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Introducci6

1. INTRODUCCIO

1.1. L’AUGMENT DE CO,

L augment de la concentracié atmosferica de CO, que s esta produint des de la revolucié
industrial és un fenomen indiscutible. Durant diversos milers d anys, la concentracié de CO,
S havia mantingut estable al voltant de 280 ppm, perd a partir de 1800 va comencar a
incrementar, principalment a causa de les emissions antropogeniques (Prentice et al. 2001).
Des de 1959, I’ equip de Keeling realitza mesures directes de la concentracio de CO, a Mauna
Loa (Hawaii, USA). Aixi, les seves dades mostren que I’ any 2004 |a concentracio havia pujat
fins a 377 ppm (Fig. 1.1.1, Keeling i Worf 2002, 2005), valor que representa quasi un 35%
d augment en els darrers 200 anys. Aquests resultats també permeten observar com aguest
increment s esta accelerant, jague e 63% de I’ augment de CO, s ha produit durant els darrers
45 anys. Les estimacions basades en |’analisi del gel dels glacials indiquen que actualment la
concentraci6 de CO, presenta e nivell més elevat dels tltims 420.000 anys i, probablement de
fa 20 milions d’ anys (Prentice et al. 2001). Realitzar prediccions de la futura concentracio de
CO; resulta complex, ja que requereix diverses assumpcions sobre creixement economic,
avencos tecnol ogics, aixi com segrest de carboni pels processos biologics i geologics. Malgrat
aquestes dificultats, les estimacions prediuen un clar augment del CO, atmosféric. D’ aguesta
manera, els models desenvolupats més conservadors pronostiguen gque la concentracié de CO,
de I'any 2100 pujara fins a 540 ppm, mentre que les projeccions realitzades assumint
escenaris meés pessimistes arriben ales 970 ppm (Nowak et al. 2004).

L es activitats humanes com el transport, laindustria, la desforestacio o I’ agricultura no només
estan provocant un augment en la concentracié atmosférica de CO; (entre 2 i 4 ppm anuals),
també estan incrementant altres gasos d’ efecte hivernacle (Prentice et al. 2001). El CO, i la
resta d’ aquests gasos absorbeixen la radiacié infraroja, per aixd la seva acumulacié a
I’atmosfera és la causa de I'escalfament global (Watson et al. 1998). Previsions del
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) basades en complexos models climatics
indiquen que la temperatura mitjana de la superficie del planeta i € nivell del mar
augmentaran de 1.4 a 5.8°C i de 10 a 90 cm, respectivament, abans de I’any 2100 (IPCC
2001, Sanchez-Diaz et al. 2004). Altres consequiencies podrien ser alteracions a patro de
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pluges, produint-se intenses tempestes a les zones costaneres i sequeres a I'interior dels

continents, que provocarien un increment de les zones desertitzades (Melillo et al. 2001).

MAUNA LOA OBSERVATORY, HAWAI
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Figura 1.1.1. Increment de la concentracié atmosférica de CO, durant els Ultims
45 anys, obtinguda a partir de mesures directes a Mauna Loa, Hawaii, USA
(Keeling i Whorf 2005).

Per tant, en el context actual resulta logic que I’ estudi dels efectes de I’increment atmosferic
de CO; sigui una linia de recerca essencial en I’ambit de I’ ecologiai lafisiologia vegetal. En
aquest sentit, per tal d’estimar la resposta dels vegetals als canvis que estan esdevenint, son
molt valuosos els treballs que consideren la interaccié amb altres factors, com la temperatura
o la disponibilitat hidrica, especialment en condicions naturals. Perd donades les prediccions
existents, prenen especia rellevancia €ls estudis que avaluin I'impacte del CO; elevat a llarg

termini sobre els vegetals.

1.1. 1. EFECTESDE L’ AUGMENT DE CO; SOBRE LESPLANTES

A les plantes C3, el CO, atmosferic entra per difusio fins als cloroplasts, lloc on es produeix

I"assimilacio de CO, per accié de I’enzim Ribulosa-1,5-bisfosfat carboxilasa/oxigenasa

20



Introducci6

(Rubisco). Aixi, un increment de la concentracié atmosfeérica de CO, comporta un augment de
la fotosintesi, ja que eleva la disponibilitat del principal substrat de la Rubisco, e qual es
troba a concentracions suboptimes (Long et al. 2004). Perdo a més, disminueix la
fotorespiracié a través d’ unainhibicié competitiva de I’ oxigenaci6 catalitzada per la Rubisco
(Azcon-Bieto et al. 2004). L’increment de la taxa fotosintética per efecte del CO, s ha vist
traduit en un major creixement de les plantes a multiples estudis (Bowes 1993, Drake et al.
1997, Long et al. 2004). A curt termini també s ha observat una reduccié de la conductancia
estomatica a elevades concentracions de CO, (Mott 1988, Ceulemans i Mousseau 1994). Per
aixo, I’eficiencia en I’ s de I’ aigua (WUE) augmenta significativament per efecte directe del
CO; elevat (Drake et al. 1997).

No obstant, quan les plantes creixen continuament a CO, elevat es produeixen amb freqliéncia
canvis bioquimics, morfologics i fisiologics que disminueixen la capacitat fotosintética de la
fulla. D’ aquesta manera, a moltes espéecies els grans increments inicials observats a la taxa de
fotosintes neta sota CO, elevat no es mantenen a llarg termini. Aquest fenomen es coneix
com aclimatacié ala baixa o down-regulation de la fotosintesi (Drake et al. 1997, Long et al.
2004). Aquesta disminucio ve associada a un increment en la concentracié de carbohidrats a
lesfullesi unareducci6 en laquantitat i en I’ activitat de la Rubisco (Bowes 1993, Drake et al.
1997, Long et al. 2004). Aixi, I'increment inicial de fotosintesi a CO, elevat comporta un
augment de carbohidrats a les fulles (Azcén-Bieto 1983, Nie et al. 1995, Drake et al. 1997,
Moore et al. 1999, Long et al. 2004), que en molts casos la planta no és capag de processar.
Es va proposar que I’acimul de carbohidrats a la fulla és el desencadenant de |’ aclimatacio
fotosintética, que provocaria una disminucio de I’ activitat enzimatica a la font a consequiéncia
d un fenomen de feedback negatiu (Drake et al. 1997). Actuament esta més acceptat que el
senya es donaria a través del pool de sacarosa a la cél-lula. Un augment de sacarosa a la
cél-lula, sembla induir una disminucié de I’expressié génica de la subunitat petita de la
Rubisco (Moore et al. 1999, Smeekens 2000, Rolland et al. 2002). La sintesi de Rubisco
suposa una gran inversio en nitrogen, per aixo e fet que les plantes crescudes a CO; elevat
produeixin menys enzim indicaria una tendencia a economitzar el nitrogen (Stitt i Krapp
1999), mantenint normament taxes de fotosintesi superiors a les que es donen a CO;

ambiental.

En canvi, I'efecte a llarg termini del CO, elevat sobre els estomes no és antagonic amb

I’ efecte a curt termini. Aixi, en plantes crescudes a CO, elevat s ha descrit una reduccio de la
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densitat estomatica (Gunderson i Wullschleger 1994, Drake et al. 1997), confirmada per la
disminucié observada a material d’ herbari a partir de la revolucié industrial (Woodward
1987, Pefiudlas i Matamala 1990, Serna i Fenoll 2000). Malgrat que € mecanisme és
desconegut, sembla que el gen HIC (High Carbon Dioxide) hi podria estar implicat. Aquest
gen codifica per un enzim implicat a la biosintesi d acids grassos de cadena llarga, que
actuaria com un regulador negatiu del desenvolupament estomatic en condicions de CO,
elevat (Gray et al 2000, Beerling 2005).

A diferencia de la fotosintesi o la conductancia estomética, I’ efecte directe del CO, sobre la
respiracio és més variable. Aixi, shan descrit manteniments, disminucions o fins i tot
augments de respiracid. Avui en dia, la hipotesi més acceptada és que el CO, practicament no
modifica per efecte directe lataxa de respiracié de les plantes (Gonzdlez-Méeler et al. 2004), ja
que, malgrat que es déna una reduccié de I’ activitat enzimatica per efecte directe del CO,
elevat (Gonzalez-Meler et al. 1996), no és important a escala de teixit o de planta (Gonzalez-
Meler i Siedow 1999, Atkini Tjoelker 2003, Davey et al. 2004, Gonzalez-Méeler et al. 2004).

La majoria d’estudis mostren una reduccid de la respiracio per efecte indirecte o a llarg
termini del CO;, elevat (Isdo i Kimball 1992, Azcon-Bieto et al. 1994, Amthor 1997, Drake et
al. 1997, Curtis i Wang 1998; Norby et al. 1999). A moltes especies, la disminucio de la
respiracio en plantes crescudes a CO, elevat esta molt relacionada amb un descens del
contingut en nitrogen (Tjoelker et al. 1999). Pero, en alguns casos s ha demostrat que
artefactes amb la [CO;] de mesura haurien provocat una subestima de la respiracié a elevat
CO; (Jahnke i Krewitt 2002, Pons i Welschen 2002, Davey et al. 2004). Per aix0, avui en dia
S ha observat unaresposta a llarg termini de larespiracio a CO; elevat variable en funcié de
I’ espéecie estudiada. Aixi, en alguns casos s han donat reduccions o increments de respiracio,
pero també absencia d’ efecte en resposta al CO, (Amthor 2000, Davey et al. 2004, Gonza ez-
Meler i Taneva 2005).

Evidentment, |a resposta més habitual al CO, elevat és una estimulacio general del creixement
(Long 1991, Nowak et al. 2004). Pero estudis a mig o llarg termini posen de manifest canvis
en |’al-lometria (Bazzaz et al. 1993, Callaway 1994) o ala quantitat i proporcio de biomassa
radicular (BassiriRad et al. 1997, Will i Teskey 1997), que podrien suposar ateracions

importants.
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Encara es desconeix com els canvis de CO, afectaran allarg termini als ecosistemes terrestres,
i ales plantes en particular. Es una qiiestio crucial, ja que lavegetacid i els boscos poden tenir
un paper fonamental en la mitigacié dels efectes del canvi climatic, atesa la seva capacitat
d’ absorbir e CO,. Es adir, podrien actuar com a segrestadors de carboni potencials. Per aixo,
és molt important saber quin sera |'impacte sobre la vegetacio, i com la fotosintes i la
respiracio respondran en una atmosfera amb CO, elevat (Drake et al. 1997; Long et al. 2004,
Nowak et al. 2004). S espera que I'augment de la concentracié atmosferica de CO, caus
importants respostes sobre la fotosintesi, la fotorespiracio, la respiracié i la conductancia
estomatica dels vegetals (Ceulemans i Mousseau 1994, Drake et al. 1997). Aquests canvis
fisiologics poden donar Iloc a un increment del creixement i de I’ eficiénciaen I’ Us de I’aigua
(WUE), aixi com variacions en |’a-lometria (Callaway et al. 1994). Per tot aix0, aquests
processos han estat i son objecte d’ estudis ecologics, fisiologics, bioquimics i agronomics
(Gonzalez-Méler et al. 1997).

1. 1. 2. SSTEMES EXPERIMENTALS PER A ESTUDISAMB CO, ELEVAT

L’ augment de la concentracio atmosférica de CO, ha generat un gran interes per aprofundir en
el coneixement de les respostes de les plantes al CO, elevat, tant dels cultius, de les especies
salvatges o dels ecosistemes naturals (Sanchez-Diaz et al. 2004). Per aix0, s han desenvolupat
diversos sistemes experimentals amb |’ objectiu d’ intentar predir els futurs efectes del CO,. En
genera es tracta d'instal-lacions que permeten incrementar la concentracié de CO, de
I”ambient de creixement de les plantes. Els diferents dissenys permeten |’ estudi de la resposta

al CO; allarg termini i adiferents escales detreball, desde lafullaal’ ecosistema.

Les cambres de creixement son sistemes on es pot controlar de manera precisa els principals
parametres ambientals (CO,, llum, temperatura o HR). Per aix0, permeten generar
artificialment la combinacié de condicions ambientals desitjada. Proporcionen, per tant, un
elevat grau de control ambiental als experiments, cosa que fa que els resultats obtinguts siguin
facilment repetibles i comparables, encara que dificilment es poden extrapolar a condicions
naturals. Altres inconvenients son la baixaintensitat luminica que s aconsegueix i lalimitacio
d espai, que condiciona lamidai el nombre d’'individus que s hi poden introduir (Drake et al.
1985, Kdérner 1995).
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Els hivernacles son estructures tancades amb coberta transparent o trangllcida d’elevada
transmitancia, tipicament de vidre o plastic, per aixo la radiacié que arriba a |’ interior no és
massa inferior a la solar a I’exterior. La capacitat de control de I’ambient de |’ hivernacle
depen de I’ equipament instal -lat (Matallanai Motero 1995, Hanan 1998) encara que sempre és
menor que la d’una cambra de creixement. D’ altra banda, també resulta dificil extrapolar a
camp els resultats obtinguts amb aquest tipus d’instal -lacions, tot i que en menor mesura que
en el cas de les cambres de creixement (Drake et al. 1985, Schulze i Mooney 1993).

Un dtre sistema son les denominades Open Top Chambers (OTC) o cambres a cel obert, la
utilitzacio de les quals es va estendre molt a principis dels 90, ja que permeten estudiar in situ
i amb llum natural les respostes dels cultius i de la vegetacio natural. Es tracta de cambres
cilindriques de plastic desproveides de sostre, de dimensions variables (per exemple uns 3 m
diametre i uns 2.5 m d’'al¢ada). S'ha de tenir en compte les seves limitacions, atés que la
presencia de paret lateral provoca un flux d’aire i unaturbulencia anormals dins de la cambra,
la qual cosa comporta gradients interns de temperatura i humitat. Aquestes alteracions i
I efecte hivernacle, generen diferencies ambientals entre I’ interior i I exterior, que s accentuen
sota condicions d elevadairradiancia. Per aixo, el creixement vegetal dinsi fora de la cambra
acostuma a presentar diferencies importants (Schulze i Mooney 1993, Terradas 2001, Gifford
2004).

Per a estudis ecologics d’ enriquiment carbonic els sistemes més utilitzats son els FACE (Free
Air CO; Enrichment), I’ s dels quals ha proliferat molt durant els Ultims anys. Els FACE son
installacions situades en espais oberts, com boscos o camps de cultiu, on es redlitza un
increment de la concentracio atmosférica de CO,. Aquests sistemes eviten, per tant, les
ateracions ambientals que es produeixen als experiments amb la resta d equipaments. El
principal inconvenient és I'elevat cost, ja que es treballa amb parcel-les circulars de gran
superficie, €l diametre de les quals pot superar els 30 m, sense oblidar que es formen gradients
importants de CO, en condicions de fort vent (Gifford 2004). Una altra aternativa que
presenta molta analogia amb els sistemes FACE és I'estudi de zones en qué existeixen
emissions naturals de CO,. Aquestes fonts naturals de CO, son bastant nombroses, encara que
nNomés unes poques son Utils per a estudis d enriquiment carbonic, ja que en la major part dels
casos aporten baixes quantitats de CO, 0 bé presenten impureses toxiques per a les plantes
(Tognetti et al. 2000, Terradas 2001).
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1. 1. 3. L’ADOBAT CARBONIC

L’ adobat carbonic és una técnica agronomica que consisteix en I’enriquiment dels nivells
atmosfeérics de CO, en hivernacles amb I’ objectiu d’incrementar i/o millorar la productivitat
dels cultius. A les regions fredes, les finestres dels hivernacles acostumen a estar tancades per
retenir la calor al’interior. En aguestes condicions, la fotosintesi provoca una disminucié de
la concentracio de CO,. Per aix0, en aguestes zones |’adobat carbonic és una tecnica molt
habitual, ja que evita uns nivells de CO, excessivament suboptims (Hanan 1998). En canvi, a
climes calids, I'aplicacio de CO, esta poc estesa i presenta dificultats a causa de la necessitat
de ventilar els hivernacles per tal d’evitar un excés de temperatura. Aguesta renovacio de
I"aire evita que la concentracié de CO; dins |” hivernacle sigui molt inferior a I’ atmosferica,
perd a més, provoca la fuga de part del CO, injectat. No obstant, la sinérgia entre nivells
elevats de radiacio i CO, és un factor aprofitable en clima mediterrani. Aixi, esta demostrat
gue una injeccio intermitent entre periodes de ventilacié en un dia assolellat dona meés
rendiment que una aplicacié continua en un dia navol (Martin 1984, Tremblay i Gosselin
1998). Per tant, és necessari estudiar les interaccions del CO, amb altres parametres climatics
que afecten lafisiologiai la productivitat en I’ambit mediterrani, com la llum, la temperatura
0 I'aigua (Sanchez-Guerrero 1999). Tambeé cal tenir en compte que I'adobat carbonic no
afecta quantitativament igual totes les plantes. En aquesta linia, un altre factor variable és la
[CO,] idonia, que depen de I'espécie, I'edat o les instal -lacions (Savé et al. 1998). Integrant
aquests parametres es pot estimar la relacio cost/benefici de I’ aplicacio en cada cas. Per tant,
per garantir la viabilitat, I’ estrategia d’ aplicacié s haura d’ adequar a conjunt de condicions

especifiques donades en cada situacio.

A l'area mediterrania, com sha comentat, la principal dificultat daquest sistema
experimental és el manteniment de nivells elevats de CO, durant el dia en epoques calides
(Savé et al. 1998). Per aix0, ca tenir present les limitacions que presenta un experiment
d adobat carbonic, ja que normalment no es pot mantenir la concentracié de CO, totalment
constant a llarg de I'assaig. D’altra banda, atés que els hivernacles son instal-lacions
comercias de cultiu, permeten avaluar |I'efecte del CO, sobre moltes especies vegetals en
condicions realistes. Aquest fet unit a que es pugui regular I’ambient i treballar en condicions
ambientals semicontrolades fan que el's experiments d adobat carbonic siguin una molt bona

soluci6 experimental per estudiar I'impacte del CO, elevat sobre els cultius.
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1. 2. ESPECIES DE CREIXEMENT LENT

1. 2. 1. Chamaerops humilisi Cycas revoluta

El margall6é (Chamaerops humilis L., Arecaceae) és |’ Uinica palmera autoctona d’ Europa, que
en castella rep e nom de palmito o palmera enana. S estén per tot e litoral mediterrani
occidental, des del sud de Portugal finsaLibia. A lapeninsulaiberica, €l limit nord de la seva
area de distribucio es troba a Girona. Creix espontaniament en tot tipus de sols i
preferentment a altituds inferiors a 1000 m de la franja costanera (Folch 1981). Pot créixer en
zones de baixa pluviometria i ates temperatures. També sobreviu a altres condicions
desfavorables com ara la salinitat. Aquesta gran capacitat fa que en moltes ocasions creixi en
solitari a zones molt degradades. Per aix0 €l margallo es pot considerar un dels elements més
representatius de la vegetacio del sud-oest d' Europa, junt amb altres espécies com I’ olivera
(Olea europaea), € garrofer (Ceratonia siliqua), I’alzina (Quercusilex) o @ garric (Quercus
coccifera). La majoria de peus no superen els 3 m d’ alcada, perd poden assolir el 9 m s es
desenvolupen en condicions favorables. Les fulles son palmatisectes amb foliols punxeguts
disposats radialment (de 12 a 20) que de vegades son bifids (Fig. 1.2.1). La forma general de
les fulles és circular i poden arribar als 80 cm de diametre en individus adults. El peciol és
llarg, robust i presenta espines.

Chamaerops humilis és una planta de creixement molt lent, fins a punt que aquesta qualitat
defineix etimoldgicament |’ especie: petit (del grec chamai), arbust (del grec rhops) de baix
creixement (del llati humilis). Segurament agquest fet deu estar relacionat amb la seva gran
longevitat. De fet, a Padua (Italia) es coneix un exemplar viu que data de I’ any 1585.

El margall6 té diverses aplicacions. Com a espécie autoctona, a sud d’ Europa cada vegada es
fa servir més amb finalitats ornamentals, ja que a més d’'una gran supervivencia, té pocs
requeriments i necessita molt poc manteniment. Pels mateixos motius, també s utilitza per
revegetar zones degradades. Una altra aplicacio es troba en I’aimentaci6, ja que la gemma
apical, que sanomena € cor o cabdell, és comestible. Tradicionament, les fulles seques
S utilitzaven per fabricar cistells o escombres, mentre que també se n’extreien les fibres per a

laindUstria papererai téxtil.
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Figura 1.2.2. Imatge d' una planta de Cycas revoluta en un contenidor.

Malgrat €l seu aspecte, Cycas revoluta Thunb. (Cycadaceae) no és una pamera. De fet esta
molt allunyada filogenéticament de les Arecacies, ja que es tracta d’ una gimnosperma.
Pertany al grup de les cicades (divisio Cycadophyta), I’ origen del qual se situa a Paleozoic, fa
més de 230 milions d’'anys, encara que el maxim desenvolupament el van tenir durant el

Mesozoic (Norstog i Nicholls 1997). Per aix0, Cycas revoluta, |’ especie més representativa i
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abundant, es considera un fossil vivent. Es originaria del Jap6, perd actualment la seva
distribucio natural s estén al llarg de les regions tropicalsi subtropicals del pacific, sobretot el
sud del Japd i la Xina. Les fulles son pinnades, coriacies, de color verd intens i es disposen
radialment ala part superior del tronc, on s'insereixen através d’ un peciol amb espines. Cada
fulla esta formada per 30-100 pinnes unides per un raquis (Fig. 1.2.2). Les fulles noves
emergeixen simultaniament i amb un patré circular. Malgrat aixo, es tracta de plantes de
creixement molt lent. Habitualment, aguesta brotada es produeix anualment, perd sota
condicions ambientals molt favorables s ha arribat a obtenir-ne tres per any. Cycas revoluta, a
meés d’una gran perdurabilitat com especie, també presenta una elevadissima longevitat, pel

gue alguns exemplars poden sobrepassar €ls 1000 anys.

Actuament Cycas revoluta esta ampliament distribuida al |larg de totes les zones temperades,
inclosa |’ area mediterrania, ja que es cultiva a molts paisos amb finalitats ornamentals. Es una
espéci e esteticament molt apreciada, tant anivell particular com per enjardinaments publics.

1. 2. 2. LESESPECIES DE CREIXEMENT LENT | L’ AUGMENT DE CO,

Laresposta allarg termini de les plantes al CO, elevat és poc coneguda i controvertida. Aixi,
tot i la gran quantitat d estudis existents, a causa de la complexitat del tema, continua havent
aspectes poc clars (Long et al. 2004). En e cas de les espécies de creixement lent, el
comportament enfront I’increment de CO, és practicament desconegut, ja que es tracta de
plantes amb una fisiologia peculiar i no massa estudiada. Moltes d’ aquestes especies
colonitzen habitats de condicions adverses, on sobreviuen gracies a adaptacions. Per aixo, no
esta totalment clar si les causes del creixement lent d’ aquestes especies es deu principalment a
les condicions ambientals desfavorables del Iloc on viuen, o bé la limitacié és propia de
I’ espécie. Sembla que ambdds components son importants. D’ aquesta manera, un dels dubtes
que existeix al voltant de I’ efecte del CO, sobre aquestes plantes és si |’augment de CO, sera
un estimul pel creixement o per contra aguestes especies no seran capaces d’ aprofitar-lo tant
com una especie de creixement rapid. En aguest sentit, hi ha estudis totalment contraposats.
D’unabanda, Lloyd i Farquhar (1996, 2000) indiquen, basant-se en models de fotosintesi, que
les espécies de creixement lent tenen una potencial resposta al CO, elevat superior a la que
tenen les especies de creixement rapid. En canvi, Poorter (1998) i Poorter i Pérez-Soba (2001)

exposen gue aquesta hipotesi no s gjusta a les dades existents a la literatura, i que les plantes
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de creixement lent tenen una menor resposta a CO, a causa de la seva propia naturalesa i
també a conseqliéncia d'uns elevats costos de construccid. Per tant, sembla clar que son
necessaris estudis per intentar aclarir com respondran les plantes de creixement lent a

I"increment de CO, atmosfeéric.

D’atra banda, cada vegada és més important la produccié d especies mediterranies
autoctones destinades ala creacio de nous espais verds 0 a la revegetacio de zones degradades
(Mitrakos 1980, Savé et al. 1996). En aguest context d’ una creixent demanda de plangons, la
produccio viveristica d’ espécies autoctones i llenyoses, s esta incrementant i desenvolupant.
Per tant, son necessaris canvis en la produccid, que s han de traduir en una diversificacio de
les espécies produides, una intensificacié dels cultius i una millora del producte final
(Masvidal 1993). En aquest sentit, resulta interessant comprovar si |I’adobat carbonic és una

tecnica que pot contribuir positivament a donar resposta a aquestes necessitats.

1. 3. ISOTOPSESTABLES DE CARBONI

Els isotops son atoms d’ un mateix element que difereixen Unicament a la seva massa atomica.
Es a dir, son atoms que presenten a nucli € mateix nombre de protons (mateix nimero
atomic) pero un nombre diferent de neutrons (diferent niUmero massic). Els diferents isotops
d’un &tom poden ser estables o radioactius. Els ntclids’ dels isdtops estables, com el seu nom
indica, es mantenen una vegada formats. En canvi, els radioactius es desintegren
espontaniament, emetent particules o i B, fins esdevenir isotops estables (Dawson i Brooks
2001).

Els isotops estables de practicament tots els elements estan formats per un isotop molt
abundant i un o dos isdtops amb una molt baixa abundancia. L’abundancia relativa és el
percentatge de cada isotop en relacié a total d’atoms de I’element. En €l cas concret del
carboni, el CO, atmosféric conté tres isdtops: °C, **C i **C, dels quals només e **Ci el °C
son estables. Dintre dels isotops estables de carboni, el més abundant és €l més lleuger, és a
dir, e *C (98.89%), mentre que el més pesat, el **C, només suposa un 1.1%. La composicié
isotopica (8) és una atra manera d’ expressar |’ abundancia relativa dels isotops. Per conveni,
les abundancies o les seves variacions s expressen en relacié a l’isotop minoritari. Per aixo,

! El terme nuclid fareferéncia al nucli d’un atom o isdtop especific, caracteritzat per un nimero atdmic (Z) i un
nimero massic (A), sense englobar els electrons de I’ atom.
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qualsevol esdeveniment que augmenti la proporcié de °C respecte a **C es defineix com
enriquiment. En canvi, si I’ alteracié disminueix la proporcié de *C s anomena empobriment.
Aixi, la composici6 isotopica del carboni (5'°C) d’ una mostra es defineix com la proporcié

relativade **C i **C en relacié aun estandard? i expressat en tant per mil (%o):

I:\)"“’S‘r""—1]-1000 on R

estandard

B 13 C02
12 C02

5°C (%) = (
Per tant, valors positius de §*°C signifiquen que la mostra esta enriquida en **C en relaci6 a
' estandard, és a dir, conté més *C que I’estandard. Per contra, valors negatius de §*°C
indiquen un empobriment de la mostra en *C. Aquest és el cas del CO, de I'aire, per
exemple, que presenta uns valors de §°C d’ aproximadament -8%.. En aquest sentit, s ha
observat que a conseqiiencia de les emissions antropogeniques s esta donant una alteracio de
la 8°C del CO, de I'aire para-ela a I'increment de CO, atmosféric (Fig. 1.3.1,

http://www.cmdl.noaa.gov/ccag/iadv/index.php). Aixi, la crema de combustibles fossils,

empobrits en *3C (veure apartat 1.3.1), estaria fent disminuir de manera generditzada la

composicio isotopicadel carboni del CO, del’aire.

