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RESUMEN

En el capitulo 1, se investigaron los efectos potenciales del sulfuro de
hidrogeno en la biomasa de la parte aérea, la calidad nutricional y la capacidad
antioxidante de Brassica oleracea, mediante la aplicacion de dosis crecientes
de NaHS (NaHS como donador de H2S; 0,5, 1, 2,5 y 5 mM). Los resultados
mostraron que los tratamientos 0,5 y 1 mM de NaHS aumentaron la biomasa y
la calidad nutricional de la col 'Bronco' (es decir, clorofilas, carotenoides,
antocianinas, flavonoles, fenoles totales y sinigrina). Por otra parte, hubo un
aumento en la peroxidacion de lipidos y el contenido de peréxido de hidrogeno
tras la aplicacion de dosis superiores a 2,5 mM NaHS. Por lo tanto,
seleccionamos las dosis de 0,5y 1 mM NaHS como Optimas para las plantas
de Col. La aplicacion de 2,5 y 5 mM de NaHS produjo una excesiva
peroxidacion de lipidos, disminuciones en la biomasa de las plantas y pérdidas
de clorofilas, siendo todos ellos considerados efectos negativos, y claras
evidencias de estrés en las plantas. En cuanto a aplicaciones practicas, este
estudio sugiere que la aplicacion exégena de NaHS como donador de H2S a
0,5y 1 mM puede ser util como bioestimulante para aumentar el rendimiento y
la composicion promotora de la salud de la planta de Col (Brassica oleracea L.

'‘Bronca’).

Dada la relacion intima que guardan los procesos de asimilacion de Ny S
en plantas, en el capitulo 2, se estudiaron los efectos de diferentes dosis de
sulfuro de hidrogeno en forma de NaSH (0, 0,5, 1,2,5 y 5 mM) sobre la
formacién y asimilacion del NH4* en plantas de Brassica oleracea L. 'Bronco'.
Segun nuestros resultados, los tratamientos 0,5 y 1 mM de NaSH aumentaron

la biomasa mientras disminuian la concentracion de NO3z". En el tratamiento 0,5



mM de NaSH, la acumulacion de NH4* disminuyd con la estimulacion de la
actividad GS, resultando en un mayor contenido en ciertos aminoacidos (AAs) y
proteinas solubles, lo que podria estar relacionado con la mayor biomasa
encontrada en este tratamiento. Sin embargo, los tratamientos 2,5y 5 mM de
NaSH indujeron la formacion y acumulacion de NH4*, asi como la
fotorrespiracion. Esta acumulacion excesiva de NH4* pudo ser responsable de
la menor biomasa en estos tratamientos (2,5 y 5 mM de NaSH). Por ello, en
este capitulo concluimos que la acumulacién excesiva de NH4* puede ser
responsable de la disminucion de la biomasa en los tratamientos 2,5y 5 mM de
NaSH. Por otro lado, concluimos que la aplicacion de 0,5 mM de NaSH podria
ser una estrategia beneficiosa para mejorar los procesos involucrados en la
asimilacion del N, acompafiada de un aumento de la biomasa de los cultivos de

col.

A continuacion, en el capitulo 3, se investigdb como la aplicacion de sulfuro de
hidrégeno (0,5 mM de NaHS) en Brassica oleracea L. 'Bronco' influye en los
procesos implicados en la homeostasis del glutation y la tolerancia al estrés
alcalino (50mM NaHCO3:Na2COs3). Segun nuestros resultados, el estrés
alcalino aumenta el contenido en 027, la peroxidacién de lipidos y las
actividades de las enzimas glioxalasa | (Gly 1) y glioxalasa 1l (Gly 1) que
desintoxican el metilglioxal (MG) al tiempo que disminuyen la biomasa, la
actividad de la superéxido dismutasa (SOD), la actividad de las enzimas que
intervienen en la sintesis de glutatiéon (GSH) y en el ciclo AsA-GSH, asi como el
contenido en glutation reducido y las diferentes formas de ascorbato (AsA). Por
otro lado, la aplicacion del NaHS mejoro la respuesta antioxidante, induciendo

la actividad SOD y mejorando los procesos involucrados en la homeostasis del



glutatién, impulsando el contenido en glutation reducido (GSH) asi como la
actividad de las enzimas clave en la sintesis del glutation y en el ciclo de AsA-
GSH. En consecuencia, la aplicacion de H2S en forma de NaHS a una
concentracion de 0,5 mM podria fortalecer la tolerancia de Brassica oleracea L.

'Bronco’ frente a estrés alcalino.

Por dltimo, en el capitulo 4 se investigd como la aplicacion de sulfuro de
hidrogeno (50 uM de NaHS) en plantas de Arabidopsis thaliana L. influyd sobre
la expresion relativa de los genes implicados en la asimilacion del azufre, la
homeostasis del glutation y la implicacion de éstos en la tolerancia al estrés
alcalino (50mM NaHCOs:Na2COs). De acuerdo con nuestros resultados la
aplicacion de H2S (NaHS) mitigd el efecto nocivo del estrés alcalino
evidenciado por la reduccion en la perdida de biomasa del 31 % tras aplicar
H2S a plantas sometidas a estrés alcalino. Por otro lado, no se observaron
incrementos significativos especificos en respuesta a la aplicacion de H2S
sobre la expresion relativa de los genes implicados en la biosintesis de las
enzimas e isoenzimas claves en la regulacién de los procesos de asimilacién
de SO4? (Serat 1,1; OAS TL, OAS TL B; OAS TL C; ATPS ; ATPS 2, ATPS 3;
ATPS 4 y APR 1) y la homeostasis del glutation (GMPasa; GDPME; L-GAL
PPasa; LGALDH; L-GLDH; SOD 1;SOD 2; APX; MDHAR; GR2; GR 1, gsh 1,

gsh 2 y GPX) bajo condiciones de estrés alcalino.






ABSTRACT

In chapter 1, the potential effects of hydrogen sulfide on the biomass of the
aerial part, the nutritional quality and the antioxidant capacity of Brassica
oleracea were investigated, through the application of increasing doses of
NaHS (NaHS as a donor of H2S; 0.5, 1, 2.5 and 5 mM). The results showed that
the treatments 0.5 and 1 mM of NaHS increased the biomass and the nutritional
quality of the '‘Bronco’ cabbage (that is, chlorophylls, carotenoids, anthocyanins,
flavonols, total phenols and sinigrin). On the other hand, there was an increase
in lipid peroxidation and hydrogen peroxide content after the application of
doses above 2.5 mM NaHS. Therefore, we selected the doses of 0.5 and 1 mM
NaHS as optimal for the plants of Col. The application of 2.5 and 5 mM NaHS
produced an excessive peroxidation of lipids, decreases in the biomass of the
plants and losses of chlorophylls, being all of them considered negative effects,
and clear evidence of stress in the plants. In terms of practical applications, this
study suggests that the exogenous application of NaHS as a donor of H2S at
0.5 and 1 mM can be useful as a biostimulant to increase the yield and health-

promoting composition of the cabbage plant (Brassica oleracea L. 'Bronco’).

Given the intimate relationship between the processes of assimilation of N and
S in plants, in chapter 2, the effects of different doses of hydrogen sulfide in the
form of NaSH (0, 0.5, 1,2,5 and 5 mM) on the formation and assimilation of
NH4* in plants of Brassica oleracea L. 'Bronco' were studied. According to our
results, the 0.5 and 1 mM NaSH treatments increased the biomass while
decreasing the NOs concentration. In the 0.5 mM NaSH treatment, NH4*
accumulation decreased with the stimulation of GS activity, resulting in a higher

content of certain amino acids (AAs) and soluble proteins, which could be



related to the higher biomass found in this treatment. However, the 2.5 and 5
mM NaSH treatments induced the formation and accumulation of NH4*, as well
as photorespiration. This excessive accumulation of NH4* could be responsible
for the lower biomass in these treatments (2.5 and 5 mM NaSH). Therefore, in
this chapter we conclude that the excessive accumulation of NH4* may be
responsible for the decrease in biomass in the 2.5 and 5 mM NaSH treatments.
On the other hand, we conclude that the application of 0.5 mM of NaSH could
be a beneficial strategy to improve the processes involved in the assimilation of

N, accompanied by an increase in the biomass of cabbage crops.

Next, in Chapter 3, we investigated how the application of hydrogen sulfide (0.5
mM NaHS) in Brassica oleracea L. 'Bronco’ influences the processes involved
in glutathione homeostasis and alkali stress tolerance (50 mM
NaHCO3:Na2COs3). According to our results, alkaline stress increases the Oz~
content, lipid peroxidation and the activities of the enzymes glyoxalase | (Gly 1)
and glyoxalase Il (Gly 1) which detoxify methylglyoxal (MG) while decreasing
the biomass, superoxide dismutase (SOD) activity, the activity of the enzymes
involved in glutathione (GSH) synthesis and in the AsA-GSH cycle, as well as
the reduced glutathione content and the different forms of ascorbate (AsA) On
the other hand, the application of NaHS improved the antioxidant response,
inducing SOD activity and improving the processes involved in glutathione
homeostasis, boosting the reduced glutathione (GSH) content as well as the
activity of key enzymes in glutathione synthesis and the AsA-GSH cycle.
Consequently, the application of H2S in the form of NaHS at a concentration of
0.5 mM could strengthen the tolerance of Brassica oleracea L. 'Bronco' to

alkaline stress.



Finally, in Chapter 4 it was investigated how the application of hydrogen sulfide
(50 pM NaHS) in Arabidopsis thaliana L. plants influenced the relative
expression of genes involved in sulfur assimilation, glutathione homeostasis
and the involvement of these genes in alkali stress tolerance (50 mM
NaHCO3:Na2CO3s). According to our results, the application of H2S (NaHS)
mitigated the harmful effect of alkaline stress evidenced by the reduction in
biomass loss of 31% after applying H2S to plants subjected to alkaline stress.
On the other hand, no significant specific increases were observed in response
to the application of H2S on the relative expression of genes involved in the
biosynthesis of enzymes and isoenzymes key to the regulation of SO4% (Serat
1,1) assimilation processes; OAS TL, OAS TL B; OAS TL C; ATPS ; ATPS 2,
ATPS 3; ATPS 4 and APR 1) and glutathione homeostasis (GMPase; GDPME;
L-GAL PPase; LGALDH; L-GLDH; SOD 1;SOD 2; APX; MDHAR; GR2; GR 1,

gsh 1; gsh 2 and GPX) under alkaline stress conditions.
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Introduccién General

1 Introduccién General

1.1 El sulfuro de hidrégeno (Hz2S) en los sistemas vivos

El S se puede encontrar en varios estados de oxidacion biolégicamente
relevantes que van desde -2 como Acido sulfhidrico (H2S), ion sulfuro de
hidrogeno (HS") e ion sulfuro (S%) hasta +6 como Triéxido de azufre (SO3),
sulfato (SO4?) y peroxosulfato (SOs?). El H2S es un gas incoloro con olor a
huevos podridos, es importante en el ciclo biogeoquimico del S y es utilizado
como fuente de energia por bacterias purpuras (Chromatiales) y verdes
(Chlorobiales) del azufre. Es un acido débil con pKal de 6,9y pKa 2 > 12 y una

solubilidad acuosa de 80 mM a 37 °C. Por tanto, a pH fisiologico de 7.4, la

relacion de HS:H2S es de 3:1. Para mayor brevedad, el H2S se usa para
referirse al total de grupos de sulfuros libres (es decir, H2S + HS™ +S2) (Kabli y
Banerjee 2010). Este gas se produce en ambientes naturales como bolsas de
petrdleo y gas natural, formando parte de gases volcanicos, en manantiales de
aguas termales, aguas pantanosas, lagunas o0 aguas estancadas. También
puede tener un origen antropoldgico y producirse en desagles, tanques de

harinas o aceite de pescado, barcos pesqueros y alcantarillado.

Durante el siglo pasado, se pensaba que el H2S era sélo una molécula téxica, y
no fue hasta 1990 que Kimura y colaboradores revelaron su papel en las
funciones esenciales de la fisiologia humana, abriendo un nuevo campo
emergente de las ciencias de la vida (Abe y Kimura, 1996). El primer ensayo
fisiologico publicado en 1996 demostr6 que ElI H2S actia como un
neuromodulador endégeno (Abe y Kimura, 1996). La participacion del HzS en

muchas actividades fisioldgicas y procesos patoldgicos en los animales se ha

1



Introduccién General

descrito en las dos Ultimas décadas, incluyendo su papel en la regulacién de la
proliferacion celular, la apoptosis, los procesos inflamatorios, la hipoxia, la
neuromodulacion, y cardio proteccion (Wang, 2014; Olas, 2015; Paul y Snyder,
2015). Por lo tanto, el H2S es ahora aceptado como un “gasotransmisor”
(compuesto gaseoso de sefalizacion) que es tan importante como molécula de
sefalizacion, como lo son el 6xido nitrico (NO) y el monéxido de carbono (CO)
en los mamiferos, y el peréxido de hidrogeno (H202) en las plantas (Kimura,
1996; Martelli et al., 2015; Paul y Snyder, 2012). El término "gasotransmisor" se
introdujo en 2002 para describir estas moléculas, que tienen en comun, que se
producen enddégenamente con una funcion de sefializacidon, que se generan por
vias enzimaticas y son permeables a las membranas celulares, ademas de que
su biosintesis enddgena puede ser regulada, siendo su efecto dosis-
dependiente (Esquema 1). Sin embargo, el interés cientifico por el H2S en el
pasado también se debid principalmente a su papel en importantes y
devastadoras enfermedades humanas, como los trastornos
neurodegenerativos, incluidas la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y de

Huntington (Pau et al., 2014); y el cancer (Wu et al., 2015; Wu et al., 2018).
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Name Hydrogen sulfide Nitric oxide Hydrogen peroxide Carbon monoxide
Chemical formula H-S-H N=0 HO-OH C=0
Molecular mass
34.08 30.01 34.01 28.01
(g mol")
Chemical reactivity Very high Very high High Moderate
Toxicity concentration 5-30 uM 0.5-150 uM 0.5-500 uM 30-50 ppm
Animals Plants Animals Plants Animals Plants Animals Plants
CBS L-/D-DES | eNOS - o PAO
. . s
Enzymatic production CSE CAS iNOS soD HO-1 HO-1
3-MTS CsS NOS? POX
SiR nNOS POX
Concentration in cells nM-uM nM nM-uM nM-uM
Half life in vivo Seconds-minutes seconds Seconds-minutes Minutes
Protein modification Persulfidation s-nitrosation s-sulfenylation ?

CBS: cystathionine B-synthase; CSE:Cystathionine y-lyase; 3-MTS: 3-mercaptopyruvate sulfur transferase; L-/D-DES: cysteine
desulfhydrase; CAS: B-cyano-alanine synthase; CS:cysteine synthase; SiR: Sulfito reductasa; NOS: Nitric oxide synthase; NRs: Nitrate
reductases; PAQ: polyamine oxidase; SOD: Superoxide dismutase; POX: peroxidase; HO-1: Heme oxygenase 1.

Esquema 1: Comparacion de las moléculas de sefalizacion en plantas y
mamiferos. Se considera que el sulfuro de hidrogeno (H2S), el 6xido nitrico
(NO), el perdxido de hidrogeno (H202) y el monéxido de carbono (CO) son
moléculas sefalizadoras en diversas e importantes vias fisiolégicas de las
células. Estas moléculas inorganicas se producen endégenamente por vias
enzimaticas y tienen masas moleculares similares pero una reactividad quimica
diferente. Adaptacion de Aroca et al. 2020.

Por otra parte, aunque las primeras descripciones de los efectos del H2S en las
plantas datan de la década de 1960 (Rodriguez-Kabana et al.,1965), el interés
por el papel del Hz2S en los sistemas vegetales surgié mas tarde. No fue hasta
la ultima década que los efectos del H2S fueron descritos en la germinacion de
semillas (Zhang et al., 2008), en el niumero y la longitud de las raices
adventicias (Zhang et al., 2009) y la regulacién de los genes involucrados en la
fotosintesis (Shen et al., 2011). A partir de entonces, los efectos protectores del
H2S exdgeno contra diferentes tipos de estrés fueron documentados, como la
proteccion frente al estrés oxidativo, estrés por metales (Zhang et al., 2008;
Zhang et al., 2010), tolerancia a la sequia y al calor (Shen et al., 2013; Li et al.,
2012) y estrés osmético y salino (Shi et al., 2013). De esta manera, emergieron
H2S,

numerosas publicaciones sobre el efecto dosis dependiente del
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postulandose como una importante molécula de sefializacion que tiene una

funcion analoga en los sistemas vegetales a la descrita en mamiferos.

También se demostro que el H2S es un regulador de otros procesos fisiologicos
importantes en las plantas, como la apertura/cierre estomatico (Papanatsiou et
al., 2015). Por lo tanto, su importancia en la mitigacion del estrés por sequia se
debe a la capacidad del H2S de inducir el cierre de estomas en Arabidopsis
thaliana (Garcia-Mata y Lamattina, 2010) Otro efecto positivo del H2S fue
descrito por Dooley y colaboradores, quienes demostraron que dosis bajas de
H.S afectan fuertemente el metabolismo de las plantas, mejoran la
germinacion, provocan un crecimiento significativo de las plantas y aumentan la
biomasa, lo que conduce a un mayor rendimiento de los frutos (Dooley et al.,
2013). También se ha demostrado que el Hz2S participa en la regulacion de la
senescencia de la flor en plantas (Zhang et al., 2011), en la formacién de raices
laterales en el tomate, mediada por la regulacién de la auxina (Fang et al.,

2014) y en la biosintesis de la nicotina en el tabaco (Chen et al., 2016).

1.2 Importancia del S en la nutricion de las plantas

El S es un elemento esencial para todos los organismos vivos como
componente clave de los aminoacidos cisteina y metionina, asi como de
cofactores, polisacaridos, lipidos y centros de Hierro-azufre. Son las plantas
junto con hongos y procariotas los encargados de asimilar este elemento
mediante su reduccidn e incorporacion a moléculas organicas a partir de sulfato
a través de la llamada ruta de asimilacion reductora del sulfato (Takahashi et

al., 2011).
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El primer paso en la utilizacién del S por parte de las plantas es, por tanto, la
captacion de sulfato inorganico por los transportadores de sulfato. Una vez en
la epidermis, el sulfato se transfiere de célula en célula al cilindro central a
través de plasmodesmos. El sulfato puede transportarse via apoplastica en
algunas especies vegetales. Se cree que existe un transportador pasivo que
permite el paso del sulfato del apoplasto al citoplasma, pero aun no ha sido
identificado. Una vez dentro de la célula, el sulfato se almacena en la vacuola,
0 es metabolizado inmediatamente. (Takahashi et al., 2011; Takahashi et al.,

2010).

Usando la energia de la hidrolisis del ATP, el sulfato es activado formandose
adenosina 5’fosfosulfato (APS) mediante una reaccion de adenilacion. Esta
reaccion esta catalizada por la ATP sulfurilasa (ATPS). El enlace de alta
energia formado entre el sulfato y el fosfato hara que una catalisis enzimatica
posterior esté termodinamicamente favorecida y, por el contrario, la sintesis de
APS sera termodinamicamente desfavorable. En plantas, la sintesis de APS es
iImpulsada gracias a la hidrolisis del pirofosfato. Al contrario que en animales,
las plantas son capaces de reducir el sulfato activado (APS) en los plastos
hasta sulfito mediante la reaccion catalizada por la enzima APS reductasa
(APR). El sulfito (SO3?) generado en esta reaccién es posteriormente reducido
a sulfuro (S) por la enzima dependiente de ferredoxina sulfito reductasa (SiR),
y finalmente incorporado a O-acetilserina (OAS) para formar cisteina, precursor
directo o indirecto de todos los compuestos organicos que contienen S
reducido en plantas y animales. Este proceso denominado via de asimilacion

reductora de sulfato (Esquema 1) en la que el azufre se incorpora al
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metabolismo primario, es esencial para la supervivencia, y no puede ser

reemplazada por ninguna otra via enzimatica (Takahashi et al., 2011).

El sulfuro formado por la sulfito reductasa es incorporado a la OAS por la
accion de la enzima O-acetilserina tiol liasa (OAS-TL) formando cisteina. El
compuesto OAS es sintetizado a su vez a partir de serina y acetil-coenzima-A
por la enzima serina acetiltransferasa (SAT) (Wirtz y Hell, 2006). En
condiciones normales la sintesis de cisteina esta limitada por la concentracion
de OAS mas que por los niveles de sulfuro, ya que la concentracion de OAS
estd muy por debajo de la Km ©AS en las diferentes isoformas de OAS-TL,
mientras que la concentracion de sulfuro en cloroplastos y citosol son mayores
que la Kn sufuro (Kruger et al., 2009). Cabe destacar que mientras el sulfuro se
produce exclusivamente en los plastos, la sintesis de cisteina tiene lugar en
todos los organulos proteinogénicos. Las tres isoformas principales de las
enzimas OAS-TL y SAT se encuentran en plastos, citosol y mitocondrias
(Kopriva et al., 2009). Aunque cada compartimento es capaz de producir
suficiente cisteina para sostener el crecimiento, bajo condiciones normales la

sintesis est4 compartimentada.

Es necesaria una interaccion coordinada que asegure que el sulfuro producido
en los plastos pueda reaccionar en el citosol con el OAS generado en la
mitocondria. La importancia biolégica de esta division del trabajo es aun
desconocida. La habilidad de las plantas para crecer con solo una isoforma de
las enzimas SAT u OAS-TL muestra claramente que el OAS, el sulfuro y la
cisteina pueden pasar liboremente de un compartimento a otro. Por ejemplo,
para la sintesis de cisteina mitocondrial el sulfuro debe atravesar cuatro

membranas. Se ha sugerido que el H2S podria difundir a través de la
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membrana del cloroplasto, pero el estroma del cloroplasto esta a pH 8,5 en
condiciones de iluminacion (Heldt et al., 1973), pH al cual el 95% del sulfuro se
encuentra en forma cargada (HS") por lo que la capacidad de difusion a travées
de la bicapa lipidica estaria muy limitada. Por ello es probablemente exista una
proteina transportadora. Esta proteina unida a sulfuro podria ser el sustrato
directo para OAS-TL y seria parte de lo que se postuldé como “via de
intermediarios unidos” en la asimilacion de sulfato (Kopriva y Koprivova, 2004),
fundamentada en la deteccion de intermediarios unidos en la asimilacion del
sulfato a proteinas y la actividad tiosulfonato reductasa medidas en extractos

de algas (Schmidt, 1973).

1.2.1 H2S como intermediario en la asimilacién del SO42

De cualquier manera, unido o libre, el H2S es un metabolito esencial para las
células de la planta e indispensable para su supervivencia. Mutantes
“Knockdown” con una actividad reducida de la enzima SiR mostraron una fuerte
reduccion del crecimiento, y la catalisis enzimatica llevada a cabo por esta
enzima esta considerada como un “cuello de botella” en la asimilacion reductiva
del sulfato que no puede ser compensada por ningln otro proceso enzimatico
(Khan et al., 2010). Sin embargo, probablemente debido a esta funcion
esencial, la SIR no esta regulada en la misma medida que la APS reductasa
(Kopriva et al., 2009), que se considera el paso regulador clave de la via
(Scheerer et al., 2010), o el complejo de cisteina sintasa, que es responsable
de la utilizacion de sulfuro para la sintesis de cisteina (Wirtz et al., 2004). Sin
embargo, el papel esencial de la asimilaciéon de sulfato en las plantas y la

posicion central del H2S como intermediario es un hito contra el cual se deben
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medir y evaluar cuidadosamente todas las demas funciones potenciales del

H2S por su importancia biolégica.

1.2.2 Mecanismos fisioldgicos de respuesta al exceso de H2S

Como se comentd anteriormente la mayor fuente de azufre disponible para las
plantas es el SO4? que se encuentra en el suelo, pero éstas son capaces de
utilizar otras fuentes de azufre como el que se encuentra en la atmosfera de
forma gaseosa como son el didxido de azufre (SO2) y el H2S que existian en
mayor cantidad antes de los afios 80, (Lamers et al., 2013). La forma en que
las plantas se enfrentan a la exposicion a estos gases toxicos (a altas
concentraciones) se debe en gran parte a su asimilacion en compuestos
organicos de S, aunque también existen otros mecanismos de desintoxicacion
(Yarmolinsky et al., 2013; Riemenschneider et al., 2005). Por lo tanto, la
exposiciéon al SOz conduce tanto a una mayor reducciéon del gas a sulfuro como
a la sintesis de cisteina y glutatiéon (Brunold et al., 1983). Sin embargo, parte
del SO2 se oxida a SO4? mediante la enzima sulfito oxidasa. El H2S, por otra
parte, se asimila principalmente a los tioles (Durenkanp y De Kok, 2004). La
rapida asimilacion de los gases es importante, ya que causan rapidamente la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo. El
aumento de la sintesis de cisteina, con sulfuro como intermediario, cumple asi
dos propositos; reduciendo la concentracion activa de los gases en las hojas, y
también haciendo que haya mas glutation disponible para proteger contra el

estrés oxidativo.

1.2.3 Produccion de Hz2S endogeno en plantas
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A parte de la enzima SiR existen al menos cuatro enzimas mas capaces de
producir H2S. La OAS-TL que sintetiza cisteina a partir de OAS vy sulfuro,
también puede catalizar de manera reversible produciendo H2S a partir de
cisteina (Riemenschneider et al., 2005 b).

En segundo lugar, la enzima principal en cuanto a cantidad de H2S producido
es la L-cisteina desulfurilasa (LCD) que metaboliza la cisteina en Hz2S, piruvato
y amonio (Harrington y Smith, 1980; Alvarez et al., 2010) Ademas, una enzima
homologa a la O-acetilserina (tiol) liasa DES1 también muestra actividad L-
cisteina desulfurilasa en Arabidopsis (Alvarez et al., 2010).

En tercer lugar, la b-cianoalanina sintasa, utiliza cisteina para desintoxicar el
cianuro con H2S como subproducto (Akopyan et al., 1975; Hatzfeld et al.,
2000). El cianuro se forma durante la sintesis de etileno y es un potente
inhibidor de la cadena respiratoria, por lo tanto, la b-cianoalanina sintasa esta
presente en las mitocondrias (Hatzfeld el al., 2000; Warrillouw y Hawkesford,
2000). La cuarta enzima implicada en la homeostasis del H2S en plantas es la
D-cisteina desulfhidrida, que de manera similar a la DES1 produce piruvato,
amonio y H2S (Hatzfeld el al., 2000). Curiosamente, aunque los sustratos se
diferencian solo en la quiralidad, las dos proteinas, la L-cisteina y la D-cisteina
desulfhidrasa, no estan relacionadas, excepto que ambas usan piridoxal fosfato
como cofactor.

Si bien todas estas enzimas son capaces de producir H2S, solo la OAS-TL
parece ser capaz de asimilar H2S. Ademas, los productores de H2S difieren en
su capacidad para inducir rapidamente un "estallido” de H2S como se esperaria
por su funcién en la sefializacién. La liberacion de H2S por la b-cianoalanina

sintasa y la D-cisteina desulfhidridasa depende de los sustratos que se
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encuentran en baja concentracion en las células vegetales, por lo que su papel

en la homeostasis del H2S aun no esta muy clara.

1.2.4 Efectos del H2S exdgeno sobre la asimilacion del SO42

La exposicion al H2S tiene consecuencias en la nutricion del azufre a todos los
niveles. EI aumento de la disponibilidad de cisteina en las plantas fumigadas
reduce la demanda de captacion y reduccion de SOa4?2, de hecho, la captacion
de SO4? y la APS reductasa estan reprimidas en gran medida en las plantas
expuestas a SOz o H2S (Yarmolinsky et al., 2013). Curiosamente, los efectos
de la fumigacion y los mecanismos de regulacion difieren en las especies de
plantas individuales (Durenkamp et al. 2007). Por lo general, la fumigacion con
H2S alivia los sindromes de inaniciéon por SO42 (Koralewska et al 2008). Las
plantas cultivadas en solucién nutritiva sin SOs2 sostienen el crecimiento
cuando se exponen simultaneamente a H2S.

El H2S asimilado en las hojas puede proporcionar suficiente S para la sintesis
de proteinas y todos los demas componentes celulares necesarios para el
crecimiento, y puede considerarse un nutriente. De hecho, en algunos
ecosistemas, el H2S es una fuente importante, si no la principal, de S
ambiental. En este sentido, un estudio realizado sobre is6topos de S revel6 que
en muchas plantas de pantanos y pastos marinos mas del 50% del azufre se
origina a partir del H2S. Sin embargo, este H2S no es atmosférico, sino que se
origina en el suelo a través del metabolismo anaerébico de bacterias (Lamers
et al., 2013). Por lo tanto, si bien la funcién del H2S como nutriente y fuente de
S para el crecimiento de las plantas puede ser marginal para las plantas y

cultivos tradicionales, es muy importante en suelos y ecosistemas especificos.
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1.2.5 Relacion entre los metabolismos del Sy el N en plantas

Las vias de asimilacion del S y el N estan bien coordinadas, y se ha
demostrado que la deficiencia de un elemento dificulta en gran medida la via
metabdlica de asimilacion del otro. En particular, el S es un nutriente esencial
para los aminoacidos azufrados (cisteina y metionina), los antioxidantes
naturales (glutation reducido; GSH), las coenzimas, los grupos prostéticos
(ferredoxina), las vitaminas, los metabolitos secundarios, las fitoquelatinas
(PC), los lipidos y la asimilacién de N (Scherer, 2008). En este sentido, algunos
autores afirman que la adicion de este mineral en forma de sulfato de amonio
aumenta la biomasa y el rendimiento en plantas como el trigo y mejora la
eficiencia en el uso de N (NUE) (Salvagiotti et al., 2009). Otros investigadores
afirman que el reabastecimiento de SO42 después de 3 dias de privacion de S
reactiva rapidamente el proceso de asimilacion de N al estimular la actividad de
enzimas como la nitrato reductasa (NR) Y glutamina sintetasa (GS) (Zhang et
al., 2015a, 2015b).

El N, a pesar de ser un macronutriente esencial, a menudo actia como un
factor limitante del crecimiento (Antal et al., 2010). En condiciones normales, el
nitrato (NO3’) es la principal fuente de N y su asimilacion es esencial para el
crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Cruz et al., 2004). La
disponibilidad de NOs se ha definido como uno de los factores mas limitantes
en el crecimiento de los cultivos (Glass, 2003). Este nutriente es esencial para
la planta como parte de los &cidos nucleicos y aminoécidos, realizando

funciones de sefalizacion y regulacion de proteinas. Ademas, también tiene
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una gran importancia en la bioquimica de compuestos tales como coenzimas,
pigmentos, metabolitos secundarios y poliaminas (Maathuis, 2009).

La reduccion de NOs~ en amonio (NH4 *) involucra la accion secuencial de la
NR y la nitrito-reductasa (NiR) (Oliveira et al., 2001). Otra via por la que las
plantas pueden producir NH4 * es la fotorrespiracion. Este proceso puede
producir 20 veces mas NHs4 * que la generada por la reduccién de NOs~ y se
considera la mayor fuente de este catidn, especialmente en las plantas C3
(Hirel y Lea, 2001). El NH4* a elevadas concentraciones es toxico para las
plantas, causando la extrusion de protones asociada con la absorcion de NH4*,
alteraciones del pH citosélico, y desacoplamiento de la fotofosforilacion
(Kronzucker et al., 2001). Por lo tanto, debe ser rapidamente asimilado en
compuestos organicos de N a través de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y
glutamato sintetasa (GOGAT). Alternativamente, la glutamato deshidrogenasa
(GDH) también puede catalizar la incorporacion del NH4* al glutamato por la
aminacion reductora del 2-oxoglutarato (Cammaerts y Jacobs, 1985). Aunque
el papel fisiolégico exacto de esta enzima en el crecimiento y desarrollo de las
plantas no estan claros, se sabe que es activado por el NH4*y se postula como
via anaplerotica activada bajo condiciones ambientales adversas (Bittsanszky
et al., 2015). Tradicionalmente, la aplicacion de NO3~ a suelos deficientes en
nutrientes ha mejorado la salud de las plantas y por tanto la produccién de los
cultivos (Garnett et al., 2009). Algunos investigadores han mejorado el proceso
de asimilacion del NO3~ por sobreexpresion de las enzimas clave involucradas
en este proceso (GS y GOGAT), demostrando que ésta induccién aumenta la
biomasa y el rendimiento de los granos en cultivos como el frijol y arroz

(Yamaya et al., 2002).
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1.3 Concepto de estrés alcalino en los cultivos

Uno de los estreses ambientales en los que todavia no ha sido probado

experimentalmente el efecto de la aplicacion de H2S es el estrés alcalino.

El estrés alcalino podria definirse como el estrés producido por sales alcalinas
como el NaHCOs Y el Na COs. Por tanto, es importante recalcar que este tipo
de estrés lo causan sales alcalinas y no neutras (NaCl), que causan lo que
comunmente se conoce como "estrés por salinidad" (Shi y Sheng, 2005; Shiy
Wang, 2005). Sin embargo, el efecto de ambos tipos de estrés puede ser
similar. Por otro lado, hay varios investigadores que afirman que el estrés por
alcalinidad provoca dafios mas severos que el estrés por salinidad. (Kawanabe

y Zhu, 1991; Wang et al., 2008).

