courier’, a highly appreciated
variety with green/white tepals (depending on the stage of floral
development).

2. Materials and methods
2.1. Plant material, treatments and sampling

Five-hundred bulbs of Lilium L.A. ‘Courier’ (longiflorum x asiatic
hybrid), which were purchased in Mapifloricultura S.L. (Madrid,
Spain), were directly transferred to the soil (Calcic Luvisol, FAO
classification) in a plastic-made greenhouse at the experimen-
tal fields of the Faculty of Biology of the University of Barcelona,
during 25 November 2008. Plants were covered by a polyvinyl chlo-
ride sheet situated at 2m above the plants allowing ventilation
until 0.5m from the ground. Plants were grown with a density of
45 plants m~2 and watered with tap water once a week until flow-
ers were obtained for experiments. The experiments started on 27
March 2009.

Experiments were performed by sampling the different flower
organs (androecium, gynoecium and tepals, with a distinction
between inner and outer tepals). In our study, all floral organs were
differentiated by its physical localisation, in order of appearance
in Lilium’s floral formula: first, the three outer tepals, then three
inner tepals and immediately after the androecium, with its six
stamens (separated in two whorls). In turn, each stamen can be
split in two parts: the filament and the dorsifixed anther pollen
container. Further inside the flower we have the gynoecium, which
comprises style, stigma and the ovary, but this was analyzed in
its entirety. Sampling was performed at different developmental
stages (here arbitrarily called stages I-V) in both cut and attached
flowers (artificial vs. natural flower development, respectively).
Stage I corresponds to closed flowers, with fully compacted organs
and green tepals; at stage Il flowers were still closed, with fully
mature, brown stamens; at stage I, flowers were at anthesis; stage
IV, flowers with completely white, hydrated tepals; and stage V,
flowers with dehydrated tepals, just before abscission (Fig. 1).

For experiments in cut flowers, stems were cut during 27 March,
when most flowers were at stage I and at least one of them was
found at stage II. Then, they were immediately transferred to the
laboratory in vases of 1.3 L capacity with distilled water (25-30
stems per vase), all stems devoid of leaves at 15 cm from the base
to mimic conditions they are found in the market. Samples were
taken at each developmental stage, as described before, in flowers
exposed to constant climatic conditions, with a relative humidity
of 50%, air temperature of 20°C and photon flux density below
10 wmol m—2 s~ 1. In attached flowers (natural development), sam-
ples were taken during 27 March (stage I), 1 April (stages Il and III)
and 8 April (stages IV and V). During sampling, relative humidity, air
temperature and photon flux density were between 50% and 65%,
9-12°C and below 50 wmolm~2s~1, respectively. In both treat-
ments (natural and artificial flower development), flowers were
exposed to the same photoperiod and sampling was always per-
formed between 8:30 and 9:30 a.m. (UTC/GMT +1). Temperature
and relative humidity were monitored by means of a portable ther-
mohygrometer model EB313HGN (Oregon Scientific Ibérica S.A.,
Alcobendas, Spain), whereas the photon flux density was registered
with a portable Quantum sensor (Walz, Effeltrich, Germany). For
biochemical analyses, floral organs (androecium, gynoecium, and
outer and inner tepals) were separated, immediately frozen in lig-
uid nitrogen, and stored at —80 °C until analyses. Additionally, in an
independent experiment to unravel the distribution of tocopherols
within the androecium, the pollen, filaments and anthers of the
androecium of flowers obtained from the local market were sepa-
rated, frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until analyses.

2.2. Tocopherol and chlorophyll analyses

The extraction and HPLC analyses of tocopherols were essen-
tially carried out as described [10]. In short, samples were ground
in liquid nitrogen and repeatedly extracted (twice) with ice-cold
methanol using a Branson 2510 ultrasonic cleaner (Bransonic,
Danbury, CT, USA) for 45 min. Then, extracts were vortexed and
centrifuged for 15min at 4°C, and transferred to vials for HPLC
analysis. Tocopherols were separated on a Partisil 10 ODS-3 col-
umn (250 mm x 4.6 mm, Scharlau, Barcelona, Spain) at a flow rate
of 1 mLmin~!. The solvents consisted of (A) methanol:water (95:5,
v/v) and (B) methanol. The gradient used was: 0-10min, 100%
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A; 10-15min, decreasing to 0% A; 15-20min, 0% A; 20-23 min,
increasing to 100% A; and 23-28 min, 100% A. Detection was car-
ried out at 295 nm with a diode array detector (HP1100 Series
HPLC System; Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Co-elution
and matching spectra with authentic standards obtained from
Sigma (Steinheim, Germany) were used for the identification of
peaks.

Since this reverse-phase HPLC separation did not allow to
resolve [3- and y-tocopherols, the absence of (3-tocopherol was
confirmed using normal phase separation, as described [11]. In
short, tocopherols were separated on an Inertsil 100A column
(5m, 30mm x 250 mm, GL Sciences Inc., Japan), using hexane
and dioxane (95.5; 4.5, v/v) as a mobile phase at a flow rate of
0,7 mLmin~!. Detection was carried out at an excitation of 295 nm,
and emission at 330nm using a FP-1520 fluorescence detector
(Jasco, Japan) and co-elution with authentic standards obtained
from Sigma (Steinheim, Germany) were used for the identification
of peaks.

The same extracts obtained from tepals were assayed spec-
trophotometrically to estimate chlorophyll contents as described
[12].

2.3. Oxidative stress markers

Reactive oxygen species (ROS) generation was determined using
the 2',7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) fluorescent probe
as described [13]. Ascorbate and its oxidized form, dehydroascor-
bate, were determined spectrophotometrically as described [14].
Finally, the extent of lipid peroxidation, estimated as malondialde-
hyde (MDA) levels, was measured by the thiobarbituric acid assay
as described [15].

3. Results and discussion

For floral industry, senescence of cut flowers is an inevitable
and unwanted process, therefore, understanding the mechanisms
underlying flower senescence may help find the keys to postpone
the process and prolong the life of flowers. On the other hand, lit-
tle is known about the biochemistry and physiology of senescence
in ethylene-insensitive flowers and, although many studies report
the biosynthesis and role played by tocopherols in photosynthetic
tissues, particularly in leaves [2,16], very little information is avail-
able on their occurrence and possible functions in flowers. As both
leaves and petals share the same evolutionary origin, we hypothe-
sized that mechanisms underlying senescence may be similar. We
show here for the first time that both a- and y-tocopherols accu-
mulate in different flower organs of Lilium, and that tocopherol
contents increase earlier and to a higher extent during tepal senes-
cence of cut flowers compared to that of attached ones in this plant
species.

3.1. Occurrence of tocopherols in different floral organs

Previous studies on the tocopherol composition in flowers
indicate a-tocopherol is the major tocopherol form, followed by
vy-tocopherol [5,6,17] and Lilium flowers were not an exception.
In the present study, it is shown that a-tocopherol is the major
tocopherol form in all floral organs of Lilium in which tocopherols
were found (the androecium and outer and inner tepals, Fig. 2).
Moreover, the androecium was the floral organ accumulating the
highest a-tocopherol levels, while no detectable levels were found
in the gynoecium (Fig. 2). In contrast, in a previous study [7] both o~
and y-tocopherols were found to occur in carpels of tobacco flow-
ers. Unfortunately, no additional studies are currently available to
certainly know the causes of this discrepancy and it is completely
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Fig. 2. Tocopherol levels in different flower organs. Data correspond to the
mean + SE of n=4 of cut flowers at anthesis. Letters indicate significant differences
between flower organs (Student’s t-test, p <0.05). ND, not detected.

unknown the role, if any, of tocopherols in the gynoecium of flow-
ers.

In connection with the high levels of tocopherols found in
the androecium of Lilium flowers, the presence of a- and <y-
tocopherols in different parts of the androecium was evaluated
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Fig. 3. Tocopherol enrichment in the pollen relative to the androecium. It is shown
the levels of tocopherols in the filament, anthers and pollen, all of them isolated
from cut flowers at anthesis. Relative increases in levels of a- and y-tocopherols
were calculated relative to their contents in the androecium. Data correspond to the
mean + SE of n=4. Letters indicate significant differences between different parts of
the androecium (Student’s t-test, p <0.05). ND, not detected.
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Fig. 4. Chlorophyll a+b levels, chlorophyll a/b ratio, and a- and y-tocopherol contents in outer and inner tepals at different stages of flower development in cut and attached
flowers. Data correspond to the mean + SE of n=4. The values of chl a/b ratios are not shown when chlorophylls were not detected. Results of statistics are shown in the
inlets (two-way ANOVA, p <0.05). NS, not significant. For details on flower developmental stages, see Fig. 1.

(Fig. 3). Both a- and +v-tocopherol were present in anthers,
with a particular accumulation in the pollen. «-Tocopherol
levels increased 2- and 15.5-fold in anthers and pollen, respec-
tively, relative to the androecium, thus indicating that most
of the tocopherols found in the androecium accumulate in the
pollen, thus suggesting a specific role for tocopherols in the
pollen. In this regard, it has been previously shown that exogenous
applications of a-tocopherol can promote to some extent pollen
tube growth in Lilium auratum [18], thus suggesting tocopherols
play an essential role in plant reproduction, as they do in mam-
mals. Further research is, however, needed to unravel the possible
role(s) of tocopherols in the pollen.

3.2. Variations of tocopherol levels during natural and artificial
senescence

Tepals of Lilium are green at stage I but lose chlorophylls
as flower development progresses, as it is observed visually
(Fig. 1) and after determination of endogenous chlorophyll contents
(Fig. 4). Estimation of chlorophyll contents showed that chlorophyll
degradation started earlier in both outer and inner tepals of cut
flowers compared to attached ones (natural development). Major
chlorophyll losses were observed from stage I to III, prior to anthe-
sis, with a chlorophyll degradation of 86% and 75% in outer tepals of
cut and attached flowers, respectively. Inner tepals showed smaller
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chlorophyll degradation, especially in attached flowers, though
constitutive chlorophyll levels were also smaller compared to outer
tepals (Fig. 4). After anthesis (stages IlI-V), attached flowers still
maintained some chlorophyll in outer tepals, but not in inner ones.
In outer tepals of cut flowers, chlorophylls could not be detected at
stage IV, thus indicating accelerated senescence. This is in agree-
ment with measurements of longevity in cut and attached flowers,
the former showing a longevity of 17.2 £ 0.6 days (n=4 vases, con-

Outer

sidering all flowers of 4 stems per vase), 31% less than controls
(25.0 £ 2.3 days, n=4 plants, estimating longevity of all flowers per
plant). The chlorophyll a/b ratio also showed a clear distinct time
course evolution in cut and attached flowers. This ratio decreased
earlier and to a higher extent in cut flowers compared to controls,
both in inner and in outer tepals (Fig. 4).

Tocopherol contents (both o and 'y homologues) increased pro-
gressively from stage I to V in outer and inner tepals of attached
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For details on flower developmental stages, see Fig. 1.
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flowers, particularly prior to anthesis (from stage II to III) and
at the latest stages (from stage IV to V, Fig. 4). Both a- and y-
tocopherols reached their maximum levels at the most advanced
development stages in attached flowers, when chlorophylls were
completely lost (Fig. 4) and severe symptoms of wilting were appar-
ent (Fig. 1). In cut flowers, the levels of a-tocopherol increased
earlier and to a higher extent during flower development both in
outer and in inner tepals. The maximum «a-tocopherol levels were
attained earlier in inner tepals, reaching maximum concentrations
of this antioxidant at stage IV, while maximum levels were not
attained until stage V in outer tepals. In inner tepals of cut flow-
ers, a-tocopherol decreased from stage IV to V. It is noteworthy
that these tepals were the ones showing the earlier and stronger
reductions of the chlorophyll a/b ratio and degradation of chloro-
phylls, thus suggesting that this differential behaviour in terms
of a-tocopherol accumulation responds to an accelerated senes-
cence. This is in agreement with a previous study [4], which showed
increases in a-tocopherol levels during the progression of senes-
cence in chrysanthemum petals of cut flowers, followed by a decline
in the levels of this antioxidant during advanced stages. In con-
trast, levels of y-tocopherol, which were present at much lower
concentrations compared to a-tocopherol, were similar in tepals
of cut and attached flowers, thus indicating a specific accumula-
tion of the o homologue during the progression of senescence. The
fact that the highest concentrations of tocopherols were present in
chlorophyll-free, senescing tepals of cut and attached flowers sug-
gests a specific role for this antioxidant in chromoplasts. Similar
increases in a-tocopherol have been observed in senescing leaves
of other species [19-21], thus suggesting a similar behaviour in
leaves and tepals.

3.3. Possible causes and consequences of c-tocopherol
accumulation in cut flowers

The oxidation of DCFDA to a fluorescent compound was used
to examine whether tocopherol increases correlate with enhanced
ROS generation in tepals of cut flowers. Although not completely
specific, this fluorescent probe mainly reacts with hydrogen per-
oxide, so it is a reliable indicator of ROS generation in plant tissues
[13]. Levels of DCFDA oxidation increased progressively in outer
and inner tepals of cut flowers compared to controls (attached flow-
ers) reaching maximum ROS generation levels in outer tepals at
stage V and in inner tepals at stage IV (Fig. 5), as it occurred with o-
tocopherol contents (Fig. 4). Interestingly, a-tocopherol contents
increased sharply in response to small increases in DCFDA oxida-
tion (Suppl. Fig. 1), thus oxidative stress may induce tocopherol
accumulation in tepals of cut flowers.

To get a deeper insight into the cellular oxidative status of tepals
during development of cut and attached flowers, levels of reduced
and oxidized ascorbate and the extent of lipid peroxidation were
measured at stages I, Il and V of flower development. Ascorbate
levels decreased significantly in both outer and inner tepals of cut
flowers at anthesis compared to stage I, which was associated with
an increased oxidation state of ascorbate (Fig. 6). These results are
in agreement with previous studies in other species [4,22] and
show a different profile for ascorbate and tocopherol accumulation
during tepal development. Furthermore, tepal senescence in cut
flowers induced a further increase in the oxidation state of ascor-
bate in outer tepals but not in inner tepals, which was associated
with similar DCFDA oxidation at stages Il and V in inner tepals.
Therefore, results suggest that inner tepals showed smaller lev-
els of ROS generation and therefore of oxidative stress than outer
tepals at stage V. However, the extent of lipid peroxidation was
not significantly different between outer and inner tepals at stage
V (Fig. 7). In addition, the extent of lipid peroxidation was drasti-
cally reduced in tepals of cut flowers compared to attached ones at
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stage V. Although one can speculate that enhanced a-tocopherol
accumulation prevents lipid peroxidation in tepals of cut flow-
ers, bulk malondialdehyde levels (as those measured here) do not
necessarily represent lipid peroxidation in chromoplasts (where
tocopherols presumably accumulate). Further research is therefore
needed to better understand the protective effects of a-tocopherol
increases in tepals of cut flowers.

4. Conclusions

All Lilium floral organs, with the exception of the gynoecium,
accumulated both a- and y-tocopherol, with a preferential accu-
mulation of the o homologue. In the androecium, a-tocopherol
was found to specifically accumulate in the pollen, thus suggesting
a specific role in plant reproduction. Chlorophyll variations indi-
cated accelerated senescence in cut flowers, which was confirmed
by measurements of flower longevity. Both a- and y-tocopherols
increased with the progression of tepal senescence, the a homo-
logue particularly accumulating in outer and inner tepals of
cut flowers, thus suggesting a specific role for a-tocopherol in
tepal senescence. Taken together, our results suggest tocopherols,
and more particularly a-tocopherol, may play a role in differ-
ent flower organs, including the pollen and senescing tepals.
The amounts of <y-tocopherol in different flower organs and
their variations during tepal senescence suggest that the role of
this homologue in flowers may be limited to its biosynthetic
function, as the immediate precursor of a-tocopherol. Although
results suggest tocopherol increases are associated with a pro-
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tective effect against oxidative stress in tepals of cut flowers,
further research is needed to unravel the specific function(s) of
both a- and +y-tocopherol in flower organs of Lilium and other
species.
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Resum del capitol 3

REsuM DEL CAPITOL 3

Els sucres sén ampliament utilitzats per allargar la vida de la flor tallada. Els seus
efectes beneficiosos s’han associat a una millora de les relacions hidriques i a
I’increment de I’energia disponible per a la respiracid dels teixits florals. En el present
estudi es va voler avaluar en quina mesura (i) varien els nivells endogens de sucres en
teépals externs i interns, en 1’androceu i al gineceu durant I’obertura i la senescéncia de la
flor de Lilium, (ii) augmenten els nivells de sucres dels diversos teixits florals després
de I'addicié de sacarosa a la solucid del gerro, i (iii) s’altera el balang hormonal dels
teixits florals després de l'addicio de sacarosa exogena. Els resultats mostren que a tots
els organs florals els nivells endogens de glucosa augmenten durant 1’obertura floral i
disminueixen al llarg de la senescéncia, mentre que els nivells de sacarosa augmenten
nomes als tépals externs i interns i a I’androceu i durant la senescencia. El tractament
amb sacarosa mostrava una acceleracio de ’antesi i un retard de la senescéncia floral,
perd sense afectar I’abscisio del tepal. Aquests efectes semblen ser deguts a 1’augment
especific dels nivells de sacarosa endogena al gineceu i a I’increment del contingut en
glucosa observat en tots els teixits florals. EI balang hormonal es mostra alterat al
gineceu, aixi com en els altres teixits florals. A part dels increments dels nivells de
citocinines 1 auxines del gineceu; a I’androceu, els nivells de citocinines, gibberel-lines,
acid abscisic i acid salicilic també augmentaven mentre que als tepals externs el
contingut en I'acid abscisic disminura. Es conclou que l'addicié de sacarosa a la soluci6
del vas exerceix un efecte sobre I'obertura i la senescéncia de les flors mitjangant, entre

d’altres factors, I’alteracié de I'equilibri hormonal dels diversos teixits florals.
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Sugars are generally used to extend the vase life of cut flowers. Such beneficial effects have been associated
with an improvement of water relations and an increase in available energy for respiration by floral
tissues. In this study we aimed at evaluating to what extent (i) endogenous levels of sugars in outer and
inner tepals, androecium and gynoecium are altered during opening and senescence of lily flowers; (ii)
sugar levels increase in various floral tissues after sucrose addition to the vase solution; and (iii) sucrose
addition alters the hormonal balance of floral tissues. Results showed that endogenous glucose levels

Zf)ﬁ‘gglrcd Sa:cid increased during flower opening and decreased during senescence in all floral organs, while sucrose
Cytokinins levels increased in outer and inner tepals and the androecium during senescence. Sucrose treatment
Flower senescence accelerated flower opening, and delayed senescence, but did not affect tepal abscission. Such effects
Hormones appeared to be exerted through a specific increase in the endogenous levels of sucrose in the gynoecium
Lilium and of glucose in all floral tissues. The hormonal balance was altered in the gynoecium as well as in
Sucrose other floral tissues. Aside from cytokinin and auxin increases in the gynoecium; cytokinins, gibberellins,

abscisic acid and salicylic acid levels increased in the androecium, while abscisic acid decreased in outer
tepals. It is concluded that sucrose addition to the vase solution exerts an effect on flower opening and

senescence by, among other factors, altering the hormonal balance of several floral tissues.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Since beauty is the main reason why cut flowers are sold, much
effort has been put on lengthening (the usually short) flower lifes-
pan, one of the major problems in the floricultural commercial
sector. In this way, several studies have been performed to unravel
the pathways that lead floral organs to death so that the resulting
scientific and technological advances can be used to extend flower
longevity. Senescence is a programmed process that does not occur
in all floral organs at the same time. According to its specific bio-
logical function petals (or tepals) are the first tissues showing
signs of senescence, while the gynoecium, particularly the ovary,
remains functional throughout all phases of flower development
to ensure seed development. In this way, since tepal senescence
is the limiting factor for flower longevity, the main objective of

Abbreviations: ABA, abscisic acid; GA4, gibberellin 4; IAA, indole-3-acetic acid;
JA, jasmonic acid; SA, salicylic acid; Z, zeatin; ZR, zeatin riboside.
* Corresponding author. Tel.: +34 934021463; fax: +34 934112842.
E-mail address: smunne@ub.edu (S. Munné-Bosch).

0168-9452/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.plantsci.2012.02.012

floral senescence studies relies on the maintenance of a viable and
visually healthy corolla for a long time.

Many studies have shown how exogenous sugar added to the
vase solution delays the onset of visible signs of flower senescence
in several cut flowers, although its role in petal senescence seems to
be indirect [1]. Changes in sugar contents throughout plant devel-
opment are common; while some plant organs act as a source (such
as mature, non-senescing, leaves), others (such as developing flow-
ers) act as a sink. However, petals can also act as a source during
flower senescence [2]. Furthermore, cutting the stems leads to a
complete reduction of sucrose import to sink tissues of cut flowers
and an altered carbohydrate metabolism. Therefore, depending on
the floral tissue and stage of development sucrose on the vase solu-
tion may have a complex effect on endogenous levels of sucrose
and the physiological status of different floral tissues. Exogenous
sugar effects on flower longevity may also differ between ethylene-
sensitive and insensitive species. In the former, sugars seem to
delay petal senescence by reducing ethylene sensitivity [3-6]. In
contrast, it has been suggested that in ethylene-insensitive flowers
sugars might prevent a decline in osmotic pressure and delay cell
death by providing an energy source [1].


dx.doi.org/10.1016/j.plantsci.2012.02.012
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01689452
http://www.elsevier.com/locate/plantsci
mailto:smunne@ub.edu
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Stage 1I

Stage I

Stage III

Stage IV

Stage V Stage VI

Fig. 1. Detail of floral developmental stages in Lilium. In chronological order; stage I (closed bud, green tepals), stage II (still closed but less compacted organs), stage III
(anthesis, greenish tepals), stage IV (completely white and hydrated tepals), stage V (dehydrated tepals, wilting before tepal abscission) and stage VI (naked gynoecium after

tepal abscission).

In ethylene-insensitive cut lily flowers [7-10] longevity largely
depends on the amount of available carbohydrates, which are a lim-
iting factor for bud development, flower growth and opening [11].
Furthermore, closed buds compete with open flowers in the same
inflorescence for the amount of available sugars, which threats the
opening and correct formation of organs of the developing closed
flowers [10]. Therefore, exogenous applications of sugars might
help flower buds to open and to keep opened flowers alive for
longer in cut lilies.

It appears that in ethylene-insensitive flowers, the main hor-
mones regulating senescence are cytokinins and more specifically
abscisic acid (ABA). As it occurs during leaf senescence, cytokinins
delay flower senescence in several species, irrespective of its

Outer
250

sensitivity to ethylene [7,12,13]. In contrast, ABA seems to be a key
and specificregulator in ethylene-insensitive species, hastening the
process [13,14]. Furthermore, sugars can act as signal molecules
during leaf senescence [15,16]; therefore, we hypothesized that an
increased sugar supply may extend the longevity of cut lily flow-
ers thought an effect on endogenous hormone concentrations in
several floral tissues.

In the present study, we aimed at evaluating to what extent
endogenous levels of sugars were altered during opening and
senescence of cut lily flowers, considering a possible different
behaviour between various floral tissues, including outer and inner
tepals and both reproductive organs (androecium and gynoe-
cium). Furthermore, we were interested in examining the different
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Fig. 2. Sucrose (solid circle) and glucose (empty circle) levels in various floral tissues during natural development of uncut Lilium flowers. Data correspond to the mean =+ SE
of n=4. Results of statistics are shown in the inlets (ANOVA, P<0.05). NS, not significant. When significant, different letters indicate differences between stages as indicated

by the Tuckey post hoc test. For details of flower developmental stages, see Fig. 1.
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Fig. 3. Flower longevity (a), days to reach each developmental stage (b) and days elapsed between stages (c) in control (solid bars) and sucrose-treated (empty bars) Lilium
cut flowers. Data correspond to the mean =+ SE of n=4. Results of statistics are shown in the inlets (ANOVA, P<0.05) and asterisks indicate significant differences between
treatments (Student’s t-test, P<0.05). NS, not significant. For details of flower developmental stages, see Fig. 1.

sensitivity of floral tissues to sucrose addition and to what extend
sucrose addition in the vase solution could differentially alter the
hormonal balance of outer and inner tepals, the androecium and
gynoecium.

2. Materials and methods
2.1. Plant material, conditions of study and samplings

Lilium L.A. ‘Courier’ (L. longiflorum x Asiatic hybrid) plants were
obtained from bulbs in a plastic-made greenhouse at the experi-
mental fields of the Faculty of Biology of the University of Barcelona
as described previously [17]. Endogenous sugar contents in var-
ious floral tissues (including outer and inner tepals, androecium
and gynoecium) of uncut flowers were examined at six stages of
flower development. The same plants were used to obtain cut flow-
ers to examine the effects of sucrose addition to the vase solution.
For this experiment, stems were harvested when most of flower
buds were at stage I and at least one of them was at stage II (see
Fig. 1 for a description of developmental stages), and immediately
exposed to two treatments (sucrose vs. control) in the laboratory
(at 20°C, 50% relative humidity and a photon flux density below
10 wmol m—2s~1). Stems were placed in vases of 1.3L of capac-
ity filled either with 250 mL of distilled water (controls) or 1%
(w/v) sucrose (Sigma, Steinheim, Germany). Before placing stems
into vases, all basal leaves (found between 0 and 15 cm from the
cut) were removed to mimic commercial selling conditions. Each
treatment comprised four vases with four stems per vase and

vase-filling solutions were replaced every 4 days. All flowers were
individually marked at stage I to daily monitoring the time elapsed
between stages and to determine their total longevity (stages I-VI).
In both treatments, samplings for biochemical analyses were per-
formed at anthesis (stage III). For these analyses, floral tissues (outer
and inner tepals, androecium and gynoecium) were individually
separated, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at
—80°C until analyses.