1. 3. 1. DISCRIMINACIO 1SOTOPICA DEL CARBONI DURANT LA FOTOSINTES | LA
RESPIRACIO

Les propietats quimiques d'un element estan determinades principalment pel nombre
d electrons. Per aix0, tenint en compte que dos isotops d’un mateix element presenten el
mateix nombre d’ electrons, també tenen les mateixes propietats quimiques. En canvi, les
propietats fisiques sdn diferents entre isotops, ja que presenten diferent nombre de neutronsii,
per tant, diferent massa atomica. Aquesta alteracié de les propietats fisiques provoca que els
diferents isotops tinguin un comportament quimic i fisic desigual. Aixi, normalment un dels
isotops es veu implicat preferentment a cadascuna de les reaccions fisiques o quimiques. Per
tant, la composicié isotopica del producte de la reaccié variara respecte a reactiu. Aquest
fenomen s anomena fraccionament isotopic (Dawson i Brooks 2001).

2 L’ estandard original que es va utilitzar era el PDB (Pee Dee Belemnite), mineral d una roca que es va esgotar.
Per aix0, actualment s utilitzen uns patrons secundaris que la International Atomic Energy Agency (IAEA,
Viena) vagenerar en relacio al’ estandard original.
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Figura 1.3.1. Evolucié de la concentracio i la composicio isotopica del
carboni (8**C) del CO, de I'aire dels darrers 15 anys a |’ observatori
d’1zafa (Tenerife) de I'Institut Nacional de Meteorologia, que col-labora
amb la xarxa del GMD (Global Monitoring Division) que pertany a la
NOAA (National Oceanic & Atmospheric Administration, USA).

Basicament existeixen dos tipus de fenomens que originen un fraccionament isotopic:
termodinamics i cinetics. Els fenomens termodinamics expliquen el fraccionament isotopic
gue es dona a les reaccions d'equilibri, mentre que €els cinétics basicament a les reaccions
enzimatiques. Normalment, el fraccionament isotopic acostuma a actuar en contra de I’isotop
més pesat.

La discriminacio isotopica del carboni durant la fotosintesi (A) és coneguda des de fa molt de

temps (Farquhar et al. 1989). El procés presenta diversos punts de fraccionament, dels quals
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els models desenvolupats tenen en compte basicament dos components: la difusio i la
carboxilacié (Farquhar et al. 1982). En plantes Cs, durant I’assimilacié de CO, es produeix
una discriminaci6 en contra de |’isotop més pesat (**C, Fig. 1.3.1), tant a nivell de la difusié
del CO, através dels estomes (4.4%o, Craig 1954) com a nivell de la carboxilacié per part de
la Rubisco (29%. in vitro, Farquhar et al. 1989). Per aix0, la materia organica de les plantes C;
es troba empobrida en **C, és a dir, tenen més abundancia de °C que I'aire. Aixi, la
composicid isotopica del carboni de la matéria organica (8**Cyior) en aquestes plantes se situa
entre -20 i -35%o, valor molt més negatiu que el de I'aire (= -8%0). Com S ha comentat, €l
principal punt de discriminacio es troba a nivell de la carboxilacid. Aixo fa que les plantes
amb un metabolisme fotosintétic diferent presentin valors de §**Cyor molt diferents. En el cas
de les plantes Cy, 1a 8**Cyior No és tan negativa (entre -7 i -17%o), ja que la PEP carboxilasa,
enzim responsable de la primera carboxilacié del CO,, presenta una discriminacié molt baixa
(0 - 5%0). La 5Cuor deles plantes CAM ésintermédia entre lad’ una planta Cs i una Ca.

| (empobrides en **C)

Carboxilacio
(29%o0)
L ! s S iIfusio
(4.4%0)

CO,respirat 2co, Bco,

8Cresy = -22%0 | | 8Cire = -8%0

Figura 1.3.1. Discriminacio isotopica del carboni durant lafotosintesi i larespiracio en plantes Cs.

El model simplificat de Farquhar et al. (1982) que es detalla a continuacié només té en

compte la discriminacio isotopica durant ladifusio (a) i la carboxilacié (b).

A=a+(b-a)-c/c,
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Segons aquest model, una reduccié de la conductancia estomatica produiria, a través d’'una
disminucié de la disponibilitat de CO, per la Rubisco (menor ci/cy), un descens de la
discriminacio. S'ha comprovat que € model és molt consistent sota un ampli rang de
condicions experimentals (Brugnoli et al. 1988, Brugnoli i Farquhar 2000), donant una forta
correlacio entre el ci/c.i 1a§C dels productes fotosintétics. Es a dir, amajor disponibilitat de
CO,, la Rubisco té més possibilitat de poder triar el carboni que carboxila i, per tant, es
produeix una major discriminacié a favor del **C. En canvi, a mesura que la Rubisco va
consumint e *2CO,, el ¢ disminueix i € restant es va enriquint en **CO,, de manera que la

Rubisco perd capacitat de discriminaci6 i es veu obligada a carboxilar més *C.

La fotosintes no és I’Unic procés on es produeix una discriminacié isotopica del carboni.
Aixi, alguns treballs recents han descrit fraccionament durant la respiracio de foscor. S ha
observat en diverses espécies un fraccionament positiu de larespiracio d’ entre el 3i e 6%o. Es
a dir, que la composici6 isotopica (5°C) del CO, respirat esta enriquida en *C en relacié a
als compostos de la fulla (Ghashghaie et al. 2003, Tcherkez et al. 2003, Nogués et al. 2004,
Xu et al. 2004). Com s ha descrit anteriorment, resulta poc habitua agquest tipus de
fraccionament, a favor de I'isotop més pesat, per0 es pot justificar per tres fenomens. La
primera causa és la naturalesa quimica del substrat respirat, ja que els diferents compostos
(sucres, lipids, proteines i &cids organics) presenten diferents valors de §°C. El segon motiu
és la discriminaci6 d’ alguns enzims implicats en la respiracié, com la piruvat deshidrogenasa
(PDH, De Niro i Epstein 1977). | per Ultim, a causa d’ una distribucié no uniforme del **C en
la molécula de glucosa. Es a dir, el **C és més abundant a les posicions 3 i 4 de les hexoses,
Iloc de trencament preferent de la PDH (Tcherkez et al. 2003).

1. 3. 2. EL MARCATGE ISOTOPIC: UNA EINA PER ESTUDIAR EL METABOLISME DEL
CARBONI

A mitjans dels anys 50, es va reditzar el primer experiment de marcatge isotopic per tal
d estudiar el metabolisme del carboni. Aixi, Melvin Calvin, Andrew Benson i James A.
Bassham van dilucidar |a ruta bioquimica de |’ assimilacié de CO, subministrant **C a cultius
de I'alga Chlorella (Rabinowitch 1956). Se subministraven polsos de **C (radioactiu) que
I’'alga assimilava i després es feien caceres per determinar per autoradiografia quins

compostos presentaven el marcatge.
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Actualment es poden realitzar experiments de marcatge isotopic sense necessitat de treballar
amb isotops radioactius. Aix0 és possible gracies a la gran evolucié de les tecniques
d espectrometria de masses, que permeten un analisi molt precis de la §**C de diferents tipus
de mostres: solides, liquides i gasoses. La filosofia és la mateixa que als experiments de
Calvin. Es a dir, I'Gs dels isdtops de carboni (estables en aguest cas, ’C i °C) com a
tracadors. Aixi, se subministra un aire amb una 5'*C diferent al de I’ aire ambiental, de manera
gue e CO, incorporat pel teixit durant aquest periode tindra una composicié isotopica
distinta, diferenciar-se de I’assimilat amb anterioritat. Després del pols de marcatge es pot
andlitzar la materia organica dels teixits o bé de compostos especifics (sucres, lipids,
proteines, acids organics), pero també |’ aire fotosintetitzat o respirat (Tcherkez et al. 2003,
Nogués et al. 2004). Actualment es combinen técniques de marcatge isotopic amb mesures de
bescanvi de gasos. Per tant, poden oferir informacié detallada de com i quant CO, és
assimilat, com es reparteix entre els diferents organs de la planta i com es respira aguest
carboni. Una de les aplicacions amb més potencial és el seguiment dels compostos marcats, la
qual cosa permet dilucidar amb detall les diferents vies metaboliques dels vegetals (Gebbing i
Schnyder 2001, Schnyder et al. 2003, Nogués et al. 2004, Tcherkez et al. 2005)
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2. OBJECTIUS

L’ objectiu general delaTes ésestudiar I’assimilacio i lagestio del carboni a dues espécies de
creixement lent, Chamaerops humilis i Cycas revoluta, i caracteritzar els efectes d’'una
exposicio allarg termini a CO, elevat que es produeixen en aguestes plantes. Aquest objectiu

general es desglossa en el's seguients objectius especifics:

. Determinar €l tipus de metabolisme fotosintétic d’ aguestes espécies.

. Caracteritzar les respostes fisiologiques al CO, elevat de les plantes de creixement lent a

curt i llarg termini.

Determinar si es dbéna aclimatacio fisiologica al CO, elevat en ambdues

espéecies, tant anivell fotosintétic com respiratori.

Caracteritzar laresposta al CO, elevat del bescanvi de gasos del conjunt de la

capcada.

Identificar |’ efecte del CO, elevat sobre els punts de compensacié de [lum,

CO; i temperatura.

« Quantificar els efectes del CO, elevat sobre la produccio de biomassa en espécies de

creixement lent.

. Estudiar la distribucié del carboni recentment assimilat entre els diferents organs de la

plantai com es veu modificada per una exposicio a CO; elevat.
« Modear lagestio del carboni assimilat per les fulles en plantes de creixement lent.

. Demostrar la viabilitat de I’ is de I’ adobat carbonic com a eina de millora de la produccio

en cultius protegits sota condicions de clima mediterrani.
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3. MATERIAL | METODES

3. 1. MATERIAL VEGETAL

Les especies vegetals estudiades van ser € margall6 (Chamaerops humilis L., Fam.
Arecaceae) i Cycas revoluta Thunb. (Fam. Cycadaceae), dues especies de creixement lent. Es
van utilitzar plantes d’ un any d'edat provinents de llavor. Les plantes de margall6 van créixer
en contenidors d’1 L, en un substrat format per una barreja de torba i perleta en proporcio 2:1
(v:v). En € cas de Cycas, les plantes es van cultivar en contenidorsd’1 L, pero es va utilitzar

un substrat amb més drenatge, que contenia torba, escorca vegetal i sorra.

3. 2. DISSENY EXPERIMENTAL | CONDICIONSDE CULTIU

Les plantes es van cultivar a les instal-lacions de I'Ingtitut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA) del Centre de Cabrils (Barcelona). Els contenidors es van ubicar
sobre banquetes, en un hivernacle tipus multitinel amb sostre circular, cobert amb plastic de
polietilé térmic (Fig. 3.2.1). L’hivernacle estava subdividit en moduls independents
d' aproximadament 80 m? (12 m x 6.5 m), a cadascun dels quals es van definir diferents
nivells de CO,: 400 ppm (tractament ambiental, A) i 800 ppm (tractament elevada, E). La
concentracio elevada es va aconseguir mitjancant I’aplicacio de CO, pur de qualitat
alimentaria des d'un tanc, lainjeccié del qual va ser controlada informaticament. L’ aire de
cada modul es va obtenir alternativament amb un programador industrial (PLS C20K, Omron,
Kyoto, Japl) per determinar la concentracié de CO, mitjancant un andlis de gasos a
I"infraroig (IRGA, Lira 3600, MSA, Barcelona). El senyal de I'lRGA es va enviar a un
ordinador que activava lainjeccio de CO, al modul elevat quan la concentracio mesurada era
inferior a 800 ppm. La infrastructura i € gas van ser subministrats per I’empresa Carburos
Metalicos S. A. (Barcelona), a través d’ Agrigas (http://www.irta.es/agrigas/es/default.pdf),

una unitat mixta entre |I’esmentada empresa i I'IRTA, dins é marc d'un conveni de
col -laboracio.
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Es van cultivar 30 plantes de cadascun dels tractaments resultants del disseny, corresponents
as2nivellsde CO; (A i E) aplicats sobre les dues especies estudiades (Chamaerops humilisi

Cycas revoluta).

——

Figura 3.2.1. Interior de I" hivernacle amb les plantes de Cycas revoluta (esquerra)
i Chamaerops humilis (dreta) a I'inici de I'experiment, en contenidors sobre les

banquetes de cultiu.

El reg va ser localitzat, mitjancant goters, juntament al qual es va aplicar una solucio nutritiva
completa, amb un equilibri 1:0.5:1.5 (N:P,0s:K>0; pH= 6.5).

L’ assaig es va desenvolupar durant 20 mesos, des de desembre de 2002 fins a finals d’ agost
de 2004. Durant els periodes freds, |’ hivernacle es va calefactar amb aeroterms per obtenir
unes temperatures minimes de 14°C. Ventilant, per mitja de I’ obertura de les finestres, es va
evitar un excés de temperatura a I’interior de I’ hivernacle. Logicament, aquesta ventilacio va
tenir un cert efecte sobre la concentracié de CO,, especialment a |’ época estival (Figs. 4.3.11
4.3.2).

Es va fer un seguiment en continu de les condicions ambientals de I” hivernacle, és a dir, es
enregistrar cada 10 minuts la temperatura, humitat relativa (Hobo HO08-004-02, Onset
Computer, Bourne MA, USA) i concentracié de CO, del’ aire.
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3.3. MESURA DEL CREIXEMENT

L’ avaluacio del creixement es va dur a terme mitjancant mesures destructives a tres moments
de I’ experiment (inici, 5 mesos i 20 mesos), aixi com amb mesures no destructives mensuals

durant els primers 6 mesos de |’ assaig.

3. 3. 1. MESURES DESTRUCTIVES

Les mesures destructives es van reditzar al’inici, ds 5 mesosi a final de I’ experiment (20
mesos). A cadascun dels tres moments es van seleccionar a |’atzar 10 individus de cada
tractament, als quals préviament se'ls va mesurar I’ acada de la part aéria, el diametre de la
base de la tija (Chamaerops humilis) o el tronc (Cycas revoluta) i es va comptar e nombre de
fulles. L’ a¢ada es va obtenir amb un regle graduat i €l diametre per mitja d’ un peu derei amb
una precisioé de 0.01 mm (Mitutoyo, Kawasaki, Japo).

3.3.1. 1. DETERMINACIO DE LA MATERIA SECA

El creixement es va analitzar mitjancant
determinacions de la matéria seca dels diferents
organs de les plantes. EI material vegeta es va
dividir en diferents fraccions segons |’ especie i €l
moment de mostreig. A Chamaerops humilis es van
definir tres fraccions: fulles, tija i arrels. A Cycas
revoluta I'analisi de les arrels va ser més exhaustiu,
jaque es van diferenciar les arrels en funcio del seu
gruix (Fig. 3.3.1). Aixi, atots els punts de mostreig
es van estudiar les seguents fraccions: fulles, tronc,
arrels gruixudes i arrels fines. A més, a segon punt

(5 mesos), es van separar les fulles segons la seva

edat, en fulles jovesi velles, per tal d’ estudiar amb

Figura 3.3.1. Detall dels diferents
tipus d'arrels a Cycas revoluta,

fenomen discontinu que es produeix només una o gruixudesi fines.

més profunditat I'aparicié de fulles noves, un
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unes poques vegades I’ any (Stevenson 1980, Norstog i Nicholls 1997). Les fulles velles eren
aquelles que estaven presents des de I'inici de I'experiment, mentre que les joves

corresponien ales de novaformacié, ésadir, durant I’ aplicacié del tractament.

Es va procedir a |’assecat del material en una estufa a 60°C fins a pes constant (unes 72 h).
Posteriorment es va obtenir el pes sec de cada organ amb una balanca de precisio de 0.1 mg
(Mod. JK-10, Mettler Toledo, Barcelona). El pes sec de la part aéria, € pes sec de la part

subterraniai € pes sec total esvan determinar sumant les diferents fraccions.

3.3.1. 2. DETERMINACIO DE L’AREA | EL PES ESPECIFIC FOLIAR (SLW)

L’ areafoliar es va quantificar mitjancant un integrador d’areafoliar (DIAS, Delta-T Devices,
Cambridge, UK). L’index d'area foliar (LAI) es va calcular multiplicant I’ area foliar per la

densitat de plantacié (20 plantes m™).

El SLW (Specific Leaf Weight) és el quocient entre el pes sec de les fullesi la seva area, per

tant, és un indicador del gruix foliar (g m™?). Esva calcular segons la segiient equiacio:

QW = PE‘SSEC FULLES
AREA FOLIAR

3.3. 1. 3. RELACIONS ENTRE FRACCIONS

La relacio de pes foliar o LWR (Leaf Weight Ratio) informa, a partir del quocient entre la
materia seca de fulles i la total, sobre la proporcié de biomassa que inverteixen les plantes en
laformacié de fulles. Les unitats en qué s expressason g g i " equacié amb qué es calcula és
la segUent:

_ PESSECFULLES
PES SEC PLANTA

Larelacié de pes de latija o € tronc (Stem Weight Ratio, SWR) i la d'arrels (Root Weight
Ratio, RWR) indiquen la proporcié de biomassa invertida en tijai en arrels. Per determinar-

les es vafer servir la mateixa equacio, pero utilitzant els valors de matéria seca de latija (o €
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tronc) i les arrels enlloc dels de fulla. També es va calcular €l quocient part subterrania/part
aéria (Root/Shoot).

3.3. 1. 4. DETERMINACIO DE LA TAXA DE CREIXEMENT RELATIU (RGR)

El RGR (Relative Growth Rate) és un dels parametres més importants i classics de I’andlis
del creixement, ja que reflexa la taxa d’ increment relatiu de biomassa per unitat de temps. Es

defineix com:

LnPS,-LnPS,
T2’T1

RGR=

On PS; i PS; sdn respectivament el pes sec de la planta a final i al’inici de cada periode,
mentre que To—T; correspon al temps transcorregut. Aixi, les seves unitats son g g* dia™.

Esvacalcular e RGR dels diferents periodes de mostreig: 0 - 5 mesos, 5 - 20 mesos i també
el del total de cultiu, O - 20 mesos. A cada periode es va calcular el RGR del pes sec de cada

organ (fulles, tigesi arrels), amés del RGR del pes sec total de la planta.

També es va obtenir el RGR de I’ area foliar (cm? cm™ dia?), substituint a I’ equacié anterior
els valors de pes sec inicia i final pels d area foliar. De manera analoga es van obtenir €l
RGR de I’acada (cm cm™ dia™), del diametre de latija (cm cm™ dia?) i del nombre de fulles

(n°fulles e fulles™ dia™).

3.3. 1. 5. PROPORCIO D’'ESTIMULACIO DE LA BIOMASSA (BER) PEL CO, ELEVAT

El BER (Biomass Enhancement Ratio) és un indicador de I’ efecte estimulador del CO; elevat
sobre la produccié de biomassa (Poorter i Pérez-Soba 2001). Es va calcular com el quocient
de les mitjanes de biomassa de les plantes a CO; elevat i ambiental.

PESSEC

— elevat

" PESSEC, i
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3. 3. 2. MESURESNO DESTRUCTIVES

A I'inici de I’ experiment es van seleccionar al’ atzar 10 individus de cada tractament i especie
per fer un seguiment no destructiu del seu creixement durant els primers 6 mesos de cultiu,

consistent en lamesuramensual del’ alcada, el diametre delatijai el nombre de fulles.

L es mesures no destructives son un complement de les destructives, ja que aporten informacio
sobre €els periodes intermedis de I’ assaig, la qual cosa permet estudiar amb més profunditat

I’evolucidé del creixement.

3. 3. 3. ESTUDI DE LA CINETICA DE CREIXEMENT
3.3.3. 1. CORRELACIONS ENTRE MESURES DESTRUCTIVES| NO DESTRUCTIVES

Com s'ha comentat a |’apartat 3.1, préviament a les mesures destructives, a cada punt de
mostreig també es van mesurar sobre les mateixes plantes parametres no destructius (al¢ada,
nombre de fullesi diametre de latija o tronc). A partir de les dades obtingudes es van generar
correlacions entre € pes sec i les variables no destructives mesurades ala mateixa planta, amb
I’ objectiu de trobar estimadors de la biomassa de les plantes, rapids i que no impliquessin la
mort dels individus. Les regressions no lineals es van obtenir amb el programa SigmaPlot
(SPSSInc., Chicago, IL, USA).

3.3.3. 2. ESTIMACIONS DE BIOMASSA A PARTIR DE LES CORRELACIONS

Les correlacions obtingudes van permetre estimar la biomassa dels 10 individus seleccionats
pel seguiment no destructiu a partir del seu diametre de tija (Chamaerops) o tronc (Cycas).
Aixi, es va estudiar la cinética de creixement dels diferents tractaments de manera no

destructiva durant el's primers 6 mesos d’ aplicaci6 de CO..
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3. 4. BESCANVI DE GASOSFOLIAR

Les mesures de bescanvi de gasos es van redlitzar utilitzant €l sistema obert de mesura Li-
6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA), fent una analisi de gasos per infraroig (Infra Red Gas
Analyser, IRGA), ja que tant e CO, com el vapor d'aigua absorbeixen a la banda de
I"infraroig (Fig. 3.4.1). El sistema consta de dos sensors d'infraroig, un analitza I’aire de
referencia, és a dir, €l que entra a la cambra on es col-loca la fulla, mentre que I’ altre sensor
mesura |’ aire que en surt. D’ aguesta manera es poden detectar les variacions d’ aquests gasos
causades pel metabolisme de la fulla. En un sistema obert, la taxa neta d’ assimilacié de CO,
(A) ésresultant, basicament, del diferencial de CO, entre I’ entrada i la sortida de la cambra, el
flux d'aire que hi circula i I’area foliar a I'interior de la pinca. D’altra banda, |a taxa de
transpiraci6 (E) es calcula de manera similar, perd mesurant I’ aportacio d’aigua al’aire per la
fulla. Integrant diverses mesures com la temperatura foliar i la de |’aire, s obtenen altres
parametres del bescanvi de gasos com son la conductancia estomatica (gs) 0 la concentracio
interna de CO; (C;) (von Caemmerer i Farquhar 1981).

El Li-6400 incorpora sistemes per controlar els principals parametres ambientals dins la
cambra. Aixi, 1a[CO,] esregula gracies a un sistema d’injeccié de CO,. Mitjancant un diode
emissor de llum (LED) es modula la densitat de flux fotonic fotosintétic (PPFD) incident
sobre la fulla, gracies ales mesures que ofereixen dos sensors de PAR, situats dintre i fora de
la cambra. Pel que fa a la temperatura, es mesura amb un termoparell i un termistor (fulla i
aire respectivament), mentre que laregulacio es duu aterme gracies a un ventilador, un peltier
I unaresistencia. La humitat de I’aire es controla per mitja d’un dessecant i la regulacié del

flux d'aire que circulaatravés del sistema.

= Alr In

LI-6400 Console With
6400-01 CO3z Injector System

Figura 3.4.1. Circuit d'aire de I’ aparell de mesura de bescanvi de gasos per
analis al’'infraroig (Li- 6400, Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA).
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L es mesures de bescanvi de gasos es van fer sobre 6 individus de cada especie i tractament de
CO2 (A i E). Les fulles seleccionades, una per individu, van ser joves pero totalment
desenvolupades. Es van redlitzar corbes de resposta al CO, mantenint durant les mesures la
temperatura foliar a 25°C i el gradient de pressié parcia de vapor entre la fulla (VPDjex) |
I"aire a voltant de 1.3 kPa. Les corbes de resposta al CO, es van fer aun PAR de 1000 pmol
Q m?s?, saturant per les fulles d’ambdues espécies. Les diferents concentracions de CO, a
gue es sotmetre les fulles van ser, per aquest ordre, 400, 300, 200, 100, 30, 400, 600, 800 i
1000 ppm de CO,, deixant entre cada mesura de 6 a 10 minuts d’ estabilitzacié i aclimatacio a

lanova[CO;).

La velocitat maxima de carboxilacié o activitat in vivo de la Rubisco (V¢ma) correspon a
pendent de la part lineal de la corba A/c;, | es va calcular a partir dels 5 primers parells de
punts de cada corba per cadaindividu (McMurtriei Wang 1993; Ethier i Livingston 2004).

A partir dels dltims punts de la corba, mitjangant una linealitzacié de la plataforma es va
calcular e transport electronic maxim potencial que contribueix a la regeneracio de la
Ribulosa 1,5-bisfosfat (Jnax, McMurtrie i Wang 1993; Ethier i Livingston 2004).

Per a cada fulla analitzada, les corbes han permes obtenir altres parametres, com son la taxa
de fotosintesi amb llum saturant a CO, ambiental (As), lataxa maxima de fotosintesi allumi
CO; saturants (Amax), € punt de compensacié de CO; (I') (von Caemmerer i Farquhar 1981),
aixi com lalimitacié estomaticaal’ entrada de CO; (1) (Farquhar i Sharkey 1982)
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3.5. FLUORESCENCIA MODULADA DE LESCLOROFIL-LES

Les mesures de |’ emissio de fluorescéncia es van realitzar simultaniament a les de bescanvi de
gasos, per tant a les mateixes fulles i sota les mateixes condicions ambientals, utilitzant la
cambra de fluorescéncia del Li-6400 (LFC 6400-40, Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA).

Material vegetal
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Figura 3.5.1. Cinétiques de la fluorescéncia de fulles adaptades ala
foscor i ala llum (adaptat de Schreiber et al. 1994). mod: Llum
modulada de mesura, sat: pols saturant de llum, act.: llum actinica.

La radiacié lluminosa incident és absorbida a les membranes fotosintétiques de plantes
superiors per part dels complexes proteina-pigments de les antenes (Light Harvesting
Complexes o LHC), associats als centres de reaccio del fotosistemal (PSI) i el fotosistema ll
(PSI1). En absorbir un foté de llum, les clorofil -les de |es antenes adquireixen | estat de singlet
excitat, I’energia de excitacio del qual pot ser transferit als centres de reaccid i generar un
transport de electrons que oxida I’aigua i genera energia quimica en forma d ATP i NADPH
que s'usa per reduir el CO, (Allen et al. 1998, Azcon-Bieto et al. 2000). La dissipacio de
I’excés d’energia d excitacio es redlitza per conversio a altres formes d energia radiant no
acumulable, com son I'emissié de fluorescéncia i calor. Es a dir, I’energia Iluminosa
absorbida es distribueix entre diferents processos competitius (fotoquimics, dissipacié térmica
i fluorescéncia), de manera que quan disminueix la dissipacié fotoquimica, augmenten la
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fluorescénciai la dissipacio termica. Per aixo, I’emissié de fluorescencia de les clorofil -les, tot
i ser inferior a 5% de tota I’ energia dissipada, ofereix informacio sobre I’ eficiencia en la
conversio d'energia radiant, la taxa de transport de electrons (ETR), € rendiment quantic
fotoelectroquimic del PSII (®pg) 0 I’ existéncia de fotoinhibicié de la fotosintes (Fig. 3.5.1).
Per aix0, és un metode molt Util per complementar |es dades obtingudes mitjangant tecniques
de bescanvi gasos (Genty et al. 1989).