El estrés alcalino, es muy comun en zonas aridas y semiaridas, disminuye la
productividad agricola en estas regiones, donde la agricultura es normalmente
intensiva. En todo el mundo, el 10% de los suelos cultivados estan sujetos a
condiciones de estrés alcalino (Tanji, 2002), y la FAO predice que para el afio
2050 la reduccion de la tierra disponible para la agricultura por la presencia de

estos tipos de estrés superara el 50% (Jin et al., 2008).

1.3.1 Efecto del estrés alcalino sobre la fisiologia de las plantas

El elevado pH y la acumulacién masiva de sodio (Na*) provocada por el estrés
alcalino pueden dar lugar a una falta de protones y a la alteracién o inhibicién
de los gradientes y/o potenciales electroquimicos en las células radiculares,
alterando muchas funciones fisiolégicas, como la captacion de agua y de iones

(Wang et al., 2011a; Wang et al., 2011b). Debido a estas alteraciones de las
13
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funciones fisiolégicas de la raiz, el estrés alcalino (pH > 8,5) inhibe el

crecimiento y la fotosintesis.

La inhibicion de la fotosintesis es el resultado de la degradacion de los
pigmentos fotosintéticos, a menudo debido al estrés alcalino por la menor
captacion de Mg?* causada por su precipitacion en la rizosfera (Li et al., 2010).
Otros autores sostienen que la limitacion en la disponibilidad del P debido a su
precipitacion en condiciones alcalinas puede disminuir la ingesta de CO:2 para
la fotosintesis (Fredeen et al.,, 1990). La reduccién de la captacion de CO:2
debido a este tipo de estrés causa dafio oxidativo en las células y altera el
metabolismo antioxidante, generando ROS, ya que el exceso de electrones
producidos durante la fotosintesis se transfiere a las moléculas de O:

produciéndose ROS (Cakmak, 2005).

1.3.2 Relacién entre estrés alcalino y estrés idnico en plantas

El estrés alcalino trae consigo asociado de forma inherente un estrés iénico
debido a que las sales alcalinas en disolucidon aportan grandes cantidades de
Na* al medio. Es por ello que cuando se da esta acumulacién de sales en el
suelo, la planta empieza a absorber los iones que componen estas sales
incrementando los dafios en las diferentes estructuras celulares. EI mecanismo
por el cual las plantas bajo condiciones de estrés alcalino-salino absorben Na*
es un mecanismo complejo. Como se muestra en el esquema 2, la absorcién
ocurre via simplastica y apoplastica, proceso en el cual estan implicados mas

de una docena de transportadores diferentes (Isayenkov y Maathus, 2019).
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Esquema 2: Representacion grafica del mecanismo de entrada de Na* y cl- en
plantas. Adaptacion de Isayenkov y Maathuis (2019).

Como hemos indicado, la absorcion excesiva de Na* también genera una
toxicidad en si misma alterando el metabolismo y la iondmica de la planta
(Acosta-Motos et al. 2017). Por lo general, un exceso en la absorcion de este
ion provoca una reduccion de la absorcidon y una alteracion en la distribucion de
otros nutrientes y compuestos esenciales para el metabolismo de la planta
como potasio (K*), calcio (Ca?*), NOsz o fosfatos (PO4) (Acosta-Motos et al.,
2017; Liang et al., 2018; Isayenkov y Maathuis, 2019). Todo ello unido a la
incapacidad de los transportadores ionicos de ejercer su funcién, producida por
el elevado pH contribuye a generar un desbalance con mdltiples efectos

nocivos sobre el metabolismo primario y secundario de la planta. Con el fin de

15



Introduccién General

evitar estas alteraciones metabdlicas y el efecto toxico de la acumulacion de

Na* algunas plantas han desarrollado estrategias de defensa como:

La exclusién, donde el Na* junto con el cloro (Cl) son expulsados
directamente a la rizosfera a través de canales i6nicos especificos,
evitando de esta manera el estrés osmotico e idnico generado por la

absorcion de estos iones (Wu, 2018).

Acumulacion de K* y su concentracion relativa con respecto al Na*
puede constituir, en si mismo, un mecanismo de defensa frente a este
tipo de estrés (Munns y Tester. 2008), debido a que ambos iones tienen
un comportamiento osmotico similar. EI K* puede competir con la
entrada de Na* en la raiz y en las células corticales, por lo que si la
planta logra mantener un ratio Na*/K* bajo esta podria mejorar su

tolerancia al estrés (Isayenkov y Maathuis, 2019).

Compartimentalizacion, que constituye otro mecanismo comun y de gran
importancia de tolerancia frente a este tipo de estrés, donde los iones de
Na* son reducidos en el interior de las vacuolas mediante antiportadores
Na*/H* evitando asi las alteraciones osmdéticas y bioquimicas que se
generan (Acosta-Motos et al., 2017; Liang et al.,, 2018; Isayenkov y
Maathuis, 2019). Sin embargo, para la compartimentalizacion se
requiere un incremento consecuente de la presién osmatica en el citosol,
lo que puede darse por ejemplo mediante una acumulacion de K* o

compuestos osmocompatibles (Munns y Tester, 2008).
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1.3.3 Produccion de ROS y respuesta antioxidante en cultivos que sufren

condiciones de estrés alcalino

Si el estrés alcalino-salino se mantiene en el tiempo comienzan a generarse
multitud de alteraciones metabdlicas en las plantas. En las hojas adultas
comienzan a acumularse sales que la planta no puede diluir lo que provoca
desajustes en el metabolismo de ésta, que dan lugar por lo general a la
formacion de ROS, y a la aparicion de dafio y muerte celular que puede
conllevar la muerte de la planta (Acosta-Motos el al., 2017; Isayenkov y
Maathuis, 2019). Ademas, si la tasa de crecimiento de hojas jévenes es inferior
a la perdida de hojas adultas, la maquinaria fotosintética no puede abastecer
de carbohidratos a las hojas jovenes, reduciendo aun mas el ratio de
crecimiento (Munns y Tester, 2008).

La reduccion de la capacidad fotosintética generada por el estrés alcalino-
salino es la principal causa de generacion de ROS, que se acumulan en las
hojas provocando un dafio oxidativo a estructuras celulares, compuestos y
alterando drasticamente el metabolismo de la planta completa (Acosta-Motos et
al., 2017; Liang et al., 2018). Ademéas de la reduccién de la capacidad
fotosintética, el estrés alcalino provoca el cierre de los estomas, entre otras
causas por una reduccion en la concentracion de K*. El cierre estomatico
reduce el flujo de CO: en las hojas y su asimilacién en el ciclo de Calvin, lo que
causa que los electrones que provienen de la fotolisis del H20 no encuentren
los equivalentes de NADP* procedente de la fijacion del COz2, lo que conlleva
que estos electrones puedan unirse al oxigeno molecular (O2) libre,

generandose de esta manera las ROS (Esquema 3).
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Esquema 3: Representacion esquematica de la generacion de ROS debido a
la limitacion de CO2 proveniente de la fotosintesis de las plantas. Adaptacion
de Cakmak (2005).

Las ROS generadas bajo condiciones de estrés alcalino-salino han de ser
eliminadas para evitar el dafio oxidativo a estructuras celulares y procesos
bioquimicos. Las ROS reaccionan con las membranas celulares especialmente
en las membranas de los tilacoides que son ricas en acidos grasos insaturados.
La peroxidacion lipidica produce la ruptura de lipidos, lo cual afecta a su
funcion en las membranas, causando pérdida de fluidez, rotura de los enlaces
lipidicos e inactivacion de enzimas de membrana (Miyake el al., 2005).

Para evitar este dafio oxidativo, las plantas disponen de mecanismos de
detoxificacion de ROS. Estos mecanismos pueden dividirse en sistemas
enzimaticos constituidos por las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa (GR). Por

otro lado, las plantas también disponen de sistemas antioxidantes no
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enzimaticos, formados por compuestos antioxidantes como los compuestos
fendlicos (fenoles, flavonoides, carotenoides, etc.), acido ascorbico (AsA) y
glutation (GSH) (Shalata et al., 2001; Reddy el al., 2004). El incremento en la
concentracion de iones Na* asi como la alteracion de la absorcion de nutrientes
por el elevado pH hacen que se incremente las ROS, que provoca a su vez un
incremento en la actividad de las enzimas que intervienen en la respuesta
antioxidante, asi como un incremento de la sintesis de compuestos
antioxidantes (Singh et al., 2017; Liang et al., 2018).

La SOD constituye la primera linea de defensa frente a las ROS y provoca la
dismutacion del ion superoxido (O2~) en perdxido de hidrogeno (H202) parte del
cual es neutralizado por la enzima CAT (esquema 4). Esta enzima en las hojas
se encuentra Unicamente en los peroxisomas que son los encargados de la
detoxificacion mediante una reaccion peroxidasa, siendo el donador mas
comun en esta reaccion el AsA (Aroca et al. 2002). Por otro lado, el AsA esta
presente a elevadas concentraciones en los cloroplastos, citosol, vacuolas y
espacio apoplastico de las células de la hoja, y tiene un papel fundamental en
la neutralizacion del H202. El AsA se oxida hasta monodehidroascorbato
(MDHA), mediante la APX para detoxificar el H202 siendo regenerado por dos
enzimas, la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), que utiliza NADPH
como donador de electrones, y la dehidroascorbato reductasa (DHAR) que
utiliza dos moléculas de GSH (Esquema 4). El GSH es el compuesto tiolico de
bajo peso molecular mayoritario en plantas, cuya funcion principal es la
regeneracion del AsA mediante la DHAR. En esta regeneracion de AsA, el
GSH se oxida pasando a glutatiéon disulfuro (GSSG). El GSH es regenerado por

la glutation reductasa (GR), en una reaccion NADPH-dependiente (Arora et al.
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2002) (Esquema 4). Ademas, el GSH por si solo puede neutralizar el oxigeno

singlete y los radicales hidroxilos.
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Esquema 4: Representacion esquemética del ciclo de Foyer-Halliwell-Asada
para la detoxificacion de ROS, sistemas enzimaticos y no enzimaticos.

Otro sistema antioxidante no enzimatico es la acumulacién de compuestos
fendlicos (fenoles y flavonoides). Los fenoles pueden actuar como filtro de
absorcion de la radiacion y limitan la excitacion de las clorofilas durante las
condiciones desfavorables, protegiendo y conservando asi el aparato
fotosintético y pudiendo actuar ademas como antioxidantes. Entre sus

mecanismos de accion antioxidante se encuentran (Harbone y Willians 2000):

e La supresion de la formacion de ROS por inhibicién de enzimas.

e El secuestro de ROS, evitando el dafio oxidativo.

e La sobre-regulacion o proteccion de los sistemas antioxidantes.
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1.4 Perspectivas de futuro para reducir el efecto del estrés alcalino en

plantas

Debido a todo lo indicado anteriormente es necesario mejorar el conocimiento
existente sobre como son y donde residen los mecanismos de tolerancia al
estrés alcalino en las plantas. En la ultima década el H2S se postula como una
molécula con efectos bioestimulantes cuyo uso podria mitigar los efectos
nocivos de numerosos tipos de estrés abidtico, potenciando la eficacia de los
mecanismos antioxidantes de las plantas (Zhang et al., 2008; Wang et al.,
2010; Dawood et al., 2012; Wang et al., 2012; Chen et al., 2013; Sun et al.,
2013; Shan et al., 2014; Lai et al., 2014; Singh et al., 2015). Por otro lado, se ha
observado como el H2S interviene en la apertura y cierre de estomas (Garcia-
Mata y Lamattina, 2010; Scuffi et al., 2014), asi como en el crecimiento,
desarrollo y procesos que combaten el envejecimiento de las plantas (Zhang et
al. 2011). Curiosamente, se ha demostrado que, en los procesos fisioldgicos
mencionados anteriormente también estan involucradas algunas otras
moléculas de sefializacion como el Ca?* y el NO (Wang et al. 2012).

Otro de los efectos del H2S descubiertos mas recientemente sobre la tolerancia
de las plantas al estrés, como veremos en el Ultimo capitulo de la presente
tesis, reside en su implicacién en la persulfidacion de proteinas diana que
intervienen en los mecanismos antioxidantes, entre otros (Aroca et al. 2020).
Sin embargo, los mecanismos y las proteinas que intervienen en estos
procesos contindan siendo poco conocidos. Pero sin duda tras los ultimos
descubrimientos se abre una via de investigacion apasionante sobre esta

molécula, que podria dotarnos de una potente herramienta para incrementar la
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tolerancia al estrés alcalino y otros tipos de estreses abibticos en plantas

cultivables.
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2 Justificacion y objetivos

2.1 ¢Por qué Brassica oleracea como planta de estudio?

La eleccion de Brassica oleracea para la realizacién de esta tesis doctoral se

basa en tres caracteristicas:

1-

En general la familia de las Brassicaceas esta compuesta por plantas
gue muestran grandes requerimientos de S para su adecuado y 6ptimo
crecimiento, por lo que en estas plantas resulta mas factible comprobar
el efecto que produce la aplicacion exdgena de H2S sobre determinados
procesos fisiolégicos.

Desde un punto de vista agronémico es una planta que resulta muy
interesante ya que ademas de ser un cultivo cada vez mas consumido
por la poblacion, la col est4 considerada un alimento rico en compuestos
bioactivos muchos de ellos dependientes de la nutricion con S, por lo
gue en esta tesis doctoral también estudiaremos el efecto del H2S sobre
la calidad nutricional de Brassica oleracea.

Segun resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion Brassica
oleracea es una planta sensible al estrés alcalino, que sera el que
estudiaremos en esta tesis doctoral, y por lo tanto podremos comprobar
de forma mas eficaz el posible efecto beneficioso de la aplicaciéon de

H2S.

La Col pertenece a la familia de las Brassicaceae que comprende una gran

variedad de especies y cultivares, algunos de los mas conocidos son B.

oleracea (es decir, coles, coles de Bruselas, brdcoli), B. rapa (nabos), B. napus

(rdbanos), Sinapis spp. (mostazas), etc. En los dltimos afios, y como acabamos

4
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de describir en la segunda caracteristica que justifica la utilizacion de esta
planta en el presente trabajo de investigacion, estos cultivos se consumen cada
vez mas por sus caracteristicas organolépticas y sus posibles beneficios para

la salud como una buena fuente de compuestos bioactivos (Figura 1).
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Figura 1. Nutrientes y fitoquimicos en cruciferas y beneficios asociados para la

salud.

Los compuestos de azufre-nitrégeno que contienen glucosinolatos (GLS) se
encuentran casi exclusivamente en esta familia, siendo su efecto beneficioso
para la salud supuestamente inducido por sus productos de hidrolisis
(bioactivos), los isotiocianatos (ITC). Los GLS no tienen una bioactividad

conocida en si mismos, pero son hidrolizados para liberar ITC, compuestos
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altamente reactivos que pueden activar el factor nuclear de transcripcion celular
de los mamiferos (derivado de los eritroides 2), como el Nrf2 y al hacerlo,
mejorar la defensa del huésped. La activacion del factor de transcripcion Nrf2
aumenta las enzimas de desintoxicacion para eliminar las sustancias quimicas
carcinnogénicas y mecanismos adicionales (Lopez-Chillén et al., 2018).

Los compuestos fendlicos presentes en esta planta principalmente son:
flavonoles, antocianinas y acidos hidroxicinamicos, cuya principal bioactividad
es su capacidad antioxidante. Ademas, en la col la presencia de carotenoides
asi como las vitaminas (C, E, K) también han sido considerados como
nutrientes con actividad bioldgica.

En definitiva, la riqgueza fitoquimica de los alimentos de Brassica esta llamando
la atencion de la comunidad cientifica por ser potencialmente protectores del
sistema cardiovascular y ejercer su efecto frente a ciertos tipos de cancer y
trastornos neurolégicos, principalmente por sus propiedades antiinflamatorias y

antioxidantes (Baenas et al., 2016).

2.2 Objetivos

El objetivo de la presente tesis doctoral es el estudio de los parametros
agronoémicos, fisiolégicos y moleculares de la aplicacién de H2S exdgeno en
plantas de Brassica oleracea L. “BRONCO”, asi como, su implicacién en los

mecanismos de tolerancia frente a estrés alcalino.
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Este objetivo general se subdivide a su vez en 4 objetivos concretos que se
intentan resolver en los 4 capitulos que forman parte de esta Tesis Doctoral, y

que son:

Objetivo 1: En primer lugar, demostrar que influencia tiene la aplicacion
exdgena de sulfuro de hidrégeno (H2S) sobre los parametros agronémicos y
nutricionales de Brassica oleracea L. “Bronco”, y definir bajo condiciones
experimentales controladas que dosis de aplicacion es la mas adecuada para

potenciar estas caracteristicas.

Objetivo 2: En segundo lugar, se pretende estudiar si existe alguna relacion
entre el contenido en compuestos bioactivos y biomasa con los cambios
producidos en la fisiologia de la planta a nivel de su nutricion mineral, poniendo
el foco sobre los procesos de asimilacion de N, con el fin de ayudar a definir

una dosis “optima” de H2S.

Objetivo 3: En tercer lugar, comprobar si la aplicacion de la dosis de H2S
definida en los dos objetivos anteriores como “Optima”, mejora la resistencia a
la exposicion a un estrés alcalino en plantas de Brassica oleracea L.

(BRONCO).

Objetivo 4: Finalmente, analizar la expresion relativa de los genes que
codifican para las enzimas principales que intervienen en los posibles
mecanismos de resistencia al estrés alcalino tras aplicar H2S exdgeno en

plantas de Arabidopsis thaliana L.
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Capitulo 1

Efecto del sulfuro de hidrogeno como bioestimulante de la calidad
fitoquimica, nutricional y antioxidante de la Col (Brassica olerace L.

‘Bronco’)

David Montesinos-Pereira, Yurena Barrameda-Medina, Nieves Baenas, Diego

A. Moreno, Begofia Blasco, Juan M. Ruiz.

Resumen

En el presente trabajo se investigaron los efectos potenciales del sulfuro de
hidrogeno en la biomasa de la parte aérea, la calidad nutricional y la capacidad
antioxidante de Brassica oleracea, mediante la aplicacion de dosis crecientes
de NaHS (NaHS como donador de HzS; 0,5, 1, 2,5 y 5 mM). Los resultados
mostraron que los tratamientos 0,5 y 1 mM de NaHS aumentaron la biomasa y
la calidad nutricional de la col 'Bronco' (es decir, clorofilas, carotenoides,
antocianinas, flavonoles, fenoles totales y sinigrina). Por otra parte, hubo un
aumento en la peroxidacion de lipidos y el contenido de peréxido de hidrogeno
tras la aplicacion de dosis superiores a 2,5 mM NaHS. Por lo tanto,
seleccionamos las dosis de 0,5 y 1 mM NaHS como Optimas para la Col. La
aplicacién de 2,5 y 5 mM de NaHS produjo una excesiva peroxidacion de
lipidos, disminuciones en la biomasa de las plantas y pérdidas de clorofilas,
siendo todos ellos considerados efectos negativos, provocando claras

evidencias de estrés en las plantas. En cuanto a aplicaciones practicas, este
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estudio sugiere que la aplicacion exégena de NaHS como donador de H2S a
0,5y 1 mM puede ser util como bioestimulante para aumentar el rendimiento y

la composicion fitoquimica de la planta de Col (Brassica oleracea L. 'Bronco’).
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Adapted from Journal of Applied Botany and Food Quality (2016)

Evaluation of hydrogen sulfide supply to biostimulate the nutritive and
phytochemical quality and the antioxidant capacity of Cabbage (Brassica

oleracea L. ‘Bronco’)

David Montesinos-Pereiral”, Yurena Barrameda-Medina?, Nieves Baenas 2, Diego A. Moreno 2,

Eva Sanchez-Rodriguez?!, Begofia Blasco?, Juan M. Ruiz?.

1Department of Plant Physiology, Faculty of Sciences, University of Granada, Granada, Spain
2Phytochemistry Lab, Department of Food Science and Technology, CEBAS-CSIC, Campus

Universitario Espinardo, Espinardo, Murcia, Spain.

Abstract

The potential effects of the hydrogen sulfide on shoot biomass, nutritional
quality and antioxidant capacity of Brassica oleracea, were investigated through
the application of increasing doses of NaHS (Hz2S donor NaHS; 0.5, 1, 2.5, and
5 mM). The results showed that the 0.5 and 1 mM NaHS treatments increased
biomass and the quality composition of ‘Bronco’ cabbage (i.e. chlorophylls, ca-
rotenoids, anthocyanins, flavonols, total phenolics and sinigrin). On the other
hand, there was an increase in lipid peroxidation and hydrogen peroxide
content with the application of doses higher than 2.5 mM NaHS. Therefore, we
selected the 0.5 and 1 mM NaHS dosages as optimal for cabbage. The 2.5 and
5 mM NaHS produced an excessive lipid peroxidation, decreases in plant
biomass and losses of chlorophylls, being all considered negative effects, and
clear evidences of stressful situation for the plants. For practical purposes, this

study suggested that exogenous application of H2S donor NaHS at 0.5 and 1
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mM may be useful as bio-stimulant to boost the yield and the health-promoting

composition of ‘Bronco’ cabbage (Brassica oleracea L.).

Keywords: Hydrogen sulfide, health-promoting compounds, Brassica oleracea,

antioxidant capacity.

Introduction

Sulfur is an essential mineral nutrient element, crucial for sulfur- amino acids
(cysteine and methionine), natural antioxidants (reduced glutathione; GSH), co-
enzymes, prosthetic groups, vitamins, secondary metabolites, phytochelatins
(PCs) and lipids (Khan et al., 2014 a; Khan et al., 2014 b). With respect to
the different forms of application to plants of this macronutrient in last few
years there has been an increased interest in the study of hydrogen sulfide
(H2S) on plant physiology (LisjaK et al., 2013). High doses of H2S in
greenhouses caused leaf lesions, defoliation, reduced growth, and death of
sensitive species such as alfalfa (Medicago sativa L.), lettuce (Lactuca
sativa), sugar beet (Beta vulgaris) (Thompson and Kats, 1978). Although
several works showed that this compound can adversely affects the growth
and physiology of crops (Koch and Erskine, 2001), recent works suggests that
H2S is a more fundamental molecule which is produced by plants and used
to control plant function (Zhang et al., 2010). So, H2S has shown its action
as a signal molecule and it has been used to promote the antioxidant
enzyme activities and uptake of elements against abiotic stress in barley

(Gadalla and Snyder, 2010; Dawood et al. 2012).

Moreover, it was observed that H2S involved in the antioxidant response
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against osmotic stresses (i.e. excessive boron and drought) in cucumber and
sweet potato respectively (Zhang et al.,, 2009; wan et al., 2010).
Nonetheless, the application of H2S increased the antioxidant capacity and
guality parameters in fruits and berries (i.e., mulberry, kiwi, and strawberry)
(hu et al., 2012; hu et al., 2014; Zhu et al., 2014). Brassicaceae vegetables
are economically relevant crops and important human foods worldwide,
highly used in China, Japan, India, and European countries (carTEa et
al., 2010). The popularity and consumption of Brassica is growing because
of their renewed relevance on human health through the prevention of
certain de- generative diseases (i.e. cardiovascular, cognitive, Alzheimer’s
and Parkinson’s, etc.) and reduction in the risks of suffering from cancer (i.e.,
lung, breast, colon, prostate) (Cartea et al., 2010; Podsedek, 2007;
Bazzano et al., 2002; Smith-Warner et al., 2003; Cho et al., 2004).
These health-promoting properties are attributed to their composition very rich
in intrinsic and indirect antioxidants (Cartea et al, 2010). Natural
antioxidants in Brassica, includes ascorbate, anthocyanins, phenolic
compounds and carotenoids (Galati and O’brien, 2004). Of particular
relevance, ascorbate or vitamin C and phenolic com- pounds are
highlighted, as well as the phenolic compounds, which has been shown to
exert antioxidant, anticarcinogenic, antimicro- bial, antiallergic,
antimutagenic, and anti-inflammatory activities (Martinez-Valverde et
al., 2002).

Moreover, essentially unique to cruciferous crops and foods, and more
relevant in terms of health-promoting effects are the gluco- sinolates (GLSS).

The GLSs are a heterogeneous family of molecules characterized by a similar
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basic structure containing a sulphur- linked B-D-glucopyranoside, a
sulphonated oxime, and a side chain derived from different amino acids,
which allow their classification in: aliphatic, aromatic, and indolic GLSs
(FahEy et al., 2001). GLSs have gained growing attention for their potential
health-promoting properties, as their hydrolysis products (isothiocyanates,
ITCs) are able to induce phase 2 detoxification enzymes and protect
mammals against chemically induced cancer (Zhang et al., 1992). So, the
consumption of vegetables containing glucosinolates, such as Brassica
oleracea varieties, may confer protection against different types of cancer
(Cartea etal., 2010; Zhang et al., 1992).

One strategy to improve the nutritional characteristics of crops is the optimal
application of different forms of S. The most widely used form of S for this
purpose has been SOg’, favoring yield in number of fruits and the vitamin
C content in strawberries (Eshghi and Jamali, 2014). Others authors also
reported increased total phenolics and antioxidant capacity in mango fruits
upon application of sodium bisulfate (Siddiq et al., 2013). In additionto SO4"
,inthe lastfewyears it has been observed that the application of S in a more
reduced form than SO4 such as Hz2S could have a positive effect on the
nutritional quality, but such treatments were performed during postharvest,
for example in mulberry, after applying 0.8 mM of the H2S donor NaHS,
increased contents of ascorbate and soluble proteins, were found,
maintaining the postharvest quality (hu et al., 2014). Using the same
fumigation (0.8 mM of the H2S donor NaHS) resulted in increased firmness
and colour, and delayed respiratory damage in strawberries, prolonging

postharvest shelf life (hu et al., 2012). Nevertheless, there are very limited
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studies to examine the potential beneficial effects of H2S on the nutritional
quality, yield and phytochemical quality of leafy vegetables not affected by any
abiotic or biotic stress, and therefore, the aim of this study was to determine
the influence of H2S application (as sodium hydrosulfide hydrate, NaHS +
H20) on the biomass production and antioxidant capacity response and the
nutritional and phytochemical quality of ‘Bronco’ cabbage (Brassica oleracea

L.).

Material and methods

Plant material and treatments

Seeds of B. oleracea cv. Bronco (Saliplant S.L., Spain) were ger- minated and
grown for 35 days in cell flats of 3 cm x 3 cm x 10 cm filled with a perlite mixture
substratum. The flats were placed on benches in an experimental greenhouse
located in Southern Spain (Saliplant S.L., Motril, Granada). After 35 days, the
seedlings were transferred to a growth chamber under the following controlled
environmental conditions: Relative humidity 50 %; Day/night temperatures 25/18
°C; 16/8 h photoperiod at a photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350
umol m?s? (measured at the top of the seedlings with a 190 SB quantum
sensor, LI-CORInc., Lincoln, Nebraska, USA). Under these conditions the plants
were grown in hydroponic culture in lightweight polypropylene trays (60 cm
diameter top, bottom diameter 60 cm and 7 cm in height) of 3 L volume.
Throughout the experiment the plants were treated with a growth solution made
up of 4 mM KNOg, 3 mM Ca(NOs)2-4H20, 2 mM MgSO4-7H20, 6 mM KH2POs4,
1 mM NaH2PO4-2H20, 2 yM MnCl2:4H20, 10 uyM ZnSOa4-7H20, 0.25 uM

CuS04:5H20, 0.1 M Na:Mo04-2H20, 5 mg L Fe-chelate (Sequestrene; 138
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FeG100) and 10 uM HsBOs. This solution, with a pH of 5.5-6.0, was changed

every three days.

Experimental design

The NaHS treatments were initiated 43 days after germination and were
maintained for 30 days. To determine the concentrations of NaHS to apply, It
was carried out a previous culture in which it was observed the response of
Brassica oleracea L.Bronco’ to a wide range of concentrations of NaHS,
ranging from 0.01 mM to 6 mM in which was observed as the most appropriate
doses to study the effects of fortification and toxicity in this species were: 0.5, 1,
25 and 5 mM of NaHS. For that reason, the experiment consisted in a
randomized complete block design with five treatments that were supplied with
the irrigation solution (complete nutrient solution amended with different NaHS
levels: 0 mM NaHS; and 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM and 5 mM NaHS), arranged in
8 plants per tray (In expanded polystyrene support) and three replicates per

treatment.

Plant sampling

Plants of each treatment (73 days after germination) were divided into roots and
leaves, washed with distilled water, dried on filter paper and weighed, thereby
obtaining fresh weight (FW). Half of leaves from each treatment were frozen at -
30 °C for further work and biochemical assays and the other half of the plant
material was lyophilised for 48 h to obtain the dry weight (DW) and the

subsequent analysis of phenolics and GLSs.

Determination of H»S content
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0.1 g of Brassica oleracea leaves were ground under liquid nitrogen and
extracted by 1 mL phosphate buffered saline (50 mM, pH 6.8) containing 0.1 M
EDTA and 0.2 M ascorbic acid. After centrifugation at 12000 rpm for 15 min at 4
°C, 400 mL of the supernatant was injected to 200 mL 1 % zinc acetate and
200 mL 1 N HCI. After 30 min reaction, 100 mL 5 mM dimethyl-p-phenylene-
diamine dis- solved in 7 mM HCI was added to the trap followed by the injection
of 100 mL 50 mM ferric ammonium sulfate in 200 mM HCI. After 15 min
incubation at room temperature, the amount of H2S was determined at 667 nm.
Solutions with different concentrations of NazS were used in a calibration curve

(Sekiya et al., 1982).

Chlorophyll concentration and lipid peroxidation

For the extraction of chlorophylls, chlorophyll a (Chla) and b (Chib),

0.1 g of leaves were ground in semidarkness and resuspended in 10 mL of
cold acetone at 80 %. Immediately afterwards, the samples were centrifuged
at 800 rpm and the absorbance of the supernatant was measured at 653
and 666. The concentrations of Chl a and Chl b were calculated (Wellburn,
1994).

For the MDA assay, leaves were homogenized with 3 mL of 50 mM solution
containing 0.07 % NaH2PO4:2H20 and 1.6 % Na2HPO4- 12 H20 and
centrifuged at 15.000 rpm for 25 min in a refrigerated centrifuge. For
measurement of MDA concentration 3 mL of 20 % trichloroacetic acid
(TCA) containing 0.5 % thiobarbituric acid (TBA) was added to a 1 mL
aliquot of the supernatant. The mixture was heated at 95 °C for 30 min,
quickly cooled in an ice bath and then centrifuged at 10400 rpm for 10

min. The absorbance of the supernatant was read at Asz2 and Asoo Nnm
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(Heath and Packer, 1968). The result of MDA was expressed as Abs g*
FW.

The H202 content of leaf samples was colorimetrically measured
(Mukherjee and Choudhuri, 1983). Leaf samples were extracted with cold
acetone to determine the H20:2 levels. An aliquot (1 mL) of the extracted
solution was mixed with 200 mL of 0.1 % titanium dioxide at 20 % (v/v)
H2S04 and the mixture was then centrifuged at 8000 rpm for 15 min. The
intensity of yellow colour of the supernatant was measured at 415 nm. The

result of H2O2 concentration was expressed as mg g* FW.

Antioxidant activity test

In the free radical scavenging effect (DPPH) assay, antioxidants reduce the
free radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, which has an absorption maximum
at Asis. To measure the DPPH test, the absorbance of the reaction mixture at
As17 was read with a spectrophotometer. Methanol (0.5 mL), replacing the
extract, was used as the blank. The percentage of free-radical scavenging
effect was calculated as follows: scavenging effect (% g?) = [1 — (Asi7 sample/
As17 blank)] x 100.

To measure the reducing power test, 300 pL of leaves extract (0.1 g per mL
methanol 80 %), phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6, 0.5 mL) and KsFe (CN)s
(1 % viw, 2.5 mL, Fluka, Steinheim, Germany) was placed in an Ependrof
tube and allowed to react for 20 min at 50 °C. The tube was immediately
cooled over crushed ice, and then 150 yL CIsCCOOH (10 %, Fluka) was
added. After centrifugation at 5000 rpm for 10 min, an aliquot of 300 ul

supernatant was mixed with 300 uL distilled water and 40 pL FeCls (0.1 %).
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Then, the absorbance at 700 nm was measured with a spectrophotometer.
Increased absorbance of the reaction mixture indicated greater reducing

power (Hsu et al., 2003).
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Antioxidant compounds

For the extraction of total carotenoids, 0.1 g of leaves were ground in
semidarkness and resuspended in 1 mL of cold acetone at 80 %. Immediately
afterwards, the samples were centrifuged at 6.000 rpm and the absorbance of
the supernatant was measured at 470 nm. To calculate the concentrations of
total carotenoids and anthocyanins, the edible leaves were homogenized in
propanol: HCI:H20 (18:1:81) and further extracted in boiling water for 3 min.
After centrifugation at 7.400 rpm for 40 min at 4 °C, the absorbance of the
supernatant was measured at 535 and 650 nm (Wellbum 1982). The
absorbance due to anthocyanins was calculated as A= Asss-Asso (Lange,
Shropshire and Mohr, 1971).Finally, the determination of reduced
ascorbate (AsA) in leaf extracts was following the method based on the
reduction of Fe3* to Fe?* by AsA in acid solution. Leaves material were
homogenized in liquid N2 with metaphosphoric acid at 5 % (w/v) and
centrifuged at 4 °C for 15 min. Absorbance was measured at Aszs nm
against a standard AsA curve that followed the same procedure as above.
The results of reduced AsA were expressed as ug gt FW (Law et al.,

1983).

