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RESUM

La variabilitat de I'estequiometria elemental dels organismes a causa de I'ontogénia i dels canvis en les
condicions ambientals esta relacionada amb la variabilitat metabolomica. Aix0 és degut a que els
elements operen majoritariament com a parts de compostos moleculars. Aixi doncs, la hipotesi realitzada
per Rivas-Ubach et al., (2012), la qual postula que els estudis estequiométrics i metabolomics d’un conjunt
d’espécies vegetals exposades a condicions ambientals diferents han de mostrar la flexibilitat que
posseeix un organisme a I'hora de modular la seva estequiometria i el seu metaboloma per tal de
mantenir la forma optima sota condicions variants, esdevé la base que sustenta I'experiment EVENT II. A
partir de I'estudi de les relacions estequiomeétriques, -principalment C:N:P- i del metabolisme d’Alopecurus
pratensis i Holcus lanatus en situacions simulades de sequera, s’han obtingut resultats que evidencien
una clara diferenciacié a nivell d’espécie, de part de la planta i de tractament. EI metabolisme i
I'estequiometria diferencial que presenten ambdues graminies ddéna suport a la hipotesi del ninxol
biogeoquimic. A nivell de parts de la planta, s’observa un clar augment de la relacié C:nutrients a la part
aéria, mentre que a les arrels, aquesta relacié disminueix. La part aéria doncs, necessita més C per
invertir en funcions estructurals, mentre que I'elevada concentracié de nutrients i metabolits a les arrels
donen indicis de la preséncia de mecanismes osmotics per a facilitar I'entrada d’'aigua, i de creixement,
per a la recerca de noves fonts d’aigua, observant-se una disminucio de la relacié part aéria:arrels. Un
altre factor que demostra aquest creixement radicular sén les baixes relacions N:P trobades, fet que dona
suport a la hipotesi de la velocitat de creixement.
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RESUMEN

La variabilidad de la estequiometria elemental de los organismos debida a la ontogenia y a los cambios en
las condiciones ambientales esta relacionada con la variabilidad metabolomica. Esto se debe a que los
elementos operan mayoritariamente como partes de compuestos moleculares. De esta forma, la hip6tesis
realizada por Rivas-Ubach et al, (2012), la cual postula que los estudios estequiométricos y



metabolémicos de un conjunto de especies vegetales expuestas a condiciones ambientales diferentes
han de mostrar la flexibilidad que posee un organismo a la hora de modular su estequiometria i su
metaboloma para poder mantener la forma éptima en condiciones variantes, es la base que sustenta el
experimento EVENT II. A través del estudio de las relaciones estequiométricas, -principalmente C:N:P- y
del metabolismo de Alopecurus pratensis y Holcus lanatus en situaciones simuladas de sequia, se han
obtenido resultados que evidencian una clara diferenciacion a nivel de especie, de parte de la planta y de
tratamiento. El metabolismo y la estequiometria diferencial que presentan ambas gramineas da suporte a
la hipotesis del nicho biogeoquimico. A nivel de partes de la planta, se observa un claro aumento de la
relacié C:nutrientes a la parte aérea, mientras que en las raices, esta relacion disminuye. La parte aérea,
pues, necesita mas C para invertir en funciones estructurales, mientras que la elevada concentraciéon de
nutrientes i metabdlitos en las raices da indicios de la presencia de mecanismos osmaticos para facilitar la
entrada de agua en la planta, y de crecimiento, para la busqueda de nuevas fuentes de agua,
observandose una disminucién de la relacion parte aérea: raiz. Otro factor que demuestra este
crecimiento radicular son las bajas relaciones N:P encontradas, hecho que da suporte a la hip6tesis de la
velocidad de crecimiento.
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hipétesis nicho biogeoquimico, hipétesis de la velocidad de crecimiento.