Els parametres obtinguts a partir de I’ estudi de |’ emissio de fluorescencia van ser el's seglients:

Rendiment quantic relatiu del PSIl (Pps;). ES una estimacié de la probabilitat que té un

fotd absorbit de generar un transport electronic en ser utilitzat pel fotosistemall.

Rendiment quantic maxim del PSII (F, / Fr). Es una estimacio de la probabilitat maxima
que té un fot6 absorbit de generar un transport electronic en ser utilitzat pel fotosistemall.
Per aix0, s aplica e flaix de llum saturant sobre la fulla en condicions de foscor i després

d'una aclimataci6 alafoscor d’ uns 30 minuts.
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3. 6. BESCANVI DE GASOSDE LA CAPCADA

3. 6. 1. DESCRIPCIO DEL SISTEMA

El Servei de Camps Experimentals de la Universitat de Barcelona disposa d’un equipament
gue permet mesurar el bescanvi de gasos a escala de planta sencera (Casadests 1995, Nogués
et al. 2001) (Fig. 3.6.1). L’equip va ser dissenyat i construit pel Dr. Jaume Casadesls
(actualment a I'lRTA), Josep Benet i €l Dr. Luis Tapia el 1993. Com a anecdota historica,
citar que van aprofitar I’ estructura d’ unes cambres construides per Ricardo Simonneau i €l Dr.
Arturo Caballero I'any 1979. Per assolir part dels objectius de la tesi va ser necessari
redissenyar certes parts del sistema en relacié a I’ equipament original. D’ aguesta manera es

van millorar algunes prestacionsi esvan afegir aplicacions al’ equip.

Figura 3.6.1. Imatge frontal de les cambres de mesura de bescanvi de gasos de la capgada amb plantes de
Cycasrevoluta al’interior. La cambra de I’ esquerra conté plantes cultivades a CO, ambiental i la cambra
dreta plantes provinents de CO, elevat.
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Aquest equip de mesura de bescanvi de gasos és similar als descrits per McCree (1986),
Smart et al. (1994) o Cen et al. (2001). Tot i aix0, cal esmentar que aguest sistema incorpora
caracteristiques i aplicacions exclusives, que no s han trobat descrites a la literatura, les quals

es comenten basicament als apartats 3.6 1 3.7.

Es tracta d'un sistema de mesura en circuit obert format per dues cambres independents
construides en plexiglas transparent de 10 mm de gruix, amb un volum de 0.125 m®
cadascuna (~ 0.5x0.5x0.5 m), al’interior de les quals es genera un steady-state (Fig. 3.6.2).
L’ambient de cada cambra es regula autométicament per ordinador segons unes consignes
préeviament programades, de manera que es pot dividir el dia en multiples periodes amb

diferents condicions de PPFD, temperatura, humitat relativai concentracié de CO..

Lafont il-luminacié era independent a cada cambra. En aquests experiments va consistir en 4
lampades hal dgenes de 500W (Model 64702, OSRAM S.A., Madrid), cadascuna de les quals
aportava una intensitat d’'uns 250 umol Q m™? s™. Esta situada uns 30 cm per sobre de les
cambres, separada per un bany d aigua refrigerat d’'uns 7 cm que filtra part del’infraroig i

difon laradiacio.

Cada cambra contenia un sensor integrat de temperatura i humitat relativa (HMP 112Y,
Vaisala, Helsinki, Finlandia). La regulacio del déficit de pressio parcia de vapor (VPD) dela
cambra es va realitzar controlant la quantitat d’aigua present a I’aire d’ entrada. L’aire, que
provenia de I’ exterior, es vafer circular através d’ una cambra freda (4°C), on es varefredar i
assecar. Una bomba impulsava |’ aire des de la cambra freda cap a cada cambra de mesura.
Posteriorment, una part d’aquest aire sec es va fer passar a través d un tanc bombollejador
termostatitzat per humidificar-lo. A cada cambra, la proporcié d aire humit i aire sec va ser
regulada per mitja d'una valvula progressiva amb servoactuador (Model VXG 41.15R,
Landis& Gyr Ltd., Ginebra, Suissa) controlada per ordinador.

La temperatura de I'aire es va controlar automaticament fent circular aigua a través d un
bescanviador de calor a cada cambra. Es va refredar o calefactar gjustant la temperatura de
I”aigua, perd sense que mai estigués per sota del punt de rosada per evitar condensacions. La
potencia de refrigeracié o calefaccié es va modular amb uns valvules progressives com les del
control del VPD, que van regular el flux d’aigua de circulacié. La diferéncia de temperatura
entre I'aire i una fulla representativa de la capcada es va mesurar a cada cambra amb dos
termoparellsinvertits en serie (Model L1-600TC, Li-Cor Inc, Lincoln, NE, USA).
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Figura 3.6.2. Diagrama general del sistema de mesura de bescanvi gasos en circuit
obert a escala de planta sencera.

B: bomba, FM: fluximetre de masses, R: rotametre, D: diposit estabilitzador
Circuitd'aire —» Circuitd aigua - >
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El control del CO, al’interior de la cambra es va redlitzar regulant la concentracio de CO, de
I"aire d’entrada. Amb un IRGA (LCA-2, ADC Bioscientific, Hoddesdon UK) es va mesurar
en continu la concentracié de CO, a l’interior de la cambra freda i quan va ser inferior als
nivells programats s hi va injectar CO, pur de qualitat alimentaria des d’una ampolla
(Carburos Metdlicos, Barcelona). Dos potents ventiladors barrgjaven |'aire, donant-hi una
gran homogeneitat, que juntament al gran volum de la cambra freda (60 m®) van conferir una

gran estabilitat dels nivells de CO, del’ aire d’ entrada a les cambres de mesura.

Abans de cada experiment es va fixar e flux d'aire circulant a través de cada cambra (entre
0.01 i 0.02 mol aire s%) en funci6 de I’activitat de la biomassa vegetal, gjustant |’ obertura
d unes valvules manuals previes a |’ entrada de I’aire. En cada cas, es va determinar aguest
flux diariament mesurant e temps de desplacament d una bombolla de sab6 a través d'un
cilindre transparent de volum graduat (WHO 1984).

Cada cambra contenia un ventilador que barrejava rapidament |’ aire d’ entrada amb la resta
d aire de la cambra. La velocitat del ventilador es va gjustar per fixar la conductancia de la
capa limit (boundary layer) al voltant dels 700 mmol H,O m? s, que es va estimar per mitja

de mesures de balang térmic amb lamines d’ alumini (Jones 1992).

Un IRGA (Li-6262, Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA) configurat en mode diferencial va
registrar sequencialment la diferéncia de CO; i H,O entre la entrada i sortida de cada cambra.
Com areferenciaesva utilitzar aire sec i sense CO,. Aixi, un sistema de valvules solenoide de
3 vies (Model FT 8320 85, ASCO, Scherpenzeel, Holanda) controlat per ordinador va
commutar quin dels 3 canals es va mesurar en cada moment (canals de referéncia, diferencial
cambra 1 i diferencial cambra 2). Per tal d assegurar unes necessaries condicions d’ steady-
state, es va deixar un minim de 3 minuts d estabilitzacié entre cada punt de mesura abans

d enregistrar lalectura.

Basicament, a partir d’ aquestes mesures i €l flux d aire circulant es van obtenir en continu
(cada 10 minuts) els parametres de bescanvi gasos cal culats segons € model von Caemmerer i
Farguhar (1981): fotosintes neta, transpiracio i conductancia foliar. Totes les dades es van
obtenir en referencia a conjunt de biomassa de la capcada (canopy). En finditzar els
experiments, es va determinar de manera destructiva l’area foliar i € pes sec de I'interior de

les cambres i es van expressar les taxes per unitat d’area foliar o pes sec. En tractar-se
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d’ espécies de creixement molt lent (RGR<0.004 g g* dia™) es va assumir que I’increment de

biomassa aeriaal’interior de les cambres durant |’ experiment va ser menyspreable.

Els senyals analogics captats pel conjunt de sensors de I'equip es van monitoritzar i
enregistrar en continu amb un ordinador a través d' una xarxa de targes de comunicacio
analogico-digitals (Adam 4018 i Adam 4520, Advantech Co, Taipei, Taiwan). Un software
elaborat pel Dr. Jaume CasadesUs va gestionar tot € procés. programacié de les condicions
ambientals, adquisicié i enregistrament de dades procedents dels sensors, aixi com €l control
dels sistemes de regulacio, que van actuar quan la mesura dels sensors era diferent a la
consigna programada.

A cada experiment, es va introduir tota la part aeria de 4 plantes a cada cambra, amb la
mateixa densitat de plantacié que van tenir durant el cultiu en hivernacle (20 plantes m™).
Com a base de les cambres es va utilitzar plastic flexible, envoltat per un marc d’ aumini que
esvafixar al’ estructuraamb cargols. La part aeria de les plantes es vaintroduir ales cambres
per uns orificis al plastic flexible, que es van segellar amb massilla plastica de fontaneria (Ref.
08568, 3M, Madrid) per tal de tancar hermeticament les cambres. La part subterrania va
quedar fora de les cambres, la qual cosa va permetre regar les plantes diariament amb una

soluci6 nutritiva completa durant els experiments.

Totes les mesures es van realitzar de manera simultania sobre plantes crescudes a hivernacle a

concentracié de CO, ambiental (A) i elevat (E), ubicant un tractament a cada cambra.

3.6.2. ANALIS DELSCICLESDIARIS

Per mitja de les cambres es va caracteritzar en continu el bescanvi de gasos de la capcada al
llarg de cicles diaris. El fotoperiode es va fixar en 14 h de llum i 10 h de foscor. L’evolucié
didria de la intensitat de radiacié es va smular encenent (i apagant) de manera progressiva i
automatitzada els focus de les cambres. Aixi, es van definir 8 periodes a llarg del cicle diari,

segons hombre de lampades enceses (Taula 3.6.1).

Un cop introduits 4 individus de cada tractament (A i E) a cada cambra, es va procedir a una

aclimatacio prévia de les plantes durant 3 dies ales condicions de les cambres.
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Taula 3.6.1. Periodes en qué esva dividir €l diaa llarg del cicle diari durant les
mesures a les cambres i correspondéncia amb la intensitat de radiacié mesurada

anivell de planta.

Hora Periode N ;ggg: & “mglg':n?z !
08:00 — 10:00 Inici mati 1 ~ 250
10:00 — 12:00 Mati 2 ~ 500
12:00 - 14:00 Final mati 3 ~ 700
14:00 - 16:00 Migdia 4 ~ 900
16:00 —18:00 Inici tarda 3 ~ 700
18:00 — 20:00 Tarda 2 ~ 500
20:00—22:00 Fina Tarda 1 ~ 250
22:00 —08:00 Nit 0 0

Posteriorment, es va sotmetre les plantes a cicles diaris sota diferents condicions de
temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm). Per tant, es van realitzar 8
tipus de cicles diaris, 4 per especie, combinant temperaturai CO,. Aixi, es va caracteritzar la
resposta del bescanvi de gasos de la capcada sota totes aquestes condicions per separat de
plantes préviament aclimatades (E) i no aclimatades (A) a CO, elevat. Es a dir, en total 16

grupsdeciclesdiaris (Taula 3.6.2).

Per evitar confusions, s ha diferenciat la nomenclatura referent a la concentracio de CO;, de
creixement a hivernacle, anomenada A o E, de la concentracio de CO, a queé s han realitzat
algunes mesures, on s ha optat per utilitzar el valor numéric de concentraci6 (400 o 800 ppm).
Es a dir, els tractaments A i E donen informaci6 sobre els efectes indirectes o a llarg termini
del CO, elevat, mentre que 400 i 800 ppm sobre els efectes directes o immediats.

L es plantes es van mantenir a les condicions definides per cada grup de cicles diaris durant 4
dies consecutius. D’ aquesta manera es va poder estimar el balang de carboni i la produccié
neta diaria a escala d individu d’ una forma molt més precisa que amb els equips de mesura de
bescanvi de gasos convencionals, basats en mesures puntuals d’ una petita fraccio d’individu i,
en moltes ocasions, sense control de |I’ambient dins la cambra. Els principals parametres
obtinguts d’ aguests cicles van ser lataxa neta d assimilacié de CO; (A), lataxa de transpiracié

(E), la conductancia estomatica (gs) i la taxa de respiracié6 mitocondrial (Rp). A partir
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d’ aquests dades es van calcular les integrals diaries d’ assimilacié neta de CO; i de respiracio,

aixi com |’ eficiénciaen I’ s de I’ aigua (WUE) de tota la capcada.

Taula 3.6.2. Esquema dels diferents cicles diaris que es van caracteritzar amb les cambres de bescanvi
de gasos de la capcada. A: Tractament Ambiental, E: Tractament Elevat.

Especie Hivernacle T2(°C) CO5 (ppm)
o5 400
A 800
35 400
Chamaerops humilis 800
25 400
E 800
35 400
800
25 400
A 800
35 400
Cycas revoluta 800
o5 400
E 800
35 400
800
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3. 6. 3. CORBESDE RESPOSTA A LA LLUM
3.6. 3. 1. RESPOSTA FOTOSINTETICA DE LA CAPCADA A LA LLUM

La resposta fotosintética de la capcada a la [lum es van redlitzar a 12 intensitats de radiacio
entre 0i 900 umol Q m? s™. Els diferents nivells de llum es van obtenir en funcié del nombre
de focus connectats, aixi com per mitja de la interposicio de xarxes metal-liques d’ ombreig

amb diferents coeficients d’ extincio.

Es van realitzar sota les mateixes condicions que €els cicles diaris descrits anteriorment, és a
dir, un total de 16 corbes. Per cada especie i tractament de CO, (A i E) es van obtenir sota 4
combinacions ambientals: concentracié de CO, (400 i 800 ppm) i temperatura (251 35°C).

3.6.3.2. ESTIMACIO DE LA TAXA DE RESPIRACIO MITOCONDRIAL A LA LLUM

L’evolucio del CO, alallum ésresultat de com a minim quatre processos, el's quals tenen lloc
amb diferents taxes: fotosintesi, fotorespiracio, respiracio mitocondrial a la llum (R.) i
refixacio del CO, respirat (Villar 1994). Per aix0, aconseguir estimar Ry resulta dificil.
Basicament, existeixen dos métodes per estimar R. mitjancant técniques de bescanvi de
gasos, €l métode de Laisk i el metode de Kok.

El metode de Laisk (1977) es basaen I’andlisi de corbes A/c; redlitzades a diferents intensitats
luminiques. El punt de tall d’aguestes corbes es dona a nivells baixos de ¢; i correspon a la
situacié en que la taxa de fotosintesi és igual a la de fotorespiracié. Aixi, S assumeix que
I’emissié de CO, en aguest punt ésigua alataxa de respiracié alallum (R.), mentre que €
valor de ¢; correspon al punt de fotocompensacio de CO; (I's).

El metode Kok (1948) es basa en I’andlisi de la resposta de la fotosintesi a baixes intensitats
de llum. A nivells baixos de radiaci6, lafotosintesi disminueix de manera lineal a mesura que
es redueix la intensitat de llum, pero prop del punt de compensacid luminic es produeix un
increment en el pendent de la corba, causat per una disminucio de I’ assimilacié neta de CO..
Aquest fenomen s anomena efecte Kok. Lataxa de respiracié alallum s estima extrapolant la
secciO lineal de la corba d'abans del canvi de pendent fins a punt de tall amb I’eix
d ordenades, és a dir, aintensitat luminica zero. El valor d’ assimilacio neta de CO, en aguest

punt correspon aR,.
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Per dos motius, lataxa de respiracio alallum es va estimar segons €l métode Kok. En primer
lloc, aguest metode permet calcular R, a diferents concentracions de CO,, de manera que es
va poder estudiar |’ efecte directe del CO, sobre la respiracié a la llum. En segon lloc, per
dificultats metodologiques amb e métode Laisk. EI model de von Cammerer i Farquhar
(1981) esta desenvolupat per fulles planes, per aixo €l cacul del ¢ a nivell de la capcada

resultaria poc rigorés.

Aixi, es va obtenir I’estimacié de R_ a partir de les corbes A/PAR. Per cada corba es va
analitzar lafotosintes a9 intensitats de radiaci6 corresponents ala part linea de resposta, ésa
dir, per sotade 250 umol Q m? s™. Per ambdues espécies, es van estudiar s efectes directes i

indirectes del CO; elevat, aixi com de latemperatura sobre larespiracio alallum.

3. 6. 4. DETERMINACIO DELSPUNTS DE COMPENSACIO

Amb les cambres de mesura de bescanvi gasés es va determinar € punt de compensacio

luminic, el punt de compensacio de CO, i el punt de compensacié térmic de la capcada.

3.6.4.1. PUNT DE COMPENSACIO LUMINIC

A partir de les corbes de resposta de la fotosintesi neta a la llum descrites a |’ apartat anterior
es va aobtenir e punt de compensacio luminic. Per tant, s obté a partir del punt de tal de la
corba amb I'eix d'abscisses. Es tracta de la intensitat de radiacié que produeix una taxa
d assimilacié netade CO; igual aO.

Igual que amb altres parametres, en aquest cas tambeé es va obtenir per ambdues espécies, en
plantesA i E, a25i 35°C, i a400 i 800 ppm de CO..

3.6.4.2. PUNT DE COMPENSACIO DE CO,

El punt de compensacio de CO, és la concentracio de CO, que produeix una taxa
d assimilacié neta de CO, nul-la. Es pot determinar mitjancant dues metodologies, I’ estimacio

apartir de corbes de resposta a CO, 0 bé per mesura directa en un sistema tancat.
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Mg.CIO, Mg,ClO,

Figura 3.6.3. Esguema simplificat del sistema de les cambres, que permeten
treballar en circuit obert i tancat.

El punt de compensacié de CO, es va mesurar realitzant una modificacio del disseny de les
cambres de mesura de bescanvi gasos de la capcada perque poguessin funcionar en circuit
tancat (Fig. 3.6.3). En primer lloc, es va fer circular aire sense CO, (CO,-free air) en circuit
obert a través de les cambres per tal de disminuir-hi la concentracié de CO,, amb I’ objectiu
d apropar-se de manera rapida a punt de compensacio. D’ aquesta manera, un cop tancat el
sistema la determinacié es va redlitzar en pocs minuts amb un IRGA (LCA-2, ADC
Bioscientific, Hoddesdon UK) connectat al circuit. Aixi es va evitar una situacio estressant
per les plantes, ja que la intensitat de radiacié era saturant, a més reduir al maxim el risc de
condensacié al’interior de les cambres o al’IRGA.

Es va mesurar el punt de compensacié de CO, a 25 i 35°C, en plantes d ambdues especies i

tractaments de CO..
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3.6.4.3. PUNT DE COMPENSACIO TERMIC

La resposta de I'activitat d'un procés metabolic a la temperatura té una fase inicial
d’increment exponencial (llei de van't Hoff), un interval optim i una fase decreixent
corresponent a la desnaturalitzacio de proteines. A més, cada procés presenta una corba de
resposta particular, com succeeix en €l cas de la fotosintesi, respiracié o fotorespiracio. En
general, els processos respiratoris tenen una temperatura optima i maxima superior a de la
fotosintess (Larcher 2003). Per tot aix0, en augmentar progressivament la temperatura,
I’ assimilaci6 neta de CO, disminueix a partir d'un cert punt. El punt de compensacié termic

correspon al valor de temperatura on s anul-lalafotosintesi neta.

El punt de compensacio termic es va determinar incrementant |a temperatura de les cambres
de mesura de bescanvi de gasos fins que I'assimilacié neta de CO, es va compensar pels
processos respiratoris. Aixi, es va obtenir sobre plantes A i E de les dues espécies, a400 i a
800 ppm de CO». Els casos en qué lafotosintesi neta no s havia anul -lat totalment en arribar a
55°C, es vaobtenir el punt de compensacié termic per extrapolacié de la corba de respostaala
temperatura.
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3.7. METODES DE MARCATGE ISOTOPIC DE CARBONI (Y*C/*C)

El marcatge isotopic de carboni es va dur aterme alterant la composicio isotopica del carboni
del CO, del’aire on van créixer les plantes. Concretament es va marcar amb **C, és adir, amb
un aire més empobrit en *3C. Es van redlitzar dos tipus de marcatge, de llarga durada i curta

durada, que es van diferenciar principalment en el temps d’ exposicio de les plantes.

3. 7. 1. MARCATGE ISOTOPIC DE CARBONI DE LLARGA DURADA

El marcatge isotopic de carboni de llarga durada o marcatge allarg termini es vareditzar ales
instal-lacionsde I’ RTA, i vatenir [loc durant els 20 mesos de cultiu en hivernacle.

La composicié isotopica del carboni (8*3C) del CO, de I'aire mesurada a I'|RTA de Cabrils
(Barcelona), va ser de -12.8+0.3%.. A molts treballs, sense mesurar directament |’aire,
S assumeix que la seva 8"°C és de -8.0%o, segons € valor descrit per Farquhar et al. (1989).
Perd, tot i ser complex, resulta essencial realitzar I’andlisi de la §*3C de I'aire i obtenir un
valor de referéncia fiable. Com es pot observar, en cas d’ haver assumit al nostre experiment

una 5'*C de |’ aire de -8.0%o |’ error comés hauria estat molt important.

Com s’ ha descrit anteriorment, a I’experiment d'increment de CO, a I’hivernacle es va
injectar CO, pur des d'un tanc. La 5'°C del gas aplicat era bastant diferent a la de Iaire.
Concretament, es va afegir CO, empobrit en **C, amb una §*C d' aproximadament -32.0%o.
Aixi, en injectar CO; es van alterar de manera simultania tant la concentracié com la §**C del
CO, de I'aire durant 20 mesos. La variacié de la 8**C de I'aire va ser proporciona a la
quantitat de CO, aplicat i per tant molt relacionada amb la concentracié de CO,. Per aixo, es
va analitzar la 8*3C de mostres d'aire de I’ hivernacle amb diferents concentracions de CO,
(entre 400 ppm i 800 ppm), amb I’ objectiu d obtenir la correlacié entre la concentracio de
CO, i 8"3C de I'aire. Per mitja d’ aquesta relacio, es va estimar la §*3C del CO, de I'aire de
cada tractament (A i E) a partir de la concentracio de CO,. Per tal d‘aconseguir aguesta
concentracio de CO, es van anditzar €ls registres de CO, dels 20 mesos de cultiu. ES van
descartar les lectures corresponents als periodes nocturns i es va obtenir la mitjana de
concentracié de CO, de la resta de dades, corresponent als moments del dia en qué va tenir
lloc d’ assimilacié de CO, (Taula4.3.1).
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Aixi, e CO, assimilat per les plantes del modul E durant els 20 mesos de cultiu estava
isotopicament marcat. D’ aquesta manera es va poder seguir la reparticio entre els diferents

organs de la plantadel carboni assimilat per lesfulles.

3. 7. 2. MARCATGE |SOTOPIC DE CARBONI DE CURTA DURADA

El marcatge isotopic de carboni de curta durada es va redlitzar a les cambres de bescanvi de
gasos de la capcada descrites a |’ apartat 3. 6., que es troben ubicades al Servei de Camps

Experimentals de la Universitat de Barcelona.

Les cambres incorporen un sistema que permet alterar 1a 8'C de I’ aire: es va modificar I’aire
que entrava a les cambres, barrgjant aire atmosféric de I’exterior del Servei de Camps
Experimentals (§*C=-12.1+0.2%0) amb CO, pur d’ ampolla (§*3C=-35.4+0.1%c). La5*C dela
barreja d’ aire durant aguest marcatge va ser de -22.9+0.1%o. AiXi, €s va marcar isotopi cament
durant 4 dies complets €l carboni assimilat per tota la part aeria de 4 plantes, que era €l
material vegetal introduit a cada cambra de mesura.

El marcatge de curta durada va tenir lloc a final de I’experiment, és a dir, després de 20
mesos de cultiu en hivernacle. Es va aplicar sobre plantes marcades i no marcades previament

amb el marcatge de llarga durada.
El protocol que es va seguir a cada experiment de marcatge a curt termini va ser el segient:

. Determinaci6 dela§**C del CO, respirat alafoscor per la capcada abans de comencar
el marcatge.

. Determinaci6 dela §*3C de lamatéria organica de la capcada abans del marcatge.

. Marcatge durant 4 dies amb un aire de §**C modificada (-22.9%o).

« Determinacié delaA, onlinealallum durant I’ assimilacio del CO, marcat.

. Determinaci6 delad'C del CO, respirat alafoscor durant i al final del marcatge.

. Determinaci6 de la §*3C de la matéria organica de la capcada durant i al final del
marcatge.

« Quantificacio del carboni assimilat durant e marcatge.

« Calcul del % de carboni respirat que prove del recentment assimilat.

63



Material i metodes

64

Marcatge de llarga durada

0 5 mesos

20 mesos

v

Biomassa destuctiva
Andlisi C,Ni&"C

Caracteritzacié
de la resposta

fisiologica a CO,

elevat

Exposicio a
CO, elevat

Seguiment no
destructiu del
creixement |

Marcatge de
curta durada
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3.7.2.1. DETERMINACIO DE LA §**C DEL CO, PRODUIT A LA RESPIRACIO

En condicions de foscor es va fer circular aire sense CO, (CO,-free air) en circuit obert a
través de les cambres fins reduir la concentracio interior a un nivell residual constant (unes 10
ppm), provinent de la propia respiracio de la capcada. En aquest punt, es vatancar €l sistemai
es va deixar que s acumulés el CO, produit per la capcada a I’interior de les cambres. La
concentracio de CO; es va mesurar amb un IRGA (LCA-2, ADC Bioscientific, Hoddesdon
UK) connectat a circuit tancat (Fig. 3.6.3). Quan €l nivell de CO, mesurat va arribar a unes
300 ppm es van prendre mostres d’ aire de les cambres, per tant tot el CO, provenia Unicament

de larespiracio de la capcada.

Tant el mostreig com I’andlisi de la§°C del CO, I aire respirat es detallen als apartats 3.8.1.1
I 3.8.1.2, respectivament.

3.7.2.2. DETERMINACIO DE LA A, DURANT LA FOTOSINTES

La discriminaci6 fotosintética del carboni de tota la capcada es va mesurar amb les cambres,

funcionant en circuit obert, segons Evans et al. (1986):

. 8o_8e on 2;_ Ce
1+6,-&-(8,-35,) c.—C

Ay =¢

de | 8o SON les composicions isotopiques del CO, de I'aire d'entrada i sortida a la cambra,
respectivament, mentre que C. i ¢, corresponen ales concentracions de CO, de |’ aire d’ entrada
| sortida.

Les mesures es van redlitzar ala maxima intensitat de radiacio que permeten les cambres, uns
900 umol Q m? s?, per tal d obtenir una adequada activitat fotosintética. La diferéncia de
concentracio de CO, entre |’aire d’ entrada i € de sortida es va determinar amb un IRGA com
S ha descrit a I’apartat 3.6.1. No obstant aix0, e flux de circulacio d'aire a través de les
cambres es va reduir per incrementar aquest diferencial, que es va situar a voltant de 100
ppm, amb I’ objectiu d’ obtenir la maxima resoluci6 de les analisis isotopi ques.

El mostreig de |’ aire d’ entrada i sortida de les cambres es varealitzar segons |’ apartat 3.8.1.1 i

I'andlisi delaseva 5'*C segons |’ apartat 3.8.1.2.