Extraction and determination of phenolic compounds and glucosinolates

Lyophilised samples (50 mg) were extracted with 1 mL of methanol 70 % V/V
in a vortex for 1min, then heated at 70 °C for 30 min in a heating bath, with
shaking every 5 min using a vortex stirrer, and centrifuged (12000 x g, 10 min,
4 °C). The supernatants were collected and methanol was completely removed
using a rotary evaporator. The dry material obtained was re-dissolved in 1 mL

of ultrapure water and filtered through a 0.22 ym Millex-HV13 filter (Millipore,
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Billerica, MA, USA).

HPLC-DAD-ESI-MS" qualitative and quantitative analysis

Glucosinolates and phenolic compounds were determined using a LC-MS
multipurpose method that simultaneously separates intact glucosinolates and
phenolics (Francisco et al.,, 2009), with slight modifications. Firstly, the GLSs were
identified from the extracted samples following their MS? [M-H] fragmentations
in HPLC-DAD- ESI-MS", carried out on a Luna C18 100A column (250 x 4.6
mm, 5 uym particle size; Phenomenex, Macclesfield, UK). Water:formic acid
(99:1, viv) and acetonitrile were used as mobile phases A and B, respectively,
with a flow rate of 800 uL/min. The linear gradient started with 1 % of solvent
B, reaching 17 % solvent B at 15 min up to 17 min, 25 % at 22, 35 % at 30, 50
% at 35, which was maintained up to 45 min. The injection volume was 5 pL.
The HPLC-DAD-ESI/ MS" analyses were carried out in an Agilent HPLC 1200
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) and coupled to a mass detector
in series. The HPLC system consisted of a binary capillary pump (model
G1376A), an autosampler (model G1377A), a degasser (model G1379B), a
sample cooler (model G1330B), and a photodiode array detector (model
G1315D), and controlled by Chem Station software (v.B.0103-SR2). The mass
detector was a Bruker, model Ultra HCT (Bremen, Germany) ion trap
spectrometer equipped with an electrospray ionization interface (ESI) and
controlled by Bruker Daltonic Esquire software (v.6.1). The ionization
conditions were adjusted at 350 °C and 4 kV for capillary temperature and
voltage, respectively. The nebulizer pressure and flow rate of nitrogen were

60.0 psi and 11 L/min, respectively. The full-scan mass covered the range from
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m/z 50 up to m/z 1000. Collision induced fragmentation experiments were
performed in the ion trap using helium as the collision gas, with voltage
ramping cycles from 0.3 up to 2 V. Mass spectrometry data were acquired in
the negative ionization mode for glucosinolates. MS" was carried out in the
automatic mode on the more abundant fragment ion in MS(1). Chromatograms
were recorded at 227 nm for glucosinolates and 330 nm for phenolic
compounds. Sinigrin was used as aliphatic glucosinolate and glucobrassicin as
indolicglucosinolate external standards (Phytoplan, Heidelberg, Germany).
Caffeoylquinic acid derivatives were quantified as chlorogenic acid (5-
caffeolylquinic acid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany),

flavonols (mainly quercetin and kaempferol

Statistical analysis
For statistical analysis, data compiled were submitted to ANOVA, and
differences between the means were compared with Fisher’s least significant

difference (LSD; P<0.05).
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Results

Effects of NaHS on shoot biomass and H,S foliar concentration

The greatest increase in shoot biomass was observed after the application of
the dose 0.5 and 1 mM of NaHS, while higher doses 5 mM resulted in a
significant decrease of biomass respect to the control (Fig. 1). The content of
H2S was found at a moderate increase at 0.5 and 1 mM NaHS, and a higher

increase was observed at 2.5 and 5 mM NaHS (Fig. 2).
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Fig. 1. Effects of different doses of NaHS on shoot biomass. Columns are
mean = S.E. (n=9). Different letters indicate significant difference between
values.
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Fig. 2: Effects of different doses of NaHS on H2S shoot concentration.
Columns are mean S.E. (n = 9). Different letters indicate significant difference
between values.
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Effects of NaHS on chlorophylls concentration and lipid peroxidation

Tab. 1 shown Chlorophylls (Chl a and Chl b), Malonyldialdehyde (MDA) and
H202 contents in ‘Bronco’ cabbage plants treated with NaHS. The Chl a
concentration increased slightly and significantly at 0.5 mM NaHS, but
decreased at 5 mM NaHS respect to control plants (Tab. 1). The treatments of
1 and 2.5 mM NaHS did not show any significant difference respect to the
untreated control (Tab. 1). The concentration of Chl b only showed a
significant increase in 0.5 mM dose, whereas there were no significant
differences in other treatments respect to the control plants (Tab. 1). A higher
MDA concentration was observed at 1, 2.5 and 5 mM of NaHS (Tab. 1).
Finally, the concentration of H202 increased moderately at 0.5, 1, and 2.5 mM

NaHS and showed an acute increase at 5 mM (Tab. 1).

Tab. 1: Effects of different doses of NaHS on chlorophylls, lipid peroxidation
and hydrogen peroxide concentration.

Treatments Chlorophyll a Chlorophyll b MDA H,0,
(mg-g™FW) (mg-g'FW) (Abs-g'FW) (mg-g'FW)

Control 0.149 + 0.003 b 0.069 + 0.002 b 0.608 + 0.004 d 0.429 +£0.008 ¢
0.5 mM NaHSs 0.162+0.004 a 0.073+0.001a 0.656 + 0.009 ¢ 0.471+0.007 b
1.0 mM NaHS 0.145+0.002 b 0.071 £ 0.000 ab 0.733+0.011 b 0.466 +0.010 b
2.5 mM NaHSs 0.152 +0.002 b 0.072 £ 0.001 ab 0.715+0.013 b 0.448 +0.002 ab
5.0 mM NaHS 0.119+0.001 ¢ 0.060 + 0.001 ab 1.017+0.015a 0.533+0.008 a
p_Value *k*k *kk *kk
LSD o0s 0.008 0.004 0.033 0.028

Values are mean = S.E. (n=9). LSD, least significant difference; ns, not
significant * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Antioxidant capacity tests

DPPH and the reducing power antioxidant capacity tests are presented in Fig. 3.
The DPPH assay results showed a significant increase only at the 5 mM NaHS
dose. The reducing power test showed a significant increase at the 2.5 and 5

mM NaHS treatments, compared to the control.
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Natural Antioxidants

With respect to the carotenoids there was a significant increase with the
application of all doses of NaHS respect to the control plants (0 mM NaHS)
(Tab. 2). The concentration of anthocyanins significantly increased with the
increasing NaHS dosages (Tab. 2). Vitamin C (reduced AsA) concentration
increased at 2.5 and 5 mM NaHS treatment and of the levels at 0.5 and 1 mM

of NaHS were in the same range of the control (Tab. 2).

Phenolic compounds and glucosinolates

Tab. 3 shows the different types of phenolics quantified in the samples. The
application of the 0.5 mM NaHS dose exerted a significant effect on the
content, while at 5 mM NaHS there was a significant decrease respect to the
untreated control (Tab. 3). On the other hand, we did not observe any
statistically significant difference in the contents of caffeic and sinapic acid
derivatives upon the treatments, only and slight increase in sinapic acid
derivatives at 0.5 mM NaHS not statistically significant (Tab. 3). Then the
addition of total phenolics, following response of the major components in the
samples (flavonols and sinapic acid derivatives), showed increased content at
0.5 mM NaHS, and a significantly reduced content at 5 mM respect to the
control (Tab. 3). The analysis of intact glucosinolates in ‘Bronco’ cabbage (Tab.
4), revealed only slight and significant in- creases at 1 mM for sinigrin, and
for 4-hydroxyglucobrassicin at 2.5 and 5 mM.

The concentrations of glucoberin and glucobrassicin, as well as the addition of
aliphatic or indolic GLSs varied only slightly according to the treatments, and
at the end, the total GLSs remained unchanged (Tab. 4). It is worth mentioning

that the glucoiverberin, a common glucosinolate in this species was absent in
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the studied samples (Data not shown).
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Fig. 3: Effects of different doses of NaHS on DPPH (A) and reducing power (B)

antioxidant tests. Columns are mean + S.E. (n = 9). Different letters indicate
significant difference between values.

Tab. 2: Effects of different doses of NaHS on carotenoids, anthocyanin and

reduced AsA concentration.

Treatments Carotenoids Anthocyanin Reduced AsA
(mg - g*FW) (Aszs-g™ FW) (ng g* FW)

Control 0.023 £0.0003 ¢ 0.780+0.005d 674.62 = 36.57 c

0.5 mM NaHS 0.028 £ 0.0008 a 0.875+0.008 ¢ 713.63 £12.13 ¢

1.0 mM NaHS 0.025 +0.0004 b 0.884 £ 0.007 ¢ 674.09 £ 09.56 ¢

2.5 mM NaHS 0.026 +0.0002 ab 1137 +0.056 b 818.59 +12.72 b

5.0 mM NaHS 0.025 +0.0002 b 1270+0.011a 880.90 +10.84 a
p-Value il il Hxx

LSD ¢.05 0.001 0.074 55.06

Values are mean + S.E. (n=9). LSD, least significant difference; ns, not
significant * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Tab. 3: Effects of different doses of NaHS on phenolic compounds

Phenolic compounds (mg g*DW)

Flavonols Caffeic acid derivatives |  Sinapic acid Total Phenolics
derivatives
Control 7.88+0.05b 1.36+0.04a 39.93+1.28a 49.27+1.63b
0.5 mM NaHS 10.53+0.21a 144+017a 4768 +4.70 a 6440+ 144 a
1.0 mM NaHS 7.95+0.20 b 1.20+0.28a 39.07+0.36a 4956 £1.36 b
2.5 mM NaHS 6.51+0.09b 141+0.18a 38.07+395a 46.01 £ 4.59 bc
5.0 mM NaHS 447+0.01c 1.01+£0.03a 3498+1.79a 40.56 £ 2.56 ¢
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p-Value

KKk

n.s

n.s

*kk

LSD 005

1.46

0.54

9.22

8.25

Values are mean + S.E. (n=9). LSD, least significant difference; ns, not

significant * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Tab. 4: Effects of different doses of NaHS on glucosinolate concentrations.

Glucosinolates (mg g'DW)

Glucoiberin Sinigrin 4-Hydroxy-  |Glucobrassicin Total aliphatics | Total indolics [Total GLSs
glucobrassicin

Control 184+0.05a 0.74+0.04b 0.02+0.01b [0.76£0.05a 259+0.08a 0.78+0.02a [B.70+0.05a
0.5 mM NaHS 149+021a 0.63+0.09b 0.01+0.00b [047+0.05a 212+030a 0.49+0.08b [261+0.05a
1.0 mM NaHS 147+0.20a 1.01+0.06 a 0.02+0.00b [0.50+0.05a 249+0.27a 053+0.01b [3.02+0.05a
2.5 mM NaHS 0.80£0.09b 0.39+0.02¢c 0.03+£0.00ab | N.D 1.18+0.07b 0.03+0.00c [1.21+0.05a
5.0 MM NaHS 0.31+0.01c 022+0.01c 0.04+£0.03a |N.D 0.53+0.53¢ 0.04+£0.00c [0.57+0.05a
p-Value . . * ns - - n.s
LSD g5 0.44 0.17 0.016 0.11 0.6 0.7 8.25

Values are mean + S.E. (n=9). LSD, least significant difference; ns, not
significant * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

Discussion

Previous studies found that applications of low concentrations of H2S at
100 mg/L, could significantly increase the growth of alfalfa, lettuce and
sugar beets (Thompson et al., 1979). Under the 0.5 and 1 mM NaHS
treatments the Cabbage (Brassica oleracea L. ‘Bronco’) shoots biomass
improved in final result by 64 and 65 % respectively if compared to the
untreated plants (Fig. 1). In leaves of Brassica napus the application of H2S
at 0.2 mM increased the growth in terms of plant height by 5% (Basharat Ali,
2014). On the other hand, in the 5 mM NaHS treatment a significant decrease
in shoots biomass was found (Fig. 1). The application of NaHS at elevated
concentrations may exert a toxic effect to the B. oleraceaa indicated by the

decreased biomass (Koch and Erskine, 2001; Lamers et al., 2013). Supported
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by the results, the effect of NaHS on the shoots biomass is positive, at low
dosages (0.5 and 1 mM) while the high levels (5 mM) applied are negative
for the plant growth and biomass with significant losses of 55 % (Fig. 1).
Although, the physiological mechanisms involved in the effects of the H2S
are unknown, it is clear that the intervention of secondary metabolites and
proteins (i.e. enzymes) and alterations in cell membranes be involved and
probably not as simple disturbance in the sulphur balance in the plant
(Kuramata et al., 2009).

On the other hand, the phytotoxicity of H2S appears to result from its high
affinity to the metallo-groups of proteins (Beauchamp et al., 1984). Both,
damage to cell membranes and the interaction of H2S with cell enzymes,
could explain the reduction of biomass that occurs at 2.5 and 5 mM of NaHS.
These results are correlated with the foliar levels of H2S found in the samples
(Fig. 2). These data are consistent with previous works where an increased
concentration of H2S after the supply of 200 mg H2S Kg* to wheat plants
(Khan et al., 2015). Othersreports also showed increased H2S concentrations
inmulberry after application of 0.8 mM of NaHS (hu et al., 2014).

The main indicators of the presence or absence of stress in plants, in
addition to the production of biomass, are Chls levels and lipid peroxidation
(Van Kooten and Snel, 1990; Ashrafi et al., 2015). In our study Chl a and Chl b
significantly increased at 0.5 mM NaHS (Tab. 1). These results agreed with
those obtained in Spinacia oleracea after applying 0.1 mM NaHS resulting in
a significant increase in plant biomass, chlorophyll content and the number of
grana lamellae in chloroplasts (Chen et al., 2011), and with the observation

of an increased chlorophyll content when elemental sulfur was applied to
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wheat (Triticum aestivum) (Khan et al., 2015). On the contrary, in our
study we observed a decrease in Chl when applying the 5 mM treatments,
and it is well known that the reduction in leaf pigments is a typical oxidative
stress indicator, which might be attributed to pigment photo-oxidation,
chlorophyll degradation and/or chlorophyll synthesis deficiency (Ahmed et
al., 2009).

With regard to the H202, the higher dose of NaHS (5 mM) gave rise to the
highest levels (Tab. 1), and could be related to a decline in biomass (Fig.
1). So, in this case may the overproduction of radicals, result in severe cellular
damages or trigger a genetically controlled cell death program (Van Breusegem
et al., 2001). On the other hand, MDA content presents a very charged
increase in treatment 5 mM (67 %) relative to the control (Tab. 1), which
confirms that a type oxidative stress is occurring. The increases in MDA and
H20:2 levels and the degradation of chlorophyll were observed in Brassica
oleracea exposed to the highest dose (5 mM) (Tab. 1), must be, directly or
indirectly, attributable to the high dose of NaHS-induced oxidative damage.
However, we observed a small increase in 0.5-mM and 1-mM treatments,
which does not correspond to a decrease in biomass (Tab. 1 and Fig. 1).
This could be explained because hydrogen peroxide production could act
as a signal to trigger mechanisms involved in the antioxidant response in
plants (Wimalasekera et al., 2011).

The toxic or beneficial effects a priori produced by NaHS treatments could
affect the nutritional characteristics of plants (hu et al., 2014). Therefore, it is
appropriate to measure the antioxidant capacity of fruits and vegetables to

get an index of its health benefits (Molyneux et al., 2004). There are a
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number of tests that can be used to measure the antioxidant capacity, among
them are reducing power test, significant indicator of potential antioxidant
activity and DPPH free-radical scavenging test, based on the removal of 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical. In our study we observed an increase in both
test with the doses 2.5 and 5 mM (Fig. 3). These results corroborate the
obtained in others works that found an increase in the DPPH and reducing test
after application of H2S in Cucumber and lotus roots (Yu et al., 2013; Sun et
al., 2015). Correlating the results obtained in the antioxidant test, exogenous
toxic NaHS application could be enhancing the antioxidant response through
the increase in the synthesis of antioxidant compounds in treatments 2.5 and 5
mM with respect to control plant (Fig. 3).

One of these group of compounds are carotenoids that in our study showed a
significant increase (by 22 %) when plants were subjected to 1 mM of NaHS
as compared with the control (Tab. 2). These results are consistent with those
obtained by other researchers after applying H2S to broccoli plants, and finding
an increased content of carotenoids (Li et al., 2014). With respect to the
anthocyanins concentration, we observed a concomitant increase in the
content of anthocyanins to the applied dose of NaHS, presenting the highest
concentrations at 5mM (Tab. 2). Finally, we found an increase in vitamin C
content at the 2.5 and 5 mM of NaHS, by 21 and 30 % respectively, and non-
significant differences in the other treatments, with respect to the control (Tab.
2). This increase may be resulting from the promoted ascorbate homeostasis in
response to high dose of NaHS. According to this, increased contents of AsA
were observed with the application of NaHS to mulberry fruits and broccoli

plants (Hu et al., 2014).
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The highest dosages of NaHS (2.5 and 5 mM) in our study promoted higher
contents of natural antioxidants, which could be part of a stress response
mechanism. However, the application of beneficial dosages in our work as 0.5
and 1 mM of NaHS potentiate the increase in concentrations of antioxidant
compounds like carotenoids, several of them are precursors of vitamin A (i.e.
B-carotene, y-carotene, and B-cryptoxanthin), and due to conjugated double
bonds, they are both radical scavengers and quenchers of singlet oxygen.
Lower serum B-carotene levels have been linked to higher rates of cancer and
cardiovascular diseases, as well as to increased risk of myocardial infarction
among smokers (Rice-Evans et al., 1997). Another important antioxidant
compound which are increased in our study after application of NaHS are
anthocyanins. These compounds are present in various fruits and vegetables
provide the natural pigmentation and exhibit a wide range of antioxidant
protection and therapeutic benefits including the integrity of genomic DNA,
potent cardioprotective, neuroprotective, antiinflammatory, and
anticarcinogenic propertie (Juranic and Zizak, 2005).

Finally, more than 85 % of vitamin C in human diets is supplied by fruits and
vegetables (Lee and Kader, 2001). In fact, Vitamin C has many biological
activities in human body and has been found that reduce levels of C-reactive
protein (CRP), a marker of inflamma- tion and possibly a predictor of heart
disease (Block et al., 2004). Therefore, the increase in concentration of these
compounds in leafly vegetables like Brassica oleracea by the application of
adequate doses of H2S as 0.5 and 1 mM can increase the production of
biomass and its nutritional quality making their consumption may be beneficial

to human health.
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In addition to the antioxidant compounds that we have just described, in the
present study we observed an increase in the concentration of flavonols and
total phenolics with application of 0.5 mM of NaHS (Tab. 3). Recent works
showed an increase in phenol content after the application of 15 ul L* of
H2S in Lotus roots (Sun et al., 2015). The health benefits of phenolic
compounds have been widely studied in recent years, including
cardioprotective, anti-inflammatory, anti-carcinogenic, and antimicrobial
activities, mainly attributed to their antioxidant and radical scavenging
properties, and their metal chelation ability (Del Rio et al., 2013).

So, the increase in flavonols concentration and total phenols with the
application of 0.5 mM of NaHS increases the nutritional quality of Brassica
oleracea. On the other hand, the flavonols and total phenols concentration
decreased in 5 mM NaHS treatments since this high dose could be causing a
stress in the plants of Brassica oleracea that inhibits the formation of these
compounds (Tab. 3), similar results obtain others authors when after applying
2.4 mM H2S donor NaHS in broccoli plants produced a decrease in the content
of total phenols (Li et al., 2014). In terms of the caffeic acid derivatives and
sinapic acid derivatives content not showed significant difference in any of the
treatments with respect to the control.

In addition to antioxidant vitamins, carotenoids, and polyphenols, Brassica
vegetables provide a large group of GLSs (Plumb et al., 1996). These
compounds possess rather low antioxidant activity, but the products of their
hydrolysis can protect against cancer (Keum et al., 2004). Some authors
observed in their studies that the GLSs content was not affected by H2S and

SO:2 exposure, demonstrating that these sulfur compounds did not form a sink
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for excessive atmospheric sulfur supplied (Westerman et al., 2001,
Aghajanzadeh et al., 2014). However, in our study only the aliphatic sinigrin
increased at 1 mM NaHS but the 4-hidroxiglucobrasicin was slightly higher
at 2.5- and 5-mM dose (Tab. 4). This increase in sinigrin with the
treatment 1 mM of NaHS is interesting in terms of improving the nutritional
quality because hydrolysis products from sinigrin (i.e. Allyl isothiocyanate), is
biologically active against cancer (Park et al., 2013).

It is also interesting that indolic glucosinolates (i.e. glucobrassicin) responded to
the highest dosages, selected as toxic or dangerous for these plants, and could
be also a sign of stress in the plant, since the indolic glucosinolates always
respond to the stress conditions and the aliphatic glucosinolates are more
influenced by the variety than to the environment (Fahey et al., 2001;
Charron et al.,, 2005). Besides, the higher sinigrin content can have a
significant impact on the organoleptic parameters (aroma and taste) of the
cabbage (Banerjee et al., 2014). A decrease in the content of indolic and aliphatic
glucosinolates witch 2.5 and 5 mM treatments was observed in our study and
this decrease in the content of these bioactive compounds could have a
negative effect on the nutritional quality of Brassica oleracea. Finally, the
application of certain doses of H2S as we have seen is an effective strategy for
modulate glucosinolates profile and thus improve the nutraceutical value of
Brassica vegetables (Banerjee et al., 2014).

In view of the results obtained, we can conclude that the effect of the application
of NaHS in plants of Brassica oleracea L. ‘Bronco’ is dose-dependent (Scheme
1). In the present study the application in the range of 0.5 to 1 mM of NaHS to a

crop of leafy vegetables like Brassica oleracea seems to increase the
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production of antioxidant compounds such, carotenoids, anthocyanins, total
phenols, flavonols, and the glucosinolate. Together with an increase in the
biomass doses of 0.5 to 1 mM of NaHS can be defined as ‘optimal’ to improve
the yield and nutritional quality of Brassica oleracea var. ‘Bronco’. On the other
hand, the application of higher dosages (i.e. 2.5 mM of NaHS) could be
considered as ‘toxic’ according to generating an excess of lipid peroxidation,
decreases in shoot biomass and losses of chlorophyll as well as reduction in
bioactive compounds for the nutritional and phytochemical quality of Brassica

vegetables phenolics and glucosinolates, showing clear evidences distress.
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Chlorophylia

== 0.5mM NaH$

—— 5mM NaH$ % A Respectto control

Scheme 1: Percent variation in some indicative quality and stress parameters after applying low

dose (0.5 mM) and high dose (5 mM) of NaHS relative to control plants.
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NaSH: ¢ Fitotoxina o bioestimulante en la asimilacion del N en plantas de

Brassica oleracea L. ‘Bronco’?

D. Montesinos-Pereira, A. de la Torre-Gonzéalez, B. Blasco, J.M. Ruiz.

Resumen

Las vias de asimilacién del S y el N estan bien coordinadas, y la adicién de S
aumenta la biomasa y el rendimiento de las plantas y mejora la eficiencia en el
uso del N (NUE). Sin embargo, no hay estudios disponibles que hayan
intentado explicar los efectos de la aplicacion de NaSH en el rendimiento de los
cultivos y el metabolismo del N. Este estudio investiga los efectos de diferentes
dosis de sulfuro de hidrogeno en forma de NaSH (0, 0,5, 1,2,5 y 5 mM) sobre la
formacion y asimilacion del NHs4* en plantas de Brassica oleracea L. 'Bronco'.
Segun nuestros resultados, los tratamientos 0,5 y 1 mM de NaSH aumentaron
la biomasa mientras disminuian la concentracién de NOs". En el tratamiento 0,5
mM de NaSH, la acumulacion de NH4* disminuyd con la estimulacion de la
actividad GS, resultando en un mayor contenido en ciertos aminoacidos (AAs) y
proteinas solubles, lo que podria estar relacionado con la mayor biomasa
encontrada en este tratamiento. Sin embargo, los tratamientos 2,5y 5 mM de
NaSH indujeron la formacibn y acumulacion de NH4*, asi como la
fotorrespiracion. Esta acumulacién excesiva de NH4* pudo ser responsable de
la menor biomasa en estos tratamientos (2,5 y 5 mM de NaSH). Por lo tanto,
concluimos que la acumulacién excesiva de NH4* puede ser responsable de la

disminucién de la biomasa en los tratamientos 2,5 y 5 mM de NaSH. Por otro
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lado, la aplicacién de 0,5 mM de NaSH podria ser una estrategia beneficiosa
para mejorar los procesos involucrados en la asimilacion del N, acompafada

de un aumento de la biomasa de los cultivos.

Adapted from Scientia Horticulturae (2019)

NaSH: phytotoxin or biostimulant in N assimilation in Brassica oleracea L.

‘Bronco’ plants?

Montesinos-Pereira D, de la Torre-Gonzalez A, Blasco B, Ruiz JM

Department of Plant Physiology, Faculty of Sciences, University of Granada, E-18071 Granada, Spain

Abstract

Assimilatory pathways of S and N are well coordinated, and addition of S
increases the biomass and yield in plantsand improves efficiency in the use of N
(NUE). However, no available studies have attempted to explain the effects of
NaSH application on crop yield and N metabolism. This study investigates the
effects of different doses of hydrogen sulfide as NaSH (0, 0.5, 1,2.5 and 5 mM)
in the formation and assimilation of NH4* in plants of Brassica oleracea L.
'‘Bronco’. According to our results, treatments of 0.5 and 1 mM NaSH increased
biomass while decreasing the NOs  concentration. In the treatment 0.5 mM of
NaSH, NHs*accumulation diminished with the stimulation of the GS activity,
resulting in a greater content in certain amino acids (AAS); this also boosted the
soluble-protein content, which could be related to the greater biomass found in
this treatment. However, 2.5 and 5 mM of NaSH induced the formation and
accumulation of NH4* by further reducing this as well as photorespiration. This
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excessive accumulation of NH4* may be responsible for the lower biomass in
these treatments (2.5 and 5 mM of NaSH). We conclude that excessive
accumulation of NH4* may be responsible for the decline in biomass in the
treatments 2.5 and 5 mM of NaSH. Therefore, the application of 0.5 mM of
NaSH could be a beneficial strategy for improving the processes involved in the

N assimilation, accompanied by enhanced crop biomass.

Keywords: Brassica oleracea L. ‘Bronco’ -Bioestimulant -Hydrogen sulfide -N

assimilation -Phytotoxin

1. Introduction

Nitrogen, though an essential macronutrient, frequently acts as a limiting factor
for growth (Antal et al., 2010). Under normal conditions, nitrate (NO3") is the
main N source and its assimilation is essential for normal plant growth and
development (Cruz et al., 2004). The availability of NOs has been defined as
one of the most limiting factors in the growth of crops (Glass, 2003). This
nutrient is essential for the plant as part of nucleic acids and amino acids,
performing functions in signaling and protein regulation. This also has a great
importance in the biochemistry of compounds such as co-enzymes, pigments,
secondary metabolites, and polyamines (Maathuis, 2009).

The reduction of NOs* to ammonium (NH4*) involves the sequential action of
nitrate reductase (NR) and nitrite reductase (NiR) (Oliveira et al., 2001). Another
pathway by which the plants can produce NHs" is photorespiration. This

process can produce 20-fold more NH4* than that generated by NOs™ reduction
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and is considered the largest source of this cation, especially in C3 plants (Hirel
and Lea, 2001).

NH4* is toxic to plants, causing proton extrusion associated with NH4* uptake,
cytosolic pH disturbances, and uncoupling of photophosphorylation (Kronzucker
et al., 2001). Therefore, it must be rapidly assimilated into nontoxic organic
nitrogen compounds via glutamine synthetase (GS) and glutamate synthase
(GOGAT). Alternatively, glutamate dehydrogenase (GDH) can also catalyze
NH4* incorporation into glutamate by reductive amination of 2-oxoglutarate
(Cammaerts and Jacobs, 1985). Although the exact physiological roles of this
enzyme in plant growth and development are not clear, it is known to be
activated by ammonium andit has been proposed to play a complementary role
under adverse environmental conditions (Bittsanszky et al., 2015). Traditionally,
the application of NOs  to these nutrient-deficient soils has improved plant
health and therefore production (Garnett et al., 2009). Some investigators have
enhanced the process of NOs assimilation by overexpression of the key
enzymes involved in this process (GS and GOGAT), demonstrating that this
overexpression augments biomass and grain yield in such crops as bean and
rice (Yamaya et al., 2002).There are other mechanisms by which the efficiency
of N assimilation has been improved, such as the use of rootstock genotypes
having greater capacity to take up this nutrient and therefore of improving
assimilation in the aerial part (Sanchez-Rodriguez et al., 2011). Other authors
claim that another way to improve efficiency in N (NUE) use is by manipulating
carbon metabolism at the level of transcription factors that regulate genes
involved in the metabolism of organic acids (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

It should be noted that fertilization with other essential nutrients such as sulfur
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reportedly raise NUE, since a good nutritional status of S in the plant facilitates
N uptake and assimilation (Salvagiotti et al., 2009).

Assimilatory pathways of S and N are well coordinated and deficiency in one
element has been shown to extensively obstruct the metabolic pathway of the
other (Hawkesford and de Kok, 2006; Scherer, 2008). In particular, sulfur is an
essential nutrient for sulfur-amino acids (cysteine and methionine), natural
antioxidants (reduced glutathione; GSH), co-enzymes, prosthetic groups
(ferredoxin), vitamins, secondary metabolites, phytochelatins (PCs), lipids, and
N assimilation (Scherer, 2008). In this sense, some authors claim that the
addition of this mineral in the form of ammonium sulfate increases the biomass
and yield in plants such as wheat and improves efficiency in the use of N (NUE)
(Salvagiotti et al., 2009). Other researchers claim that sulfate resupply after 3
days of sulfur deprivation rapidly reactivates the assimilation process by
stimulating the activity of NR, GS, and OASTL (Zhang et al., 2015).

With respect to the different forms of applying this macronutrient to plants, in
last few years interest has intensified in the study of hydrogen sulfide (H2S) on
plant physiology (Lisjak et al., 2013). High doses of H2S in greenhouses caused
leaf lesions, defoliation, stunted growth, and provoked the death of sensitive
species such as alfalfa (Medicago sativa L), lettuce (Lactuca sativa), and sugar
beet (Beta vulgaris) (Thompson and Kats, 1978).Although several works have
shown that this compound can adversely affect the growth and physiology of
crops (Koch and Erskine, 2001), recent works suggest that H2S is a more
fundamental molecule which is produced by plants and used to control plant
function (Zhang et al.,, 2010). In fact, H2S has proved active as a signal

molecule and has been used to promote the antioxidant enzyme activities and
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uptake of elements against abiotic stress in barley (Dawood et al., 2012).
Another specific signaling role for H2S in plants perhaps includes its role in
controlling stomatal activity. However, there is inconsistency in this regard,
some groups suggesting that it is involved in closure (Garcia-Mata and
Lamattina, 2010), while others suggest that it induces opening (Lisjak et al.,
2011).

Furthermore, no available studies have attempted to explain the effects of
NaSH application on crop yield and N metabolism, and therefore the aim of this
study was to analyze the way in which sulphur application in the form of NaHS
influences biomass production and nitrogen metabolism in Brassica oleracea L.

“"Bronco’.

2. Material and methods

2.1. Plant material and treatments

Seeds of B. oleraceacv. Bronco (Saliplant S.L., Spain) were germinated and
grown for 35 days in cell flats of 3 cm x 3 cm x 10 cm filled with a perlite mixture
substratum. The flats were placed on benches in an experimental greenhouse
located in Southern Spain (Saliplant S.L., Motril, Granada). After 35 days, the
seedlings were transferred to a growth chamber under the following controlled
environmental conditions: Relative humidity 50%; Day/night temperatures 25/18
°C; 16/8 h photoperiod at a photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350
pmol m™2s™! (measured at the top of the seedlings with a 190 SB quantum
sensor, LI-CORInc., Lincoln, Nebraska, USA). Under these conditions the

plants were grown in hydroponic culture in lightweight polypropylene trays (60
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cm diameter top, bottom diameter 60 cm and 7 cm in height) of 3 L volume.
Throughout the experiment the plants were treated with a growth solution made
up of 4 mM KNOs, 3 mMCa (NO3)2-4H20,2 mM MgS0Q4-7H20, 6 mM KH2POa, 1
mM NaH2P04:2H20, 2 uM MnCl-4H.0, 10 uM ZnSO4-7H20, 0.25 uM
CuS04-5H20, 0.1 uM NazMo04-2H20, 5 mg L™ Fe-chelate (Sequestrene; 138
FeG100) and10 yM Hs3BOs. This solution, with a pH of 5.5-6.0, was changed

every three days.

2.2. Experimental design

The NaSH treatments were initiated 43 days after germination and were
maintained for 30 days. The experiment consisted in a randomized complete
block design with five treatments that were supplied with the irrigation solution
(complete nutrient solution amended with different NaSH levels: 0 mM NaSH as
control; and 0.5 mM, 1mM, 2.5 mM and 5 mM NaSH as treatments, using eight

plants per replicate and three replicates per treatment.

2.3. Plant sampling

Plants of each treatment (73 days after germination) were divided into roots and
leaves, washed with distilled water, dried on filter paper and weighed, thereby
obtaining fresh weight (FW). Half of leaves from each treatment were frozen at
—-80 °C for further work and biochemical assays and the other half of the plant

material was lyophilised for 48h to obtain the dry weight (DW).

