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Fig. 4.9. Microfotografies al microscopi electronic de rastreig, amb la técnica de liofilitzacio, de la
superficie de la cara abaxial de fulles de gardenia durant la fase d’aclimatacio. Es van estudiar fulles
desenvolupades in vitro (fulles velles) i d’altres totalment desenvolupades durant I’aclimatacio (fulles
joves). Les plantetes provenien de micropropagacié sense sacarosa (Sy) i amb 5 g I de sacarosa en el medi
(Ss) idos PPFDs (Lsgi Ljgg) de tubs permeables o no al CO,. Sy— L,y permeablei fulla vella en A, B; S,
— Lsy permeable i fulla vella en C; Sy— L9 permeable i fulla jove en D; Sy— Lsy no permeable i fulla jove
en E; S5 — Lsy permeable i fulla jove en F. Es mostren visions generals de I’epidermis i detalls d’estomes.
L’escala s’indica a cada microfotografia. ]
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en aquesta fase es van prendre mostres de fulles velles (procedents de la fase
d’arrelament in vitro) i joves (crescudes integrament durant I’aclimatacié ex vitro). A la
fig. 4.8 es mostren els tractaments d’alta sacarosa i alta llum, oberts i tapats en fulles
velles i joves. Aixi, la fig. 4.8A, B pertany a S, — L, tub permeable i fulla vella, mentre
que la fig. 4.8D, E és de S,, — L,y tub no permeable i fulla vella. Les figs. 4.8C i F
correspoﬁen respectivament als mateixos tractaments, perd en fulla jove. En termes
generals podem dir que no s’aprecien diferéncies clares entre els estomes de fulles velles
i joves quant a la seva densitat i morfologia (fig. 4.8). Aixd sembla cert en tots els
tractaments. Tots apareixen amb forma i distribucié molt regular i situats en un mateix
pla. L anica diferéncia evident és la preséncia de ceres epicuticulars; les fulles velles en
tenen molt poques (fig. 4.8A, D) amb una certa tendéncia a presentar més ceres en els

tractaments que indueixen més autotrofia, sobretot en els de taps permeables (fig. 4.8C).

A la fig. 4.9 podem veure els tractaments sense sacarosa en el medi amb alta i
baixa Ilum, permeables i no permeables, excepte a la fig. 4.9F on es presenta el
tractament de S; Aixi, la fig. 4.9A, B sén de tractament S, — L,,, permeable i fulla vella,
la fig. 49C ésde S,—L,, permeable i fulla vella, la fig. 4.9D és de S, — L,,, permeable i
fulla jove, la fig. 4.9E és de S, — L, no permeable i fulla jove, mentre que la fig. 4.9F és
de S; — L,, permeable i fulla jove. S’ha d’assenyalar que en aquesta Gltima figura hi ha
molts estomes de diferents tamanys. El tractament més autotrofic (fig. 4.9D) presenta
pocs estomes, perd s6n grans. Les fulles joves presenten més ceres que les velles,
especialment les que procedeixen dels tractaments amb poca sacarosa i amb tap
permeable al CO, (fig. 4.9D, F). D’aquesta manera, els tractaments que tenen més ceres
sén S,i S; amb tap permeable, ja sigui amb alta o baixa llum .

Tan a la fig. 4.8 com a la fig. 4.9 es pot apreciar que els estomes son més
el-liptics que els que observavem durant la micropropagacio i per tant més funcionals.

Estan situats a nivell d’epidermis, sense sobresortir.



RESULTATS I DISCUSSIO 137

La fig. 4.10 ens mostra una fotografia d’una planta de control completament
aclimatada a condicions ex vitro, on podem veure una epidermis més uniforme amb
estomes completament formats i amb els porus tancats, i que tenen forma més allargada i

no sobresurten.

x1.5k @198 = 15kV

Fig. 4.10 Microfotografia al microscopi electronic de rastreig, amb la técnica de liofilitzacid, de la
superficie de la cara abaxial d’una fulla de gardenia ja aclimatada a condicions ex vitro. El valor de la
barra esta indicat a la microfotografia.

4.3. DISCUSSIO

Plantes de Rosa multiflora (Capellades et al., 1990b) cultivades in vitro amb 80
pmol s'm™ i 75% HR van presentar modificacions en els estomes, ceres epicuticulars i
cél- lules epidérmiques similars a les que presenten les fulles de plantes crescudes ex vitro
en hivernacle. Aixi doncs, els autors afirmen que en la primera fase del cultiu
(multiplicacid), els estomes apareixen esferics i alcats; durant 1’elongacié de les tiges hi

ha menys estomesi de formamés el liptica. En aquesta fase d’elongacid i en plantes
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crescudes amb el 100% d’HR, pero, aprecien molts hidatodes que no els veuen quan les
plantes estan en un 75% d’HR. Sén estomes modificats molt petits i rodons, que estan
situats entre els estomes normals. Sembla que intervenen en la regulacié d’intercanvi

d'aigua, i mantenen un flux d’aigua i de minerals cada cop més alt en condicions de

baixa transpiraci6 a causa de la humitat elevada de ’ambient.

Estudis fets en prunera in vitro en relacié amb I’efecte del fotoperiode, en la
diferenciacié dels estomes, manifesten que les diferéncies en el régim diari de llum
provoquen diferéncies en la densitat estomatica (Morini et al., 1991). En un treball més
recent de Zacchini et al. (1997), que estudia ’efecte del fotoperiode en el
desenvolupament in vitro de Prunus cerasifera, es conclou que el més favorable pel que
fa a la diferenciacio dels estomes va ser cicles de 4:2 hores de llum-foscor, i no el cicle
habitual de 16:8 hores. Aquests autors també destaquen la forma rodona dels estomes,
perd no saben si és deguda a les caracteristiques del cultiu in vifro. També hi ha més
estomes a la zona mitjana i apical de les fulles que a la zona basal; i el nombre va
disminuint des de la primera fulla a partir de I’apex cap baix. Es a dir, varia segons I’edat

de la fulla i la seva posici6 en la planta.

Santamaria ef al., (1993) diuen que durant el cultiu in vitro hi ha poca regulacié
de I’apertura estomatica, mentre que la cuticula no sembla jugar cap paper. Els estomes
sén parcialment funcionals, perd hi ha alguna alteracié anatomica i/o fisiologica que
impideix que tanquin bé. Per altra banda, hi ha molts més estomes, i son més grans, en
les fases in vitro que quan les plantes passen a I’aclimatacié. Durant I’aclimatacié, la
densitat estomatica és més baixa, cosa que es deu a que augmenta la superficie de les
fulles. Ells justifiquen aquest fet com a conseqii¢ncia de 1’addici6 de BAP al medi.
Aquests autors també diuen que, en un ambient alt de CO,, els estomes estan
permanentment més tancats que els que creixen en condicions convencionals. Les
plantes procedents de tractaments amb tubs permeables al CO, creixen en un ambient

més sec i, per tant, tenen més ceres epicuticulars. Alhora, els estomes estan menys
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deshidratats. En general, els estomes semblen més desenvolupats i, normalment, n’hi ha
menys. El mateixos autors (Santamaria ef al. 1993) troben que amb gran freqiiéncia, els
estomes de plantes in vitro sén més aixecats i rodons, mentre que en la fase
d’aclimatacié apareixen en forma el-liptica i disposats a nivell d’epidermis, la qual cosa

estaria d’acord amb les nostres observacions.

Els nostres resultats també s’adeqiien a estudis fets amb Quercus per Ashton i
Berlyn (1994) en condicions naturals al bosc, on demostren que les plantes adaptades a
radiacié alta tenen major densitat estomatica que les d’ombra (fig. 4.1), com també la
fulla és més petita, més gruixuda i el gruix de la cuticula és més gran (veure figs. 21 3 de
P’apartat 1 de resultats i discussio). Aquestes diferéncies fan que les plantes d’alta’
radiacio tinguin una eficiéncia més gran en 1’us de I’aigua i que perdin menys aigua per

evapotranspiracio.

Kirdmanee et al. (1995), en Eucalyptus camaldulensis in vitro cultivat a 80 umol
m” s?, sense sacarosa i hormones en el medi, amb i sense enriquiment de CO,, van
comprovar que els tractaments que induien densitat estomatica baixa, o sigui, els que no
tenien enriquiment de CO,, presentaven uns estomes i c¢l-lules epidérmiques més grans,
cosa que sol ser tipica de les plantes que tenen hiperhidricitat. Aquestes plantes poden
tenir problemes a lhora d’aclimatar-se, per radé de la pérdua incontrolada d'aigua
d’aquests estomes deformats. En el nostre experiment, el tractament comparable al
descrit per I’autor S, — L, sense permeabilitat al CO, va presentar uns estomes molt

turgents.

Estudis recents en Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla constaten que tant
en plantes normals com en les hiperhidriques, la cuticula i la capa de ceres s6n molt
fines, perd no sén les responsables principals de la perdua elevada d’aigua en casos
d’estrés (Louro et al., 1999). Nosaltres també trobem molt poques ceres epicuticulars

amb independéncia del tractament, perd augmenta una mica la quantitat en els estadis
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posteriors de la micropropagacié. Moltes vegades els estomes estan localitzats en

protuberancies, la qual cosa fa dificil el seu tancament.