2.2. Sugar analyses

Sucrose and glucose contents were determined by HPLC as
described previously [18], but with slight modifications. In short,
samples (100 mg) were ground in liquid nitrogen and extracted
with 80% ethanol (v/v) for 30 min at 80°C. After centrifugation,
the supernatant was fully dried under a nitrogen stream and then
reconstituted in 1 mL of water. Then, extracts were filtered with
the Sep-Pak® Vac C18 cartridge (Waters, Milford, MA, USA) and
transferred into HPLC vials. Sucrose and glucose were isocratically
separated by an Aminex HPX-87P (300 x 7.8 mm) and an Aminex
HPX-87C (300 x 7.8 mm) column (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in
series, using miliQ water as a solvent at a flow rate of 0.6 mL min~!.
Injection volume was 100 L. Detection was carried out using a dif-
ferential refractometer (Waters, Milford, MA, USA) with cellat 37 °C
and a sensitivity of 156 wRIU. Peak identification and quantification
were carried out by co-elution with authentic standard obtained
from Sigma. We failed to separate fructose from an unidenti-
fied compound found in all floral tissues that co-eluted with the
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fructose standard, so that glucose was the only hexose that could
be reliably quantified (Suppl. Fig. 1).

2.3. Tissue hydration

Water contents of floral organs were measured from 4 indi-
vidual flowers at anthesis. Hydration was measured by weighing
the fresh weigh (FW) and the dry weigh (DW) of each floral tis-
sue, before and after drying to constant weight at 80°C, and the
hydration determined as (FW — DW)/DW.

2.4. Hormone analyses

The levels of cytokinins, including zeatin (Z) and zeatin ribo-
side (ZR), the auxin, indole-3-acetic acid (IAA), gibberellin 4 (GA4),
ABA, salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA) were determined
by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) exactly as described previously [19].

2.5. Statistical analyses

Differences between treatments were evaluated by analysis
of variance (ANOVA), using the Duncan post hoc test, or the
Student’s t-test, and were considered significant at a probability
level of P<0.05.

3. Results and discussion

3.1. Endogenous variations of sugars during flower development
in various floral tissues

Although flower opening and senescence are key processes
determining the vase life of several cut flowers and sugars added
to the vase solution are known to increase vase life in several cut
flowers, little is known about endogenous variations in sugar levels
in several floral tissues, particularly beyond petals, during natural
flower development. In uncut flowers, endogenous sucrose con-
tents varied throughout flower development in all floral organs,
except in the gynoecium. Sucrose contents increased with flower
development reaching 63%, 83% and 31% higher levels at stage V
compared to stagelin both outer and inner tepals and in the androe-
cium, respectively. Before anthesis, sucrose increased 3.1-fold in
inner tepals and decreased by 37% in the androecium. After anthe-
sis, sucrose increased even further in inner tepals, reaching values
2-fold higher at stage V compared to anthesis. In outer tepals and
the androecium, sucrose levels also increased 1.6- and 2.3-fold,
respectively, from anthesis to stage V (Fig. 2). This is in agree-
ment with Trivellini et al. [20], which showed that sucrose levels
also increased from anthesis to senescence in petals, while they
remain constant in the gynoecium in Hibiscus rosa-sinensis L. It
appears therefore that sucrose accumulates only in those organs
that senesce, such as tepals and the androecium, but not in the
gynoecium. In contrast, endogenous glucose levels increased dur-
ing flower opening and decreased during senescence in all floral
organs, including the gynoecium; thus suggesting hexoses are con-
sumed during flower senescence in all floral tissues despite the
gynoecium does not enter into senescence. It is worthy to note
that the major decreases in glucose levels were observed between
stages IV and V in all floral organs, except in outer tepals, suggest-
ing glucose consumption is accelerated in the latter. Unfortunately,
fructose could not be separated from an unidentified co-eluting
compound (Suppl. Fig. 1), which did not allow us to establish pos-
sible differences in behaviour between both hexoses and associated
metabolic processes, an aspect that warrants further investigations.
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and asterisks indicate significant differences between treatments (Student’s t-test,
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3.2. Sucrose addition accelerates flower opening and delays
senescence

It has been shown that sucrose levels increase with flower devel-
opment in tepals from different cut Asiatic Lilium hybrids, reaching
higher amounts at anthesis than in bud stage. On the other hand,
it seems to be a correlation between tepal carbohydrates content
and flower longevity, where buds with less sugar content (which is
also a cultivar trait) have a shorter lifespan [11]. Thus, exogenous
sucrose might extend vase life of lily cut flowers by counteract-
ing that possible lack of carbohydrates due to stem cutting. Indeed,
sugar supply has been shown to enhance vase life not only in several
Liliumvarieties but also in other several species, although effects are
not equivalent in all species and major differential responses may
occur among cultivars [1,4,10,14]. In our study, flower longevity
(from stage I to VI) was not affected by sucrose addition to the vase
solution. However, results showed an acceleration of flower open-
ing by 2.4 days and a delay of tepal senescence by 1 day (Fig. 3).
Shortening of the time needed to reach anthesis was particularly
due to a reduction of the amount of days required to attain stage II,
while the delay in tepal senescence was due to a significantincrease
of the time elapsed between anthesis and stage IV (Fig. 3). Accord-
ing to these results, sucrose addition to the vase solution provides
cut lily flowers a new energy supply that flowers appear to use to
accelerate anthesis and that apparently leads to a delay in tepal
senescence, particularly at the earliest phases of the process.
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significant.

3.3. Sucrose addition leads to sucrose increases in the gynoecium
only

Since each floral organ develops according to its different bio-
logical function, the distribution of endogenous sugars after sucrose
addition to the vase solution may also vary among them. In cut
Easter lily, anthers are the floral organs with the highest amounts
of sucrose from bud stage to anthesis, while its content is roughly
the same and remains constant until anthesis in tepals and ovary
[21]. Similarly, in the L.A. hybrid studied here, the highest amounts
of sucrose in cut flowers at anthesis were also found in the

androecium, followed by outer and inner tepals and finally, by the
gynoecium. However, the androecium was the floral tissue with the
lowest amounts of glucose followed by the gynoecium and tepals.
It seems that exogenous sugar supply could favour a correct devel-
opment of floral organs and delay senescence [22]. Surprisingly,
although sucrose addition to the vase solution in our study led to
anincrease of glucose levels in all floral tissues, the levels of sucrose
increased (by 2.2-fold) in the gynoecium only, while the levels of
sucrose kept unaltered in the rest of organs at anthesis (Fig. 4).
Therefore, exogenous sucrose seemed to be actively taken up and
rapidly consumed by all floral tissues, except the gynoecium, which
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accumulated high sucrose levels, which might probably be associ-
ated with the fact that this is the only organ not entering into a
senescing process.

3.4. Sucrose addition leads to an altered hormonal balance in
various floral tissues

Sucrose addition to the vase solution did not alter hydration
levels in any of the floral tissues of cut lily flowers (Suppl. Fig. 2),
but led to significant changes in the endogenous contents of hor-
mones in several tissues at anthesis, including the gynoecium, the
androecium and outer tepals (Fig. 5). Enhanced ZR and IAA levels
(by 3.2- and 1.8-fold, respectively) were observed in the gynoe-
cium (Fig. 5). Since the gynoecium has been shown to be the key
organ in hormonally controlling the onset of tepal senescence [23],
it appears that sucrose effects of flower opening and senescence
were associated with cytokinin and auxin increases. It is interest-
ing to note that from the two cytokinins analyzed in this study,
Z and ZR, the latter was the one showing increases in the gynoe-
cium. Since cytokinin receptors can show different sensitivity to
various cytokinins, it will be interesting to study whether or not ZR
is more active than Z in inhibiting flower senescence in lilies. In any
case, cytokinins are known to delay flower senescence in several
species irrespective of their sensitivity to ethylene [13,15], there-
fore, sucrose-mediated increases in cytokinins may be responsible
for the delay of senescence.

The only change observed in tepals was the 57% decrease of
ABA levels in outer tepals of sucrose-treated flowers relative to
controls (Fig. 5). Since ABA is known to accelerate corolla senes-
cence in ethylene-insensitive flowers [13,14,24,25], it appears that
the sucrose effects on flower senescence were also mediated at
least in part by a reduction of ABA contents in outer tepals. In
ethylene-sensitive flowers, sugar supply delays petal senescence by
modulating ethylene signalling pathway [3,5]. Therefore, as it has
already been described in the regulation of leaf senescence [26-28],
it appears that there is a crosstalk between sugars and hormones in
the regulation of tepal senescence both in ethylene-sensitive and
-insensitive flowers.

It has been shown that a lack of sugars may stop anther and
pollen development in Easter lily [29], therefore it was likely
that sugar addition to the vase soultion alters also the hor-
monal balance of the androecium. Indeed, the androecium was
the floral organ most affected by sugar addition to the vase
solution in terms of the diversity of hormones affected; ZR,
GA4, ABA and SA levels increased by 2, 155, 20 and 635-fold,
respectively when exogenous sucrose was added to the vase solu-
tion (Fig. 5), thus indicating that the physiology of this organ
is one of the most affected, particularly compared to tepals,
in sucrose-treated flowers. However, further research is needed
to understand what physiological processes within the androe-
cium are being regulated by such sucrose-mediated hormonal
effects. Furthermore, it will also be important to establish whether
or not other GAs, aside from the active GA; measured here,
are affected by sucrose addition and what is their role in the
androecium.

It is concluded that sucrose addition to the vase solution exerts
an effect on flower opening and senescence by, among other factors,
altering the hormonal balance of several floral tissues. Increases in
cytokinins and auxins in the gynoecium, and ABA decreases in outer
tepals explain at least in part the effects of sucrose on flower senes-
cence, while major effects on the androecium are indicative of the
sensitivity of this organ to sucrose treatments. Further research is
however needed to establish the molecular mechanisms underly-
ing the crosstalk between sugars and hormones in various floral
organs of cut lily flowers and understand what target genes are

being regulated by those hormonal changes in sucrose-treated cut
lily flowers.
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REsuM DEL CAPITOL 4

A part de la senescencia i longevitat florals, el control de la senescéncia foliar esdevé
també un factor important en la determinacio de la qualitat de la flor tallada de moltes
espécies comercials, com ara els Lilium. Per tal de comprendre millor el procés
fisiologic de la senescencia de les fulles d’aquesta espécie, es van avaluar (i) la variacié
dels nivells hormonals endogens durant la senescéncia foliar (ii) els efectes de la
privacio de llum i els canvis hormonals associats a aquesta en el progrés de la
senescencia, i (iii) els efectes dels tractaments en esprai d'acid abscisic (ABA) i
Pyrabactin en la senescéncia de les fulles. Els resultats van mostrar que mentre els
nivells de gibberel-lina 4 (GA,) i acid salicilic (SA) disminuien, el contingut en ABA
incrementava amb 1’aveng de la senescéncia foliar. No obstant, tot i que la senescéncia
induida per foscor implicava un major augment dels nivells d'/ABA, el tractament no
afectava els nivells de GA4 ni de SA, que sembla que es correlacionaven millor amb la
temperatura de l'aire i/o fotoperiode que amb la induccié de la senescencia foliar.
D’altra banda, la polvoritzacié de Pyrabactin retarda la progressié de la senescéncia
foliar en la flor tallada. Per tant, es conclou que (i) ’ABA té un paper important en la
regulacio de la senescencia foliar del Lilium, (ii) la foscor promou la senescéncia foliar i
augmenta els nivells d'ABA, i (iii) les aplicacions exdgenes de Pyrabactin inhibeixen la
senescéncia foliar en Lilium, suggerint-ne un efecte antagonic a ’ABA en fulles

senescents de Lilium.
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In addition to floral senescence and longevity, the control of leaf senescence
is a major factor determining the quality of several cut flowers, including
Lilium, in the commercial market. To better understand the physiological
process underlying leaf senescence in this species, we evaluated (i)
endogenous variation in the levels of phytohormones during leaf senescence
(11) the effects of leaf darkening in senescence and associated changes in
phytohormones, and (ii1) the effects of spray applications of abscisic acid
(ABA) and pyrabactin on leaf senescence. Results showed that while
gibberellin 4 (GA4) and salicylic acid (SA) contents decreased, that of ABA
increased during the progression of leaf senescence. However, dark-induced
senescence increased ABA levels, but did not affect GAs and SA levels,
which appeared to correlate more with changes in air temperature and/or
photoperiod than with the induction of leaf senescence. Furthermore, spray
applications of pyrabactin delayed the progression of leaf senescence in cut
flowers. Thus, we conclude that (i) ABA plays a major role in the regulation
of leaf senescence in Lilium, (i1) darkness promotes leaf senescence and
increases ABA levels, and (iil) exogenous applications of pyrabactin inhibit
leaf senescence in Lilium, therefore suggesting that it acts as an antagonist

of ABA in senescing leaves of cut lily flowers.

Introduction

Leaf senescence 1is an endogenously
controlled process that occurs during the late
stages of development and involves nutrient
remobilisation to other plant parts and some
degenerative changes leading these organs to
death (Munné-Bosch and Alegre, 2004; van
Doorn, 2011). Although flower senescence has
received the most attention in the commercial
sector of floriculture, leaf senescence 1s also
considered an unwanted process that
negatively affects the quality and vase life of
several cut flowers and therefore, also deserves
special attention (Ranwala and Miller, 1998;

Abbreviations: ABA, abscisic acid; GA4, gibberellin 4; TAA,
indole-3-acetic acid; JA, jasmonic acid; LMA, leaf mass area; RWC,
relative water content; SA, salicylic acid.

*Corresponding author: smunne@ub.edu Tel.: +34 934 02 14 63;
fax: +34 934 11 28 42.

van Doorn and Han, 2011). Leaf age is one of
the major factors triggering leaf senescence in
plants; the oldest leaves at the bottom of a
canopy enter senescence earlier than the upper
leaves. Shading also initiates leaf senescence
in old leaves; thus, reduced photosynthesis
associated with nutrient remobilisation in the
senescing lower leaves allows the maintenance
of high growth rates in the upper youngest
leaves of the canopy and can even improve
reproductive vigour under some circumstances
(Wingler et al., 2006). Furthermore, leaves of
cut flowers are usually exposed to shading
once obtained from the commercial market and
enter senescence very quickly. Studying the
hormonal regulation of leaf senescence and
how shading affects this process is therefore
essential to improve the quality and vase life
of several cut flowers, including those of
Lilium.
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Fig. 1 Detail of control (a) and covered (b) Lilium L.A. Courier plants at the start of the experiment. Both plant groups are shown
together at the middle of the experimental period during anthesis (c). Pre-dawn air temperature and relative humidity in the
greenhouse (d). Anthesis occurred in both plant groups at the same time: 35 days from the start of the experiment.

Lilium is a genus of herbaceous flowering
plants that grow from bulbs and includes
several plant species. Among them, L.
longiflorum is one of the most sold worldwide,
including some hybrids such as that used in
the present study, the Longiflorum-Asiatic
(L.A.)) hybrid 'Courier'. Despite flowers of
Lilium, also known as lilies (this is also a term
used for other unrelated species), being one of
the most economically important species in the
floriculture market and leaf senescence being
an important quality trait of cut flowers, the
hormonal regulation of leaf senescence in this
species remains largely unknown. To our
knowledge, the only information available to
date 1s that gibberellins and cytokinins, alone
or combined in the form of several commercial
products such as Promalin (GAs7 +
benzyladenine), are very effective in delaying
not only flower but also leaf senescence in lilies
(Ranwala and Miller, 1998; Whitman et al.,
2001). However, while in Lilium flowers
abscisic acid (ABA) might reduce flower
longevity by accelerating flower senescence
(Arrom and Munné-Bosch, 2012), nothing is
known about the possible role of ABA and
other plant growth regulators in the control of
leaf senescence in this species, including
auxins, jasmonic acid (JA) and salicylic acid
(SA), which are known to be generally involved
in senescing processes in the leaves of several

other species. While auxins are generally
considered inhibitors of senescence together
with cytokinins, which seem to play the most
important role, ABA, JA and SA are thought to
be involved in promoting the process, both in
developmentally-regulated and stress-induced
leaf senescence (He et al., 2002; Buchanan-
Wollaston et al., 2005; Ellis et al., 2005; Abreu
and Munné-Bosch, 2009; Lee et al., 2011; see
also Schippers et al., 2007 and references
therein).

In the present study, we hypothesised that
(1) phytohormones, such as cytokinins, auxins,
gibberellins and ABA, and other plant growth
regulators, such as JA and SA, may be
involved 1n regulating leaf senescence in
Lilium, (11) hormonal regulation of this process
occurs in shaded leaves, and (ii1) leaf shading
of the bottom leaves influences anthesis time
and reproductive vigour in the cultivation of
this species. Since endogenous ABA levels
increased during the progression of leaf
senescence and particularly during dark-
induced leaf senescence, we hypothesised that
ABA or pyrabactin applications alter the
senescing process. Pyrabactin is a synthetic
sulphonamide that was initially described as
an agonist molecule of ABA in inhibiting seed
germination or hypocotyl growth as well as in
promoting ABA-responsive gene expression
(Park et al., 2009). Furthermore, the role of
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this ABA agonist has also been shown recently
in stomatal closure in abaxial epidermis of pea
(Puli and Raghavendra, 2012) and in
shortening the vase life of Lilium flowers
(Arrom and Munné-Bosch, 2012). However,
apart from mimicking ABA, it has also been
shown that pyrabactin can also act as an
antagonist of certain ABA receptors (Melcher
et al., 2010; Peterson et al., 2010).
Nevertheless, to our knowledge, the effects of
pyrabactin on leaf senescence have not been
explored in any plant species.

Materials and methods

Plant material, growth conditions and

sampling

Plants were obtained from bulbs of Lilium
L.A. ‘Courier’ (purchased from
Mapifloricultura S.L., Madrid, Spain) on 25th
November 2008 in the Calcic Luvisol (FAO) of
a PVC-made greenhouse on the experimental
fields of the Faculty of Biology at the
University of Barcelona. The planting density
was 45 bulbs m-2. Plants were watered with
tap water once a week throughout the
experiment.

For the study of natural and dark-induced
leaf senescence (experiment 1), plants were
separated into two groups of 200 individuals
each. In the first group, 15 basal leaves from
each plant, which represented about 15% of
the total number of leaves, were covered with
aluminium foil on 27th January 2009. In the
other plant group, leaves were not covered
(Fig. 1). Samplings were performed weekly
from 6 randomly selected plants at every
sampling time point and before dawn from 26tk
January to 22nd  April. For biochemical
analyses, leaves were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C until
analysis. During the study, pre-dawn air
temperature and relative humidity ranged
from 6.3 to 15.2 °C and 53 to 71 %, respectively
(Fig. 1). Temperature and relative humidity
were monitored by a portable
thermohygrometer model EB313HGN (Oregon
Scientific Ibérica S.A., Alcobendas, Spain).

For spray applications on leaves

(experiment 2), lily inflorescences were
purchased from a local market on 14th July
2011 and placed in the laboratory in 1.3-L
vases filled with distilled water and put in
darkness. The following treatments were
immediately applied: abscisic acid (ABA) 5-10-5
M, pyrabactin 5-10> M, distilled water
(control) and Promalin® (100mg L-! gibberellin
4+7 and benzyladenine), which was used as a

positive control, and their combinations
ABA-+pyrabactin, ABA+Promalin,
Promalin+pyrabactin, and
ABA+Promalin+pyrabactin. All treatment

solutions, including controls, contained 0.5%
dimethyl sulphoxide (DMSO), which was used
to dilute ABA and pyrabactin, and 0.1%
Tween-20, which was used as a surfactant.
Fifteen mL of each solution was sprayed
directly onto inflorescence stems and
senescence markers were measured the day
after spraying and every 3 to 4 days for 2
weeks. Stems were divided into three vertical
thirds, distinguishing between basal, middle
and upper leaves for measurements.

Plant growth and hydration

The biomass and water contents of bulbs,
leaves, stems (without leaves or flowers) and
flowers were measured per plant from 4
individuals at the start, middle and end of
experiment 1 on 6th February, 3rd and 27th
April. The measurements performed on 3rd
April corresponded to the time of anthesis (all
plants had at least one flower at anthesis).
Biomass and hydration (H) were measured by
weighing the samples before and after drying
to a constant weight at 80 °C. H was
determined as (FW-DW)/DW, where FW 1is
fresh matter and DW dry matter after oven-
drying the samples.

Leaf biomass, RWC and LMA

Leaf biomass was measured by weighing
the samples before and after drying to a
constant weight at 80 °C. The relative water
content (RWC) was determined as (FW-
DW)/(TW-DW), where FW is fresh matter, TW
turgid weight after hydrating the leaves with
distilled water for 24h at 4 °C, and DW is dry
matter after oven-drying the samples. Leaf
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area was estimated by using a flatbed scanner
(model CX- 5400; Epson Stylus, Nagano,
Japan) and an image-processing program (Leaf
area measurement 1.3, Askew, UK). Leaf mass
area (LMA) was measured as the ratio of leaf
area per DW.

Chlorophyll contents and Fv/Fm ratio

For experiment 1, chlorophyll contents
were estimated spectrophotometrically in 80%
(v/v) acetone extracts as described previously
(Lichtenthaler and Wellburn 1983). For
experiment 2, chlorophyll contents were
measured with a Chlorophyllmeter SPAD-502
(Minolta, Osaka, Japan). The F,/Fn ratio was
measured in  both  experiments from
chlorophyll fluorescence data obtained from
leaves with a chlorophyll fluorometer mini-
PAM (Walz, Effeltrich, Germany) following the
equations described by van Kooten and Snel
(1990).
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Fig. 2 Total flower, leaf, stem and bulb biomass and hydration
of Lilium plants at the start, middle (at anthesis) and end of the
experiment in control and covered plants. Data correspond to the

mean + SE of n=4. Statistical results are shown in the inlets
(two-way ANOVA, P<0.05). NS, not significant.

Phytohormone analysis

Phytohormone levels were determined by
UPLC-MS/MS as described earlier (Miller and
Munné-Bosch 2011).

Statistical analysis

Differences between treatments were
evaluated using the analysis of variance
(ANOVA) and Duncan’s post hoc test, and
were considered significant at a probability
level of P<0.05.

Results

Leaf senescence markers

Plants of both groups (covered and
uncovered leaves) were not distinguishable at
any time point of the experiment in terms of
plant growth and hydration of bulbs, stems,
leaves and flowers (Fig. 2). The only difference
was that darkened basal leaves showed a clear
senescing phenotype. Leaf biomass, expressed
on a fresh weight basis, decreased during the
progression of leaf senescence in control
plants, particularly after anthesis, which
occurred 35 days after the start of the
experiment (Fig. 3). From day 42 and beyond,
leaf biomass drastically decreased, attaining
very low levels at the end of the experiment. In
plants with covered leaves, leaf darkening
accelerated biomass loss, which was already
observed during the first week of the study
and therefore occurred well before anthesis,
which was also observed by day 35 as in the
controls. Despite the acceleration in biomass
loss, both plant groups reached the same very
low biomass values by the end of the
experiment (Fig. 3). Concomitant reductions in
RWC were observed in both plant groups
during the progression of leaf senescence. In
contrast, LMA was slightly lower throughout
the experiment in covered plants than in
controls. The chlorophyll a+b levels and the
Fy/Fn,  ratio, which 1s indicative of
photoinhibiton of photosystem II, changed
mostly in parallel to fresh biomass, with a
rapid decline in both parameters at the start of
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the dark treatment. However, the chlorophyll
a/b ratio was only significantly reduced at the
late stages of senescence in control plants
(after 60 days) and just after anthesis in
covered plants (Fig. 3). Markers of leaf
senescence therefore showed that despite both
groups opening their flowers at the same time,
anthesis marked a decline in leaf biomass,
RWC and the F\/Fn ratio in control plants and
a decline in the chlorophyll a/b ratio in covered
plants, while in the latter, leaf biomass, RWC
and the F./Fy, ratio drastically decreased just a
few days after darkening.
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Fig. 3 Total fresh and dry weight, relative water content
(RWC), leaf mass area (LMA), chlorophyll (Chl) a+b levels, and
the Chl a/b and Fv/Fn, ratios in control and covered leaves of
Lilium. Data correspond to the mean + SE of n=4 for Chl and of
n=6 for other parameters. Statistical results are shown in the
inlets (two-way ANOVA, P<0.05). The arrow shows the time of
anthesis.