2.4. Determination of H2S concentration

Brassica oleracea leaves were ground under liquid nitrogen and extracted by 1

mL phosphate buffered saline (50 mM, pH 6.8) containing 0.1 M EDTA and 0.2
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M ascorbic acid. After centrifugation at 12000 rpm for 15 min at 4 °C, 400 mL of
the supernatant was injected to 200 mL 1% zinc acetate and 200 mL 1 N HCI.
After 30 min reaction, 100 mL 5 mM dimethyl-p-phenylene-diamine dissolved in
7 mM HCI was added to the trap followed by the injection of 100 mL 50 mM
ferric ammonium sulfate in 200 mM HCI. After 15 min incubation at room
temperature, the amount of H2S was determined at 667 nm (Sekiya et al.,

1982).

2.5. Determination of NOz  and NHs*concentrations

NOszand NH4*" were analyzed from an aqueous extraction of 0.2 g of DW in 10
mL of Millipore-filtered water. NH4* was determined by using the colorimetric
method described by Krom (1980). A 100 uL aliguot was taken for NOs
determination and added to 10 % (w/v) salicylic acid in sulfuric acid at 96 %,
and the NOs™ concentration was measured by spectrophotometry as performed

by Cataldo et al. (1975).

2.6. N assimilation enzymes

Leaves were ground in a mortar at 0 °C in 50 mM KH2POa4 buffer (pH 7.5)
containing 2 mM EDTA, 1.5 % (w/v) soluble casein, 2 mM dithiothreitol (DTT),
and 1 % (w/v) insoluble polyvinylpolypyrrolidone. The homogenate was filtered
and then centrifuged at 30,000 g for 20 min. The resulting extract (cytosol and
organelle fractions) was used to measure the enzyme activity of NR, GOGAT,
and GDH. The extraction medium was optimized for these enzyme activities so
that they could be extracted together according to the same method (Singh and

Srivastava, 1986).
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NR assay followed the methodology of Kaiser and Lewis (1984).NO2" formed
was determined colorimetrically at 540 nm after azocoupling with
sulphanilamide and naphthylethylenediamine dihydroclhoride. GOGAT activity
was assayed spectrophotometrically at30 °C by monitoring the oxidation of
NADH at 340 nm, essentially as indicated by Singh and Srivastava (1986),
always within 2 h of extraction. Two controls, without ketoglutarate and
glutamine, respectively, were used to correct for endogenous NADH oxidation.
The decrease in absorbance was recorded for 5 min. The protein concentration
of the extracts used for the determination of the activity of all enzymes was
obtained according to the method described by Bradford (1976), using bovine

serum albumin to the pattern curve.

GDH activity was assayed by monitoring the oxidation of NADH at 340 nm,
essentially as indicated by Singh and Srivastava (1986). The reaction mixture
consisted of 50 mM KH2PO4 buffer (pH 7.5) with 200 mM NH4* sulfate, 0.15 mM
NADH, 2.5 mM 2-oxoglutarate, and enzyme extract. Two controls, without
ketoglutarate and NH4" sulfate, respectively, were used to correct for
endogenous NADH oxidation. The decrease in absorbance was recorded for 3

min.

GS was determined by an adaptation of the hydroxamate synthetase assay
published by Kaiser and Lewis (1984). Leaves were ground in a mortar at 0 °C
in 50 mL of maleic acid-KOH buffer (pH 6.8), containing 100 mM sucrose,2 %
(v/v) B-mercaptoethanol, and 20 % (v/v) ethyleneglycol. The homogenate was
centrifuged at 30,000 g for 20 min. The resulting extract was used to measure
the enzyme activity of GS. The reaction mixture used in the GS assay was

composed of 100 mM KH2POa4 buffer (pH7.5), with 4 mM EDTA, 100 mM L-
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sodium glutamate, 450 mM MgSOas-7H20, 300 mM hydroxylamine, 100 mM
ATP, and enzyme extract. Two controls were prepared, one without glutamine
and the other without hydroxylamine. After incubation at 28 °C for 30 min, the
formation of glutamylhydroxamate was colorimetrically determined at 540 nm

after complexing with acidified ferric chloride.

2.7. Photorespiration enzymes

For the GO determination, fresh leaf tissue (0.1 g) was ground in a chilled
mortar with PVPP and 1 mL of 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.8) with 0.01 %
Triton X-100 and 5 mM 1,4-dithioerythritol (DTT). The homogenate was
centrifuged at 30,000g for 20 min. The supernatant was decanted and
immediately used for the enzyme assay. GO was assayed as described by
Feierabend and Beevers (1972) with modifications. A volume of assay mixture
containing 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.8), 0.009 % Triton X-100, 3.3 mM
phenylhydrazine HCI (pH 6.8), 50 uL of plant extract, and 5 mM glycolic acid
(neutralized to pH 7 with KOH) was used to start the reaction. GO activity was
determined by following the formation of glyoxylate phenylhydrazone at 324 nm

for 2 min after an initial lag phase of 1 min.

For determination of GGAT, leaves were ground in a chilled mortar in 100 mM
Tris—HCI buffer (pH7.3) containing 0.1 % (v/v) Triton X-100 and 10 mM DTT.
The homogenate was centrifuged at 20,000g for 10 min. The resulting extract
was used to measure enzyme activity. The extraction medium was optimized for
the enzyme activities such that they could be extracted together using the same

method (Hoder and Rej, 1983).

2.8. Amino acids (AAs) profile determination

58



Capitulo 2

AAs were measured by high performance liquid chromatography (HPLC, Agilent
1100). Fresh leaf tissue was homogenized in methanol containing DL-3-
aminobutyric acid as an internal standard and samples were agitated.
Subsequently, 200 pL of chloroform were added and samples were agitated
again for 5 min. Finally, 400 uL of ultra-pure water were added and samples
were then vortexed and centrifuged at 13 000 g for 5 min. The upper phase was
transferred to a microtube and dried under vacuum over-night. Dry residues
were resuspended in an appropriate volume of ultra-pure water and 10 pL of the
resulting extract were sampled for amino acid derivatization according to the
AccQ Tag Ultra Derivitization Kit protocol (Waters Corp., Milford, USA) (Rubio-

Wilhelmi et al., 2012).

2.9. Soluble proteins concentration and total reduced-N determination

Soluble proteins were determined by homogenization of 0.1 g FW in 50 mM
cold KH2PO4 buffer at pH7 and centrifugation at 12,000 g for 15 min. The
resulting supernatant was used for the determination of soluble proteins were

measured with Bradford G-250 reagent (Bradford, 1976).

A sample of 0.1 g DW was digested with sulfuric acid and H202(Wolf,
1982).After dilution with deionized water, a 1-mL aliquot of the digest was
added to the reaction medium containing buffer[5 % potassium sodium tartrate,
100 pM sodium phosphate, and 5.4 % (w/v) sodium hydroxide], 15 %/0.03
%(w/v) sodium silicate/sodium nitroprusside, and 5.35 % (v/v) sodium

hypochlorite. Samples were incubated at 37 °C for 15 min, and total reduced N
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was measured by spectrophotometry according to the method of Baethgen and

Alley (1989).

2.10. Statistical analysis

For statistical analysis, data compiled were submitted to ANOVA at 95%
confidence, using the Statgraphics Centurion XVI program. Means were
compared with Fisher's least significant difference (LSD). The significance

levels were expressed as * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant.
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3. Results
3.1. Effects of NaSH on shoot biomass and H2S foliar concentration

The greatest increase in shoot biomass was observed after the application of

the dose 0.5 and 1 mM of NaSH, while the application of 5 mM reduced

biomass relative to the control treatment (Fig. 1).

Shoot Biomass
o (DWg)
w [ wm (%) w w
B -
4 =
w
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o
-

1 2,5
NaH$§ Applied (mM)

Fig. 1 Effects of different doses of NaSH on shoot biomass. Columns are mean + S.E. (n = 9).

Different letters indicate significant difference between values.

The H2S concentration generally increased in all treatments compared with the
0-mM dose of NaSH (Fig. 2). The treatments 0.5 and 1 mM moderately raised

values with respect to control, while the highest values resulted with 2.5 and 5

mM of NaSH (Fig. 2).
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Fig. 2 Effects of different doses of NaSH on H2S foliar concentration. Columns

are mean = S.E. (n = 9). Different letters indicate significant difference between

values.
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3.2. Effects of NaSH on the NO3™ reduction

NOs content significantly increased with the doses 2.5 and 5 mM whereas 0.5
and 1 mM caused a significant decrease with respect to control (Table 1). While
NR activity significantly rose in the 5-mM treatment, it fell significantly with 0.5, 1
and 2.5 mM compared to control (Table 1). A higher ammonium (NHs")
concentration resulted in the doses 2.5 and 5 mM of NaSH, but lower with the

dose 0.5 and 1 mM (Table 1).

Table 1 Effects of different doses of NaHS on NOs™ content, NR activity and
NHa4* content

NOs3z NR NHa4*

(mg.gtDW) (mmol mglproth-  (mg.gDW)
Y)

Control 1.47 £ 0.01 0.91 +0.03 4.88 +£0.24
0.5 mM NaHS 1.09+0.01 0.55+0.03 3.81+0.20
1.0 mM NaHS 0.68 + 0.06 0.29 +0.02 3.55+0.10
2.5 mM NaHS 1.61+0.02 0.43+0.02 9.46 + 0.35
5.0 mM NaHS 1.71 £ 0.01 1.44 + 0.02 12.86 £ 0.24

p_Value *k*% *%k%k *k*%k

LSD o.05 0.089 0.08 0.69

Values are mean + S.E. (n=9). LSD, least significant difference; * P<0.05; **
P<0.01; ** P<0.001; ns, not significant

3.3. Effects of NaSH on photorespiration process

GO activity significantly increased with the dose 2.5 and 5 mM compared with
control (Fig. 3A). Treatment 0.5 and 1 mM did not alter GO activity with respect
to the control (Fig. 3A). The GGAT activity was stronger in the 2.5- and 5-mM
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NaSH treatment but weaker in the 0.5-mM NaSH treatment, whereas no

significant differences resulted with the application of 1 mM of NaSH (Fig. 3B).
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Fig. 3 Effects of different doses of NaSH on the activity of the enzymes involved in
photorespiration: (A) GO and (B) GGAT. Columns are mean + S.E. (n = 9). Different letters

indicate significant difference between values.

3.4. Effects of NaSH on NH4" assimilation

GS activity significantly increased under 0.5-, 2.5-, and 5-mM NaSH treatments
compared with the control, while values in the 1-mM treatment did not
significantly differ from control (Table 2). On the other hand, GOGAT activity
rose only in 5-mM dose (Table 2). The GDH activity augmented with the dose 5
mM, whereas a significant decrease resulted with 0.5 NaSH mM compared with

control (Table 2).
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Table 2 Effects of different doses of NaHS on the activity of GS, GOGAT and

GDH
GS GOGAT GDH
(mmol mgtprot min-  (AAbs mgtprot min- (AAbsmglprot min-
) Y) »)
Control 0.90 £ 0.03 0.062 £ 0.01 0.27 £ 0.03
0.5 mM NaHS 1.07 £0.02 0.041 £ 0.01 0.22 +£0.01
1.0 mM NaHS 0.93+£0.02 0.056 = 0.01 0.25+0.02
2.5 mM NaHS 1.26 £ 0.02 0.047 £ 0.01 0.31+0.01
5.0 mM NaHS 1.97 £ 0.07 0.101 +£0.01 0.58 £0.02
p_Val u e *k% *%k% *%k%
LSD o.05 0.11 0.03 0.06

Values are mean = S.E. (n=9). LSD, least significant difference; * P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant
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3.5. Effects of NaSH on AAs profile

In terms of the concentration of different types of AAs analyzed, the 0.5-mM of
NaSH treatment presented higher concentrations of several AAs, such as
asparagine (Asn), serine (Ser), cysteine (Cys), glutamine (GIn), histidine (His),
threonine (Thr), tyrosine (Tyr) phenylalanine (Phe), isoleucine (lle), leucine
(Leu) and lysine (Lys) with respect to the control (Table 3). The greatest fall in
the content of total AAs occurred in treatment 5 mM of NaSH compared with
control. On the other hand, the content in total AAs increased in the treatment

0.5 mM of NaSH with respect to treatments 2.5 and 5mM of NaSH (Table 3).

3.6. Effects of NaSH on soluble proteins and total reduced N concentrations

The concentrations of soluble proteins and total reduced N increased
significantly in the treatments 0.5 and 1mM of NaSH while treatments with 2.5,

and 5 mM registered a decline compared with control (Table 4).

Table 4 Effects of different doses of NaHS on the foliar concentration of soluble
proteins and total reduced N

Soluble proteins Total reduced N

(mg g* FW) (mg g* DW)

Control 1.99+0.24 c 32.27+1.07c
0.5 mM NaHS 3.27+0.38a 39.92+1.64a
1.0 MM NaHS 2.29+0.31b 37.65+1.86 b
2.5 mM NaHS 1.32+0.17d 27.42 +0.72d
5.0 MM NaHS 1.07+0.11e 25.11 + 0.68 d
p_Value **%k% *%k*%k

LSD o0.05 0.16 2.68

Values are mean = S.E. (n=9). LSD, least significant difference;* P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant
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Table 3 Effect of different doses of NaHS on foliar amino acids profile

Amino acids profile (umol g1 FW)

Control 0.5mMNaHS 1.0mMNaHS 25mMNaHS 5.0mM]I
Aspartate 5.97 £ 0.08 5.89+0.18 5.73+£0.02 5.40 £ 0.26 481 +C
Glutamate 2.67£0.12 1.73+£0.07 1.59+0.16 1.20 £ 0.22 0.90 £
Asparagine 3.11+£0.09 6.32 £ 0.16 1.91+£0.33 1.14+0.11 1.00 £
Serine 0.47 £0.06 1.26 £0.03 0.49 £ 0.03 1.08 £ 0.35 0.24 £
Cysteine 0.27 £ 0.03 1.21 +0.05 0.15 +£0.03 0.73+£0.09 0.13 £
Glutamine 3.33+0.08 5.85+0.27 1.90+£0.21 1.75+0.29 2.05+
Histidine 8.13+£0.39 9.62 £ 1.37 6.63 £ 0.39 5.43+0.75 1.45+ 1
Glycine 1.08 £0.04 0.93+0.01 0.13+0.01 0.14 £ 0.04 0.26 +
Threonine 1.81 £0.05 251+0.19 0.65 = 0.07 0.65 + 0.08 0.20 = 1
Arginine 5.04 £0.20 5.49 £ 0.25 1.50£0.22 0.77 £0.05 0.96
Alanine 5.10 £ 0.10 5.35+0.61 454 £0.10 3.99 £ 0.46 2.73
Thyroxine 0.37 £0.02 0.61 +0.02 0.18 £0.04 0.20+0.01 0.21 +
Valine 1.10+0.09 1.03+0.02 0.51+0.04 0.45+0.01 0.55 +
Tryptophan 2.08 £ 0.07 1.88+£0.18 0.69 £ 0.08 0.86 + 0.03 1.22 +1
Phenylalanine  7.63 £0.19 9.46 = 0.45 3.14 £ 0.49 2.11+0.18 0.38 |
Isoleucine 1.94 £0.04 2.33+0.00 1.01 £0.08 0.41+0.01 0.34 £
Leucine 0.81+£0.01 2.01+£0.17 0.47 £0.01 0.72 £ 0.08 0.29 +
Lysine 3.02+0.04 4.96 + 0.06 0.95 + 0.07 1.98 + 0.00 1.15+1
Total 53.77 £2.45 68.44+ 3.11 32.09+ 1.89 29.01+ 2.21 18.87+
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4. Discussion

4.1. Effects of NaSH on shoot biomass and H2S foliar concentration

Previous studies have reported that applications of H2S at low concentrations
(H2S at 100 mg/L) significantly stimulate growth in alfalfa, lettuce, and sugar
beets (de Kok et al., 1983), while other researchers have found greater leaf dry
weight in Brassica napus after applying H2S (Ali et al. 2014). In agreement with
these findings, our results showed, for 0.5 and 1 mM of NaSH treatments,
greater shoot biomass than in control (Fig. 1). On the other hand, in the 5-mM
NaSH treatment, shoot biomass diminished (Fig. 1), implying that NaSH
application at high concentrations may be toxic to the plant and thus may lower
biomass (Koch and Erskine, 2001). Whereas the above results indicate that the
effect of NaSH application on shoot biomass is dose-dependent, 0.5 and 1 mM
augmented biomass, while the 5 mM dose significantly lowered biomass with

respect to control (Fig. 1).

Although the exact physiological mechanism whereby the H2S exerts its toxic
effect is not yet clear, it is known to be related to the reactions of their
secondary products with cellular components such as enzymes and
membranes instead of simply from a disturbance in the status of sulfur in plants
(Nakamura et al., 2009). On the other hand, the phytotoxicity of H2S appears to
result from its high affinity for the metallo-groups of proteins (Beauchamp et al.,
1984). Damage to cell membranes as well as the interaction of H2S with cell
enzymes could explain reduced biomass after the treatments 2.5 and 5 mM of

NaSH (Fig. 1).
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In this study, endogenous H2S generally increased under the application of all
NaSH doses, the highest values being recorded at the doses 2.5 and 5 mM
(Fig. 2). These data are consistent with those registered by Zhang et al. (2010),
who observed a greater concentration of sulfur after the implementation of 200
mg Kg* of this in wheat plants. Other authors have reported greater H2S
content in mulberry fruits after the application of 0.8 mM of NaSH (Hu et al.

2014).

4.2. Effects of NaSH on the NOs™ reduction and photorespiration process

In our study, the NOz™ concentration with a 0.5- and 1-mM dose of NaSH fell
with respect to control (Table 1). This is a desirable effect in the nutritional
quality of Brassica oleracea L.Bronco, since limiting human nitrate intake is
relevant because of the toxicological issues involved in vegetable consumption.
Although is NOs" considered non-toxic, it may induce toxicity as a result of its

conversion to nitrite in the digestive tract (Zeilmaker et al., 2010).

This lower NOs™ content in the treatments of 0.5 and 1 mM, could be related to
higher assimilation. Nevertheless, the reaction catalyzed by NR, the critical step
in NOs™ assimilation (Lea and Azevedo, 2006), in our study, showed signifiantly
less activity with treatments 0.5 and 1 mM of NaSH (Table 1). This decrease is
consistent with the greater NR activity induced by NOs", as reported elsewhere
(Cruz et al., 2004). In the present study, lower NR activity resulted in a
significant decline in the NH4* concentration in the treatments of 0.5 and 1 mM,
compared to the control (Table 1). However, we found a higher concentration of
NOs in treatments with 2.5 and 5 mM of NaSH (Table 1), which appear to have

raised NR activity (Cruz et al. 2004), resulting in greater NH4* in these
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treatments relative to the control. Indeed, other authors report a higher NH4*

content in relation to increased NOs™ assimilation (Rubio-Wilhelmi et al., 2012).

NH4* can be formed not only by NOs™ assimilation but also by diverse metabolic
pathways such as photorespiration or protein degradation (Tercé-Laforgue et
al., 2004). It has been estimated that the production of NH4* by photorespiration
is much greater than the primary assimilation of NH4* resulting from nitrate
reduction and it is known that the photorespiration intensifies under stress
conditions (Wingler et al., 2000; Bai et al., 2008). In fact, in the present study,
we observed accelerated activity GO and GGAT in this process under the
doses 2.5 and 5 mM of NaSH, which was related to higher NH4* concentrations
in these treatments (Figs. 3A-B). This NH4* accumulation may be toxic to the
plant, triggering common ammonium toxicity symptoms including biomass
reduction, reactive oxygen species overproduction, pH deregulation, or ion
imbalance (Fuertes-Mendizabal et al., 2013). Therefore, this increase in NH4*
concentration in these treatments may be correlated with a loss in shoot
biomass in such treatments (Table 1 and Fig. 1). The enzymes involved in
photorespiration (GO and GGAT) in the 0.5- and 1-mM of NaSH treatments
remained the same or decreased respect to control (Figs. 3A-B), which, coupled
with a reduced assimilation of NOs in these treatments (Table 1) explains their
lower NH4* concentration (Table 1). This intensification in the activity of
enzymes involved in photorespiration after applying high doses (2.5 and 5 mM)
of NaSH, could be because this compound acts as a signal molecule promoting
the closure of the stomata (Garcia-Mata and Lamattina, 2010). This closure
could lower the CO2zconcentration, thereby favoring the oxygenase activity of

the enzyme ribulose 1, 5-bisphosphate carboxylase oxigenase (Rubisco).
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4.3. Effects of NaSH on NH4* assimilation, AAs profile and soluble proteins and

total reduced N concentrations

The high NH4" content generated in the assimilation of nitrate and
photorespiration with 2.5- and 5-mM doses must be quickly assimilated into
non-toxic organic compounds. This assimilation occurs via GS-GOGAT,
resulting in organic forms such as glutamate (Glu) and glutamine (GIn). These
amino acids (AAs) are precursors in the synthesis of other AAs, nucleic acids,
chlorophylls and hormones (Oliveira et al., 2001). With respect to the treatments
0.5, 2.5, and 5 mM NaSH, the greater GS activity compared to control
augmented shoot biomass only in the treatment 0.5 mM of NaSH, so that for
this treatment a direct relationship might exist between the increase in biomass
and N assimilation (Table 2 and Fig. 1). In the treatment 0.5 mM of NaSH, the
GOGAT activity remained the same as in control plants (Table 2). This, coupled
with the intensified GS activity led to stronger NH4* assimilation, correlating with
the rise in biomass observed under this treatment (Table 2 and Fig. 1). On the
other hand, the 1-mM treatment showed no significant difference with respect to
control (Table 2), and thus in this case the greater shoot biomass could be due
to the induction of another physiological process key for plant growth, such as
photosynthesis (data not shown). Finally, GOGAT activity was stimulated by the
5-mM NaSH dose compared with control (Table 2). NADH-GOGAT is the
isoform analyzed in this work and seems to be controlled by the N-status of the
plant: its activity increases in response to ammonium ions and it has therefore
been argued that NADH-GOGAT plays a fundamental role in primary nitrogen
assimilation in plants (Esposito et al., 2005). This could explain why in the

treatment 5-mM NaSH increased GOGAT activity (Table 2). However, this
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intensified activity of one of the key enzymes in N assimilation failed to remove
the excess of NH4" in this treatment.

Alternatively, GDH also catalyzed NH4* incorporation into glutamate by
reductive amination of 2-oxoglutarate. It has been proposed that NH4* might be
a signal responsible for inducing GDH activity (Masclaux-Daubresse et al.,
2010). Indeed, our study shows a burst in the GDH activity with the 5-mM dose
relative to the control, and this might be involved in the uptake of excessive
NHs* found in this treatment (Tables 1 and 2). However, the intensified
assimilation and GDH activity with 2.5 and 5 mM of NaSH (Table 2), appeared
to be insufficient to reduce the NH4* concentrations (Table 1) and did not
translate as an increase in amino acids and soluble proteins (Table 3 and Fig.
4).Another possible explanation of these results could be that in the 2.5 and 5
mM of NaSH treatments the amino acids produced are transported to growth
zones due to the toxicity of NH4* caused in the intermediate leaves of these
plants, which would explain the induction of the enzymes GS, GOGAT, and
GDH (Table 2) and the reduction of the concentration in these treatments of
amino acids (Table 3), soluble proteins and total reduced N (Table 4).0On the
other hand, treatments 0.5 and 1 mM did not appreciably stimulate the activity
of the enzyme GDH (Table 2), perhaps because in these treatments NH4* does
not undergo an excessive buildup (Table 1).

In terms of the concentration of different types of AAs analyzed, humans are
unable to synthesize the so-called essential amino acids: methionine (Met), Thr,
Lys,Leu, lle, Phe, Tyr and Hys; therefore, these compounds must be supplied in
adequate amounts in the diet for metabolic needs. In this study, we observed

that most of these essential amino acids increased with the application of 0.5
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mM of NaSH with respect to the control plants (Table 3), so the application of
this treatment could suppose an increase in the intake of beneficial compunds
for the human.

Also note that the amino acids Ser and Cys also increased their concentration
in the treatment 0.5 mM of NaSH (Table 3). This suggests that the application of
0.5 mM of NaSH stimulates S assimilation, since Ser is the substrate of the
enzyme SAT and Cys is the final product of the sulfur assimilation process. Cys
is also key in the formation of organic sulfur compounds, which could also
contribute to the biomass growth observed in these treatments (Gotor et al.,
2015).

In the present study, the sharpest increase in total AA content, compared with
control, occurred in the treatment of 0.5 mM of NaSH, and these AAs are used
in protein synthesis. In fact, the highest content of total amino acids (Table 3)
correlates with a higher concentration of soluble proteins as well as biomass in
0.5-mM NaSH treatment with respect to the control (Table 4 and Fig. 1). On the
other hand, the total content in AAs decrease in the 2.5- and 5-mM NaSH and
this was reflected in a decrease in soluble proteins and total reduced N (Tables
3 and 4). Indeed, the soluble protein declined in treatments 2.5 and 5 mM of
NaSH relative to the control treatment (Table 4). It should be noted that the
increase in total reduced N in the treatments0.5 and 1mM with respect to the

control (Table 4) correlated with greater biomass (Fig. 1).
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5. Conclusion

In view of the results, we conclude that excessive accumulation of NH4* may be
responsible for the decline in biomass in the treatments 2.5 and 5 mM of NaSH.
Therefore, the application of 0.5 mM of NaSH could be a beneficial strategy for
improving the processes involved in the N assimilation, accompanied by

enhanced essential amino acids and crop biomass production.
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El sulfuro de hidrégeno incrementa la tolerancia al estrés por alcalinidad

en plantas de Col (Brassica oleracea L. 'Bronco’)

D. Montesinos-Pereira, A. de la Torre-Gonzéalez, B. Blasco, J.M. Ruiz.

Resumen

El presente estudio investiga como la aplicacion de sulfuro de hidrogeno (0,5
mM de NaHS) en Brassica oleracea L. '‘Bronco’ influye en los procesos
implicados en la homeostasis del glutation y la tolerancia al estrés alcalino
(50mM NaHCO3:Na2CO0s3). Segun nuestros resultados, el estrés alcalino
aumenta el contenido en Oz, la peroxidacion de lipidos y las actividades de las
enzimas glioxalasa | (Gly I) y glioxalasa Il (Gly 1l) que desintoxican el
metilglioxal (MG), al tiempo que disminuyen la biomasa, la actividad de la
superoéxido dismutasa (SOD), la actividad de las enzimas que intervienen en la
sintesis de glutation (GSH) y en el ciclo AsA-GSH, asi como el contenido en
glutation reducido y las diferentes formas de ascorbato (AsA). Por otro lado, la
aplicacion del NaHS mejoré la respuesta antioxidante, induciendo la actividad
SOD y mejorando los procesos involucrados en la homeostasis del glutation,
impulsando el contenido en glutatién reducido (GSH) asi como la actividad de
las enzimas clave en la sintesis del glutation y en el ciclo de AsA-GSH. En

consecuencia, la aplicacion de Hz2S en forma de NaHS a una concentracion de
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0,5 mM podria fortalecer la tolerancia de Brassica oleracea L. 'Bronco' frente a

estrés alcalino.
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Adapted from Scientia Horticulturae (2018)

Hydrogen sulphide increase the tolerance to alkalinity stress in cabbage

plants (BRASSICA OLERACEA L. “BRONCO”)

D. Montesinos-Pereira, A. de la Torre-Gonzéalez, B. Blasco, J.M. Ruiz

Abstract

The present study investigates how the application of hydrogen sulphide
(0.5 mM of NaHS) in Brassica oleracea L. ‘Bronco’ influences the processes
involved in glutathione homeostasis and tolerance to alkaline stress (50 mM
NaHCO3:Na2COz3). According to our results, alkaline stress increases
the Oz~ content, lipid peroxidation, and the activities of the enzymes
glyoxalase | (Gly I) and glyoxalase Il (Gly I1) that detoxify methylglyoxal
(MG) while decreasing biomass, the activity of superoxide dismutase
(SOD), the activity of enzymes involved in glutathione (GSH) synthesis
and in the AsA-GSH cycle, as well as the content in reduced glutathione
and the different forms of ascorbate (AsA). On the other hand, the
application of NaHS improved the antioxidant response inducing SOD
activity and improving processes involved in glutathione homeostasis,
boosting the reduced GSH content as well as the activity of key enzymes
in glutathione synthesis and in the AsA-GSH cycle. Consequently, the
application of H2S in the form of NaHS at a concentration of 0.5 mM
could fortify the tolerance of BRASSICA OLERACEA L. ‘Bronco’ against alkaline

stress.

Keywords: Alkaline stress; Antioxidant response; Brassica oleracea L.;

Glutathione homeostasis; Hydrogen sulphide.
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Introduction

Alkaline stress can be defined as a stress by alkaline salts, such as
NaHCOs and Na2COs. Therefore, it is important to specify that this type of
stress is caused by alkaline salts and not by neutral salts (NaCl), which
causes what is commonly known as “salinity stress” (Shi and Sheng, 2005;
Shi and Wang, 2005). However, the effects of the two types of stress can be
similar in some cases, but several studies have shown that alkaline stress
provokes more severe damage than does salinity stress (Kawanabe and

Zhu, 1991; Wang et al., 2008).

Alkaline stress, very common in arid and semiarid areas, lowers agricultural
productivity in these regions, where agriculture is normally intensive. Worldwide,
10% of cultivated soils are subject to alkaline stress (Tanji, 2002), and the FAO
predicts that by the year 2050, the reduction in land available for agriculture for

the presence of these types of stress will exceed 50% (Jin et al., 2008).

The high pH and the massive accumulation of Na™ provoked by alkaline
stress can lead to a lack of protons and to the destruction or inhibition of the
electrochemical gradients/potentials in root cells, altering many
physiological functions, such as water and ion uptake (Wang et al., 2011a;
Wang et al., 2011b). Due to these alterations in physiological functions of
the root, alkaline stress (pH = 8.5) inhibits growth and photosynthesis.
Inhibited photosynthesis results from fewer photosynthetic pigments, often
due to under alkaline stress to a lower uptake of Mg?* caused by its

precipitation in the rhyzosphere (Li et al., 2010). Other authors contend that
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P limitation due to its precipitation under alkaline conditions may diminish
CO2 intake for photosynthesis (Fredeen et al.,, 1990). The reduced CO:
intake due to this type of stress causes oxidative damage in cells and alters
antioxidant metabolism, generating reactive oxygen species (ROS). Excess
electrons produced during photosynthesis are transferred to O2 molecules

and these pro- duce ROS (Cakmak, 2005).

The ROS released adversely affetc biological structures, including DNA
damage, amino acid oxidation, and lipid peroxidation (Asada, 1999; Johnson et
al., 2003). ROS react with cell membranes, especially thylacoid membranes,
which are rich in unsaturated fatty acids. Lipid peroxidation breaks up these fatty
acids, disrupting their function in the membrane, disturbing fluidity, breaking lipid

bonds, and inactivating membrane enzymes (Miyake et al., 2005).

To avoid this type of damage, plants have ROS detoxification mechanisms
which can be divided into: enzymatic systems, composed of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), glutathione
reductase (GR), dehydroascorbate reductase (DHAR),
monodehydroascorbate reductase (MDHAR); and non-enzymatic systems,
made up of antioxidant compounds such as phenolic compounds (e.g.
phenols, flavonoids, carotenoids), ascorbic acid (AsA), and glutathione

(GSH) (Shalata et al., 2001; Reddy et al., 2004).

Therefore, treatments to stimulate the antioxidant response in plants could
be effective to reduce the damage provoked by alkaline stress. Recently,

research has focused on the use of fortification programmes with ions such as
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iodine, selenium, and silica to reduce or alleviate abiotic stress. In addition to

the ions mentioned above, these treatments also use exogenous HzS.

For many years, H2S has been considered a phytotoxin, since high doses
of H2S applied to greenhouse crops cause leaf injury, defoliation, growth
reduction, and death in sensitive species such as alfalfa (MEDICAGO SATIVA L.)
and lettuce (LACTUCA SATIVA), among others (Thompson and Kats, 1978).
However, recent studies indicate that H2S application at certain doses can
act as a signaling molecule, bolstering tolerance to different types of
abiotic stress by inducing the antioxidant response, especially stimulating
GSH synthesis. These results refer to heat stress in ZEA MAYS, drought stress
in Triticum AESTIVUM L., cold stress in MusA spp., stress from excess arsenates
in Pisum sATIvUM L., stress from heavy metals with lead in BRASSICA NAPUS, and
salt stress in strawberry (Fragaria x ananassa cv. Camarosa) (Shan et al.,
2011; Christou et al., 2013; Li et al., 2014; Ali et al., 2014; Luo et al., 2015;

Singh et al., 2015).

In fact, greater tolerance against these types of stress from the in- duction of
the antioxidant response can be achieved by altering GSH homeostasis,
since this compound is fundamental in this process. GSH, a tripeptide with a
thiol group composed of three amino acids (L-cysteine, acid L-glutamic, and
glycine), is consumed in numerous redox reactions to combat oxidative
stress, giving rise to its oxidized form GSSG (Mishra et al., 2008). The
enzyme serine acetyltransferase (SAT) is considered the key enzyme in
cysteine synthesis, providing one of the substrates of GSH synthesis
(Droux, 2004). GSH is synthesized in two steps that depend on ATP

catalyzed by the enzymes gluatmylcysteine synthetase (y-ECS; the enzyme
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that limits the speed of the process) and the enzyme glutathione synthetase
(GS) (Noctor and Foyer, 1998; Tripathi et al., 2012). First, y-ECS catalyses
the formation of the peptide bond between the vy-carboxyl group of
glutamate and the a-amino cy- steine, and then GS catalyses the formation
of the peptide bond be- tween the cisteinyl group of y-glutamylcysteine and
the a-amine group of glycine (Flocco et al., 2004). It has been demonstrated
that the overexpression of the enzyme serine acetyltransferase SAT
increased resistance to oxidative stress in transgenic tobacco plants
(Blaszczyk et al., 1999). On the other hand, recent studies show that H2S
can act in the regulation of GSH synthesis and accumulation, increasing y-
ECS activity under conditions of water stress in wheat plants (Shan et al.,

2011).