ABSTRACT

The elemental stoichiometry variability of organisms caused for ontogeny and the changes in
environmental conditions is linked with metabonomics variability. This is due that elements operate as a
piece of molecular components. Thus, the hypothesis realized by Rivas-Ubach et al., (2012), wihich posits
that the stoichiometrics and metabonomics studies of a set of vegetal species exposed to different
environmental conditions show the flexibility that organism has when have to modulate his stoichiometry
and his metabonomic for to maintain the optimal form in variables conditions, is the base of EVENT Il
experiment. Through to study of stoichiometrics relations — mainly C:N:P- and metabolism of Alopecurus
pratensis and Holcus lanatus in drought simulated situations, the results obtained show a clear
differenciation at specie level, part of plant level and treatment level. The differential metabolism and
stoichiometry that present both grasses supports the biogeochemical niche hypothesis. At level of part of
plant, there is a clear increase of C: nutrients relation in aerial part, whereas in the roots, this relation
decreases. The aerial part, thereby, needs more C to invest in structural functions, whereas the high
concentration of nutrients and metabolites in the roots is due to presence of osmotic mechanisms for
improve water uptake, and growth for the research of new sources of water, showing a decrease of the
relation aerial part: roots. Another factor that demonstrates this root growth are the low N:P relations
observed. This result allows apply the growth rate hypothesis.

Keywords: stoichiometry, metabonomics, C:N:P, drought, EVENT II, Alopecurus pratensis, Holcus lanatus,

biogeochemical niche hypotesis, growth rate hypothesis.



1. INTRODUCCIO

Estequiometria

L’estequiometria ecologica fa referéncia al balang entre els diversos
elements que constitueixen els organismes i els processos i
interaccions ecologiques, (Sterner i Elser, 2002; Elser i Hamilton,
2007).

Els organismes estan constituits principalment per C, N i P.
D’aquesta manera, canvis en la limitacio6 d’aquests nutrients a
'ambient, condueixen a canvis en la composicié de les espécies
vegetals, aixi com en la seva diversitat (Koeselman i Meuleman,
1996; Verhoeven et al., 1996a; Roem i Berendse, 2000). Es per
aixo que relaci6 C:N:P de la biomassa és important en molts
processos ecologics, com s6n la descomposicié de la fullaraca
(d’Annuzio et al., 2008; Gisewell i Gessner, 2009), la capacitat de
fixaci6 de N, (Safiudo-Wilhelmy et al., 2001), les relacions entre
planta-herbivor-depredador (Ngai i Jefferies, 2004; Tibbets i Molles,
2005; Kagata i Ohgushi, 2006), la composici6 i diversitat de les
especies dels ecosistemes (Roem i Berendse, 2000; Olde
Venterink et al., 2003; Gusewell et al., 2005) i la capacitat
d’adaptaci6 als estressos ambientals (Woods et al., 2003; Sardans i
Pefiuelas, 2007; Sardans et al., 2008).

Una de les referéncies més conegudes en 'estudi de les relacions
C:N:P és la que va realitzar Alfred C. Redfield, amb el
descobriment de la “relaci6 de Redfield”.

Aguesta postula que la relacié C:N:P esdevé constant en arees
interiors i profundes dels oceans i pren valors de 106:16:1, en base
molar. Tot i que la majoria d’estudis suporten la relacié de Redfield i
estan d’acord que la causa d’aquesta estequiometria constant de
C:N:P és resultat de limits biogeoquimics, encara hi ha moltes

questions que no queden clares.

En els ecosistemes terrestres, les dinamiques de la relacié C:N:P
sén forca diferents de les trobades als ecosistemes aquatics. El tret
distintiu que diferencia contundentment ambdds ecosistemes és
laigua. Aquesta dissemblanca implica respostes i adaptacions
fisiologiques molt diferents entre plantes que afecten, molt
probablement, I'assignacié dels elements en la relacié6 de C:N:P
(Sterner i Elser, 2002). A més, els ecosistemes terrestres estan
subjectes a una amplia variabilitat en el clima i el sol de la roca
mare, la qual influencia fortament I'estequiometria elemental dels
ecosistemes i dels organismes. Es per aixd que els organismes
terrestres  posseeixen una alta capacitat d’adaptacio
estequiometrica davant d’estressos ambientals (Woods et al., 2003;
Sardans i Pefiuelas, 2007; Sardans et al., 2008) inclosos aquells
estressos propiciats pels humans (veure Elser et al, 2000;
Sardans et al., 2012b, Hessen et al., 2004; Elser et al., 2010;
Rivas-Ubach et al., 2012).