Els nostres estudis d'ultraestructura coincideixen en linies generals amb els que
recull la literatura que existeix sobre el tema. Dels resultats obtinguts podriem extreure

les conclusions segiients:

En la fase de multiplicacié s’observa forga variabilitat entre els tractaments
estudiats. Aixi, en S;, — L,y i amb tap permeable vam trobar molts estomes, mentre que
en S,, — L,, amb tap permeable sembla haver-n’hi menys, perd més desenvolupats. En S,
— L, 1 amb tap permeable hi ha pocs estomes, tancats i poc diferenciats, mentre que en
S, — L, obert n’hi ha molts. Aquesta variabilitat potser és deguda al fet que es tracta dels

primers estadis de la micropropagacio.

Durant la fase d’arrelament, en tots els tractaments de S,,, independentment de la
Ilum o del CO, de creixement estudiats, es poden observar molts estomes en fase de
formacié que es presenten oberts i tancats, grans i petits. En canvi, en els tractaments de
S, permeables al CO,, s’observen estomes de forma i mida molt regulars i amb un grau

de desenvolupament forga elevat.

En general, tan a la fase de multiplicacié com a la d’arrelament no s’aprecia un

efecte clar de la quantitat de sacarosa en el medi de cultiu sobre I’estructura epidérmica..

En resum, com més avangat és I’estadi de la micropropagacid, els estomes sén

més desenvolupats i presenten una morfologia més uniforme.

En la fase d’aclimatacid, els estomes en general estan més tancats. Tots es troben
situats en un mateix pla i disposats for¢a regularment. Alguns dels tractaments també

presenten ceres.
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5. EFECTE DE LES CONDICIONS DE CULTIU IN VITRO EN EL
DESENVOLUPAMENT FOTOAUTOTROFIC DE PLANTES DE GARDENIA

DURANT LA MICROPROPAGACIO I L’ACLIMATITZACIO EX VITRO

En aquest apartat s’avalua el grau de fotoautotrofia de les plantes de gardénia
durant les diferentes fases de la micropropagacio i posterior aclimatitzacié ex vitro.
Les técniques emprades son la fluorescéncia rapida de la clorofil-la i la composicié

d’isotops estables del '*C. Les mostres procedeixen de ’experiment II.
5.1. INTRODUCCIO

Tradicionalment, s’havia considerat que les plantes in vitro tenien molt poca
capacitat fotosintética per aconseguir un balang positiu de carboni i que, a més a més,
necessitaven sacarosa com a font d’energia i carb6 per al seu creixement heterotrofic i
mixotrofic durant els estadis de multiplicacid i d’arrelament in vitro (Grout i Ashton,
1978a). Investigacions més recents van demostrar que les plantes in vitro podien
créixer fotoautotroficament si les condicions eren favorables per fer fotosintesi.
Actualment, aquests conceptes estan canviant i s’accepta que sota unes condicions de
creixement adequades, com poden ser un baix contingut de sacarosa en el medi, un alt
PPFD i/0 una concentracié alta de CO; dins el tub de cultiu és possible millorar el
desenvolupament de les caracteristiques fotosintétiques in vitro (Solarova, 1989;
Kozai, 1991b; Kubota i Kozai, 1992; Hdider i Desjardins, 1994; apartat 2 de resultats i
discussid), com també la contribucié relativa de la fotosintesi a la biomasa total de la
planta (Serret et al., 1996, 1997). En canvi, encara no s’ha demostrat quina és la
relacio (si hi és) entre el grau de fotoautotrofia assolit per una planta in vitro i la seva

capacitat fotosintética.

S’ha postulat, perd no s’ha demostrat de manera inequivoca, que 1’afavoriment
del creixement fotoautotrofic in vitro és necessari per evitar (o si més no, alleujar) la
fotoinhibicié potencial de les plantes durant I’aclimatitzacié (Dubé i Vidaver, 1992;

Hdider i Desjardins, 1994). Ara bé, un augment de la intensitat de llum pot afavorir les
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caracteristiques fotosintétiqueé de les plantes in vitro, pero 1’absorcié d’un excés de
llum per les fulletes esta reconegut com una font potencial de dany en els cultius in
vitro (Aitken-Christie et al., 1992) i comporta la fotoinhibicié de la fotosintesi i una
baixa contribucié dels fotosintetitzats en el carboni total de les plantes (Serret et al.,

1996).

En optimitzar el creixement de les plantes a I’interior del tubs, es pot afavorir
I’¢xit de la seva posterior aclimatitzacié en condicions ex vitro (Kozai, 1991 a, b;
Kozai et al., 1990 a; Murphy et al., 1998). Per exemple, en diferentes espécies, un
increment de la quantitat de CO, dins els pots de cultiu ir vitro no solament comporta
una millora del creixement in vitro siné que també afavoreix el grau de supervivéncia
i de creixement ex vitro (Genoud-Gourichon, 1996; Soldrova i Pospisilova, 1997,
Murphy et al., 1998). En canvi, segons els resultats d’altres autors, no es confirma que
una planta més fotoautrofica pugui superar millor I’estrés del trasplantament a
condicions ex vitro (Debergh et al., 1992). Ara bé, mentre que Capellades ef al. (1990
a, b) van demostrar que les plantes de Rosa multiflora menys fotoautrofiques eren les
que s’aclimataven millor, Genoud et al., (1999), treballant amb Rosa hybrida, van

concloure el contrari.

L’estudi de la cinética rapida de la fluorescéncia durant el decurs del temps
(corba de Kautsky), mesurada en fulles adaptades a la foscor, ens dona una informacié
essencial per entendre el procés de la fotosintesi i per comprendre per qué es produeix
fotoinhibicié com a resposta a un estrés que afecta ’activitat fotosintética (Trillas et
al., 1995; Pospisilova et al., 1999 en estudis d’aclimatitzacié ex vitro). Per estudiar
Porganitzacié de I’aparell fotosintétic s’apliquen diferents parametres com ara el
quocient de fluorescéncia variable (F, = Fy, — F,) respecte a la maxima (F\/Fy,)iala
minima (F\/F,) (Genty et al., 1989). Qualsevol factor que afecti ’eficiéncia en la
captura de Penergia d’excitacié mitjancant ’obertura del PSII dels centres de reacci
també modificara els quocients de la fluorescéncia esmentats abans (Lichtenthaler i
Rinderle, 1988; Genty et al., 1989; Schreiber i Bilger, 1993). Com que el PSII és
particularment susceptible a la fotoinhibicié (Powles, 1984), un descens dels quocients
FuFy i F,/F, és un bon indicador que existeix fotoinhibicié (Ogren i Oquist, 1985;
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Lichtenthaler i Rinderle, 1988). El quocient F,/F,, s’utilitza molt com a indicador de
| Pestat general de les fulles i el quocient F,/F, ha estat proposat com a indicador de
estat 1 eficacia de la cadena de transport d’electrons (Babani i Lichtenthaler, 1996;
Yordanov ef al., 1997). Quan estudiem els canvis en aquests quocients, és important
distingir els augments de F, dels descensos de Fy,. Segons Baker i Horton (1987) i
Pearcy i Sims (1994), la fotoinhibici6é produeix aquests dos tipus de canvis. Ara bé,
mentre que el primer estd associat amb danys per excés de radiacié (Kamaluddin i
Grace, 1992; Araus i Hogan, 1994), el segon esta relacionat amb la fotoproteccid
(Osmond et al., 1987; Kamaluddin i Grace, 1992; Araus i Hogan, 1994; Georgieva i
Lichtenthaler, 1999). Tedricament, el nivell F, és I’emissié de fluorescéncia quan tots
els centres de reaccid estan oberts i I’extincié fotoquimica €s minima. Un increment
de F, és caracteristic de la destruccid dels centres de reacci6 del PSII o d’un bloqueig
en la transferéncia de I’energia d’excitacié des de ’antena fins als centres de reacci6
(Bolhar-Nordenkampf ef al., 1989). Quan s’inactiva el transport d’electrons en el
PSII, s’incrementa la taxa de degradacié de la proteina D1 i aquest fet comporta un
augment de F, (Rintamaki et al., 1994). D’altra banda, un descens de Fy, pot indicar un
augment de ’extincié no fotoquimica ((Bjorkman, 1986; Baker i Horton, 1987
Bolhar-Nordenkampf ef al., 1989). Per altra banda, I’area sota la corba entre F, i Fi, és
proporcional a la mida del pool d’acceptors d’electrons de la banda reduida del PSII,
una simple indicacié que ens dona el parametre t;2, que €s el temps que necessita la
fluorescéncia per aconseguir la meitat de la distancia entre F, i F, (Bolhdr-
Nordenkampf et al., 1989). A part dels processos de fotoinhibici6, I’aclimatitzacié o
’adaptacio a la intensitat de llum (Araus i Hogan, 1994; Yordanov et al., 1997) o el
desenvolupament de ’aparell fotosintétic ja sigui ex vitro (Babani i Lichtenthaler
(1996) i d’altres referéncies esmentades) o in vitro (Serret et al., 1996) també pot

afectar aquests parametres de la fluorescéncia de la clorofil la.