Leaf age-induced changes in phytohormones

Among the cytokinins investigated, zeatin
riboside was the one present at the highest
concentrations in leaves, ranging between 1
and 35 ng/g of dry weight, while others

(including zeatin, 2-1sopentenyladenine,
1sopentenyladenosine, dehydrozeatin  and
dehydrozeatin riboside) fell below 0.1 ng/g of
dry weight in all samples and could not be
properly quantified. Zeatin riboside increased
significantly in both plant groups during the
first 2 weeks of the experiment and then
declined slowly but progressively until the end
of the experiment. However, neither leaf age
nor treatment (covered wvs. control plants)
significantly affected cytokinin levels in leaves
during the entire time course (Fig. 4). While
cytokinins and auxins did not show any
significant variations either with leaf age or
treatment, ABA levels increased during the
progression of leaf senescence 1n both
treatments, although to a different extent (Fig.
4). ABA levels increased just after anthesis in
the leaves of control plants, but started to
increase slightly before in covered plants.
Furthermore, the maximum ABA levels were
3.7 ug/g of dry weight for control and 7.9 ug/g
of dry weight for covered plants. Therefore,
leaf darkening led to an earlier and higher
ABA accumulation in senescing leaves. It is
worth noting, however, that ABA increases
(Fig. 4) did not correlate with reductions in
chlorophyll levels or the F./F. ratio, which
occurred much earlier (Fig. 3).

Among the gibberellins analysed, the
active GA4 and its immediate precursors GAg
and GAzs were found in leaves. GA24 showed
the largest variations between samples, while
GA4 occurred at the highest amounts at the
start of the experiments (Fig. 4). Interestingly,
GAs was also the only one to show a
progressive, but significant decline with leaf
age, although differences between treatments
were observed in GAg only. However, such
differences were clearly apparent only on day
30 of treatment, with high variability between
individuals of the same group (in this case,
control plants) being observed at this sampling
time point. A similar trend was observed with
JA levels, which differed between treatments
but only clearly at a single time point (71 days)
and with high variability within the same
plant group (Fig. 4). Although SA levels did
not differ between plant groups, they
decreased progressively during leaf ageing,
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similar to that of GAs4 (Fig. 4). Therefore, it
appears that both GA4 and SA decreased with
the progression of natural leaf ageing, while
ABA increased. Moreover, leaf darkening
accelerated the process and induced ABA
increases, so that ABA was the only
phytohormone whose levels were revealed to
be altered both with the progression of leaf
senescence 1n control and darkened leaves.

Spray applications of pyrabactin delay the
progression of leaf senescence

The effects of spray applications of ABA
and pyrabactin on leaf senescence were
compared to distilled water (control) and
Promalin (positive control). Furthermore, the
effects of several combinations of hormones,

including ABA+pyrabactin, ABA+Promalin,
Promalin+pyrabactin and
ABA+Promalin+pyrabactin, were also

evaluated in basal, middle and upper leaves of
the canopy (Fig. 5). In basal leaves, an 85%
reduction in chlorophyll levels after 14 days
was observed in controls. In contrast, Promalin
showed a 25% reduction only in chlorophyll
levels during the same period. While ABA did
not have any effect on chlorophyll levels,
pyrabactin maintained higher chlorophyll
contents for longer compared to ABA or control
treatments, though to a lesser extent than
Promalin (Fig. 5). While chlorophyll levels in
control and ABA treatments decreased on day
6, chlorophyll levels in leaves sprayed with
pyrabactin decreased on day 10. Furthermore,
chlorophyll levels on day 14 were 2.8-fold
higher with pyrabactin compared to controls,
but also 50 % lower than that with Promalin.
Hormonal interactions revealed that ABA
reverted the positive effect of pyrabactin alone,
since spray application of ABA+pyrabactin had
the same effect as ABA alone or control.
Furthermore, the combination of Promalin and
pyrabactin did not have an additive or
synergistic effect, but had an effect similar to
that of Promalin or pyrabactin alone (Fig. 5).
The results obtained for the F./Fn ratio were
very similar to that of chlorophyll loss in all
treatments, except that reductions in this
parameter appeared later on in time and were
therefore not so apparent between treatments

in several cases (Fig. 5). Differences between
treatments were not so evident in the middle
leaves, although Promalin prevented
chlorophyll loss to the highest extent after two
weeks, followed by pyrabactin, but these
differences were not significantly different.
The same pattern described for chlorophyll
loss was observed for the Fy/Fn, ratio regarding
the different hormonal treatments and
combinations, but differences were smaller for
Fy/Fm, as they occurred in basal leaves and
were not significant. Hormonal treatments had
no significant effects when changes in
chlorophyll and the Fv/Fn ratio were evaluated
in the upper leaves, except for a slight effect of
Promalin and ABA on the F./Fn ratio on day
12 (Fig. 5).

Discussion

It is well known that phytohormones are
involved in regulating leaf senescence, but
their specific activities can vary depending on
the species. Very little is known about leaf
senescence in ornamental plants, despite its
high interest as a quality marker of vase life in
several cut flowers such as lilies (van Doorn
and Han 2011). Cytokinins and ABA have
been proposed as the most important signals
controlling leaf senescence in several species
(Gan and Amasino 1995; Haberer and Kieber
2002). It has also been shown that spray
applications of Promalin (GAs+cytokinins)
largely improve the vase life of lilies, not only
reducing flower abortion and increasing flower
longevity, but also increasing leaf lifespan
(Ranwala and Miller, 1998). In the present
study, we showed that the endogenous
contents of GAs and SA decreased, while ABA
levels increased during the progression of leaf
senescence. Furthermore, zeatin riboside levels
decreased during the progression of leaf
senescence from the first two weeks of the
experiment and onwards. However, when leaf
senescence was accelerated by darkening, the
only phytohormone that significantly changed
In a consistent manner was ABA, therefore
indicating its major role in regulating the
progression of dark-induced senescence in this
species. Interestingly, ABA levels increased
later on in time compared to reductions in
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chlorophyll levels and the F./Fn ratio in dark-
senescing leaves, suggesting that ABA is not
the major factor regulating the dismantling of
chloroplasts, which is known to occur during
nutrient remobilisation. It 1is possible that
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were at their minimum and below 30%,
probably due to cell death processes. ABA
levels decreased during this late stage in both
plant groups (covered and controls), indicating
that ABA is no longer needed or used to
protect cells against leaf senescence-induced
water loss. This 1s in agreement with recent
findings suggesting that the leaf senescence
associated gene SAGI113, a negative regulator
of ABA signalling, is specifically involved in
controlling water loss during leaf senescence in
Arabidopsis (Zhang and Gan 2012; Zhang et
al., 2012). Therefore, our results suggest that
ABA also plays a major role in regulating leaf
senescence in lilies and particularly in dark-
induced senescence, with covered leaves
suffering a severe reduction in RWC followed
by a sharp increase in ABA levels.

Aside from endogenous variations in ABA,
the time course evolution experiments
revealed that SA levels also significantly
altered during the progression of leaf
senescence, showing slight reductions with
time. This 1s 1nconsistent with previous
findings that supported SA as a promoter of
leaf senescence in several species (Morris et
al., 2000; Buchanan-Wollaston et al., 2005;
Garcia-Heredia et al., 2008; Abreu and Munné-
Bosch 2008, 2009). Apart from its role in
protecting against biotic stress (Mur et al.,
1996; Halim et al., 2006), SA has been shown
to be involved 1n plant thermotolerance (Dat et
al., 1998) and chilling resistance (Kang et al.,
2007; Chen et al., 2011). Thus, it is likely that
the progressive SA reductions observed here
with ageing leaves resulted from a reduction in
its biosynthesis due to the progressive
increases in temperature during the study.
Furthermore, it is possible that SA conjugates
followed a different pattern during the
progression of leaf senescence, an aspect that
warrants further investigation. Variations in
other hormones, such as GA4, that followed a
similar pattern to SA could also be due to
variations in climatic conditions, such as air
temperature and the increased photoperiod
during the study progression. Indeed, it has
been shown that GA levels are under
photoperiod control (Olsen et al., 2006). The
present study underlines the complexity of

establishing causal relationships between
changes in hormones and leaf senescence by
measuring endogenous variations of
phytohormones alone.

To better understand the role of
phytohormones in regulating leaf senescence
and confirm that ABA was indeed involved in
the process of leaf senescence in Lilium, we
evaluated the extent to which spray
applications of ABA and pyrabactin altered the
chlorophyll loss and reductions of the F./Fn
ratio associated with leaf senescence.
Pyrabactin, first identified as an ABA
analogue (Park et al., 2009; Ma et al., 2009),
has more recently been described as an
antagonist of ABA through its effects on
specific ABA receptors, the so-called PYRI
from pyrabactin (Peterson et al., 2010; Melcher
et al., 2010). To our knowledge, this is the first
study that explores and demonstrates an effect
of pyrabactin on leaf senescence in a plant
species. The results suggest that pyrabactin
acts as an ABA antagonist in the regulation of
leaf senescence by delaying and reducing
chlorophyll loss and reductions in the F./Fn
ratio, particularly in basal leaves, which were
the most sensitive to the hormone treatments
applied in the present study. PYRI seems to,
therefore, be specifically involved in ABA
signalling, leading to leaf senescence in lilies.
However, further research 1is needed to
establish the components of this signalling
cascade, starting from the identification of a
PYR1 homologue in lilies. From a commercial
point of wview, it is also noteworthy that
pyrabactin was not as effective as Promalin in
inhibiting the progression of leaf senescence in
lilies and that they both did not play an
additive or synergistic role. Instead,
pyrabactin reduced the positive effects of
Promalin when applied together, thus
suggesting a complex interplay of hormonal
effects in regulating leaf senescence in lilies.
Furthermore, it is noteworthy that pyrabactin
can promote under some circumstances flower
senescence in lilies (Arrom and Munné-Bosch,
2012), thus indicating a complete different
sensitivity and response to pyrabactin between
leaves and flowers in lilies, an aspect that
warrants further investigations.
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Fig. 5 Chlorophyll contents (expressed in relative units) and the Fv/Fn ratio of upper, middle and basal Lilium leaves treated
with different hormonal spray applications. Data correspond to the mean + SE of n=6. Statistical results are shown in the inlets
(two-way ANOVA, P<0.05).

Another important aspect considered here
was examining the effects of leaf shading of a
significant part of the canopy on flowering
time and reproductive vigour. Leaf shading
can drastically reduce the photosynthetic
capacity of leaves, as demonstrated here in the
reduction of the FJ/Fn ratio, and
simultaneously induce nutrient remobilisation
to other plant parts. Thus, other plant parts
can benefit from this nutrient remobilisation;
however, effects largely depend on the timing
of leaf senescence (Wingler et al., 2006). If leaf
senescence occurs too early, it can reduce plant
vigour in terms of accumulated photosynthetic
biomass to sustain reproduction. If it occurs at

early stages or during reproduction, nutrients
from senescing leaves can be used for flower,
fruit and seed production. Here, covering 15%
of the leaves did not significantly influence
overall biomass production, flowering time or
reproductive vigour (in terms of flower biomass
production). A possible explanation of the lack
of effect might be that leaf senescence was
induced too early. Another possibility is that in
lilies and other similar species, most of the
vegetative and reproductive growth 1is
sustained by nutrients accumulating in the
bulb, which are essential for reproduction
(Gandin et al., 2011). Therefore, coverage of
15% of the leaves was too small to see any
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significant effects. This appears to be the case
since total leaf biomass was not affected,
indicating  that plants could sustain
reproduction equally well despite shading in
the most basal leaves. However, the fact that a
hybrid was used in the present study did not
allow us to explore a possible effect on fruit
and seed production.

We therefore conclude that (i) ABA plays a
major role in regulating leaf senescence in
Lilium, (1) darkness promotes leaf senescence
and increases ABA levels, and (i11) exogenous
applications of pyrabactin inhibit leaf
senescence in Lilium, possibly by acting as an
ABA antagonist in senescing leaves of cut lily
flowers. Further research is needed to examine
the possible role of other hormones, such as
ethylene and its possible interactions with
ABA, in the process of leaf senescence in this
species.
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Discussio

Discussio

Donada la funcid biologica de les flors, en la natura aquestes s’han de mantenir
obertes fins que els objectius de fertilitzacido de 1’ovari i la dispersio del pol-len siguin
assolits. Un cop pol-linitzada, 1’objectiu principal de la flor passa de ser la recepcio i
dispersio del pol-len al desenvolupament i dispersié de les llavors produides. En aquest
sentit, la pol-linitzacid regula un seguit de respostes que modifiquen 1’estructura floral,
incloent la rapida maduraci6é de I’ovari (per tal que la fertilitzacié sigui possible) i la
pérdua dels pétals o tepals, gracies a la induccid de la produccié d’etile en els diversos

organs florals (revisat per O’Neill, 1997).

D’altra banda i inclls la flor no és pol-linitzada, la longevitat floral no esdevé
il-limitada sin6 finita, ja que el manteniment d’aquestes suposa un cost energetic que
alhora incrementa amb 1’edat. Aixi, quan la inversid per mantenir la flor viva supera el
cost que suposa generar-ne una de nova, la planta es desfa de la flor vella mitjancant el
procés de senescéncia floral. Per tant, la longevitat floral s’entén com una adaptacié de
I’especie per a equilibrar els costos que suposen permetre la recepcio del pol-len 1 el
manteniment de la flor (revisat per Ashman i Schoen, 1994). D’altra banda, tot i
esdevenir un procés inevitable, perd, diversos factors (endogens i exogens) poden
modular I’aveng de la senescencia dels organs florals de manera que es permet retardar /0

accelerar el seu inici i progrés.

En aquest sentit i donada la seva importancia economica en floricultura, nombrosos
esfor¢os han estat dirigits a 1’intent de prolongar la vida Util de la flor tallada, ja que
aquesta és una important caracteristica que pot modificar tant 1’eéxit com el preu final de

les varietats comercialitzades.
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Amb la intencié de coneixer millor el procés de senescéncia en Lilium, un dels
géneres més utilitzats en el sector de la floricultura, es van voler determinar en primer lloc
els efectes i el control de diferents reguladors endogens (dels quals es coneix que
participen en la modulacio de la senescencia tant a nivell floral com foliar) en el progrés
de la senescéncia natural i artificial (flor no tallada i tallada, respectivament). Amb
aquesta informacié endogena es pretengué ampliar el coneixement sobre la biologia de
I’espécie per aixi, en el futur, poder manipular el procés i obtenir millores en la longevitat

floral.

1. Regulacio hormonal del procés de senescencia floral

Es ben sabut que les hormones vegetals juguen un important paper en el control i/o
regulacio del procés de senescencia, pero les funcions especifiques o el pes de les seves
accions poden variar depenent de diversos factors com ara I’espécie, 1’etapa del

desenvolupament o fins 1 tot el tipus d’organ vegetal analitzat.

En el cas de les flors, I’etilé pot representar un factor essencial en el control de la
senesceéncia o no participar-hi significativament, depenent del tipus de flor. D’altra banda,
tot i que aquesta hormona no controli la senescéncia floral insensible a I’etile, la regulacio
hormonal del procés també €s important, doncs la resta d’hormones s’encarregaran
d’acomplir aquesta funcié (Burchi et al., 2005; van Doorn i Woltering, 2008). En aquest
sentit, sembla que els reguladors hormonals més importants en senescencia floral
insensible a 1’etilé son les citocinines i I’ABA (revisat per Reid i Chen, 2007; van Doorn i

Woltering, 2008), amb funcions inhibidora i inductora del procés, respectivament.

Pel que fa les citocinines, sembla que la inhibicio del procés de senescéncia,
ampliament acceptada en el cas de les fulles (revisat per Gan i Amasino, 1996), és també

valida per als pétals de la majoria d’espécies (revisat per Goszczynska et al., 1985;
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Tripathi i Tuteja, 2007; van Doorn i Woltering, 2008; Shahri i Tahir, 2011). A més,
sembla que el seu efecte és independent de la sensibilitat de les flors a Ietilé.
Contrariament, 1’efecte de I’ABA si sembla mostrar diferencies segons la sensibilitat de
les flors a I’etilé. En les flors sensibles a 1’etilé com els clavells, I’efecte de I’ABA sembla
estar mediat per la promoci6 de la produccio d’etilé principalment al gineceu (revisat per
van Doorn i Woltering, 2008), mentre que en les flors insensibles I’ABA té efecte
promotor de la senesceéncia per si sol. En primer lloc, I’aplicacié exdgena d’ABA provoca
una acceleracio de la senescéncia floral en espécies insensibles com Iris, Hemerocallis i
Narcissus i en segon, el contingut endogen augmenta a mida que la senescéncia avancga
(revisat per Tripathi i Tuteja, 2007; van Doorn i Woltering, 2008). D’altra banda, pero, en
Narcissus s’ha determinat que els inhibidors de la biosintesi d’ABA no son efectius a
I’hora de prolongar-ne la longevitat floral. A més, I’increment d’ABA observat als pétals
senescents de Narcissus és previ a la induccid dels SAGs analitzats i per tant, I’ABA no
pot ser el responsable de I’inici de la senescéncia sind que, mes aviat, 1’acumulacio
d’ABA podria ser el resultat de 1’estrés cel-lular patit com a conseqiliencia del procés

(Hunter et al., 2004).

Els resultats obtinguts durant la senescencia natural de les flors de Lilium L.A.
‘Courier’ mostren disminucions dels nivells endogens de citocinines i IAA i increments
dels continguts en ABA i SA, recolzant el rol inhibidor de les citocinines i el paper
promotor de ’ABA en la senescéncia floral d’especies insensibles a I’etile. A més,
I’estudi també suggereix els rols inductor i inhibidor del SA i les auxines, respectivament.
En concordanca amb la funci6 de les auxines, s’ha descrit que 1’aplicacié exogena permet
retardar la senescéncia dels petals d”’Hemerocallis (revisat per Rubinstein, 2000), tot i que
en altres especies poden provocar ’efecte contrari degut al seu paper promotor de la

produccio d’etile (revisat per O’Neill, 1997). D’altra banda, en la majoria d’organs florals
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de Lilium (L.A. ‘Courier’) sembla existir una tendéncia a la disminucid prévia a 1’antesi
dels continguts d’ABA i JA. En el cas dels tépals interns i a diferéncia del JA (nivells del
qual no varien abans de 1’antesi), els resultats mostren I’existéncia d’un pic d’ABA en
I’estadi II que posteriorment decau per recuperar els nivells hormonals inicials (de 1’estadi
I). Per tant, el contingut en ABA disminueix abans de I’antesi en tots els organs florals,
sent I’Unica hormona que mostra un patré conjunt per la regulacié del desenvolupament

floral i per tant, recolzant el seu possible rol principal en la senescéncia floral del Lilium.

De forma similar a ’ABA o el JA, el SA també ha estat descrit com a factor
promotor de la senescencia (Morris et al., 2000; Buchanan-Wollaston et al., 2005),
actuant sobretot en els Ultims estadis del proces, on indueix la mort cel-lular (Garcia-
Heredia et al., 2008). A més, donat que els processos de senescencia son sensibles a
I’estrés biotic (Valdivia et al., 2006), els increments de SA al llarg de la senescéncia
també podrien reflectir el paper protector del SA davant I’atac per patogens. Els resultats
obtinguts a partir dels teixits florals de Lilium mostren una acumulacié de SA des de
I’antesi i durant tota la senescéncia que a més, no sembla ser especifica de teixit (es dona
a tots els organs). D’altra banda, les seves variacions també contribueixen a reforcar
I’idea que els organs florals mantenen comportaments diferencials entre ells. Tot i que els
valors de SA de I’ultim estadi son superiors als del punt d’antesi en tots els organs florals,
durant la senescencia d’ambdos tépals (externs i interns) els nivells de SA mostren una
disminucié (seguida d’un increment només en I’ultim estadi) que no es dona als organs
reproductius. Contrariament, tant a 1’androceu com al gineceu, els nivells de SA
incrementen progressivament des de 1’antesi fins 1’estadi V, tot i que en el gineceu es
recuperen els valors inicials coincidint amb 1’abscisio dels tépals (estadi VI). Per tant, tots
els organs florals de Lilium experimenten una acumulacié de SA durant la seva propia

senescéncia, confirmant aixi el rol inductor del SA en la senescéncia insensible a 1’etile
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de les flors de Lilium. A més, donada la capacitat del SA per induir la mort cel-lular
(Valdivia et al., 2006) i I’acumulacié progressiva de SA observada en tots els organs
florals de Lilium, el SA podria estar regulant el procés de senescéncia mitjancant la
inducci6 de la mort cel-lular als diferents teixits, contribuint aixi de manera global a la

senesceéncia de la flor (com a unitat estructural) del Lilium.

D’altra banda, la disminucié final del contingut en SA observada en el gineceu
coincideix amb el moment en que aquest és 1’inic organ viu que roman unit a la planta.
En la natura i un cop fertilitzat, cal mantenir ’ovari per tal d’assegurar el bon
desenvolupament dels fruits i Ilavors, mentre que el manteniment de la resta de peces
florals suposa un elevat cost energetic (que a partir d’aquest moment esdevenen
innecessaries). Per tant, el gineceu podria tenir un paper important en el control de la
senescencia de la resta d’organs florals, sent 1’anic organ floral que no entra en
senescencia immediatament després de 1’obertura floral i que per tant, I'inic que roman
unit a la planta. En altres estudis amb clavell també es recolza aquesta hipotesi en que es
proposa que el gineceu manté un rol principal en el control de la senescencia floral
(Shibuya et al., 2000). L’eliminacio del gineceu de les flors de clavell prolonga la
longevitat floral mitjancant la prevencié de la producci6 d’etile en I’0rgan. A més, tant
I’aplicaci6 d’ABA com la d’TAA exogens estimulen la produccio d’etilé (i per tant la
senescéncia dels pétals) en les flors control perd no en les flors manipulades sense
gineceu. Contrariament, quan aquestes ultimes son tractades amb ACC s’indueix la
produccid auto-catalitica d’etilé als pétals (i el seu rapid marciment), demostrant que
I’etilé generat en el gineceu durant la senescéncia natural indueix també la produccio
d’etile als petals, on esdeveé el responsable de la senescéncia del teixit (Shibuya et al.,
2000). En un altre estudi amb una varietat de clavell més longeva, la quantitat d’etilé

emesa pels petals i el gineceu és infima tot i disposar de la maquinaria necessaria per
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produir etilé. L’analisi de 1’expressio de diversos gens implicats en la sintesi d’etile tan al
gineceu com als pétals demostra que la manca de produccio d’etilé observada en la
varietat longeva de clavell era el resultat de la repressid de la produccio al gineceu i no als
pétals, recolzant aixi el rol del gineceu en la senescencia dels petals de clavell (Nukui et

al., 2004).

Aixi, pero, tot i que les variacions hormonals semblen estar orquestrades en la
mateixa direccio, cal remarcar que 1’analisi dels canvis al llarg del desenvolupament
mostra 1’existéncia de diverses diferéncies en els diferents organs florals (Fig. 7). Aquest
comportament diferencial és palpable entre ambdoés tipus de tépals (externs i interns) i
esdevé encara més evident quan es comparen els resultats dels tépals amb els dels organs
reproductius. A més, 1’androceu i el gineceu també mostren diferéncies entre ells,

sobretot després de I’antesi.

D’aquesta forma, a part de la regulacié temporal de I’aveng de la senescéncia de la
flor com a tal, també cal tenir present I’existéncia del factor espacial en que cada teixit
respondra variant els nivells dels reguladors endogens segons les propies necessitats
fisiologiques del propi organ i en relaciéo amb el conjunt de la flor. Un exemple clar rau en
la variacio dels nivells d’ABA observats durant la senescéncia floral, que només canvien
(incrementant) al gineceu 1 quan la resta d’organs ja han estat eliminats de I’estructura
floral. A més, respecte el comportament diferencial dels organs florals, destaca el paper
del gineceu, on es mostren les variacions hormonals tipiques de la senescencia

(disminucio de citocinines 1 increment d’ABA 1 SA).

D’altra banda, 1’androceu ¢és 1’nic organ floral en que els nivells de citocinines
(concretament de zeatina, Z) incrementen durant la senescéncia, suggerint que
I’acumulaci6 de Z pugui tenir un important efecte en la relacio organ font-embornal (Gan

I Amasino, 1995; Zaffari et al., 1998; Haberer i Kieber, 2002; Werner et al., 2003) i per
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tant, afectant de forma important el metabolisme de I’androceu. El balang organ-embornal
pot influir en la regulacié de la senescéncia dels organs vegetals; en el cas de les fulles, a
mida que aquestes es van expandint, la maquinaria fotosintetica també evoluciona,
permetent generar majors quantitats de fotoasimilats. Alhora, aquests fotoasimilats
(generalment en forma de sacarosa) poden ser transportats via floema a altres parts de la
planta en creixement (0rgans embornals, revisat per Kim et al., 2007), que captaran la
sacarosa per seguidament hidrolitzar-la gracies a 1’activitat invertasa (revisat perDennis i
Blakeley, 2000). En aquest sentit, s’ha descrit que 1’activitat de I’enzim invertasa
extracel-lular de paret esdeve imprescindible en el mecanisme de retard de la senescencia
induit per citocinines, ja que a l’incrementar 1’expressié d’un inhibidor de 1’enzim
induible per citocinines, la senescencia no es veu retardada. Aixi, 1’atracci6é de metabolits
induida per I’efecte embornal causat per les citocinines permet la remobilitzacié de

nutrients de 1’0rgan senescent a altres parts de la planta (Balibrea Lara et al., 2004).