65



Material i metodes

3.7.2.3. QUANTIFICACIO DEL CARBONI ASSIMILAT DURANT EL MARCATGE

La mesura del bescanvi de gasos en continu durant tot € periode de marcatge va permetre
obtenir laintegral d’assimilacio de CO; i, per tant, determinar la quantitat de carboni marcat

gue vaincorporar la capcada.

3.7.2.4. CALCUL DEL % DE CARBONI NOU PRESENT AL CO, RESPIRAT

El CO;, respirat per la capcada a la foscor després del marcatge prové del carboni antic
(present als teixits abans del marcatge) i del carboni nou (fixat durant el marcatge). La
proporcid de carboni nou present al CO, respirat a la foscor (p) va ser calculada a partir de
mesures de la §°C del CO, respirat (Nogués et al. 2004). Es va assumir que la 5°C resultant
de la respiracio del carboni antic (d04) €S corresponia amb el valor de composicio isotopica
del CO, respirat mesurat abans del marcatge (). D’ altra banda, la composicié isotopica del
CO; respirat provinent de I’ oxidacié del carboni nou (dney) €sta afectat per dos fenomens de
discriminacio isotopica: la discriminacié fotosintetica (Ao), que esta lligada a la composicio
isotopicadel CO, de marcatge (6.), i ladiscriminacié de larespiracio mitocondria (Egak)-

Per tant, la §*3C del CO, respirat en un moment determinat (5,) s obté a partir de la segiient

equacio:

5r = p'dnew+(l_ p)'5old

| aplicant aguesta expressio a's experiments de marcatge isotopic obtenim:

5, —Ay)/[1+A,)-€
S. = p.( L ) o dark+(1_ p)-5
f 1+e,, ®

on & ésla composici6 isotopicadel CO, respirat després del marcatge (final).
Aixi, laproporcio de carboni nou present alarespiracio (p) es pot aillar d aquestaformula:

_ 5f _5b
P= (5|_ - Ao)/(]-'|' Ao) ~ Clark
1+e,,

_5b
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Nogués et al. (2004) proposa unes simplificacions que consisteixen en aproximar el terme
(O, = A0)/ A+ Ap) — €uanl) /(L + €)@ 6L =Ap — €, j@ QUE Ao | Egac SON PEtits en
comparacio a 1, i també considerar ejak = 0, menyspreable en relacio aA, i 6. Si S apliquen,
el calcul de p resulta molt més senzill:
o~ . o; — 0,
L Ao - §b
No obstant, no es va considerar adequat dur a terme aquestes simplificacions pel calcul dep a

les especies estudiades, ja que en aquest cas les variacions introduides eren importants.
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3.8. MESURESISOTOPIQUES| ANALISI ELEMENTAL

Es van redlitzar andlisis de diferents tipus de mostres. gasos i materia organica dels teixits
vegetals. En €l cas de les mostres gasoses, es va determinar la composicié isotopica del
carboni (5"°C) del CO,. A lamatéria organica dels teixits es van determinar les composicions
isotopiques del carboni (8*3C) i del nitrogen (5'°N), aixi com els continguts en nitrogen i en
carboni. Totes aquestes analisis es van redlitzar a la Unitat de Cromatografia de Gasos-
Espectrometria de Masses Aplicada dels Serveis Cientificotecnics de la Universitat de

Barcelona

3. 8. 1. DETERMINACIO DE LA COMPOSICIO ISOTOPICA DEL CARBONI (6™C) DEL
CO;

3.8.1. 1. SISTEMA DE MOSTREIG DE GASOS

Es van obtenir diferents tipus de mostres gasoses per determinar la composici6 isotopica del
COq:
Aire de creixement als moduls de I” hivernacle
Aired entradai sortida ales cambres de bescanvi de gasos (sistema obert)
Aire que conté el CO, respirat (sistema tancat)
CO; pur de subministrament (tanc i ampolla)

En primer lloc, es va aspirar una mostra de 50 mL de gas per l
mitja d’ una xeringa (50 MR-VLLMA-GT, SGE, Ringwood, —/

Australia), dessencant-lo préeviament amb una columna de 3 1:—

perclorat magnésic, Mg(ClOg),. Es van utilitzar xeringues 3

especials per mostrejos de gasos, amb una gran estanquitat, 3 : ?

tant a la zona de I’embol com a punt daspiracid, que
contenia una valvula de tancament. Cada mostra aspirada es
va injectar a wun contenidor hermetic individual

(Vacutainer®, BD, Plymouth, UK) on va quedar

emmagatizemada a 4°C fins Il'analisi isotopica. Els

vacutainers son tubs d’ extraccio de sang que tenen fet el buit Figura 3.8.1. Injeccié de

les mostres de gas as

al seu interior. Es van fer servir vacutainers de vidre de 10 vecutainers.
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mL de volum (16 x 100mm), herméticament tancats per un septum de goma d’ 1cm de gruix.
Connectant una agulla a la xeringa es va injectar € gas al vacutainer fins omplir-lo (uns 10
mL, Fig. 3.8.1A). Tot seguit, es va punxar una segona agulla a vacutainer per tal d’injectar la
resta del gas de la xeringa, i permetre aixi la ventilacié del vacutainer amb el gas a analitzar.
Les agulles es van punxar a diferents profunditats per afavorir una correcta renovacio a
I"interior del vacutainer (Fig. 3.8.1B). En findlitzar la injeccio es van retirar rapidament les
dues agulles, comencant per la segona, per evitar la contaminacié amb I’ aire exterior.

Per assegurar un mostreig correcte va ser necessaria una gran estanquitat de tots els elements
del circuit de gasos (tubs, connectors, valvules...). A més, durant la manipulacio del gas també
va resultar critic evitar la contaminacio amb e CO, de la propia respiracio, ja que la
concentracié de CO, de I'aire exhalat és d’unes 40.000 ppm, és a dir, unes 100 vegades

superior alade’aire, amés d' una 8**C molt diferent (=-25%o).
3.8.1. 2. ANALISI DE LA §"°C DEL CO, PER GC/C/IRMS

La composicié isotopica del CO, de les mostres de gas emmagatzemades als vacutainers va
ser determinada per cromatografia de gasos/combustid/espectrometria de masses de relacio
isotopica (GC/C/IRMS, Gas Chromatography/Combustion/I sotope Ratio Mass Spectrometry)
de flux continu (Fig. 3.8.2).

El CO, de les mostres es va purificar i separar amb un cromatograf de gasos (6890N, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) acoblat a un espectrometre de masses de relacio isotopica
(Delta Plus, ThermoFinnigan, Bremen, Alemanya) a través d’ una interfase de combustié
(Combustion I11, ThermoFinnigan, Bremen, Alemanya).

La columna de capil-laritat del cromatograf va ser una GS-GASPRO (J&W Scientific Inc.,
Folsom, CA, USA) de 30 m de longitud x 0.32 mm i.d. Per mitja d’ una xeringa (Hamilton,
Reno, NV, USA) es van aspirar de 0.5 mL dels vacutainers. Es van injectar manualment 0.3
mL de mostra a la columna, descartant els primers 0.2 mL. La injeccié va ser en split mode
amb un flux de 20 mL min™. La temperatura de I’injector va ser de 220°C i la pressi6 de 7.8
bar.

El gas transportador va ser heli amb un flux de 1.4 mL min™’. Després de la separacio
cromatografica cada eluit va passar a través dels forns d oxidacio i reduccié. El forn de
combustio es va mantenir a 940°C i va consistir en un tub de ceramica de 30 cm omplert amb
3 fils fins trenats (diametre 0.125 mm), un de niquel, un de coure i un de plati. Al forn de
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reduccio la temperatura de treball va ser de 600°C. En aquest cas, €l tub de ceramica estava
omplert tnicament amb fils de coure.

Després de passar per una trampa d’ aigua, consistent en una membrana higroscopica Nafion,

| I Injector GC IRMS

Forn d’oxidacio Forn de reduccio

)

3

il : He <—r
L1l 0 Entrada gas
| I Backflush - Trampa d’aigua referéncia
He —
Capil-lar GC L. L |
Ty
He CO,

Figura 3.8.2. Esquema general de I’ equip de GC/C/IRMS configurat per analitzar 1a8**C del CO, de gasos.

el corrent d’ heli transporta el dioxid de carboni finsal IRMS per Iandlisi de *C/**C. A lafont
d’ionitzaci6 les molecules de CO, son ionitzades. Els ions generats son accelerats a través del
tub de vol i deflectats per un camp magnétic. Posteriorment son recollits per 3 col-lectors
diferents (copes de Faraday) ubicats a la trgjectoria del radi de vol de cada isotop segons €l
seu pes molecular 44, 45 o0 46. L’ amplitud dels pics obtinguts a nivell de I'|RMS va oscil -lar
entre 200 i 300 mV. La composicio isotopica del carboni es va expressar com la desviacio
relativa en comparacié al’ estandard internacional (Pee Dee Belemnite):

R Bco,

= 12 C02

513C (%o) :(Rm‘ﬁ"ﬁ_ waﬂd&dj-looo on R

estandard

El sistema va ser controlat pel programa Isodat NT (ThermoFinnigan, Bremen, Alemanya),
que també va gestionar |’ adquisicié de les dades i e calcul dels valors de §*3C respecte a un
gas de referencia. Abans de la mostra es van injectar dos pics de referéncia al IRMS i un

tercer després de lamostra. El temps total d’analisi de cada mostrava ser d’ uns 600 s.

70



Material i metodes

3. 8. 2. COMPOSICIO ISOTOPICA | ANALIS ELEMENTAL DE LA MATERIA ORGANICA
DELSTEIXITSVEGETALS

A diferents moments del marcatge isotopic de llarga durada (a I’inici, als 5 mesos i als 20
mesos) es va anditzar la matéria organica dels diferents organs (fulles, tiges i arrels) de
plantes sotmeses i no sotmeses al marcatge. Al llarg del marcatge de curta durada es vafer un
seguiment nicament de les fulles.

A les diferents mostres es va determinar el contingut de carboni (%), nitrogen (%) i larelacio
CIN per andlis elemental (EA), aixi com la 8C (%o) i 8"°N (%o) per espectrometria de
masses de relacio isotopica (IRMS).

Es va partir de material sec, liofilitzat o assecat a 60°C, que es va moldre fins a |’ obtencié
d una polsfina. A I'interior d’una capsula d’ estany, es va pesar una submostra representativa
de matéria seca (entre 1 i 2 mg) i es va segellar fent un paguet. Les mostres es van introduir
automaticament al sistemad’andlisi per mitjad’ un carro giratori.

L’equip de mesura va consistir en un anaitzador elemental Flash 1112 (Carlo Erba
Instrumentazione, Mila, Italia) acoblat a un espectrometre de masses de relacio isotopica de
flux continu (Delta C, ThermoFinnigan, Bremen, Alemanya), a un pirolitzador TC-EA i aun
breath bench, mitjancant unainterficie Conflo Il (ThermoFinnigan, Bremen, Alemanya).
Després de sotmetre les mostres a combustio i posterior reduccio, es van anditzar el N, i €
CO; purs generats per determinar els continguts de N i C, aixi com les composicions

isotopiques. Els valors obtinguts es van corregir utilitzant els seglients estandards:
Atropina (Carlo Erba, Mila, Italia), per analisi elemental

Patrons de nitrogen (IAEA, Viena, Austria)
IAEA N1i IAEA N2 ((NH4)2SO,)
IAEA NO3 (KNO3)

Patrons de carboni (IAEA, Viena, Austria)
IAEA CH3 (cel-lulosa)
IAEA CH6 (sacarosa)
IAEA CH7 (polietilé)
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3.9. DETERMINACIO DE LA TAXA DE RESPIRACIO FOLIAR

La taxa de respiraci6 foliar a la foscor es va obtenir a partir de dues tecniques:. mesurant €l

consum d’ O, amb I’ electrode de Clark i la produccié de CO, mitjancant un IRGA.

3.9. 1. DETERMINACIO DE LA TAXA DE RESPIRACIO PER CONSUM D’ O,

Les taxes de respiracié ala foscor del teixit foliar es van determinar amb |’ eléctrode d’ oxigen
polarografic tipus Clark de fase liquida (Clark 1956) (Model Linseis L6512; Rank Brothers,
Cambridge, UK). Les mesures es van fer en 6 individus diferents de cada especie i tractament.
Es van seleccionar fulles joves pero totalment desenvolupades i es van obtenir fragments. Els
talls de teixit es van infiltrar fent € buit en un matras Kita-sato que contenia tampd MES
(Acid 2-N-[Morfolino]etanolsulfonic) 30 mM amb CaCl, 0.2 mM a pH 6.2. Posteriorment, es
van incubar les mostres durant 20 minuts sota les mateixes condicions en qué es van realitzar
les mesures, és a dir, submergides en tampd MES, a les fosques i a 25°C. Per disminuir la
variabilitat associada a cicle diari, totes les mesures de respiracio es van realitzar dins la
mateixa franja horaria, entre 3 i 6 hores després del comencament del cicle de foscor (de 1:00
a4.00h AM), periode en que lataxa de respiracid en aquestes especies és estable.

L’electrode d'oxigen actua com una

cél-lula electroquimica on es genera un

corrent electric que és proporciona a la

Plunger— M

concentracié d’ O, que es troba present ala Locking ring—
‘O'ring—_

Water out-
- 7 7 N let with
solucio tamponada. El tampo esta en 0 ring

Incubation Chamber

contacte amb |’ eléctrode, perd separat per Water outlet with ‘O’ ring

una membrana de tefl6, material permeable )
a I’Oz i impermeable a altres gasos. Locking ring —

‘O’ ring — -
L’electrode d'oxigen consisteix en dos Teflon membrane ———<<Z>=> oo

lead

anells connectats a través d'una solucio
electralitica (KCI), un de plati (catode) i un P

altre de plata (anode) situats en una base de

. . . Figura 3.9.1. Eléctrode d’ O, de fase liquidai
plastic (Fig. 3.9.1). La cambra, on es _
cambra de mesura termostatitzada.

col-loca € tampo i la mostra vegetal, se
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situa sobre |’ electrode. Envoltant la cambra hi ha una camisa d’ aigua que connecta amb un
bany daigua termostatitzat, la qual cosa permet controlar-hi la temperatura durant les
mesures. La solucié es manté en agitacié continua mitjancant un agitador magnetic, mentre
que I'interior de la cambra queda aillat de I’exterior gracies a un tap. Quan saplica as
eléctrodes un voltatge polaritzador de 0.7 V, es genera un corrent electric entre I’anode
(plata) i el catode (plati), laintensitat del qual és directament proporcional a la concentracié
d' O, dissolt a tampd. Mitjangcant un enregistrador es realitza una lectura en continu de la

concentraci6 d’ oxigen de la solucio.

El caibratge de I’eléctrode s efectua sense mostra i consta de dos punts (0 i 100% d O,
dissolt). L’ gjust del O esrealitza afegint una petita quantitat d’ hidrosulfit de sodi (N&,S;0,),
un potent agent reductor que segrestal’ oxigen dissolt ala soluci6. El 100% d’ O, correspon a
la lectura que dona I’ eléctrode després que €l tampo arribi al’equilibri amb I’ aire, en aquest

cas 253 umol O, L™, jaque les mesures es van reditzar a 25°C.

En cada cas, es va calcular la taxa de respiracié partir del pendent enregistrat, el volum i la
temperatura del tamp0, aixi com la quantitat de material vegetal introduit ala cambra.

Inicialment, les taxes de respiracid es van obtenir en relacio a pes sec de mostra vegetal
(umol O, kg* s?), determinant el pes sec de les mostres amb una balanca de precisié de 0.1
myg, després d’ assecar-les a una estufa a 60°C fins a pes constant. Les taxes de respiracié per
area foliar (umol O, m? s™) es van calcular a partir del pes especific foliar (SLW) de cada

fulla

3.9. 2. DETERMINACIO DE LA TAXA DE RESPIRACIO PER EMISS O DE CO;

La produccié de CO, a la foscor es va avaluar mitjancant €l sistema obert de mesura de
bescanvi de gasos Li-6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA), descrit a |’ apartat 3. 5. 1, sobre
les mateixes fulles i sota les mateixes condicions de temperatura i moment del dia que les
mesures de respiracio realitzades amb I’ electrode d’ O,. Els resultats també s han expressat per

unitat d’ area (umol CO, m?s?) i de pes sec (umol CO; kg s%).
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3. 9. 3. DETERMINACIO DEL SUBSTRAT RESPIRATORI PERANALIS DE RQ

El quocient respiratori (RQ) és la relacié entre la quantitat de CO, produit [V(CO,)] i la
quantitat d’ O, consumit [v(O,)] per un teixit o organ. A partir de les mesures descrites als
apartats anteriors de produccié de CO, i consum d' O, es va obtenir el quocient respiratori

(umol CO, umol O,™) en sisindividus de cada espéciei tractament.

_v(CG,)

RQ v(0O,)

L’origen del substrat respiratori pot ser determinat mitjancant e quocient respiratori (RQ).
Aquestarelacio és properaa 1l quan esrespiren glucids, i inferior a 1 quan els substrats menys
oxigenats son consumits per la respiracio. Aixi, valors de RQ a voltant 0.6 indiquen que
majoritariament es produeix un consum de lipids ala respiracio, mentre que 0.8 correspondria
a proteines. També es donen relacions superiors a 1, ja que amb la utilitzacié d acids organics

com a substrat respiratori s obté un RQ d’ aproximadament 1.2.

3.10. DETERMINACIO DE LA DENSITAT ESTOMATICA

La densitat estomatica es va determinar en 6 individus diferents de cada especie i tractament.
Es va aplicar una capa fina de laca d’ ungles sobre les fulles evitant el nervi central. Es va
deixar assecar la laca i a continuacio es va arrencar mitjancant I'aplicacié de cinta adhesiva
(Teare et al. 1971). Es va muntar la cinta a portaobjectes i es va observar la preparacio al
microscopi optic (Olympus CH, Tokio, Japd) amb I'objectiu de 40 augments, comptant el
nombre d'estomes de 6 camps visuals de diferents zones de la preparacio (¢ camp=0,45 mm,
S=0,159 mm?). Es va calcular la densitat estomética com a nombre d’ estomes per mm? de
superficie foliar. A Chamaerops es va determinar a les dues cares de la fulla, anvers (cara
adaxial) i revers (cara abaxial), ja que es tracta d una especie amfistomatica. En canvi, a

Cycas, amb fulles hipostomatiques, només es va fer el comptatge d’ estomes ala cara abaxial.
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3.11. MICROSCOPIA

La microscopia optica va permetre realitzar una caracteritzacio a nivell histologic de les fulles
de les especies estudiades.

Amb e microtom de Ranvier es van obtenir talls fins de les fulles, que es van muntar a
portaobjectes. Sense cap tincid es van observar els diferents teixits i estructures amb el

microscopi optic (Leica DM-2500, Wetzlar, Alemanya).

3.12. DISSENY | TRACTAMENT ESTADISTIC DE LESDADES

En ambdues espécies, € disseny experimental fonamental esta format per un unic factor, la
concentracio de CO, de creixement, que consta de dos nivells, CO, ambiental (A) i CO,
elevat (E).

L'andlis estadistica d’ aquestes dades es va reditzar segons € procediment ANOVA d'un
factor del paguet estadistic SPSS (versio 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). En cas de
diferéncies significatives entre tractaments, s han utilitzat simbols o lletres per representar-ho
alesfiguresi taules.

Al capitol 4. 2. el disseny estaformat per dos o tres factors segons I’ experiment. En aguest cas
es va redlitzar una andlisi de la variancia multifactorial amb el SPSS per determinar |’ efecte
de cada factor. En cas de diferencies significatives, la separacio de mitjanes es va realitzar

mitjancant el test de Duncan de comparacio muiltiple.
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4. RESULTATS

4.1. EFECTESDEL CO, ELEVAT SOBRE LA PRODUCCIO DE BIOMASSA

4.1. 1. MESURESDESTRUCTIVES

L’andlisi de la produccié de biomassa a Chamaerops humilis obtinguts al’inici, als5i als 20
mesos d’'exposicio a CO, elevat es mostra a la figura 4.1.1. De manera general, es pot
observar, en resposta al CO, elevat, un estimul del creixement, gque va augmentar amb el
temps. Als 5 mesos d’ aplicaci6 del tractament, |les plantes de Chamaerops humilis sotmeses a
CO; elevat (E) ja presentaven una biomassa significativament superior a la de les plantes
crescudes a CO, ambiental (A), donant-se un increment del pes sec per planta del 25%.
Desglossant per fraccions, es pot observar com les diferencies significatives es van produir
Unicament en la biomassa de fulles i arrels. Aquesta darrera fraccio va tenir I’augment de
biomassa més important (Fig. 4.1.1). Després de 20 mesos de creixement sota CO; elevat, la
biomassa de les plantes E va arribar a ser un 81% superior a la biomassa de les plantes A. En
aquest punt de mostreig, es van donar diferencies significatives de pes sec atotes les fraccions

analitzades, fulles, tigesi arrels.

A Cycas revoluta, la produccié de biomassa també va respondre al CO, elevat de manera
positiva i ascendent en el temps (Fig. 4.1.2). Als 5 mesos, € pes sec per planta va ser
aproximadament un 23% superior ales plantes crescudes a CO, elevat en relacio a les plantes
de CO, ambiental. Per fraccions, en aquest punt nomeés hi va haver diferencies significatives a
la biomassa del tronc i de les arrels gruixudes (Fig. 4.1.2). Al final de I’ experiment, hi va
haver diferencies significatives entre tractaments al pes sec de totes les fraccions analitzades.
Aixi, als 20 mesos, I'increment de biomassa total que va produir el CO, elevat va ser del
152%.
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Figura 4.1.1. Producci6 de biomassa total i per fraccions a Chamaerops humilis a llarg de

I’experiment (n=10). Els asteriscos indiquen diferéncies significatives entre tractaments de CO,

(p<0.05). A: plantes crescudes a CO, ambiental; E: plantes crescudes a CO, elevat.
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Figura 4.1.2. Produccié de biomassa total i per fraccions a Cycas revoluta a I’inici, als 5 mesosii a
final de |’ experiment (n=10).
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Taula 4.1.1. Parametres complementaris de I’ analisi destructiva del creixement a Chamaerops humilis al’inici
de I'experiment, als 5 i as 20 mesos d aplicacio de CO, (n=10). Els asteriscos indiquen diferéncies
significatives entre tractaments (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Po P: Pe

Parametres puntinicial 5 mesos 20 mesos
A E A E

Alcada (cm) 27.0 £ 0.6 273 £ 15 303 £ 15 274 £ 1.0 308 £ 1.7*
o tija (mm) 44 + 02 59 + 03 72 + 04* 172 + 11 230 + 1.0%=*
N° fulles 28 + 0.1 41 + 0.2 41 + 0.2 11.0 + 0.6 12.0 + 0.3
Area foliar (sz) 464 + 3.3 737 £ 73 783 £ 7.5 2286 + 143 3740 % 345%*
LAI (m?m?) 012 + 001 018 + 0.02 020 *+ 0.2 057 + 0.04 093 + 0.09*+
SLW (g m'z) 183.3 + 4.8 1981 + 135 2417 + 94* 2695 + 9.6 3127 £ 96*
LWR (g g™) 0.44 + 0.01 032 + 002 032 * 001 0.30 + 001 030 * 001
SWR (g g'l) 0.21 = 0.01 0.22 * 0.02 0.16 + 0.01* 0.13 = 0.01 0.13 = 0.01
RWR (g g'l) 0.34 £+ 0.01 0.46 + 0.02 052 = 0.01* 0.57 + 0.01 0.57 + 0.01
Root / Shoot (g g™) 053 + 0.03 089 + 008 1.09 + 0.06* 134 + 005 131 + 0.05

A més de les mesures de pes sec, I’ efecte del CO, elevat sobre el creixement de Chamaerops
humilis també es va estudiar a partir d’ altres parametres. El diametre de la tija va augmentar
significativament, tant als 5 mesos com al's 20 mesos de tractament, per efecte del CO, elevat
(Taula 4.1.1). L’ alcada de la planta practicament no va augmentar a llarg de |’ experiment,
sobretot al tractament de CO, ambiental. Als 5 mesos de tractament no es va veure afectada
pel CO, elevat, pero als 20 mesos de cultiu va ser superior a les plantes E (Taula 4.1.1). En
cap cas e nombre de fulles va mostrar diferencies significatives entre tractaments. L’ area
foliar i I'index d'areafoliar (LAI) van augmentar per efecte del CO, as 20 mesos, pero no als
5. El pes especific foliar (SLW), lleugerament superior en plantes E als 5 i als 20 mesos, va
presentar valors molt elevatsi vaincrementar notablement al llarg del cultiu (Taula4.1.1). Als
5 mesos de tractament la particié de biomassa va presentar diferencies. Aixi, el CO; elevat va
augmentar el Root/Shoot i la relacié de pes d arrels (RWR), mentre que va disminuir la
relacio de pes de tiges (SWR). En canvi, la relacio de pes de fulles (LWR) i tots els index
obtinguts a's 20 mesos no van donar diferéncies significatives entre tractaments (Taula4.1.1).
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Taula 4.1.2. Parametres complementaris de I'andlisi destructiva del creixement a Cycas revoluta a I'inici de
I"experiment, als 5 i als 20 mesos d' aplicacié de CO, (n=10). Els asteriscos indiquen diferéncies significatives
entre tractaments (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Po P: Pr

Parametres punt inicial 5 mesos 20 mesos
A E A E

Alcada (cm) 208 + 05 217 £ 05 209 * 07 218 + 1.4 296 + 1.8*
¢ tija (mm) 316 = 07 390 £+ 05 414 % 1.0* 443 + 1.3 68.7 + 1.2%*
Ne fulles 37 + 03 62 + 0.3 59 + 0.2 162 + 14 178 + 0.9
Area foliar (sz) 202 + 9.8 333 + 16 333 + 24 523 + 77 1201 + 111 **
LAI (m* m?) 0.40 + 0.02 0.67 = 0.03 0.67 + 0.05 1.05 + 0.15 240 = 0.22**
SLW (g m?) 187 + 26 184 + 4.4 200 + 4.0* 299 + 7.0 333 + 10.2*
LWR (g g™ 027 + 001 024 + 002 021 + 001 0.37 = 0.03 0.37 % 0.02
SWR (g g'l) 049 =+ 0.02 054 + 002 057 = 0.01 0.36 =+ 0.03 0.37 = 0.02
RWR (g g™ 024 + 001 022 + 001 023 + 001 026 + 0.01 026 * 0.01
Root / Shoot (3 g™) 032 + 0.3 029 + 0.02 0.29 * 0.02 0.36 + 0.02 035 + 0.02

A Cycasrevoluta, €l CO;, elevat va augmentar significativament el diametre de latija, tant als
5 mesos com als 20 mesos de tractament (Taula 4.1.2). L’ alcada de la planta no va presentar
diferéncies a 5 mesos, pero als 20 les plantes crescudes a alt CO, van presentar una major
alcada. EI nombre de fulles no va mostrar en cap cas diferencies significatives entre
tractaments. Als 5 mesos, es va estudiar amb més profunditat la fraccié de fulles, separant les
fulles presents ala plantades deI'inici de I’ experiment de les fulles de nova formaci6. Durant
aquest periode, I’ areafoliar, el pesseci el SLW de lesfulles velles dels dos tractaments no va
variar practicament en relacio a punt inicial (Taula 4.1.3). Pel que fa a les fulles noves,
nomeés es va donar efecte del CO, a SLW, que va ser superior a les plantes E. Aixi, € CO,
elevat només va incrementar e SLW del total de fulles, perd no va alterar-ne
significativament ni el pesni I’area (Taula4.1.3). Al P- de mostreig, e CO; elevat va produir
un increment de I’area foliar, e LAl i e SLW (Taula 4.1.2). A diferéncia de Chamaerops,
Cycas revoluta no va presentar alteracions dels index d'al-locacié de biomassa (LWR, SWR,
RWR i Root/ Shoot) en respostaa CO, (Taula4.1.2).
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Taula 4.1.3. Formacio de fulles a Cycas revoluta durant els primers 5 mesos d' aplicacié de CO, (n=10). Els

asteriscos indiquen diferéncies significatives entre tractaments (* p<0.05).