Aquest apartat es divideix en dos parts, el primer dels quals fa referéncia a la
micropropagacié mentre que el segon ho fa a I’aclimatitzacié. Per una banda,
s’estudiara la capacitat fotosintética i les respostes rapides de la fluorescéncia de la
clorofilla de les plantes de gardénia durant els estadis de multiplicacié i d’arrelament

in vitro. Es determinara si el grau de fotoautotrofia d’aquestes plantes mixotrofiques té
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algun efecte en 1’augment de la fotoinhibicié durant la micropropagacié. A més a més,
s’avaluara la relaci6 entre el grau de fotoautotrofia i la capacitat fotosintética de les
plantes in vitro. En aquest apartat, els valors de fotoautotrofia mesurats mitjangant la
composicié isotopica (8'>C) i utilitzats aqui provenen de I’apartat 3 _de resultats i
discussié. Per una altra banda, es descriura I’efecte de les condicions de cultiu in vitro
en la pauta de fluorescéncia rapida de la clorofil-la durant la fase d’aclimatitzacio.
S’avaluara si les condicions de cultiu in vitro que donen lloc a plantes més
fotoautotrofiques esmorteeixen la fotoinhibicié i afavoreixen aixi 1’aclimatitzacid

posterior.
5.2. RESULTATS I DISCUSSIO

Els canvis en el quocient F\/F, van ser més grans que els del quocient F\/F,
com a resposta a canvis en les condicions de cultiu o als estadis de micropropagacié
(taules 5.1 i 5.2). El quocient F,/Fy, es bastant lent i insensible en resposta, mentre
que el quocieht F,/F, és molt més sensible i rapid de resposta a canvis en les taxes de

(Babani i Lichtenthaler, 1996).
A) MICROPROPAGACIO

Efecte de Iestadi de micropropagacio sobre la fluorescéncia de la clorofil-la

Llestadi de cultiu va tenir una influéncia forta sobre la fluorescéncia de la
clorofil'la. Per a cada condicié de cultiu, des de I’estadi de multipiicacié fins al
d’arrelament, els quocients F\/Fy, i F\/F,, com també el parametre #,,, van augmentar,
mentre que Fp, i F, van disminuir significativament (taules 5.1 i 5.2). El fotoperiode
no va tenir gairebé efecte en aquests parametres, i va presentar petites, perd no
significants diferéncies. Les pautes de fotoinhibicié passatgeres van ser menys
evidents durant els dos estadis de micropropagacié (multiplicaci6 i arrelament) i van
presentar valors més baixo's de F\/F,, i F,/F, i més alts de t;; després de 6 h de llum,

amb petites diferéncies no significatives. Els valors més baixosde F\/Fy,i F\/F,



147

RESULTATS 1 DISCUSSIO

100°0 >d ‘exs 100> d ‘#s S0°0> d o UROYIUBIS OU “5°U

sy sy ‘su sy s’y o.:ﬁ.mOU.amm.oao..o:m

sU su su - - aun1-20D-addd

sy 's'u s’y 's'u . auny-1Q)-as0Ing

‘s'u 's'u s'u ‘s'u ‘s'u awl-QIdg-ososong

s'u . ‘s'u s'u ‘s'u 200-addd-esoong

su ‘s'u sy ‘su . aun1-20D

- s s'u s'u s’y swy-dddd

sy 's'u ‘s'u . 'S'U 200-a01dd

s’y 's'u sy . - au ] -9504oN§

‘s'u s'u . s'u sy T0D-esodng
s’y e 's'u - . aAddg-esosIng ISUONIEBINU]

s’y 's'u . sy s’y UGS
€10°0FEY0 21274 PUIFIO 1Y [S0°0F91°T T900°0FLS9°0 W3y Py
£10°0¥CH0 6£0°0F8¢E’1 TUIF80°1¢€ 1€0°070€°T 19( "0¥L99°0 eq potsadoyoyd

sy * »ee . —_— RuBYBIS

P10°0FIY 0 WOOFLTT 81 1¥8Y'6¢ £S0°0FIIT Y9( "0V¥9'0 ded aqmy 131y
t10°0Fp¥'0 8L00FEY'] 80°'1FTSEE 6¥0°0FS€°T 65)0°0¥8L9°0 dwd aqng aso0] 200

U ey e e 11 uwPuBIS

1000 6£0°0¥16°1 o' 1+8L°$T 0SO0'0FLY'T 0900°0¥969°0 (1-S =W lowr o)  mo
Y10°0¥1¥°0 IP0°0F61°1 IUIFCT'LY TS0'0F66'1 £900°0F0£9°0 (1-5 -w towrd o11) 431 ‘dddd

L L2 % * L1 2] (22 00-35‘——”_@

810°0¥%9%°0 YSO0FLE L TS'1¥29'8¢ 690°0+96'1 T800°0¥619°0 (% 0°0) suoN

910°0FLY'0 LYO'OFSY'1 £ 1F09'¢E 090°0+¥81°C C¢LO0'0¥C99°0 (% $°0) mo1
o_o.o#m.@ 0'0FETT ICIFLTLE 650°0¥66°T 1L00°0¥90L°0 (%0€) udt [ 9504008
o w.y uy O /A w/Ad SINTWLVIIL

sajnf 0z-€1

ap pupljtui v ugs s10pa S| 10N AW I 25D D] JUDNP SIPDANJOAUISIP DIUFPIDS 3P Sajnfua U1 1 °f g Cgp g “1A g D)fod01o D] 9p ppidpa D1ougdsatony
D] ap sadjoup4pd s12 us 2p034adolof |2 juvinp vansaw ] 3p judwouw 13p 1 dop ap sndil 19p ‘Gddd |9P DSODIDS 3P PIIDLUIIUOD D Ip 2193fF *['S DML




148

RESULTATS I DISCUSSIO

100°0>d ‘see “10°0>d “as SO0 - d ¢ WWRIYIUBIS OU U

‘s'u ‘su ‘s'u ‘s'u — o su w1 -10D-qdd-95040ng
‘su sy - su s'u 's'u auy-T0D-adddd
‘s'u s’y sy ‘s'u s'u am-ZO)-Is0long
sy 's'u s'u s'u s’y awi -4 J-950490G
U e s'u ren e 20D-qddd-ssosmng
U ‘s'u ‘s'uU 'S'u s'u aunj-t0)
's'u su 's'u s’y 's'u sunj-addd
su T » sen e 200-aadd
‘su ‘s'u su 's'u sy auI) ~35010Ng
& *xe¥ x® *5 s **¥ NOUIQHO.—USw
* su sy e s aadd-esosng $SUONDIBINUY
sy ‘s'u s’y 's'u <y Pueyudig
0£00°0+¥21'0 0600°0¥S4°0 eV TFISTEL SPO'0FEL'T SE00°0F61L°0 Ly | uny
0€00°0¥11°0 0600°0¥#¥°0 OY'TFOVIT SY0'0F68'C SE00°0FEEL0 , yieq powdojoyg
U e e e s*e 3-—8—.—_&_%
TE00'0FIT0 L600'OFLEQ 19°7+86°0%1 6V0°0FITT 8€00°0¥¥89°0 de aqmy 34311,
82000210 ¥800°0FCS 9TTFL6'TI HOOFLY'E ££00°0F89L'0 ded> aqm 3s007] 20D
su sy s see e FTTTET
6200°0¥21°0 8800°0¥9¢ ! 9e'TFOLELL o 0F0'e $E00°0FOYL0 (1S z-w fourd 0g) Moy
1€00°0¥21°0 T600°0FEY ) 8P TFIT OV 9r0'0+8S°T 9€00°0¥TIL'0 (1S z-w fowrl 01 1) 43tH ‘qidd
sex T ey T ses oocuumzcuiml“
£V00°0F11°0 £10°0¥LE ) £V E¥50°791 v90°0FET'T 0500°0¥L89°0 (% 0°0) suoN
YE00'0FY1°0 010°0%ZS ) LL'TH6'66 7S0'0¥20'€ 0¥00°0¥0vL 0 (% $°0) Mo
SE00°0¥11°0 010°0¥p%°0 08'Z¥06'811 TS0'0F81'E 1900°0F1SL°0 (% 0¢) 43y s0long
A N T S R
o urf un 0L/A] wd/AY  SINTWLVIIL
- I

samf 07

-§ 1 3p DUD([j1w D] UQS SIOJDA S| JUIWIDIDLID, P ISDY D} JuDINP SAPDANIOAUISIP DIUPPIDS 2D SIS Ud Y11 1 0 “f ©gP ] *“J/'J D]-14f040)> v} ap OpIdps D1JUYISIIONY
v] 3p saiyoup.nd sja ua 2pojiadoiof |2 jup.np pinsaw p) ap pawow [ap | dvy 3p sndil 9p ‘Gddd |9p ‘PSODIVS P P1IOLUIIUOI D] AP 3fq TS DMLY




RESULTATS I DISCUSSIO “ 149

durant la multiplicacié comparats amb 1’arrelament es van associar amb un F, més
elevat (taules 5.1 5.2), d’acord amb resultats previs en gardénia en unes condicions

experimentals molt similars a les de ’experiment II.

Els tres factors de cultiu assajats (tipus de tap, PPFD i sacarosa en el medi) van
tenir un efecte significatiu en F\/Fy, F\/F,, t12 1 F, mesurats en els dos estadis, mentre
que el parametre F, solament va quedar afectat per la quantitat de sacarosa en el medi
(taules 5.1 i 5.2). En augmentar la concentracié de sacarosa s’observa un increment
dels quocients F/Fy,, i F\/F,, pero per a les altres tres variables la pauta va ser menys
clara. Un increment en el nivell de llum va comportar uns valors més baixos de F,/Fp,
FJ/F,, i de Fy, i un increment de ¢,5. En els tubs hermétics comparats amb els
permeables, els valors de F\/F,, van ser més baixos, mentre que el #,, va pujar. No
obstant aixo, el patr6 de resposta per aquests factors de cultiu va mostrar interaccions
significatives, sobretot entre la sacarosa i el PPFD durant la fase de multiplicacio.
Durant I’arrelament es van observar interaccions significatives entre la sacarosa i el

PPFD, entre la sacarosa i el tipus de tap, i entre el PPFD i el tipus de tap.