Pre-antesi Post-antesi

Externs|Interns |Androceu|Gineceu |Externs | Interns | Androceu|Gineceu

Fig. 7 Esquema resum de les variacions hormonals al llarg del desenvolupament floral en els diferents
organs de les flors de Lilium L.A. ‘Courier’. Els requadres verds mostren increments del contingut endogen de
cadascuna de les hormones analitzades, mentre que el color vermell denota disminucié dels nivells hormonals
entre el primer estadi i I'antesi (estadis I-ll, pre-antesi) o I'antesi i I'0ltim estadi del desenvolupament (lll-V per
ambdds tépals i I'androceu i lll-VI pel gineceu, post-antesi). Els requadres on apareixen ambdds colors mostren
variacions significatives en algun dels estadis infermedis de I'etapa estudiada.

A més, el tall de la vara floral provoca una reduccié de la vida de la flor tallada i
un major desequilibri hormonal en el moment d’antesi, reforcant la idea del
comportament diferencial entre organs. Els continguts en ABA i I1AA dels tépals externs
incrementen, mentre que els nivells de SA disminueixen als teépals interns. En ’androceu

es mostren increments de les dues citocinines analitzades (Z i ribosid de zeatina, ZR) i de
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JA, mentre que el contingut en GA, disminueix, i al gineceu augmenten els nivells
d’ABA i SA. La longevitat de la flor tallada es veu reduida en 7.7 dies degut a una
alteracid en el progrés de la senescéncia i a I’acceleracio de 1’abscisié dels tépals, que
alhora concorden amb els canvis hormonals observats respecte les flors desenvolupades

en la planta.

Contrariament al que caldria esperar, donat ¢l possible rol principal de I’ABA en
la senescencia floral del Lilium i als increments d’aquest, observats als tépals externs de
la flor tallada en antesi, les aplicacions exogenes d’ABA no acceleren el procés de
deteriorament dels tépals de la flor tallada. D’altra banda, 1’aplicacié del producte
comercial Promalin (GA4. + BA), utilitzat aqui com a control positiu, provoca un retras
de I’obertura i senesceéncia florals, que es tradueixen en una major longevitat floral. A
més, a part del Lilium, el Promalin és també capac de prolongar la longevitat floral d’un
gran ventall d’espécies comercialitzades com a flor tallada (Ranwala i Miller, 1998a;
2005). A més, per tal de profunditzar en el possible rol de I’ABA en la senescéncia floral
del Lilium es va provar també de tractar les flors amb un nou compost del qual se n’han

descrit tant efectes agonistes com antagonistes de I’ABA, el Pyrabactin.

El Pyrabactin és un compost sintetic (sulfonamida) gracies a la qual fou possible
identificar i establir els receptors d’ABA (PYR/PYL/RCAR, Ma et al., 2009; Park et al.,
2009), ja que és capag¢ d’unir-se selectivament als 14 receptors d’ABA presents en les
plantes. Depenent del receptor especific al que s’uneix el Pyrabactin, el complex
esdevindra actiu (per la majoria dels receptors) 0 inactiu/no productiu (PYL2 i PYL4,
Nishimura et al., 2009; Yin et al., 2009; Melcher et al., 2010; Peterson et al., 2010),
presentant per tant la possibilitat d’actuar tant com a agonista 0 antagonista de ’ABA.
Quan el complex esdevé actiu, la unio del lligand (ABA o Pyrabactin) al receptor provoca

un canvi de conformacido del receptor (d’obert a tancat), activant-lo i promovent
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I’expressio geénica en resposta a I’ABA. Contrariament, en el cas dels receptors PYL2 i
PYL4, tot i que la unio del Pyrabactin també provoca un canvi de conformacio en el
receptor, aquest no és suficient per tancar el complex del tot, esdevenint no productiu o
inactiu (revisat a Guo et al., 2011). De tota manera, aixi com el comportament agonista
del Pyrabactin s’ha pogut corroborar en fulles de pésol, promovent el tancament
estomatic de forma sinérgica als efectes de I’ABA (Puli i Raghavendra, 2012), la seva
capacitat d’actuar com a antagonista no havia estat descrita fins ara. A més, fins ara no es
coneixien estudis en que s’avaluin els efectes d’aquesta sulfonamida sintética sobre la

senescencia.

Els resultats del present treball mostraven que com en el cas de 1’aplicacié d’ABA,
el Pyrabactin no provoca cap efecte en la longevitat floral. De tota manera, quan ambdds
compostos sén combinats en el mateix tractament produeixen una acceleracio de la ultima
etapa, tot i que I’efecte només és evident quan la longevitat de les flors és suficientment
prolongada, com en les flors tractades amb Promalin. Per tant, es demostra que el
Pyrabactin es comporta com a agonista de ’ABA, tot i que només en la 1’ultim estadi de

la longevitat floral del Lilium.

D’altra banda, degut a I’efectivitat del Promalin o altres tractaments similars en la
perpetuacio de la longevitat de la flor tallada de diferents espécies i la implicaci6 que aixo
suposa sobre el preu final al que el comerciant pot vendre el seu producte, cal contemplar
la possibilitat que les flors adquirides en la floristeria hagin estat pretractades per tal de
prolongar-ne la longevitat, fet que podria afectar els efectes de les hormones aplicades
posteriorment al laboratori. D’altra banda, al tractar-se d’un dels tipus de flor tallada més
venudes arreu, podem assumir que el florista o el productor només aplicara un

pretractament quan aquest resulti rentable (i per tant provablement es vegi reflectit al preu
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final de les flors) o necessari, per exemple quan les flors tenen una longevitat inferior al

minim adequat per poder comercialitzar-les.

2. Paper de D’estrés oxidatiu en senescéncia floral

A part de la regulacié hormonal, el paper de I’estrés oxidatiu en senescéncia també ha
estat ben caracteritzat. A grans trets, la produccié de ROS augmenta significativament
alhora que els mecanismes de destoxicacié perden eficiencia, desequilibrant la balanca
cap a l’increment del dany cel-lular. En el cas de les flors, aquest increment de la
produccio de ROS durant la senescencia sembla ser una caracteristica comu per a totes les
especies, independentment de la sensibilitat a 1’etilé que mostri el procés. A més, a nivell
molecular s’ha vist que I’increment de ROS durant la senesceéncia dels pétals acostuma a
anar associat a un augment de 1’expressio génica de diversos components integrants de la
maquinaria antioxidant (revisat per Rogers, 2011). D’altra banda, la majoria d’estudis que
aborden el possible paper de I’estrés oxidatiu en el procés de senescéncia floral no
contemplen el possible rol diferencial dels organs florals, que quedava demostrat per les
variacions endogenes durant la senescéncia floral del Lilium i focalitzen els esforgos en el

comportament global de la flor o d’un tnic teixit floral.

Donada la seva capacitat antioxidant, les funcions i distribucio dels tocoferols en les
plantes han estat extensament estudiades, sobretot pel que fa als teixits fotosintétics
(revisat per Munné-Bosch i Alegre, 2002; DellaPenna, 2005; DellaPenna i Pogson, 2006;
Maeda i DellaPenna, 2007; Falk i Munné-Bosch, 2010), mentre que la informacio
disponible en I’ambit de la senescencia floral és molt més reduida. Estudis previs mostren
la presencia de tocoferol en les flors de diverses especies. A més, sembla que en flors
I’abundancia d’ a—tocoferol és sempre major a la de y—tocoferol (Puckhaber et al., 2002;

Kalinova et al., 2006; Tlili et al., 2009; Ulusoy et al., 2009).
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De forma similar, les flors de la varietat ‘Courier’ de Lilium mostren una clara
predominanga de I’abundancia d’a—tocoferol. A més, s’hi detecten nivells significatius
tant d’a— com de y—tocoferol en la majoria d’organs florals de Lilium en antesi, incloent
els tépals externs i interns i 1’androceu, que a més mostra els continguts maxims
d’o—tocoferol. Pel que fa al y—tocoferol, pero, els tres organs mostren nivells
d’acumulaci6 similars, sent inicament significativament superiors a 1’androceu respecte
els tepals interns. Aixi, un cop més, el gineceu de Lilium mostra un comportament
marcadament diferencial del de la resta d’organs florals. En altres espécies, pero, sembla
que el gineceu si que conté o— i y—tocoferol (carpels de tabac, Abbasi et al., 2007).
Malauradament, actualment no podem decidir entre si la tendéncia de la majoria de les
flors és a acumular tocoferols en el gineceu (com en el cas del tabac) i per tant el Lilium
esdevindria 1’excepci®, 0 viceversa, doncs no es coneixen més estudis en que s’hagi

determinat el contingut de tocoferol en el gineceu.

D’altra banda i donada la sorprenent abundancia d’o—tocoferol a 1’androceu,
I’analisi de la distribucié dels tocoferols en aquest organ mostra la localitzacié del
tocoferol a I’antera i, més especificament al pol-len del Lilium. En aquest sentit, un estudi
previ amb grans de pol-len de diferents especies mostrava la capacitat d’estimulacio del
creixement per part de 1’a—tocoferol, suggerint que aquest antioxidant intervé en
I’allargament del tub pol-linic (Ozawa et al., 1993), suggerint doncs un rol del tocoferol

en reproduccio.

Pel que fa als petals, els nivells de tocoferol poden variar depenent de 1’especie
estudiada. A la flor tallada, 1’abundancia d’a—tocoferol dels pétals de crisantem
incrementa durant les primeres etapes de la senescéncia (fins ’aparicid dels primers

signes visibles) i després decau (Bartoli et al., 1997), mentre que al Lilium s’observa una
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acumulaciéo progressiva d’o—tocoferol al llarg de tot el desenvolupament floral i
especialment durant la senescencia, que esdevé encara meés abrupte durant estadis
avangcats de senescéncia. D’altra banda, tot i que 1’acumulacié no és tan marcada, les flors
que romanen unides a la planta també mostren augments més o menys progressius
d’a—tocoferol al llarg del desenvolupament, sent sempre superiors als nivells de
y—tocoferol. A més, en ambdos casos, els increments de tocoferol estan associats a la
disminucio del nivell de clorofil-les, que alhora remarca una evident acceleracio de la

senescencia dels tepals de la flor tallada respecte les flors que romanen unides a la planta.

L’acceleracié de la senescéncia de la flor tallada observada mitjancant 1’estimacio
del contingut en clorofil-les també es correspon amb la mesura de la longevitat floral, que
en el cas de la flor tallada mostra una reduccié del 31% respecte les flors desenvolupades
en la planta intacta. A més, tant ’analisi del contingut de clorofil-la total com la taxa de
clorofil-la a/b recolzen la proposta de 1’existéncia d’un comportament diferencial entre
organs, tot i que en aquest cas només es contemplen els dos tipus de tépals. Als tépals
interns i especialment pel que fa les flors intactes, la degradacioé de clorofil-les és més
rapida que als tépals externs, que al contrari dels primers mantenen nivells minims (pero
detectables) de clorofil-la fins I’Gltim estadi del desenvolupament. Des d’un altre punt de
vista, la relacio clorofil-la a/b permet corroborar I’existéncia d’una marcada evolucid

diferencial entre ambdos tipus de tepal i de desenvolupament.

A més, els nivells d’a—tocoferol augmenten abans i fins a majors nivells als tepals
interns que als externs, assolint el valor maxim d’o—tocoferol dels tepals interns en el
penultim estadi (IV) mentre que als externs el nivell més alt d’a—tocoferol s’assoleix en
I’tltim estadi del desenvolupament (V). De forma similar, en crisantems desenvolupats

com a flor tallada també s’observa una davallada final del contingut en o—tocoferol
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(Bartoli et al., 1997). Contrariament, 1’acumulacié del contingut en y—tocoferol és
progressiva en ambdos tépals externs i interns i els nivells (molt menors que els
d’a—tocoferol) de les flors intactes son molt similars als de la flor tallada i, per tant,

durant la senescéncia I’acumulacié de tocoferols és especifica per la forma .

Aixi doncs, els resultats obtinguts en Lilium suggereixen que el tall de la vara floral
accelera el procés de senesceéncia, procés que a més progressa mes rapidament als tépals
interns que no pas als externs, i que 1’acumulacié d’a—tocoferol durant la senescencia
dels tepals respon a 1’acceleracio del procés conseqiiéncia del tall de la vara floral. A més,
donat que les concentracions maximes de tocoferol als tepals coincideixen amb els estadis
més avangats del desenvolupament (tépals senescents), quan no queden nivells
detectables de clorofil-les, es suggereix també que I’acumulacié de D’antioxidant és
especifica del procés de senescéncia. En aquest sentit i donat que els augments
d’a~tocoferol també s’han descrit en fulles senescents (Chrost et al., 1999; Abreu i
Munné-Bosch, 2007; Abreu et al., 2008), es suggereix que el rol de la vitamina E és

similar en ambdos tipus d’organs vegetals (fulles i flors).

Les variacions dels nivells de ROS als tépals en diferents estadis del
desenvolupament mostraven una clara correlacié entre 1’aven¢ de la senesceéncia i
I’increment de ROS. Durant la senescéncia dels tepals de gladiol, els nivells de H,0,
endogen (estimats per espectrofotometria) augmenten progressivament mentre que
I’activitat APX disminueix, que alhora sembla ser un prerequisit per 1’inici de la
senescéncia del tépals de gladiol (Hossain et al.,, 2006). El diacetat de 2°,7’-
diclorfluoresceina (DCFDA) permet quantificar de forma rapida i senzilla els nivells de
ROS en resposta al metabolisme oxidatiu, ja que a I’oxidar-se emeten una forta
fluorescéncia. A més, donat que el reactiu reacciona especificament amb el H,O, (tot i

que no del tot exclusivament), aquest s’utilitza per quantificar H,O, (Bartoli et al., 1999).

~ 151 ~



Discussi6

Als tépals senescents de crisantem, el nivell d’oxidacié del DCFDA dobla el valor
observat en els estadis més propers a 1’antesi, just després del tall de la flor (pétals
control). A més, el tractament amb el pro-oxidant paraquat corrobora que la produccio de
H,O, es dona durant la senescéncia, doncs mentre el tractament no provoca variacions
dels nivells d’oxidacio del DCFDA als petals control, als pétals senescents 1’oxidacio
incrementa tres cops (Bartoli et al., 1997). Als tepals de Lilium, la produccié d’H,0,
també assoleix els maxims durant la senescéncia. A més, sembla que aquest increment de
I’oxidaci6 del DCFDA estigui relacionat amb 1’acumulacié d’ a—tocoferol mostrada
anteriorment als tepals, doncs ambdds resultats mostren patrons similars. Tal i com
s’observa amb 1’a—tocoferol, els nivells maxims d’oxidacié del DCFDA s’assoleixen en
estadis del desenvolupament diferents, segons el tépal analitzat, sent el maxim en estadi V
per als tépals externs i en estadi IV per als interns. A més, els forts increments del
contingut en a-tocoferol mostren una correlacié positiva amb petits augments de
I’oxidacié del DCFDA, suggerint que 1’estrés oxidatiu és el responsable de la forta

acumulacié de tocoferol observada als tépals de Lilium.

Contrariament, I’analisi dels nivells d’ascorbat de les flors intactes no sembla tenir
relaci6 amb I’acumulacié d’a—tocoferol als tepals, doncs tot i que el contingut d’acid
ascorbic incrementa durant la primera etapa (fins 1’antesi) en ambdods tepals externs i
interns, els nivells analitzats en 1’0Itim estadi del desenvolupament als tépals externs i
interns son lleugerament inferiors o es mantenen iguals als de 1’antesi, respectivament.
D’altra banda, en comparacié amb la flor intacta, la flor tallada redueix significativament
el contingut en acid ascorbic (tant en antesi com en 1’altim estadi del desenvolupament)
per oxidacié del mateix a DHA, els nivells del qual augmenten fent que 1’estat d’oxidacio
incrementi amb el desenvolupament floral, com també passa en altres especies (Bartoli et

al., 1997; Tewari et al., 2009). De tota manera i un cop més, els tepals externs i interns
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semblen tenir patrons diferents; aixi com en els teépals externs 1’augment de [’estat
d’oxidaci6 de I’ascorbat sembla ser més o menys progressiu al llarg del desenvolupament
floral, als tépals interns aquest augment només esdevé evident en antesi, ja que inclds en
la flor tallada (on les diferéncies fins ara eren molt més marcades) els nivells de 1’ultim
estadi son molt similars als de I’antesi. Alhora, aixo també podria estar lligat a la major
velocitat de progrés de la senescéncia, descrita préeviament als tepals interns (respecte els
externs); I’acceleracio del procés podria implicar una major taxa d’oxidacié de I’ascorbat
durant les primeres etapes del desenvolupament, arribant al punt final (saturacid) abans
que als tepals externs. D’altra banda, els nivells finals (estadi V) d’estat d’oxidacié dels
teépals interns de les flors intactes son inferiors dels de 1’antesi, mostrant una disminucid
final similar a la descrita pels nivells d’a-tocoferol i de DCFDA i recolzant el

comportament diferencial d’ambdos tipus de tepals davant el progrés de la senescéncia.

A un altre nivell d’analisi, el grau de peroxidacié lipidica permet determinar les
variacions o 1’existéncia de dany en les membranes cel-lulars a mida que el procés de
senescencia avanca. El deteriorament de la membrana provoca un increment de la
permeabilitat d’aquestes, que alhora provoca la perdua de nombrosos components clau
per la viabilitat de la ceél-lula. A més, I’increment de ROS generalment provoca, entre
d’altres factors, un increment de la peroxidaci6 lipidica (revisat per Rogers, 2011; Shahri
i Tahir, 2011). Als tépals de Lilium, 1’analisi del grau de peroxidacio lipidica (estimat
com a nivells d’MDA) recolza de nou el comportament diferencial entre tépals externs i
interns, al menys pel que fa la primera etapa del desenvolupament (de 1’estadi I a
I’antesi), doncs mentre als tépals externs els nivells d’MDA disminueixen durant la
primera etapa, als tépals interns s’hi observa un increment. En I’ltim estadi, pero, les
flors intactes semblen mantenir el mateix grau de peroxidacio lipidica que I’observat en

’antesi, mentre que a la flor tallada es descriu una forta reduccid, especialment als tépals
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interns. D’altra banda, les variacions d’MDA presentades aqui no semblen correlacionar-
se amb la tipica funcid preventiva de 1I’a—tocoferol en front la peroxidacio lipidica, ja que
tot i que en la flor tallada els nivells d’MDA disminueixen notablement en I’ultim estadi
respecte 1’antesi, als tépals de les flors intactes incrementen. En aquest sentit, pero, cal
recordar que els nivells d’MDA totals dels tépals no necessariament representen el grau
de peroxidacio lipidica del cromoplast, on presumptament s’hi acumulen els tocoferols
(Arango i Heise, 1998; revisat perMunné-Bosch i Alegre, 2002). A més, donat que s’ha
suggerit 1’existéncia de diversos mecanismes per la pérdua de funci6 de membrana en
senescencia floral (Leverentz et al., 2002), és possible que també existeixin diferents

mecanismes de proteccid, depenent del procés de degradacid de les bicapes lipidiques.

3. Implicacio dels sucres en la regulacié de la senescencia floral

Tot i que el rol dels sucres en senescencia floral encara roman forca obscur, sembla que
aquests compostos tenen un important paper regulador. De forma general, I’adicié de
sucres implica una millora de la longevitat de la flor tallada, suggerint que la manca d’un
nivell intracel-lular optim de carbohidrats podria ser el factor responsable de I’inici de la
senescencia del petal. En aquest sentit, s’ha descrit que el principal factor responsable de
I’inici de la senescéncia dels tepals de tulipa és la manca d’energia intracel-lular, deixant
els efectes de I’estrés oxidatiu i/0 la produccio d’etilé en segon pla (Azad et al., 2008). En
Lilium, la concentraci¢ intracel-lular de sucres disponibles és un important factor limitant
del desenvolupament i la longevitat florals (revisat per van Doorn i Han, 2011), on
sembla existir una correlacié entre la manca de carbohidrats i I’inici de la senescéncia
dels tepals (revisat per van Doorn i Woltering, 2008). A més, en determinats casos (p. ex.
en clavells, rosa, Hemerocallis o Iris) el contingut en carbohidrats solubles disminueix a

mida que la senescéncia floral avanca, on el metabolisme dels sucres en les cél-lules
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senescents encara seria actiu per tal de poder transportar els carbohidrats a fora del pétal

(revisat per Shahri i Tahir, 2011).

En el cas d’Hemerocallis i rosa, d’altra banda, s’ha proposat que la davallada del
contingut en sucres és degut al seu consum en respiracio, ja que durant el temps que la
flor roman oberta s’observa un increment de la taxa respiratoria (Gulzar et al., 2005).
Contrariament, en altres casos sembla que el contingut en carbohidrats augmenta a mida
que avanga la senescéncia floral i que per tant, al no mancar els sucres, aquesta no pot ser
la causa de I’inici de la senescéncia (revisat per van Doorn, 2004). Pel que fa al Lilium, en
diversos cultivars Asiatics la concentracido de sucres solubles (sacarosa, fructosa i
glucosa) augmenta com a consequéncia de la hidrolisi del mid6. La sacarosa en concret
pot arribar a incrementar fins un 15% els seus nivells després de 1’obertura floral (van der
Meulen-Muisers et al., 2001). Cal recordar, pero, que les analisis de sucres en teixits
vegetals no acostumen a tenir en compte la compartimentalitzacio cel-lular i que per tant,
els resultats acostumen a referir-se al contingut total de sacarosa en el teixit i no pas a la

concentracio intracel-lular disponible per al metabolisme (revisat per van Doorn, 2004).

Als tépals (externs i interns) dels hibrids L.A. de Lilium, I’analisi dels nivells de
sacarosa mostra una acumulacié d’aquest sucre al llarg del desenvolupament, assolint
valors superiors (63% i 83% per als tépals externs i interns, respectivament) al valor
inicial (estadi I), mentre que en 1’androceu els nivells son lleugerament més alts (31%) 1
al gineceu no es mostren variacions significatives al llarg del desenvolupament. De forma
similar, als pétals d’Hibiscus rosa-sinensis L. el contingut en sacarosa també augmenta
durant I’etapa de senesceéncia, mentre que al gineceu els nivells es mantenen constants
(Trivellini et al., 2011). D’altra banda, el gineceu és 1’inic organ que roman unit a
I’estructura floral després de 1’abscisio dels petals 1 I’androceu. A més, les variacions

hormonals observades al gineceu no mostren una induccié clara del procés de senescencia
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en aquest organ (veure seccid 1), pel que podem suggerir que la sacarosa nomeés

s’acumula als organs florals senescents.

Pel que fa a la glucosa, els nivells finals (estadi V) coincideixen amb I’inicial
(estadi I) en tots els organs florals. Un cop més i a diferéncia del gineceu, pero, els tepals
i Dl’androceu mostren variacions significatives del seu contingut al llarg del
desenvolupament, recolzant la hipotesi del rol diferencial del gineceu en el control de la
senescencia floral. D’altra banda, a diferéncia de 1’observat amb 1’analisi dels nivells de
sacarosa, abans de I’antesi els tépals (externs i interns) mostren un marcat i progressiu
increment de la concentracio de glucosa en que els valors maxims coincideixen amb el
moment de 1’antesi. Un cop superada 1’obertura floral, s’observa una forta disminucio6 del
contingut en glucosa que afecta a ambdos tépals externs i interns i a 1’androceu, sobretot
en I’altim estadi, suggerint que durant 1’ultima etapa de la senescéncia aquests organs
consumeixen activament glucosa. A més, tal i com ja s’ha suggerit préviament, els tépals
interns de Lilium L.A. ‘Courier’ semblen patir una acceleracio de la senescéncia (respecte
el procés observat als tepals externs), mentre que els estudis amb Lilium longiflorum s’ha
suggerit que la rapida disminucio dels nivells de glucosa (i fructosa) pot comprometre el
desenvolupament de 1’antera i/0 la maduraci6 del pol-len, induint alhora la senescéncia
dels petals (Lee i Roh, 2011). Per tant, tot i que els nivells de sucres de 1’altim estadi son
relativament elevats, la marcada disminucié de glucosa als tepals interns i 1’androceu

podria veure’s implicada en el progrés de la senescéncia floral del Lilium.

De tota manera, 1’efecte més caracteristic dels sucres en senescencia floral rau en la
seva capacitat per allargar la longevitat de la flor tallada. En diversos hibrids Asiatics de
Lilium s’ha descrit que el contingut en carbohidrats del botd floral és un factor limitant
per a I’obertura floral i que, a més, esta relacionat amb la longevitat floral (van der

Meulen-Muisers et al., 2001). Seguint en la mateixa linia, en un estudi amb un cv. de
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Lilium Oriental s ha descrit 1’existéncia d’una forta correlacio entre la longevitat de la flor
i el subministrament de carbohidrats (Hwang et al., 2009). Aixi, I’adici6 de sucre a la
solucio de manteniment de la flor tallada representa una font externa d’energia que alhora
pot reemplacar la disminucio de sucres disponibles que es pateix com a consequiéencia del
tall de la vara floral.