La hipotesi de la velocitat de creixement (GRH)

A través de l'estudi de I'estequiometria ecologica i els diversos
vincles entre certs elements, Elser i Sterner van desenvolupar la
“hipotesi de la velocitat de creixement” (GRH) (Elser et al., 2000;
Sterner i Elser, 2002). El que postula aquesta hipotesi és que
relacions baixes de N:P estan relacionades amb creixements rapids
dels organismes. Aix0 és degut a que aquestes baixes relacions
afavoreixen I'existencia d’elevades concentracions d’ARN
ribosomic i de transferéncia, ambdo6s indispensables per mantenir

unes taxes de creixement rapid.

Aguesta hipotesi és contrastada per un gran nombre de resultats
experimentals efectuats en comunitats planctoniques, on se n’ha
comprovat la correlacié negativa entre el creixement i la relacié N:P
(Elser i George, 1993; Elser i Urabe, 1999; Elser et al., 2000;
Hessen et al., 2007), en estudis fets amb taxons d’invertebrats
aquatics (Sutcliffe, 1970), com certs microorganismes (Maalde i
Kjeldgaard, 1966), Daphnia magna (McKee i Knowles, 1987),
zooplancton (Main et al., 1997), Mixodiaptomus laciniatus (Carrillo
et al., 2001) i Daphnia pulex (Elser et al., 2000a).

Tanmateix, a linvestigar [aplicabilitat daquesta teoria a
ecosistemes terrestres, els resultats sén més diversos i sovint
contradictoris (veure Sardans et al, biogeochemistry i les

referencies de dins).

La major complexitat estructural i funcional de les plantes terrestres
respecte al fitoplancton fan que la totalitat de N i P no sigui
assignada exclusivament a funcions relacionades amb el
creixement, sin6 que altres funcions com la defensa,
'emmagatzematge, els mecanismes anti-estrés, la captura d’aigua

o el transport intern poden ser grans embornals de N i P.

La hipotesi del ninxol biogeogquimic

La teoria classica prediu que les espécies que competeixen per un
sol recurs limitant no poden coexistir de manera estable a no ser
que hi hagi un criteri addicional conegut, com pot ser 'ocupacio de
diferents ninxols ecologics o la competicié per la llum que els hi ho

permeti.

El ninxol biogeoquimic proposa, doncs, que les plantes que
competeixen en una mateixa comunitat, tendeixen a utilitzar
nutrients en quantitats i proporcions diferents, la qual cosa fa
disminuir la competicié pels recursos entre elles (Pefiuelas et al.,
2008). Aquesta alta flexibilitat estequiomeétrica (Sistla i Schimal,
2012; Sardans et al, 2012a) per modificar el seu ninxol
biogeoquimic davant de situacions competitives és deguda a l'alta
capacitat d’assignacio i translocacioé de nutrients cap als diferents

organs del seu organisme (Sistla i Schimal, 2012).



Metabolomica

L’assignacié de N i P, aixi com també d'altres nutrients que
realitzen funcions que no estan estrictament relacionades amb el
creixement (funcions de reserva, defensa i mecanismes d’evitacié
d’'estres) pot ser estudiada a través de la realitzacié d’estudis
estequiomeétrics juntament amb estudis de metaboldomica. Es
d’especial rellevancia, pero, considerar les respostes fenotipiques
dels organismes en aquestes altres funcions basiques,
complementaries al creixement, quan s’avalui I'estequiometria de
C:N:P amb el metaboloma de I'organisme i el seu estil de vida i
amb l'estructura i funcié dels ecosistemes (Sardans et al., 2011;
Pefiuelas et al., 2009).