Normalment, els valors de F,/F, oscillen entre 0,75-0,85 en fulles no
estresades ex vitro (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). En el nostre cas, els resultats
van ser menors, fins i tot en aqueﬂs de casos de fulles crescudes en condicions de
manca de fotoinhibicié durant I’arrelament, com ara un baix PPFD, en tubs
permeables al CO, (taules 5.1 i 5.2). S’han descrit valors similars del quocient F./Fy,
“també baixos en palmeres in vitro (Rival et al., 1997). En el nostre experiment, els
valors de F,/F, també van ser baixos, independentment del tractament considerat, cosa
que suggereix que, en general, fins i tot en abséncia d’estrés, els valors d’aquest
quocient eren baixos. També es va observar que el moment de presa de mesures al
llarg del fotoperiode no va exercir un efecte important. Aquests valors baixos en els
quocients esmentats anteriorment podrien ser una conseqiiéncia d’un
desenvolupament incomplet de I’aparell fotosintétic. Un valor baix de F, durant
’arrelament no s’associaria necessariament amb fotoinhibicié, perd podria ser una
conseqiiéncia de canvis produits en I’estructura de 1’aparell fotosintétic. En aquest

sentit es poden considerar diferents alternatives.
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S’ha descrit un descens de F, com a conseqtiéncia d’una aclimatitzaci6é o d’una
adapiacié a condicions de llum alta, que probablement esta relacionat amb una antena
petita (Araus i Hogan, 1994; Yordanov ef al., 1997). Si una antena és petita, el cami
pels quantums fins al centre de reaccié és més curt, cosa que es tradueix en menys
pérdues d’energia, en un F, menor i en un quocient F\/F, més alt (Yordanov et al.,
1997). També s’han descrit en ’apartat 1 de resultats i discussid valors més alts de ¢/,
durant I’arrelament que durant la multiplicacio (taules 5.1, 5.2) i aquest fet vol dir que
hi ha hagut una adaptacié a PPFD més alts, on les antenes son més petites i el pool de
plastoquinones és més gran (Anderson et al., 1988). En canvi, aquesta resposta
semblant a una aclimatacié a la llum no es recolga amb altres dades; aixi, el quocient
F,/F,, no acostuma a canviar com a resposta a un augment de F, associat a una
aclimataci6 a baixa llum (Araus i Hogan, 1994). En els nostres resultats, i segons una
observacid general, el descens del quocient Ch/ a/b juntament amb ’increment del de
Chl/Car des de la fase de multiplicacié a la d’arrelament (taula 5.3) semblaria que no
estd d’acord amb la resposta tipica d’una aclimatitzacié progressiva a un alt PPFD
(Pearcy i Sims, 1994). No obstant aixo, alguns canvis en els quocients de pigments
estarien relacionats amb un desenvolupament progressiu de I’aparell fotosintetic (Lee

et al., 1985), encara que baixin les Chl totals .

Un altre model de desenvolupament per comparacié seria I’enverdiment de
plantes etiolades. Babani i Lichtenthaler (1996) han descrit valors baixos dels
quocients F\/Fy, i F\/F, en fulles en procés d’enverdiment ex vitro i abséncia d’estrés.
Segons aquests autors, els quocients esmentats i Fiy i F, van augmentar durant
I’enverdiment, sobretot en la primera part del procés, tendint després a estabilizar-se.
En els nostres resultats hi va haver un increment dels dos primers parametres, mentre
que Fp, i F, van baixar des de la multiplicacié fins a ’arrelament. D’altra banda,
- durant el desenvolupament de 1’aparell fotosintétic associat amb I’enverdiment de les
fulles, €s habitual observar un increment del contingut total de clorofil-les, com també
del quocient Chl/Car, mentre que el quocient Chl a/b disminueix (Babani i
Lichtenthaler, 1996). En les fulles de gardénia in vitro, es van observar canvis en els

quocients Chl/Car i Chl a/b relacionats amb el procés d’enverdiment de les fulles,



2

RESULTATS I DISCUSSIO

151

100°0>d ‘es (100> d “su {500 - d ‘s WUEYILBIS OU “SU

'S'U €U . su ‘s'u ‘su T0-qAdd-3s0aong
s'U . ‘s'u su sy 'su 200-addd
s Ex' X! 'SU s'u 'S'u TOH-esoong
's'u s'u - ‘s'u ‘s'u ‘s'u E&&cﬂnouosm suoneINU]
s’y su U sU . sy RuBHUSg
990°0F0L ¥ SYO'0FLIT £9°07¥5'9 1osry TLOOFSL'T LY'IFI8'6 ded aqny 3ydiy
TS0°'0F9L'Y SE0'0FIL'T 6V 0¥FILL 160°0¥95'% 090°0F¥0°€ TTIFSSTT ded aqn;y aso0y 200
M ‘su nd K 'S’y ‘su oouao_n«__-w_im\
650°0+798 0v00FEL'T 95°0F0€'6 660°0%65'V #90°0¥98'C 117966 (1-S; lowrgg) moq
950°0%09'¥ 8€0°0¥59°C £5°0796'¥ OVOFEY'Y 990°0F€6'C YEIFIVTI (1-S z-w low 011) 43iH ‘qddd
U * " . su s aduedyrudis
880°0769'v 090°0¥89°Z £8°0FETL 9I'0FCl'Y 001'0¥19°T - 80°TFES'L (% 0°0) auoN
£90°0¥CL'Yy £00°0¥09'T 09°0¥£9°S 110705 ¥ TLO0FL0E LY 19916 (%50 mo|
990°0F6L"Y SP0'0F08°T £9°0¥25'8 10¥16'p yLO'0F90'E 05° 179591 (% 0¢) Y3iH :asosong
(+x)/(q+2) Wi |-3 Bu (>+X)(q+%) Wd 1.3 30
20I/14D 14D i) wO/4D WD ') SINTWLVIYL
uondnpuy 100y uoneddunAl J004yS

'sajnf z-1 203 sponb s3] op PUNISDPDO ‘S2ISOW 9-¢ P DUD[IW D] UOS SIOJDA S| JUUD]244D, P

1 p1oD01dY MW 3p sasvf $3) JUDINP SIPLANjOAUSIP DIUPDS 3P SN ud ‘(W) osa4f sad D SHadfo.4 ‘(D)D) SAPI0UII04DI D 230adSau Sa).Jifod01d ua 1 (9 YD)

q b 2192dsa.4 v p}.]1f04010 spUBI0Nb S|3 UD ‘(1Y) [DIOI §3].]1f040]2 3P INBulU0D |2 ua dp} Ip Sndip [3p 1 (JAdd 13P ‘PSO4 DS 3P Q1IVLUIOUOD D] P 2193f7 *£°S DIND]




RESULTATS I DISCUSSIO 152

Taula 5.4, Efecte del tipus de tap, del PPFD, del fotoperiode en la temperatura, en el déficit de pressié
de vapor d'aigua (VPD) i en la concentracié de CO, dins els tubs de cultiv. Cada valor de
temperatura, de VPD és la mitjana + ES de 3-6 mesures, mentre que, per a la concentracié de CO,, els
valors representen la mitjana + ES de 4-5 tubs. Per a més detalls vegeu l'apartat corresponent a
materials i métodes.

Tube PPFD Temperature (°C) Vapor Pressure Deficit (Pa)
cap | inside tubes | chamber [At* (t,-t,,) inside tubes| chamber inside tubes
(umol-m2s™") Tower leaves upper icaves lower leaves upper leaves
0 200+0.1{ -0.0x0.1 00+02 [ 935+£55] 506+5.1 52020

Loose 50 20.1£0.1] 1.9+04 2403 |964+81 | 786+88 972+9.0
110 207+0.2| 58+05 6.5+£03 [1049£47]207.24£84 245.7+92

0 200+0.1] -0.1+£02 00+0.1 }935+55; 58.0%2.0 77.8%112
Tight 50 201+£0.1) 0504 2003 | 964+81 |130.6+17.8 180.5+35.8
120 207+0.2] 45%0.5 6.0x04 |1049+£47235.8+26.1 290.1 £22.6

Tube CO, (ut-1'")
cap {Chamber| Shoot multiplication — Light period Root induction - Light period

0h 1h.30' 4h. 6 h. Oh. 1h.30' 4 h 6h.

Loose}] 380 |5600:1119 6734400 131+£34 435 ]7531%1169 2820796 1355+445 80zx3
380 [7267+£2250 360+ 149 132+35 618 |5492+1226 695545 19734 636

Tight 380 1271 £ 153 33958 32789 288+39f 1013£57 559+49  391+£56 321x33
‘380 1154 £56 276+35 236+43 248+26f 1152£53 30929  305+37 29933
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perd el contingut de clorofil-les totals va baixar notablement (taula 5.3). Aquest
desceris, que no esta d’acord amb altres casos de la bibliografia (Rival et al., 1997),
podria ser conseqiiéncia de I’aparicidé d’un major nombre d’estructures no
fotosintétiques, com per exemple teixits estructurals per donar consisténcia mecanica

a les fulles, durant la micropropagacio.

Considerat conjuntament, durant les diferents fases de la micropropagacio, el
patré de canvis en els valors de fluorescéncia i de pigments no quadra perfectament ni
amb el que considera la bibliografia com a tipic d’evolucié d’enverdiment ni amb res
comparable amb ’aclimatitzacié a llum alta, i realment suggereix una mica de
fotoinhibicio. Aixi, les fulles de I'ultima fase de cultiu in vitro (arrelament) estarien
menys fotoinhibides i presentarien uns quocients F\/Fy, i F\/F, més grans que les de la
primera etapa, i aquesta fotoinhibicié estaria associada amb mecanismes de
fotoproteccié (descens de Fi,) més que amb mecanismes de fotodestruccié (augment
de F,) (Kamaluddin i Grace, 1992; Araus i Hogan, 1994; Pearcy i Sims, 1994). En
comparacid, uns quocients F,/Fy, i F,/F, baixos durant la fase de multiplicacié van
dependre dels valors alts de Fj, tot i tenir valors relativament alts de Fy, Per tant, els
valors alts de Fy, estan associats amb una extincié no fotoquimica i podrien reflectir
una utilitzacié activa d’energia en el cicle de Calvin (Georgieva i Yordanov, 1994) o,
més probablement, una falta de mecanismes de fotoproteccié durant els estadis

primerencs de la micropropagacio.