The GSH has diverse functions in the protection against oxidative stress,
acting in the ascorbate-glutathione cycle, which is fundamental in
antioxidant defense. In this cycle, APX reduces hydrogen peroxide (H202) to
water using AsA as the electron donor, in such a way that this latter
compound is oxidized, converting to dehydroascorbate (DHA), which in turn
is again reduced to AsA using reduced GSH as the electron donor. On the
other hand, the GSSG formed is transformed again into reduced GSH in the
reaction catalyzed by the NAD(P)H-dependent enzyme GR (Gomes et al.,
2013). Some researchers hold that the ascorbate-glutathione cycle plays a
prominent role in tolerance against alkaline stress (Liu et al., 2015). On the
other hand, there are studies stating that H2S pretreatments increase
enzyme activities in ROS detoxification, such as those involved in the

ascorbate-glutathione cycle: APX, GR, DHAR, and one of the key
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enzymes in GSH synthesis, such as y-ECS under salinity-stress
conditions (Shan et al.,, 2014). Under these conditions, it has also been
observed that the decrease in the AsA/DHA and GSH/GSSG quotients was

mitigated after H2S application (Shan et al., 2014).

In addition, GSH actively participates in the detoxification of MG, which can
cause oxidative stress that closely resembles that caused when the ROS
concentration rises in plant cells (Wang et al., 2009; Desai et al., 2010). MG
is a cytotoxic compound generated through the glucolysis pathway in
eukaryote cells (Yadav et al.,, 2005a), and its overproduction can be
generated through fatty acids or the metabolism of amino acetone
(Casazza et al., 1984). The small quantity of MG produced under normal
growth conditions can easily and quickly be metabolized by the glyoxalase
system of the plant. However, different stress conditions can trigger greater
production and thus accumulation of MG. Depending on the species, the
MG concentration can rise 2 to 6 fold in response to the different types of

stress, such as salinity, drought, or cold (Yadav et al., 2005a,b).

Many works show that the MG content increases under osmotic stress and
that GSH metabolism is important in the detoxification of this compound
under these conditions (Veena et al., 1999). MG is detoxify primarily by
maintaining the homeostasis of GSH through the glyoxalase system. This
involves the activity of two enzymes: glyoxalase | (Gly 1) and glyoxalase 11
(Gly I1). Gly | uses a molecule of reduced GSH to convert MG into S-d-
lactoylglutathione (SLG). Afterwards Gly Il converts SLG into d-lactate
and a molecule of reduced GSH that is re- cycled to enter the system again

(Yadav et al., 2008). Transgenic tomato (Solanum licopersicum L.)
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plants that overexpress Gly | show significant tolerance to MG and to high
NaCl concentrations. In these plants, Gly | expression reportedly increases
in response to salt stress, osmotic stress, and phytohormone stimuli
(Espartero et al., 1995). Also, it has been shown that the application of
NaHS (0.1 mM) can spur the activity of Gly | and Gly 1l when an excess of
MG is generated under conditions of Cd stress in rice plants (ORYzA SATIVA L.
cv. BRRI dhan52). Finally, another enzyme that also determines the
homeostasis of GSH is glutathione peroxidase (GPX), which uses the
GSH pool as a substrate to detoxify H202 produced under stress conditions
(Anjum et al., 2012). For example, the overexpression of the enzyme GPX in
transgenic tobacco plants increased seedling growth under different stress
conditions of cold (10 °C), heat (30 °C), and salinity (100 mM of NacCl)
(Roxas et al., 2000). Li et al. (2014) have reported increased GPX activity

after pretreatment of ZEa MAYS plants with NaHS (3 mM) under

heat-stress conditions.

In view of the above, in the present work, we seek to determine the
alterations caused in antioxidant metabolism, and specifically GSH
homeostasis under severe alkaline stress. In this sense, we determine
whether NaHS application could fortify the antioxidant capacity and
promote GSH homeostasis in Brassica oleracea ‘Bronco’ plants under
alkalinity stress, with the final aim of considering the use of this compound
as a fortifier in areas where the levels of alkaline salts in the soil limit yield

and quality in these crops.
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2. Material and methods

2.1 Crop management and experimental design

Seeds of B. OLERACEA cv. Bronco (genotype sensitive to alkalinity) were
germinated and grown for 30 days in cell flats of 3cm =3 cm x 10 cm
filled with a perlite mixture substratum. The flats were placed on benches in
an experimental greenhouse located in Southern Spain (Saliplant S.L.,
Motril, Granada). After 30 days, the seedlings were transferred to a growth
chamber under the following controlled environmental conditions: Relative
humidity 50%; Day/ night temperatures 25/18 °C; 16/8 h photoperiod at a
photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350 pmol m—2 s—1
(measured at the top of the seedlings with a 190 SB quantum sensor, LI-
COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). The plants were acclimating to these
conditions during 8 days. Under these conditions the plants were grown in
hydroponic culture in lightweight polypropylene trays (60 cm diameter top,
bottom diameter 60 cm and 7 cm in height) of 3 L volume. Throughout the
experiment the plants were treated with a growth solution made up of 4 mM
KNOs, 3 mM Ca(NOs)2-4H20,2 mM MgSOa4-7H20, 6 mM KH:POs, 1 mM
NaH2P04-2H20, 2 pM MnCl2-4H20, 10 pM ZnSOs-7H20, 0.25 pM
CuS04-5H20, 0.1 yM Na2Mo0Qa4-2H20, 5 mg L~ Fe-chelate (Sequestrene; 138
FeG100) and10 yM HsBOs. This solution, with a pH of 5.5-6.0, was changed

every three days.

The treatments were initiated 38 days after germination and were
maintained for 25 days. The experiment consisted in a randomized complete

block design with three treatments, a first treatment (Control) received complete
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nutrient solution, a second treatment (alkalinity) received complete nutrient
solution plus 50 mM NaHCOs3:Na2COs (9:1) (pH = 9) and a third treatment
(alkalinity-NaHS) received complete nutrient solution plus 50 mM
NaHCO3:Na2COs (9:1) (pH = 9) and 0.5 mM of NaHS, using eight plants per
replicate and three replicates per treatment. NaHS was applied at a dose of
0.5 mM, which we have confirmed in previous studies to stimulate growth in

BRASSICA OLERACEA cV. Bronco plants (Montesinos-Pereira et al., 2016).

2.2 Plant sampling

Plants of each treatment (63 days after germination) were divided into roots and
leaves, washed with distilled water, dried on filter paper and weighed, thereby
obtaining fresh weight (FW). Half of leaves from each treatment were frozen at -
30 °C for further work and biochemical assays and the other half of the plant

material was lyophilized for 48 h to obtain the dry weight (DW).

2.3. SOD activity, Oz~ and H202 content, and lipid peroxidation

(Lipoxygenase (LOX) activity and MDA content)

SOD activity was assayed by monitoring the inhibition of the photochemical
reduction of nitro blue tetrazolium (NBT) according to the methods of and Beyer
and Fridovich (1987) and Giannopolitis and Ries (1977), with some
modifications Leaves material were homogenized in liquid N2 with buffer
Heppes-HCI 50 mM pH 7.6 containing 5 mM EDTA and 1% polyvinylpyrrolidone

(PVP) centrifuged at 4 °C for 10 min. One unit of SOD activity was defined as

93



Capitulo 3

the amount of enzyme required to cause 50% inhibition of the reduction of NBT
as monitored at Asso nm. Determination of Oz in leaf extracts was based on
the ability to reduce NBT (Kubis, 2008). Optical density was measured at a
wave- length of Asso nm and the O2%— concentration was expressed as ug

g1 DW.

The H202 concentration in leaf extracts was colorimetrically measured as
described by Mukherjee and Choudhuri (1983). Leaf samples were extracted
with cold acetone to determine the H202 levels. The intensity of yellow color of
the supernatant was measured at A41s nm. The result of H202 concentration

was expressed as mg g— 1 DW.

LOX activity in leaf extracts was measured according to Minguez-Mosquera et
al. (1993), using 50 mM K-phosphate buffer (pH 6.0) containing 5 mM EDTA
and 1% PVP for extraction. The LOX activity was calculated following the rise in
the extinction at A2z4, expressed as A Abs min-t mg-?! protein. For the MDA
assay, leaves were homogenized with 3 ml of 50 mM solution containing
0.07% NaH2PO4:2 H20 and 1.6% Na2HPO4:12 H20 and centrifuged at
20,000%xg for 25 min in a refrigerated centrifuge. For measurement of MDA
concentration 3 ml of 20% trichloroacetic acid (TCA) containing 0.5%
thiobarbituric acid (TBA) was added to a 1-mL aliquot of the supernatant.
The mixture was heated at 95 °C for 30 min, quickly cooled in an ice bath
and then centrifuged at 10,000xg for 10 min. The absorbance of the
supernatant was read at Ass2 and Asoo nm. The result of MDA was

expressed as A Abs g~ DW.

94



Capitulo 3

2.4 GSH synthesis and concentration

The SAT activity was performed following Tripathi et al. (2012). The reaction
mixture contained 63 mM Tris—HCI (pH 7.6), 1.25 mM EDTA, 1.25 mM DTNB
(5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoic acid), 0.1 mM acetyl-CoA, 1 mM and .-Serine. The

rate of reaction was followed at A412 nm.

For the assay of y-ECS, plants were homogenized in 100 mM Tris—HCI (pH
8.0) containing 5 mM EDTA and 1% PVP. The reaction mixture contained 0.1 M
Tris—HCI (pH 8.0), 150 mM KCI, 2 mM EDTA, 20 mM MgClz, 5 mM Na2ATP, 2
mM phosphoenolpyruvate, 10 mM .- glutamate, 10 mM L-a-aminobutyrate, 0.2
mM NADH, 7 unit ml—?* pyruvate kinase (ICN, USA) and 10 unit mI—1 -
lactic dehydrogenase (Sigma, USA) Seelig and Meister (1984). The reaction
was initiated by the addition of enzyme extract. Activity of y-ECS was
determined from the rate of formation of ADP (assumed to be equal to the rate of
NADH oxidation; monitored at 340 nm and expressed as A Abs min—tmg—1

protein).

Reduced GSH, GSSG and total GSH (reduced GSH + GSSG) were assayed
according to the GSSG-recycling method described by Griffith (1980). Leaves
material were homogenized in liquid N2 with meta- phosphoric acid at 5% (w/v)
and centrifuged at 13,500xg and 4 °C for 15 min. GSSG and total GSH were
assayed in the same extract. A standard curve was analyzing in the same
manner as for the extracts. Reduced GSH levels were estimated as the
difference between total GSH and GSSG. The results of the different forms of

GSH were expressed as mgg—* DW.
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2.5 Ascorbate—glutathione cycle

The activities of the enzymes APX and GR were assayed in leaf extracts
following Rao et al. (1996). APX activity was determined by registering the
absorbance change at A2o90 nm and GR activity was measured after monitoring

the oxidation of NADPH at Az40 nm for 3 min.

The determination of total AsA concentration (reduced AsA and DHA forms)
in leaf extracts was following the method of Law et al. (1983). This method
is based on the reduction of Fe3* to Fe?* by AsA in acid solution. Leaves
material were homogenized in liquid N2 with metaphosphoric acid at 5%
(w/v) and centrifuged at 4 °C for 15 min. Absorbance was measured at Aszs
nm against a standard AsA curve that followed the same procedure as
above. The results were used to quantify the total AsA concentration, while
the reduced AsA was quantified in the same way as the previous procedure,
replacing 0.1 ml of DTT with 0.1 ml of distilled H20. Finally, the DHA
concentration was deduced from the difference between total AsA and

reduced AsA. The result of AsA forms were expressed as mgg—?* DW.

2.6 GSH metabolism enzymes

Glyoxalase | assay was carried out according to Hasanuzzaman et al. (2011).
The increase in absorbance was recorded at A240 nm for 1 min. One unit of

Glyoxalase | is the amount of enzyme that will convert 1.0 ymole of S-
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lactoylglutathione from methylglyoxal and reduced GSH per minute at pH 6.6

and 25 °C.

Glyoxalase Il activity was determined according to the method of Principato et
al. (1987) by monitoring the formation of GSH at A412 nm for 1 min. One unit of
Glyoxalase Il is the amount of enzyme that will convert 1.0 pmole of GSH from

S-lactoylglutathione per minute at pH 6.6 and 25 °C.

GPX activity was measured as described by Elia et al., (2003) with slight
modification using H202 as a substrate. The oxidation of NADPH was
recorded at Asso nm for 1 min. The protein concentration of the extracts was
determined according to the method of Bradford (1976), using bovine-serum

albumin as the standard.

2.7 Statistical analysis

For statistical analysis, data compiled were submitted to ANOVA, and difference
between the means were compared with Fisher's least significant difference

(LSD; P < 0.05).
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3. Results

3.1 Foliar biomass

Cabbage plants (Brassica oleracea L. ‘Bronco’) subjected to alkaline stress
underwent a significant reduction in foliar biomass with respect to control plants,
while this reduction was less acute with an application of 0.5 mM de NaHS (Fig.

1).
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Fig. 1. Effect of alkalinity and NaHS application on shoot biomass in
leaves Brassica oleracea. Values are means (n — 9) and differences
between means were compared using Fisher's least significant
difference test (LSD.p =0.05).

3.2 SOD activity, Oz, H202 content and lipid peroxidation

SOD activity significantly diminished under alkalinity conditions, although the

NaHS application boosted the activity of this enzyme under these conditions

98



Capitulo 3

(Table 1). With regard to the foliar O2" concentration, this ROS significantly
increased its concentration under alkalinity with respect to control, this gain
reducing with NaHS application (Table 1). On the other hand, the H202 content
fell significantly in the alkaline treatment as well as in the alkalinity-NaHS
treatment with respect to control with a striking reduction in H202 when NaHS
was applied under alkalinity conditions as compared with the alkaline treatment
without NaHS (Table 1).

Table 1: Influence of alkalinity and NaSH application on SOD activity and ROS

concentration in leaves of B. oleracea. Superoxide dismutase (SOD), anion
superoxide (02 7) and hydrogen peroxide (H205).

~SOD Oz~ H20:2
(Units min-*mg-* (Mg gt DW) (mg g DW)
Prot)

Control 27.69+1.39a 0.323+0.075c 6.017+0.124a
Alkalitnity 2.820+£0.09 c 1441 +0.084a 3.078+0.151b
Akalinity-NaSH 8.190+£0.28b 0.616+0.055b 2.079+0.068c
p_Val ue *k% *k% *kk
LSD o.05 241 0.21 0.35

Values are mean = S.E. (n=9). LSD, least significant difference; * P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; ns, not significant

Figure 2 shows the activity of the enzyme LOX as well as the foliar MDA
content in cabbage (Brassica oleracea L. ‘Bronco’), reflecting that the greatest
increase in LOX activity occurred under the alkaline treatment, which was

correlated with a greater content in MDA in this same treatment (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of alkalinity and NaHS application on lipid peroxidation
in leaves of B. oleracea. Lipoxygenase activity (LOX) (A) and
malondialdehyde concentration (B). Values are means (n — 9) and
differences between means were compared using Fisher's least
significant difference test (LSD, p = 0.05).

3.3 Synthesis and content of the different forms of GSH

In terms of the activity of the main enzymes involved in GSH synthesis, the
activity of SAT and y-ECS proved greatest in the control treatment. However, a
significant increase was found in y-ECS activity in the alkalinity-NaHS treatment

with respect to the alkalinity treatment (Table 2).
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Table 2: Influence of alkalinity and NaSH application on glutathione synthesis in
leaves B. oleracea. Serine acetyltransferase (SAT), y-glutamylcysteine
synthetase (y-ECS).

SAT y-ECS
(A Abs min“mg* (A Abs min-img-
Prot) Prot)
Control 0.495 £ 0.047 2.682 £ 0.031 a
a
Alkalitnity 0.277 £ 0.008 0.350 £ 0.036 ¢
b
Akalinity-NaSH 0.304 £0,015 0.653+0.016 b
b
p_Value *%% *%%
LSD o.05 0.085 0.085

Values are means (n = 9) and differences between means were compared
using Fisher’s least-significant difference test (LSD, p = 0.05).

On the other hand, the total GSH concentration significantly declined in the
alkalinity treatment with respect to control. However, no significant
differences in the total GSH content in the alkalinity-NaHS treatment were
found compared with control (Table 3). With regard to the GSH forms
examined, a significant decrease was found in the concentration of reduced
GSH in both treatments in comparison with control, although in this case the
plants that received NaHS under alkalinity conditions significantly increased
their content in reduced GSH with respect to those receiving the alkaline
treatment alone (Table 3). On the contrary, GSSG significantly increased in the
alkalinity treatment, while in the alkalinity-NaHS treatment no significant
differences were found in comparison with control (Table 3). Finally, although

the highest value of the GSH/GSSG quotient appeared in the treatment control,
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it should be emphasized that in the alkalinity-NaHS treatment, this quotient

greatly increased with respect to the alkalinity treatment (Table 3).

3.4 Ascorbate-glutathione cycle

With respect to the activity of the enzyme APX, the greatest increase
occurred in the alkalinity-NaHS treatment, followed by the alkalinity
treatment compared with control (Fig. 3). With respect to the activity of the
enzyme GR, a significant decline was noted in the alkalinity treatment as

well as in the alkalinity-NaHS treatment with respect to control (Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of alkalinity and NaHS application on the key enzymes of
ascorbate-glutathione cycle in leaves of B. oleracea. Glutathione
reductase (GR) (A) and ascorbate peroxidase (APX) (B). Values are
means (n = 9) and differences between means were compared using
Fisher’s least-significant difference test (LSD, p = 0.05).

The content in the different forms of ascorbate in the cabbage leaves are shown
in Table 4, where both the content in total AsA, reduced AsA, and DHA
diminished in both treatments with alkalinity with respect to control. On the other
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hand, the greatest decline in the AsA:DHA ratio was found in the alkalinity-
NaHS treatment, while no signiffcant differences were found between plants
subjected to alkaline stress and control (Table 4).

Table 4: Influence of alkalinity and NaSH application on concentration of

ascorbate in leaves B. oleracea. Total ascorbate (total AsA), reduced ascorbate
(AsA), oxidized ascorbate (DHA) and AsA/DHA ratio (AsA/DHA).

Total AsA AsA DHA AsA/DHA
(mg g PS) (mg g PS) (mg g PS) (mg g PS)

Control 489+0.14a 299+010a 1.89+022a 1.82+027a

Alcalinidad 410+0.15b 266+0.06b  1.43+0.13b 2.00+0.19a

Alcalinidad+ 3.09 +0.07 ¢ 1.71+0.03¢c  1.38+0.08b  1.18+0.04b

NaSH

p_Value *k%k *k%k * *

LSD o0.05 0.39 0.2 0.45 0.57

Values are means (n = 9) and differences between means were compared
using Fisher’s least-significant difference test (LSD, p = 0.05).

3.5 GSH metabolism enzymes

The activities of the enzymes Gly | and Gly Il increased both in the alkalinity
treatment as well as in the alkalinity-NaHS one with respect to control (Table 5).
However, the activity of Gly | and Gly Il in the alkalinity-NaHS treatment
declined in activity with respect to the alkalinity treatment that presented the
highest activities (Table 5). On the other hand, the activity of the enzyme GPX
significantly decreased in both treatments with alkalinity with respect to control,
although the activity of this enzyme increased with the application of NaHS com-
pared to no application under alkaline conditions, which presented the lowest

activity (Table 5).
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Table 5: Influence of alkalinity and NaSH application on some enzymes
involved in GSH metabolism in leaves of B. oleracea. Glyoxalase | (Gly I),
glyoxalase Il (Gly Il), and glutathione peroxidase (GPX).

Gly | Gly Il GPX
(Units L) (Units L% (A Abs mintmg!
Prot)
Control 0.045+0.003¢c 0.053+0.002c 5.667 +0.167 a
Alkalitnity 0.996 +0.070a 0.100+0.005a 1.864+0.016¢C

Akalinity-NaSH 0.304 £0.040b 0.075+0.003b 2.229+0.041 b

p-VaIue *kk *kk *kk
LSD o.05 0.152 0.011 0.29

Values are means (n = 9) and differences between means were compared
using Fisher’s least significant difference test (LSD, p = 0.05).

4. Discussion

Previous studies have demonstrated that NaHS application can im- prove
plant growth and antioxidant response to different types of abiotic stress
such as heat, water, or salinity (Shan et al., 2011; Christou et al., 2013; Li et
al., 2014). However, there is very little information on the effect of applying
exogenous NaHS to encourage tolerance to alkalinity stress. Many works
demonstrate that alkalinity stress depresses growth and yield in plants
(Zhang and Mu, 2009; Paz et al., 2014). In the present study, the cabbage
plants under alkaline stress registered 64% lower foliar biomass (Fig. 1).
This decrease was mitigated after NaHS application, as the biomass loss in

the alkalinity-NaHS treatment was only 30% with respect to control (Fig. 1).
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SOD is a key enzyme in the stress tolerance of plants, serving as the first
line of defense against the toxic effects of high ROS levels, since this
enzyme catalyzes the reaction of Oz, dismutation to molecular oxygen and
H20:2 (Gill and Tuteja, 2010). Some researchers have shown that in tomato
plants submitted to alkaline Hoagland solutions at different ascending
concentrations of 25-100 Mm, SOD activity is inhibited, as is the increase in
the Oz~ content in the most alkaline treatments (Gong et al., 2013). In this
sense, the present study shows a significant decline in SOD activity both in
the alkaline treatment (-90%) as well as in the alkalinity-NaHS treatment (-
70%) with respect to control, which is correlated with an increase in the
02% content of 77% and 47%, respectively, in the two treatments (Table 1).
It bears highlighting that although it diminished with respect to control, the
SOD activity surged 65% when NaHS was added to plants under alkalinity
conditions, in comparison with the alkaline treatment without NaHS (Table
1). According to these results, the NaHS applied lowered the Oz content by
57% with respect to plants under alkalinity and therefore the greatest SOD
activity after NaHS application plays a fundamental role in eliminating this
ROS (Table 1). These results agree with those of Ali et al. (2014), who
observed that under stress from excess Pb, SOD activity declined and Oz~
was overproduced, but that this situation was mitigated by applying 0.1 and
0.2 mM of NaHS to Brassica napus L. plants submitted to these stress
conditions. Finally, it should be noted that the decrease in Oz~ after the
NaHS application correlated directly with the increase in biomass of this
treatment (Fig. 1). On the other hand, part of the O2" present in the plants is

generated when the enzyme LOX catalyzes the oxidation reaction of fatty acids
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(Lynch and Thompson, 1984). Therefore, greater LOX activity results in greater
ROS production, which causes oxidative stress (Sanchez-Rodriguez et al.,
2010), and therefore greater LOX activity is one of the reasons why lipid

peroxidation increases under stress conditions, the magnitude of this

process being proportional to the MDA concentration (Aziz and Larher, 1998).
In our study, we found greater LOX activity, which correlated with the higher
content in MDA under conditions of alkaline stress with respect to control (Fig.
2). However, after applying 0.5 mM of NaHS, LOX activity and the MDA content
significantly fell with respect to the plants submitted to alkaline stress (Fig. 2).
In fact, other researchers have also observed a decrease in MDA content
under heat-stress conditions in maize when a pretreatment of 0.7 mM of
NaHS was applied (Li et al., 2014). These results appear to indicate that H2S

plays a major role in ROS detoxification under alkaline stress.

Another of the ROS that accumulates in the plant under stress conditions is
H20:2. In our study, we found a significant fall (32%) in the H202 concentration in
the alkalinity-NaHS treatment with respect to the alkalinity treatment (Table 1).
These results coincide with those of Li et al. (2014) and Singh et al., (2015)
reporting that the H202 content declined after NaHS was applied under heat-
stress conditions in Zea mays and arsenate stress in Pisum sativum L.,
respectively. The lowest concentrations of H202 were presented in the alkalinity
treatments (Table 1). This result could be explained by the lower SOD activity
(Table 1), which is responsible for the production of H202, and that under
alkalinity conditions could be affected by a deficit in the avail- ability of
micronutrients Fe, Cu, Mn and Zn that are necessary for the induction of this

enzymatic activity (Montesinos-Pereira et al., 2016).
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GSH is one of the most important compounds involved in detoxifying ROS.
Appearing abundantly in reduced from in different plant tissues, GSH is located
in all the cell compartments, such as the cytosol, endoplasmic reticulum,
vacuoles, mitochondria, chloroplasts, and peroxisomes as well as in the
apoplast, and plays a central part in a multitude of physiological processes such
as sulphate-transport regulation, signal transduction, metabolite conjugation,
detoxification of xenobiotics, and control of gene expression of stress response
(Gill and Tuteja, 2010). The activity of the enzyme SAT and especially y-ECS,
limiting enzymes in the GSH-synthesis process, underwent an increase under

alkalinity conditions after the application of NaHS (Table 2).

Similar results have been reported by Shan et al. (2014) who, after applying
0.6mM of NaHS to maize plants subjected to salinity stress, found higher y-ECS
activity. In addition, Birke et al. (2015) found increased SAT activity after
applying 1 ppm of H2S to Arabidopsis thaliana plants, stimulating the synthesis
of GSH and the antioxidant capacity in these plant species. Some studies
suggest that high GSH production contributes to the antioxidant protection
under oxidative adverse conditions (Noctor and Foyer, 1998). In the present
study, y-ECS activity increased by 46% in the alkalinity-NaHS treatment with
respect to the alkalinity treatment; however, despite that this increase did not
reflect a greater content in total GSH, this treatment maintained the GSH levels
of the control treatment (Table 3). On the other hand, the greater y-ECS activity
was correlated with a 51% increase in the content of reduced GSH observed in
the alkalinity-NaHS treatment with respect to the alkalinity treatment (Tables 2
and 3). In this sense, many works show that the application of H2S in any of its

chemical forms (Na2S, NaHS, GYY4137, AP97, and AP105) boosts the
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reduced GSH content in plants, and thus its antioxidant capacity and its
tolerance to different types of stress such as salinity, osmotic, or heavy-metal
stress (Hancock and Whiteman, 2014). On the other hand, it bears highlighting
that the GSSG content in the alkalinity treatment was greater with an increase
of 60% with respect to control. However, the alkalinity-NaHS treatment showed
no significant differences with respect to control (Table 3). Consequently, the
GSH/GSSG quotient rose by 78% after NaHS was applied to the plants under
alkalinity stress compared to the plants subjected to alkaline stress without
NaHS (Table 3). Shan et al. (2014) also reported an increase in the GSH/GSSG
quotient in maize plants after pretreatments with 0.6 mM of NaHS under salinity
conditions, suggesting that the application of NaHS could act to maintain the

redox state of GSH under stress conditions.

The enzyme APX within the AsA-GSH cycle, plays a major role in eliminating
ROS (Gill and Tuteja, 2010). In fact, in this study, we found a rise of 60% in
APX activity in the alkalinity treatment, as well as a surge of 66% in the
alkalinity-NaHS treatment with respect to control (Fig. 3). This leads us to
suspect that one of the main mechanisms of H202 detoxification in Brassica
oleracea L. ‘Bronco’ is the greater APX activity and that the application of NaHS
(0.5 mM) promotes the stronger activity of this enzyme. This sharp spike in APX
activity could explain the decline in H202 content found in the alkalinity and
alkalinity-NaHS treatments with respect to control (Fig. 3, Table 1). These
results are consistent with those reported by other authors who have noted
more vigorous APX activity after applying NaHS to plants subjected to different
types of abiotic stress, accompanied by a concomitant improvement in the

antioxidant capacity in the species studied (Li et al., 2014; Shan et al., 2014; Ali
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et al., 2014). On the contrary, as opposed to other authors who hold that NaHS
application stimulates GR activity under different stress conditions (Hancock
and Whiteman, 2014), in the present study we found GR activity to decline both

in the alkalinity and alkalinity-NaHS treatment with respect to control (Fig. 3).

Another key antioxidant compound for plants is AsA, which helps detoxify H202
(Foyer, 1993). Our results show that in the plants under alkaline stress, all the
forms of AsA studied significantly diminished (Table 4). Similar results have
been found by other researchers who subjected tomato plants to alkaline stress
(25-100 mM de NaHCO3), reporting decreases in these forms of ascorbate
(Gong et al., 2013). However, although some studies state that NaHS
application increases the content in reduced AsA under drought and salinity
stress (Shan et al., 2011; Shan et al., 2014), in the present work, we found a
decline in the total AsA content, reduced AsA, and the AsA/DHA quotient in the
alkalinity-NaHS treatment compared with the alkalinity treatment (Table 4). This
reduction could be due to the high activity of APX found, since this enzyme
consumes reduced AsA, used as a cofactor to eliminate the excess H202

produced in these alkaline treatments (Fig. 3, Table 1).

Another process induced under stress conditions is MG metabolism of (Yadav
et al., 2008), for which it could be defined as an indicator of the degree of
stress. The function of the glyoxalase pathway has been widely studied,
demonstrating that the enzymes Gly | and Gly Il act in coordination to convert
MG and other 2-oxaldehydes to their respective 2-hydroxacids using GSH as a
cofactor in a two-step reaction. The detoxification of MG therefore depends
heavily on the availability of cellular GSH, and GSH deficiency limits

hemithioacetal production, leading to MG accumulation (Hossain et al., 2012).
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Recent studies indicate that the activities of Gly | and Gly Il augment under
stress conditions. For example, Nahar et al. (2015) state that, in VIGNA
RADIATA L. plants under water stress, the activity of these two enzymes
significantly increased. Barrameda-Medina et al. (2014) also detected higher
activity in both enzymes under Zn-toxicity conditions in the same plant cultivar
as in our study (BRASSICA OLERACEA L. ‘Bronco’). In this study, we found a
rise in the activity of 95% and 47% greater than control for Gly | and Gly I,
respectively, after the alkaline treatment (Table 5). On the other hand, the
application of 0.5 mM of NaHS in plants under alkaline stress lowered Gly | and
Gly Il activities by 69% and 25%, respectively, compared to plants without
NaHS under the same stress conditions (Table 5). It should be emphasized that
no previous study is available on the involvement of the glyoxalase pathway in
plants under alkaline-stress conditions. In this sense, the results found in the
present study indicate firstly that in the system of glyoxylases, the enzyme that
most induces its activity under alkaline stress is Gly I. Secondly, we found that
the application of 0.5 mM of NaHS de- pressed the activities of Gly | and Gly I
with respect to the alkalinity treatment and that this decrease could indicate that
the application of NaHS reduces or mitigates the appearance of stress and thus

the formation of MG (Table 5).

Finally, another enzyme involved in the homeostasis of glutathione is GPX, and
some authors have confirmed that this enzyme plays an essential role in
eliminating ROS and in cell protection in higher plants, given the strong affinity
of this enzyme for H202 (Gill and Tuteja, 2010). Our results show that the GPX
activity reduced its activity in plants under alkaline stress with respect to control

(Table 5). On the other hand, NaHS application augmented GPX activity from
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16% in the alkalinity-NaHS treatment with respect to the treatment of alkalinity
without NaHS (Table 5). These results agree with those of other authors who
have observed that GPX activity surges after NaHS is applied to plants
subjected to different types of abiotic stress, resulting in greater antioxidant
capacity of the species studied (Li et al., 2014; Shan et al., 2014; Ali et al.,

2014).
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5. Conclusion

Our results suggest that the alkaline stress gives rise to oxidative stress,
increasing the content in the ion Oz~ and lipid peroxidation, which significantly
reduces the biomass in Brassica oleracea L. CV ‘Bronco’ plants. NaHS
application increased the antioxidant response through the induction of the
processes involved in GSH homeostasis, reducing the harmful effect of ROS
and significantly mitigating the biomass loss caused by alkalinity. The
application of NaHS (0.5 mM) could act as a fortifier in Brassica oleracea L. CV
‘Bronco’ plants cultivated in soils with a high content in alkaline salts increasing

their tolerance to these stress conditions.
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Resumen

En el presente estudio se investigd como la aplicacion de sulfuro de hidrégeno
(50 uM de NaHS) en plantas de Arabidopsis thaliana L. influyé sobre los
procesos implicados en la asimilacion del azufre, la homeostasis del glutation y
la implicacion de éstos en la tolerancia al estrés alcalino (50mM
NaHCO3:Na2COs3). De acuerdo con nuestros resultados la aplicacion de H2S
(NaHS) mitigo el efecto nocivo del estrés alcalino evidenciado por la reduccion
en la perdida de biomasa del 31 % tras aplicar H2S a plantas sometidas a
estrés alcalino. Por otro lado, no se observaron incrementos significativos
especificos en respuesta a la aplicacion de H2S sobre la expresion relativa de
los genes implicados en la biosintesis de las enzimas e isoenzimas claves en la
regulacion de los procesos de asimilacion de SO42 (Serat 1,1; OAS TL, OAS
TL B; OAS TL C; ATPS ; ATPS 2, ATPS 3; ATPS 4 y APR 1) y la homeostasis

del glutation (GMPasa; GDPME; L-GAL PPasa; LGALDH; L-GLDH; SOD
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1;SOD 2; APX; MDHAR; GR2; GR 1; gsh 1; gsh 2 y GPX) bajo condiciones de

estrés alcalino.
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Palabras clave: Estrés alcalino, estrés oxidativo, sulfuro de hidrégeno,

asimilacion del sulfato, Arabidopsis thaliana.