De fet, I’adici6 de sucres a la solucié del vas acostuma a perllongar la vida de la flor
tallada en un gran ventall d’espécies, tot i que les respostes al tractament no sOn sempre
efectives 0 no sempre tenen la mateixa resposta (revisat per van Doorn, 2004; Pun et al.,
2005; Zhou et al., 2005; van Doorn i Han, 2011). Al contrari que per les especies
sensibles a D’etile, el rol dels sucres en senescéncia insensible a 1’etilé no implica
variacions de la producci6 0 sensibilitat d’etilé sind que a primera vista sembla estar més
relacionat amb la seva condicié de soluts. S’ha proposat que els efectes beneficiosos dels
sucres exogens en especies de senescencia floral insensible a I’etilé pot deure’s a una
millora de la captacié d’aigua (i per tant de la hidratacié dels teixits florals), 1 a la seva
capacitat de retardar la mort cel-lular (revisat per van Doorn, 2004). En el cas del Lilium,
I’adici6é d’un 1% de sacarosa a la solucié de manteniment de les vares florals no provoca
variacions d’hidrataci6 en cap dels organs florals ni en la longevitat floral pero si que
afecta el temps necessari per assolir el punt d’antesi (escurgant-lo en 2.4 dies) i la durada
de la senescéncia (perllongant-la 1 dia), respecte les flors control mantingudes en aigua
destil-lada. Concretament, la reduccié de I’etapa pre-antesi és deguda a una acceleracio
del temps requerit per assolir I’estadi II, mentre que en I’etapa post-antesi €s el temps per
assolir ’estadi IV el que es veu incrementat. Per tant, I’adici6 de sacarosa permet que la
flor tallada aprofiti el sucre exogen per modificar el progrés del desenvolupament floral

sense repercutir en la longevitat final pero alhora mantenint per més temps la flor oberta.
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Pel que fa als diversos organs florals, en les flors (flor tallada) en antesi de L.
longiflorum s’ha descrit préviament que a concentracié maxima de sacarosa fou trobada a
I’antera, on a més resulta ser molt superior als nivells de glucosa i fructosa, mentre que
tant a [’ovari com als tepals la concentracid es veia reduida quasi a la meitat. D’altra
banda, al contrari que als tépals (on el sucre majoritari en antesi era la fructosa), la
concentraci6 de sacarosa de 1’ovari era molt superior a les de la glucosa o la fructosa
(Ranwala i Miller, 1998 a). D’acord amb aixo, els resultats obtinguts amb 1’hibrid L.A.
‘Courier’ mostren que I’0rgan amb major concentracidé de sacarosa en antesi és
I’androceu, mentre que als tépals (externs i interns) i al gineceu els nivells disminueixen
un 28% 1 69%, respectivament. D’altra banda, en el cas de la glucosa 1’androceu presenta
els nivells més baixos, mentre que els nivells als tépals (externs i interns) i al gineceu sén
un 88% i 66% superiors, respectivament.

La manca de carbohidrats disponibles pot posar en compromis el desenvolupament
dels organs florals, provocant alhora I’abscisio de la flor abans de 1’antesi. D’acord amb
aquesta idea, als hibrids Asiatics de Lilium I’abscisio dels botons florals podria deure’s a
I’abseéncia d’hidrolisi de sacarosa en I’antera i la manca de la translocaci6 del sucre des
del filament cap a I’antera (Hwang et al., 2011). Per tant, I’aportacié de sacarosa exogena
pot afavorir el desenvolupament dels organs florals i alhora I’antera esdevindria un
important regulador del desenvolupament floral.

En la flor tallada de 1’hibrid L.A. de Lilium, 1’adici6 de sacarosa a la solucio del vas
provoca diversos efectes en els organs florals. Aixi com la concentracié de sacarosa es
veu incrementada nomes al gineceu (50% superior al control), la concentracié de glucosa
augmenta significativament a tots els organs florals excepte als tepals externs i en major
grau al gineceu. Per tant, el gineceu capta activament la sacarosa per acumular-la, mentre

que a la resta d’organs aquesta és consumida; un cop mes, els resultats corroboren el
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comportament diferencial del gineceu envers els altres organs en el desenvolupament
floral. A més, a diferéncia del gineceu, els tépals externs, els interns i I’androceu entren
en senescéncia a partir de 1’antesi, suggerint una possible relacid entre el consum de
sacarosa 1 la senescéncia dels organs florals. A més, sent I'tinic teixit floral que no entra
en senescencia immediatament després de 1’antesi, els resultats recolzen la hipotesi del
gineceu com a regulador de la senescéncia de la resta d’organs florals. Contrariament,
recentment s’ha suggerit que 1’androceu o més concretament la manca de carbohidrats
disponibles en 1’antera pot resultar un factor inductor de I’inici de la senescencia dels
pétals de Lilium (Hwang et al., 2011; Lee i Roh, 2011).

De tota manera, a part de les funcions especifiques dels diferents organs florals,
molts autors consideren la flor com a organ, on els petals, els sepals i els organs
reproductius son parts o peces d’'una mateixa estructura que coordinen les seves accions
per tal de respondre a les necessitats especifiques de la planta en cada moment. Aixi, un
cop ja no siguin necessaries, les peces florals (enteses aqui com a organs individuals) han
d’anar desapareixent progressivament (entren en senescencia). En aquest marc, el rol
suggerit per a I’androceu en el control de I’inici de la senescéncia dels pétals pot ser entes
com a una cooperacid entre els diferents organs per assolir 1’estadi final del
desenvolupament floral en queé el gineceu és I’anic 0rgan que roman unit a la vara floral.

Alhora, segons aquest Ultim raonament, 1’adicié de sacarosa a la solucio del vas
també podria modificar les concentracions hormonals dels diferents organs florals. A
més, sabem que la regulacié de la senescencia implica la interaccio dels senyals
hormonals i dels sucres (Wingler et al., 1998; Leon i Sheen, 2003), fet que en el cas de les
flors sensibles a D’etile resulta evident, doncs 1’adicié dels sucres permet retardar la
senescencia dels pétals gracies a la modulacio de les vies de biosintesi o senyalitzacié de

I’etile (Pun i Ichimura, 2003; Hoeberichts et al., 2007).
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En les flors de Lilium, els continguts hormonals dels diversos organs florals en
antesi varien en resposta al tractament de sacarosa. Tant en 1’androceu com al gineceu, els
nivells de citocinines endogenes incrementen significativament en resposta al tractament
de sacarosa. Sabem que les citocinines son capaces de retardar la senescencia floral en
moltes espécies (revisat per Tripathi i Tuteja, 2007; van Doorn i Woltering, 2008; Shahri i
Tahir, 2011). Per tant i donat que el contingut en citocinines incrementa després del
tractament amb sacarosa, un dels mecanismes pels quals els sucres son capacos de
prolongar la longevitat floral del Lilium podria ser mitjancant la produccio de citocinines.

Alhora, en ambdés casos (gineceu i androceu) trobem evidéncies que suggereixen
la seva implicacid en el control de la senescéncia floral (Shibuya et al., 2000; Nukui et
al., 2004; Hwang et al., 2011; Lee i Roh, 2011). A més, el tractament amb sacarosa també
provoca un augment de la concentracié endogena d’IAA al gineceu de Lilium, suggerint
que els efectes del sucre en la longevitat floral (acceleracio de I’antesi i retard de la
senescencia) poden estar vinculats a 1’increment dels nivells de citocinines 1 auxines,
recolzant alhora el rol inhibidor de senescéncia atorgat a les auxines. D’altra banda, com a
conseqiiéncia dels efectes inhibidors de senescéncia d’ambdés tipus d’hormones, la
sacarosa també podria estar contribuint al suposat interés de la planta per mantenir el
gineceu viu durant més temps que la resta de peces florals. En aquest sentit també,
I’abstencio del gineceu d’entrar en senescéncia es veu també reflectida tant per
I’acumulaci6 de sacarosa observada exclusivament al gineceu de les flors en antesi del
tractament de sacarosa com per les variacions hormonals al llarg del desenvolupament
natural de les flors no tallades.

L’organ més afectat pel tractament amb sacarosa, pero, no és el gineceu sino
I’androceu, que a part de I’increment de ZR mostra augments dels nivells de GA4, ABA i

SA (155, 20 i 635 vegades, respectivament). D’acord amb 1’increment de GA4, recordar
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que I’aplicacié de GAs generalment contribueixen a prolongar la longevitat floral (revisat
per van Doorn i Woltering, 2008). A més, les anteres de Lilium semblen tenir un
important rol regulador en I’inici de la senescéncia dels petals (Hwang et al., 2011; Lee i
Roh, 2011). Per tant, ’efecte retardant de la senescéncia, observat per 1’aportacio de
sacarosa exogena a les flors de Lilium L.A. ‘Courier’ pot deure’s a la inhibicio especifica
de la senescencia de I’androceu en la iniciacio del procés de deteriorament dels tépals.
D’altra banda, I’augment d’ABA i1 SA en I’androceu recalquen la necessitat que aquest
organ entri en senescéncia. De tota manera, les variacions hormonals analitzades només
reflecteixen el punt d’antesi (no en coneixem la tendéncia) i per tant podrien tant estar
reflectint 1’etapa final d’una possible senyalitzaci® prévia a 1’obertura floral
(comportament hormonal durant el desenvolupament pre-antesi) com la resposta a
aquesta (comportament durant la senescéncia). En aquest sentit, donat que 1’adicio de
sacarosa accelera I’obertura de les flors de Lilium L.A. ‘Courier’ alhora que en retarda la
senescencia dels petals i, suposant que 1’androceu sigui 1’0rgan clau en la regulacio de la
senesceéncia dels tepals en Lilium (Hwang et al., 2011; Lee i Roh, 2011), els augments
d’ABA 1 SA de I’androceu en resposta a I’adicid de sacarosa podrien estar reflectint la
resposta de la flor durant la primera fase del desenvolupament en qué els sucres acceleren
I’obertura floral. De tota manera, caldria profunditzar molt més en aquest aspecte per tal
de poder suggerir que les concentracions d’ABA 1 SA incrementen Uinicament abans de
I’antesi, etapa en la que a més caldria corroborar la seva capacitat per induir 1’obertura
floral.

Finalment, als tépals externs de Lilium L.A. ‘Courier’ en antesi, I’adicié de sacarosa
a la solucid del gerro provoca la disminuci6 dels nivells d’ABA en un 57%, mentre que
als tépals interns no s’hi observen canvis hormonals significatius en resposta al

tractament. De forma general, I’aplicaci6 d’ABA provoca una acceleracié de la
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senescencia floral, efecte que a més podria resultar clau per I’inici del procés en les flors
de senescéncia insensible a 1’etil¢ (Panavas et al., 1998; Hunter et al., 2004; Zhou et al.,
2005; Tripathi i Tuteja, 2007). A més, segons els resultats de les variacions hormonals
durant la senescéncia de les flors no tallades de Lilium, sembla que als tepals interns el
proces de senescencia és més rapid que als externs. En aquest cas, 1’adicié de sacarosa
podria incrementar aquesta diferéncia de velocitats en el progrés de la senescéncia,
concretament propiciant un retard del procés en els tepals externs gracies a la disminucid

de la concentracio d’ABA en resposta a la preséncia del sucre exogen.

4. Els organs florals com a reguladors del procés de senescéncia en Lilium

Gracies a I’estudi comparatiu del desenvolupament natural i de la flor tallada s’han pogut
corroborar moltes de les preguntes que plantegen els resultats del desenvolupament de la
flor tallada, doncs les diferéncies trobades en els estudis del desenvolupament natural
acostumen a resultar encara mes evidents en la flor tallada. En conjunt, els diferents
estudis realitzats amb les flors de la varietat d’hibrids de Lilium L.A. ‘Courier’

suggereixen repetidament el comportament diferencial entre organs.

Els tepals sén les primeres peces del periant que inicien el procés de deteriorament
i, d’entre els dos tipus de tépals, sembla que els interns inicien abans la senescéncia que
no pas els externs. D’altra banda, els organs reproductius també mostren variacions
exclusives o especifiques que els diferencien de la resposta dels tépals davant el progrés
de la senescencia floral, en el que ’androceu inicia el procés una mica més tard que els
tepals mentre el gineceu no mostra signes de deteriorament ni tant sols un cop s’ha

produit 1’abscisio de la resta de peces florals.

Per tant, sembla que la diversitat de funcions especifiques per cada organ floral

durant la “vida util” de la flor també es mantenen durant el procés de senescencia, el qual
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s’entén com una resposta de la planta davant la innecessaria despesa energetica que

suposa la flor un cop aquesta ja ha estat pol-linitzada o és massa vella per poder ser-ho.

4.1 Paper dels tepals en senescencia floral

Els tepals son les peces florals encarregades d’atraure i donar suport fisic als
pol-linitzadors. Un cop s’ha acomplert la seva funcié (o I’edat de la flor és massa
avancada), el seu manteniment resulta més costds que profitds. D’altra banda, els pétals
son els primers organs florals a deteriorar-se, limitant aixi la longevitat de la flor. Segons
els resultats obtinguts gracies a les analisis realitzades amb les flors dels hibrids L.A.
‘Courier’ de Lilium s’ha pogut determinar I’existéncia de diverses i marcades diferéncies
entre els tepals i els organs reproductius i un comportament lleugerament diferencial entre

ambdds tipus de tépals externs i interns.

A diferéncia dels organs reproductius, abans de 1’obertura floral els tepals (ambdos
tipus) de la flor no tallada presenten un increment d’IAA mentre que els nivells de GA4 es
mantenen constants, fet que a més tampoc es veu modificat pel tall de la vara floral. A
més, en la flor tallada, els nivells de citocinines tampoc varien ni als tépals externs ni als
interns. D’altra banda, els nivells de glucosa de les flors no tallades mostren un patr6
d’acumulaci6é progressiva previ a I’antesi, que durant el procés de senesceéncia recupera
els nivells inicials de I’estadi I. A més, en la flor tallada, els tépals son les peces florals on
es localitza la concentracié maxima de glucosa (tant en les flors control mantingudes en

aigua com en les tractades amb un 1% de sacarosa).

D’altra banda, ambdés tépals externs i interns també mostren diferéncies de
comportament al llarg del seu desenvolupament. Els tepals interns son els Unics que
incrementen els nivells de citocinines durant el desenvolupament floral natural (flor no

tallada) durant 1’etapa prévia a 1’antesi, mentre que el JA no varia abans de 1’antesi ni en

~163 ~



Discussi6

contingut total (estadi V respecte estadi 1) pero si que mostra una disminucié durant la
senescencia. A meés, és 1’unic organ en que els nivells de SA baixen en resposta al tall de

la vara floral.

Pel que fa I’estrés oxidatiu, tots els marcadors analitzats recolzen el comportament
diferencial entre ambdds tepals, alhora que els nivells endogens de sucres en la flor
tallada mostren diferents patrons de variacio del contingut en glucosa durant 1’etapa post-

antesi.

D’altra banda, el tractament amb sacarosa de la flor tallada en antesi no provoca cap
variacié hormonal als tépals interns, mentre que els externs responen (Unicament)
disminuint el contingut en ABA. Per tant, tal i com s’ha suggerit préviament i en diverses
ocasions, els tépals interns semblen presentar un procés de senescencia accelerat, respecte

els tepals externs.

4.2 Organs reproductius

Pel que fa als organs reproductius, les variacions hormonals i dels continguts de vitamina
E i sucres durant el desenvolupament floral (tant natural com el de la flor tallada) del
gineceu remarquen el comportament diferencial d’aquest organ davant el progrés de
senescéncia i respecte la resta d’organs, incloent ambdds tépals externs i interns i

I’androceu.

L’androceu, a més, presenta clares mostres de diferenciacié de comportament en
front dels tepals; tant les variacions hormonals com dels nivells endogens de sacarosa i
glucosa de I’androceu, determinats al llarg del desenvolupament natural 1 artificial (flor
no tallada i tallada, respectivament), reflecteixen una demarcacié temporal del progrés de
la senescéncia de 1’androceu respecte els tépals, ja que tant durant I’etapa post-antesi de la

flor no tallada com en 1’antesi de la flor tallada I’androceu mostra increments dels nivells
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de citocinines. D’altra banda, el contingut en a—tocoferol de I’androceu és molt superior
al dels tepals. A més, aquest potent antioxidant podria estar vinculat a la reproduccio

vegetal, doncs la concentracié maxima d’a—tocoferol es troba al pol-len.

5. Senescéncia foliar

Tot i que en floricultura el factor més important és la longevitat floral, també cal tenir
cura que la vara floral (en el seu conjunt) mantingui una bona preséncia durant la vida en
gerro de la flor. Del contrari, el valor del producte disminuiria. En aquest sentit,
existeixen diversos tractaments capacos de millorar la qualitat de la flor tallada, tot i que
aquests acostumen a ser forgca cars i per tant incrementen el preu final del producte,
posant alhora en compromis la rendibilitat del producte. En aquest sentit, cal arribar a un
equilibri entre el que resulta rentable i el resultat del tractament utilitzat per incrementar

la qualitat de la flor.

L’adicié de sucres a la soluci6 de manteniment de la flor tallada és una solucio
barata i efectiva que permet prolongar la longevitat d’un gran ventall d’espécies i
varietats de flor tallada. En el cas del Lilium, I’aportacio exogena de sucres permet
prevenir I’abscisio dels botons florals 1 perllongar la vida de les flors, tot 1 que aquest
tractament també implica una acceleracié de la senescencia foliar, que podem observar
mitjangant 1’aparicié d’un esgrogueiment foliar prematur. De tota manera, aquest efecte
negatiu pot ser pal-liat amb 1’ts de solucions hormonals en que es barregin gibberel-lines
i citocinines (revisat per van Doorn i Han, 2011), remarcant la importancia dels
reguladors endogens en el control efectiu del procés de senescéncia. De fet, aquest
tractament és tan efectiu que inclds existeix un producte comercial per poder pre-tractar

facilment el cultiu abans de la seva venta a la floristeria.
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Pel que fa la fisiologia de la planta, és ben sabut que la foscor indueix la
senescencia i, per tant, n’accelera els simptomes. D’altra banda, el procés de senescéncia
induida per foscor esdevé forga similar al procés natural, tot i que existeixen determinades
diferencies com ara la inducci6 de determinats SAGs o la inhabilitacié de la via de
senyalitzacié del SA en condicions de foscor (perd no durant la senescéncia natural,
revisat per Lers, 2007). A més, al privar de llum a la fulla, la taxa fotosintética
disminuira, aixi com el volum de fotoassimilats generats, implicant la necessitat de
captar-los des d’altres fonts (actuant com a organ embornal). En el present estudi, al llarg
de la senescencia el pes (fresc i sec), el contingut hidric relatiu (CHR), els nivells de
clorofil-la i I’eficiéncia maxima del fotosistema II (F./Fy) de la fulla disminueixen
progressivament. Quan la senescéncia foliar és induida per foscor (tapat de les fulles més
basals, representant aproximadament un 15% del total de fulles), el patré de disminucions
dels diferents marcadors analitzats no tant sols es manté sind que aquestes resulten ser
molt més marcades i primerenques. De tota manera, al final de 1’experiment els valors
dels parametres analitzats en ambdés tractaments (control i tapat) tornen a ser similars.
Durant el desenvolupament de la planta, els nivells hormonals endogens també es veuen
modificats pel tractament de foscor; els resultats mostren variacions de GAg, JA 1 ABA en
resposta al tapat de les fulles. En el cas de ’ABA, pero, I’efecte del tapat de les fulles és
més evident. A més, a diferencia dels parametres fisiologics analitzats anteriorment
(contingut de clorofil-les totals i F,/Fp), variants des de 1’inici de I’experiment, els nivells

d’ABA de les fulles de les plantes tractades no canvien notablement fins assolir I’antesi.

Alhora, les variacions de pes fresc (PF), pes sec (PS) i CHR mostren que quatre
setmanes després de 1’antesi el contingut hidric de les fulles d’ambdos tractaments €s
similar, implicant que les posteriors perdues d’aigua o materia no son degudes al

tractament sino al procés de senescencia en si. D’altra banda, fins aquest punt, el tapat de
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les fulles basals implica una important perdua d’aigua que alhora pot estar vinculada amb
les variacions d’ABA observades a partir de 1’antesi. D’aquesta manera, 1’augment
d’ABA seria una conseqiiéncia de 1’efecte del tractament per foscor i per tant, I’ABA no
pot ser el factor principal del control del procés de senescéncia (tot i que si podria tractar-
se d’un regulador tarda). En aquest sentit, el contingut en ABA disminueix al final de
I’estudi coincidint amb el moment en qué els valors de CHR disminueixen per sota del
20%. A més, en aquest punt la biomassa foliar i els valors de F,/F, aixi com els nivells
de diverses hormones (tot i que les diferencies no siguin significativament diferents)
també mostren una notable disminucid. Tot plegat suggereix que en aquestes fulles s’hi
esta donant un procés de mort cel-lular i que en aquest punt ’ABA ja no és necessari
perque la pérdua d’aigua induida per senescéncia ja no és el problema principal. D’acord
amb aixo, a nivell molecular s’ha descrit recentment que el SAG d’expressio induible per
ABA SAG113, esta especificament vinculat al control de la pérdua d’aigua durant la
senesceéncia foliar (Zhang et al., 2012; Zhang i Gan, 2012). Per tant, la relacié entre les
variacions d’ABA 1 dels valors de CHR durant el desenvolupament foliar del Lilium L.A.
‘Courier’ suggereixen un paper principal de I’ABA en la regulacio de la senescéncia de la
fulla, sobretot quan aquesta és induida per foscor, fet que alhora implica una rapida

disminucié de CHR que dispara la produccié d’ABA com a conseqiiencia.

D’altra banda, donat que es tracta d’una espécie d’interés comercial (flor tallada),
també resultava interessant profunditzar sobre I’efecte de I’ABA en la senescencia foliar
de la vara floral tallada (en gerro) i mantinguda en foscor. En aquest sentit, les aplicacions
exogenes d’ABA i del seu analeg Pyrabactin podien servir com a primeres aproximacions
per recolzar o discutir el suposat rol de I’ABA en senescencia foliar. A més, 1’Gs d’un
control positiu (Promalin) permet comparar els resultats dels diferents tractaments amb

els estandards acceptats per la comercialitzacié del producte, als que alhora es pretén
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arribar per tal que les vares produides tinguin sortida al mercat. De forma general i a
diferencia de la resta de la vara floral on no es mostren massa variacions al llarg de
I’estudi, les fulles basals (ter¢ inferior de la vara) mostren una acceleracié de la
senescéncia que alhora es correlaciona amb les disminucions dels nivells de clorofil-les i
els valors de F,/Fp, al llarg del temps. D’altra banda i contrariament al que caldria esperar,
I’aplicaci6 d’ABA no provoca cap efecte sobre la senesceéncia foliar mentre que el seu
analeg Pyrabactin permet millorar lleugerament la qualitat de la fulla, mantenint majors
nivells de clorofil-la i F./Fn. Per tant, i a diferéncia del que s’observa en senescéncia
floral, els resultats suggereixen que en el cas de la senescéncia foliar el Pyrabactin actua

com a antagonista de I’ABA.

6. Senescencia foliar vs. floral

Donat que les flors i les fulles comparteixen el mateix origen evolutiu (Coen, 2001;
Friedman et al., 2004), és 10gic pensar en I’existéncia d’importants similituds en el procés

de senesceéncia d’ambdues parts de la planta.

En aquest sentit, diversos estudis han permés caracteritzar similituds i diferéncies
en el procés de senescéncia dels petals i les fulles. A nivell estructural, determinats
esdeveniments com ara la transformacié del cloroplast en cromoplast (als pétals) o
gerontoplast (a les fulles) es donen abans als pétals, on la degradacio6 cel-lular és evident
ja des de les primeres etapes del desenvolupament del teixit (Wagstaff et al., 2002; 2003).
Pel que fa a les hormones, la sobre-expressio de citocinines retarda la senescencia tant al
pétal (Chang et al., 2003) com en la fulla (Gan i Amasino, 1995), mentre que a nivell
molecular, els gens associats a la biosintesi i resposta de I’ABA semblen compartir el
mateix patrd d’expressio (regulacio a 1’alga) tant en pétals com en fulles (Wagstaff et al.,

2009). Alhora, els nivells de ROS augmenten tant als pétals com a les fulles amb 1’edat,
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de la mateixa manera que també ho fa I’expressid genica de la maquinaria antioxidant.
D’altra banda, pel que fa al rol dels sucres, trobem evidencies que recolzen tant la manca
com I’excés de sucres com a factors detonants de la senescéncia en ambdos pétals i fulles

(revisat per van Doorn, 2004; 2008).