Efecte de les condicions de cultiu sobre la fluorescéncia de la clorofil-la

Les tres condicions de cultiu assajades (tipus de tap, PPFD i quantitat de
sacarosa en el medi) van afectar significativament (P < 0,05) els parametres F,/F,,
FJF, t 51 F, durant els dos‘estadis de micropropagacié estudiats, mentre que F,
solament va variar segons la quantitat de sacarosa (taules 5.1 i 5.2).Una elevada
quantitat de sacarosa en el medi augmentava els quocients F,/F, i F,/F, mentre que
I’efecte sobre el z,,, F,, i F, era menys clar. Un increment en el PPFD feia disminuir
FJ/F, F/F,iF, i augmentava el t,,. Es va observar la mateixa pauta de variaci6

tant en tubs permeables com en els que no ho eren. Ara bé, la resposta a aquestes
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condicions de cultiu presentava interaccions significatives (P < 0,05), especialment
entre la sacarosa i el PPFD durant la multiplicacié (taula 5.1). Durant I’arrelament
també es van presentar interaccions significatives entre la sacarosa i PPFDs o el

tipus de tap, i entre el PPFD i el tipus de tap (taula 5.2).

Per cada estadi de cultiu, les plantetes crescudes amb poca sacarosa i en menor
mesura sota alt PPFD van ser les més fotoinhibides. Aquestes condicions de cultiu van
estimular la fotoautotrofia de gardenies in vitro (Serret et al., 1996, 1997). El descens
dels quocients F,/F, i F,/F, associat amb baixa sacarosa no va ser per ra6 d’una
baixada de Fy, (aquest parametre va mostrar una pauta oposada), perd si per un
increment de F,, mentre que la llum elevada va abaixar Fy,, sense canvis en F,. Com -
s’ha dit més amunt, una baixada en els quocients de fluorescéncia causada per un
augment de F, suggereix una inactivacié dels centres de reaccié del PSII per
fotodany, mentre que si era per raé d’un descens de Fy,, podria ser el resultat d’un
augment de fotoproteccié (Kamaluddin i Grace, 1992; Araus i Hogan, 1994; Pearcy i
Sims, 1994; Georgieva i Lichtenthaler, 1999). A més, la poca sacarosa (sobretot a la
mulfiplicacié) va fer abaixar el contingut total de clorofilles (Chl), aixi com els
quocients Chl a/b i Chl/Car (taula 5.3), suggerint menor sintesi i/0 major degradaci6
de clorofil'les (Sestak, 1995). En aquest sentit, i segons es diu a I’apartat 2 de resultats
i discussio, es mostra que la sacarosa afavoreix la formacié de cloroplasts. També s’ha
demostrat en altres espécies que la sacarosa influeix sobre el contingut de clorofil'les i
I’abséncia de fotoinhibicié durant la micropropagaci6é (Synkova, 1997; Ticha et al.,
1998). A més, un quocient Chl a/b amb elevada sacarosa esta d’acord amb uns
complexos captadors de llum més petits (Lawlor, 1993), cosa que podria disminuir la
fotoinhibicié de les fulletes. En canvi, altres estudis no estan d’acord amb aquesta
hipotesi (Capellades et al., 1990a; Aitken-Christie et al., 1992; Hdider i Desjardins,
1994; Van Huylenbroeck i Deberg, 1996), encara que els nivells de sacarosa assajats
fossin molt alts, entre un 3 % i un 6 %. Altes concentracions de sacarosa en el medi

poden minvar el creixement de les plantetes (Wolf et al., 1998).
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Un increment de PPFD durant la multiplicacié no va tenir efecte en el
contingut de clorofil-les (Chl) ni en els quocients de pigments (taula 5.3). En canvi,
durant 1’arrelament, Chl va baixar, mentre que Chl/Car va augmentar, cosa que vol dir
que en aquest estadi tarda de la micropropagacid, les plantetes s’havien aclimatat a
intensitats de llum més altes (Pearcy i Sims, 1994). Per tant, medis amb baixa sacarosa
o sense, més que un alt PPFD, poden induir fotodanys. A [’apartat 2 de resultats i
discussi6 es diu que les plantetes amb una ultraestructura dels cloroplasts més alterada
s6n aquelles cultivades amb poca sacarosa combinat amb baix PPFD. Ademés, la
interacci6 pels parametres F,/F,, i F,/F, entre la sacarosa i el PPFD va ser altament
significativa en els dos estadis de cultiu assajats. Aixo esta d’acord amb el fet que les
plantetes crescudes amb poca sacarosa s6n menys sensibles a la fotoinhibicio
associada amb un augment de PPFD. En aquest sentit, Genoud et al., (1999) troben
que un increment de PPFD té un efecte positiu sobre el quocient F,/F,, en plantes
cultivades sense sacarosa. Contrariament, Tichd e al. (1998) suggereixen que un alt
PPFD és beneficios en cultius fotomixotrofics (amb poca sacarosa) de tabac, perd

causa fotoinhibici6 en les totalment fotoautotrofiques (sense sacarosa).

La baixa permeabilitat del tap a 1’intercanvi de gasos sembla tenir un efecte
negatiu en totes les condicions de cultiu, ja que disminueix la fotoautrofia (apartat 3
de resultats i discussié), i augmenta la fotoinhibici6é (taules 5.1 i 5.2). Durant la
major part del periode de llum, la concentraci6 de CO, dins els tubs tancats
herméticament (taula 5.4) va ser molt semblant al punt de compensacié del CO, de
plantes C, (Lawlor, 1993). Els nostres resultats estan d’acord amb els de diferents
autors que troben que una baixa concentracié de CO, dins els tubs herméticament
tancats s’assoleix després de unes poques hores de llum (Soldrova, 1989; Kozai et
al., 1990a; Kozai, 1991b). La poca disponibilitat de CO, dins els tubs tapats pot
afectar el transport d’electrons limitant el consum de poder assimilatori (Peterson,
1990) i aixi afavorint la fotoinhibicié de les plantetes. Un alt PPFD pot a més
afavorir P’efecte fotoinhibitori, no sols directament augmentant 1’energia rebuda,
siné també perque la concentracié de CO, dins els tubs baixa més rapidament i la

temperatura dins els tubs és uns 5°C més alta que a la cambra de cultiu (taula 5.4).
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En canvi, I'augment lleuger de VPD sota alts PPFD probablement té menys
- influéncia. Extrapolant el que esta publicat per plantes ex vitro, dins els tubs
hermeticament tancats, una combinacié d’alta llum i altes temperatures junt amb una
baixa concentracid de CO, pot tenir un efecte sinérgic sobre la fotoinhibicié
(Powles, 1984; Ludlow, 1987; Peterson, 1990; Faria et al., 1996). Altres factors
poden influir en el creixement de les plantetes dins els tubs permeables a I’intercanvi
de gasos, com un augment de la quantitat d’aigua (i consegilientment, nutrients) que
entra dins la planta, degut a un VPD més alt (taula 5.4) i una reduccié de I’actimul
d’etilé (Righetti er al., 1990; Murphy et al., 1998). No es va observar un efecte
significatiu del tipus de tancament del tub sobre el contingut de clorofil- les total
(Chl) ni en els quocients de clorofil- les i tampoc interaccions entre aquell parametre
i les altres condicions de cultiu (taula 5.3). Ara bé, d’altres estudis conclueixen que
un increment en la disponibilitat de CO, estimula marcadament el contingut de
clorofil- les i el creixement de les plantetes in vitro (Righetti, 1996; Soldrova i
Pospisilova, 1997; Mitra et al., 1998), especialment quan es combina amb medis

amb poca o gens de sacarosa (Seko i Nishimura, 1996; Ticha, 1996).

Fotosintesi, respiracio i grau de fotoautotrofia

La taxa de fotosintesi aparent (AP) de les fulles avaluada com a alliberament
d’O, referida a pes sec a saturaci6 de llum i CO; no va presentar un increment clar en
els estadis posteriors del cultiu in vitro respecte als inicials; de fet, la tendéncia va ser
la contraria (taula 5.5). Altres autors (Sallanon ef al., 1995, 1997 i Rival et al., 1997)
també han descrit en altres plantes un descens de les taxes d’AP (referides a pes fresc)
des de la fase de multiplicaci6 a la fase d’arrelament. Per la major part de condicions
de cultiu, la respiraci6 a les fosques (R,) referida a pes sec va ser gairebé el doble
durant la fase de multiplicacié que durant la fase d’arrelament. Per altra banda,
I’abséncia de sacarosa en el medi va disminuir la Ry, cosa que indicava una limitacié
per falta de substrat. Aquest fet estaria d’acord amb altres resultats ir vitro (Galzy 1

Compan, 1992; Hdider i Desjardins, 1994).
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Les plantetes de gardénia van presentar una fotoautotrofia més desenvolupada
a la fase d’arrelament que a la de multiplicaci6 (apartats 1 i 3 de resultats i discussid),
cosa que faria pensar en un increment de les taxes d’AP en I’estadi més avancat. La
tendéncia dels valors d’AP i Ry (referides a pes sec) va ser a disminuir des de la fase
de multiplicaci6 fins la d’ arrelament, cosa que podria ser per raé d’un increment
progressiu d’estructures inerts (la major part de suport) en les fulles desenvolupades
durant I’ultim periode de la micropropagacié (Jeong et al., 1995; Nguyen i Kozai,
1998). De fet, les taxes d’AP per unitat de clorofil-les van ser, de promig, un 40 %
més altes durant {’arrelament que durant la multiplicacio, mentre que R4 solament va
baixar un 10 % pels mateixos estadis (valors no mostrats). De totes maneres, no hi van
haver diferéncies significatives entre els tractaments, ja fora en I’AP o R4 expressades

en base a clorofil-les.