Els metabolits sén els productes finals de processos cel-lulars. Aixi
doncs, davant de canvis de caire geneétic o ambiental, els seus
nivells determinen la resposta del sistema biologic. Les plantes
destinen una quantitat significativa del carboni assimilat i de
'energia a la sintesi d’'una amplia varietat de metabolits que no
sembla que tinguin una funcidé tan directa en els processos de
desenvolupament fisiologic com els metabdlits primaris (Taiz i
Zeiger, 1991). Son els metabolits secundaris, sintetitzats a partir del
metabolisme primari. El conjunt de metabolits, tant primaris com
secundaris, sintetitzats per un sistema biologic en constitueix el seu
“metaboloma” (Fienh, 2002). Per tant, el metaboloma és definit com
el conjunt, a nivell tant qualitatiu com quantitatiu, de tots els
metabolits presents en una organisme i que juguen un paper
rellevant en les reaccions metaboliques generals, les quals s6n
requerides pel manteniment, creixement i funcionament adequat
d’'una cél'lula (Dunn et al,, 2005). Aquest conjunt de moléecules
conformen I'expressio final del genotip de I'organisme (Fienh, 2002)
i es pot considerar com el fenotip quimic de I'organisme (Pefiuelas
et al., 2009).

La metabolomica esdevé una eina relativament nova i molt
poderosa de cara al futur destinada a millorar el nostre
coneixement de les xarxes metaboliques, aixi com la composicio

bioquimica de les plantes i d’altres organismes biologics.

Fruit de la metabolomica, apareix I'ecometaboldmica, I'objectiu de
la qual és discernir la resposta global d’'un organisme davant de
canvis de caire exclusivament ambiental (Sardans et al., 2011).
L’ecometaboldmica pren un paper rellevant a 'hora de supervisar la
variabilitat fenotipica d’'un genotip concret en resposta a un bon
grapat de canvis ambientals, com sén la sequera (Fumagalli et
al.2009), la disponibilitat de nutrients (Hirai et al., 2005), la
preséncia de contaminants (Jones et al. 2007; Bundy et al., 2008),
la salinitat (Fumagalli et al., 2009), la temperatura (Michaud i
Delinger, 2007) i les interaccions biotiques (Choi et al., 2006), entre
altres factors ecologics. Aixd0 ens permet avaluar els estatus
fisiologics i les funcions dels organismes: de creixement, de

defensa, de reserva i de reproduccié i també mecanismes

d’evitacio d’estrés i salut (Shulaev et al., 2008; Sardans et al., 2011;
Weckwerth, 2003; Graham et al., 2009).

D’aquesta manera, la metabolomica ens permetra relacionar les
respostes dels organismes a nivell metabolic — assignacié de
recursos pel creixement, funcions de reserva, de defensa- amb
variables estequiometriques com son les relacions C:N:P, la GRH,

la mida de l'individu, entre d’altres.

Objectius
Aquest projecte s’ha realitzat en el marc de I'experiment EVENT ||
que realitza la Universitat de Bayreuth (Alemanya).

La contribucié d’aquest en I'experiment EVENT Il ha estat I'analisi

de l'estequiometria i metabolomica de diverses plantes amb la
finalitat de:

(i) Conéixer les respostes a nivell metabolic i estequiomeétric

de plantes herbacies sotmeses a condicions extremes

(sequera i escalfament).

(i) Investigar si els possibles canvis en el metaboloma van

associats a canvis en la composicié elemental.

(i) Observar si els trets particulars de cada especie

n’influencien el seu metabolisme i estequiometria.

(iv) Estudiar aquestes respostes en el marc de I'estequiometria
i la metabolomica tant a nivell aeri com subterrani per tal de
tenir un coneixement global de la resposta integral de la

planta.

2. AMBIT D’ESTUDI

La zona d’estudi de I'EVENT Il esta ubicada al Jardi Botanic
Ecologic de la Universitat de Bayreuth, situat al centre-est
d’Alemanya. La situaci6 geografica pren les seguents coordenades:
49°55’19"N,11°34'55”E, a 365 metres sobre el nivell del mar.

En els experiments EVENT es simulen futures condicions
climatiques esperades a I'Europa Central incloent esdeveniments
climatics extrems al llarg d’'un gradient que va des de plots
estandarditzats i replicats a través de la manipulaci6 de les
comunitats vegetals artificials fortament controlades (amb nimero
definit de mostres i amb substrat estandarditzat) fins la manipulacié
de comunitats de prats semi naturals establerts en sdls vells,

limitats per N.

L’EVENT I, que és en el que es basa aquest projecte, té com a
objectiu central testar les respostes de les comunitats vegetals
davant de tres fendmens fixats: la sequera, l'escalfament i la

biodiversitat entre comunitats.