A nivell molecular, la majoria de gens expressats durant el procés de deteriorament
en la fulla també ho son al petal, deixant Gnicament un petit nombre de gens associats al
proces que semblen ser especifics de teixit (Wagstaff et al., 2009). En pétals i fulles de
violer (Erysimum linifolium) s’ha determinat 1’existéncia de notables similituds en
I’expressio dels gens relacionats amb la remobilitzacio de nutrients (Price et al., 2008). A
més, determinats gens com ara el SAG12 (cisteina proteinasa) o diversos gens del domini
NAC (implicats en diversos processos del desenvolupament vegetal com la senyalitzacio
hormonal o la resposta a 1’estrés), inicialment descrits durant la senescencia foliar,
semblen compartir el mateix patré d’expressio (regulacié a 1’alga) durant la senescéncia
de diferents teixits d’Arabidopsis, entre ells als pétals (Wagstaff et al., 2009). A més, els
gens reguladors d’importants processos com la fotosintesi o I’autofagia també mostren
similituds en els dos teixits, ja que en ambdos pétals i fulles mostren regulacions a la
baixa i a I’alca, respectivament, durant la senescencia (Wagstaff et al., 2009). Aixi, a part
de compartir origen evolutiu, pétals i fulles també coincideixen en la regulacié de molts
dels processos cel-lulars més importants (com la degradacid i remobilitzacié dels

components cel-lulars o la senyalitzacié hormonal) durant la senescéncia.

D’altra banda, en determinats casos trobem patrons d’expressio diferencials entre
ambdos teixits (pétals i fulles), demostrant aixi I’existéncia de factors especifics de teixit
(Wagstaff et al., 2009). Com a exemple, tot i que en general els membres de la familia
WRKY es regulen a I’al¢a en els teixits vegetals senescents, els transcrits del gen

WRKY53 (molt implicat en la regulacio de la senescéncia per mitja de la senyalitzacié per
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JA i SA) augmenten durant la senescencia en la fulla, perd no al petal. Altres gens
implicats en la senyalitzaci6 hormonal també mostren diferents patrons d’expressio
depenent del teixit, com ara els gens associats a les auxines o les citocinines; als pétals,
els gens associats a les auxines i a les citocinines oxidases es veuen fortament induits,

mentre que en fulla no (Wagstaff et al., 2009).

A nivell bioquimic, les citocinines i I’ABA han estat proposades repetidament com
a importants senyals del control de la senescencia foliar en diferents espécies (Gan i
Amasino, 1995; Haberer i Kieber, 2002), alhora que ’aplicacio de GAs i BA (Promalin)
permet incrementar la qualitat de la flor tallada de Lilium gracies a la reduccié del nombre
d’avortaments i a 1’elongacio de la longevitat de les flors de la inflorescéncia (Ranwala i

Miller, 1998 b).

Pel que fa els nivells hormonals endogens analitzats a partir de les fulles de Lilium
L.A. ‘Courier’, destaquen els resultats obtinguts amb 1’analisi dels nivells d’ABA, sent la
Unica hormona en que tant el tipus de tractament com 1’aveng del temps provoquen
variacions significatives del seu contingut. En ambdds tractaments (fulles control i
tapades), el contingut en ABA incrementa a partir de 1’antesi (la majoria de plantes de la
poblacid tenen al menys una flor oberta, dia 35) fins el penultim punt de mostreig (dia
79), en qué el contingut d’ABA disminueix significativament. D’altra banda, els nivells
de SA també mostren una disminucié progressiva a partir del punt d’antesi.
Contrariament, pel que fa els organs florals (flor no tallada), els patrons de variacio
hormonal observats esdevenen diferents als de les fulles; el contingut en SA tendeix a
incrementar (i no a disminuir) a tots els organs florals, mentre que els nivells d’ABA
només augmenten durant la senescencia dels tépals externs. A més, mentre els continguts
hormonals de les fulles semblen mantenir-se constants fins 1’assoliment de I’antesi, als

organs florals les variacions hormonals s’inicien des del primer estadi del
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desenvolupament de la flor. Abans de D’antesi, el contingut d’ABA disminueix
notablement a tots els organs florals, mentre que el SA incrementa en ambdds tepals
externs i interns i disminueix a I’androceu. Aixi doncs, tot i que 1’origen de la flor rau en
les fulles, la regulacié hormonal del desenvolupament de les diferents parts de la planta és

diferent.

A més, 1’us de les aplicacions exogenes mostra resultats molt diferents segons la
part de la planta estudiada. Sorprenentment, 1’aplicacié6 d’ABA no mostra cap efecte
sobre la longevitat floral ni la senescencia foliar de les vares de Lilium L.A. ‘Courier’.
D’altra banda, 1’aplicacié de Promalin permet millorar ambdds parametres gracies a la
prolongaci6 del moment d’antesi i de la senescéncia floral i al manteniment dels nivells
de clorofil-la i F,/Fy al llarg de la vida de la vara floral, inclds en condicions de
senescencia induida per foscor. Per tant, els resultats en Lilium L.A. ‘Courier’ també
recolzen I’efecte hormonal inhibidor de la senescéncia (floral i foliar) de les citocinines 1
GAs. Sorprenentment, pero, el suposat efecte inductor de la senescéncia de ’ABA no és
tant clar. A més, quan es combinen ambdds ABA i Pyrabactin, el tractament tampoc
provoca cap efecte. D’altra banda, el Pyrabactin per si sol si que provoca variacions en les
fulles de Lilium tractades amb el compost (respecte el control), mantenint valors més alts
tant de clorofil-les com de F./Fn. Per tant, sembla que el Pyrabactin mostra ambdues
condicions d’agonista 1 antagonista de ’ABA, depenent si aquest és aplicat en flors o
fulles, respectivament, remarcant aixi I’existéncia de diferéncies en els processos de

senescéncia dels diferents teixits vegetals.
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7. Aplicacions exogenes com a procediment per allargar la longevitat floral
Segons els resultats obtinguts mitjancant les diverses aplicacions exogenes utilitzades en
el present treball, sembla que la combinacié de I’aplicacié en esprai de la solucid que
combina citocinines i GAs (Promalin) i de sacarosa en la solucié del vas son les que
millors resultats proporcionen. D’altra banda, cal tenir en compte el cost economic que
aixo pot comportar, doncs 1’s de reguladors hormonals acostuma a resulta car.

Pel que fa a les aplicacions exogenes hormonals, quan el tractament implica la
presencia de Promalin, tant la longevitat floral com la qualitat de les fulles (en termes de
nivells de clorofil-la i F,/Fn) és major, mentre que les aplicacions d’ABA, Pyrabactin o
inclis la combinacié d’ambddés (ABA + Pyrabactin) no semblen afectar a la longevitat
floral, pero si (negativament) a les fulles. A la flor el Pyrabactin sembla jugar un paper
agonista de ’ABA, malgrat que I’efecte inductor de la senescéncia (i per tant de reduccio
de la longevitat floral) d’ambdo6s compostos només esdevé palpable quan la durada de la
vida de la flor és suficientment llarga (p. ex. quan és tractada amb Promalin). A diferéncia
de la flor, a les fulles (sobretot en les basals) el Pyrabactin actua com a antagonista de
I’ABA, contribuint a la millora de la qualitat de la fulla mitjancant el manteniment del
nivell de clorofil-les i F./Fn, per més temps (respecte el control). De tota manera, el
resultat obtingut de 1’us del Pyrabactin en les fulles és menor que la millora de la qualitat
de les fulles tractades amb Promalin. Per tant, pel que fa al balan¢ entre el cost del
compost i el resultat obtingut, el Promalin esdevé el producte més interessant per al sector
de la floricultura, tot i que des del punt de vista académic, 1’as del Pyrabactin, amb
intenci6 d’aprofundir en el coneixement de la funcid de I’ABA en la senesceéncia (floral 1
foliar) del Lilium ha resultat ser molt interessant.

En el cas dels sucres, els possibles efectes negatius resultants de 1’aportacio extra de

sacarosa a la solucid del vas acostumen a presentar-se quan la concentracio aplicada és
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molt elevada (>3%), on inclls poden arribar a disminuir la longevitat floral alhora que
indueixen la senescéncia foliar (Nowak i Mynett, 1985) i per tant implicant efectes
negatius sobre la qualitat de la flor tallada. D’altra banda, 1’as de baixes concentracions
(com la utilitzada aqui, 1%) permeten millorar lleugerament la longevitat floral sense
patir una drastica perdua de qualitat foliar del Lilium. Contrariament, en determinades
varietats 1’Gs de concentracions superiors a la utilitzada en aquest estudi no provoquen
cap influencia en la longevitat floral del Lilium (Han, 2003), mentre que en altres espécies
de la familia de les Liliacies com Alstroemeria, 1’adicié d’un 1% de sacarosa a la solucid
del vas provoca una prolongacio de la longevitat floral (Chanasut et al., 2003). A més, pel
que fa al Lilium, la millora per efecte de 1’1% de sacarosa es veu reflectida en el temps
que la flor roman oberta, sense afectar la longevitat.

De tota manera, el temps empleat en assegurar que el tractament aplicat tingui els
resultats optims també és un factor a tenir en compte. A diferéncia dels tractaments
hormonals en esprai, on 1’aplicacio resulta cara pero efectiva i unica, els tractaments amb
sucres en la solucié de manteniment requereixen un seguiment i manteniment de la
qualitat de D’aigua per evitar la rapida formacido de poblacions microbianes, que
generalment s’associa a 1’aparicié prematura de la senescéncia (Luo i Li, 2005). En
aquest sentit, pero, 1’as de compostos antimicrobians com el citrat d’hidroxiquinolina (8-
HQC) o el dioxid de clor (CIO,) permeten evitar aquest efecte negatiu sense minvar
I’efecte de la sacarosa (ni I’esgrogueiment foliar), tot i que al tractar-se de productes
antiseptics cal tenir en compte altres factors com ara la legalitat del producte o la facilitat
per aconseguir-lo. D’altra banda, 1’as del 8-HQC no implica cap efecte sobre la qualitat
de la flor de Lilium (Nowak i Mynett, 1985), mentre que 1’us de CIO, permet allargar la

longevitat d’alguns tipus de flor tallada alhora que depenent de la concentracié aplicada
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també pot ser el responsable de ’aparicié prematura de la senescéncia foliar (Macnish et
al., 2008).

En els estudis del present treball s’han realitzat tant aplicacions exogenes en solucio
de manteniment com en esprai, obtenint en ambdos casos resultats clars que en demostren
I’eficiéncia, pero sense fer ts dels productes antiséptics. L objectiu principal de la majoria
d’experiments fou la determinacié de les variacions endogenes dels diversos possibles
reguladors de la senescéncia, tant floral com foliar. Per tant, com major sigui el nombre
de productes aplicats, majors son les possibles interaccions entre ells i els efectes sobre
I’organisme a tractar. Aixi, per tal de poder determinar 1’efecte d’un determinat compost
cal que la soluci6 a aplicar sigui el més senzilla possible pero alhora que ens assegurem la
factibilitat de que la planta I’absorbeixi.

Un altre factor a tenir en compte €s el cost (economic i d’esforg) i la rendibilitat
esperada del tractament. D’entre els tractament utilitzats aqui, el tractament de sacarosa ¢és
el més economic, tot i que I’esfor¢ per mantenir la bona qualitat de les solucions dels
gerros pot ser major que la dels tractaments en esprai (on també cal canviar I’aigua de tant
en tant). De tota manera, un cop adquirit, la preparacio de la soluci6 amb Promalin és
facil, rapida i requereix de molt poca concentracié de producte, fet que eleva la seva
rendibilitat. D’altra banda, si el que pretenem ¢s allargar la longevitat de la flor tallada,
I’aplicacié de Promalin sembla meés eficient que el manteniment en una solucié 1% de
sacarosa. En aquest cas, el tractament amb sucre no allarga el temps de vida de la flor
perdo manté la flor oberta durant més temps, mentre que [’efecte de les hormones
inhibidores de senescencia permeten incrementar notablement la longevitat de la flor
gracies tan al retard del temps necessari per assolir 1’antesi com 1’abscisio dels tépals.

Alhora, pero, ens interessava també determinar els canvis fisiologics associats a les

aplicacions exogenes. D’una banda, el Promalin és un producte ampliament utilitzat en el
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sector de la floricultura i I’eficiéncia de les citocinines en senescéncia floral ja ha estat
descrita (Chang et al., 2003), mentre que de I’altre, el paper dels sucres també acostuma a
resultar beneficids tot i que el seu paper en senescéncia floral és forca més controvertit,

pel que ’atractiu dels possibles resultats del tractament de sacarosa és major.

8. Reguladors endogens i nivells d’analisi

L’enorme interés despertat per la senescéncia vegetal (tant foliar com floral) ha
permes que avui dia coneguem molts aspectes del procés a diferents nivells (des de la
fisiologia fins al nivell molecular). A més, donat que el procés de senescencia es pot
entendre com un balang entre la necessitat de mantenir vives les cél-lules i/o els teixits
(maximitzant el reciclatge de nutrients) i el procés de mort cel-lular per remobilitzar els
compostos dels organs que ja no resulten Gtils en un punt determinat del cicle biologic de
la planta (Wagstaff et al., 2009), I’estudi del procés de deteriorament dels teixits vegetals
a diferents nivells (fisiologic, bioquimic i molecular) permet determinar i caracteritzar els
esdeveniments més importants del transcurs del procés de senescencia vegetal. D’altra
banda, cada metodologia d’estudi comporta diversos “pros” i “contres”, que també cal
tenir en compte a 1’hora de decidir-nos per quin nivell d’analisi utilitzem en els nostres
estudis. A més, cal recordar que si avui dia disposem de la tecnologia i el coneixement
necessaris per abordar diversos punts clau de determinats processos biologics a nivell
molecular és gracies al coneixement previ de la fisiologia de les especies estudiades, que
ha permeés entreveure els punts claus de regulacié dels processos que es volien estudiar. A
més, sense el coneixement previ del progrés natural del procés analitzat, els resultats
moleculars mancarien de sentit. Per tant, tot i que I’estudi de les variacions de I’expressio
de determinats gens pot aclarir molts interrogants o corroborar les sospites i preguntes

plantejades a partir dels resultats obtinguts amb 1’estudi de 1’aveng del progrés a nivell
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d’observacid, dels canvis o de 1’analisi de les variacions dels nivells endogens a nivell
bioquimic, no haurien d’entendre’s com a 1’inica opci6 viable per a determinar els canvis
ocorreguts durant els processos fisiologics sind6 com a resultats complementaris que
ajudin a caracteritzar les similituds o diferéncies del procés estudiat en diverses espécies i

per tant en la natura.

En primer lloc, I’observacid dels canvis fisiologics ens permet concixer millor la
biologia de la planta objecte d’estudi i per tant dissenyar models experimentals més
adients per al nostre organisme. A més, en el cas de les flors i en general dels productes
economicament importants, les aplicacions exogenes serveixen per fer una primera
aproximacio dels efectes que un determinat compost/producte/solucio té sobre un procés
fisiologic determinat, mentre que a nivell academic, la informaci6 obtinguda no és sempre
tan rellevant com es desitjaria. A més, quan el que es vol obtenir és un benefici palpable,
la utilitat de les aplicacions exogenes es mesurara depenent de 1’efecte final/global en
I’organisme 1 no pas pels canvis que aquest provoqui per tal d’aconseguir el resultat
desitjat. D’altra banda, quan es combinen els resultats dels efectes de les aplicacions
exogenes amb els obtinguts mitjancant les analisis bioquimiques, els canvis donats en un
procés determinat resulten millor caracteritzats 1 per tant I’experiment guanya un

considerable grau de robustesa.

D’altra banda resulta forg¢a dificil saber quin compost cal aplicar per obtenir un
determinat objectiu si no es coneixen ni la fisiologia de 1’organisme en condicions
normals ni el funcionament natural del procés que es vol modificar. En aquest sentit, les
analisis bioquimiques permeten determinar els nivells de determinats components
endogens, que alhora permeten caracteritzar canvis importants en els processos estudiats.
De tota manera, la metodologia per analitzar determinats compostos endogens no és

sempre accessible 0 no ha estat dissenyada per la nostra espécie. Per tant, cal tenir en
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compte que generalment és necessari posar previament a punt el metode. A més, les
analitiques bioquimiques acostumen a incloure molts passos (des de I’extraccio de la
mostra fins I’analisi final) i per tant els resultats finals son estimacions del que succeeix
realment en I’interior de la planta. De tota manera, la tecnologia i el coneixement actuals
permeten afinar molt la manipulacié de les mostres per tal d’aconseguir exactament el

que volem determinar.

Finalment, I’analisi molecular dels processos endogens permet caracteritzar a nivell
génic els canvis que succeeixen durant el desenvolupament vegetal, permetent doncs
caracteritzar les similituds i/o diferéncies dels mecanismes pels quals els organismes
aconsegueixen assolir els canvis necessaris per adaptar-se a 1’ambient en cada punt del
seu cicle vital. En aquest sentit, la senescencia dels pétals resulta un bon model per
estudiar a nivell génic, doncs es tracta d’un procés caracteritzat per la variacié dels
patrons de transcripcié en qué la majoria de canvis impliquen variacions dels nivells
d’expressio dels gens associats a la ja ben descrita remobilitzacié de nutrients associada a
la senescencia (revisat per Shahri i Tahir, 2011). D’altra banda i a un nivell més practic,
cal tenir present que quan el genoma del model d’estudi no ha estat préviament seqilienciat
(com ara el Lilium) els esfor¢cos per aconseguir resultats incrementen de forma

exponencial.

Per tal de profunditzar en la caracteritzacio de la senescencia floral de les espécies
insensibles a I’etile 1 donat que els esdeveniments cel-lulars naturals dels tépals durant
aquest procés recolzen 1’us d’estudis moleculars, es va voler complementar els resultats
préviament obtinguts amb [’analisi de I’expressio génica d’una série de gens relacionats
amb la regulacido hormonal (veure Annex). D’aquesta manera, s’aconseguia d’una banda
contribuir a I’estudi molecular de la senescéncia del Lilium i de I’altra complementar les

dades obtingudes mitjancant els estudis bioquimics.
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De tota manera, i donat que es tracta d’una espécie de la qual se’n desconeix el
genoma, per tal d’enfocar I’estudi a la regulacié hormonal cal que préviament es coneguin
els gens implicats en les vies de senyalitzacio, funcié o biosintesi de les hormones en
espécies el més properes (taxonomicament parlant) possible. En el cas del Lilium, el
model a seguir fou el d’Alstroemeria, espécie a partir de la qual ja se n’havien descrit les
sequencies i funcions de diversos gens, entre ells alguns relacionats amb les hormones
vegetals (Wagstaff et al., 2010). De tota manera, finalment només fou possible analitzar
I’expressio del gen que codifica per I’aminopeptidasa P1 (ATTPP1) involucrada en el
transport polar d’auxines, els transcrits de la qual incrementen a mida que la senescencia
dels teépals avanga, suggerint la necessitat d’augmentar el transport polar d’auxines amb
I’edat del teixit (veure Annex). Alhora, els resultats també recolzen la preséncia d’un
comportament diferencial en ambdds teixits i depenent del tipus de desenvolupament que
s’ha tingut (natural o flor tallada). A més, els resultats de I’estudi es correlacionen amb
els obtinguts mitjancant les analisis bioquimiques, permetent aprofundir aixi en el
coneixement del mecanisme d’accié de les auxines en la senescéncia dels tepals de

Lilium.

De tota manera, 1’analisi molecular per si sol no té sentit a menys que el procés
analitzat ja hagi estat ampliament estudiat préviament. Per tant, 1’ideal seria poder
disposar del temps necessari per observar la biologia de la planta, veure com reacciona de
forma “natural” als tractaments que volem aplicar 1 després analitzar a nivell bioquimic
els components endogens clau de la regulacio del procés que volem caracteritzar.
Finalment, si s’escau 1 és possible de realitzar, I’analisi molecular dels canvis ocorreguts
durant el procés poden proporcionar el nivell de robustesa que I’investigador vol assolir
per tal de caracteritzar el procés estudiat. Malauradament, pero, realitzar un mateix totes

les analisis bioquimiques o moleculars necessaries (i en diferents espécies per poder
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comparar resultats) per caracteritzar en profunditat la senescencia floral resulta
impossible. D’altra banda, tota aportacié contribueix al coneixement de la cieéncia, que al

cap i a la fi el que pretén és conéixer el funcionament dels processos naturals.

Per tant, si el que es vol és millorar o treure benefici d’un procés fisiologic
determinat (com ara la prolongacié de la vida o la millora de la qualitat de la flor tallada),
d’entrada cal coneixer els mecanismes naturals pels quals el procés progressa al llarg del
cicle vital de la planta per després intentar manipular-lo al nostre gust per tal d’obtenir el
resultat desitjat. En el cas de la senescéncia floral, aquesta ltima etapa és quan 1’US
combinat de les aplicacions exdgenes i 1’analisi dels canvis bioquimics endogens resulten
més utils, mentre que 1’estudi a nivell molecular dels canvis produits durant el procés de
senescencia requereix un ampli coneixement de la metodologia i dels reguladors génics
que no sempre estan a I’abast de 1’investigador o inclus del coneixement cientific. Aixi,
tot i que el procés de senescéncia floral esta altament regulat a nivell genétic, les especies
d’interés comercial no acostumen a tenir el genoma seqiienciat i per tant cal partir de la
base que ’estudi a nivell molecular acostuma a limitar-se a aproximacions més que a

determinacions robustes.
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CONCLUSIONS

1) Els reguladors endogens analitzats (fitohormones, sucres i estrés oxidatiu)
mostren variacions significatives al llarg del desenvolupament floral en Lilium.

2) Els diversos organs florals de Lilium tenen comportaments diferencials entre si
al llarg del seu desenvolupament.

3) L’ABA resulta ser un important regulador del procés de senescencia floral i
foliar en Lilium, on la seva accio accelera el progrés del procés en ambdds casos.

4) En flors, el Pyrabactin es comporta com a agonista de I’ABA, accelerant la
senescencia floral, mentre que en les fulles la seva accié és la contraria.

5) La flor tallada experimenta canvis similars als observats en les flors no tallades,
pero de manera més accentuada.

6) Els continguts endogens hormonals, de sucres i els marcadors d’estrés oxidatiu
varien significativament com a consequencia del tall de la vara floral, mostrant una
acceleracié del procés de senescencia en la flor tallada i una reduccié de la seva
longevitat.

7) Tots els organs florals, excepte el gineceu, acumulen a— i y—tocoferol, essent la
forma predominant 1’a—tocoferol.

8) L’a-—tocoferol podria tenir un rol especific en la senescéncia dels tepals i
I’androceu.

9) L’augment de produccioé de ROS als tépals de Lilium esta correlacionat amb un
important increment de la sintesi de tocoferol.

10) L’adicio6 de sacarosa a la flor tallada provoca una acceleracié de 1’obertura floral

alhora que en retarda el procés de senescencia, mantenint la flor oberta per mes temps.
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11) L’aportacio de sacarosa exogena provoca una variacié del balang hormonal en
diversos organs florals, demostrant la capacitat de senyalitzacio dels sucres en el
desenvolupament floral.

12) La senescéncia induida per foscor de les fulles de Lilium no provoca variacions
significatives en termes de capacitat reproductiva, pero implica una acceleracio del
procés de senescencia foliar que alhora es tradueix en importants variacions dels

continguts hormonals de la fulla.
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ANNEX

L’estudi molecular de la senescéncia dels teépals de les flors de Lilium fou dut a terme al
laboratori de la Dra. Hilary J. Rogers, a la Universitat de Cardiff (Regne Unit), sota la
co-supervisio del Dr. Tony D. Stead, de la Universitat Royal Holloway de Londres. La

durada de 1’estudi es realitza en mig any, durant els mesos d’octubre de 2010 i marg de

2011.

1. Objectius de I’estudi

Els objectius principals de 1’estudi foren analitzar les variacions dels patrons
d’expressid génica mitjangant la reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) en temps
real (qPCR, de I’anglés quantitative PCR) d’un lot de gens relacionats amb el
metabolisme de les hormones vegetals per tal de completar 1’estudi bioquimic a nivell

molecular.

2. Antecedents

Els resultats obtinguts previament a la Universitat de Barcelona mostraven variacions
hormonals significatives dels nivells de citocinines, IAA, ABA i SA al llarg del
desenvolupament i senescéncia dels tepals de Lilium, que alhora representen el factor
limitant de la longevitat floral. D’altra banda, pel que fa a I’aproximacié molecular, cal
tenir en compte que el nombre de seqliencies de Lilium disponibles (dipositades a les

bases de dades) és molt baix.

Al Regne Unit existeix un important grup de recerca cooperativa enfocada a
I’estudi de la senescéncia floral. En aquest cas, es comptava amb una recent publicacid
dels resultats d’unes analisis realitzades per microarray de flors d’Alstroemeria on es

mostraven diversos patrons d’expressio dels gens relacionats amb els reguladors del
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creixement vegetal en resposta a I’estrés per fred i deshidratacié (Wagstaff et al., 2010),

gens dels quals a més se’n coneixia la seqiiéncia de DNA.

L’Gs d’aquesta informacid, obtinguda pels investigadors del Regne Unit, fou
possible gracies a la proximitat taxonomica d’ambdues espécies (Alstroemeria i Lilium,
veure Fig. Al), permetent-nos prendre els gens descrits en Alstroemeria com a
referencia per al disseny dels iniciadors (de 1’anglés, primers) adients per analitzar el

material genetic de Lilium.