Po P1
Parametre Fracci6 puntinicial 5 mesos
A E
Area foliar Fulles velles 201.9 = 9.8 197.8 + 116 2128 + 9.1
(cm?) Fulles noves nd 1352 + 1438 1198 + 179
Total fulles 2019 + 9.8 333.0 + 15.8 3327 + 24.0
Fulles velles 3.76 = 0.16 382 £ 0.25 418 = 0.20
PS fulles (g) Fulles noves nd 2.33 + 0.37 248 + 041
Total fulles 3.76 = 0.16 6.14 + 0.35 6.66 + 0.53
Fulles velles 186.9 + 2.6 1926 * 4.1 196.0 + 2.6
SLW (g m?) Fulles noves nd 165.0 + 115 2106 = 112*
Total fulles 186.9 + 2.6 184.1 + 4.4 199.7 + 4.0*

Taula 4.1.4. Taxa de creixement relatiu (RGR) de diversos parametres de creixement a Chamaerops humilis
durant el periode inicial de cultiu (0-5 mesos), € final (5-20 mesos) i € total (0-20 mesos).

RGR Inicial Final Total
A E A E A E
Alcada (cm cm™ dia™) 0.00008 0.00078 0.00003  0.00001  0.00001  0.00019
o tija (mm mm™ dia™) 0.00197 0.00328 0.00228  0.00250  0.00221  0.00268
Ne fulles 0.00259 0.00259 0.00210  0.00229  0.00222  0.00236
Area foliar (cm? cm? dia™) 0.00315  0.00357 0.00241  0.00333  0.00258  0.00338
PS fulles (g g™ dia™) 0.00388  0.00538 0.00296  0.00379  0.00317  0.00416
PStiges (g g™ dia™) 0.00617 0.00526 0.00201  0.00358  0.00299  0.00398
PS arrels (g g™ dia™) 0.00785 0.01033 0.00361  0.00407  0.00461  0.00555
PS planta (g g™ dia™) 0.00597 0.00751 0.00313  0.00391  0.00380  0.00476

La taxa de creixement relatiu (RGR) obtinguda a Chamaerops humilis pels diferents
parametres de creixement va presentar valors molt baixos (Taula 4.1.4). De manera general
I’elevat CO, va produir un increment de RGR a practicament tots els parametres estudiats, a
excepcid del nombre de fulles i e pes sec de tiges a periode inicial, aixi com I'acada al
periode final (Taula4.1.4). L’augment de la taxa de creixement relatiu en respostaal’at CO,
va ser més important durant el periode inicial que al periode final. També es pot observar una
disminucio en el temps del RGR, és a dir, el RGR de tots els parametres dintre dels 5 primers
mesos d'assaig va ser major que els RGR del periode final. Aquesta reduccié a la taxa de

creixement relatiu va ser més important a tractament E (Taula 4.1.4). Tot i aix0, el RGR del
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tractament elevat es va mantenir per sobre del de les plantes crescudes a CO, ambiental. Per

organs, les arrels van ser fraccio amb e RGR més elevat.

Taula 4.1.5. Taxa de creixement relatiu (RGR) de diversos parametres de creixement a Cycas revoluta durant €l
periodeinicial de cultiu (0-5 mesos), € final (5-20 mesos) i € total (0-20 mesos).

RGR Inicial Final Total
A E A E A E
Alcada (cm cm™ dia™) 0.00028 0.00002 0.00001  0.00074  0.00008  0.00057
o tija (mm mm™ dia™) 0.00143 0.00184 0.00027  0.00108  0.00055  0.00126
Ne fulles 0.00345 0.00311 0.00205  0.00235  0.00238  0.00253
Area foliar (cm? cm™ dia™) 0.00340 0.00340 0.00096  0.00274  0.00154  0.00289
PS fulles (g g dia™) 0.00335 0.00390 0.00201  0.00373 000232  0.00376
PStiges (g g™ dia™) 0.00481 0.00661 0.00009  0.00161  0.00121  0.00280
PS PA (g g™ dia™) 0.00433 0.00577 0.00088  0.00242  0.00170  0.00321
PS arrels gruix (g g™ dia™) 0.00351 0.00516 0.00113  0.00260  0.00169  0.00320
PS arrels fines (g g™ dia™) 0.00469 0.00532 0.00169  0.00330  0.00240  0.00377
PS arrels (g g* dia™) 0.00383 0.00520 000131  0.00280  0.00190  0.00337
PS planta (g g™ dia™) 0.00421 0.00563 0.00099  0.00251  0.00175  0.00325

A Cycas revoluta la taxa de creixement relatiu (RGR) va ser encara més baixa que a
Chamaerops humilis (Taula 4.1.5). EI CO, elevat va produir un increment de RGR a la
majoria de parametres estudiats durant el primer inicial i a la totalitat durant e fina, a
excepcié del nombre de fulles (Taula 4.1.5). L’ efecte del CO, sobre el RGR va ser molt més
important durant el periode final de cultiu, incrementant el RGR del pes sec de la planta un
153% en relacié a les plantes A. Aixi, mentre que aguestes plantes van mostrar una forta
disminucio del RGR comparant I’inicial amb el final, lareduccié ales plantes E va ser bastant
més moderada. Durant €l primer periode, la fraccié amb un RGR més alt va ser el tronc,
mentre que a periode final van ser les fulles. Resulta interessant observar com les plantes
crescudes a CO, elevat van aconseguir mantenir constant en el temps el RGR de les fulles
(Taula4.1.5).
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4. 1. 2. RELACIO ENTRE MESURES DESTRUCTIVES| NO DESTRUCTIVES

Paral-lelament a les mesures destructives es van redlitzar, sobre els mateixos individus,
mesures no destructives d’alcada de la planta, nombre de fulles i diametre de la tija o del
tronc. En ambdues espécies, e parametre no destructiu que millor va correlacionar amb la
biomassa total de I'individu va ser €l diametre de la tija (Chamaerops) o del tronc (Cycas)
(Figs. 4.1.3i 4.1.4). No es mostren les correlacions obtingudes amb |a resta de parametres no
destructius (alcadai nombre de fulles). Tant en el cas de Chamaerops com en el de Cycas, les
correlacions son altament significatives (p<0.0001). Per aix0, es van utilitzar directament per
realitzar estimacions de la biomassa de I'individu, és a dir, no es va considerar necessari
generar un model més complex basat en més d'una variable. Les corbes de creixement
exponencial van ser les funcions que millor ajust van proporcionar. Les equacions resultants

es detallen a continuaci o:

Chamaerops humilis (Fig. 4.1.3)

Pessec (g) = -31.2+30.2-1.03”

on ¢ ésel diametre de latijaen mm.

Cycasrevoluta (Fig. 4.1.4)

Pessec (g) = -46.9+ 28.4-1.027

on ¢ ésel diametre del tronc en mm.
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Figura 4.1.3. Correlacio entre e diametre de la tija i € pes sec de la planta a

Chamaerops humilis (n=195).
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Figura 4.1.4. Correlacio entre €l diametre del tronc i € pes sec de la planta a Cycas

revoluta (n=65).
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4.1.3. ANALIS DE LA CINETICA DE CREIXEMENT

L’ evolucio del creixement es va analitzar mitjangant |’ estimacié no destructiva del pes sec
dels 10 individus de cada especie i tractament de CO,, seleccionats a I’atzar a I'inici de

I’ assaig, a partir de mesures del diametre delatijao € tronc.

La cinetica de creixement de Chamaerops humilis va ser homogénia a llarg de tot
I’ experiment, observant-se en ambdds tractaments un increment de pes sec bastant lineal en el
temps (Fig. 4.1.5). Des de I'inici de I’exposicidé a CO; elevat, I'increment de CO, atmosferic
va estimular de manera creixent la produccié de biomassa. D’aquesta manera, es van
comencar a donar diferencies significatives entre tractaments a partir del cinqué punt de
mesura, és a dir, a voltant dels 4 mesos de cultiu. Al fina de I’ experiment, les diferéncies

entre tractaments van augmentar considerablement (Fig. 4.1.5, grafic inserit).
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Figura 4.1.5. Seguiment del creixement a Chamaerops humilis durant els primers 6 mesos d’ exposicio
aCoO, elevat (n=10). El grafic inserit ala part superior esquerra representa el seguiment del creixement

corresponent al periode total de cultiu, 20 mesos.
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Figura 4.1.6. Seguiment del creixement a Cycas revoluta durant els primers 6 mesos d exposicio a
CO, elevat (n=10). El grafic inserit ala part superior esquerra representa €l seguiment del creixement
corresponent al periode total de cultiu, 20 mesos.

A Cycas revoluta, I’evolucié del creixement no va ser lineal, més aviat es va donar una
cinetica discontinua. La formacié de matéria seca de les plantes de tots dos tractaments va
alternar etapes de creixement lent amb etapes de creixement molt lent. Dins dels primers 6
mesos, es van observar dos periodes d’ arrencada i aturada del creixement (Fig. 4.1.6). El CO,
elevat va estimular progressivament €l creixement, amb un efecte significatiu a partir del
quart mes d’exposicié. Durant tot el periode, les diferencies entre tractaments van anar
augmentant amb €l temps, fins arribar a ser molt importants al final del cultiu (Fig. 4.1.6,
grafic inserit).

A cada punt del seguiment del creixement, dividint la biomassa de les plantes crescudes a
CO; elevat entre la biomassa a CO, ambiental, es va obtenir |" estimul del CO, elevat sobre la
produccié de biomassa (BER, Biomass Enhancement Ratio). A Cycas revoluta € BER va

augmentar amb el temps, seguint unaevolucio lineal finsal final de |’ experiment (Fig. 4.1.7).
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Figura 4.1.7. Comparativa entre especies de I’ evolucid temporal de I'estimul del

CO, elevat sobre la produccié de biomassa (BER).
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Figura 4.1.8. Relacio entre la proporcié d’ estimul de produccié de biomassa pel CO,
elevat (BER) i lataxade creixement relatiu (RGR).
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A Chamaerops humilis, I’ estimulacié de la produccié de biomassa també va incrementar amb
el temps fins a final de I’experiment, pero a diferéncia de Cycas revoluta, e BER no va
augmentar de manera lineal durant els 20 mesos. Aixi, després del nove mes d’ exposicio a
CO; elevat, es va trencar la linedlitat i es va comencar a reduir la velocitat d’increment del
BER (Fig. 4.1.7).

A partir de totes les dades de biomassa obtingudes es va generar una correlacio entre el BER |
lataxa de creixement relatiu (RGR). Els dos parametres van presentar unarelacio negativa, de
manera que a major RGR menor BER, és adir, el CO, va estimular més el creixement de les
plantes de creixement més lent (Fig. 4.1.8). A la figura també es pot observar com
Chamaerops humilis va presentar, en general, una taxa de creixement relatiu meés elevada que

Cycasrevoluta.
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4. 2. RESPOSTA FISIOLOGICA AL CO, ELEVAT

L’avaluacio de la resposta fisiologica al CO, elevat es va reditzar mitjancant I’analisi del
bescanvi de gasos de la capcada, I’assimilacio de CO- i la fluorescencia de les clorofil-les
foliar, la respiracio mitocondrial, contingut de carboni i nitrogen, la densitat estomatica, aixi

com per mitja d’ observacions de talls histologics de fulles.

4. 2. 1. BESCANVI DE GASOSDE LA CAPCADA

Les mesures de bescanvi gasos de la capcada van consistir en larealitzacio i andlis de cicles
diaris, corbes de resposta a llum, determinacié de la taxa de respiracié mitocondrial alallum

(RL), aixi com I" obtencié dels punts de compensacio (luminic, de CO, i térmic).

4.2.1.1. ANALISI DELSCICLESDIARIS

En ambdues espécies, es va caracteritzar el bescanvi de gasos de la capcada de plantes A i
plantes crescudes a CO;, elevat (E) a llarg de cicles diaris, realitzats a dues concentracions
CO, (400 800 ppm) i aduestemperatures (25 i 35°C).

En condicions de foscor, es va observar a Chamaerops humilis una assimilacio neta de CO,
negativa, és a dir, respiracio, mentre que als periodes amb il-luminacio es va donar una
assimilacié neta de CO, positiva (Fig. 4.2.1). Durant €l dia, la fotosintesi neta va augmentar
en resposta a |’ increment de radiacié incident i va disminuir a mesura es desconnectaven una
a una les lampades d'il-luminacié. En general, Chamaerops va presentar unes taxes
fotosintétiques molt baixes, inclis sota condicions optimes de llum, temperatura i
concentracio de CO,. Pel que faalarespiracio, es pot observar unataxa |leugerament superior

al’inici delanit, que vaanar disminuint progressivament (Fig. 4.2.1).

Independentment de les condicions de temperaturai CO,, les plantes aclimatades a CO, elevat
(E) van presentar una marcada disminucio de lataxa de fotosintesi per unitat d' area en relacio
alesplantes A (Fig. 4.2.1). Aquest efecte indirecte del CO, va ser mésimportant a 35°C que a
25°C, aixi com a 400 ppm en comparacio a 800 ppm (Taules 4.2.1 i 4.2.2). D’dtra banda, es
va observar un efecte directe positiu del CO, sobre la fotosintesi, és a dir, la taxa de
fotosintesi a 800 ppm de CO, va ser més elevada que a 400 ppm. Aquest increment va ser
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superior a les plantes E, aixi com a 35°C de temperatura (Taules 4.2.1 i 4.2.2). De manera
general, la fotosintesi a 35°C va ser inferior a la mesurada a 25°C. A diferencia de la taxa de
fotosintesi per unitat d' area, no es va observar una disminucié de la fotosintesi del conjunt de
la capcada a Chamaerops humilis després de 20 mesos d’ exposicié a CO, elevat (Fig. 4.2.2).
Aixi, a excepcio de la combinacié de 400 ppm i 35°C, laintegral d’assimilacio diaria va ser

superior alesplantesE (Taules4.2.11 4.2.2).

Pel que faalataxade respiracio per unitat d area, no hi va haver diferéencies entre tractaments
de CO, (A i E) ales mesures realitzades a 25°C (Taula 4.2.1). En canvi, a 35°C es va produir
una lleugera reduccio de la taxa a les plantes E (Taula 4.2.2). En cap cas es va observar un
efecte important del CO, de mesura sobre |la taxa de respiracié. D’ altra banda, un increment
de 10°C en la temperatura, practicament va duplicar la taxa de respiracié (Taules 4.2.1 i
4.2.2). Laintegral diaria de respiracio del conjunt de la capcada a Chamaerops humilis va ser
molt superior ales plantes E (Fig. 4.2.2), especialment a 35°C (Taula4.2.2).
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Figura 4.2.1. Assimilacié neta de CO, per unitat d' area de la capgada a Chamaerops humilis, enregistrada
en continu durant 4 dies complets. Es van obtenir cicles diaris sota diverses condicions de temperatura (25 i
35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm).
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Figura 4.2.2. Cicles diaris de |’assimilaci6 neta de CO, del total de biomassa de la cambra corresponent a
Chamaerops humilis, sota diverses condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800
ppm).

El balanc entre fotosintesi i respiracio es va veure aterat pel CO, i la temperatura, tant per
unitat d'area foliar com a escala de capcada. El balan¢ per unitat d’ area va seguir e mateix
patré que lafotosintesi per area, descrit anteriorment. En canvi, el balang integral nomeés es va
comportar com la integral de fotosintess a 25°C (Taula 4.2.1), mentre que a 35°C es va
observar una reduccié a les plantes E quan la concentracié de CO, era de 400 ppm i un
augment a 800 ppm (Taula4.2.2).

A partir de I’inici del dia, la conductancia estomatica va augmentar seguint el cicle diari, de
manera mes progressiva que la fotosintesi, fins arribar a nivells maxims a migdiai disminuir
posteriorment (Fig. 4.2.3). A tots €ls cicles, els valors absoluts obtinguts de conductancia
estomatica van ser forga baixos. La conductancia estomatica es va veure drasticament reduida
per efecte del tractament de CO, elevat a totes les condicions ambientals de mesura de les

cambres (Fig. 4.2.3 1 Taules 4.2.1 i 4.2.2). Encara que inferior, també es va observar una
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disminucio per efecte directe del CO, quan la concentracio de CO, va ser de 800 ppm. La
transpiracié es va reduir proporcionalment a la conductancia en resposta al CO, elevat. En €
cas de la temperatura, I’augment térmic també va comportar un descens en |’obertura
estomatica. Tot i aix0, latranspiracio va augmentar en resposta a |’increment de temperatura
(Taules4.2.11 4.2.2), acausad un major déficit de pressio parcial de vapor de l’aire (VPD) a
latemperatura de 35°C.

El CO, elevat va incrementar I’ eficiencia en I’ Gs de I’ aigua (WUE) tant a llarg termini com a
curt termini. Quant a I’augment de temperatura, va reduir significativament el WUE (Taules
4.21i14.22).
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Figura 4.2.3. Cicles diaris de conductancia estomatica de la capgcada a Chamaerops humilis sota diverses
condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm).
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Taula 4.2.1. Resum dels principals parametres de bescanvi de gasos obtinguts mitjancant I'analisi dels cicles
diaris a Chamaerops humilis, realitzats a 25°C de temperatura (n=4). Lletres diferents indiquen diferéencies
significatives entre mitjanes (p<0.05).

25°C
Parametre 400 ppm 800 ppm
A E A E

A (umol CO; m?s™) 186 + 001 ¢ 128 + 005 a 202 + 003 d 149 + 003 b
Integral A (mmol CO, dia™) 58 + 01 a 72 + 03 c 63 + 01 b 83 + 02 d
E (mmol H,0 m?s™) 034 + 001 d 015 + 001 b 029 + 002 ¢ 012 + 001 a
gs (mmol H,0 m?s™) 268 + 06 d 117 + 06 b 231 + 12 ¢ 89 + 02 a
WUE (umol CO, mmol H,0™) 509 + 012 a 845 + 044 c 704 + 062 b 1342 + 050 d
Rp (umol CO, m?s™) 030 + 001 ab 026 + 001 a 033 + 001 b 028 + 001 a
Integral Rp (mmol CO; dia'l) 068 + 0.02 a 104 * 0.03 b 0.73 + 0.01 a 110 £ 001 b
Balan¢ A-R (umol CO, m?s™) 156 + 0.02 ¢ 1.02 + 005 a 166 + 003 d 121 + 003 b
Balang¢ integral (mmol CO, dia'l) 51 + 0.1 a 62 + 03 ¢ 56 £+ 01 b 72 £ 02d

Taula 4.2.2. Resum dels principals parametres de bescanvi de gasos obtinguts mitjancant I'andlisi dels cicles
diaris a Chamaerops humilis, redlitzats a 35°C de temperatura (n=4). Lletres diferents indiquen diferéncies

significatives entre mitjanes (p<0.05).

35°C
Parametre 400 ppm 800 ppm
A E A E

A (umol CO; m?s™) 136 + 003 ¢ 080 *+ 003 a 164 + 004 d 1.06 + 002 b
Integral A (mmol CO, dia™) 418 + 010 a 440 = 0.16 ab 469 + 011 b 583 * 0.12 c
E (mmol H,O0 m?s™) 067 = 002 d 027 * 001 b 052 + 001 ¢ 021 + 001 a
gs (mmol H,0 m?s™) 221 + 05 d 86 % 02 b 170 + 04 ¢ 6.7 + 02 a
WUE (umol CO, mmol H,0™) 205 + 008 a 301 + 015 b 281 + 009 b 502 + 021 c
Rpb (umol CO; m?2s™) 056 + 001 b 049 + 002 a 062 + 004 b 051 + 002 a
Integral Rp (mmol CO, dia'l) 123 + 004 a 191 * 0.04 b 135 + 0.08 a 201 + 0.09 b
Balan¢ A-R (umol CO; m? s?) 080 + 004 ¢ 031 = 003 a 098 + 0.06 d 055 = 0.04 b
Balang integral (mmol CO, dia'l) 295 + 012 b 249 + 014 a 3.34 + 017 c 381 + 0.20 d

95



Resultats

3.0 :
A 400 ppm i 25°C 800 ppm i 25°C
2.5 1 —E : :
" 204 1 :
EN 1.5 1
(o]
O
° 1.0 4
£
3
< 051 1
0.0
M M ias.-‘ L-.u# == q e = e
05 y t t t t t
N i —_ 800 i35°C
254 /2 400 ppm i 35°C 1 2 ppm i
*-7(; 2.0 A
EN 1.5
(o]
O i 13 i %
S 10 k A ! ] A
£ iy Al fd #
2 s ) / A
= L ¢ 4 4
< ‘ 1 l1 L
0.0
= bed el b b
05 : : : : :
0 1 2 3 4
Dies Dies

Figura 4.2.4. Assimilacié neta de CO, per unitat d' area de la capgada a Cycas revoluta, enregistrada en
continu durant 4 dies complets. Es van obtenir cicles diaris sota diverses condicions de temperatura (25 i
35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm).

A Cycas revoluta la cinética general dels cicles diaris va presentar una assimilacié neta de
CO; positiva durant € diai una emissié nocturna de CO; (Fig. 4.2.4). La fotosintesi neta va
augmentar fins a migdia i va disminuir durant la tarda. Les taxes fotosintetiques i
respiratories obtingudes van ser extremadament baixes, fins i tot inferiors a les de

Chamaerops humilis.

El CO, de creixement no va tenir cap efecte sobre la taxa de fotosintesi per unitat d' area a
25°C de temperatura (Taula 4.2.3). En canvi, a 35°C es va observar una disminucié de la
fotosintes per area a les plantes aclimatades a CO, elevat en relacio a les plantes A (Taula
4.2.4). En tots €ls casos, |a taxa de fotosintes mesurada a 800 ppm va ser significativament
més elevada que a 400 ppm, produint-se un efecte més elevat a 35°C. L’ efecte directe del CO,
va ser superior ales plantes E (Taules 4.2.3 i 4.2.4). L’increment de temperatura va reduir de
manera important la fotosintesi, afectant amb més intensitat les plantes E. Quant a la
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fotosintesi del conjunt de la capcada, a totes les combinacions ambientals |es plantes sotmeses
a CO, elevat van mostrar valors més elevats que les plantes A (Fig. 4.2.5), essent les

diferéncies superiors a 25°C.
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Figura 4.2.5. Cicles diaris de I’ assimilacié neta de CO, del total de biomassa de la cambra corresponent a
Cycas revoluta, sota diverses condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracio de CO, (400 i 800 ppm).

La taxa de respiracié per unitat d'area es va reduir en resposta a una exposicié continuada a
CO; elevat, mentre que no es va produir un efecte directe del CO, (Taules 4.2.3 i 4.2.4). La
taxa de respiracio a 35°C va ser molt més elevada que a 25°C. (Taules 4.2.3 i 4.2.4). Pel que
faalaintegral diariade respiracio del conjunt de la capcada, va ser significativament superior
alesplantesE (Fig. 4.2.5i Taules4.2.3i 4.2.4).

El balanc entre fotosintesi i respiracio es va veure alterat pel CO, i la temperatura, tant per
unitat d’ area foliar com pel que fa alaintegral del conjunt de la capcada. De fet els balancos

es van comportar de manera andloga a la fotosintesi respectiva (per unitat d’area i integral).
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Aixi, per unitat d area no hi va haver diferencies entre tractaments de CO, (A i E) a 25°C
(Taula 4.2.3), perd si a 35°C, disminuint I'assimilaci6 a tractament E (Taula 4.2.4).
L’increment de 10°C en la temperatura també va reduir el balang. El guany net de carboni de
la capgada va ser superior ales plantes crescudes a CO; elevat. L’ efecte directe del CO, va ser
positiu pel balang de totes les combinacions de temperaturai CO, de creixement (Taules 4.2.3
i 4.2.4).
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Fig. 4.2.6. Cicles diaris de conductancia estomatica de la capgada a Cycas revoluta sota diverses condicions
de temperatura (25 i 35°C) i concentracio de CO, (400 i 800 ppm).

Des de I'inici del periode d'il-luminacié fins a migdia, la conductancia estomatica va
augmentar progressivament, per disminuir posteriorment fins I'inici del periode de foscor
(Fig. 4.2.6). Els vaors absoluts mesurats de conductancia estomatica van ser molt baixos.
Tant I"increment de CO,, per efecte directe i indirecte, com |’augment de temperatura, van

reduir la conductancia estomatica (Fig. 4.2.6 i Taules 4.2.3 i 4.2.4). La transpiracio es va
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reduir proporcionalment a la conductancia a tots els casos amb I’ excepcio de la temperatura,
per |’ efecte del VPD comentat anteriorment (Taules 4.2.3i 4.2.4).

Aixi, en general e CO, elevat va incrementar |’ eficiencia en I’ Us de I'aigua (WUE) tant a
llarg termini com a curt termini. Unicament no hi va haver diferéncies entre tractaments a la
combinacié de 400 ppm de CO, i 35°C. EIl WUE es va veure reduit per |'increment de
temperatura (Taules 4.2.3 1 4.2.4).

Taula 4.2.3. Resum dels principals parametres de bescanvi de gasos obtinguts mitjancant I'analisi dels cicles

diaris a Cycasrevoluta, realitzats a 25°C de temperatura (n=4).

25°C
Parametre 400 ppm 800 ppm
A E A E

A (umol CO; m? s?) 131 + 0.05 a 1.24 + 0.03 a 161 £ 001 b 157 + 0.03 b
Integral A (mmol CO; dia™) 184 + 07 a 338 £ 09 ¢ 220 £ 02 b 419 = 07 d
E (mmol H,O0 m?s™) 025 + 001 d 020 + 00l ¢ 017 + 001 b 013 + 001 a
gs (mmol H,0 m?s™) 171 + 02 d 134 + 05 ¢ 115 + 04 b 85 + 05 a
WUE (umol CO, mmol HgO'l) 525 + 0.20 a 6.28 + 0.18 b 943 + 024 ¢ 1236 * 058 d
Rp (umol CO, m?s™) 019 + 001 b 013 + 00l a 020 + 001 b 013 + 001 a
Integral Rp (mmol CO; dia™) 1.95 + 0.08 a 258 + 0.16 b 191 + 0.09 a 246 + 014 b
Balan¢ A-R (umol CO, m?s™) 111 + 006 a 111 + 004 a 142 + 002 b 144 + 003 b
Balang integral (mmol CO, dia'l) 165 + 08 a 31.3 + 1.1 ¢ 201 £ 03 b 394 + 08 d

Taula 4.2.4. Resum dels principals parametres de bescanvi de gasos obtinguts mitjancant I'andlisi dels cicles

diaris a Cycas revoluta, realitzats a 35°C de temperatura (n=4).