1. Introduccioén

El estrés alcalino podria definirse como el estrés producido por sales alcalinas
como el NaHCOs Y el Na COs. Por tanto, es importante recalcar que este tipo
de estrés lo causan sales alcalinas y no neutras (NaCl), que causan lo que
comunmente se conoce como "estrés por salinidad" (Shi y Sheng, 2005; Shiy
Wang, 2005). Sin embargo, el efecto de ambos tipos de estrés puede ser
similar. Por otro lado, hay varios investigadores que afirman que el estrés por
alcalinidad provoca dafios mas severos que el estrés por salinidad. (Wang et

al., 2008).

El estrés alcalino, es muy comun en zonas aridas y semiaridas, disminuye la
productividad agricola en estas regiones, donde la agricultura es normalmente
intensiva. En todo el mundo, el 10% de los suelos cultivados estan sujetos a
condiciones de estrés alcalino (Tanji, 2002), y la FAO predice que para el afio
2050, la reduccion de la tierra disponible para la agricultura por la presencia de

estos tipos de estrés superara el 50% (Jin et al., 2008).

El elevado pH y la acumulacion masiva de Na* provocada por el estrés alcalino
pueden dar lugar a una falta de protones y a la alteracion o inhibicion de los
gradientes y/o potenciales electroquimicos en las células radiculares, alterando
muchas funciones fisioldgicas, como la captacion de agua y de iones (Wang et
al., 2011a; Wang et al., 2011b). Debido a estas alteraciones de las funciones
fisiologicas de la raiz, el estrés alcalino (pH > 8,5) inhibe el crecimiento y la

fotosintesis.
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La fotosintesis inhibida es el resultado de la degradacion de los pigmentos
fotosintéticos, a menudo debido al estrés alcalino por la menor captacion de
Mg?* causada por su precipitacion en la rizosfera (Li et al., 2010). Otros autores
sostienen que la limitacion en la disponibilidad del P debido a su precipitacion
en condiciones alcalinas puede disminuir la ingesta de CO:2 para la fotosintesis
(Fredeen et al., 1990). Esta reduccion de la ingesta de CO:2 debido a este tipo
de estrés causa dafio oxidativo en las células y altera el metabolismo
antioxidante, generando especies de oxigeno reactivas (ROS). El exceso de
electrones producidos durante la fotosintesis se transfiere a las moléculas de

02y éstas producen ROS (Cakmak, 2005).

Las ROS liberadas afectan negativamente a las estructuras bioldgicas,
incluidos los dafios en el ADN, la oxidacion de aminoacidos y la peroxidacion
de lipidos (Asada, 1999; Johnson et al., 2003). Las ROS reaccionan con las
membranas celulares, especialmente las membranas de los tilacoides, que son
ricas en acidos grasos insaturados. La peroxidacion de los lipidos rompe estos
acidos grasos, interrumpiendo su funcion en la membrana, perturbando la
fluidez, rompiendo los enlaces lipidicos e inactivando las enzimas de la

membrana (Miyake et al., 2005).

Para evitar este tipo de dafos, las plantas tienen mecanismos de
desintoxicacion de ROS que pueden dividirse en: sistemas enziméaticos,
compuestos por superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR), deshidroascorbato reductasa
(DHAR), monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR); y sistemas no

enzimaticos, como los compuestos fendlicos (e. por ejemplo, fenoles,
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flavonoides, carotenoides), acido ascoérbico (AsA) y el glutation (GSH) (Shalata

et al., 2001; Reddy et al, 2004).

En la dltima década el H2S se postula como una molécula con efectos
bioestimulantes cuyo uso podria mitigar los efectos nocivos de numerosos tipos
de estrés abidtico, potenciando la eficacia de los mecanismos antioxidantes de
las plantas (Dawood et al. 2012; Singh et al. 2015; Wang et al. 2010). Por otro
lado, se ha observado como el H2S interviene en la apertura y cierre de los
estomas (Lisjak et al. 2010) asi como en el crecimiento, desarrollo y procesos
que combaten el envejecimiento de las plantas (Zhang et al. 2011).
Curiosamente, se ha demostrado que, en los procesos fisiologicos
mencionados anteriormente también estan involucradas algunas otras

moléculas de sefializacion como el Ca?*y el NO (Wang et al. 2012).

Otro de los efectos del H2S descubiertos mas recientemente sobre la tolerancia
de las plantas al estrés, reside en su implicacion en la persulfidacion de
proteinas diana que intervienen en los mecanismos antioxidantes, entre otros
(Aroca et al, 2020). Sin embargo, los mecanismos y la regulacion de estos

procesos contindan siendo poco conocida.

El sulfuro es un intermediario de la ruta de asimilacion del S04? en plantas,
usando la energia de la hidrolisis del ATP, el sulfato es activado formandose
adenosina 5’fosfosulfato (APS) mediante una reaccion de adenilacién. Esta
reaccion esta catalizada por la ATP sulfurilasa (ATPS). El enlace de alta
energia formado entre el sulfato y el fosfato hara que una catalisis enzimatica
posterior esté termodinamicamente favorecida y, por el contrario, la sintesis de

APS sera termodindmicamente desfavorable. En plantas, la sintesis de APS es
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impulsada gracias a la hidrolisis del pirofosfato. Al contrario que en animales,
las plantas son capaces de reducir el sulfato activado (APS) en los plastos
hasta sulfito mediante la reaccion catalizada por la enzima APS reductasa
(APR). El sulfito (SO3?) es posteriormente reducido a sulfuro (S) por la enzima
dependiente de ferredoxina sulfito reductasa (SIiR), este sulfuro es finalmente
incorporado a O-acetilserina (OAS) para formar cisteina, precursor directo o
indirecto de todos los compuestos organicos que contienen azufre reducido en
plantas y animales. Este proceso denominado via de asimilacion reductora de
sulfato en la que el azufre se incorpora al metabolismo primario, es esencial
para la supervivencia, y no puede ser reemplazada por ninguna otra via

enzimatica (12).

El sulfuro formado por la sulfito reductasa es incorporado a la OAS por la
accion de la enzima O-acetilserina tiol liasa (OAS-TL) formando cisteina. La
OAS es sintetizada a su vez a partir de serina y acetil-coenzima-A por la
enzima serina acetiltransferasa (SAT) (Wirtz y Hell, 2006). En condiciones
normales la sintesis de cisteina esta limitada por la concentracién de OAS mas
que por los niveles de sulfuro, ya que la concentracion de OAS est4 muy por
debajo de la Km 945 en las diferentes isoformas de OAS-TL, mientras que la
concentracion de sulfuro en cloroplastos y citosol son mayores que la Km sufuro
(Krueger et al, 2009). Cabe destacar que mientras el sulfuro se produce
exclusivamente en los plastos, la sintesis de cisteina tiene lugar en todos los
organulos proteinogénicos. Las tres isoformas principales de las enzimas OAS-
TL y SAT se encuentran en plastos, citosol y mitocondrias (Watanabe et al,

2008; Kopriva et al, 2009). Aunque cada compartimento es capaz de producir
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suficiente cisteina para sostener el crecimiento, bajo condiciones normales la

sintesis estd compartimentada.

La cisteina producida tras la asimilacién del SO4? forma parte esencial del
tripéptido glutation (GSH). De hecho, la mayor tolerancia contra el estrés
oxidativo, por la induccién de la respuesta antioxidante puede lograrse
alterando la homeostasis del GSH, ya que este compuesto es fundamental en
este proceso. El GSH es un tripéptido con un grupo tiol compuesto de tres
aminoéacidos (L-cisteina, acido L-glutamico, y glicina) que se consume en
numerosas reacciones redox para combatir el estrés oxidativo, dando lugar a
su forma oxidada GSSG (Mishra et al., 2008). La enzima serina
acetiltransferasa (SAT) se considera la enzima clave en la sintesis de la
cisteina, proporcionando uno de los sustratos de sintesis de GSH (Droux,
2004). ElI GSH se sintetiza en dos pasos que dependen del ATP catalizado por
las enzimas gluatmilcisteina sintetasa (y-ECS) y la enzima glutation sintetasa
(GS) (Noctor y Foyer, 1998; Tripathi et al, 2012). En primer lugar, la y-ECS
cataliza la formacion del péptido entre el grupo y-carboxilo de glutamato y el a-
amino cisteina, y luego la GS cataliza la formacion del enlace peptidico entre el
grupo cisteinilo de la y-glutamilcisteina y el grupo a-amino de la glicina (Flocco
et al, 2004). Se ha demostrado que la sobreexpresion de la enzima serina
acetiltransferasa SAT aumento resistencia al estrés oxidativo en las plantas de
tabaco transgénico (Blaszczyk et al, 1999). Por otro lado, estudios recientes
muestran que el H2S puede actuar en la regulaciébn de la sintesis y
acumulacién de GSH, aumentando y-ECS en condiciones de estrés hidrico en

las plantas de trigo (Shan et al., 2011).
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El GSH tiene diversas funciones en la proteccién contra el estrés oxidativo,
actuando en el ciclo ascorbato-glutation, que es fundamental en la defensa
antioxidante. En este ciclo, la ascorbato peroxidasa (APX) reduce el peroxido
de hidrégeno (H202) en agua utilizando el Ascorbato (AsA) como donante de
electrones, de tal manera que este Ultimo compuesto se oxida, convirtiéndose
en deshidroascorbato (DHA), que a su vez se reduce a AsA usando el GSH
reducido como donador de electrones. Por otro lado, el GSSG formado se
transforma de nuevo en GSH reducido mediante la reaccidon catalizada por la
enzima dependiente de NAD(P)H glutation reductasa (GR) (Gomes et al, 2013).
Algunos investigadores sostienen que el ciclo AsA/GSH juega un papel
decisivo en la tolerancia contra el estrés alcalinos en plantas (Liu et al., 2015).
Por otro lado, hay estudios que afirman que tratamientos previos con H2S
aumentan las actividades enzimaticas de aquellas enzimas que intervienen en
la desintoxicacion de las ROS, como: APX, GR, DHAR, y una de las enzimas
clave en la sintesis de GSH, como la y-ECS bajo condiciones de estrés por

salinidad (Shan et al., 2014).

2. Material y métodos

2.1. Material vegetal

Semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0) germinaron tras un choque térmico de
48 h a 4 °C, en camara de cultivo (Dep. Plant Science, Plant Reproductive
Biology Bldg. University of California) a 23 °C bajo una iluminacién de
intensidad 100 yumol m=2s™! (medida con 190 SB quantum sensor, LI-COR Inc.,

Lincoln, Nebraska, USA). y bajo un régimen de 16 h luz/8 h oscuridad. Las
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plantas se dispusieron en bandejas con 10 alveolos de 6 cm x 6 cm de ancho, x
8 cm de alto, con 3 plantas por alveolo. A todos los tratamientos se les aplico

disolucién nutritiva ¥2 Hoagland (Sigma-Aldrich) con un pH de 5.5 - 6.

2.2. Disefio experimental y tratamientos

El experimento consistié en un disefio de bloques aleatorios con 6 tratamientos,
todos ellos irrigados con % de disolucion nutritiva completa Hoagland (Sigma-
Aldrich) que consistieron en: ¥z de disolucién nutritiva Hoagland (Sigma-Aldrich)
(Control), 50 mM de tampén NaHCO3:Na2COs (9:1) (pH=9) (Alk), 50 uM de
NaHS monohidratado (HS), 50 uM MgSOQOa4 (SO), 50 uM NaHS monohidratado +
50 mM NaHCOs:Na2COsz (9:1) (Alk+HS), 50 pM MgSOs + 50 mM

NaHCOa:Na2CO3z (9:1) (Alk+SO).

2.3. Muestreo de plantas

Los tratamientos se iniciaron 20 dias después de la germinacion y se
muestrearon 6 plantas por cada uno de los tratamientos, siendo congeladas
inmediatamente con nitrogeno liquido para el andlisis de expresion mediante
PCR cuantitativa (Q-PCR). 15 dias después de la germinacién se muestrearon
las 24 plantas restantes por cada uno de los tratamientos, se lavaron con agua
destilada, se secaron en papel de filtro, se pesaron y se secaron en estufa a 50
°C. Tras 3 dias en la estufa las plantas se pesaron de nuevo para obtener el

peso seco. Se usaron 30 plantas por replica y tres replicas por tratamiento.

2.4 Andlisis de PCR cuantitativa

Se extrajo el ARN de plantas completas de Arabadopsis thaliana (Col-0) para el

analisis mediante RNeasy® Mini Kit (Quiagen). La primera hebra de cADN se
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sintetizé a partir de 1 pg de ARN total mediante QuatiTect Reverse Transcrition
Kit (Qiagen). Para la obtencion de los primers se recurrio a la base de datos
“The Arabidopsis Information Resource” (TAIR). La PCR cuantitativa se llevé a
cabo en StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA), Usando
SYBR® GREEN. El volumen total de reaccion fue de 15 pL. La reaccion incluy6
2 pyL de hebra templada, 0,3 puL de primer sentido, 0,3 puL de primer anti-
sentido, 7,5 pL de SYBR Green Master Mix y 4,9 uL de ARN libre de agua. El
analisis por qPCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: 95 °C durante 10
min seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 30 s y 60 °C durante 30 s. Para
normalizar y calibrar los valores de transcripcion relativos al gen endégeno ACT
se utilizdé el método 2 2ACT (Sade et al, 2017) cuya expresion no cambia entre
diferentes genotipos, estados del desarrollo o tratamientos. Los primers

utilizados para la amplificacion se muestran en la tabla 1.

Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2) DDCT method. Methods, 25,

402-408.

2.5. Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utilizé el paquete estadistico JMP (ver.7.0) del
Instituto SAS. Se empled la ANOVA para probar el efecto del genotipo en el
rasgo. La prueba LS Means Tukey se utiliz6 para comparar las medias de los
genotipos a un nivel de probabilidad del 5%. Los niveles de significacion estan
representados por asteriscos como sigue: *, ** ** y ns. que indican

significacién a P < 0,05, 0,01, 0,001 o no significativo, respectivamente.

3. Resultados
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En el presente estudio, nos centraremos en los resultados que puedan arrojar
luz al objetivo de discriminar el efecto de tolerancia frente a estrés alcalino que
podria conferir la aplicacion de H2S exdgeno, intentando diferenciar si se trata
de un efecto sobre la nutricion de la planta o si el H2S afecta aguas abajo a la

expresion de genes de resistencia.
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Tabla 1. Secuencias de primers utilizados para la clonacion de los promotores
de las enzimas objeto de estudio.

Gen Primer con-sentido (5’-3’) Primer anti-sentido (5°-3’)

Seratl,1 TGGACACAGATCAAGGCGG ATGAGAAAGAATCGTCGAATATAGATAGC
OAS-TL A1 |GAACAGAACGCAAACGTCAA TCTTGTGAGGACCTGGCTTC
OAS-TL B GGAAGGCTTGTTGGTTGGTA CGAAGCTCGGGAACACAA

OAS-TL C TGCTGGAAAACTCATAGCTGTT ACCTCAGGCTGCATTTTCTC

ATPS 1 CACTCGGAGGTTTCATGAGAG AGACGTAGCGAGTTAAAATGAAGAG
ATPS 2 GATCTTGAGTGGGTTCATGTGAT CTCATCTTCTCTCATGAACCCTTT
ATPS3 TGGGTTTATGAGGGAATCTGAG GACCCATCATCGAGATTCAAC
ATPS4 F CAAAGGTTTCATGAGACAGTCAG GAGCCGGAACGAGTTAAAATG

APR 1 CTCGTTTCGGTGTTTCATTGGAGCC |ACAATCCCTTGCTCTAACCAAACC
APR 2 AACGCTGAGTCACATTCACGAAGCG | GAAAGTTCCACACATCAGCTCCTTC
GDPMPPase | TCAGGCTGATCTCTTCCAATTTAC TGATGCTCTAACTCCTTTTCCTTG
GDPME AGGTGTTCGTGGTCGTAACTCA ATCGCTTCCCTTTGCTTTCTC
L-GalPPase |GTCCCTGTTGTTGGAGTTGTTTAT CGCTTTGAGCTGACACTTTGAT
L-GalDH GCAAATCAAAGGGCAAGAAGA GCTCATCCCAACCAACACC

L-GLDH GAGCAGCAGATTGGTGGTATTATTC |ATTGTTCCCTTCGCAGGAGTAA
GSH 1 GAAGCCACATATGGACAGACACT CTCAAACCCAAAAGAGTCATCGAAA
GSH 2 ATTGGCTAAAGCTTGGTTGGAGTA |CGTTCTTCTGGCTGTACAATTACCA
GPX 7 TTCGCTGCAAATCCGTCTCC ACGTTAACGATCAACAAAGG

SOD1 GAACCTTCCAGAAGCTCCAG CCCTTAACAATCTCACTGCTACC
SOD 2 GAAGTGTCTCTGGGCTCAAG TGGCGGTTCTCATCTTGTG

APX CGAGAAATACGCTGCTGATGAA GGGGAGACACACACACACACA
MDAR AAATCACTACTCACGGCACACACT |TTTTCTTGGGCTTCCTTCATACTC
GR1 GCAAAATACAGCACAGGCGACAT GTAGGAGATGCCACAAACCGAA

GR 2 AGGTGGCTGGGAGAAAACGG TCTGGGCTGTTGGGGATGTT

DHAR ACTGGTGGGTGGAGAATGGT TTGTTTGCAGAGACGGATGAA
ACTINA TTCCTCATGCCATCCTCCGTCTT CAGCGATACCTGAGAACATAGTGG

3.1. Biomasa seca de la parte aérea

El crecimiento de las plantas se determind midiendo la biomasa seca de la

parte aérea en la que se observé una disminucion generalizada en todos los

tratamientos, aunque la mayor disminucion se encontr6 en el tratamiento Alk y

SO, que fueron del 43,3 % y del 48,8 % respectivamente, comparadas con las

plantas crecidas en condiciones control. Por otro lado, observamos como la

aplicacion de HS- al tratamiento alcalino (Alk+HS) en plantas Col-0 supone un
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incremento de biomasa de la parte aérea del 37,8 % con respecto a las plantas
crecidas en condiciones alcalinas (Alk). Por otro lado, cabe destacar que la
aplicacion de sulfato al tratamiento alcalino (Alk+SO) no tuvo ningun efecto con

respecto al tratamiento alcalino (Alk) (Fig.1).

01 Bioma sa
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0

Control Alk+HS Alk+S0O

Fig. 1. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la biomasa total de la parte
aérea. Las columnas son la media = S.E. (n=9). Diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los valores.

3.2. Expresion relativa de los genes implicados en la nutricién de

Nitrégeno y azufre.

En primer lugar, cabe destacar la disminucién significativa de la expresion de
los genes que codifican para las enzimas O-acetilserina tiol liasa C (OAS-TL C)
y ATP-sulfurilasa 1 (ATPS 1), asi como un incremento significativo en la

expresion del gen que codifica para la enzima adenosin-5'-fosfosulfato
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reductasa 2 (APR 2) observada en el tratamiento Alk+HS con respecto al

tratamiento Alk (Fig. 2a,2b).

En segundo lugar no observamos diferencias significativas en la expresion de
los genes que codifican para las isoenzimas; serina acetiltransferasa 1,1 (Serat
1.1), O-acetilserina tiol liasa A1 (OAS-TL Al), O-acetilserina tiol liasa B (OAS-
TL B), ATP sulfurilasa 2 (ATPS 2), ATP sulfurilasa 3 (ATPS 3), ATP sulfurilasa
4 (ATPS 4) y adenosin-5'-fosfosulfato reductasa 1 (APR 1), cuando

comparamos el tratamiento Alk con el tratamiento Alk+HS (Fig. 2a,2b).

Asimilacion del Sy N
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EControl BAlk BHS BRSO OAlk+HS OAIk+SO

Fig. 2a. Expresion relativa de los genes implicados en la asimilacion de Sy N.
Las columnas son la media + S.E. (n=9). Diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los valores.
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Asimilacion Sy N
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Fig. 2b. Expresion relativa de los genes implicados en la asimilacién de Sy N.
Las columnas son la media + S.E. (n=9). Diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los valores.

3.3. Expresion relativa de los genes implicados en la via de sintesis de

ascorbato.

Nuestros resultados muestran un incremento en la expresion del gen GDPME
en el tratamiento Alk+HS con respecto al tratamiento Alk junto con un
incremento similar tras la aplicacion de sulfato al tratamiento Alk (Alk+SO). Por
otro lado, observamos una disminucién significativa de la expresion del gen L-

DLDH en el tratamiento Alk+HS comparado con el tratamiento alcalino (Alk)

(Fig.3).

Sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los tratamientos
Alk y Alk+HS en la expresion de las enzimas GDP D-manosa pirofosforilasa

(GDPMPPasa) L galactona deshidrogenasa (L-GalDH) (Fig.3).
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Sintesis de AsA
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Fig. 3. Expresion relativa de los genes implicados en la sintesis de AsA. Las
columnas son la media + S.E. (n=9). Diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los valores.

3.4. Expresion relativa de los genes implicados en el la sintesis de

glutation

En cuanto a los genes que rigen la sintesis de las enzimas que intervienen en
las vias de sintesis de glutation cabe destacar que la Unica que incremento
bajo condiciones de alcalinidad su expresion, fue la gulutation peroxidasa

(GPX) con respecto al control alcalino (Alk) (Fig.4).

Por otro lado, no hubo diferencias significativas en la expresion de las enzimas
y-Glutamilcisteina sintetasa (gshl) y glutation sintetasa (gsh2) tras comparar el

tratamiento Alk con el Alk+HS (Fig.4).
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Sintesis de GSH
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Fig. 4. Expresion relativa de los genes implicados en la sintesis GSH. Las
columnas son la media + S.E. (n=9). Diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los valores.

3.5. Expresion relativa de los genes implicados en el ciclo ascorbato-

glutation

En el estudio de la expresion de los genes que intervienen en el metabolismo
del glutation destaca el descenso de la expresion de la isoenzima superoxido
dismutasa 1 (SOD1) en el tratamiento Alk+HS con respecto al tratamiento Alk
(Fig. 5a). Por otro lado, vemos como la expresion de la isoencima superoxido
dismutasa 2 (SOD2) experimenta un incremento con la aplicacion de HS- (HS)
si la comparamos con las plantas control, aunque bajo condiciones de estrés
alcalino observamos un efecto contrario; es decir, una disminucion dréstica de
la expresion de SOD2 si comparamos el tratamiento Alk con el tratamiento

Alk+HS (Fig. 5b).
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Por otro lado, el estudio muestra como se produce un incremento de la
expresion de la proteina monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) con la
aplicacion de SO4? (SO) y de NaHS (HS) con respecto a las plantas control
(control) y al tratamiento de estrés alcalino (Alk). Dicho incremento no se
produce cuando estos compuestos se aplican combinados con estrés alcalino,

ni en Alk+HS ni en Alk+SO (Fig. 5a).

Mientras que no hubo diferencias significativas en la expresion de las
proteinas; ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa 2 (GR2) (Fig. 5b),
dehidroascorbato reductasa (DHAR), glutation reductasa 1 (GR1) (Fig. 5a)

entre los tratamientos Alk y Alk+HS.
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Fig. 5a. Expresion relativa de los genes implicados en el ciclo AsA-GSH. Las
columnas son la media = S.E. (n=9). Diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los valores.
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Fig. 5b. Expresion relativa de los genes implicados en el ciclo AsA-GSH. Las
columnas son la media = S.E. (n=9). Diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los valores.

4. Discusion

4.1 Biomasa total

La biomasa total es un indicador 6ptimo para evaluar el estrés sufrido por la
planta y refleja su capacidad de crecimiento (Gong et al. 2013). Estudios
previos han demostrado que la aplicacion de NaHS puede mejorar el
crecimiento y la respuesta antioxidante de plantas sometidas a diferentes tipos
de estrés abidtico como calor, estrés hidrico, o salinidad (Shan et al., 2011,
Christou et al., 2013; Li et al., 2014; Montesinos-Pereira et al. 2018). art alc Sin
embargo, existe muy poca informacion sobre los efectos de la aplicacion
exdgena de NaHS para mejorar la tolerancia frente al estrés alcalino. Se trata
de un estrés muy nocivo para el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluso

puede producir dafios mas severos que el estrés por salinidad, de hecho, son
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varios los autores que demuestran que el estrés alcalino disminuye el
crecimiento y desarrollo de numerosas especies de plantas (Zhang and Mu,
2009; Paz et al., 2014). En el presente estudio observamos como las plantas
de Arabidopsis thaliana (Col-0) sometidas a estrés alcalino perdian un 48,25 %
de biomasa seca total respecto al control (Fig.1). Esta disminucidon se mitigo
tras la aplicacion de 0,5 mM de NaHS, ya que la pérdida de biomasa en el

tratamiento Alk+HS fue tan solo del 17,13 % con respecto a las plantas control

(Fig.1).
4.2 Implicacién del Hz2S en la asimilaciéon de SO4?

Con el objetivo de discernir si la mejora de la tolerancia frente al estrés alcalino
experimentada por las plantas de Arabidopsis mediante la aplicacion de NaHS
exdégeno (Fig.1), se debié a una mejora en el estado nutricional de la planta a
través de una induccion de la expresion de las enzimas que intervienen en la
asimilacion del S, en el presente trabajo se midieron las expresiones relativas
de los genes que codifican para las principales enzimas que intervienen en las
rutas de asimilacién del sulfato. La primera etapa del proceso de asimilacion
del SO4 % consiste en la activacion de éste por la enzima ATP-sulfurilasa, que
produce adenosina fosfato a partir del SO4 2y ATP (Pilon-Smits et al, 1999).
Diferentes estudios atribuyen a esta enzima una funcién de regulacion de la via
de asimilacion (Logan et al, 1996; Lappartient et al, 1999). Otro paso
importante en la asimilacion del SO4 % es la incorporacion del &tomo de S a la
cisteina, reaccion catalizada por las enzimas SAT y OAS-TL (Wirtz y Droux
2005). Durante la biosintesis de cisteina, el grupo acetil del acetil-CoA se
transfiere a la L-serina para producir O-acetil-serina (OAS). Esta reaccion es

catalizada por la enzima SAT. La sintesis posterior de cisteina en las plantas se
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produce mediante la sulfhidratacion de la OAS en presencia de sulfuros. Esta
reaccion es catalizada por la OAS-TL. Como se ha indicado en varios trabajos,
la actividad SAT es mucho menor que la actividad OAS-TL y apoyando esta
observacion, se ha demostrado que SAT es una enzima de baja abundancia en
comparacion con la OAS-TL. Sin embargo, hay pruebas considerables de que
SAT desempeiia un papel esencial en la regulacion de la biosintesis de cisteina
y la asimilacién de SOa4 % (Baszczyk et al. 1999; Harms et al. 2000; Hofgen et
al. 2001; Nikiforova et al. 2002), dado que la sobreexpresion de OAS-TL no
suele estar correlacionado con el contenido de Cys en plantas (Saito et al.

1994).

Por otra parte, cabe destacar que la cisteina como producto inicial de la
asimilacion del SO4 2 también forma parte del tripéptido glutation (GSH), que
participa en la desintoxicacion de las especies de oxigeno reactivo (ROS) y que
sirve de sustrato para la sintesis de fitoquelatinas y glucosinolatos (Kopriva y

Rennenberg, 2004). Aspecto en el que profundizaremos mas adelante.

Talukdar y Talukdar en 2013 observaron un incremento significativo de la
expresion de las proteinas SAT (LcSAT1;1 y LcSATL;2) y OAS TL, tras la
aplicacion de 10 puM de As en plantas de lenteja (Lens culinaris Medik). Por lo
que la sobreexpresion tanto de SAT como de OAS-TL tienen una gran
importancia no solo en el estado nutricional del S y la calidad nutricional de
plantas cultivables (Tabe et al. 2010), sino también en la modulacion a nivel
transcripcional para aumentar los componentes de las cascadas de tioles en
respuesta a diversos estreses abidticos (Liao et al. 2012). Sorprendentemente,
en el presente estudio no se observaron diferencias en la expresion relativa de

los genes que codifican para las isoenzimas Serat 1,1(SAT), OAS TL Al, OAS
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TL B, ATPS2, ATPS3, ATPS4 ni APR1, mientras que si se observé una
disminucion significativa de la expresion relativa de los genes que codifican
para las isoenzimas OAS TL C y ATPS 1, en el tratamiento Alk+HS con
respecto al tratamiento Alk (Fig.2a,2b). Esta disminucién podria deberse a la
aplicacion exdgena de una forma reducida de azufre como el NaHS que como
producto de las reacciones catalizadas inhibe la expresion de éstas, como
afirman algunos autores, la acumulacion de formas reducidas de S como el
sulfuro de hidrégeno, cisteina 0 GSH producen una inhibicion de la asimilaciéon
de sulfato en las primeras etapas del proceso, inhibiendo la expresion y
actividad de las enzimas OAS TL, ATPS y APR (Lappartient et al., 1999;
Kopriva and Koprivova, 2004). Por ello concluimos que la mejora de la
tolerancia mediante la aplicacion de NaHS observada en el tratamiento Alk+HS
(Fig.1), no se debe a un incremento en la expresion relativa de los genes que
codifican las principales enzimas que intervienen en la asimilacion del azufre en

plantas de Arabidopsis thaliana (Fig.2a,2b).

4.4. Implicacion del HzS en la sintesis de L-ascorbato

El &cido L-Ascorbato (AsA) es un metabolito multifuncional en plantas. Es un
tampon redox y antioxidante fundamental, asi como un cofactor enzimatico,
cumpliendo mudltiples roles en el control del crecimiento, sefializacién redox,
metabolismo y en la respuesta de las plantas frente a estreses abidticos y
patégenos (T6th et al. 2013; Hameed et al. 2015). En el presente estudio se
analizo la expresion de los genes que codifican las enzimas que intervienen en
la sintesis de L-ascorbato y observamos que la Unica enzima que incrementa
su expresion en el tratamiento Alk+HS con respecto al tratamiento AIK fue la

enzima GDPME (Fig.3). Es interesante destacar que la aplicacion de sulfato en
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el tratamiento Alk+SO también incrementd la expresion de GDPME, sin
embargo, no se correlaciona en este caso con la mitigacion de la perdida de
biomasa observada tras la aplicacion de NaHS en plantas sometidas a estrés
alcalino (Fig. 3). De hecho, Hou y colaboradores en 2015 observaron una
correlacion muy débil o incluso negativa entre la expresion de GDPME vy el
contenido en L-ascorbato en plantas de tomate. Por ello, la implicacion de esta
enzima en la sintesis de ascorbato podria no ser en algunos casos muy
determinante. Por otro lado, estudios previos demuestran que la enzima L-
GLDH es crucial para la sintesis de ascorbato afirmando que, entre los genes
biosintéticos del AsA, existe una fuerte correlacion positiva entre la expresion
relativa de la GLDH y la cantidad de AsA total en plantas de tomate (Hou et al.
2015). En el presente estudio la enzima L-GLDH muestra una inhibicién
significativa de su expresion en todos los tratamientos respecto al control
(Fig.3). Por ello concluimos que la tolerancia de las plantas de Arabidopsis
thaliana observada tras aplicar NaHS a plantas sometidas a estrés alcalino no
se correlacionan con un incremento en la expresion de los genes que codifican

las enzimas cruciales para la sintesis de ascorbato.

4.5. Implicacion del H2S en la sintesis de glutation

Un componente clave en la red de rutas antioxidantes es el tiol glutation. El
cual se sintetiza a partir de sus componentes aminoacidicos, L-Glu, L-Cis, y Gli,
en una reaccion catalizada en dos pasos por la enzima y-glutamilcisteina
sintetasa y-ECS (GSHL1) y glutatién sintetasa (GSH2) respectivamente (Noctor
et al., 2002). Hasta la fecha, dos genes, uno que codifica para y-ECS (GSH1) y
otro putativo de expresion citosdlica GSH2 han sido identificados en

Arabidopsis thaliana y en muchas otras especies (Rawlins et al., 1995; Cobbett
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et al., 1998; Noctor et al., 2002). Cabe destacar que la sobreexpresion o
inhibicion de GSH1 produce en Arabidopsis incrementos o disminuciones en
los niveles de glutation respectivamente (Cobbett et al., 1998; Xiang and Oliver,
1998; Vernoux et al., 2000). Por otro lado, la enzima y-ECS se considera clave
en la regulacién de la biosintesis de glutation y esta controlada a nivel de su
actividad enzimatica, sintesis de proteina y de mARN (Xiang and Oliver, 1998;
Noctor et al., 2002). Sorprendentemente, en el presente estudio, no se
encontraron incrementos significativos entre las plantas control y las plantas
sometidas a estrés alcalino en cuanto a la expresién relativa de las enzimas y-
ECS (GSH1), GSH2 y GPX7 esenciales para la sintesis de glutation (Fig.4). Sin
embargo, si se produjo un incremento en la expresion de la enzima glutation
peroxidasa cloroplastidial GPX7 en el tratamiento Alk+HS comparado con el
tratamiento Alk. Estas enzimas GPXs son importantes para la eliminacion de
ROS por su gran especificidad por el sustrato y su gran afinidad por el H202
(Brigelius-Flohe' y Flohe, 2003). Su principal actividad es catalizar la reduccion
del H202 e hidroperoxidos lipidicos en agua y alcohol, respectivamente,
utilizando el glutation como dador de electrones (Ursini et al., 1995; Fu et al.,
2002). De hecho, Chang y colaboradores en 2009 afirmaron que las enzimas
GPXs tienen un papel importante como reguladores y protectores durante la
aclimatacién a condiciones de estrés oxidativo. Estos mismos investigadores
concluyeron que la expresion de AtGPX7 es importante para afinar el
metabolismo celular de ROS, la fotosintesis y la regulacion de las respuestas
de aclimatacion e inmunodefensa frente a estrés abibtico. Por ello, el
incremento en la expresion relativa de GPX 7 observado en el presente trabajo,

podria estar relacionado con la tolerancia asociada al aporte de NaHS, sin

149



Capitulo 4

embargo, observamos un incremento similar de la expresion de GPX7 tras la
aplicacion de SO4? a las plantas sometidas a estrés alcalino, de manera que la
respuesta de incremento de la expresion de esta enzima no es una reaccion
especifica frente al aporte de NaHS (Fig. 1, Fig.4). Por lo que concluimos que
el incremento en la expresion de la enzima GPX7 en el tratamiento Alk+HS con
respecto al tratamiento Alk, tampoco supone un mecanismo especifico a través
del cual el sulfuro de hidrégeno otorga tolerancia frente a estrés alcalino en

plantas de Arabidopsis thaliana.