Regne: Plantae
Divisio: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Ordre: Liliales

Liliaceae  Smilaceae Colchicaceae  Alstroemeriaceae

Melanthiaceae

Fig. A1 Cladograma en el que es mostren les hipotétiques relacions entre I'ordre de les Liliales, adaptat de
Judd et al., 2008.

3. Pla de treball

El material vegetal utilitzat fou el mateix que 1’utilitzat préviament en 1’analisi
bioguimic de les variacions dels nivells hormonals endogens dels tepals de les flors de
Lilium unides a la planta i de la flor tallada (veure capitol 1) durant la senescéncia floral
(Fig. A2). D’aquesta manera s’aconseguia evitar el factor “variabilitat biologica” alhora

gue es permetia fer una comparativa coherent d’ambdoés analisis.

Estadi III Estadi IV Estadi V

Fig. A2 Estadis del desenvolupament floral en Lilium. Es mostren, per ordre cronologic, I'estadi il (flor en antesi,
tépals groguencs), estadi IV (tépals blancs) i estadi V (tepals deshidratats).
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En primer lloc, calia familiaritzar-se amb les tecniques moleculars basiques
(extraccié d’RNA, PCR i qPCR, I’electroforesi en gel d’agarosa, sintesi de CDNA, etc.)
per verificar que el material de partida era apte per l’estudi. Seguidament, calia
dissenyar els iniciadors degenerats dels gens d’interés en base a les seqiiéncies de DNA
conegudes d’Alstroemeria. S’utilitza la base de dades BLASTx, del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) per tal de poder comparar I’homologia existent entre
la nostra seqiiéncia d’aminoacids més provable, traduida a partir de la seqiéncia de
DNA coneguda, amb les seqiiéncies proteiques d’altres espécies de monocotiledonies
(com Lilium i Alstroemeria).

Un cop trobades, es procedi a alinear les seqliéncies per determinar les zones de
major homologia, que alhora servirien per dissenyar els iniciadors degenerats. En aquest
pas, pero, es tingué també en compte que el codi genetic és degenerat i que per tant per
a cada aminoacid de la sequéncia (de la zona de major homologia) pot ser codificat per
diversos codons. Per tant, I’eleccid de les bases nitrogenades no resulta sempre evident,
obligant-nos a incloure bases degenerades (segons els codis 1UB) en les sequéncies
consensus dels iniciadors, implicant la possibilitat d’obtenci6 de productes inespecifics.

Es dissenyaren 6 lots d’iniciadors degenerats (minim un iniciador per cada extrem
del gen, anomenats iniciadors forward (5°) i reverse (3’), respectivament) en base a 6
seqliencies geniques d’Alstroemeria relacionades amb les auxines i I’ABA (Wagstaff et

al., 2010, Taules Al i A2).

Un cop obtinguts, es procedi a provar els iniciadors degenerats en una barreja de
cDNAs provinents de diferents mostres dels tepals de Lilium per comprovar la seva
capacitat d’amplificar per PCR el cDNA de I’espécie objecte d’estudi. Seguidament, els
productes de 1’amplificacié foren separats per electroforesi en gel d’agarosa per tal de

poder recuperar-ne el DNA de les bandes de pes molecular corresponent a 1’estimat
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(segons el nombre de bases inclosos en la seqiiéncia del gen d’interés i encapgalats pels
iniciadors). Per tal de poder seqiienciar els productes de I’amplificaci6 amb els
iniciadors degenerats, pero, calia abans incrementar la concentracié de material génic
disponible. Per tal d’aconseguir-ho, el DNA recuperat del gel d’agarosa es clona primer
en el vector pGEM-T i posteriorment s’utilitza per transformar les c¢l-lules competents
d’Escherichia coli. Seguidament, s’identificaren les colonies que contenien I’insert de
DNA d’interés (mitjangant una PCR amb els iniciadors especifics M13, que s’uneixen
al vector pGEM-T) per tal de seqiienciar unicament els clons que continguessin el DNA
amplificat a partir dels iniciadors degenerats dissenyats a partir de les sequéncies

d’Alstroemeria.

Gen Funcid del gen Nom dels iniciadors Pes molecular estimat de
d’Alstroemeria d’Alstroemeria degenerats IPamplificacio
Transport polar
12.m15 . 12.m15 153bases
d’auxines
Factor de respostaa F-R: FyR:
4.b13 . L2
auxines 4 261bases 162bases
Proteina induida per
14.c13 . L3 147bases
auxines
Proteina induibl
10.b17 roteiha MAuible pet L4 84 bases
estres1 ABA
Hipersensible a
11.115 . L5 153 bases
sequera i ABA
Proteina de F-R: FyR:
8.p19 maduracio per estrés L6
i ABA 99bases 183bases

Taula A1 Nomenclatura i funcié dels gens d' Alstroemeria, nom donat als iniciadors degenerats dissenyats a
partir de les mateixes seqiencies geniques i pesos moleculars estimats dels productes d'amplificacio
resultants de la utilitzacié dels mateixos iniciadors. Wagstaff et al., 2010. Journal of Experimental Botany, 61:
2905-2921.

Un cop conegudes les sequéncies dels DNA amplificats a partir dels iniciadors
degenerats, es torna a realitzar un analisi comparatiu amb 1’ajuda de la base de dades
BLASTx per tal de corroborar que I’homologia del producte obtingut amb el gen
d’interés es mantenia (i no s’havia amplificat qualsevol altre gen). En cas afirmatiu, la

sequeéncia del DNA amplificat a partir dels iniciadors degenerats serviria per dissenyar
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els iniciadors del gen d’interés especifics per Lilium, que posteriorment podrien ser

utilitzats en 1’analisi de I’expressio génica per qPCR.

Lot

Forward Forward, Reverse T,
d’iniciadors
12.m15 CGACATGGTACWGGYCAT CATTCTCCAATCTWATNCCRAA  54°C
L2 ACCTTCGTKAARGTNTA  TTTGGCCTTGARGGNCA CATCTGCTGNACYTCYTG 52°C
L3 GCGGTGTAYRTNGGNGA TGGGATGGTRAKNCCNCC 52°C
L4 CAGTGGCTCACNTAYTGG CCAAAATGGNARCCAYTC 52°C
LS GACAAGGARYTINGTNGG AAGAACYARDATNGCDAT 50°C
L6 GCGAAGAARGAYCCNGA  GAGAAGCAYCAYAARCA GTGGTGCTCRTGRAANGC 52°C

Taula A2 SeqUéncies de nucledtids i Tm dels primers degenerats dissenyats en base a les seqiéncies dels
gens d'Alsfroemeria descrits per Wagstaff et al. el 2010.

4. Material i metodes
4.1  Material vegetal, condicions de creixement i mostrejos realitzats

Les flors de Lilium L.A. “Courier” s’obtingueren a partir de bulbs de calibre 14/16,
comprats a Mapifloricultura S.L. (Madrid, Espanya). ElI 25 de novembre de 2008 es
plantaren els bulbs al sol calcic de tipus Luvisol (FAO, 2006) dels Camps
Experimentals de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona, sota una
estructura metal-lica en arc coberta per un llencol de PVC (a aproximadament 2 m de
distancia del terra). La densitat de plantacio fou de 45 bulbs/m2 i el reg (aigua corrent)

es realitzava un cop per setmana, tal i com aconsella I’International Flower Bulb

Centre.

Donades les caracteristiques dels bulbs (de calibre 14/16), totes les plantes

generaren entre 3 i 6 botons florals.

A fi de caracteritzar amb més detall el procés de senescencia dels tépals interns i

externs de flors de Lilium, es volgué comparar I’expressio geénica durant la senescencia
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floral en condicions naturals i de flor tallada. S’establiren 3 estadis de desenvolupament
floral (Fig. A2) incloent, cronologicament, estadi Il (flor en antesi, tepals groguencs),

estadi IV (tépals blancs) i estadi V (tepals deshidratats).

En ambdos tractaments (senescencia natural i flor tallada), els mostrejos es van

realitzar a mida que les flors anaven assolint els diferents estadis del desenvolupament.

En el cas de la flor tallada i seguint els consells de I’International Flower Bulb
Centre, la recol-leccié de cada una de les vares es dugué a terme quan almenys un dels
botons florals virava del verd inicial al color més blanquinés de la flor en antesi.
S’obtingueren un total d’aproximadament unes 30 vares florals, que es deixaren
submergides en aigua destil-lada durant tot el desenvolupament floral fins el moment

dels mostrejos.

Per a cada estadi del desenvolupament floral i per ambdds tractaments, al
laboratori es separaren i congelaren en nitrogen liquid els tepals externs dels interns
d’un total de 6 flors diferents. Seguidament es desaren les mostres a -80°C fins el

moment de les analisis.

4.2  Extraccio de ’RNA dels tépals de Lilium
L’extraccid de I’'RNA de les mostres es va fer amb el reactiu “TRI-Reagent®” de Sigma,
segons el protocol descrit per la propia companyia. Tot el material de laboratori ha

d’estar préviament esterilitzat.

En resum, amb I’ajuda d’un morter i nitrogen liquid es van triturar 200 mg de
teixit congelat, als quals s’hi van afegir 2 mL del reactiu TRI-Reagent®. Seguidament es
va repartir el volum en dos tubs per centrifugar-los durant 10 minuts (12.000 rpm i a
4°C). Els sobrenedants van ser transferits a nous tubs, als quals s’hi van afegir 200 pL

de cloroform. Es torna a centrifugar 15 minuts més (12.000 rpm i a 4°C) per recuperar
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els sobrenedants, als quals s’hi afegi 500 pL d’isopropanol i es torna a centrifugar 10
minuts (12.000 rpm i a 4°C). Seguidament, s’afegi 1 mL d’etanol 75% als pellet i
seguidament es torna a centrifugar 10 minuts (12.000 rpm i 4°C). Els pellet resultants
van ser assecats (15-30 minuts) a la cabina de flux laminar, re-suspesos en 25 uL
d’aigua destil-lada i1 estéril. Finalment, es van combinar les parelles de tubs
corresponents a la mateixa mostra, obtenint un total de 50 mL d’extraccié d’RNA per

mostra.

Seguidament, per tal de corroborar la preséncia i qualitat de ’'RNA, es mesura la
concentraci6 d’RNA de les extraccions per espectrofotometria (Nanodrop) i es van
analitzar 200 ng d’RNA en un gel 1% d’agarosa. Finalment, els extractes es desaren a
—80°C fins futures analisis.

4.3 Tractament DNAsa |

Donat que ’extracci6 d’RNA a partir del teixit vegetal amb el reactiu TRI-Reagent®

també pot contenir DNA, la purificacié dels extractes esdevé necessaria per tal

d’eliminar qualsevol resta de DNA en la mostra.

La digestio dels extractes d’RNA dels tepals de Lilium es dugué a terme amb
I’enzim DNAsa “RQ1 Rnase-Free DNAse” de Promega, seguint el protocol de la casa
comercial pero lleugerament modificat. En resum, es van barrejar 2 ug d’RNA (2-
16mL) amb 2 uL del tamp6 “RQ1 RNAse-Free DNAse 10X Buffer”, 2 uL d’enzim
“RQ1 Rnase-Free DNAse” (1 unitat d’enzim/pg d’RNA) 1 finalment s hi va afegir els
uL d’aigua destil-lada estéril necessaris fins assolir un volum final de 20 mL.
Seguidament, la barreja s’incuba durant 30 minuts a 37°C, s’hi van afegir 2 uL del
reactiu “RQ1 DNAse Stop Solution” i s’incuba 10 minuts més a 65°C per aturar la

reaccid de digestid. Finalment, es determina la concentracid d’RNA de les mostres
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digerides amb el Nanodrop. Addicionalment, la digestié va ser amplificada per PCR
amb iniciadors PUV (gen d’expressié constitutiva) a una temperatura d’hibridacio dels
iniciadors de 50°C (veure seccio 4.6 de I’ Annex), per corroborar la manca de DNA en

les mostres.

4.4  Sintesi de cDNA

L’obtenci6 del cDNA a partir de I’'RNA extret de les mostres es dugué a terme amb el
RETROscript® Kit d’Ambion (Austin, Texas, USA), segons el protocol facilitat amb el
kit. El kit implica la utilitzacié de ’enzim transcriptasa inversa, que copia ’RNA en la
seva sequiencia complementaria; el cDNA, que més tard es podra amplificar per PCR

per obtenir aixi cDNA de doble cadena.

Per a totes les mostres, es barreja la mateixa quantitat d’RNA per tal d’obtenir la
mateixa quantitat de cDNA en cada cas. Finalment, per corroborar la presencia de
cDNA, s’amplificaren les mostres per PCR amb els iniciadors PUV (Fig. A4) i els

cDNASs es van desar a —20°C fins noves analisis.

4.5  Disseny dels iniciadors degenerats

Els analisis per microarray i de la sequienciacio dels fragments de seqliéncia expressada,
analitzats en flors d’Alstroemeria (Wagstaff et al., 2010) permetien identificar 24 gens
relacionats amb la senyalitzacié per reguladors del creixement vegetal (Fig. A3). A
partir d’aquesta informacid i donada la proximitat taxonomica d’Alstroemeria i Lilium
(Fig. Al), seria possible dissenyar diversos lots d’iniciadors degenerats a partir de les
sequencies d’Alstroemeria dels gens relacionats amb les hormones, per tal d’amplificar

el cDNA de Lilium L.A. ‘Courier’.

Donat que préviament, a la Universitat de Barcelona s’havien analitzat els

continguts hormonals endogens dels pétals al Ilarg del desenvolupament floral del
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Lilium, on els resultats mostraven variacions significatives en els continguts d’IAA i
ABA, es dissenyaren tants lots de iniciadors degenerats com fou possible per als gens

que codifiquen per al metabolisme d’aquestes hormones.

Reguladors del Nom del Funcié Estres Estres
creixement vegetal gen/Contig per fred hidric
12.m15 ATAPPI1 (aminopeptidasa P1), transport polar d*AUX B
Contig 94 Proteina lligasa d’uni6/ubiquitina (ABF2) B
Auxines 4.b13 Factor de resposta4 a AUX A
(AUX) 15.a10 Proteina induible per AUX B
14.c13 Proteina induible per AUX B B
Contig 229 Proteina regulada per AUX A A
Contig 226 Proteina del tipus “maduracioé per ABA” A
15.c18 Proteina de respostaa I’ABA (domini GRAM) D
Acid abscisic Contig 1 Proteina relacionada amb les proteines de respostaa I’ABA (domini GRAM) D B
(ABA) 10.b17 Proteina AtHVA22a, induible per ABA i estrés A
11115 Hipersensible a ABA i sequera B
1j9 Factor de transcripcio, sensible a ABA i sequera A B
8.pl9 Proteina semblant a les proteines de maduracié per estrés d’ABA A
Etile 15.h15 EIL2, factor transcripcional d’etile B B
Acid gi:r)nomc Contig 57 SAM: carboxil metiltransferasa de JA B B
Citocinines 10415 Prolina deshidrogenasa/oxigenasa, induible per citocinines A
Gibberel lines Contig 122 Proteina de la familia de proteines regulades per GAs B B
(GAs) Contig 119 Proteina precursora de GASA?2 regulada per GAs B

Fig. A3 Marcadors de seqiéncia expressada identificats per Wagstaff et al. el 2010 on es mostren els patrons
d'expressid dels gens relacionats amb els reguladors de la senyalitzacié del creixement vegetal en resposta
al tractaments d'estrés per fred i sequera (estrés hidric), a partir dels quals es dissenyaren els primers
degenerats per amplificar el cDNA de Lilium L.A. ‘Courier’. A, regulacié a I'al¢a; B, regulacié a la baixa.

El procés del disseny dels iniciadors degenerats comengca amb la cerca de
seqliencies proteiques homologues d’altres espécies vegetals (especialment
monocotiledonies) i la traduccié de la seqiiencia del gen d’interés d’Alstroemeria a
proteina (segons el marc de lectura més provable) gracies a la utilitzacio de la base de
dades BLASTx del National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2010).

Per a cada un dels gens d’interés, un cop obtingudes les seqiiencies homologues
d’aminoacids es van alinear (amb el programa Bioedit) i es van determinar les regions
més homologues a totes les espécies per dissenyar-ne els iniciadors (Fig. A4).

A T’hora d’escollir les regions d’aminoacids calia tenir en compte diversos
aspectes: en primer lloc, les regions candidates a ser un dels iniciadors han de tenir una
longitud minima de 6 aminoacids o més. En segon lloc, I’extrem 3’ de I’iniciador cal

que es mantingui el major grau d’homologia entre totes les espécies alineades, mentre

~195 ~



Annex

que en ’extrem 5’ podem ser més permissius, sobretot pels dos aminoacids de I’extrem.
Dr’altra banda, per a un mateix gen, els iniciadors forward i reverse han d’estar prou
allunyats 1'un de D’altre per tal de ser capagos de generar un producte de longitud
acceptable (si el producte de 1’amplificacio t€ un pes molecular massa baix, no es podra
detectar en el gel d’agarosa). A més, cal recordar que el codi genétic és degenerat i que,
per tant, per un mateix aminoacid hi poden haver diferents combinacions de nucleotids

que el codifiquin.

Alstro 12.m15 fr+2 P HER R N FENGTTGHALD ILAR: GLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP)
Ricinus xp_002525102 PEREN L eSEECIrr A AFENGTJGHALDILAR b GLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP|
OryzaEEC81129.1 ! 5SS, AYFFNGTTGHALIDILAR SGLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP
OryzaBAD45377.1 > SPC A SHEKE K AYFFNGTTGHALD ILAR :EGLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP)
OryzaEEC68306.1  THYEP.AE-C AVFENGTTGHALD ILAR SGLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP
OryzaNP_001068036.1 LAMpENhEl sSeN-1) E AYFFNGTTGHALDILAR SGLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP

OryzaABA94110.1 ) SPCA AYFENGTTGHALDILAR SGLDYRHGTGHGIGSYINVHEGP
Sorghum XP_002445629 1 A ) AYFENGTTGHALDILEH: 2GLDYRHGTGHGIGSYLNVHEGP

Alstro 12.ml15 £fr+2 3 N, PLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT*): NFG:KGYL

Ricinus XP_002525102 P ) FLCASP-!'IVTDEFGYYEDGSFGIRLEMILIVR’E'AE"NFG‘»_KGYL'
OryzaEEC81129.1 29 N\ PLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT{iNFG: KGYL!
OryzaBAD45377.1 PE \ PLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT S NFG:KGYL)
OryzaEEC68306.1 PR {PLCASMTVIDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT § NFGSKGYL
OryzaNP_001068036.1 PE IPLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT 3 NFG:KGYL
OryzaAB;9’:110.1 29 PLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIVKEANT 8 NFG:KGYL)

Sorghum XP_002449629 PEARN, PLCASMTVTDEPGYYEDGSFGIRLENVLIBKEANR ¥ NFG:-KGYL. FEHITRAPY()

Fig. A4 Alineacié de la seqUencia d'aminodcids del gen 12.m15 d'Alstroemeria (transport polar d'auxines)
amb les seqUencies proteiques homologues d'altres espécies, proposades per la base de dades BLASTX.
Els aminodcids marcats en negre indiquen coincidéncia (el mateix aminodcid) a totes les seqUéncies (llindar:
80%), els marcats en gris mostren una semblanca moderada entre seqiéncies, podent variar en alguna
especie, i les regions en blanc no mostren similitud entre espécies.

Els requadres vermells indiquen les seqUéncies d'aminodcids, idéntics a totes les seqUéncies analitzades,
escollides per amplificar el cDNA de Lilium (iniciadors).

Un cop escollides les regions “iniciador”, es determina la seqliéncia de nucleotids
que codifica per seqiiéncia d’aminoacids escollida; la sequéncia consensus.
Conjuntament amb les seqliencies de nucleotids relatives a les especies homologues
escollides, s’alinearen els codons segons la regi6 de la seqiiéncia d’aminoacids escollida
per tal de decidir els nucleotids amb més probabilitats de formar part de la sequéncia
consensus (Fig.A5). Quan no fou possible decidir quin nucleotid era el més provable,
s’introdui el codi IUB corresponent en funcié de les bases que aquella posicidé podia

contenir (Figs. A5 i A6).

~196 ~



Annex

Codi IUB N v B H D K S W M Y R

Bases Nitrogenades A/C/G/T G/A/C G/T/C A/T/IC GAT GT GIC AT A/IC CT AG

Fig. A5 Codis IUB per al disseny de primers degenerats. BN, bases nitrogenades

Forward
5 >3
R H G T G H
Referencia CGA CAT GGT ACT GGT CAT
Espécie 1 CGA CAT GGT ACT GGT CAT
Especie2 CGG CAT GGT ACA GGC CAT
Especie3 CGA CAT GGA ACT GGT CAT
Especie4 AGG CAT GGT ACA GGT CAT
Especie 5 CGA CAT GGC ACT GGT CAT

Consensus: MGR CAT GGH ACVW GGY CAT

Fig. Aé Alineacio dels codons que codifiquen per als diferents aminodcids seleccionats (de la nostra especie
de referéncia -Alstroemeria— i de 5 especies homologues, segons la base de dades BLAST) per dissenyar el
primer forward, en relacié a cada una de les especies analitzades. L'ombrejat (gris) correspon a les bases

coincidents (identiques) a totes les espécies. Les bases diferents a A/T/G/C es corresponen als codis 1UB.

D’altra banda, la temperatura d’hibridacio (o0 Ty, de ’anglés melting temperature)
dels iniciadors és un altre factor a tenir en compte en el disseny dels iniciadors, ja que
aquesta varia segons el nombre i les bases que conté en la seva sequéncia. Les diverses
Tm es calcularen de la segient manera: cada base A 0 T fou equivalent a 2°C, mentre
que per les bases G i C sumaren 4°C (Sambrook i Rusell, 2001). Pel que fa a les
posicions incertes de la sequéncia consensus (bases degenerades), s’utilitzaren els codis
IUB; per exemple, el codi Y representa la possibilitat de que en aquella posicio hi hagi
tant una C com una T (Fig. A5) i, per tant, en el calcul de la Ty, pot representar +4 o
+2°C. En aquest sentit, per a cada iniciador degenerat es calcularen dues T, diferents; la
Tm maxima (interpretant que totes les bases degenerades contenien Gs o Cs) i la T,
minima (considerant que totes les bases degenerades contenien As o Ts).

Un cop dissenyats, els iniciadors s’analitzaren mitjangant el programa Oligo
analyzer 3.1, que permet preveure si els iniciadors son capacos de dimeritzar per si sols

(forward — forward) o amb el segon iniciador (forward — reverse), fet que impediria
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I’amplificaciéo del cDNA. Finalment, s’encarregaren els iniciadors dissenyats a Sigma-

Genosys.

4.6  Amplificacio del material genetic de Lilium amb els iniciadors degenerats
d’Alstroemeria
L’amplificacié6 del DNA de la barreja de cDNAs de Lilium es dugué a terme amb el

termociclador Gene Amp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) i els reactius
inclosos en el paquet “GoTaq® Flexi DNA Polymerase” de Promega.

Per a cada reaccid, es barrejaren 5 uL del tampd 5X Green “GoTaq® Flexi
Buffer” + 1.5 puL de MgClI2 25 mM + 0.5 pL d’una solucié de dNTPs 10 mM + 0.125
uL de I’enzim GoTaq® DNA Polymerase + 1 uL de I’iniciador forward (10uM)+ 1 uL
de I’iniciador reverse (10uM)+ X uL d’aigua fins assolir un volum final de 25 uL.

El termociclador fou programat per realitzar un pretractament de 2 minuts a 94°C,
40 cicles de 1 minut a 94°C + 1 minut a la T, optima per als iniciadors utilitzats en
aquell cas + 1 minut a 72°C i una elongacio final de 10 minuts a 72°C.

Seguidament, els productes de I’amplificacio per PCR s’ analitzaren per

electroforesi en gel d’agarosa.

4.7  Extraccio de DNA de les bandes amplificades amb els iniciadors degenerats

L’extraccié del material genétic amplificat per PCR es dugué a terme amb el kit de
Quiagen anomenat “QIAquick Gel Extraction Kit” i segons el protocol que la propia

casa comercial descriu.
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4.8  Clonacio dels productes de I’amplificacio per PCR en el vector pGEM-T

La lligaci6 del material genctic extret a partir de les bandes dels gels 1% d’agarosa es
dugué a terme amb I’enzim lligasa i el vector “pGEM-T”, Promega, segons el descrit

per la casa comercial.

4.9  Transformacio de les lligacions en cél-lules competents d’E.coli DH5a

La transformacid en cél-lules competents d’E. coli DH5a es dugué a terme segons el
protocol facilitat per la Dra. Rogers. En resum, es descongela una aliquota de 100 uL
cél-lules competents (emmagatzemades a —80°C) i es transferi en un tub de 14 mL per
poder barrejar-les amb 1-2 uL de la lligacio en el vector pPGEM-T. Es deixaren els tubs
en gel durant 20 minuts i seguidament es procedi a realitzar un xoc téermic, introduint els
tubs durant exactament 45 segons al bany d’aigua, pre-escalfat a 42°C i retornant-los
després al gel (durant aproximadament 2 minuts meés). S’hi afegiren 900 uL de medi
SOC i s’incuba a 37°C amb agitacié (100 rpm) durant 1 hora. Un cop superat el temps
d’incubacio, es plaquejaren 200 uL del cultiu en plaques de medi LB amb ampicil-lina
(100 pg/mL) i es deixaren incubant tota la nit a 37°C. A ’endema, es tregueren les

plaques de I’estufa i es desaren a la nevera (4-10°C) fins futures analisis.