35°C
Parametre 400 ppm 800 ppm
A E A E

A (umol CO; m?s™) 080 + 003b 052 + 001l a 120 + 004 c 085 *+ 003 b
Integral A (mmol CO; dia'l) 104 + 03 a 135 £ 02 b 16.0 + 05 ¢ 225 + 08 d
E (mmol H,O m?s™) 033 + 00l c 024 + 001 b 025 + 001 b 018 + 001 a
gs (mmol H,0 m?s™) 96 + 0.1 d 67 + 03 b 77 £ 04 ¢ 52 + 04 a
WUE (umol CO2; mmol HZO'l) 2.44 + 0.09 a 222 + 0.07 a 476 + 016 b 468 + 016 b
Rp (umol CO; m?s™) 029 + 001 b 024 + 00l a 032 = 002b 022 + 001 a
Integral Rp (mmol CO, dia™) 272 + 006 a 438 + 015 b 3.04 + 012 a 418 + 015 b
Balang A-R (umol CO, m?s™) 051 + 004 b 028 + 00l a 088 + 005c 063 + 005 b
Balanc integral (mmol CO,dia®) 77 + 04 a 92 + 03 b 130 £ 07 c 183 * 09 d
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4.2.1. 2. CORBES DE RESPOSTA A LA LLUM

Igual que en €l cas dels cicles diaris, es van realitzar corbes de resposta de |’ assimilacio neta
de CO, delacapgada alallum (A/PPFD) en ambdues espéeciesi tractamentsde CO, (A i E) a
4001 800 ppm de CO, i a25i 35°C.
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Figura 4.2.7. Corbes de resposta de I'assimilacié neta de CO, de la capcada a la llum (A/PPFD) a
Chamaerops humilis sota diverses condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800

ppm) (n=3).

A Chamaerops humilis, es pot observar un increment exponencial de I’assimilacié neta de
CO, al’augmentar la radiaci6 incident. No obstant aix0, a totes les condicions ambientals de
mesura es pot observar una clara disminucio en les corbes de resposta fotosintética a la llum
de les plantes sotmeses a alt CO, (E) en comparacio amb les plantes A (Fig. 4.2.7). D’dtra
banda, la concentraci6 elevada de CO, (800 ppm) va estimular per efecte directe la

fotosintesi, mentre que la temperatura elevada (35°C) va donar lloc a una reduccio
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fotosintética (Fig. 4.2.7). En general, s observa que amb la maxima radiacio aplicada no va
aconseguir saturar totalment la fotosintesi, per aixd no es van calcular la capacitat

fotosintética (Ast) ni € punt de saturacio luminic a partir de les corbes.

A Cycasrevoluta I’ assimilacié neta de CO, també va respondre positivament al’increment de
radiacio. Les corbes de resposta fotosintética a la llum realitzades a 25°C no presenten
diferéncies entre tractaments de CO, (Fig. 4.2.8). En canvi, a 35°C s observa una reduccié
fotosintética a les plantes E. L’ efecte directe estimulador del CO2 elevat (800 ppm) sobre la
fotosintes va ser molt important. Un augment de temperatura de 10°C va tenir un efecte molt
negatiu sobre I’ activitat fotosintética, especialment sobre les plantes E (Fig. 4.2.8). En el cas
de Cycas sembla que la maxima radiacio incident que es va aconseguir va quedar encara mes
lluny de saturar la fotosintesi de la capgada, amb I’ excepcid de les mesures realitzades a 400

ppm de CO, amb una temperatura de 35°C.
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Figura 4.2.8. Corbes de resposta de I’ assimilacié neta de CO, de la capgada a la llum (A/PPFD) a Cycas

revoluta sota diverses condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm) (n=3).
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4.2.1.3. TAXA DE RESPIRACIO MITOCONDRIAL A LA LLUM

Lafigura4.2.9 mostra la resposta de |’ assimilacio neta de CO, de la capcada de Chamaerops
humilis a intensitats molt baixes de PPFD. Inicialment la resposta de la corba va ser linedl,
perd en reduir laintensitat de radiacio per sota del punt de compensacié luminic es va produir
un canvi de pendent i I"assimilacio de CO, va comencar a disminuir a més velocitat. Aixi, el
valor de respiracio mitocondrial a la foscor (Rp) es va mesurar directament quan la radiacio
era igual a 0, mentre que la taxa de respiracié mitocondrial a la llum (R.) es va estimar

extrapolant la part lineal de lacorbafinsal punt detall amb I eix d’ ordenades (Fig. 4.2.9).
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Figura 4.2.9. Assimilacié neta de CO, de Chamaerops humilis a intensitats molt baixes de PPFD sota
diverses condicions de temperatura (25 i 35°C) i concentracié de CO, (400 i 800 ppm). La taxa de
respiracio alallum (R,) es va estimar extrapolant la secci6 lineal de la corba de llum fins PPFD = 0. El

valor d’assimilacio neta de CO, en aquest punt correspon aR,. Rp: respiracid mitocondrial alafoscor.
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La taxa de respiracié a la llum a Chamaerops humilis mesurada a 25°C, no va presentar
diferéncies significatives entre tractaments. L’increment de temperatura va augmentar
significativament R_ a tots €ls tractaments, perd de manera lleugerament menor a plantes
aclimatades a CO, elevat mesurades a concentracio ambiental (Fig. 4.2.10).
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Figura 4.2.10. Efectes ddd CO, i la temperatura sobre la taxa de respiracio
mitocondria alallum (R.) de la capcada a Chamaerops humilis (n=3).
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El quocient R, / Rp, €l qual reflexalafraccid de respiracié mitocondrial no inhibida per efecte
de lallum, va ser significativament més alt a les plantes aclimatades a CO, elevat. En general
es pot considerar que no es va veure afectat de manera directa pel CO, elevat. Latemperatura

tampoc vatenir cap efecte sobre aguest parametre (Fig. 4.2.11).
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Figura 4.2.11. Efectes del CO, i la temperatura sobre el quocient R, / Rp a

Chamaerops humilis (n=3).
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Figura 4.2.12. Resposta de I’ assimilacio neta de CO, de Cycas revoluta a intensitats molt baixes de PPFD

per estimar la taxa de respiracid mitocondria a la llum (R.) de la capgada sota diverses condicions de

temperatura (25 i 35°C) i concentracio de CO, (400 i 800 ppm).

A lafigura 4.2.12 es poden observar les corbes de resposta a la llum de I’ assimilacio neta de

CO;, de la capgada, a partir de les quals es va redlitzar I’ estimacio de la taxa de respiracio

mitocondrial alallum (R.) a Cycas revoluta.

Lataxa de respiracio alallum a Cycas revoluta va ser molt baixa. Amb independéncia de les

condicions ambientals de mesura, I’ exposicio continuada a CO, elevat durant €l creixement va

reduir de manera important la taxa de respiracio a la llum (Fig. 4.1.13). No obstant aixo, €l

CO, elevat també va produir un estimul de la R, per efecte directe, encara que nomeés a 25°C.

D’altra banda, les taxes R. obtingudes a 35°C van ser significativament superiors a les

mesurades a 25°C (Fig. 4.2.13).
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Figura 4.2.13. Efectes del CO, i la temperatura sobre la taxa de respiracio
mitocondria alallum (R,) dela capcada a Cycas revoluta (n=3).
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A 25°C esvadonar un increment a quocient R. / Rp quan la concentracié de CO, del’aire va
ser de 800 ppm que no es va observar a 35°C. Per tant, a 25°C e percentatge de respiracio
activa a la [lum es va incrementar per efecte directe del CO, (Fig. 4.2.14). Tot i que es va
produir alguna interaccio significativa amb e CO, de mesura, e CO, de creixement va
produir de manera general una reduccio en la proporcié de respiracio activa en presencia de

[lum.
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Figura 4.2.14. Efectes del CO, i la temperatura sobre € quocient R_. / Rp a Cycas
revoluta (n=3).
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4.2.1. 4. PUNTS DE COMPENSACIO DE LA CAPCADA

Mitjancant les cambres de bescanvi gasos, es van caracteritzar €l's punts de compensaci6 de la
capcada: e punt de compensacié luminic, € punt de compensacié de CO, i e punt de

compensaci6 termic.

El punt de compensacio luminic de la capcada es va obtenir a partir de les corbes de resposta
alallum de I’ assimilacié neta de CO, mostrades a |’ apartat anterior (4.2.1.3). Es tracta de la

intensitat de llum necessaria perqué la fotosintesi compensés els processos respiratoris.

A Chamaerops humilis, el punt de compensacié de Ilum no es va veure afectat pel CO,, ni de
manera immediata ni a llarg termini. Unicament es va veure influenciat per la temperatura.
Aixi, e punt de compensacié luminic obtingut a 35°C va ser molt superior al mesurat a 25°C
(Fig. 4.2.15).
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Figura 4.2.15. Efectes del CO, i latemperatura sobre e punt de compensaci6 luminic
de la capgada a Chamaerops humilis (n=4).
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A Cycas revoluta, € creixement a CO, elevat durant 20 mesos va reduir € punt de
compensacioé luminic a 25°C, mentre que a 35°C no es va observar cap efecte. D’ altra banda,
una exposicio instantania a CO, elevat no va produir efecte en cap cas. En aguesta espécie, €l
punt de compensacié també va augmentar significativament en incrementar la temperatura
(Fig. 4.2.16).
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Figura 4.2.16. Efectes del CO, i la temperatura sobre € punt de compensacio luminic

de la capcada a Cycas revoluta (n=4).
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Figura 4.2.17. Evoluci6 temporal de la concentracid de CO, de I’aire en un sistema tancat amb plantes de
Chamaerops humilis al seu I'interior. La concentracié final, estable en € temps, correspon a punt de
compensacio de CO; (I') de la capcada.

Les figures 4.2.17 i 4.2.19 mostren, respectivament, les corbes d exemple del procés

d obtencié del punt de compensacio de CO, (I') a Chamaerops humilisi Cycas revoluta,.

L es plantes de Chamaerops, introduides en un sistema tancat on previament s havia disminuit
la concentracio de CO,, van arribar a un equilibri entre e consum de CO, per fotosintes i
I”’emissié de CO, pels processos respiratoris en menys de 30 minuts (Fig. 4.2.17). Les plantes
aclimatades a CO, elevat (E) van evidenciar un punt de compensacio de CO, de la capcada
significativament meés alt que les plantes A. El T també va augmentar clarament en resposta a

un increment de temperatura (Fig. 4.2.18).
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Figura 4.2.18. Efectes del CO, i la temperatura sobre € punt de compensacié de
CO, de la capcada a Chamaerops humilis (n=3).
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Figura 4.2.19. Evoluci6 temporal de la concentracio de CO, del’aire en un sistema tancat amb plantes de Cycas
revoluta al seu I'interior. La concentraci6 final, estable en el temps, correspon a punt de compensacié de CO,

(T") de la capcada.

A Cycas revoluta, €l punt de compensacié de CO, de la capcada no es va veure afectat pel
CO; de creixement quan la temperatura va ser de 25°C. Per contra, a 35°C si que es van donar
diferéncies entre tractaments. A temperatura elevada, les plantes aclimatades a alt CO, (E)
van mostrar un punt de compensacio de CO, superior a de les crescudes a CO, ambiental.
Finalment, es vatornar a observar un marcat efecte de latemperatura, que vaelevar e punt de
compensacio de CO; (Fig. 4.2.20).
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Figura 4.2.20. Efectes del CO, i la temperatura sobre € punt de compensacié de
CO, de la capgada a Cycas revoluta (n=3).
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Figura 4.2.21. Corbes de resposta de I'assimilacié neta de CO, de la capcada a la temperatura a

Chamaerops humilis, a partir de les quals s ha obtingut el punt de compensacié térmic.

Les corbes de resposta fotosintetica a la temperatura obtingudes a Chamaerops humilis van
presentar una forma acampanada, similar a tots els tractaments (Fig. 4.2.21). Aixi, alaregi6
inicial es va donar un increment de I’assimilacio neta de CO, en augmentar la temperatura
fins arribar a un maxim, per sobre del qual la fotosintesi neta va comencar a disminuir. La
temperatura en qué I'assimilacié neta de CO, va esdevenir nul-la representa el punt de
compensacio térmic. Tot i presentar similituds en la forma, les diferéncies entre tractaments
van ser clares, sobretot pel que fa a les taxes absolutes de fotosintesi neta. També es va
observar un optim térmic superior quan les mesures es van realitzar a 800 ppm de CO, (Fig.
4.2.21).

El CO, elevat va presentar un fort efecte sobre el punt de compensacio termic de Chamaerops

humilis (Fig. 4.2.22). D’ aquesta manera, a les plantes crescudes a elevat CO,, la compensacié
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fotosintética es va produir a una temperatura inferior que a les plantes crescudes a CO;
ambiental. No obstant, |’ efecte directe del CO, va ser contrari, ja que quan la concentracié de

CO; del aire era elevada (800 ppm) €l punt de compensacio es va assolir a una temperatura
més alta (Fig. 4.2.22).
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Figura 4.2.22. Efecte directe i indirecte del CO, sobre el punt de compensacio
termic de la capgada a Chamaerops humilis (n=3).
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Figura 4.2.23. Corbes de resposta de I’ assimilacié neta de CO, de la capcada a la temperatura a Cycas

revoluta, apartir de les quals s’ ha obtingut € punt de compensacié termic.

La cinetica de les corbes de resposta de la fotosintesi neta a la temperatura obtingudes a Cycas

revoluta també va presentar la caracteristica forma acampanada (Fig. 4.2.23). A temperatures

inferiors a 30°C, les plantes A i E es van comportar de manera semblant. En aguesta zona, es

van produir diferéncies importants a causa de I’ efecte directe estimulador del CO, elevat

sobre la fotosintesi. Per aixo, |’ optim térmic de la fotosintesi va ser superior a 800 ppm. A

partir dels 30°C, la resposta entre tractaments (A i E) es va comencar a diferenciar, mostrant

les plantes E meés sensibilitat a I’augment de temperatura, alhora que la concentracio
atmosférica de CO, (400 i 800 ppm) va anar reduint el seu efecte (Fig. 4.2.23).
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El punt de compensaci6 termic es va veure reduit per efecte indirecte del CO, (Fig. 4.2.24).
En aquesta espécie, I’ efecte directe del CO, només es va donar a les plantes A, les quals van

tenir un punt de compensacié térmic més alt a 800 que a 400 ppm de CO..
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Figura 4.2.24. Efecte directe i indirecte del CO, sobre € punt de compensacié
térmic de la capgada a Cycas revoluta (n=3).
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4.2.2. ASSMILACIO DE CO; | FLUORESCENCIA DE LES CLOROFIL-LESFOLIAR
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Figura 4.2.25. Corbes de resposta al CO, de |'assimilacié neta de CO, (Alc) a

Chamaerops humilis (n=6).
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Figura 4.2.26. Corbes de resposta a CO, del rendiment quantic relatiu del

fotosistemall (®@ps/ ¢;) a Chamaerops humilis (n=6).
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A Chamaerops humilis, la taxa de fotosintesi neta va incrementar de manera exponencial en
resposta a I’ augment progressiu de la concentracié de CO; intercel lular (¢;), produint-se una
saturacio als ultims punts mesurats. Es pot observar com la corba obtinguda a les plantes E va
presentar taxes de fotosintesi inferiors a's de les plantes A (Fig. 4.2.25). La resposta general
del rendiment quantic relatiu del fotosistema Il (Ppg; ) va ser similar, amb valors mes baixos
ales plantes aclimatades a CO, elevat (Fig. 4.2.26).

L’analisi de les corbes A/c; va posar de manifest una reduccioé tant al pendent inicial de la
corba com a la fase de saturaci6 a les plantes crescudes a alt CO, (Taula 4.2.5). Aixi, el CO,
elevat va disminuir la velocitat maxima de carboxilacio de la Rubisco (V¢max), € maxim
transport electronic potencial que contribueix la regeneracié de la RuBP (Jna), |a capacitat
fotosintética (As) i la taxa maxima de fotosintess amb CO, i llum saturants (Amax). Cal
esmentar que aquests parametres han presentat uns valors extremadament baixos, inclus en el
cas de les plantes A, essent dels valors més baixos descrits en plantes superiors. D’altra
banda, les plantes E van presentar una limitacié estomatica (1) i un punt de compensacié de
CO; (I') superiors al de les plantes A. No es van observar diferéncies quant a rendiment
quantic maxim del PSII (F, / Fy).

Taula 4.2.5. Resum dels principals parametres resultants de I'andlisi de les corbes
Alc i F, | F,, aChamaerops humilis (n=6). As: capacitat fotosintética o taxa maxima
d’assimilacié neta de CO, amb Illum saturant a CO, ambiental (umol CO, m? s%);
Ana taxa maxima de d'assimilacié neta de CO, neta amb llum i CO, saturants
(umol CO, m? sY): Vemax: VElOcitat maxima de carboxilacié o activitat in vivo de la
Rubisco (umol m? s%); Jya transport electronic maxim potencial (umol m? s™b; I:
limitacio estomatica (%); I': punt de compensacié de CO, (umol mol™); F, / F:
rendiment quantic maxim del PSII.

Parametre A E

Asat (umol m?s™) 312 + 013 b 152 + 008 a
Amax (umol m?s™) 481 + 029 b 259 £ 014 a
Vemax (umol m?s™) 143 + 11 b 85 + 1.0 a
Jmax (umol m?s™) 315 + 22 b 202 + 20 a
| (%) 191 + 22 a 283 + 37 b
T (umol mol™) 58.7 + 3.1 a 774 + 43 b
Fo/Fm 079 + 0.03 a 077 + 004 a
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Figura 4.2.27. Corbes de respostaa CO, de I’ assimilacié neta de CO, (A/c) a Cycas

revoluta (n=6).
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Figura 4.2.28. Corbes de resposta a CO, del rendiment quantic relatiu del

fotosistemalll (®pg/c) a Cycas revoluta (n=6).
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A Cycasrevoluta, les corbes de resposta de I’ assimilacié de CO, i e rendiment quantic relatiu
del PSII a les variacions de la concentracio intercel-lular de CO; (¢;) van ser iguas entre
tractaments (Fig. 4.2.27 i 4.2.28). A conseqléncia d'aix0, no es van donar diferéncies a la
Ve maxs Jmaxs Asat | Amax. A MES, igual que a Chamaerops humilis, tots aquests parametres van
presentar valors molt inferiors als habituals en la major part d’ espécies vegetals. La limitaci
estomatica, €l punt de compensacio de CO, i €l rendiment quantic maxim tampoc es van

veure afectats per I’ exposici6 durant 20 mesos a CO; elevat. (Taula4.2.6).

Taula 4.2.6. Resum dels principals parametres resultants de I’andlisi de les corbes
Alc i F, | F,, aCycasrevoluta (n=6).

Parametre A E

Asa (umol m?s™) 133 + 010 a 144 + 008 a
Amax (umol m?s™) 260 + 012 a 244 + 012 a
Vemax (umol m?s™) 11.6 + 05 a 11.8 + 05 a
Jmax (umol m?s™) 243 + 1.0 a 246 + 1.0 a
| (%) 284 + 33 a 280 + 2.3 a
T (umol mol™) 711 £ 42 a 728 * 56 a
Fy/Fm 079 + 0.02 a 079 + 003 a
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4. 2. 3. DETERMINACIO DE LA TAXA DE RESPIRACIO MITOCONDRIAL
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Figura 4.2.29. Efecte indirecte o a llarg termini del CO, elevat sobre (A) la taxa de respiracio

per produccié de CO, (umol CO, kg™ s%), (B) per consum d oxigen (umol O, kg™ s%) i (C)

sobre el quocient respiratori a Chamaerops humilis (n=8).
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A Chamaerops humilis, la taxa de respiracio de foscor de les plantes crescudes a at CO, va
ser [leugerament inferior al’ obtinguda a les plantes A. No obstant aix0, en cap cas hi va haver
diferéncies significatives entre tractaments, tant a les mesures realitzades amb el Li-Cor 6400
(Fig. 4.2.29A) com ales de I’ eléctrode de Clark (Fig. 4.2.29B). Les taxes d’emissio de CO; i
de consum d’ O, van ser semblants, per laqual cosa el quocient respiratori (RQ) va ser proper

al, tant alesplantes A com ales crescudes sota CO, elevat (Fig. 4.2.29C).

A Cycas revoluta, la reduccio de respiracio per efecte del CO, elevat va ser més important.
Aixi, la produccié de CO, va disminuir un 20%, mentre que el consum d oxigen un 26%,
essent la respiracio en ambdds casos significativament inferior a les plantes cultivades a alt
CO; (Fig. 4.2.30A i B). Es va obtenir un valor de RQ a voltant de 1, sense diferéncies entre
tractaments (Fig. 4.2.30C).
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Figura 4.2.30. Efecte indirecte o a llarg termini del CO, elevat sobre (A) la taxa de respiracio
per produccié de CO, (umol CO, kg* s?), (B) per consum d’ oxigen (umol O, kg* s%) i (C)
sobre el quocient respiratori a Cycas revoluta (n=8).
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4. 2. 4. CONTINGUT DE CARBONI | NITROGEN

Chamaerops humilis va presentar un contingut en carboni elevat, especialment a les fulles
(Taula 4.2.7). L’ exposicio a CO, elevat va incrementar el percentatge de carboni. Aixi, als 5
mesos el contingut en carboni va ser superior per efecte del CO, elevat atigesi arrels, mentre
que als 20 mesos totes les fraccions de la planta van presentar un contingut de carboni

superior en respostaa CO, elevat (Taula4.2.7).

El contingut en nitrogen també es va veure aterat pel CO, elevat. Als 5 mesos, les arrels van
experimentar una disminucio significativa del contingut de nitrogen (Taula 4.2.8). Al final de

I’ experiment, lareduccio es va accentuar i va afectar atots els organs analitzats.

En generd, larelacié C/N va ser bastant elevada, a causa d’un at contingut en carboni i uns
nivells molt baixos de nitrogen. Aquest quocient va incrementar per efecte del CO, elevat a

lesarrelsals 5 mesosi atotes les fraccions després de 20 mesos (Taula4.2.9).

Taula 4.2.7. Contingut de carboni (%) als diferents drgans de Chamaerops humilis (fulles, tigesi arrels)

aal llarg del’exposicié aCO, elevat (inici, 5i 20 mesos) (n=6).

Po P: Pe
Fracci6 puntinicial 5 mesos 20 mesos
A E A E
Fulles 480 + 0.1 476 + 02 a 478 + 01 a 477 + 02 a 496 + 01 b
Tiges 451 + 0.1 447 + 01 a 454 + 01 b 452 + 02 a 475 + 01 b
Arrels 441 + 01 442 + 01 a 445 + 0.0 b 441 + 03 a 453 + 01 b

Taula 4.2.8. Contingut de nitrogen (%) als diferents drgans de Chamaerops humilis (fulles, tigesi arrels)

aal llarg del’exposicié aCO, elevat (inici, 5i 20 mesos) (n=6).

Po P1 Pe
Fracci6 puntinicial 5 mesos 20 mesos
A E A E
Fulles 181 + 0.04 126 + 003 a 1.17 + 0.03 a 129 + 008 b 100 * 0.02 a
Tiges 145 + 0.05 1.06 + 003 a 1.03 + 0.05 a 165 + 014 b 121 + 011 a
Arrels 174 + 0.04 151 + 0.03 b 1.40 + 0.02 a 174 + 014 b 126 * 0.06 a

Taula 4.2.9. Relacio entre carboni i nitrogen (C/N) als diferents organs de Chamaerops humilis (fulles,
tigesi arrels) aal llarg de |’ exposicié a CO, elevat (inici, 51 20 mesos) (n=6).

Po P: Pr
Fracci6 puntinicial 5 mesos 20 mesos
A E A E
Fulles 26.6 + 06 380 + 09 a 410 + 10 a 379 + 31 a 498 + 12 b
Tiges 312 = 1.2 424 + 11 a 442 +* 19 a 291 £ 26 a 410 + 38 b
Arrels 254 * 05 202 + 06 a 3.7 + 05 b 264 £ 24 a 353 £+ 13 b

126



Resultats

El contingut de carboni de Cycas revoluta només es va veure afectat pel CO, al mostreig dels
20 mesos. En aquest punt, a les fulles i al tronc e %C va ser superior en plantes E (Taula
4.2.10).

Pel que faa nitrogen, es pot observar com I’ drgan amb un contingut més elevat son les arrels
gruixudes (Taula 4.2.11). Als 5 mesos no es va donar cap diferencia entre tractaments al %N
de cap organ. Per contra, a Pr el CO; elevat va provocar unaimportant reduccio de nitrogen a

totes les fraccions analitzades.

De la mateixa manera que el carboni i € nitrogen, larelacié C/N no va variar a Py, pero si
que va fer-ho als 20 mesos a tots els organs estudiats. Aixi, en aguest punt, el CO, elevat va
incrementar significativament aguest parametre a les fulles, tronc, arrels gruixudes i arrels
fines (Taula4.2.12).

Taula 4.2.10. Contingut de carboni (%) als diferents organs de Cycas revoluta (fulles noves, fulles velles,

tronc, arrels gruixudesi arrelsfines) aal llarg de I’ exposicié a CO, elevat (inici, 5i 20 mesos) (n=6).

Po P, Pr
Fraccio punt inicial 5 mesos 20 mesos

A E A E
Fulles N nd 467 + 05 a 467 + 03 a nd nd
Fulles V 471 £ 0.2 458 + 0.2 a 464 + 03 a 453 + 05 a 476 + 02 b
Tronc 412 + 01 411 + 04 a 418 + 02 a 443 + 03 a 456 + 02 b
Arrels G 441 + 0.2 448 + 03 a 455 + 01 a 441 + 06 a 447 + 06 a
Arrels F 426 + 0.3 429 + 01 a 432 + 01 a 455 + 0.2 a 457 + 02 a

Taula 4.2.11. Contingut de nitrogen (%) as diferents drgans de Cycas revoluta (fulles noves, fulles velles,

tronc, arrels gruixudesi arrels fines) aal llarg de |’ exposicid a CO; elevat (inici, 51 20 mesos) (n=6).

PO Pl PF

Fraccio punt inicial 5 mesos 20 mesos

A E A E
Fulles N nd 281 + 022 a 238 + 012 a nd nd
Fulles V 234 + 023 234 + 003 a 233 + 010 a 255 + 017 b 180 *+ 012 a
Tronc 110 + 003 133 + 007 a 131 + 004 a 303 + 025 b 153 * 007 a
Arrels G 330 + 008 365 * 015 a 369 + 0.08 a 359 + 007 b 331 * 006 a
Arrels F 147 + 007 192 + 011 a 2.05 + 015 a 361 + 022 b 199 + 017 a
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Taula 4.2.12. Relacié C/N als diferents organs de Cycas revoluta (fulles noves, fulles velles, tronc, arrels

gruixudesi arrelsfines) aal llarg de |’ exposicié a CO, elevat (inici, 51 20 mesos) (n=6).