Disseny experimental de 'estudi

Per tal de testar els efectes de la sequera, I'escalfament i la
biodiversitat sobre [I'estequiometria i la metabolomica de
I'Alopecurus pratensis i I'Holcus lanatus, s’apliquen els seglents
tres tractaments, cada un, en una parcel-la de cada réplica. Per
tant, de les 5 parcel-les que conté cada replica, hi ha dues
parcel-les que aquest projecte no considera.

Sequeradurant els mesos de primavera (D1)

- Control Ambient (CA) (sense cap mena de manipulacio)

- Precipitacié constant setmanal (CM). Es tracta d’afegir la
quantitat que falti d’aigua per a que la precipitaci6 mitjana
sigui igual a la precipitacié mitjana de la mateixa setmana a

llarg termini.

Com hem comentat, 'TEVENT Il consta de 5 parcel-les, cada una

de les quals esta formada per 6 plots (d’1,5 m® d’area).
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Figura 1: esquema grafic del disseny experimental de 'TEVENT II.

Manipulacions

- Tractament de sequera

Per tal de simular les condicions de sequera extrema sobre les
mostres, cada parcel-la del tractament de sequera va ser regada el
18 de maig de 2012 amb 28, 3L. Posteriorment, agquestes mostres
no van tenir cap mena de subministrament d’aigua durant 42 dies.

La primera setmana de juliol es va dur a terme la seva recol-leccié.

- Composicié de la comunitat

Dins de cada tractament (D1, CA i CM), cada plot té una comunitat
vegetal determinada. Les dues espécies dominants, Alopecurus
pratensis i Holcus lantatus, sén presents en tots els plots de totes

les parcel-les.

4. MATERIALS | METODES

La part metodologica d’aquest projecte s’inicia amb la recollida de
les mostres al seu lloc d’origen. La posterior adequacié de cada
una delles per a ser sotmeses tant a la metodologia

d’estequiometria com a la de metaboldomica esdevé imprescindible.

La metodologia d’estequiometria té com a finalitat la determinacio
quantitativa d’elements com el Mg, el Mn, el K, el Na, el P i el Fe
per un banda, i el C i el N per I'altra. Mentre que la quantificacio
elemental del primer grup d’atoms s’aconsegueix a través de
'ICP/EOS, la concentracié del C i el N es realitza a través d’'analisis

elementals amb CG.

La metodologia aplicada per a I'analisi metabolomic de les mostres,
no només té com a objectiu quantificar els diferents metabolits
presents a la mostra sind, que la finalitat principal és identificar la
totalitat de metabolits continguts a la mostra. L’espectroscopia de
RNM és la tecnica emprada per a les determinacions pertinents. El
protocol d’adequacié de les mostres que s’ha dut a terme és
I'elaborat per Rivas-Ubach. 1.S’afegeix 150 mg de “pols” de cada
mostra en un tub de centrifuga de 50 mL. 2.Seguidament s’afegeix
6mL d’una mescla d’aigua i metanol (1/1). 3.Es procedeix a barrejar
amb el vortex durant 15 segons per tal d’homogeneitzar-la. 4.A
continuacié, es sonica la mostra durant 5 minuts. 5.Un cop
sonicada, la mostra es centrifuga a 15000 rpm durant 15 minuts.
6.Transcorreguts els 15 minuts, es recull 4mL de la fraccié aquosa
dels tubs de centrifuga. Arribat a aquest punt, es repeteixen de nou
els passos de 2 a 6 als mateixos tubs dues vegades més. 7.Un cop
acabades les repeticions, és necessari afegir 25 mL d’aigua
destil-lada per tal de reduir el percentatge de metanol fins a un
20%. D’aquesta manera, sera factible el procés de liofilitzacié. 8.Es
procedeix a la congelacié les mostres a -80°C (un minim de 3
hores) abans de realitzar-se el procés de liofilitzaci6. 9.Es
necessari liofilitzar les mostres amb el tap del tub de centrifuga
lleugerament afluixat durant 3-5 dies. 10.Un cop la mostra ha estat
liofilitzada totalment i, per tant, deshidratada, cal afegir 5mL d’aigua
destil-lada al tub de centrifuga.11.Seguidament, es barreja amb el
vortex durant 15 segons.12.Es centrifuga un altre cop a 15000 rpm
durant 5 minuts. 13.Els 4mL destinats a RMN es congelen a -80°C
un minim de 3 hores.14.Un cop transcorregut aquest temps, es du
a terme a liofilitzaci6 amb el tap del tub de la centrifuga
lleugerament afluixat durant uns 3-5 dies.15.A continuacio, s”hi
afegeix 1mL de la soluci6é tamponada (NaD,PO4*D,O en D,O
+0,01%TMS), per tal que la mostra assoleixi un pH final de 6 i es
deixa reposar 6 minuts. 16.Es transfereix el contingut en
eppendorfs i es congela (un minim de 3 hores). 17.Per tal que les
mostres siguin valides per a la RMN, se centrifuguen a 15000 rpm
durant 15 minuts. 18.Finalment, es transfereix 0,6 mL del