4.6. Ciclo ascorbato-glutation

Algunos investigadores sostienen que el ciclo ascorbato-glutation juega un
papel fundamental en la tolerancia frente al estrés alcalino (Liu et al., 2015). En
nuestro estudio las Unicas isoenzimas del ciclo ascorbato-glutation que
experimentaron diferencias en su expresion relativa al comparar los
tratamientos Alk y Alk+HS fueron las isoenzimas SOD 1 y SOD 2. Ambas
isoenzimas sufrieron una disminucion de la expresion relativa en el tratamiento
Alk+HS con respecto al tratamiento Alk (Fig. 5a, 5b). La SOD es una de las
enzimas clave en la tolerancia de las plantas frente al estrés, actuando en la
primera linea de defensa frente al efecto toxico de las especies de oxigeno
reactivas (ROS), ya que esta enzima cataliza la reaccion que dismuta el Oz en
oxigeno molecular y H202 (Gill and Tuteja, 2010). La expresion de las diferente
isoenzimas SOD suele inducirse en plantas sometidas a diferentes tipos de
estreses abidticos (Asgher et al.2021), sin embargo en el presente estudio, la
expresion relativa de las dos isoenzimas SOD 1 y SOD 2 analizadas, no
experimentaron diferencias bajo condiciones de estrés alcalino con respecto al

tratamiento control, es mas, la adicibn de NaHS produjo una inhibicion de la
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expresion de ambas isoenzimas cuando se aplica este compuesto a plantas de
Arabidopsis thaliana sometidas a estrés alcalino (Alk+HS) (Fig.5a y 5b). Por
otro lado, Montesinos y colaboradores en 2018 observaron una disminucion de
la actividad SOD en plantas sometidas a estrés alcalino tras aplicar NaHS en
plantas de Brassica oleracea, por lo que la disminucién de la expresion relativa
de SOD 1y SOD 2 observada en Arabidopsis thaliana, especie perteneciente
la familia Brassicaceae al igual que Brassica oleracea, podria ser indicativa de
una mejora del estado redox de las plantas que recibieron NaHS bajo
condiciones de estrés alcalino. Por ello concluimos que el incremento de la
tolerancia al estrés alcalino observado tras aplicar NaHS (Fig.1) no se
correlaciona con un incremento en la expresion de ninguna de las enzimas que
intervienen en el ciclo ascorbato glutation y, por tanto, no justifica la mejora de
la tolerancia observada en el tratamiento Alk+SH con respecto al tratamiento

Alk (Fig.1).
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5. Conclusion

En el presente trabajo podemos concluir que la aplicacion de 50 uM de NaHS
incrementd la tolerancia de las plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a
estrés alcalino. Este incremento en la tolerancia, no se correlacion6é con el

incremento en la expresion relativa de ninguno de los genes que codifican para
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la biosintesis de las principales enzimas implicadas en las vias de asimilacion
del S, la respuesta antioxidante, la sintesis de ascorbato, la sintesis de

glutation y el ciclo ascorbato-glutation.

152



Capitulo 4

6. Bibliografia

Aroca, A., Gotor, C., Bassham, D.C., Romero, L.C., 2020. Hydrogen Sulfide:
From a Toxic Molecule to a Key Molecule of Cell Life. Antioxidants (Basel) 9.
https://doi.org/10.3390/antiox9070621

Asada, K., 1999. THE WATER-WATER CYCLE IN CHLOROPLASTS:
Scavenging of Active Oxygens and Dissipation of Excess Photons. Annu.
Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. 50, 601-639.
https://doi.org/10.1146/annurev.arplant.50.1.601

Asgher, M., Ahmed, S., Sehar, Z., Gautam, H., Gandhi, S.G., Khan, N.A,,
2021. Hydrogen peroxide modulates activity and expression of antioxidant
enzymes and protects photosynthetic activity from arsenic damage in rice
(Oryza sativa L.). Journal of Hazardous Materials 401, 123365.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123365

Blaszczyk, Anna, Brodzik, R., Sirko, A., 1999. Increased resistance to
oxidative stress in transgenic tobacco plants overexpressing bacterial serine
acetyltransferase. The Plant Journal 20, 237-243.
https://doi.org/10.1046/].1365-313x.1999.00596.x

Blaszczyk, A., Brodzik, R., Sirko, A., 1999. Increased resistance to oxidative
stress in transgenic tobacco plants overexpressing bacterial serine
acetyltransferase. Plant Journal 20, 237-243. https://doi.org/10.1046/].1365-
313X.1999.00596.x

Brigelius-Flohé, R., Flohé, L., 2003. Is there a role of glutathione
peroxidases in signaling and differentiation? Biofactors 17, 93-102.

https://doi.org/10.1002/biof.5520170110

153



Capitulo 4

Cakmak, 1., 2005. The role of potassium in alleviating detrimental effects of
abiotic stresses in plants. Journal of Plant Nutrition and Soil Science 168,
521-530. https://doi.org/10.1002/jpIn.200420485

Chang, C.C.C., Slesak, I., Jorda, L., Sotnikov, A., Melzer, M., Miszalski, Z.,
Mullineaux, P.M., Parker, J.E., Karpinska, B., Karpinski, S., 2009.
Arabidopsis Chloroplastic Glutathione Peroxidases Play a Role in Cross
Talk between Photooxidative Stress and Immune Responses. Plant
Physiology 150, 670—-683. https://doi.org/10.1104/pp.109.135566

Christou, A., Manganaris, G.A., Papadopoulos, I., Fotopoulos, V., 2013.
Hydrogen sulfide induces systemic tolerance to salinity and non-ionic
osmotic stress in strawberry plants through modification of reactive species
biosynthesis and transcriptional regulation of multiple defence pathways. J
Exp Bot 64, 1953—-1966. https://doi.org/10.1093/jxb/ert055

Cobbett, C.S., May, M.J., Howden, R., Rolls, B., 1998. The glutathione-
deficient, cadmium-sensitive mutant, cad2-1, of Arabidopsis thaliana is
deficient in gamma-glutamylcysteine synthetase. Plant J 16, 73-78.
https://doi.org/10.1046/].1365-313x.1998.00262.x

Dawood, M., Cao, F., Jahangir, M.M., Zhang, G., Wu, F., 2012. Alleviation of
aluminum toxicity by hydrogen sulfide is related to elevated ATPase, and
suppressed aluminum uptake and oxidative stress in barley. Journal of
Hazardous Materials 209-210, 121-128.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2011.12.076

Flocco, C.G., Lindblom, S.D., Elizabeth, A.H., Smits, P., 2004.

Overexpression of Enzymes Involved in Glutathione Synthesis Enhances

154



Capitulo 4

Tolerance to Organic Pollutants in Brassica juncea. International Journal of
Phytoremediation 6, 289—-304. https://doi.org/10.1080/16226510490888811
Fredeen, A.L., Raab, T.K., Rao, I.M., Terry, N., 1990. Effects of phosphorus
nutrition on photosynthesis in Glycine max (L.) Merr. Planta 181, 399-405.
https://doi.org/10.1007/BF00195894

Fu, L.-H., Wang, X.-F., Eyal, Y., She, Y.-M., Donald, L.J., Standing, K.G.,
Ben-Hayyim, G., 2002. A selenoprotein in the plant kingdom. Mass
spectrometry confirms that an opal codon (UGA) encodes selenocysteine in
Chlamydomonas reinhardtii gluththione peroxidase. J Biol Chem 277,
25983-25991. https://doi.org/10.1074/jbc.M202912200

Gill, S.S., Tuteja, N., 2010. Reactive oxygen species and antioxidant
machinery in abiotic stress tolerance in crop plants. Plant Physiology and
Biochemistry 48, 909-930. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2010.08.016
Gomes, M.P., Duarte, D.M., Carneiro, M.M.L.C., Barreto, L.C., Carvalho, M.,
Soares, A.M., Guilherme, L.R.G., Garcia, Q.S., 2013. Zinc tolerance
modulation in Myracrodruon urundeuva plants. Plant Physiology and
Biochemistry 67, 1-6. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2013.02.018

Gong, B., Wen, D., VandenLangenberg, K., Wei, M., Yang, F., Shi, Q.,
Wang, X., 2013. Comparative effects of NaCl and NaHCO3 stress on
photosynthetic parameters, nutrient metabolism, and the antioxidant system
in tomato leaves. Scientia Horticulturae 157, 1-12.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2013.03.032

Hameed, A., Gulzar, S., Aziz, I., Hussain, T., Gul, B., Khan, M.A., 2015.

Effects of salinity and ascorbic acid on growth, water status and antioxidant

155



Capitulo 4

system in a perennial halophyte. AoB PLANTS 7.
https://doi.org/10.1093/acbpla/plv004

Harms, K., Ballmoos, P.V., Brunold, C., Hofgen, R., Hesse, H., 2000.
Expression of a bacterial serine acetyltransferase in transgenic potato plants
leads to increased levels of cysteine and glutathione. The Plant Journal 22,
335-343. https://doi.org/10.1046/j.1365-313x.2000.00743.x

Hofgen, R., Kreft, O., Willmitzer, L., Hesse, H., 2001. Manipulation of thiol
contents in plants. Amino Acids 20, 291-299.
https://doi.org/10.1007/s007260170045

Jin, H., Kim, H.R., Plaha, P., Liu, S.K., Park, J.Y., Piao, Y.Z., Yang, Z.H.,
Jiang, G.B., Kwak, S.S., An, G., Son, M., Jin, Y.H., Sohn, J.H., Lim, Y.P.,
2008. Expression profiling of the genes induced by Na2CO3 and NaCl
stresses in leaves and roots of Leymus chinensis. Plant Science 175, 784—
792. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2008.07.016

Johnson, S.M., Doherty, S.J., Croy, R.R.D., 2003. Biphasic Superoxide
Generation in Potato Tubers. A Self-Amplifying Response to Stress. Plant
Physiology 131, 1440-1449. https://doi.org/10.1104/pp.013300

Kopriva, S., Koprivova, A., 2004. Plant adenosine 5’-phosphosulphate
reductase: the past, the present, and the future. J Exp Bot 55, 1775-1783.
https://doi.org/10.1093/jxb/erh185

Kopriva, S., Mugford, S.G., Matthewman, C., Koprivova, A., 2009a. Plant
sulfate assimilation genes: redundancy versus specialization. Plant Cell Rep

28, 1769-1780. https://doi.org/10.1007/s00299-009-0793-0

156



Capitulo 4

Kopriva, S., Mugford, S.G., Matthewman, C., Koprivova, A., 2009b. Plant
sulfate assimilation genes: redundancy versus specialization. Plant Cell Rep
28, 1769-1780. https://doi.org/10.1007/s00299-009-0793-0

Kopriva, S., Rennenberg, H., 2004. Control of sulphate assimilation and
glutathione synthesis: interaction with N and C metabolism. J Exp Bot 55,
1831-1842. https://doi.org/10.1093/jxb/erh203

Krueger, S., Niehl, A., Martin, M.C.L., Steinhauser, D., Donath, A,
Hildebrandt, T., Romero, L.C., Hoefgen, R., Gotor, C., Hesse, H., 2009.
Analysis of cytosolic and plastidic serine acetyltransferase mutants and
subcellular metabolite distributions suggests interplay of the cellular
compartments for cysteine biosynthesis in Arabidopsis. Plant, Cell &
Environment 32, 349-367. https://doi.org/10.1111/j.1365-3040.2009.01928.x
Lappartient, A.G., Vidmar, J.J., Leustek, T., Glass, A.D.M., Touraine, B.,
1999. Inter-organ signaling in plants: regulation of ATP sulfurylase and
sulfate transporter genes expression in roots mediated by phloem-
translocated compound. The Plant Journal 18, 89-95.
https://doi.org/10.1046/].1365-313X.1999.00416.x

LI, R., SHI, F., FUKUDA, K., YANG, Y., 2010. Effects of salt and alkali
stresses on germination, growth, photosynthesis and ion accumulation in
alfalfa (Medicago sativa L.). Soil Science and Plant Nutrition 56, 725-733.
https://doi.org/10.1111/j.1747-0765.2010.00506.x

Li, Z.-G., Yi, X.-Y., Li, Y.-T., 2014. Effect of pretreatment with hydrogen
sulfide donor sodium hydrosulfide on heat tolerance in relation to antioxidant
system in maize (Zea mays) seedlings. Biologia 69, 1001-1009.

https://doi.org/10.2478/s11756-014-0396-2

157



Capitulo 4

Liao, D., Pajak, A., Karcz, S.R., Chapman, B.P., Sharpe, A.G., Austin, R.S.,
Datla, R., Dhaubhadel, S., Marsolais, F., 2012. Transcripts of sulphur
metabolic genes are co-ordinately regulated in developing seeds of common
bean lacking phaseolin and major lectins. J Exp Bot 63, 6283-6295.
https://doi.org/10.1093/jxb/ers280

Lisjak, M., Srivastava, N., Teklic, T., Civale, L., Lewandowski, K., Wilson, I.,
Wood, M.E., Whiteman, M., Hancock, J.T., 2010. A novel hydrogen sulfide
donor causes stomatal opening and reduces nitric oxide accumulation. Plant
Physiol Biochem 48, 931-935. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2010.09.016
Liu, N., Jin, Z., Wang, S., Gong, B., Wen, D., Wang, X., Wei, M., Shi, Q.,
2015. Sodic alkaline stress mitigation with exogenous melatonin involves
reactive oxygen metabolism and ion homeostasis in tomato. Scientia
Horticulturae 181, 18-25. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2014.10.049
Logan, H.M., Cathala, N., Grignon, C., Davidian, J.-C., 1996. Cloning of a
cDNA Encoded by a Member of the Arabidopsis thaliana ATP Sulfurylase
Multigene Family EXPRESSION STUDIES IN YEAST AND IN RELATION
TO PLANT SULFUR NUTRITION. J. Biol. Chem. 271, 12227-12233.
https://doi.org/10.1074/jbc.271.21.12227

Mishra, S., Srivastava, S., Tripathi, R.D., Trivedi, P.K., 2008. Thiol
metabolism and antioxidant systems complement each other during
arsenate detoxification in Ceratophyllum demersum L. Aquatic Toxicology
86, 205-215. https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2007.11.001

Miyake, C., Miyata, M., Shinzaki, Y., Tomizawa, K., 2005. CO2 Response of
Cyclic Electron Flow around PSI (CEF-PSI) in Tobacco Leaves—Relative

Electron fluxes through PSI and PSII Determine the Magnitude of Non-

158



Capitulo 4

photochemical Quenching (NPQ) of Chl Fluorescence. Plant Cell Physiol 46,
629-637. https://doi.org/10.1093/pcp/pci067

Montesinos-Pereira, D., de la Torre-Gonzéalez, A., Blasco, B., Ruiz, J.M.,
2018. Hydrogen sulphide increase the tolerance to alkalinity stress in
cabbage plants (Brassica oleracea L. 'Bronco’). Scientia Horticulturae 235,
349-356. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2018.03.021

Nikiforova, V., Kempa, S., Zeh, M., Maimann, S., Kreft, O., Casazza, A.P.,
Riedel, K., Tauberger, E., Hoefgen, R., Hesse, H., 2002. Engineering of
cysteine and methionine biosynthesis in potato. Amino Acids 22, 259-278.
https://doi.org/10.1007/s007260200013

Noctor, G., Foyer, C.H., 1998. ASCORBATE AND GLUTATHIONE: Keeping
Active Oxygen Under Control. Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol.
49, 249-279. https://doi.org/10.1146/annurev.arplant.49.1.249

Noctor, G., Gomez, L., Vanacker, H., Foyer, C.H., 2002. Interactions
between biosynthesis, compartmentation and transport in the control of
glutathione homeostasis and signalling. J Exp Bot 53, 1283-1304.
https://doi.org/10.1093/jexbot/53.372.1283

Pilon-Smits, E.A.H., Hwang, S., Lytle, C.M., Zhu, Y., Tai, J.C., Bravo, R.C.,
Chen, Y., Leustek, T., Terry, N., 1999. Overexpression of ATP Sulfurylase in
Indian Mustard Leads to Increased Selenate Uptake, Reduction, and
Tolerance. Plant Physiology 119, 123-132.
https://doi.org/10.1104/pp.119.1.123

Rawlins, M.R., Leaver, C.J., May, M.J., 1995. Characterisation of an
Arabidopsis thaliana cDNA encoding glutathione synthetase. FEBS Letters

376, 81-86. https://doi.org/10.1016/0014-5793(95)01253-1

159



Capitulo 4

Reddy, A.R., Chaitanya, K.V., Vivekanandan, M., 2004. Drought-induced
responses of photosynthesis and antioxidant metabolism in higher plants.
Journal of Plant Physiology 161, 1189-1202.
https://doi.org/10.1016/}.jplph.2004.01.013

Sade, N., Umnajkitikorn, K., Rubio Wilhelmi, M. del M., Wright, M., Wang,
S., Blumwald, E., 2018. Delaying chloroplast turnover increases water-deficit
stress tolerance through the enhancement of nitrogen assimilation in rice. J
Exp Bot 69, 867—878. https://doi.org/10.1093/jxb/erx247

Saito, K., Kurosawa, M., Tatsuguchi, K., Takagi, Y., Murakoshi, 1., 1994.
Modulation of Cysteine Biosynthesis in Chloroplasts of Transgenic Tobacco
Overexpressing Cysteine Synthase [O-Acetylserine(thiol)-lyase]. Plant
Physiology 106, 887—895. https://doi.org/10.1104/pp.106.3.887

Shalata, A., Mittova, V., Volokita, M., Guy, M., Tal, M., 2001. Response of
the cultivated tomato and its wild salt-tolerant relative Lycopersicon pennellii
to salt-dependent oxidative stress: The root antioxidative system.
Physiologia Plantarum 112, 487-494. https://doi.org/10.1034/].1399-
3054.2001.1120405.x

Shan, C., Liu, H., Zhao, L., Wang, X., 2014. Effects of exogenous hydrogen
sulfide on the redox states of ascorbate and glutathione in maize leaves
under salt stress. Biologia plantarum 58, 169-173.
https://doi.org/10.1007/s10535-013-0366-5

Shan, C., Zhang, S., Li, D., Zhao, Y., Tian, X., Zhao, X., Wu, Y., Weli, X, Liu,
R., 2011. Effects of exogenous hydrogen sulfide on the ascorbate and
glutathione metabolism in wheat seedlings leaves under water stress. Acta

Physiol Plant 33, 2533. https://doi.org/10.1007/s11738-011-0746-4

160



Capitulo 4

Shi, D., Sheng, Y., 2005. Effect of various salt—alkaline mixed stress
conditions on sunflower seedlings and analysis of their stress factors.
Environmental and Experimental Botany 54, 8-21.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2004.05.003

Shi, D., Wang, D., 2005. Effects of various salt-alkaline mixed stresses on
Aneurolepidium chinense (Trin.) Kitag. Plant Soil 271, 15-26.
https://doi.org/10.1007/s11104-004-1307-z

Singh, V.P., Singh, S., Kumar, J., Prasad, S.M., 2015. Hydrogen sulfide
alleviates toxic effects of arsenate in pea seedlings through up-regulation of
the ascorbate—glutathione cycle: Possible involvement of nitric oxide.
Journal of Plant Physiology 181, 20-29.
https://doi.org/10.1016/}.jplph.2015.03.015

Tabe, L., Wirtz, M., Molvig, L., Droux, M., Hell, R., 2010. Overexpression of
serine acetlytransferase produced large increases in O-acetylserine and free
cysteine in developing seeds of a grain legume. J Exp Bot 61, 721-733.
https://doi.org/10.1093/jxb/erp338

Talukdar, D., Talukdar, T., 2014. Coordinated response of sulfate transport,
cysteine biosynthesis, and glutathione-mediated antioxidant defense in lentil
(Lens culinaris Medik.) genotypes exposed to arsenic. Protoplasma 251,
839-855. https://doi.org/10.1007/s00709-013-0586-8

Tanji, K.K., 2002. Salinity in the Soil Environment, in: Lauchli, A., Littge, U.
(Eds.), Salinity: Environment - Plants - Molecules. Springer Netherlands,

Dordrecht, pp. 21-51. https://doi.org/10.1007/0-306-48155-3 2

161



Capitulo 4

Téth, S.Z., Schansker, G., Garab, G., 2013. The physiological roles and
metabolism of ascorbate in chloroplasts. Physiol Plant 148, 161-175.
https://doi.org/10.1111/ppl.12006

Tripathi, P., Mishra, A., Dwivedi, S., Chakrabarty, D., Trivedi, P.K., Singh,
R.P., Tripathi, R.D., 2012. Differential response of oxidative stress and thiol
metabolism in contrasting rice genotypes for arsenic tolerance.
Ecotoxicology and Environmental Safety 79, 189-198.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2011.12.019

Ursini, F., Maiorino, M., Brigelius-Flohé, R., Aumann, K.D., Roveri, A.,
Schomburg, D., Flohé, L., 1995. Diversity of glutathione peroxidases.
Methods Enzymol 252, 38-53. https://doi.org/10.1016/0076-6879(95)52007-
4

Vernoux, T., Wilson, R.C., Seeley, K.A., Reichheld, J.-P., Muroy, S., Brown,
S., Maughan, S.C., Cobbett, C.S., Van Montagu, M., Inzé, D., May, M.J.,
Sung, Z.R., 2000. The ROOT MERISTEMLESS1/CADMIUM SENSITIVE2
Gene Defines a Glutathione-Dependent Pathway Involved in Initiation and
Maintenance of Cell Division during Postembryonic Root Development.
Plant Cell 12, 97-110.

Wang, B.-L., Shi, L., Li, Y.-X., Zhang, W.-H., 2010. Boron toxicity is
alleviated by hydrogen sulfide in cucumber (Cucumis sativus L.) seedlings.
Planta 231, 1301-1309. https://doi.org/10.1007/s00425-010-1134-9

Wang, H., Wu, Z., Chen, Y., Yang, C., Shi, D., 2011. Effects of salt and
alkali stresses on growth and ion balance in rice (Oryza sativa L.). Plant, Soil

and Environment 57, 286—294. https://doi.org/10.17221/36/2011-pse

162



Capitulo 4

Wang, X., Geng, S., Ri, Y.-J., Cao, D., Liu, J., Shi, D., Yang, C., 2011.
Physiological responses and adaptive strategies of tomato plants to salt and
alkali stresses. Scientia Horticulturae 130, 248-255.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2011.07.006

Wang, Y., Li, L., Cui, W., Xu, S., Shen, W., Wang, R., 2012. Hydrogen
sulfide enhances alfalfa (Medicago sativa) tolerance against salinity during
seed germination by nitric oxide pathway. Plant Soil 351, 107-119.
https://doi.org/10.1007/s11104-011-0936-2

Wang, Y., Ma, H., Liu, G., Xu, C., Zhang, D., Ban, Q., 2008. Analysis of
Gene Expression Profile of Limonium bicolor under NaHCO3 Stress Using
cDNA Microarray. Plant Mol Biol Rep 26, 241-254.
https://doi.org/10.1007/s11105-008-0037-4

Watanabe, M., Mochida, K., Kato, T., Tabata, S., Yoshimoto, N., Noji, M.,
Saito, K., 2008. Comparative Genomics and Reverse Genetics Analysis
Reveal Indispensable Functions of the Serine Acetyltransferase Gene
Family in  Arabidopsis. The Plant  Cell 20, 2484-2496.
https://doi.org/10.1105/tpc.108.060335

Wirtz, M., Droux, M., 2005. Synthesis of the sulfur amino acids: cysteine and
methionine. Photosynth Res 86, 345-362. https://doi.org/10.1007/s11120-
005-8810-9

Wirtz, M., Hell, R., 2006. Functional analysis of the cysteine synthase
protein complex from plants: Structural, biochemical and regulatory
properties. Journal of Plant Physiology 163, 273-286.

https://doi.org/10.1016/}.jplph.2005.11.013

163



Capitulo 4

Xiang, C., Oliver, D.J., 1998. Glutathione Metabolic Genes Coordinately
Respond to Heavy Metals and Jasmonic Acid in Arabidopsis. The Plant Cell
10, 1539-1550. https://doi.org/10.1105/tpc.10.9.1539

Zhang, H., Hu, S.-L., Zhang, Z.-J., Hu, L.-Y., Jiang, C.-X., Wei, Z.-J., Liu, J.,
Wang, H.-L., Jiang, S.-T., 2011. Hydrogen sulfide acts as a regulator of
flower senescence in plants. Postharvest Biology and Technology 60, 251—

257. https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2011.01.006

164



165



DISCUSION GENERAL

166




Discusion general

3 Discusion general

Como hemos indicado en los capitulos 1 y 2 esta tesis doctoral, el H2S se ha
considerado tradicionalmente como una sustancia fitotdxica, ya que aplicado a
ciertas dosis puede producir grabes problemas en el crecimiento y desarrollo
de diferentes especies de plantas cultivables (Thompson y Kats, 1978, Koch y
Erskine, 2001). Sin embargo, estudios recientes demuestran que, a ciertas
dosis, la aplicacion de H2S puede estimular los mecanismos de defensa
antioxidante de las plantas, asi como la absorcion de nutrientes, afectando
profundamente los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta (Gadalla y
Snyder, 2010; Dawood et al., 2012). Efectivamente en los capitulos 1 y 2
concluimos que el efecto de la aplicacion de NaHS en plantas de Brassica

oleracea L. 'Bronco’ es dosis-dependiente (Esquemal).

Chlorophylla

— Carotenoids
co’

Aliphatics GL .§ B. Olerase:

V) : : i
| 1Dx-‘«—‘1 0 otal Phenolics

= 0.5mM NaH$

——— SmM NaH$ % A Respect to control

Esquema 1: Porcentaje de variacion de algunos parametros de calidad nutricional y

estrés tras aplicar dosis baja (0,5 mM) y dosis alta (5 mM) de NaHS.
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Ya en la década de 1980 se observd que la aplicacion de bajas
concentraciones de H2S (100 mg/L), podia aumentar considerablemente el
crecimiento de la alfalfa, la lechuga y la remolacha azucarera (Thompsonet al.
1979). En este sentido, Ali y colaboradores en 2014 observaron en hojas de
Brassica napus, que la aplicacion de H2S a una concentracion de 0,2 mM
aumentaba el crecimiento en términos de altura de la planta en un 5% (Ali et
al., 2014). De acuerdo con estos resultados, en nuestro trabajo observamos
que tras aplicar 0,5 y 1 mM de NaHS a plantas de col (Brassica oleracea L.
'‘Bronco’) se produjo un incremento de biomasa de la parte aérea del 64 y 65%
respectivamente comparadas con las plantas control (Fig. 1. Cap. 1). Por el
contrario, en el tratamiento de 5 mM de NaHS observamos una disminucion
significativa de la biomasa de la parte aérea (Fig. 1). Cabe destacar que esta
disminucién de biomasa ya fue descrita anteriormente por otros autores en
plantas de B. oleracea (Koch y Erskine, 2001; Lamers et al., 2013) y por ello
concluimos que el efecto fortificante del NaHS sobre la biomasa de la parte
aérea se produce tras aplicar dosis “bajas” (0,5 y 1 mM), mientras que los
niveles altos (>5 mM) aplicados inhiben el crecimiento de la planta y la biomasa
con pérdidas significativas del 55% (Fig. 1. Cap. 1). Aungue se desconocen los
mecanismos fisioldgicos que intervienen en los efectos del Hz2S, probablemente
los efectos nocivos del H2S sobre B.oleracea no se producen por una mera
perturbacion del equilibrio de S en la planta, sino por alteraciones en el
metabolismo secundario, en proteinas enzimaticas y en membranas celulares

(Nakamura et al. 2009).

Por otra parte, la fitotoxicidad del H2S parece ser el resultado de su alta

afinidad por los grupos metélicos de las proteinas (Beauchamp et al.1984).
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Tanto el dafio a las membranas celulares como la interaccion del Hz2S con las
enzimas de la célula, podrian explicar la reduccion de la biomasa que se
produce a 2,5 y 5 mM de NaHS. Aungque como vemos en el capitulo 2, la
acumulacion de NH4* también podria ser una causa que propiciara la pérdida
de biomasa a estas concentraciones de NaHS tan elevadas. Estos resultados
estan correlacionados respectivamente con los niveles foliares de H2S
encontrados en cada tratamiento (Fig. 2. Cap. 1). En la misma linea, otros
autores también mostraron un aumento de las concentraciones de H2S en
hojas de Morera después de la aplicacion de 0,8 mM de NaHS (Hu et al.,

2014).

Continuando con la discusiéon del capitulo 1, cabe destacar como la aplicacion
en el rango de 0,5 a 1 mM de NaHS hizo aumentar la biomasa de B. oleracea,
asi como, la produccion de compuestos antioxidantes, considerados en
nutricibn humana como compuestos bioactivos, como son: carotenoides,
antocianinas, fenoles, flavonoles y glucosinolatos, por lo que estos resultados
comienzan a definir la “dosis Optima” para mejorar el rendimiento y la calidad
nutricional de Brassica oleracea var. 'Bronco' . Por otra parte, la aplicacién de
dosis mas altas (>2,5 mM de NaHS) podrian considerarse como "téxicas"
segun la generacién de un exceso de peroxidacion lipidica, y pérdidas de
clorofila, asi como la reduccién en el contenido de compuestos bioactivos para
la nutricibn humana, mostrando estas plantas sintomas evidentes de estrés.
Por ello, el estudio realizado en el capitulo 1 nos permitié acotar las dosis para
la definicién de éstas como “optimas” entre 0,5 y 1 mM de NaHS, y aquellas

causantes de fitotoxicidad >2,5 mM de NaHS.
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Con objeto de seguir definiendo que dosis de H2S consideramos como
“optimas” y cuales “fitotoxicas” en plantas de Brassica oleracea,bajo nuestras
condiciones experimentales, en el capitulo 2 abordamos el estudio del efecto
de la aplicacion de diferentes dosis de NaHS ( 0.5,1, 2.5 y 5 mM de NaHS)
sobre el metabolismo del N. Ambas vias de asimilacion del S y el N estan
intimamente coordinadas y se ha demostrado que la deficiencia de un
elemento obstruye ampliamente la via metabolica del otro (Scherer, 2008). Por
otro lado, cabe resaltar que el S es un nutriente esencial para la sintesis de
aminoacidos azufrados (cisteina y metionina), antioxidantes naturales (glutation
reducido; GSH), coenzimas, grupos protésicos (ferredoxina), vitaminas,
metabolitos secundarios, fitoquelatinas (PC) y lipidos (Scherer, 2008). En esta
linea observamos que la aplicacion de una forma de S reducida como es el
H2S, modulaba los procesos de asimilacion del N (Cap. 2), alterando las
concentraciones de NH4" en las plantas de B. oleracea. A este respecto
observamos en primer lugar que la acumulacion excesiva de NH4* puede ser
responsable de la disminucién de biomasa en los tratamientos 2,5y 5 mM de
NaSH, ya que el alto contenido de NH4* generado en la asimilacion del NOs™ y
la fotorrespiracion con dosis de 2,5y 5 mM debe ser rapidamente asimilado en
compuestos organicos no toéxicos. Esta asimilacion se produce a través del
ciclo GS-GOGAT, dando lugar a formas organicas como el glutamato (Glu) y la
glutamina (GIn). Estos aminoacidos (AAs) son precursores en la sintesis de
otros AAs, acidos nucleicos, clorofilas y hormonas (Oliveira et al., 2001). Con
respecto a los tratamientos de NaSH, el Unico que registrd un incremento de la
actividad GS correlacionado con un gran incremento de biomasa fue el

tratamiento 0,5 mM de NaSH, por lo que para este tratamiento podria existir

170



Discusion general

una relacion directa entre el aumento de la biomasa y el proceso de asimilacién

de N (Tabla 2 y Fig. 1. Cap. 2).