Po P1 Pe

Fraccio punt inicial 5 mesos 20 mesos

A E A E
Fulles N nd 169 + 15 a 197 + 10 a nd nd
Fulles V 207 + 1.9 196 * 03 a 200 + 1.0 a 182 + 14 a 270 + 1.7 b
Tronc 375 + 1.1 311 + 1.7 a 319 + 1.0 a 152 + 14 a 301 + 15 b
Arrels G 134 + 0.3 123 + 04 a 123 + 03 a 123 + 02 a 135 + 03 b
Arrels F 292 + 1.3 226 + 14 a 212 + 14 a 12.8 + 0.8 a 236 *+ 16 b

4.2.5. DENSITAT ESTOMATICA

Les fulles de Chamaerops humilis, amfiestomatiques, van presentar una densitat estomatica
superior a la cara abaxial que a l'adaxial (Fig. 4.2.31). EIl CO, elevat va reduir
significativament, a voltant d'un 20%, el hombre d’ estomes per unitat d’ area, tant a la cara

adaxial com alacara abaxial.
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Figura 4.2.31. Densitat estomatica a la cara adaxial i a |’abaxial de les fulles de

Chamaerops humilis (n=8).
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A Cycas revoluta, amb estomes Unicament a la cara adaxial, es va observar € mateix efecte
del CO,. Es adir, les plantes aclimatades a CO, elevat van presentar una densitat estomatica
un 20% inferior ales plantes A (Fig. 4.2.32).
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Figura 4.2.32. Densitat estomatica ala cara abaxial de les fulles de Cycas revoluta
(n=8).
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4,2.6. TALLSHISTOLOGICSDE FULLES

Els talls histologics realitzats sobre Chamaerops humilis van mostrar |’anatomia foliar
caracteristica d’ una monocotiledonia, amb els feixos vasculars organitzats longitudinal ment al
llarg de la fulla i para-lels entre si (Fig. 4.2.33A). El mesofil-le va estar format per una
elevada densitat de cel-lules fotosintetiques de morfologia uniforme i disposades al voltant
delsvasos (Fig. 4.2.33B).

Figura 4.2.33. Secci6 transversal de fulla de Chamaerops humilis. (A) Vista general, 40X. (B) Detall del

mesofil -le fotosintétic, conformat per un Unic tipus de cél lules, 100X.

Figura 4.2.34. Secci6 transversal de fulla de Cycas revoluta, (A) Vista general, 25X. (B) Ampliacié on

S observa el parenquimaen palissadai els estomes enfonsats al revers, 90X.
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En canvi, a Cycas revoluta els feixos vasculars es van trobar agrupats a laregi6 centra de la
fulla, que vaformar la nervadura principal (Fig. 4.2.34A). Les cdl-lules fotosintétiques es van
trobar majoritariament a la zona més propera a |I'anvers, on s observa un parénquima en
palissada ben estructurat. A la zona mitja, |’ estructura va ser més laxa, mentre que al reversla
densitat i I’estructuracio de les cel-lules fotosintétiques va tornar a augmentar, encara que

sense arribar al’ observada al’ anvers.
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4. 3. GESTIO DEL CARBONI ASSIMILAT EN PLANTESDE CREIXEMENT LENT

4. 3. 1. DISTRIBUCIO DEL CARBONI ASSIMILAT ENTRE ELS DIFERENTS ORGANS DE
LA PLANTA

Als dos moduls de I’ hivernacle es van mantenir unes concentracions atmosferiques de CO;
ben diferents. Es pot observar com la concentracié al modul elevat (E) va ser molt superior a
la del modul ambiental (A), tant als periodes hivernals com als estivals. Durant €l's periodes
freds, els nivells de CO, van ser bastant estables, sobretot al modul ambiental (Fig. 4.3.1). A
les époques meés calides, va ser necessari obrir les finestres de I’ hivernacle per reduir la
temperatura interior. Basicament, aquesta ventilacié va produir disminucions dels nivells de
CO, del modul elevat, que es van compensar augmentant el cabal i la freqliéncia d'injeccio de
CO; pur. Per aix0, al’estiu es poden observar majors fluctuacions a registre de concentracié
de CO,, especiament al modul elevat, pero també n'hi va haver a modul ambiental,

Ileugerament influit pel CO; injectat (Fig.4.3.2).

La correlacio entre la concentracio de CO, del’aire i la seva composicio isotopica del carboni
(6C) va ser molt estreta. D’ aguesta manera, la injeccié de CO, a una °C = -32.0%. va
alterar de manera simultania la concentraci6 i la §**C del CO, de I'aire de creixement (Fig.
4.3.3). Per obtenir el valor de §°C del CO, deI’aire durant € cultiu, es va calcular la mitjana
de la concentraci6 de CO, ditirna de tot aquest periode a partir de les mesures enregistrades de
CO,. Un cop obtinguda aquesta concentracio es va aplicar la relacié anterior per estimar la
composicio isotopica de I'aire de cada modul. Els resultats corroboren que la injeccié va
incrementar la concentracio de CO, mentre que va empobrir-ne la composicio isotopica del
carboni (Taula4.3.1).
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Figura 4.3.1. Exemple del registre de la concentracioé de CO, atmosféric mesurada
en continu a cadascun dels moduls de I'hivernacle (Ambiental i Elevat),

corresponent a un periode hivernal.
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Figura 4.3.2. Exemple del registre de la concentracié de CO, atmosféric mesurada
en continu a cadascun dels moduls de I'hivernacle (Ambiental i Elevat),

corresponent a un periode estival.
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Figura 4.3.3. Relacié entre la concentracid atmosféricai la composicié isotopica del
carboni (5*3C) del CO, de’aire dels hivernacles de I’ |RTA a Cabrils (Barcelona).

Taula 4.3.1. Estimacié de la composici6 isotopica del carboni (8*3C) del CO, de I'aire de creixement a
cadascun dels moduls de I hivernacle (A i E), redlitzada a partir de la mitjana dilirna de concentracié de

CO, per acada periode.
. . A E
Periode de creixement = =
CO2 (ppm) 67°C (%o) CO2 (ppm) 67°C (%0)
Inicial 0 - 5mesos 426 -14.4 694 -20.2
Final 5-20 mesos 402 -13.9 627 -18.9
Total 0 - 20 mesos 407 -14.0 642 -19.2
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Mitjancant les cambres de bescanvi de gasos de la capcada es va mesurar la discriminacié
fotosintética del carboni (A,) en ambdues espéecies i tractaments de CO,. No es va observar
efecte a llarg termini del CO, elevat sobre la discriminacié (Fig. 4.3.4). Comparant entre
especies, Chamaerops humilis va presentar una discriminacié lleugerament superior a la

mesurada a Cycas revoluta (Fig. 4.3.4).
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Figura 4.3.4. Discriminacid isotopica fotosintética del carboni a Chamaerops
humilis i Cycas revoluta, mesurada on line mitjangcant les cambres de bescanvi de

gasos de la capcada (n=6).

La composici6 isotopica del carboni (5'°C) de la matéria organica a Chamaerops humilis va
presentar a tots els organs analitzats un empobriment en relacio al’aire d’ assimilacié (Taula
4.3.2). Després de 5 mesos de marcatge, es van donar diferéncies importants entre
tractaments. A les plantes A (no marcades), la §°C de la matéria organica es va reduir entre
un 1 i un 2% en comparaciéo a punt inicial, mentre que les plantes E van patir un
empobriment molt superior, d’ aproximadament un 7%o.. Al final de |’ experiment es van tornar
adonar uns resultats semblants a's del P, (5 mesos), ésadir, esvatrobar carboni marcat a tots

elsorgans. fulles, tigesi arrels (Taula4.3.2).
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Taula 4.3.2. §3C (%o) de la matéria organica total dels principals organs de Chamaerops humilis (fulles,

tigesi arrels) adiferents moments del marcatge isotopic de llarga durada (inici, 5i 20 mesos) (n=6).

Po
Fraccio punt inicial 5 mesos 20 mesos
A E A E
Fulles 253 + 0.2 269 + 06 b 318 + 03 a 274 % 02 b 326 + 04 a
Tiges 244 = 0.1 256 + 06 b 320 + 03 a 266 + 03 b 313 £ 05 a
Arrels -249 + 0.1 -26.6 £+ 0.6 b -331 + 01 a 269 £ 03 b -322 + 0.6 a

A Cycas revoluta, la '°C inicial de la matéria organica va estar empobrida a totes les

fraccions estudiades, donant valors entre -24.1 i -25.1%0 (Taula 4.3.3). Els resultats més

negatius es van obtenir ales fulles. La8*3C dels diferents drgans de les plantes A va disminuir

molt poc al llarg del temps, menys d’un 0.5%.. Per contra, ales plantes sotmeses a CO, elevat

es van produir canvis molt importants, donant diferéncies significatives respecte a la

composicio isotopica de les plantes no marcades. Als 5 mesos, el carboni marcat va aparéixer

a totes les fraccions analitzades, perd en quantitats diferents. Aixi, cal destacar que la§**C de

les fulles velles practicament no es va veure aterada. Les arrels van patir canvis més

importants, encara que les fraccions més modificades van ser les fulles de novaformacié i els

troncs. Després de 20 mesos de marcatge, les plantes E van presentar més quantitat de carboni

marcat aixi com un repartiment més homogeni atotes les fraccions vegetals (Taula 4.3.3).

Taula 4.3.3. 8"3C (%o) de la matéria organica total dels principals organs de Cycas revoluta (fulles noves,

fulles velles, tronc, arrels gruixudes i arréls fines) a diferents moments del marcatge isotopic de llarga
durada (inici, 51 20 mesos) (n=6).

Po

Fraccio puntinicial 5 mesos 20 mesos

A E A E
Fulles N nd 245 + 04 a -30.3 + 03 b nd nd
Fulles V -25.1 + 0.3 254 + 02 a -264 * 02 b 253 + 0.1 a -305 + 03 b
Tronc 244 = 0.2 249 £ 01 a -30.0 + 01 b -25.1 + 0.2 a -304 + 04 b
Arrels G 243 £ 0.1 250 £ 0.1 a 283 £ 02 b 251 + 02 a -29.8 + 05 b
Arrels F 241 £ 0.2 244 + 03 a -29.0 £ 01 b 245 + 03 a -300 + 02 b
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4. 3. 2. ACUMULACIO A LESFULLESDEL CARBONI RECENTMENT ASSIMILAT

La figura 4.3.5 mostra I’evolucié de la composicid isotopica del carboni de la matéria
organica (8*Cyior) de les fulles de Chamaerops humilis abans, als 4 dies i 30 dies després
d un marcatge de curta durada (4 dies), redlitzat sobre plantes no marcades préviament (A,
Ambiental) i sobre altres que havien estat sotmeses a un marcatge de llarga durada durant 20
mesos (E, Elevat). Abans d'iniciar el marcatge curt, la8**Cyor de lesfulles de les plantes E (-
32.5%0) va ser molt més negatiu que la 8**Cyor de les fulles de les plantes A (-27.1%0), a
conseguencia del marcatge de llarga durada. Després de 4 dies assimilant carboni empobrit en
3¢, 1a§™Cyor de les fulles de les plantes A va disminuir drasticament (-31.9%o), aproximant-
se molt ala §**Cyor de les fulles de les plantes E. Es a dir, es va detectar una gran quantitat
de carboni marcat ales fulles de les plantes A. En aguest punt, la §**Cyor de les fulles de les
plantes provinents del marcatge |larg practicament no va variar, ja que la §°C de I'aire del
marcatge curt va ser molt ssimilar aladel marcatge llarg. Passats els 4 dies de marcatge curt es
van retornar les plantes a les seves condicions originals de creixement, i as 30 dies es va
mesurar novament la §**Cyor de les fulles. Les fulles de les plantes A van recuperar el valor
de 8"*Cyvior que hi havia abans del marcatge curt (-27.2%o). En € cas de les plantes sotmeses a
marcatge |larg, ldgicament, la 8**Cyor de les fulles es va mantenir estable, molt similar as

dos punts anteriors.

De la mateixa manera que Chamaerops humilis, Cycas revoluta mostra importants diferéncies
ala 8 Cyor de les fulles entre les plantes marcades (-30.2%o) i no marcades isotdpicament a
I”hivernacle (-25.1%o0, Fig. 4.3.6). Sorprenentment, I’andlisi de la matéria organica de les
fulles després del marcatge de curta durada va mostrar una absencia de carboni marcat a les
fulles deles plantes A, fins i tot després de duplicar el temps de marcatge. Aixi, 1a5*Cyor de
les fulles va romandre estable en els temps a llarg de tot e seguiment, mantenint-se les
diferenciesinicias entre tractaments.
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Figura 4.3.5. Seguiment de la §"°C (%o) de la matéria organicatotal de les fulles de

Chamaerops humilis al llarg del marcatge isotopic de curta durada (n=4).

RN 0% |
' ® :
¢ LR . *
21 | 5
£ : :
0 : :
2 : E
2 28 - ® Ambiental
5 5 : ® Elevat
= : .
O : E
3 : :
(%] : :
307 s® 5 L] (]
: : [}
-32 - - -
0 4 8 12 30
Temps (dies)

Figura 4.3.6. Seguiment de la 8"3C (%o) de la matéria organica total de les fulles de

Cycas revoluta d llarg del marcatge isotopic de curta durada (n=4).
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4. 3. 3. PARTICIPACIO DEL CARBONI RECENTMENT ASSMILAT EN LA RESPIRACIO

La 5'°C del CO, respirat a Chamaerops humilis abans del marcatge curt va ser de -21.8 i -
24.2%o0 a les plantes A i E, respectivament (Fig. 4.3.7). Per tant, el marcatge de llarga durada
va provocar una empobriment en la §**C del CO, respirat. Després de marcar les plantes amb
un aire de 8*3C = -22.9%o durant 4 dies, la §**C del CO, respirat va disminuir fins -23.2 i -
25.7%0 a les plantes A i E, respectivament, indicant que el carboni assimilat durant el

marcatge va participar en larespiracio.
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Figura 4.3.7. 5°C del CO, respirat (%0) a Chamaerops humilis abans i després del
marcatge isotopic de curta durada, realitzat sobre plantes préviament marcades (E) i

no marcades (A) durant 20 mesos (n=4).
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De manera andloga, a Cycas revoluta la §°C del CO, respirat abans del marcatge de curta
durada va mostrar diferencies entre tractaments (A i E). Aixi, les plantes A van presentar un
valor de 8C del CO, respirat va ser de -19.2%o, mentre que a les plantes E va ser més
empobrit (-22.6%o, Fig. 4.3.8). El marcatge de curta durada també va fer disminuir la§**C del
CO; respirat. Aquest valor va arribar a-23.3%0 ales plantes A i a-26.0%0 a les plantes E. De

nou, el carboni assimilat recentment va estar implicat en larespiracio.
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Figura 4.3.8. 8"3C del CO, respirat (%.) a Cycas revoluta abans i després del

marcatge isotopic de curta durada, realitzat sobre plantes préviament marcades (E) i

A E

no marcades (A) durant 20 mesos (n=4).
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Per tant, a Chamaerops humilis el percentatge de carboni nou present a la respiracié va ser
molt baix i similars entre tractaments (6.7 i 7.1% a les plantes A i E, respectivament, Fig.
4.3.9). Resulta interessant esmentar que €l percentatge de carboni nou implicat en la
respiracio de Cycas revoluta va ser forga diferent al de Chamaerops humilis. No obstant,
tampoc es van observar diferencies entre tractaments de CO,, 17.6% ales plantes A i 16.1% a

les plantes E (Fig. 4.3.9.).
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Figura 4.3.9. Efecte del CO, elevat sobre € % de carboni recentment assimilat
present alarespiracié mitocondrial a Chamaerops humilisi Cycasrevoluta (n=4). La
quantitat de carboni assimilat durant € marcatge va ser en ambdues especies

d aproximadament 350 mmol C m™.
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5. DISCUSSIO

5. 1. DETERMINACIO DEL METABOLISME FOTOSINTETIC DE Cycas revoluta

Thunb. i Chamaerops humilisL.

El metabolisme fotosintétic d’ aquestes especies és desconegut. Per aixo, la via d assimilacié
fotosinteticadel CO, (Cs, C4 0 CAM) es va determinar mitjancant la combinacié dels resultats
obtinguts a partir de diferents tecniques. Aixi, es van integrar mesures de bescanvi de gasos,

fluorescénciade les clorofil -les, estudis amb isotops estables de carboni i microscopia optica.

Els cicles diaris obtinguts amb les cambres de bescanvi de gasos de la capcada van mostrar en
ambdues especies una assimilacié de CO, positiva durant el diai negativa durant €l's periodes
de foscor (Figs. 4.2.11 4.2.4). Les dades de conductancia estomética indiquen que els estomes
van estar oberts durant els periodes d'il-luminacio, mentre que a la nit van romandre tancats
(Figs. 4.2.3 i 4.2.6). Per tant, la cinética dels cicles diaris va descartar e metabolisme CAM
tant a Chamaerops humilis com a Cycas revoluta. Aquest metabolisme es caracteritza per una
obertura estomatica nocturna que permet I’ entrada de CO, als teixits de la planta, e qual és
assimilat per accio de la PEP carboxilasa (Acevedo et al. 1983, Gibson i Nobel 1986, Larcher
2003).

Les corbes A/c; mostren una resposta positiva de I’ assimilacié neta de CO, de Chamaerops
humilis i Cycas revoluta a I’increment de la concentracié de CO, intercel-lular (c). En
ambdues especies, el pendent inicial de la corba va ser relativament suau, donant-se una
saturacio de la taxa de fotosintes al voltant de 600 ppm de ¢ (Figs. 4.2.25 i 4.2.27).
Habitualment, les plantes C4 presenten un fort increment inicial de lafotosintesi en resposta al
CO; i arriben a saturar |I'assimilacio de CO; a un ¢; a voltant de 150 ppm (Dai et al. 1993,
Ehleringer et al. 1997). D’dtra banda, la taxa maxima de fotosintesi obtinguda en ambdues
especies va ser tan baixa que tampoc sembla compatible amb un metabolisme C,4. Un altre
parametre en que difereixen les plantes C; i les C4 és € punt de compensacio de CO;, (I).
Habitualment, ales plantes C, se situaentre 2 i 10 ppm, mentre que ales plantes C; entre 50 i
100 ppm (Berry i Downton 1982, Tolbert 1997, Larcher 2003). Per tant, els valors de I
obtinguts tant a escala de fulla (Taules 4.2.5 i 4.2.6) com de capcada (Figs. 4.2.18 i 4.2.20)
suggereixen que no es tracta de plantes C4. Les corbes de resposta al CO, del rendiment
quantic relatiu del fotosistema Il (®pg), Figs. 4.2.26 i 4.2.28) van reforcar les dades de les
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corbes Alc;, ja que en plantes C, S esperaria una saturacié a del dpg; a concentracions mes
baixes de ¢; que ales observades (Dai et al. 1993, Lawson et al. 2002, Tambussi et al. 2005).

Entre totes les técniques utilitzades per tal de definir e metabolime fotosintétic d' aquestes
especies, |I'Us d'isotops estables de carboni tradicionalment ha estat la metodologia més
definitiva i fiable (Lloyd i Farquhar 1994). Aixi, la discriminacié isotopica del carboni
mesurada on line durant la fotosintesi (Ao, Fig. 4.3.4) a Chamaerops humilis (15%o) i a Cycas
revoluta (14%.) indica que I’enzim responsable de I’assimilacié inicial del CO, en aquestes
especies és la Rubisco, ja que la discriminacio associada a la PEPc és molt inferior (Evans et
al. 1986, Farquhar et al. 1989, Henderson et al. 1992, Nogués et al. 2006b). Aquesta
discriminacio fotosintética és relativament petita per una planta Cs, pero esta justificada per
una baixa conductancia estomatica, que va fer disminuir € c/c, a valors propers a 0.5. La
composicid isotopica del carboni de la matéria organica (6**Cwor) integra els processos
esdevinguts al llarg de la vida del teixit. La matéria organica de tots els organs va estar molt
empobrida en *3C respecte a |’ aire de creixement (Taules 4.3.2 i 4.3.3), laqual cosa demostra
que el carboni assimilat ha patit importants processos de discriminacio. Les plantes Cz i Cq4
presenten fortes diferencies degudes a |’ activitat dels enzims de carboxilacié, principal procés
on té lloc la discriminacié. D’ aguesta manera, la discriminacio in vitro de la Rubisco és
28.2%0, mentre que a la PEPc és inferior al 5%o (Brugnoli i Farquhar 2000). Per aixo, la
composicié isotopica habitual a la matéria organica de les plantes C4 no és tan negativa com
la de les plantes C; (Farquhar et al. 1989, Lloyd i Farquhar 1994, Edwards et al. 2004). Per
tant, I’ empobriment en *C de la matéria organica en ambdues espécies és atribuible en gran
mesuraal’ activitat de la Rubisco (Farquhar et al. 1989).

Els talls histoldgics observats per mitja del microscopi optic a Chamaerops humilis i Cycas
revoluta (Figs. 4.2.33 i 4.2.34) mostren una absencia d’ anatomia Kranz, tipica de les C,
(Laetsch 1974, Dengler i Nelson 1999). No obstant, no es tracta d’ una dada concloent, ja que
sha descrit I’existencia de dues especies de plantes terrestres, Bienertia cycloptera i
Borszczowia aralocaspica (Chenopodiaceae), amb metabolisme C, complet al’interior d’ una
mateixa cel-lula del cloréenquima i, per tant, sense necessitat d'anatonia Kranz
(Voznezenskaya et al. 2001, Sage 2002, Edwards et al. 2004).

La produccio6 de biomassa també va ser indicadora que no es tractava de plantes C4. En primer

lloc a causa de I’ elevada productivitat caracteristica de les plantes C4 (Ehleringer et al. 1997)
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en contraposicié ala baixissima taxa de creixement de Chamaerops humilisi Cycas revoluta.
En segon lloc per I’estimulacio de la produccié de biomassa en resposta al CO,. Poorter i
Navas (2003) van descriure que I'increment mitja de biomassa en resposta a CO, €elevat
observat a 41 especies de plantes C4 va ser del 12%, valor que queda molt per sota del 80% de

Chamaerops humilis o del 152% de Cycas revol uta.

En resum, |I’andlisi integrat de les dades de bescanvi de gasos, fluorescéncia de les clorofil -les,
isotops estables, microscopiai, finsi tot de biomassa, mostra que el metabolisme fotosintetic

d ambdues espécies és del tipus Cs.

5.2. FISIOLOGIA DE LA RESPOSTA AL CO; ELEVAT

El CO, és un factor ambiental de vital importancia pels vegetals, per aixo les seves variacions
tenen un impacte molt important i simultani sobre muitiples processos. Els efectes que
produeix e CO, sobre les plantes es classifiquen, classicament, en directes o indirectes. Els
directes o immediats son agquells gque es manifesten en un curt termini de temps, de manera
practicament instantania. D’ altra banda, els efectes indirectes, aclimatatius o allarg termini es
produeixen a consequiéncia d’ una resposta més lenta, després d’'una exposiciéo meés llarga. En
aquesta tesi s'avaluen tant els efectes directes com els indirectes del CO, sobre la resposta
estomatica, fotosintética i respiratoria d’ aquestes dues espéecies de creixement lent, sotmeses a

una exposicié de 20 mesos a CO; elevat.

5. 2. 1. RESPOSTA ESTOMATICA

El creixement durant 20 mesos a una concentracio de CO, elevada ha tingut un impacte
important sobre la densitat estomatica de Chamaerops humilis i Cycas revoluta. En ambdues
espécies es va produir una reduccio del nombre d’estomes a voltant del 20% (Figs. 4.2.31 i
4.2.32). La literatura recull increments i disminucions a la densitat estomatica de plantes
sotmeses a CO, elevat, encara que la resposta més habitual és una reduccié en el nombre
d estomes (Gunderson i Wullschleger 1994, Drake et al. 1997). Aquesta disminucié esta
reforcada per estudis realitzats amb material d herbari, on s observa una correlacio entre

I'increment de CO, associat a la revolucid industrial i els descens del nombre d’ estomes
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(Woodward 1987, Pefiuelas i Matamala 1990, Sernai Fenoll 2000). EI mecanisme d’accio és
desconegut, encara que I’ any 2000 es va caracteritzar a Arabidopsis un gen gue hi podria estar
implicat. Es tracta del gen HIC (High Carbon Dioxide), que codifica per un enzim implicat a
la biosintesi d'acids grassos de cadena llarga, € qual actuaria com un regulador negatiu del
desenvolupament estomatic en condicions de CO, elevat. Per aixo, plantes mutants en € gen
HIC exposades a CO, elevat no mostren un descens en el hombre d' estomes (Gray et al 2000,
Beerling 2005).

La disminucié a nombre d estomes a les plantes aclimatades a elevat CO, (E) d’ambdues
espécies sembla clarament relacionada amb el descens de conductancia estomatica observat a
les mesures de bescanvi de gasos de la capcada (Figs. 4.2.3 i 4.2.6). A Cycas revoluta la
reduccié de conductancia estomatica va ser proporcional a la disminucié del nombre
d estomes (Taules 4.2.3 i 4.24). En canvi, a Chamaerops humilis la davallada de
conductancia en resposta a CO, elevat va ser molt superior a la reduccié de densitat
estomatica (Taules 4.2.1 i 4.2.2), posant de manifest un important tancament estomatic
addicional (Buckley et al. 2003). D’altra banda, €ls cicles diaris de conductancia estomatica
també van mostrar un efecte directe del CO, elevat sobre I’ obertura estomética (Figs. 4.2.3 i
4.2.6). Es adir, en les dues espécies la conductancia estomética va ser menor a 800 ppm de
CO; que a 400. ElI mecanisme responsable d aquest fenomen encara esta per aclarir. No
obstant, podria ser explicat a causa de I’ existencia d' una regulacié estomatica a través del ¢;
(Mott 1988). Més recentment, s ha observat que la resposta estomaticaa CO, pot modelar-se
amb precisio assumint que la disponibilitat d’ ATP regula la turgéncia de les cél-lules de
guarda, i que els nivells d’ ATP en aquestes cél -lules segueixen estant controlats pels mateixos
factors que els nivells del mesofil-le (Buckley et al. 2003). Aix0 és consistent amb
I’ observacié que €l transport electronic fotosintétic a les cél-lules de guarda segueix les
respostes del transport electronic fotosintétic al mesofil-le (Lawson et al. 2002). De totes
maneres, aquest mecanisme hauria d’ operar en combinacié amb algun altre, ja que en

condicions de foscor, els estomes s obren en resposta a una disminucié dels nivells de COs.

5. 2. 2. RESPOSTA DE LA FOTOSINTES

A les corbes A/c; d’ ambdues especies, es pot observar com |’ assimilacié de CO, va respondre

molt positivament a un increment instantani de la concentracié de CO, (Figs. 4.2.251 4.2.27).
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Aquest efecte directe del CO, elevat sobre la fotosintes és resultat de dues propietats de la
Rubisco de les plantes C; terrestres. En primer lloc, la K, de I’enzim pel CO, és properaala
concentracié atmosférica actual, i per tant, un increment en la concentracio de CO, augmenta
la velocitat de carboxilacid. En segon lloc, e CO, inhibeix competitivament I’activitat
oxigenasa de la Rubisco, que déna lloc a la fotorespiracié. D’ aguesta manera, |’ elevat CO,
incrementa la taxa de fotosintesi millorant la carboxilacio, aixi com disminuint els efectes
negatius associats a la fotorespiracid, com sén una pérdua de CO; i €l desviament ' ATP i

NADPH generats ales reaccions lluminoses (Long et al. 2004).