4.10 Amplificacio del material genétic de les colonies per identificar els clons
positius després de la transformacié amb E. coli

Per tal d’identificar quines de les colonies transformades contenien I’insert de DNA
d’interés (previament lligat al vector pGEM-T) calgué realitzar una PCR amb els
iniciadors M13 (que s’unirien als extrems del vector, Fig. A7) per posteriorment poder-

ne analitzar els productes d’amplificacié mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa.

En el cas dels clons negatius, I’amplificacié per PCR genera productes de 236

parells de bases (pb) degut a que el que s’estava amplificant és el DNA del propi vector
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(llocs d’uni6 dels iniciadors i regié de clonacié multiple, Fig. A7). D’altra banda, si el
clon incloia I’insert d’interes, 1’ amplificacid genera productes de pes molecular més
elevat (nombre de pb de I’insert + 236 pb del vector).

El protocol seguit per tal de subcultivar en medi liquid LB els clons triats fou el
seguent: a partir de les plaques obtingudes de la transformacio6, les colonies s’inoculen
en 200 pL de medi LB amb ampicil-lina (100 pg/mL) i s’incuben els tubs durant 4-5
hores a 37°C amb agitacid. Passat el temps d’incubacid, el cultiu s’utilitza com a
plantilla per una PCR amb els iniciadors M13 i la resta es desa a la nevera (4-10°C). Un
cop finalitzada, s’analitzen els productes de I’amplificacié mitjangant I’electroforesi en
gel d’agarosa per diferenciar aixi els clons positius dels negatius.

0/3000pb

2957 pb 10 pb

Lloc d’unié per al

primer forward M13
Regid6 de clonaci6

multiple

R
2941pb vector

pGEM-T

113pb

(3000 pb)

161pb

Lloc d’unio per al
primer reverse M13
177 pb

(3000 — 2941) + 177 = 236 pb

Fig. A7 Esquema del vector pGEM-T de Promega:; llocs d'unid als iniciadors M13 (forward i reverse) illoc de
clonacid multiple. L'equacié de I'interior del vector mostra el cdlcul del nombre de parells de bases (pb) de
les amplificacions obtingudes en els clons negatius (sense insert).

Seguidament, a partir dels clons positius, es generaren nous cultius (50 uL del
clon positiu inoculats en 2950 uL de medi LB amb ampicil-lina 100 ug/mL) per tornar a
fer créixer les cel-lules durant tota la nit (37°C amb agitacid). A 1’endema, els tubs es

desaren a la nevera (4-10°C).
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4.11 Stocks de glicerol

Per tal de conservar els clons positius per a possibles futures analisis, es procedi a
realitzar stocks dels cultius en solucions 20% de glicerol, barrejant 400 uL del cultiu

positiu amb 100 uL de glicerol 100% i esteéril per desar-lo a —80°C.

4.12 Extraccio del DNA dels clons positius d’E.coli (Miniprep)

A partir dels cultius re-inoculats dels clons positius, s’extragué seguidament el DNA
Miniprep per seqiienciar 1’insert. EI processament dels cultius es dugué a terme amb el
kit d’extraccio “QlAprep Spin Miniprep Kit” de Quiagen, segons el protocol facilitat
per la propia casa comercial. Finalment, 1’extracte s’analitza amb el Nanodrop i se

n’analitzen 2 pL en un gel 1% d’agarosa.

4.13  Sequenciacié del DNA dels clons positius

Per a cada clon positiu, es prepara una aliquota de 10-20 ng/uL en un volum final de 20

uL per tal de sequienciar-los.

4.14 Disseny dels iniciadors especifics per Lilium

Donat que el producte de la PCR amb els iniciadors M13 inclou part del DNA del
vector, un cop conegudes les seqliencies dels clons, es separa la part corresponent a
I’insert de la seqiiéncia del vector. Els extrems del vector més propers a 1’insert

corresponen a les seqiiencies GCCGCGGGATT i ATCACTAGTG (Fig. A8).

Un cop aillada la seqiliencia de ’insert, aquesta s’acara amb la base de dades
BLASTx per tal de coneixer el marc de lectura més provable a I’hora de traduir la

seqliencia a la corresponent proteina 1 per corroborar 1’homologia amb les espécies
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utilitzades inicialment en el disseny dels iniciadors degenerats (comprovacio que el que
s’ha processat i seqiienciat correspon al gen d’interés a partir del qual se’n va dissenyar
el lot de iniciadors degenerats). Paral-lelament, també es va realitzar un alineament de la
seqliencia en questié amb les seqiiencies de nucledtids utilitzades en el disseny dels
iniciadors degenerats i 1’alineament de les seqiiéncies dels diferents clons positius

provinents d’una mateix cultiu (per comprovar que eren idéntiques).

Inici de la transcripcio6 del promotor T,

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

Promotor T, Apal Aatll Sphl BstZI

CCATG GCCGC GGGATTS’(I ¢ cloma ) ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
(ISGTAC (IZ([?.GCG C(I:CTA PESSEECOAR 3'TTAGT|G ATCAﬁ GCCGG CGI(?AC GTCICIA GCTGG TATA?

| |
Ncol Sacll Spel Notl Pstl Sall Ndel
BstZ|

Fig. A8 Part de la seqiUéencia del vector pGEM-T de Promega on es mostren els extrems més propers a la regid
de clonacié de I'insert.

Un cop determinada, la seqiiencia corresponent al cultiu amplificat amb els
iniciadors degenerats s’analitza amb el programa Primer3, que determina els millors
iniciadors possibles per a una seqiiéncia de DNA aixi com la mida del producte de
I’amplificacio de la seqiiéncia amb aquests iniciadors i les T, de cada un dels iniciadors.
Finalment, s’analitzaren els iniciadors amb el programa Oligo analizer 3.1 i, un cop
comprovada 1’abséncia de dimeritzacions possibles, es demanaren per encarrec (Sigma-

Genosys).

Per tal de comprovar que els iniciadors dissenyats eren capagos d’amplificar el
cDNA de les mostres, es realitza una PCR amb cada combinacié dels lots de iniciadors

especifics, segons les T, calculades.
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4.15 PCR en temps real

L’analisi de I’expressié geénica dels tépals de Lilium durant el procés de
senescencia floral en condicions naturals i de flor tallada es dugué a terme amb el
termociclador “DNA Engine Opticon2 Real-Time Cycler” de Bio-Rad Laboratories i
els reactius inclosos en el kit “DyNAmo™ HS SYBR® Green qPCR Kit” de New

England Biolabs, segons el descrit per la casa comercial.

El protocol programat per a I’amplificacié del cDNA fou el seguent: 1 cicle de 15
minuts a 95°C, 40 cicles de 15 segons a 95°C i 30 segons a la T, dels iniciadors
especifics i 30 segons a 72°C. Addicionalment també es va realitzar la corba de fusio,

mesurant el grau de fluorescencia a cada grau, des de 60°C a 98°C.

4.16 Normalitzacié dels cDNAs amb els iniciadors 18S rRNA:

Donat que I’eficiéncia del pas de sintesi de cDNA pot variar d’una mostra a 1’altra,
també calgué normalitzar el contingut de cDNA que més tard amplificariem per qPCR
en relacio amb un gen d’expressié constitutiva que representés ser un component basic
de les cel-lules eucariotes. S’escolli com a gen de referéncia el 18S rRNA, del qual els

iniciadors relatius utilitzats foren els seglients:
Forward: TGA CGG AGA ATT AGG GTT CG
Reverse: CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA

La Tn utilitzada en 1’amplificacié en temps real amb els iniciadors 18S fou de
55°C. La primera analisi es realitza amb dilucions 1/20 dels cDNA. A partir d’aquests
resultats i donat que la concentracié de DNA de la mostra i el valor del nombre de cicles
necessaris per assolir I’eficiéncia optima del sistema (C;, de 1’anglés cycle threshold)
mantenen una correlacio inversa, es determina la mostra més diluida. Cada cicle de

diferencia (respecte el valor més elevat, és a dir la mostra més diluida) representa una
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diluci6é de dues vegades del cDNA per arribar a dissoldre’]l tant com la mostra menys

concentrada.

Per tal d’obtenir el valor C; de cada mostra, s’analitzaren 4 répliques
metodologiques amb els iniciadors 18S, que seguidament s’utilitzaren per calcular la

mitja obtenint aixi el C; normalitzat de la mostra.

4.17  Calcul de I’expressio génica relativa del Lily1:

Es realitzaren 4 repliques metodologiques per mostra, obtenint 4 valors de Ct diferents.

(Ct mostra — Ct normal)’ on el parametre “Ct

A cada valor, s’aplica la seguent férmula 2
mostra” equival al valor C; de la réplica, obtingut mitjangant 1’amplificacio amb els
iniciadors del gen d’interés. D’altra banda, el parametre “C;normal” equival a la mitjana

de 4 wvalors obtinguts amb 1’amplificacio amb els iniciadors 18S de la mostra

normalitzada.

5. Resultats

5.1  Extraccio de ’'RNA dels tépals senescents de Lilium

Les concentracions obtingudes a partir de les extraccions d’RNA dels tepals senescents

de Lilium es poden consultar a la taula A4.

Tepals Interns Tepals Externs

mostra ng/mL| mostra ng/mL
St.lll, Nat 222.8 | St.lll, Nat 257.6
St.IV, Nat 451.3 | St. IV, Nat 430.1
St.V,Nat 267.8 | St.V, Nat 232.8
St. I, FT  292.3 | St. I, FT 100
St. IV, FT  415.8 | St. IV, FT 519.6
St.V, FT 298.1 | St.V,FT 316.5

Taula A4 Concentracions d'RNA de les mostres de Lilium, mesurades amb el Nanodrop,
després del seu processament amb el métode del TRI-Reagent®. St., estadi; Nat,
Senescencia natural; FT, flor tallada.
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5.2 Sintesi de cDNA a partir de ’RNA extret dels tépals de Lilium

Després de processar les mostres per tal de generar el cDNA, a partir dels RNA digerits
amb DNAsa I, se n’analitza el contingut de DNA (ng/uL) amb el Nanodrop (Taula A5)
i es realitza una PCR amb els iniciadors 18S rRNA per corroborar que la sintesi de

cDNA havia funcionat (Fig. A9).

Tepals interns Tépals externs

mostra ng/mL| mostra ng/mL
St.1ll, Nat 66.61 | St.lll, Nat 49.03
St. IV, Nat 55.09 | St.IV, Nat 39.32
St.V, Nat 57.62 | St.V, Nat 50.01
St. I, FT  59.05 | St.lII,FT 175.85
St.IV, FT  59.13 | St.Iv, FT 226.91
St.V,FT 45.63 | St.V,FT 51.52

Taula A5 Concentracions del DNA de les mostres de Lilium (mesurades amb el Nanodrop)
després de la sintesi del cDNA. Nat= Senescéncia Natural; FT= flor tallada.

S G 8 -9 10 11 12

Fig. A9 Productes de I'amplificacié dels cDNAs de Lilium amb els iniciadors 18S rRNA. +: Conftrol positiu; —:
Conftrol negatiu. L, ladder (marcador de pes molecular); 1: Estadi IV, tépals externs, senescencia natural; 2:
Estadi IV, tepals interns, senescéncia natural; 3: Estadi V, tépals interns, senescencia natural; 4: Estadi V,
tépals externs, senescéncia natural; 5: Estadi IV, tepals externs, flor tallada; 6: Estadi IV, tépals externs, flor
tallada; 7: Estadi V, tepals interns, flor tallada; 8: Estadi V, tépals externs, flor tallada; 9: Estadi lll, tepals interns,
senescencia natural; 10: Estadi lll, tépals externs, senescéncia natural; 11: Estadi lll, tepals interns, flor tallada;
12: Estadi lll, tepals externs, flor tallada.

5.3  Amplificacions obtingudes mitjiancant I’us dels iniciadors degenerats

Un cop dissenyats, una barreja de cDNAs de diferents mostres de tépals de Lilium
s’amplifica (amb les Ty, indicades a la Taula A2) amb les diferents combinacions de
iniciadors degenerats dels 6 lots dissenyats per tal de comprovar si eren capagos
d’amplificar el cDNA de Lilium (Figs. A10 a A15). D’entrada, semblava que tots els

lots de iniciadors degenerats funcionaven bé amb el material genic del Lilium.
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Fig. A10 Productes de I'ampilificacid (PCR) del cDNA
dels tepals de Lilium amb el lot d' iniciadors 12.m15,
amb una Tm de 54°C. La fletxa blanca indica la
banda que conté el material génic d'interes. *, en
comptes de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador
de pes molecular); @, pouet buit; F, iniciador
forward; R, iniciador reverse.

F,PR @ F;/R*
F,/R

Fig. A11 Productes de I'amplificacié (PCR) del cDNA
dels tepals de Lilium amb el lot d' iniciadors L2, amb
una Tm de 52°C. La fletxa blanca indica la banda
que conté el material génic d'interés. *, en comptes
de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador de pes
molecular); @, pouet buit; F, iniciador forward; R,
iniciador reverse.

Fig. A12 Productes de I'amplificacié (PCR) del cDNA
dels tepals de Lilium amb el lot d’ iniciadors L3, amb
una Tm de 52°C. La fletxa blanca indica la banda
que conté el material génic d'interés. *, en comptes
de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador de pes
molecular); @, pouet buit; F, iniciador forward; R,
iniciador reverse.

Fig. A13 Productes de I'amplificacié (PCR) del cDNA
dels tepals de Lilium amb el lot d’ iniciadors L4, amb
una Tm de 52°C. La fletxa blanca indica la banda
que conté el material génic d'interes. *, en comptes
de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador de pes
molecular); @, pouet buit; F, iniciador forward; R,
iniciador reverse.

R &= F/R* L

Fig. A14 Productes de I'amplificacid (PCR) del cDNA
dels tepals de Lilium amb el lot d'iniciadors L5, amb
una Tm de 50°C. La fletxa blanca indica la banda
que conté el material génic d'interés. *, en comptes
de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador de pes
molecular); @, pouet buit; F, iniciador forward; R,
iniciador reverse.

L. F/R F/R @

Fig. A15 Productes de I'amplificacid (PCR) del cDNA
dels tépals de Lilium amb el lot d'iniciadors L6, amb
una Tm de 52°C. La fletxa blanca indica la banda
que conté el material génic d'interes. *, en comptes
de primer hi ha aigua. L, ladder (marcador de pes
molecular); @, pouet buit; F, iniciador forward; R,
iniciador reverse.

5.4  Amplificacio del material genétic lligat al vector pGEM-T i transformat en E.

coli DH5a

Per tal d’identificar els clons d’E. coli DH5a que havien inclos I’insert de DNA

amplificat per PCR amb els iniciadors degenerats es van amplificar diverses colonies

mitjancant una PCR amb els iniciadors M13 (Figs. A16 a A19).

Un cop identificats, els clons positius van ser enviats a un laboratori extern per a

que en sequenciessin el DNA contingut.
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Fig. A16 Productes de I'amplificacié amb els Fig. A18 Productes de I'amplificacié amb els
iniciadors M13 de 5 clons relatius al producte del lot iniciadors M13 de 5 clons relatius al producte del
d'iniciadors degenerats 12.m15. -, clon negatiu; +, lot d'iniciadors degenerats L4i LS. -, clon negatiu;
clon positiu seleccionat. +, clon positiu seleccionat.

Fig. A17 Productes de I'amplificacié amb els iniciadors
M13 de 5 clons relatius al producte del lot d'iniciadors
degenerats L2 L3. -, clon negatiu; +, clon positiu
seleccionat.

Fig. A19 Productes de I'amplificacid amb els
iniciadors M13 de 5 clons relatius al producte del
lot d'iniciadors degenerats Lé. -, clon negatiu; +,

clon positiu seleccionat.

5.5  Segqiienciacio dels DNA d’intereés

Les seqliencies obtingudes es van acarar amb la base de dades BLASTX per corroborar
que es tractava del gen d’interés correcte. Malauradament, tant sols les sequéncies dels
clons provinents de I’amplificaci6 amb els iniciadors degenerats 12.m15 i L6 van
resultar ser el que esperavem, mentre que la resta de clons tenien sequiencies massa
curtes o diferents al que s’esperava. Aixi, tant sols es van alinear (entre si) les

sequiencies dels clons 12.m15 (Fig. A20) i L6 (Fig. A21).

Culture2
Culture3
Culture4

100 110 1z0 130 140 150 160
S R I I

Culture2 3C

Culture3

Cultured

Culture2
Culture3d
Cultured

Fig. A20 Alineament de les seqUéncies obtingudes a partir de 3 clons positius provinents del cDNA de Lilium
amplificat amb el lot d'iniciadors degenerats 12.m15. Les regions marcades en negre sén idéntiques entre si
(lindar del 80%). La seqUéncia marcada en vermell indica la seqUéncia utilitzada en el disseny dels iniciadors

especifics per Lilium.
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10 20 30 40 50 60 70 80

EEE] EERRY EERRY REREE EEEES SRR ERTES CREEE PRERS EREES EETES PREES EEEES PREEES RRRES RRrry
202.3 reiv' [eda MRS IS A CT GG T GC TCGTGGAAACGCATTCCGARCARGGAL GGAGCAL CACAAGCACAAGATAGAGGAGGAGATCTTGGCGACERH
20R.5 rev complement

202.3 rev complement [eew TCGEGECCEGEAGCTTATGCTTTCCACGAGT F.Te
2Z0R.5 rev complement [Eew CGTCGGGGCCGGAGGTTATGCTT TCCACGAGCACCAC

Fig. A21 Alineament de les seqUéncies obtingudes a partir de 2 clons positius provinents del cDNA de Lilium
amplificat amb el lot de iniciadors degenerats Lé. Les regions marcades en negre sén idéntiques entre si
(lindar del 80%).

5.6 Contaminacions

Donat que les seqiiéncies obtingudes a partir de les amplificacions amb els iniciadors
degenerats L2, L3, L4 1 L5 no es corresponien amb la seqiiencia del gen d’interes (o
resultaven ser massa curtes per poder decidir si eren prou homologues o no al gen
d’interés) es prova de tornar a amplificar noves colonies d’E. coli transformades per tal
d’identificar nous clons positius que possiblement continguessin la seqiiéncia

amplificada correctament.

Gracies a aquesta comprovacié es va poder determinar [’existéncia d’una
contaminacio dels clons L2, L3, L4 i L5 amb la sequéncia L6 (tots contenien el mateix
material genétic que els clons L6). Malauradament, per manca de temps, no es van poder
repetir els procediments necessaris per obtenir nous clons i aixi determinar les

sequencies correctes dels clons L2, L3, L4 i L5.

5.7 Disseny dels iniciadors especifics per Lilium a partir de les sequéncies

obtingudes amb els iniciadors degenerats “12.m15”i “L6”

Els iniciadors especifics dissenyats (Taula A6) a partir del processament de la barreja de
cDNAs de Lilium amplificades amb els iniciadors degenerats foren 2; Lilyl (a partir dels

clons de 12.m15) i Lily2 (a partir dels clons de L6).
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Clon d*iniciadors T
t] > P 3 t] t] m
degenerats Nom Gen d’Aistroemeria Seqiiéncia 5°> 3 qPCR
TGTTCATGAAGGT
Lilyl-F CCCCATT
12.m15 12.m15 55°C
TTCCCGTCCTCAT
Lilyl1-R AGTAGCC
. GAAGAAGGACCC
Lily2-F GGAGCAC
. GTGGTGCTCGTGG o
L6 Lily2-R 8.pl9 GC 55°C
. TGCGAAGAAGGA
Lily2-F CCCGGAG

Taula Aé SeqUéncies i Tm dels iniciadors especifics de Lilium utilitzats en I'amplificacié per PCR en
temps real. gPCR = PCR en temps real.

5.8 Amplificacio del cDNA dels tépals de Lilium per gPCR amb els iniciadors

especifics “Lilyl”i “Lily2”

Un cop normalitzades, les mostres dels tépals interns i externs es van amplificar per

PCR en temps real amb els iniciadors especifics Lilyl (Figs. A22 i A23).

Expressio relativa de Lily1 als tépals externs

00

Fig. A22 Expressid relativa de les mostres dels tepals
externs de Lilium al llarg del procés de
senescencia, amplificades per gPCR amb els
iniciadors especifics Lily1. Al grafic es mostren
també els resultats estadistics (ANOVA de dos
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Fig. A23 Expressié relativa de les mostres dels

tépals interns de Lilium al llarg del procés de

factors, P<0.05).

senescencia, amplificades per gPCR amb els
iniciadors especifics Lily1. Al grafic es mostren
també els resultats estadistics (ANOVA de dos

L’expressio del gen Lilyl de Lilium augmenta amb el progrés de la senescencia

natural en ambdds tipus de tépals (externs i interns). En la flor tallada, els nivells

d’expressio del Lilyl als tépals externs son similars o inclis inferiors als nivells

d’expressio durant el desenvolupament natural, mentre que als tépals interns de la flor
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tallada 1’expressio del Lilyl és molt superior que en la flor no tallada. A més, a
difereéncia dels tépals interns, on els nivells d’expressio de la flor tallada incrementen
progressivament amb la senescencia, en 1’altim estadi del desenvolupament dels tépals

externs de la flor tallada es mostra una disminucio del nivell d’expressio.

Pel que fa els iniciadors del gen Lily2, no es van poder obtenir resultats viables
degut a I’existéncia d’interaccions entre els mateixos iniciadors i la seva propia
amplificaci6 (amb aigua com a plantilla; el blanc) s’emmascarava amb 1’amplificacié de

les mostres, fet que ens impedeix utilitzar aquestes dades.

6. Discussid, conclusions i futures analisis

Els iniciadors especifics per al gen Lilyl de Lilium foren dissenyats en base a la
sequencia del gen 12.m15 d’Alstroemeria, que codifica per 1’aminopeptidasa P1
(ATAPP1), implicada en el transport polar d’auxines. Els resultats obtinguts mitjancant
I’analisi per qPCR en Lilium suggereixen la necessitat d’incrementar el transport
d’auxines a mida que la senescéncia natural dels tépals progressa. A mes, en resposta al
tall de la vara floral, els tepals interns incrementen significativament 1’expressio del

Lilyl, remarcant la importancia del transport d’auxines en la senescencia floral.

Els resultats obtinguts previament a Barcelona mostraren que, a partir de 1’antesi,
els nivells d’IAA només varien significativament als tépals externs, disminuint durant la
senescencia natural (veure capitol 1 de la seccio de resultats). Per tant, i donat que
I’expressio del gen Lilyl incrementa al llarg de la senescencia natural, les disminucions
dels continguts endogens d’IAA determinats podrien respondre a un increment de la
taxa de transport d’auxines associat a la senescéncia. Contrariament, 1’increment d’IAA

observat en la flor tallada no mostraren estar correlacionats amb la disminucié del
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transport hormonal, doncs els nivells d’expressio del Lilyl de la flor tallada en antesi

foren similars als de la flor no tallada.

Pel que fa els tépals interns, els diversos estudis realitzats amb els organs florals
suggerien un comportament diferencial respecte els tépals externs, on d’entre altres
factors, mostraren una acceleracio del procés de senescéncia. D’altra banda, els nivells
endogens d’TAA dels tépals interns no variaren ni durant la senescencia natural ni en
resposta al tall de la vara floral. Contrariament, els nivells d’expressio del gen Lilyl
incrementaren progressivament en ambdos tipus de desenvolupament (natural i flor
tallada), sent més abrupte en la flor tallada, tot i que en el punt d’antesi els valors
d’expressié foren similars en ambdos tipus de desenvolupament floral. Per tant, el tall
de la vara floral no provoca cap canvi en la sintesi o el transport d’auxines als tépals
interns, mostrant un cop més un comportament diferencial respecte els tépals externs.
D’altra banda durant el desenvolupament natural el patré d’expressi6 del gen Lilyl fou
similar a I’observat en els tépals externs, malgrat que el contingut endogen hormonal

d’TAA no sembla correspondre’s amb I’increment de transcrits del Lilyl.

Gracies a aquestes aproximacions, ha estat possible dissenyar un nou experiment
en col-laboracié amb els laboratoris de la Dra. Rogers (Cardiff) i de la Dra. Lombardi
(Pisa), amb el qual es pretén entendre millor la funcié de les auxines en la senescéncia
floral i I’abscisio dels tépals de dues varietats de Lilium (L. longiflorum i Lilium L.A.
‘Courier’) mitjancant tant aplicacions exogenes (d’auxines i d’inhibidors d’auxines)
com analisis bioquimics (nivells hormonals endogens) i moleculars, utilitzant els

iniciadors especifics pel gen Lilyl.
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