La quantitat de sacarosa en el medi i el tipus de tahcament del tub no va tenir
un efecte significatiu en cap dels estadis, exceptuant un petit efecte (P < 0,1) en la fase
d’arrelament, on es va observar una tendéncia a taxes més altes en plantes cultivades
tant sense sacarosa com amb taps permeables. El PPFD va ser I’tnic factor que va
mostrar un efecte significativament positiu sobre les taxes d’AP referides a pes sec,
cosa que esta d’acord amb els resultats de I’apartat 2 de resultats i discussié en plantes
de gardenia durant la fase de multiplicacid. L’abséncia de diferéncies clares en I’AP
segons les condicions de cultiu in vitro es va descriure també en Rosa hybrida
(Genoud-Gourichon, 1996), mentre que en tabac (Tichd er al., 1998) i en café
(Nguyen et al., 1999) es va observar un efecte positiu del contingut de sacarosa en el

medi.

Per a cada estadi de cultiu, els valors mitjans d’AP i Rd de cadascuna de les
condicions de cultiu es van dibuixar junts (12 combinacions), i es van relacionar amb
el grau de fotoautotrofia assolit per les mateixes fulles (valors de I’apartat 2
corresponent als resultats i a la discussié). El grau de fotoautotrdfia es va mesurar com
a diferéncia absoluta entre la composfcié isotdpica (5'°C) de les fulletes i la de la

sacarosa (del sucre de canya) utilitzat com a font de carboni, amb les diferéncies més
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altes que corresponen a les fulles més fotoautotrofiques. No es van trobar correlacions

significatives ni durant la multiplicaci6 ni durant I’arrelament entre I’AP (referida a
pes sec 0 en base a contingut de clorofilles) i el grau de fotoautrofia. Pel que fa al
parametre Ry, (referit a pes sec o a contingut de clorofil-les) i el grau de fotoautotrofia,
tampoc no es van observar correlacions en cap dels dos estadis de cultiu. Estudis
previs d’altres autors indiquen que les pautes diaries o instantanies d’ AP no donen una
idea massa clara (integrada en el temps) de la contribuci6 de la fotosintesi al balang de
carbé d’una planta in vitro (Kozai et al., 1990a; Kozai, 1991b; Jeong et al., 1993;
Hdider i Desjardins, 1994).

Fotosintesi i fluorescéncia de la clorofil-la durant la micropropagacio

Les taxes d’AP es van relacionar amb els parametres de fluorescéncia de la
clorofil-la mesurats en les mateixes fulles dins de cadascun dels estadis de creixement.
Durant la multiplicacio, I’ AP, per unitat de pes sec, es va correlacionar débilment (P <
0,1) de forma negativa amb F\/F,, i F, mesurats abans del periode de llum, mentre
que no hi va haver relacié quan les mesures es van fer durant el periode de llum. En la
fase d’arrelament no es van trobar correlacions significatives entre I’AP per unitat de
pes sec i cap dels parametres de fluorescencia, mesurats tant durant el periode de
foscor com posteriorment a la llum. Si expressem el resultat d’AP respecte a
clorofil'les, durant la fase de multiplicacié no hi va haver cap relacié entre I’AP i cap
dels parametres de fluorescéncia. En canvi, en la fase d’arrelament hi va haver una
lleugera correlacié negativa (P < 0,1) amb F\/Fy, i F,/F, mesurats abans o durant el
periode de llum. Aquests resultats indiquen que les plantes amb una AP més elevada
podrien estar més fotoinhibides. Babani i Lichtenthaler (1996) van trobar una forta
correlacio entre 1’ AP (per unitat de superficie) i F\/F,, en fulles etiolades d’ordi durant
el procés d’enverdiment, perd només a partir d’un cert umbral, mentre que no hi va
haver correlaci6 amb F,/F,,. Per altra banda, I’AP, per unitat de pes sec, es va
correlacionar positivament (p < 0,05) amb el ¢, en la fase de multiplicacié (fig. 5.1).
La relacié entre aquests dos parametres en la fase d’arrelament també va ser positiva,
perd no significant. Aquesta correlacié positiva entre I’AP i #;/; podria ser basicament

per rad d’una resposta d’ambdos parametres a alt PPFD durant el transcurs del cultiu.
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Figura 5.1 Esquerra: Relacions entre la taxa de fotosintesi aparent (AP) de les fulles expressada per
unitat de pes sec a saturacio de PPFD i CO,, i la meitat del temps que es necessita perque la
Sluorescéncia augmenti des de F, fins F,, (1,,). Dreta: Relacions entre el grau de fotoautotrofia mesurat
com diferéncia absoluta entre la composicié isotopica del carboni (§°C) de les fulletes i la de la
sacarosa (del sucre de canya)utilitzat com a font de carboni (8°C sacarosa - 8°C fulletes) i t,;, .Entre
cada estadi de cultiu, les condicions de cultiu es van plotejar juntes i cada punt representa el valor mig
per cada combinacié de PPFD, sacarosa i tipus de tap. Els simbols blancs i negres corresponen a les
mesures de 1), fetes abans del periode de llum (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),
respectivament. Els cercles i triangles corresponen a mesures fetes durant la fase de multiplicacié (SM)
i la fase d'arrelament (SR), respectivament. Per a més detalls veure materials i métodes.

'A mesura que augmentava el PPFD, no només incrementava AP (taula 5.5),
perd també ho feia el 71, (taules 5.1 i 5.2). De fet, la llum va ser "inic factor amb
efecte positiu en els dos estadis de cultiu in vitro, sobre les taxes d’AP per unitat de
pes sec, sind que també va exercir 1’efecte més gran sobre el f1, durant la fase de
multiplicacié. El parametre #;; és funcié de la taxa de reaccions fotoquimiques i de la
mida del pool d’acceptors d’electrons al lloc reductor del PSII, incloent-hi el pool de

 plastoquinones (Oquist i Wass, 1988;v Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). Un
increment del #2 és esperable durant I’aclimatacié a llum més elevada (Araus i

Hogan, 1994 i referéncies anteriors).
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Grau de fotoautotrifia i fluorescéncia de la clorofil-la

No es va trobar cap relacio entre el grau de fotoautotrofia i el f), en cap dels
dos estadis de la micropropagacié (fig. 5.1), cosa que recolga de nou la manca de
similituds entre la pauta d’aclimatacié a la llum i la fotoautotrofia. Durant la fase
d’arrelament, el grau de fotoautotrofia es va correlacionar positivament (P < 0,05)
amb els quocients Fy/Fy, i Fu/F, (fig. 5.2). En canvi, durant la fase de multiplicaci6, hi
va haver una relacid petita, no significativa, perd amb tendéncia negativa. Fi,, s va

correlacionar positivament, perd0 de forma débil (P < 0,1) amb el grau de
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fotoautotrofia durant 1’arrelament, perd no durant la multiplicacié. Alternativament, F,
mesurada en la fase de multiplicacié durant el periode de llum presentava una
correlacié feble (P < 0,1) positiva amb el grau de fotoautotrofia, mentre que no hi
havia correlaci6 durant la fase d’arrelament. Les correlacions positives trobades
durant I’arrelament entre el grau de fotoautotrofia i els parametres F\/Fy, , Fy/Foi Fiy
podrien semblar a priori, contradictories amb el patré que es despren de la taula 5.2,
en la que s’observa una major fotoinhibicid en aquelles plantes cultivades en
condicions més fotoautotrofiques, com ara poca sacarosa i llum alta. En canvi, de fet,
no hi ha cap contradiccié. Aixi, mentre cada punt dibuixat a les figures representa una
combinaci6é particular de PPFD, sacarosa i tipus de tap, els valors de la taula
representen les mitjanes de totes les fulletes d’un mateix tractament. A més, en la fase
de multiplicaci6 no hi va haver interacci6 entre la sacarosa, el PPFD i el tipus de tap
(taula 5.1) mentre que es va observar una interaccié altament significativa entre

aquestes tres condicions de cultiu en la fase d’arrelament (taula 5.2).

Com a conclusid, els resultats suggereixen que durant els estadis tardans de la
micropropagacio, les plantetes amb un grau de fotoautotrofia més elevat estan menys
fotoinhibides, mentre que una pauta contraria sembla passar’durant els primers estadis.
Els resultats de desenvolupament de cloroplasts de gardénia durant la multiplicaci6
estarien d’acord amb [’efecte negatiu de les condicions de cultiu sobre la
fotoautotrofia (apartat 2 de resultats i discussi6). Un increment de la fotoautotrofia pot
ser beneficids, afavorint la fotosintesi i ’aclimataci6é posterior a condicions ex vitro

(part B d’aquest apartat), solament en estadis tardans de la micropropagacio.
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B) ACLIMATITZACIO

Patro de fotoinhibicio durant l’aclimatitzacio

Amb independéncia de les condicions de micropropagacio, totes les plantetes

van presentar la mateixa pauta en els diferents parametres de la fluorescéncia de la

clorofil-la durant el periode d’aclimatitzacié ex vitro. La major part dels canvis van

tenir lloc durant la segona meitat d’aquesta fase, és a dir, durant les setmanes tres i

quatre del periode. Aixi, F\/Fy (taula 5.6), F\/F, (fig. 5.3), Fn , amb excepcions (fig.