sobrenedant en tubs especials per RMN degudament etiquetats.



Un cop obtinguts els resultats corresponents a cada una de les
metodologies, es procedeix a fer una analisi univariant de les
dades, la qual consisteix en determinar els efectes dels factors
experimentals (en el nostre cas les dues espécies, les parts de la
planta i els diferents tractaments aplicats) sobre les variables
analitzades una a una a través d’un analisi de variancia (ANOVA); i
una analisi multivariant per tal de determinar la contribuci6 de
diverses variables alhora en funcié d’'una variable independent.
Aquesta analisi es realitza a través d’'un Analisi de Components
Principals(PCA).

DISSENY EXPERIMENTAL
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Figura 2: Relacions establertes entre les variables.

5. RESULTATS

VARIABLES vs CASOS (part aéria i arrels)
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Figura 3: variables vs casos. Tots els tractaments. Part aeria i arrels.

En la representacio dels dos primers eixos del PCA, en
analitzar els casos respecte les variables observem que la part
aéria d'ambdues espécies té una composicié quimica tant a nivell

de metabolisme com de composici6 elemental completament

diferent que les arrels. La concentracié de tots els metabdlits
elucidats és significativament més alta que la de les arrels, mentre
que les relacions C:nutrients sén significativament més baixes. Si
considerem les variables en funcié dels casos, podem veure,
carregant sobre l'eix 1, que el metabolisme que duen a terme

ambdues espécies es desenvolupa a la part aéria de cadascuna.

Aplicant un zoom a la figura anterior amb la finalitat d’analitzar la

part aeria de la part subterrania, obtenim la seguent figura:

VARIABLES vs CASQS (part aéria)
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Figura 4: variables vs casos. Efectes dels tres tractaments. Part aéria.

Quan realitzem un PCA només amb les dades de les
concentracions dels metabolits, dels diferents elements i de les
relacions estequiometriques a nivell de part aéria, observem com
els individus d’ambdues espécies que han crescut sota condicions
de sequera presenten una concentraci6 més elevada de tots els

metabdlits, aixi com una relacié C:nutrient també més alta.

El segon eix del PCA separa clarament la composicié del
metabolisme i les concentracions d’elements i relacions
estequiometriques entre les dues espécies, amb un grup de
metabodlits on hi ha la tirosina, serina, aspiragina, fenols, leucina,
entre d’altres, que es troben en major concentracio en A. pratensis
gue en H.lanatus, i un segon grup de metabolits com Il'uridina, la
fructosapiranosa, la B -D-fructofuranosa i I'a -D- fructofuranosa,
entre d’altres, que presenten una concentraci® més elevada en
H.lanatus que no pas en A.pratensis. Per tant, combinant els casos
amb les variables estequiomeétriques i metabdliques, observem, en
primer lloc, que hi ha una clara relacié entre els tractaments i
aquestes variables, és a dir, que els tractaments promouen canvis
a nivell atomic i molecular; i en segon lloc, que tot i la distribucié
diferenciada entre les dues especies, hi ha una tendéncia general
en quant a que els tractaments de manipulacié de la disponibilitat
hidrica afecten de manera similar a ambdues espécies. Aixo és
degut a que aquestes van canviant la seva composicié elemental i
molecular en la mateixa direcci6. Altrament, H.lanatus presenta una



concentracié més elevada de sucres (carregant molt fort sobre I'eix
2) que no pas A.pratensis i, que en el cas dels aminoacids,
osmolits, fenols, acid clorogénic, acid shikimic i acid quinic és

I’A.pratensis qui en posseeix les concentracions més elevades.