De hecho, en el tratamiento 0,5 mM de NaSH la actividad GOGAT se mantuvo
igual que en las plantas control (Tabla 2. Cap. 2). Este hecho, junto con la
intensificacion de la actividad de la enzima GS (Tabla 2. Cap. 2) condujo a un
incremento en la asimilacion de N que se tradujo en un incremento en el
contenido de aminoacidos proteinogénicos (Tabla 3. Cap. 2) vy
concomitantemente en un incremento de proteinas solubles (Tabla 4. Cap. 2).
La capacidad de retirar el exceso de NH4* y asimilarlo en aminoacidos con los
que se constituyen proteinas solubles parece estar relacionada con el

incremento de biomasa observado en este tratamiento (Cap. 2).

Por otra parte, el tratamiento 1 mM no mostré ninguna diferencia significativa
con respecto al control (Tabla 2. Cap. 2), y por lo tanto en este caso la mayor
biomasa de la parte aérea podria deberse a la induccién de otro proceso
fisiolégico tan esencial para el crecimiento de las plantas como la fotosintesis,

aunque mas investigacion al respecto se deberia realizar.

Por lo dilucidado anteriormente, concluimos que la aplicacion de 0,5 mM de
NaSH podria ser una estrategia beneficiosa para mejorar los procesos
implicados en la asimilacion del N, acompafiada de un aumento de los
aminoacidos esenciales (Tabla 3, Cap. 2) asi como de la produccién de

biomasa de los cultivos de hoja fresca (Figl. Cap. 2).

Para discernir que dosis de H2S considerariamos como “6ptima” dentro del
rango definido con anterioridad en el capitulo 1, en el capitulo 2 observamos

que la actividad nitrato reductasa (NR), enzima clave en el proceso de
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asimilacion de N (Oliveira et al., 2001), se inhibia tras incrementar la dosis de
0,5 a 1 mM. Esto, unido a la mejora significativa de la calidad nutricional (Cap.
1), asi como de los procesos que intervienen en la asimilacion del N en plantas
de Brassica oleracea nos llevo a definir la dosis “optima” como 0,5 mM de

NaHS.

En la segunda parte de la presente tesis doctoral (Cap. 3 y 4), y tras haber
definido el concepto de “dosis optima” de NaHS como 0,5 mM, por los efectos
observados en los dos primeros trabajos, nos preguntamos si la aplicacion de
esta dosis de H2S (0,5 mM de NaHS) podria ejercer algun efecto
bioestimulante en plantas de Brassica oleracea L. “Bronco” sometidas a estrés

alcalino.

El estrés alcalino se caracteriza por un elevado pH y la acumulacién masiva de
Na* dando lugar a una falta de protones en el medio y a la alteracion o
inhibicién de los gradientes y/o potenciales electroquimicos en las células
radicales, alterando muchas funciones fisiol6gicas, como la captacion de agua
y de iones (Wang et al, 2011a; Wang et al.,, 2011b). Debido a estas
alteraciones de las funciones fisioldgicas de la raiz, el estrés alcalino (pH > 8,5)
inhibe el crecimiento y la fotosintesis. Esta reduccion de la ingesta de COz, asi
como, el exceso de electrones producidos durante la fotosintesis debido a este
tipo de estrés, causa dafio oxidativo en las células y altera el metabolismo

antioxidante, generando ROS (Cakmak, 2005).

En este sentido, estudios anteriores han demostrado que la aplicacién de
NaHS puede mejorar el crecimiento de las plantas y la respuesta antioxidante a

diferentes tipos de estrés abidtico como el calor, el agua o la salinidad (Shan et
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al., 2011; Christou et al., 2013; Li et al., 2014). Sin embargo, hay muy poca
informacion sobre el efecto de la aplicacion de NaHS exdgeno para fomentar la
tolerancia al estrés por alcalinidad. Muchos trabajos muestran que el estrés por
alcalinidad deprime el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Zhang y Mu,
2009; Paz et al., 2014). En el estudio realizado en el capitulo 3, las plantas de
Brassica oleracea sometidas a estrés por alcalinidad registraron un 64% menos
de biomasa foliar (Fig. 1. Cap. 3). Esta disminucién se mitigd después de la
aplicacion del NaHS, ya que la pérdida de biomasa en el tratamiento de
alcalinidad + NaHS fue solo del 30% con respecto al control (Fig. 1. Cap. 3).
Tras observar que el fenotipo de las plantas “fortificadas” con la dosis “optima”
de NaHS (0.5 mM) toleraban las condiciones de estrés alcalino (con un 34 %
menos de perdida de biomasa) mejor que las que no fueron “fortificadas”, nos
preguntamos si esto podria deberse a una mejora de la capacidad antioxidante
de la planta inducida por H2S. Pregunta que justifica el estudio llevado a cabo

en el capitulo 3.

En cuanto a los efectos del H2S sobre la respuesta antioxidante de Brassica
oleracea, cabe destacar el papel de la enzima SOD que aunque disminuyo su
actividad con respecto al control, aumenté un 65% cuando se afadi6 NaHS a
las plantas en condiciones de alcalinidad, en comparacion con el tratamiento
alcalino sin NaHS (Tabla 1. Cap. 3). Segun estos resultados, el NaHS aplicado
redujo el contenido en Oz en un 57% con respecto a las plantas en
condiciones de alcalinidad y, por lo tanto, la mayor actividad de SOD después
de la aplicacién del NaHS desempefa un papel fundamental en la eliminacién
de esta ROS (Tabla 1. Cap. 3). Estos resultados concuerdan con los de Ali et

al. (2014), quienes observaron que bajo el estrés por exceso de Pb la actividad
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de SOD disminuy6é y el Oz incrementd. Por ultimo, cabe sefialar que la
disminucién en el contenido de Oz~ después de la aplicacion de NaHS se
correlacion6 directamente con el aumento de la biomasa de este tratamiento

(Fig.1. Cap. 3).

Por otro lado, parte del O2" presente en las plantas se genera cuando la
enzima LOX cataliza la reaccion de oxidacién de los acidos grasos (Lynch y
Thompson, 1984). En nuestro estudio, encontramos una mayor actividad LOX,
gue se correlacioné con el mayor contenido en MDA en condiciones de estrés
alcalino con respecto al control (Fig. 2. Cap. 3). Sin embargo, después de
aplicar 0,5 mM de NaHS, la actividad LOX y el contenido de MDA disminuyeron
significativamente con respecto a las plantas sometidas a estrés alcalino (Fig.
2. Cap. 3). De hecho, otros investigadores también han observado una
disminucién del contenido de MDA en condiciones de estrés térmico en plantas
de maiz cuando se aplicé un pretratamiento de 0,7 mM de NaHS (Li et al.,
2014). Estos resultados parecen indicar que el H2S podria desempefiar un
papel importante tanto en la desintoxicacién del ROS en condiciones de estrés
alcalino, como en el mantenimiento de la integridad de las membranas

celulares.

Uno de los compuestos mas importantes para la desintoxicacion de ROS es el
GSH (Gill y Tuteja, 2010). A este respecto, en el capitulo 3 observamos que la
actividad de la enzima y-ECS, enzima limitante en el proceso de sintesis de
GSH, experimenté un aumento en condiciones de alcalinidad tras la aplicacion
de NaHS (Tabla 2. Cap 3). Resultados similares han sido reportados por Shan
et al. (2014), quienes después de aplicar 0,6 mM de NaHS a plantas de maiz

sometidas a estrés por salinidad encontraron una mayor actividad de y-ECS.
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En el presente estudio, la actividad de y-ECS aumenté en un 46% en el
tratamiento de alcalino suplementado con NaHS con respecto al tratamiento
alcalino. Sin embargo, ya que este aumento se reflejé6 en un mayor contenido
en GSH total, este tratamiento mantuvo los niveles de GSH del tratamiento
control (Tabla 3. Cap. 3). Por otro lado, la mayor actividad de y-ECS se
correlacion6 con un aumento del 51% en el contenido de GSH reducido
observado en el tratamiento de alcalinidad suplementado con NaHS con
respecto al tratamiento alcalino (Tablas 2 y 3. Cap. 3). En este sentido, muchos
trabajos muestran que la aplicacion del H2S en cualquiera de sus formas
quimicas (NazS, NaHS, GYY4137, AP97 y AP105) potencia el contenido
reducido de GSH en las plantas y, por tanto, su capacidad antioxidante y su
tolerancia a diferentes tipos de estrés como la salinidad, el estrés osmoético o el

estrés de metales pesados (Hancock y Whiteman, 2014).

Por otra parte, cabe destacar que el contenido de GSSG en el tratamiento de
alcalinidad fue mayor con un aumento del 60% con respecto al control. Sin
embargo, el tratamiento de alcalinidad-NaSH no mostr6 diferencias
significativas con respecto al control (Tabla 3. Cap. 3). En consecuencia, el
cociente GSH/GSSG aumentd en un 78% después de aplicar NaHS a las
plantas sometidas a estrés alcalino en comparacion con las plantas sometidas
a estrés alcalino sin NaHS (Tabla 3. Cap. 3). Shan et al. (2014) también
observaron un aumento del cociente GSH/GSSG en las plantas de maiz
después de los pretratamientos con 0.6 mM de NaHS en condiciones de
salinidad, lo que sugiere que la aplicacibn de NaHS podria actuar para

mantener el estado redox de la GSH en condiciones de estrés.
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Por otro lado, la enzima APX dentro del ciclo AsA-GSH, juega un papel
importante en la eliminacién del ROS (Gill y Tuteja, 2010). De hecho, en este
estudio, encontramos un aumento del 60% en la actividad de APX en el
tratamiento de la alcalinidad, asi como un aumento del 66% en el tratamiento
de la alcalinidad-NaHS con respecto al control (Fig. 3. Cap. 3). Esto nos lleva a
sospechar que uno de los principales mecanismos de desintoxicacion de H202
en la Brassica oleracea L. 'Bronco’ podria ser un incremento de la actividad de
la APX, y que la aplicacion de NaHS (0,5 mM) promueve dicho incremento.
Este agudo pico en la actividad APX podria explicar la disminucion del
contenido de H202 que se encuentra en los tratamientos de alcalinidad y
alcalinidad + NaHS con respecto al control (Fig. 3, Tabla 1. Cap. 3). Estos
resultados son coherentes con los reportados por otros autores que han
observado una actividad mas vigorosa de la APX después de aplicar el NaHS a
plantas sometidas a diferentes tipos de estrés abidtico, acompafada de una
mejora concomitante de la capacidad antioxidante en las especies estudiadas

(Li et al., 2014; Shan et al., 2014; Ali et al. 2014).

Por lo argumentado anteriormente, concluimos, que la aplicacion de 0,5 mM de
NaHS incrementa la respuesta antioxidante a través de la induccion de los
procesos involucrados en la homeostasis de GSH, reduciendo el efecto dafiino
de las ROS y mitigando significativamente la pérdida de biomasa causada por
la alcalinidad. Por ello creemos que la aplicaciéon de NaHS (0,5 mM) podria
actuar como fortificante en plantas de Brassica oleracea L. cultivadas en suelos
con alto contenido en sales alcalinas, aumentando su tolerancia a estas

condiciones de estrés.
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Por ultimo, el capitulo 4 aborda el objetivo de profundizar en el conocimiento
del mecanismo mediante el cual el H2S ejerce su efecto “fortificante”, para la
consecucion de este objetivo, decidimos realizar la estancia de tesis doctoral
en el departamento de Plant Sciences de la Universidad de California, Davis,
para dilucidar si este compuesto tenia la capacidad de alterar la expresion
génica de aquellos genes considerados “targets” tras las conclusiones

adquiridas en los dos primeros trabajos de la presente tesis (Cap. 1, 2y 3).

El estudio fue realizado en la planta modelo Arabidopsis thaliana L., especie
perteneciente a la misma familia que Brassica oleracea L. (Brassicaceae). Por
otra parte, es importante destacar que los genes seleccionados fueron aquellos
que codifican para la sintesis de las enzimas esenciales en las vias de
asimilacion del N y el S, sintesis de compuestos antioxidantes fundamentales
como el AsA y el GSH, asi como, las enzimas que intervienen en el ciclo de
detoxificacion de ROS, ascorbato-glutation, genes que se encuentran
altamente conservados ya que codifican para la sintesis de enzimas esenciales

en el crecimiento, desarrollo y defensa de las plantas. (Li, et al. 2010.

Con el objetivo de discernir si la mejora de la tolerancia frente al estrés alcalino
experimentada por las plantas de Arabidopsis mediante la aplicaciéon de NaHS
exdgeno (Fig.1. Cap. 4), se debidé a una mejora en el estado nutricional de la
planta a través de una inducciébn de la expresion de las enzimas que
intervienen en la asimilaciéon del S, en el presente trabajo se midieron las
expresiones relativas de los genes que codifican para las principales enzimas

que intervienen en las rutas de asimilaciéon del SO42.
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Talukdar y Talukdar en 2013 observaron un incremento significativo de la
expresion de las proteinas SAT (LcSAT1;1 y LcSAT1;2) y OAS TL, esenciales
en el proceso de asimilacion del sulfato, tras la aplicacion de 10 uM de As en
plantas de lenteja (Lens culinaris Medik). Por lo que la sobreexpresion tanto de
SAT como de OAS-TL tienen una gran importancia no solo en el estado
nutricional del S y la calidad nutricional de plantas cultivables (Tabe et al.
2010), sino también en la modulacion a nivel transcripcional para asi aumentar
los componentes de las cascadas de tioles en respuesta a diversos estreses
abidticos (Liao et al. 2012). Sorprendentemente, en el presente estudio no se
observaron diferencias en la expresion relativa de los genes que codifican para
las isoenzimas Serat 1,1(SAT), OAS TL A1, OAS TL B, ATPS2, ATPS3, ATPS4
ni APR1, mientras que si se observdé una disminucidén significativa de la
expresion relativa de los genes que codifican para las isoenzimas OAS TL Cy
ATPS 1, en el tratamiento Alk+HS con respecto al tratamiento Alk (Fig. 2a, 2b.
Cap. 4). Esta disminucién podria deberse a la aplicacién exdgena de una forma
reducida de azufre como el NaHS que como producto de las reacciones
catalizadas inhibe la expresion de éstas. Como afirman varios autores, la
acumulacion de formas reducidas de S como el sulfuro de hidrégeno, cisteina o
GSH producen una inhibicion de la asimilacion de sulfato en las primeras
etapas del proceso, inhibiendo la expresion y actividad de las enzimas OAS TL,
ATPS Y APR (Lappartient et al., 1999; Kopriva y Koprivova, 2004). Por ello
concluimos que la mejora de la tolerancia mediante la aplicacion de NaHS
observada en el tratamiento Alk+HS (Fig.1. Cap. 4), no se debe a un

incremento en la expresion relativa de los genes que codifican las principales
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enzimas que intervienen en la asimilacién del azufre en plantas de Arabidopsis

thaliana.

Como hemos mencionado anteriormente, otro de los “actores” principales en la
respuesta antioxidante de las plantas es el acido ascorbico (AsA). En el
presente estudio se analizo la expresidon de los genes que codifican las
enzimas que intervienen en la sintesis de AsA y observamos que la Unica
enzima que incrementa su expresion en el tratamiento Alk+HS con respecto al
tratamiento AIK fue la enzima GDPME (Fig.3. Cap. 4). Es interesante destacar
que la aplicacion de sulfato en el tratamiento Alk+SO también incrementé la
expresion de GDPME, sin embargo, no se correlaciona en este caso con la
mitigacion de la perdida de biomasa observada tras la aplicacion de NaHS en
plantas sometidas a estrés alcalino (Fig. 1 Cap. 4). De hecho, Hou y
colaboradores en 2015 observaron una correlacion muy deébil o incluso
negativa entre la expresion de GDPME y el contenido en L-ascorbato en
plantas de tomate. Por ello, la implicacion de esta enzima en la sintesis de
ascorbato podria no ser en algunos casos muy determinante. Por otro lado,
estudios previos demuestran que la enzima L-GLDH es crucial para la sintesis
de ascorbato afirmando que, entre los genes biosintéticos del AsA, existe una
fuerte correlacion positiva entre la expresion relativa de la GLDH vy la cantidad
de AsA total en plantas de tomate (Hou et al. 2015). En el presente estudio la
enzima L-GDH muestra una inhibicion significativa de su expresiéon en todos los
tratamientos respecto al control (Fig.3. Cap. 4). Por ello concluimos que la
tolerancia de las plantas de Arabidopsis thaliana observada tras aplicar NaHS a

plantas sometidas a estrés alcalino no se correlacionan con un incremento en
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la expresion de los genes que codifican las enzimas cruciales para la sintesis

de ascorbato.

Un componente clave en la red de rutas antioxidantes es el tiol glutation (GSH).
El cual se sintetiza a partir de sus componentes aminoacidicos, L-Glu, L-Cis, y
Gli, en una reaccién catalizada en dos pasos por la enzima y-glutamilcisteina
sintetasa y-ECS (GSH1) y glutation sintetasa (GSH2) respectivamente (Noctor
et al. 2002). Sorprendentemente, en el estudio abordado por el capitulo 4, no
se encontraron incrementos significativos entre las plantas control y las plantas
sometidas a estrés alcalino en cuanto a la expresion relativa de las enzimas y-
ECS (GSH1), GSH2 y GPX7 esenciales para la sintesis de glutation (Fig.4.
Cap. 4). Sin embargo, si se produjo un incremento en la expresion de la
isoenzima glutation peroxidasa cloroplastidial GPX7 en el tratamiento Alk+HS
comparado con el tratamiento Alk. Las diferentes isoenzimas GPXs son
importantes para la eliminacién de las ROS por su gran especificidad por el

sustrato y su gran afinidad por el H202 (Brigelius-Flohe'y Flohe, 2003).

Estos mismos investigadores concluyeron que la expresion de AtGPX7 es
importante para afinar el metabolismo celular de ROS, la fotosintesis y la
regulacion de las respuestas de aclimatacion e inmunodefensa frente a estrés
abidtico. Por ello, el incremento en la expresion relativa de GPX 7 observado
en el presente trabajo, podria estar relacionado con la tolerancia asociada al
aporte de NaHS, sin embargo, observamos un incremento similar de la
expresion de GPX?7 tras la aplicacion de SO4? a las plantas sometidas a estrés
alcalino, de manera que la respuesta de incremento de la expresion de esta
enzima no es una reaccion especifica frente al aporte de NaHS (Fig. 1y Fig.4.

Cap. 4). Por lo que concluimos que el incremento en la expresion de la enzima

180



Discusion general

GPX7 en el tratamiento Alk+HS con respecto al tratamiento Alk, tampoco
supone un mecanismo especifico a través del cual el sulfuro de hidrogeno

otorga tolerancia frente a estrés alcalino en plantas de Arabidopsis thaliana.

En los dos apartados anteriores abordamos la discusion sobre la sintesis de
dos compuestos esenciales en la respuesta antioxidante de las plantas (AsA y
GSH) y ahora discutiremos sobre su papel en el ciclo AsA-Glutation, también
conocido como ciclo de Halliwell Asada, el cual supone uno de los mecanismos

mas eficientes de eliminacion de ROS en plantas (Liu et al., 2015).

Como observamos en el capitulo 4, las Unicas isoenzimas del ciclo ascorbato-
glutation que experimentaron diferencias en su expresion relativa al comparar
los tratamientos Alk y Alk+HS fueron las isoenzimas SOD 1 y SOD 2. Ambas
isoenzimas sufrieron una disminucion de la expresion relativa en el tratamiento
Alk+HS con respecto al tratamiento Alk (Fig. 5a y 5b. Cap.4). La SOD es una
de las enzimas clave en la tolerancia de las plantas frente al estrés, actuando
en la primera linea de defensa frente al efecto toxico de las especies de
oxigeno reactivas (ROS), ya que esta enzima cataliza la reaccion que dismuta
el Oz en oxigeno molecular y H202 (Gill Y Tuteja, 2010). La expresion de las
diferente isoenzimas SOD suele inducirse en plantas sometidas a diferentes
tipos de estrés abidtico (Asgher et al. 2020), sin embargo en el presente
estudio, la expresion relativa de las dos isoenzimas SOD 1 y SOD 2
analizadas, no experimentaron diferencias bajo condiciones de estrés alcalino
con respecto al tratamiento control, es mas, la adicibon de NaHS produjo una
inhibicion de la expresibn de ambas isoenzimas cuando se aplicd este
compuesto a plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a estrés alcalino

(Alk+HS) (Fig.5a y 5b. Cap.4). Por otro lado, en el capitulo anterior (Cap.3)
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observaron una disminucién de la actividad SOD en plantas sometidas a estrés
alcalino tras aplicar NaHS en plantas de Brassica oleracea, por lo que la
disminucion de la expresion relativa de SOD 1 y SOD 2 observada en
Arabidopsis thaliana, especie perteneciente la familia Brassicaceae al igual que
Brassica oleracea, podria ser indicativa de una mejora del estado redox de las
plantas que recibieron NaHS bajo condiciones de estrés alcalino. Por ello
concluimos que el incremento de la tolerancia al estrés alcalino observado tras
aplicar NaHS (Fig.1. Cap. 4) no se correlaciona con un incremento en la
expresion de ninguna de las enzimas que intervienen en el ciclo ascorbato
glutation vy, por tanto, no justifica la mejora de la tolerancia observada en el

tratamiento Alk+SH con respecto al tratamiento Alk (Fig.1. Cap. 4).

Como hemos visto en los capitulos 1 y 2 de la presente tesis doctoral el H2S
hizo aumentar la produccion de compuestos antioxidantes como carotenoides,
antocianinas, fenoles totales, flavonoles y glucosinolatos, junto con un aumento
de biomasa en las dosis de 0,5 a 1 mM de NaHS (Cap.3). Unido a esto,
también vimos como la aplicacién de 0,5 mM de NaSH podria ser una
estrategia beneficiosa para mejorar los procesos implicados en la asimilacién
del N, acompafada de un aumento de los amino&cidos esenciales y proteinas
solubles (Cap. 2). A continuacion, observamos en el capitulo 3, como estas
mejoras fisiologicas y agronémicas conferian tolerancia frente a estrés alcalino
en plantas de Brassica oleracea tras aplicar la dosis definida como “optima”
(0.5 mM). Por ultimo, el estudio molecular de la expresion relativa de los genes
considerados como “targets” por su implicaciéon en las rutas metabdlicas de
nutricion y defensa de la planta Arabidopsis thaliana, planta de la familia

Brassicaceae al igual que nuestra planta objeto de estudio Brassica oleracea,
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nos permite hipotetizar que el efecto del H2S en la tolerancia al estrés alcalino,
parece no estar relacionado con un incremento en la expresion de las enzimas
objeto de estudio. Dicho de otro modo y aunque no deja de ser una mera
hipotesis pendiente de confirmarse, no parece que la aplicacion de NaHS
ejerza su efecto potenciador de la tolerancia frente a estrés alcalino a través de
ejercer una influencia directa en la transcripcion de los considerados genes
fundamentales que intervienen en la defensa de la planta. A la luz de los
resultados alcanzados en la presente tesis, asi como la aportada por otros
autores, nuevas hipotesis sobre el mecanismo de actuacion de esta
sorprendente molécula se van abriendo paso y aunque los mecanismos
subyacentes de la accion del H2S siguen siendo poco conocidos, a dia de hoy,
se ha aceptado ampliamente que un gran nimero de los procesos controlados
por el H2S son causados por una modificacion postraduccional de los residuos
de cisteina llamada persulfidacion (Filipovic et al. 2015; Mustafa et al. 2011;
Nishida et al. 2012). La persulfidacion o la también llamada persulfuracién de
proteinas es una modificacion oxidativa postraduccional de los residuos de
cisteina causada por el Hz2S, en la que un grupo tiol (-SH) se transforma en un
grupo persulfuro (-SSH). Las especies de azufre sulfurico, los persulfuros y los
polisulfuros son mas nucledfilos que el H2S y, por lo tanto, mas reactivos en la
persulfidacion (Toohey, 2011). Debido a la inestabilidad intrinseca de los
persulfuros y a su mayor reactividad que los tioles, los persulfuros proteinicos
siguen estando poco estudiados. No obstante, en el Gltimo decenio, el estudio
de esta modificacion de la proteina ha cobrado mayor relevancia para los
investigadores porque puede afectar a la funcion de la proteina, la localizacion

dentro de las células, la estabilidad y la resistencia al estrés oxidativo (Paul y

183



Discusion general

Snyder, 2012; Aroca et al. 2015; Aroca et al 2017; Kimura et al 2012; Mustafa
et al. 2009). La amplia importancia fisiologica de la persulfidacion sélo ha
empezado a surgir recientemente; un analisis proteOmico reveldo que
aproximadamente entre el 10 y el 25% de las proteinas hepaticas contienen
esta modificacion (Paul y Snyder, 2012), y al menos el 5-10% de todo el
proteoma puede ser objeto de persulfuracion en plantas (Aroca et al . En los
ultimos afos se han desarrollado varios métodos de deteccion basados en la
caracteristica nucleofilica de los grupos persulfuros. Por el contrario, debido a
su inestabilidad y similitud con los grupos tioles, el desarrollo de un método
especifico para la deteccion de persulfuros se ha convertido en un reto. Esos
meétodos de deteccion se han examinado recientemente, y se han dado nuevas
explicaciones sobre las reacciones y los procedimientos (Cuevasanta et al.
2017; Aroca et al. 2018; Filipovic et al. 2018). Con esos métodos, los
investigadores han podido descifrar el mecanismo de accion del H2S mediante
la persulfidacion en varias enfermedades, como el cancer, las enfermedades
de degeneracion neuronal o la lesién por isquemia-reperfusion. En mamiferos,
el mecanismo de accion del H2S ha sido profundamente estudiado desde 2009,
cuando Mustafa y colaboradores, describieron este nuevo mecanismo de
modificacion de proteinas (Mustafa et al. 2019). En cambio, la persulfidacion en
el sistema vegetal se ha descrito mas recientemente (Aroca et al. 2015), pero
se ha demostrado que un mayor niumero de proteinas sufren esta modificacion
en plantas (Aroca et al. 2017). Se encontré que un total de 3.147 proteinas se
persulfurilaban en las hojas de Arabidopsis en condiciones fisiolégicas
normales, lo que sugiere que este nimero podria ser mucho mayor en ciertas

condiciones de estrés (Aroca et al. 2017). Estas proteinas participan
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principalmente en importantes vias biolégicas, como el ciclo del acido
tricarboxilico, la glucolisis, el ciclo de Calvin, la fotorrespiracion y la autofagia.
Es necesario realizar mas estudios fisiolégicos de estas proteinas para
descifrar el papel de la persulfuracion en estas vias biolégicas. No obstante, los
estudios iniciales en plantas demostraron que la persulfidacion regula la
actividad enzimatica de la glutamina sintetasa cloroplastica (GS2), la ascorbato
peroxidasa citosolica (APX1) y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
citosdlica (GapCl) [60]. La persulfidacion regula la localizacion
citosdlica/nuclear de la GapCl, permitiéndole actuar probablemente como
factor de transcripcion (Aroca et al. 2017). El citoesqueleto de actina y el
crecimiento de pelos radicales se regulan también mediante la persulfidacion.
Ademas, la biosintesis del etileno se regula mediante la persulfidacion de la
oxidasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACO1) en el tomate (Jia
et al. 2018). Recientemente, un estudio del proteoma peroxisomal en
Arabidopsis reveldé que la interaccion entre diferentes PTMs (modificaciones
postraduccionales), como la s-nitrosacion, la nitracion, la persulfidacion y la
acetilacion, regula la sefalizacion redox para proteger las proteinas contra el
dafio oxidativo (Sandalio et al. 2019). Desde un punto de vista evolutivo, es
razonable suponer que las bacterias purpuras y verdes del S, al vivir en una
atmosfera rica en H2S, desarrollaron procesos de sefalizacion mediados por
H2S para resistir el estrés oxidativo. De manera similar a como el peroxido
(H202) produce las ROS, el persulfuro (H2S2) produce RSS (especies de sulfuro
reactivo), pero con la diferencia de que el persulfuro puede ser producido por
varias moléculas de azufre (Sx) y ademas estos pueden ser almacenados

(Orson, 2019).
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Esta hipotesis se describié en un estudio reciente, en el que una evaluacion
protedmica de Estafilococos aureus mostré que muchas proteinas reguladas
por la persulfidacion estaban involucradas en el metabolismo de las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS) en respuesta al estrés y que la
virulencia bacteriana estaba regulada por la persulfidacion del regulador
transcripcional tipo HTH MgrA, un regulador de virulencia global (Peng et al.

2017).

Todos estos datos sugieren que la persulfidacion es un mecanismo conservado

de sefializacion del H2S en todos los reinos de la vida.
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4 Conclusiones

1. El efecto de la aplicacion de NaHS en las plantas de Brassica oleracea
L. 'Bronco’ es dosis dependiente, ya que la aplicacion en el rango de 0,5
a 1 mM de NaHS aumenta la produccion de compuestos antioxidantes
como carotenoides, antocianinas, fenoles totales, flavonoles 'y
glucosinolatos. Esto acompaifado de un incremento de la biomasa nos
permite definir este rango de concentracion como 'Optimo’ para mejorar

el rendimiento y la calidad nutricional de la Brassica oleracea L. 'Bronco'.

2. La aplicacion de dosis elevadas de NaHS (= 2,5 mM de NaHS) podria
considerarse como 'toxica' ya que promueve la generacion de un exceso
de peroxidacion lipidica, disminucion de la biomasa de la parte aérea,
pérdidas de clorofila y reducciéon de compuestos bioactivos como son los
compuestos fendlicos y glucosinolatos, reduciéndose asi la calidad

nutricional y fitoquimica

3. La aplicacién de 0,5 mM de NaSH podria ser una estrategia beneficiosa
para mejorar los procesos implicados en la asimilacion del N, que se
traduce en un aumento del contenido en aminoacidos esenciales y
proteinas solubles, incrementando la produccion de biomasa de los
cultivos de Brassica oleracea L. 'Bronco'. Por otro lado, la acumulacion
excesiva de NH4* podria ser responsable de la disminucion de biomasa

observada tras aplicar 2,5y 5 mM de NaSH en esta especie.
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4. Bajo condiciones de estrés alcalino, la aplicacién de 0,5 mM de NaHS
aumentd la respuesta antioxidante a través de la induccion de los
procesos involucrados en la homeostasis de GSH, reduciendo el efecto
dafino de las ROS y mitigando significativamente la pérdida de biomasa
causada por la alcalinidad. Por ello, la aplicacion de una dosis de 0,5
mM de NaHS podria actuar como fortificante en plantas de Brassica
oleracea L. 'Bronco’ cultivadas en suelos con un alto contenido en sales

alcalinas, aumentando su tolerancia a estas condiciones de estrés.

5. Por otro lado, podemos concluir que la aplicacion de 50 uM de NaHS
incrementd la tolerancia de las plantas de Arabidopsis thaliana
sometidas a estrés alcalino. Este incremento en la tolerancia, no se
correlacion6 con el incremento en la expresion relativa de ninguno de los
genes que codifican para la biosintesis de las principales enzimas
implicadas en las vias de asimilacion del S y la respuesta antioxidante,
como la sintesis de ascorbato, la sintesis de glutation y el ciclo
ascorbato-glutation. Por lo que parece que en el mecanismo que
subyace al efecto fortificante aportado por el H2S bajo condiciones de
estrés alcalino, no media una activacion de la transcripcion de los genes

implicados en la asimilacion del S y la respuesta antioxidante.

5 Conclusions

1. The effect of the application of NaHS in Brassica oleracea L. ‘Bronco’
plants is dose-dependent, given that production of antioxidant

compounds such as carotenoids, anthocyanins, total phenols, flavonols
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and glucosinolates increases within the margins of application ranging
from 0,5 to 1 mM of NaHS. This allows us, along with an increase in
biomass, to define this range of concentration as ‘optimal’ to improve

yield and nutritional quality of Brassica oleracea L. '‘Bronco'.

. The application of high dose of NaHS (22,5 mM of NaHS) may be
considered ‘toxic’, as it promotes the generation of an excess of lipid
peroxidation, decrease in shoot biomass, loss of chlorophyl and fall in
bioactive compounds, such as phenolic compounds and glucosinolates

good for nutritional quality and phytochemistry.

. The application of 0,5 mM of NaHS could be a profitable strategy to
improve the processes involved in N assimilation, which translates into
an increase in the content of essential amino acid and soluble proteins,
increasing the production of crop biomass of Brassica oleracea L.
'‘Bronco’. On the other hand, the excessive accumulation of NH4* could
be responsible for the decrease in biomass observed after applying 2.5

and 5 mM of NaSH in this species.

. Under alkaline stress conditions, the application of 0,5 mM of NaHS
increased the antioxidant response through the induction of the
processes involved in GSH homeostasis, reducing the damaging effect of

ROS and significantly mitigating the loss of biomass caused by alkalinity.
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Therefore, the application of 0,5 mM dose of NaHS could act as a fortifier
in Brassica oleracea L. '‘Bronco’ plants cultivated in soils with a high
content of alkaline salts, increasing their tolerance to these kinds of

stress conditions.

. On the other hand, we can conclude that the application of 50 uM of
NaHS increased the tolerance of Arabidopsis thaliana plants subjected to
alkaline stress. This increase in tolerance was not correlated with the
increase in the relative expression of any genes that code for the
biosynthesis of the main enzymes involved in the S assimilation
pathways and the antioxidant response, such as the synthesis of
ascorbate, the glutathione synthesis and the ascorbate-glutathione cycle.
Therefore, it appears that the mechanism underlying the fortifying effect
provided by H2S under alkaline stress conditions, does not mediate an
activation of the transcription of the genes involved in the assimilation of

S and the antioxidant response.
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