5.5), i una mica menys f;, (fig. 5.6) van augmentar, mentre que F, (fig. 5.4) va

disminuir.

Taula 5.6. Efecte de la concentracio de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant I'arrelament in vitro
en el quocient F,/F,, mesurat en fulles de gardénia durant el periode d'aclimatitzacié a condicions ex vitro.
Les mesures es van fer al final del periode de foscor (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),

respectivament. Els valors son la mitjana + ES de 7-20 fulles

Growing conditions in vitro

F./F,, - Days of acclimation

Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 28
Sucrose ogl? 0.754£0.009 0.742+0.007 0.777£0.008 0.769x0.008 0.739+0.007 0.829+0.002
s5gt?t 0.601:0.008 0.650£0.007 0.642+0.007 0.630:0.008 0.63720.006 0.768+0.002
ogt? 0.637+0.01 0.667+0.009 0.63120.01 0.651£0.01 0.638+0.009  0.736+0.003
Signiﬁcance L2 1] ko L2 1] L2 24 kK [ 2 2]
PPFD 100pmoim’s? [0.656£0.007 0.697£0.006 0.6660.007 0.693%0.007 0.701%0.006 0.759+0.002
50pmolm’s? {0.672£0.007 0.675+0.006 0.700x0.007 0.673x0.007 0.64120.,006 0.797+0.002
Significance ns. n.s. * ns. bk i
Co, Loosc tube cap {0.73820.006  0.75120.005  0.745+0.006 0.746%0.006 0.745:0.005 0.808+0.00!
Tight tube cap {0.590£0.008 0.622+0.008 0.622+0.009 0.620+0.009 0.597+0.008 0.748+0.002
Signiﬁcaﬂce k% L2 2 L2 1 L 12 (23 kbR
Photoperiod Dark 0.656+0.007  0.699+0.006 0.67620.007 0.68420.007 0.671x0.006 0.8010.002
Time Light 0.67240.007 067420006 0.690£0.007 0.682:0.007 0.672+0.006 0.755+0.002
Significance ns. n.s. ns. ns. ns. b
Interactions  Sucrose-PPFD ns. ns. i bl ns. n.s.
Sucrosc_ Coz sk * kg *kk rkk k¥
Sucrose-Time ns. ns. ns. n.s. ns. i
PPFD'CO; LA L) * LR S ns. L LT )] *kk
CO,-Time ns. ns. * n.s. ns. n.s.
PPFD-Time n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
n.s., not significant; *, P < 0.05, ** P <001, *** P<0.00!
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Figura 5.3. Efecte de la concentracié de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant l’arrelament in
vitro en el quocient F./F,, mesurat en fulles de gardénia durant l'aclimatitzacié a condicions ex vitro.
Les mesures es van fer al final del periode de foscor (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),
respectivament. Els valors son la mitjana + ES de 7-20 fulles.

La pauta de canvis observada en els 'parémetres de la fluorescéncia de la
clorofilla és la tipica d’una progressiva aclimatitzaci6 ex vitro, amb una forta
fotoinhibiciéA al comengament del periode que s’alleugeria a mesura que els dies
passaven (Jorba, 1994; Trillas ef al., 1995). Araus i Hogan (1994), en plantes ex vitro,
van observar pautes similars tant pel que fa a fluorescéncia com a la resposta a la
llum. En el nostre estudi, mentre que el PPFD va anér augmentant progressivament (a
mida que eren retirades les malles) durant |’aclimatitzaci6, el parametre ¢, indicador

simple de la mida d’acceptors d’electrons en la part reductora del PSII (Bolhar-
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Nordenkampf et al., 1989), també va augmentar. Per altra banda, un augment de
F\/Fn i de F,/F, ocasionat per un descens de F, podria indicar una menor inactivacié
dels centres de reaccié del PSII per danys produits a causa de la llum, perd si aquell
augment fos provocat per un augment de Fp, ,seria la conseqiiéncia d’una menor
necessitat que funcionin els mecanismes de fotoprotecci6 (extincié no fotoquimica) de
la planta (Kamaluddin i Grace, 1992; Araus i Hogan, 1994; Pearcy i Sims, 1994;
Georgieva i Lichtenthaler, 1999).
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Figura 5.4. Efecte de la concentracié de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant I'arrelament in
vitro en el parametre F,, mesurat en fulles de gardénia durant I'aclimatitzacié a condicions ex vitro.
Les mesures es van fer al final del periode de foscor (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),
respectivament. Els valors son la mitjana + ES de 7-20 fulles.
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Els canvis en els parametres de fluorescéncia durant el fotoperiode (entre
mesures fetes just abans de comengar el periode de llum i altres fetes 6 h després) van
ser significatius solament al final de la fase d’aclimatitzacié. F\/Fy, F\/F, i F, van
disminuir durant la fase de llum, mentre que el #;, va augmentar i F, no va presentar
canvis. Els parametres F,/Fy, i F\,/F, van mostrar petits canvis reversibles a curt
termini motivats per mecanismes de fotoprotecci6 (descensos de Fy,) i no motivats per
un dany de la fotoinhibici6 associada amb un augment de F, (Kamaluddin i Grace,
1992; Araus i Hogan, 1994; Pearcy i Sims, 1994). A D’inici de ’aclimatitzacio, els
valors constants (i menors) dels quocients F\/Fy, i F\/F, al llarg del fotoperiode
podrien ser una conseqiiéncia d’un desenvolupament incomplet dels mecanismes de

fotoproteccio a causa d’un dany fotoinhibitori permanent.

Efecte de les condicions de cultiu

Durant tot el procés d’aclimatitzacié es van observar grans diferéncies en els
valors d’aquests parametres de fluorescéncia, en funcié de les condicions in vitro
- prévies. La quantitat de sacarosa en el medi i el tipus de tap van ser els factors que van
influir més en la fluorescéncia de la clorofilla durant ’aclimatitzacié posterior,
mentre que I’efecte de la llum va ser menor. Al llarg de tot el procés d’aclimatitzacio,
un nivell de sacarosa més alt i un tap permeable van produir fulles amb quocients
F\/Fy, F\/F, it significativament més alts i un F, menor, sobretot entre els dies 14 i
28. El parametre Fy, (Fig. 5.5) va presentar una pauta diferent segons el tractament.
Presenfava valors inferiors en fulles crescudes en concentracions altes de sacarosa i va
augmentar en fulles procedents de tubs no permeables al CO,. La intensitat de llum no
va tenir un efecte clar en els diferents parametres al comengament del periode
d’aclimatitzacié. Ara bé, entre el dia 14 i el 28 es van observar certes diferéncies; el
dia 14, la llum alta va provocar un augment de F,/F, i del #;/; i una disminuci6 de F, i
de F,,, mentre que el dia 28 va ser al contrari. El dia 28, les fulles crescudes a llum
~ baixa presentaven valors similars en els diferents parametres de fluorescéncia

estudiats als de les fulles crescudes en tubs permeables.

El contingut de clorofil'les per unitat de pes fresc al final del periode

d’aclimatitzacié (dia 28) va ser significativament més alt en plantes cultivades amb
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Figura 5.5. Efecte de la concentracié de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant 'arrelament in
vitro en el parametre F,, mesurat en fulles de gardénia durant I'aclimatitzacio a condicions ex vitro.
Les mesures es van fer al final del periode de foscor (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),
respectivament. Els valors sén la mitjana £ ES de 7-20 fulles.

més quantitat de sacarosa (taula 5.7). El mateix efecte positiu es va observar en el
contingut de clorofilles per area de fulla. Els altres dos factors de creixement in vitro
(PPFD i tipus de tap) no van tenir un efecte significatiu en el contingut de clorofil-les
durant I’aclimatitzacié, pel que es refereix a pes fresc. Ara bé, si referim el contingut
de clorofil'les a unitat de superficie (valors del SPAD), va ser major en les mostres
provinents, durant la micropropagacio, de la intensitat de llum baixa o de tubs
permeables. Les fulles de S3 també van presentar un quocient

clorofil-les/carotenoides més alt. No es va observar cap altre efecte, a causa de les
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condicions de cultiu in vitro, en aquest parametre o en el quocient clorofil'la

a/clorofil-la b.

La millora del funcionament fotosintétic d’algunes plantes durant
P’aclimatitzacié podria ser una conseqiiéncia del seu desenvolupament iniciat in vitro.
Per tant, caldria esperar que les plantes que estan menys fotoinhibides durant la
micropropagacid, a causa de les condicions del cultiu, progressessin millor durant
I’aclimatitzacié (Van Huylenbroeck i Debergh, 1996; Genoud et al., 1999). D’aquesta
manera, el cultiu de gardénia dins tubs permeables al CO; disminueix la fotoinhibicié
(veure A, d’aquest apartat) i augmenta la fotoautotrofia durant la micropropagacié
(Serret et al., 1997). Alternativament, 1’addicié de sacarosa en el medi també fa

disminuir la fotoinhibicié i comporta un increment en el contingut total de clorofil-les,

Taula 5.7. Efecte de la concentracié de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant I'arrelament in
vitro en el contingut total de clorofil-les (a + b) referit a pes fresc (FM) i els quocients clorofil-la a/b i
clorofil-les/carotenoides mesurats en fulles de gardénia després de 4 setmanes d'aclimatitzacio. Els
valors son les mitjanes + ES de 5-6 mostres, cadascuna de les quals contenia 1-2 fulles. També es
mostra el contingut de clorofil-les total referit a superficie de fulla (unitats arbitrdries) mesurades el
mateix dia amb un aparell portatil. Aquests valors son les mitjanes # ES d'aproximadament 10 fulles i
tres mesures per fulla.