CASOS vs VARIABLES (arrels)
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Figura 5: variables vs casos. Efectes dels tres tractaments. Arrels.

Quan efectuem els analisis multivariants només en les arrels
observem com se segueix manifestant una clara separacié entre
les especies i els tractaments (en ambdds eixos), amb una
direccionalitat representada per les fletxes de color gris. Les
consequencies del tractament de sequera en les arrels té uns

efectes diametralment oposats als que té a la part aeria .

Explicat per un 11% de la variabilitat total, I'eix 2 continua
separant les dues especies. Podem observar, doncs, que en les
plantes sotmeses a estrés hidric, els derivats d’aminoacids es
troben en concentracions més elevades en A. pratensis que no pas
en H.lanatus. En canvi, H.lanatus té les concentracions de sucres
més elevades que A.pratensis. Aquestes diferéncies dels sucres i
aminoacids entre les especies, s6n molt semblants a les que es

donen a la part aeria en condicions de reg setmanal.

A nivell estequiométric, s’observa una alta concentracio de
P en condicions de déficit hidric i una baixa relacié N:P. Per tant, en
condicions de menor disponibilitat hidrica una concentracié més
elevada de tots els metabolits a les arrels a través de la part aeria
suggereix un augment de la activitat i del creixement de les arrels.
Tot aix0 coincideix amb un increment de les concentracions de P i
una disminucié6 de les concentracions de N i, per tant, la
conseguent disminucié de la relaci6 N:P en les arrels, sent tot

plegat consistent amb la GRH.

6. CONCLUSIONS

Les conclusions que hem arribat a través de la realitzacié d’aquest

projecte han estat les segients:

Tot i que les dues espécies estudiades siguin molt
properes taxonomicament, tenen una estructura del
metaboloma i una composicié elemental diferent. Per
tant, malgrat els canvis que provoca la sequera, les dues
espécies sempre presenten - tant en la part aéria com en
les arrels- diferent composici6 metabolomica i
estequiometrica, donant suport a la hipotesi del ninxol
biogeoquimic.

Hi ha una clara diferenciacio entre part aéria i arrels tant
a nivell metabolomic com estequiomeétric en ambdues

espécies de graminies.

El tractament de sequera origina impactes diametralment
oposats a la part aeria que a les arrels en les dues
espécies. Mentre que en condicions d’estrés hidric, a la
part aéria hi ha una disminucié de I'activitat metabolica
(metabolits en concentracié més baixa) i un clar augment
de la relacié C:nutrients, a les arrels succeeix justament
el contrari: hi ha un augment del metabolisme i una
disminucié de la relacié6 C:nutrients. Per tant, es pot
observar, a nivell molecular, el que altres estudis han
observat a nivell macroscopic a través de la disminucio

de la relacié part aeria: arrels.

La baixa relaci6 N:P a les arrels conjuntament amb
concentracions baixes de N i altes de P i lalta
concentracié6 de metabdlits en les arrels sotmeses a

menor disponibilitat hidrica déna suport a la GRH.

Les dades permeten assolir una visié conjunta de la
resposta de la planta a la sequera a nivell global. En
situacions de sequera s’assignen més recursos cap a les
arrels disminuint la concentraci6 de metabdlits i
augmentant les relacions C:nutrients a la part aéria. La
pérdua de la capacitat de retencié hidrica que es podria
donar a la part aeria com a consequéncia de la menor
concentracié6 de metabolits pot ser compensada per un
augment d’esclerofil-lia com suggereix 'augment de la
relaci6 C:nutrients. Tanmateix la transferencia de
recursos a les arrels de manera que presenten un
concentracid de metabolits més gran en condicions de
deficit hidric suggereix una estratégia per augmentar
'absorcié d’aigua donat que aixd pot facilment estar
relacionat amb un major creixement de les arrels i, a
I'hora, la major concentracié de metabodlits augmenta la
capacitat del potencial osmotic de les arrels,
proporcionant, d’aquesta manera, una major facilitat per

absorbir aigua del sol.
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