Total aalorophyﬁ-[-_c_lllorophyll Chlorophylls Total ﬁllorophyll
PARAMETERS on fresh weight alb /Carotenoids on leaf area basis
basis (a+b)/ (x+c) (arbitrary units)
(mgg' FW)
30 gJI"' 21.42£1.71 2.7240.04 5.1310.07 57.0611.22
Sucrose sgr! 12.21+1.82 2.8140.04 4.8910.08 37.55£1.17
ogr 8.0842.10 2.7940.05 4.3540.09 35.10£1.50
Significance . : n.s. * ser
100 pmol m™ s~ 11.57+1.48 2.7940.03 4.8240.06 39.52+1.02
PPFD S0umol m? s 16.23£1.55 2.7610.03 4.7610.07 46.95£1.06
Significance , ns. ns. n.s. b
Loose tube cap 10.9442.10 2.7340.05 4.6910.09 47.4510.87
€O, " ] Tight tube cap 16.8611.25 2.8240.03 4.9040.05 39.02+1.40
Significance n.s. n.s. ns. .
Sucrose-PPFD n.s. n.s. ns. ns.
Interactions Sucrose-CO, n.s. ns. n.s. .
PPFD-CO, n.s. ns. ns. b

n.s., no significant; *, P <0.05; **, P < 0.01; ***, P<0.001
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com també en el quocient clorofil-les/carotenoides, fins i tot quan les condicions de
cultiu provoquen un desenvolupament menys fotoautotrdfic (Serret ez al., 1996, 1997).
A més, segons es va dir a I’apartat 2 corresponent als resultats i a la discussio, les
fulles de gardénia que presentaven la ultraestructura dels cloroplasts més alterada eren
les que estaven cultivades amb baixa quantitat de sacarosa i amb llum baixa a la
vegada (apartat 2 de resultats i discussio). En altres espécies, poca o gens quantitat de
sacarosa en el medi de cultiu va afectar negativament la fotosintesi durant
’aclimatitzacid, i va provocar més fotoinhibicio (Capellades ef al., 1990a; Desjardins,

1995; Synkova, 1997). En un extrem oposat, medis amb nivells de sacarosa damunt
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Figura 5.6. Efecte de la concentracié de sacarosa, del PPFD i del tipus de tap durant l'arrelament in
vitro en el parametre t,;, mesurat en fulles de gardénia durant l’aclimatitzacié a condicions ex vitro.
Les mesures es van fer al final del periode de foscor (dark) i després de 6 h de fotoperiode (light),
respectivament. Els valors sén la mitjana + ES de 7-20 fulles.
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d’un 3 % també poden provocar més fotoinhibici6 i un contingut de clorofil-les total
menor durant I’aclimatitzaciéo (Van Huylenbroeck i Debergh, 1996, i les referéncies
que esmenten) fins i tot quan el creixement és afavorit per determinades

condicions (Van Huylenbroeck i Debergh, 1996; Vorickova et al, 1998).

Ara bé, es van observar interaccions significatives entre les diferents
condicions de cultiu irn vitro al final del periode d’aclimatitzaci6 (taula 5.6 i figs. 5.3-
5.6). Les interaccions més fortes van ser entre la sacarosa i el tipus de tap, seguides de
les interaccions entre PPFD i cadascuna de les altres dues condicions. Aquests
resultats son conseqiients amb el fet que, per exemple, plantes crescudes in vitro en
medis amb baixa sacarosa mostren poca susceptibilitat a la fotoinhibicié durant
I’aclimatitzacié quan es cultiven en tubs permeables al CO, o amb llum alta. En
aquest sentit, Genoud-Gourichon et al., (1996), treballant amb Rosa hybrida, van
trobar un efecte positiu entre una major disponibilitat de CO; i la llum (en combinacié
amb un medi sense sacarosa) durant el cultiu in vitro, i el creixement posterior durant
I’aclimatitzacié ex vitro. D’aixd0 podem deduir que les interaccions entre les
condicions de creixement durant la micropropagacié poden també manifestar-se

durant la fase d’aclimatitzacid.

Durada del periode d’aclimatitzacio

Els valors tipics del quocient Fy/Fy, oscil-len entre 0.75-0.85 en fulles no
estressades (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). En el nostre experiment, el dia 28, les
fulles procedents de medis amb concentracions altes de sacarosa o de tubs permeables
al CO; presentaven valors més alts de 0.80, cosa que ens indica que hi ha una abséncia
de fotoinhibici6, mentre que en altres fulles, amb valors de 0.75, sembla que hi havia
un cert grau de fotoinhibicid. De totes maneres, i amb independéncia del tractament in
vitro considerat, el quocient F,/Fy, , al final del periode d’aclimatitzaci6 va ser sempre
més alt que I’obtingut in vitro (Serret et dl., 1996), cosa que esta d’acord amb el que
s’ha descrit en altres espécies (Trillas et al., 1995; Rival ef al., 1997). Un periode
d’aclimatitzacié de 3-4 setmanes és un probés habitual en plantes de gardénia i és
comparable al que s’utilitza en altres plantes herbacies (Van Huylenbroeck i Debergh,
1996; Synkova, 1997; Pospisilovi et al., 1999). De fet, Van Huylenbroeck i Debergh
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(1996), en Spathiphyllum comproven que el fet que les plantes siguin o no activament
fotosintétiques en el moment del seu trasplantament ex vitro t¢ una importancia
secundaria i no hi havia diferéncies ni en F\/Fy, ni en els altres parametres de

fluorescéncia després d’unes quantes setmanes d’aclimatitzacio.
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Metodologia

1.

El grau de fotoautotrofia assolit durant el cultiu in vitro es pot avaluar de forma

senzilla mitjangant analisis de 8"C del material vegetal.

Ni el contingut de clorofil-les ni les taxes fotosintétiques s’han mostrat bons

indicadors del desenvolupament fotoautotrofic in vitro.

Les analisis de 8"°C poden ser utils per avaluar Iestat hidric de les plantetes

durant I’aclimatacié.

Les mesures de la fluorescéncia de la clorofil-la han estat un bon indicador de la

fotoinhibici6 de l'aparell fotosintétic.

Estadi de micropropagacié

1.

El grau de fotoautotrofia de les plantetes en 1’estadi d’arrelament és superior al

que s’observa durant I’estadi de multiplicacio.

La major fotoautotrofia durant ’arrelament va associada amb un augment del
grau de desenvolupament de la morfologia estomatica, de I’anatomia del mesofil

i de la ultraestructura cloroplastica.

Els quocients F,/F,, i F,/F, van ser baixos durant la micropropagacio per totes les
condicions de cultiu i estadis de multiplicaci6 i arrelament, la qual cosa sembla
indicar un desenvolupament incomplert de Paparell fotosintétic i/o una

fotoinhibici6é permanent.

Tot i aixi, durant la fase d’arrelament, les plantes van mostrar menys

fotoinhibici6 que durant la fase de multiplicaci6. Els majors valors en els
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quocients F,/F, i F/F, en la fase d’arrelament van estar associats a un descens

de F,iaun increment de F,,
Condicions de creixement

1. La utilitzaci6 de taps permeables va ser el tractament que més va estimular el
desenvolupament de la fotoautotrofia a les plantetes. Un nivell baix de sacarosa o
radiacions intermedies (L,y), especialment quan es combinen amb taps

permeables, també van induir més fotoautotrofia.

2. Un increment de PPFD fins a valors moderats (de I’ordre del doble del que
s’utilitza habitualment) combinat amb concentracions baixes de sacarosa té un
efecte positiu en el desenvolupament dels teixits fotosintétics. Contrariament,
una concentracié baixa de sacarosa combinada amb baix PPFD va provocar el

desenvolupament d’alteracions en els teixits fotosintétics.

3. Condicions de creixement que indueixen la fotoautotrofia a les plantetes, com ara
poca concentracio de sacarosa o alt PPFD van induir major fotoinhibicié a les
plantetes, mentre que el creixement dins tubs permeables al CO, va produir
plantes menys fotoinhibides. Una concentracié baixa de sacarosa va reduir la

ey

susceptibilitat de fotoinihibicid causada per increments de PPFD.

4. EI PPFD va ser I’tnic factor de creixement que va afectar de forma significativa i

positivament a les taxes de fotosintesi.

5. El grau de fotoautrofia es va correlacionar positivament amb F,/F,, i F,/F, durant
arrelament, mentre que no es va observar correlacié durant la multiplicacid.
L’anterior comportament indica que solament durant ’estadi d’arrelament les

plantes amb major grau de fotoautotrofia son les menys fotoinhibides.
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Aclimatacié6

1.

De les condicions que estimulen la fotoautotrofia in vitro, solament les plantes
dels tubs de tap permeable van mostrar menor fotoinhibici6 durant I’aclimatacio,
mentre que les plantes provinents de cultius amb poca o sense sacarosa i alta
radiacié van ser les més fotoinhibides. Les plantes cultivades in vitro en
condicions de baix PPFD i alta sacarosa van ser les menys fotoinhibides durant

P’aclimatacio.

Les plantetes provinents de tubs amb tap permeable també van ser les que van

mostrar un major pes fresc i un estat hidric més favorable.
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