L’efecte a llarg termini del CO, elevat sobre la fotosintes es pot estudiar comparant les
corbes Alc; de plantes crescudes a CO, ambiental (A) i elevat (E, Figs. 4.2.251 4.2.27). En
aquest punt si que es pot observar una resposta al CO, diferent entre espécies. Aixi, a
Chamaerops humilis les plantes E van presentar una clara regulacié a la baixa o down-
regulation de la fotosintesi, caracteritzada per una disminucio tant a pendent inicial de la
corba com a la fase de saturacio. Es a dir, es va donar una reduccio de la velocitat maxima de
carboxilacié de la Rubisco (V¢max), 1a taxa de transport electronic maxim potencial que
contribueix a la regeneracié de la RuBP (Jn), la capacitat fotosintetica (As) i la taxa
maxima d’ assimilacio neta de CO, en condicions de [lum i CO, saturants (Amax, Taula 4.2.5).
Els valors obtinguts de rendiment quantic maxim (F, / Fn), a voltant de 0.8 en ambdos
tractaments, descartarien la disminucidé de la fotosintesi observada a les plantes E sigui
degudaadanysa PSII (Taula4.2.5, Noguési Baker 2000).

Per tant, el CO, elevat estimula la fotosintesi de Chamaerops humilis a curt termini, a través
d un efecte directe, que es perd amb el temps ja que es produeix una aclimatacio fotosintética
al CO, elevat. Aquesta resposta ha estat descrita préviament a moltes especies. Esta bastant
acceptat que existeixen dues raons principals que expliquen aquest fenomen. La primera és
una incapacitat per processar els sucres addicionals que proporciona |’ efecte directe del CO,
sobre lafotosintesi. Aixi, es doéna una disminucio de |’ activitat de lafont a conseqiéncia d’un
fenomen de retroalimentacio negativa. En segon lloc, es produeix una reduccio en la quantitat
I en |’ activitat de la Rubisco (Bowes 1993, Drake et al. 1997, Long et al. 2004). L’increment
en el contingut de carboni i la reducci6 de nitrogen als teixits de Chamaerops humilis (Taules
4.2.71 4.2.8), aixi com un augment del pes especific foliar (Taula 4.1.1), apunten en aquesta
direccié. Aixi, malgrat les baixes taxes observades, I'increment de fotosintess a CO, elevat

s hauria traduit en un augment de carbohidrats a les fulles, un esdeveniment quasi universal a
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les plantes C3 (Azcdn-Bieto 1983, Nie et al. 1995, Drake et al. 1997, Moore et al. 1999, Long
et al. 2004). A les cédl-lules fotosintetiques de moltes plantes, la sacarosa és el principal
fotoassimilat i la forma majoritaria de trandocacio del carboni assimilat. Per aix0, €ls nivells
de sacarosa alesfulles reflecteixen |’ equilibri entre lafont (source) i els embornals de carboni
(sink), pero també poden modular el transport de carboni a nivell de la planta sencera (Farrar
et al. 2000). Un model proposat per Moore et al. (1999) indica que €l desencadenant de
I’ aclimataci 6 fotosintética no es basa en una acumulacio general de carbohidrats ala fulla, si
no que es donaria a través del pool de sacarosa a la cél-lula. Aixi, un excés no exportat de
sacarosa S acumularia a vacuol, el processament de la qual comportaria un increment de
I’activitat de |’hexoquinasa al citoplasma que donaria lloc a una disminucié en I’ expressio
genica de la Rubisco. Revisions posteriors no descarten aquest model, perd indiquen que
diversos punts de la via de la transduccié del senya entre I’hexoquinasa i la reduccio de
I”expressio génica estan per aclarir. No obstant, coincideixen que la diana del control via
sucres és la subunitat petita de la Rubisco (Smeekens 2000, Rolland et al. 2002).

La disminucié de N observada a les fulles de les plantes E (Taula 4.2.9) podria explicar
I’aclimatacié fotosintética a CO, elevat de Chamaerops humilis. La sintesi de Rubisco
suposa la major inversié en nitrogen, ja que constitueix a voltant d’un 50% del total de
proteina soluble i € 25% del nitrogen foliar en una planta C; (Drake et al. 1997, Eichelmann i
Laisk 1999). Per aix0, sembla clar que una reduccié a nitrogen foliar faria disminuir els
nivells de Rubisco i, per tant, justificaria el descensos observats en laV ¢ max, Jmaxs Asat | Amaxes
aixi com I"’augment del punt de compensacio de CO, (Nakano et al. 1997, Stitt i Krapp 1999).
La davallada de N a les fulles de les plantes aclimatades a CO, elevat pot ser deguda a dos
factors simultanis. En primer lloc, a causa d’ una reduccio en |’ expressio de Rubisco. En segon
lloc, per un fenomen de dilucié del nitrogen a conseguiencia de I’increment de biomassa a les
plantes E. Aixi, €l CO, elevat pot provocar limitacions de nitrogen o empitjorar les ja
existents (Makino et al. 1997, Stitt i Krapp 1999). Farage et al. (1998) van demostrar que la

reduccio de I’ aclimatacié també es pot aconseguir incrementant la dosi de nitrogen aportada.

A Chamaerops humilis, la resposta del transport electronic a ¢ va ser molt similar a la
descrita per I’assimilacio de CO; (Fig. 4.2.26). Aixi, e ®pg; vaincrementar per efecte directe
del CO,, mentre que a consequiencia d’ una exposicio allarg termini a CO; elevat, les plantes
E van mostrar una disminucio del transport electronic. L’ elevat CO, provoca un increment en

la velocitat de carboxilacio, produint-se més consum d’ATP i NADPH a cicle de Calvin. En
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aquestes condicions, sevita una acumulacié de poder reductor al final de la cadena de
transport electronic i permet que una fraccid més important de fotons absorbits siguin
canalitzats a través dels fotosistemes i generin transport electronic (Allen et al. 1998, Lawson
et al. 2002). D’ dtra banda, sembla que la resposta a llarg termini del transport electronic al
CO; elevat pot estar condicionada per una menor activitat de la fase reductora de la fotosintesi
0 bé per una reduccié de maguinaria associada a la disminuci6 del nitrogen foliar (Nogués et
al. 2000, Zerihun et al. 2000, Tambussi et al. 2005, Walters 2005).

La reduccié de la conductancia estomética en plantes aclimatades a CO, elevat discutida
anteriorment sembla jugar un paper important en la disminucio de la capacitat fotosintética de
Chamaerops humilis. Aixi, a les plantes E es va observar una limitacié estomatica (1) de la
fotosintesi molt superior alade les plantes crescudes a CO, ambiental (Taula 4.2.5). Es a dir,
per una mateixa concentracio de CO, a l’aire, les plantes E van tenir un ci/c, inferior a les
plantes A. Per tant, el tancament estomatic els va dificultar I’ entrada del CO, a's espais aeris
intercel -lulars, de manera que la Rubisco va treballar en condicions suboptimes (Farquhar i
Sharkey 1982, Drake et al. 1997, Nogués i Baker 2000).

Les corbes Alc; obtingudes a Cycas revoluta, a diferencia de Chamaerops humilis, no van
mostrar diferéncies entre tractaments. Es a dir, no s observa un efecte indirecte o a llarg
termini del CO, elevat sobre la fotosintesi (Fig. 4.2.27). Laresposta al CO, del ®pg; tampoc
varesultar diferent entre tractaments (Fig. 4.2.28). Per tant, I’andlisi de les corbes indica una
absencia d’ aclimatacié fotosintéticaa CO, elevat a Cycas revoluta, jaque la Ve max, Jnax, Asa,
Anmax, I', |, @xi com el transport electronic van ser iguals en plantes A i plantes E. Resulta molt
interessant que aquesta especie no mostri aclimatacid, especialment tenint en compte que
també es va produir un descens en e contingut de nitrogen a tots els organs (Fig. 4.2.11). El
nitrogen va disminuir menys ales fulles que a atres organs (tronc o arrels fines), i sembla ser
gue es va mantenir per sobre de nivells problematics, sense arribar a ser limitant. Aixi, esta
descrit que algunes espécies son capaces de mitigar o evitar |’aclimatacio fotosintética
mantenint els nivells de nitrogen foliar gracies a una redistribucié del N entre els diferents
organs de la planta (Zerihun et al. 2000). D’atra banda, a diversos estudis també s han
observat disminucions en la quantitat de Rubisco que no han provocat una aclimatacio
fotosintéticaal CO, (Ainsworth et al. 2003, Long et al. 2004).
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Els resultats obtinguts amb les cambres de bescanvi de gasos de la capcada van permetre
estudiar els efectes del CO,, elevat sobre lafotosintesi a escala d’individu en interaccié amb la
temperatura. A Chamaerops humilis €els cicles diaris de fotosintesi, expressada per unitat
d area, mostren unaresposta general a CO, similar al’ observada amb les mesures a escala de
fulla comentades anteriorment. Es a dir, lataxa d assimilaci6 neta de CO, es vaincrementar a
consequéncia d’ un augment instantani de la concentracié de CO,, mentre gque |’ efecte del CO,
allarg termini va ser negatiu (Fig. 4.2.1). Per tant, a escala de capcada també es va manifestar
una down-regulation de la fotosintesi, justificable per la disminucié de conductancia
estomaticai del contingut en nitrogen. Aquesta aclimatacio fotosintética ala baixa va ser molt
important, ja que la taxa de les plantes E a 800 ppm (1.49 pmol CO, m? s) va ser inferior a
la de les plantes A a 400 ppm (1.86 pmol CO, m? s). Com era d esperar, I'increment de
temperatura va afectar negativament la fotosintesi, ja que I’ optim fotosintétic de la mgjoria de
plantes C3 és més proper a 25 que a 35°C (Fig. 4.2.21, Larcher 2003). L’ efecte directe del
CO; elevat va ser més beneficids sobre la fotosintes neta a 35°C que a 25°C (Taules 4.2.1 i
4.2.2), a causa d'una millora en I'activitat de la Rubisco. Aixi, un elevat ¢; produeix un
increment de I’optim termic i afavoreix la carboxilacio enfront de I’ oxigenacié, ja que la
fotorespiracié es veu molt estimulada per un augment de la temperatura (Farquhar et al. 1980,
Long et al. 2004). Les corbes A/IPPFD de la capcada també indiquen una disminucio de la
fotosintes per efecte del CO; elevat, ja que sota totes condicions es va produir un descens del

pendent de la corba ales plantes E (Fig. 4.2.7).

Tot i la disminuci6 fotosintética per unitat d area observada al tractament E, en general la
integral diaria d’assimilacio de la capcada va ser superior ales plantes crescudes a CO, elevat,
a consequéncia d’'una area foliar molt superior respecte a les plantes A (Fig. 4.2.2 i Taula
4.1.1). Nomeés sota unes condicions bastant desfavorables, 35°C i 400 ppm de CO,, laintegral
de fotosintesi va ser igua entre plantes A i E (Taula 4.2.2). Aixi, malgrat I'aclimatacié
fotosintética, les plantes E van presentar un guany net de carboni per planta més gran ala seva
concentracié de CO, de creixement que les plantes A, tant a 25 com a 35°C (Taules 4.2.1 i
4.2.2). Per tant, a escala de capcada o de cultiu el CO, elevat va continuar essent beneficids
per Chamaerops humilisfinsi tot després de 20 mesos.

D’ altra banda, a Chamaerops humilis, e CO, elevat va augmentar clarament |’ eficiéncia en
I”Gs de I'aigua (WUE) a nivell de capcada, tant per efecte directe com a llarg termini (Taules

4.2.1i 4.2.2). De manera instantania, la WUE va augmentar en resposta al CO, gracies a un
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increment de lafotosintesi i una disminucié de la conductancia estomatica. Pero també va fer-
ho a llarg termini a consequencia d'una gran davallada de la conductancia, malgrat
I’ aclimataci 6 fotosintética (Morison 1985, Drake et al. 1997, Saxe et al. 1998).

A Cycas revoluta la mesura del bescanvi de gasos de la capcada va posar de manifest una
resposta a CO, elevat molt diferent a Chamaerops humilis. Els cicles diaris de fotosintesi
mesurats a 25°C (Fig. 4.2.4 i Taula 4.2.3) van ser totalment consistents amb les dades
obtingudes a escala de fulla amb el Li-Cor 6400 (Fig. 4.2.27 i Taula 4.2.6). Es a dir, no
s observa una down-regulation de la taxa de fotosintesi, ja que les cinétiques diaries
d assimilacié van ser iguals entre tractaments (A i E), tant a 400 com a 800 ppm de CO.,. En
canvi, sorprenentment, la taxa de fotosintesi de la capcada de les plantes E a 35°C va patir una
disminucio en relacié ales plantes A, les quals van mostrar una important down-regulation de
la fotosintes per efecte indirecte del CO, a temperatura elevada (Fig. 4.2.4 i Taula 4.2.4).
Sembla ser que la possible redistribucié de nitrogen comentada anteriorment, va permetre
mantenir el nitrogen foliar (Taula 4.2.11) a uns nivells no limitants per Cycas revoluta a 25°C
(Zerihun et al. 2000). Pero, per contra, sota condicions més desfavorables per la Rubisco, com
una temperatura elevada, la reduccié de nitrogen foliar si que estaria produint una limitacio,
provocant una menor activitat de la Rubisco a les plantes E (Jacob et al. 1995, Rogers et al.
2001). Aguesta hipotesi esta reforcada pel fet que I’ increment de fotosintesi per efecte directe
del CO, va ser similar entre tractaments a 25°C, mentre que a 35°C, I’augment de CO, va
estimular més la fotosintesi de les plantes E respecte ales A (Taules 4.2.3 i 4.2.4). Aquesta
afirmacio es basa en les prediccions del model de resposta a la temperatura de I’ estimulacio
de la fotosintesi per CO, elevat, elaborat per Farquhar et al. (1980) i complementat per
Bernacchi et al. (2001, 2003; Fig. 5.2.1). De manera senzilla, el model pronostica un major
estimul de I’ efecte directe del CO, elevat sobre I’assimilacié en resposta a la temperatura
quan es déna una limitacié per Rubisco que quan la limitacio es troba a la regeneracio de la
RuBP. Aixi, I'increment és superior quan la Rubisco és limitant perqué I'elevat CO;
incrementa la velocitat de carboxilacié alhora que inhibeix competitivament |’ oxigenacié. En
canvi, quan limita la RuBP només el darrer factor augmenta la fotosintesi (Fig. 5.2.1). Per
tant, I” explicacié més probable de la disminucio fotosintética de les plantes E a 35°C seriauna
limitacio a nivell d activitat de la Rubisco. No obstant, queda per aclarir la causa concreta
d aquesta limitacié a temperatures elevades en plantes de Cycas revoluta aclimatades a CO,

elevat. Una possibilitat seria, a més d’'una quantitat inferior denzim, I’existencia de
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problemes d’ activacio a través de la Rubisco activasa (Portis 2003). Segons Crafts-Brandner i
Salvucci (2000) la disminucié de I’ activacié de la Rubisco a elevades temperatures es podria
donar per un elevat quocient ADP/ATP o bé per una taxa de desactivacié de la Rubisco
superior a la capacitat d activacié per la Rubisco activasa, encara que també podria ser a
causa d'una limitacio per utilitzacio de trioses fosfat (Sharkey 1989). Les corbes A/IPPFD de
la capcada concorden amb agquestes dades (Fig. 4.2.8), és adir, a 25°C laresposta alallum no

va presentar diferéncies entre tractaments, mentre que a 35°C va ser inferior a tractament E.
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Figura 5.2.1. Increment teoric de fotosintesi per efecte directe del CO, en
resposta a la temperatura segons una limitacio de la fotosintesi per activitat dela
Rubisco o per regeneracié de RuBP. S han representat els valors calculats per
Cycas revoluta (adaptat de Long et al. 2004).

A totes les condicions de temperaturai concentracié de CO,, laintegral diariad assimilacié i,
per tant, el balan¢ de carboni va ser molt superior a les plantes de Cycas revoluta crescudes a
CO; elevat (Fig. 4.2.5). Aixi a 25°C, sense una down-regulation de la fotosintes i una major
areafoliar, les plantes E practicament van duplicar el guany net de carboni diari respecte ales
plantes A (Taula4.2.3). A 35°C el balan¢ de carboni va ser favorable ales plantes crescudes a
CO; elevat, jaque ladisminucio de lafotosintesi observada ales plantes E va ser sobradament
compensada per I’augment acumulat d area foliar (Taula 4.2.4), un fenomen habitua en la
respostaa CO, a escalade canopy o ecosistema (Drake et al. 1997, Hamilton et al. 2001).
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L’ eficienciaen I’ is de I’ aigua (WUE) de Cycas revoluta a 25°C va augmentar a consequéncia
de I'increment de CO,, ja que a aquesta temperatura el comportament fotosintetic va ser molt
similar entre tractaments, mentre que la conductancia estomatica va ser inferior ales plantes E
(Taula 4.2.3, Morison et al. 1998). En canvi, a 35°C només hi ha diferéncies en la WUE si
comparem els tractaments a les respectives concentracions de CO, de creixement, és a dir
A400 contra E800 (Taula4.2.4).

5. 2. 3. RESPOSTA DE LA RESPIRACIO

S han utilitzat tres metodologies independents (electrode d’ O,, Li-Cor 6400 i cambres de la
capcada) per estudiar la respiracié. Ca remarcar que les dades obtingudes amb €ls diferents
equips ofereixen en conjunt uns resultats molt similars sobre |’ aclimatacié de la taxa de
respiracio.

Les mesures amb I’ eléctrode de Clark van permetre avaluar e funcionament de la cadena
respiratoriaatravés del consum d’' O,. Aixi, a Chamaerops humilis es va observar unalleugera
disminucioé (no significativa) del consum d' O, a les plantes crescudes a CO, elevat (Fig.
4.2.29B). En canvi, la reducci6 de respiracié observada a Cycas revoluta per efecte indirecte
del CO, elevat va ser molt superior (26%, Fig. 4.2.30B). Es van obtenir uns resultats molt
similars estudiant I’emissié de CO, de la fulla (Li-Cor 6400). Es a dir, Chamaerops humilis
va mostrar una lleugera reduccio (no significativa) de la respiracio (Fig. 4.2.29A), mentre
Cycas revoluta va disminuir a voltant del 20% (Fig. 4.2.30A). Per tant, e quocient
respiratori, que no va mostrar diferencies entre tractaments a cap de les dues especies, va ser
molt proper a 1, indicant que €l principal substrat respirat van ser els sucres (Figs. 4.2.29C i
4.2.30C, Tcherkez et al. 2003, Nogués et al. 2004).

Historicament, s’ havia acceptat que de manera general larespiracié es redueix a consequéncia
d un creixement a CO, elevat (Isdo i Kimball 1992, Azcdn-Bieto et al. 1994, Amthor 1997,
Drake et al. 1997, Curtis i Wang 1998, Norby et al. 1999). Pero, en estudis posteriors s ha
demostrat que artefactes amb la [CO,] de mesura havien provocat, en molts casos, una
subestima de la respiracio a elevat CO, (Jahnke i Krewitt 2002, Ponsi Welschen 2002, Davey
et al. 2004). Per aix0, actualment s accepta que |’ efecte del CO, sobre la respiracio depen de
cada especie i que, per tant, la taxa de respiracid pot disminuir, mantenir-se o fins i tot
augmentar en resposta al CO, (Amthor 2000, Davey et al. 2004, Gonzalez-Meler et al. 2004).
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Per tant, no és un fet extraordinari que s hagi donat una aclimatacié a la baixa de la taxa de

respiracié a Cycas revoluta, mentre que practicament s hagi mantingut a Chamaerops humilis.

A moltes especies, la reduccié de la respiracié en plantes crescudes a CO, elevat esta molt
relacionada amb un descens del contingut en nitrogen (Tjoelker et al. 1999). Aixi, la
disminucio del contingut en nitrogen (Taules 4.2.11) hauria provocat una reduccio de la taxa
de respiracié a Cycas revoluta. A Chamaerops humilis el descens de nitrogen no va ser tan
acusat (Taula4.2.8), i per tant lataxa de respiracio s hauria reduit en menor grau, sense donar
diferencies significatives. D’aguesta manera, en teixits amb baix nitrogen s espera una
reduccio en larespiracio de manteniment a causa d’ una menor renovacio proteica, pero tambée
una disminucié en la respiracio de creixement a causa dels menors costos de construccié que
suposa una inferior sintesi proteica (Amthor 1989, Wullschleger et al. 1995, Poorter et al.
1997, van lersel 2003). També cal tenir en compte que es podrien produir alteracions en la
respiracio per efecte del CO, sense que lataxa global es veiés afectada. Un exemple seria una
variacio en les proporcions de via citocromica i aternativa (Ribas-Carbd et al. 1995). En
aquest sentit, alguns estudis amb isotops estables d’ oxigen han mostrat que una reducci6 de la
via citocromica per efecte indirecte del CO, elevat pot ser compensada per una estimulacio de
I"activitat de la via alternativa, la qual cosa comportaria alteracions en |’ eficiencia

respiratoria, pero sense canvis importants en lataxa global (Gonzalez-Meler i Taneva 2005).

Amb les cambres de bescanvi de gasos es van caracteritzar els efectes directesi indirectes del
CO, €elevat, en interaccio amb la temperatura, sobre la respiracid mitocondrial (Rp) del
conjunt del canopy a llarg de tota la nit. No es va observar a cap de les dues especies un
efecte directe rellevant del CO, elevat sobre larespiracio. Es adir, dintre de cada tractament i
temperatura, la taxa obtinguda a 400 ppm de CO, va ser similar a la mesurada a 800 ppm
(Taules4.2.1, 4.2.2, 4.2.3i 4.2.4). MUltiples estudis havien descrit una important reducci6 de
la respiraci0 a consequéencia d'un efecte directe del CO,, per0 com sha comentat
anteriorment, a molts d'ells les diferencies eren degudes a artefactes en la mesura (Jahnke i
Krewitt 2002, Pons i Welschen 2002, Davey et al. 2004). Per aix0, malgrat que esta acceptada
una reduccio de I’ activitat enzimatica a nivell respiratori per efecte directe del CO, elevat
(Gonzalez-Meler et al. 1996), actualment S assumeix que no és massa important a nivell de
teixit o de planta (Gonzalez-Meler i Siedow 1999, Atkin i Tjoelker 2003, Davey et al. 2004,
Gonzalez-Méeler i Taneva 2005).
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En relacio a I’ efecte indirecte del CO,, les mesures realitzades amb les cambres a 25°C van
mostrar uns resultats consistents amb els obtinguts mitjancant I’eléctrode d'O, i & Li-Cor
6400. Es a dir, a Chamaerops humilis es va donar una |leugera reduccio de la respiracié ales
plantes E (14%, Taula 4.2.1), mentre que a Cycas revoluta va ser molt més important (33%,
Taula4.2.2). Les mesures a 35°C reflecteixen una clara estimulacio de larespiracio per efecte
de la temperatura® (Amthor 1989, Atkin i Tjoelker 2003, Bunce 2004). Per aixd, en
incrementar |es taxes també van augmentar |es diferéncies absolutes entre tractaments (Taules
4.2.2i 4.2.4). D’ aguesta manera, a Chamaerops humilis es va donar una reduccio significativa
de larespiracio per efecte indirecte del CO, elevat només a 35°C. Sembla que la clau estaria a
la reduccio del nitrogen, que a temperatura elevada provocaria sobretot una disminucio de la
respiracié de manteniment (Amthor 1989, Wullschleger et al. 1995, Poorter et al. 1997, van
lersel 2003), ja que a 35°C no augmenta el creixement d’ aguesta espécie.

La integral diaria de respiracié en ambdues espécies va estar condicionada de manera més
important per la quantitat de biomassa que per la taxa especifica de respiracio (Reich et al.
2006). Aixi, les plantes crescudes a CO, elevat respiren més, en termes absoluts, que les
plantes A (Taules4.2.1, 4.2.2, 4.2.3i 4.2.4).

Un altre fenomen interessant és la variacio de la taxa de respiracio a llarg de la nit. A I'inici
del periode de foscor es van observar taxes més elevades, que van anar disminuint suament
durant la nit (Fig. 4.2.1 i 4.2.4). Es un fet bastant descrit i relacionat amb una quantitat
superior de carbohidrats no estructurals a I'inici de la nit generats durant el periode
fotosintétic. EI consum de sucres a llarg de la nit aniria disminuint la quantitat de substrat
disponible per la respiracio (Azcon-Bieto i Osmond 1983, Amthor 1989, Tcherkez et al.
2003, Davey et al. 2004).

Amb les cambres, també es va estimar |a taxa de respiracio mitocondrial alallum (R.). Les
dades mostren valors de R. molt inferiors respecte a la taxa de respiracio a la foscor (Rp),
posant de manifest una clara inhibicio de la respiracio per efecte de la llum (Figs. 4.2.10 i
4.2.13). Aquest fenomen ha estat descrit préviament en multiples ocasions i es considera
bastant acceptat (Kok 1948, Laisk 1977, Kromer 1995, Atkin et al. 2000, Tcherkez et al.
2005). En funcio de I’ espéecie, la inhibicio de la respiracio per efecte de la llum pot oscil -lar

entre un 0 i un 70% (Peisker i Apel 2001) i és provocada per una reduccio tant a nivell de la

3 El Qqo va ser de 1.86 a Chamaerops humilisi 1.67 a Cycas revoluta (dades no mostrades).
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glucolisi com del cicle de Krebs (Kromer 1995, Atkin et al. 2000). Tcherkez et al. (2005) van
quantificar, mitjancant técniques de marcatge isotopic amb *2C / *C, que la disminucié de la
respiracié a la llum es deu principament a una inhibicié sobre el cicle de Krebs, que es
redueix en un 95%, mentre que €l principal enzim de la glucdlisi regulat per llum, la piruvat

deshidrogenasa (PDH), disminueix la seva activitat només en un 27%.

L’ efecte del CO, sobre la respiracio a la llum és forca desconegut, per aixo resulta molt
interessant avaluar-lo. En el cas de Chamaerops humilis, lataxa de R no es va veure afectada
pel CO,, ni acurt ni allarg termini (Fig. 4.2.10). La temperatura va ser I’ tnic factor que va
aterar laR_ en aquesta espécie, d' igual manera als dos tractaments. Aixi, un augment de 10°C
practicament va duplicar la taxa de R. (Fig. 4.2.10). Es van observar certes diferencies a
causa del CO, en €l percentatge de respiracio activa en presencia de llum (R. / Rp). Les
plantes crescudes a CO, elevat van presentar un major R, / Rp, és a dir, una menor inhibicio
de la respiracio per efecte de la llum (Fig. 4.2.11). El mecanisme no esta clar, pero alguns
autors atribueixen aguest augment a la major demanda d’ esquelets de carboni que es déna
amb condicions d’alt CO, (Wang et al. 2001, Shapiro et al. 2004). Una altra possibilitat ,
postulada seria una disminucié de la fotorespiracio, que es considera un inhibidor de la
respiracio a la llum per dos motius. En primer lloc afectaria la glucdlisi, ja que e NHs,
subproducte de la descarboxilacié fotorespiratoria del glicolat, regula a la baixa la PDH
(Krémer 1995). En segon lloc, per inhibicié dels enzims del cicle de Krebs, a través d' uns
nivells elevats de NADH a mitocondri, causats per la descarboxilacié fotorespiratoria del
glicolat (Atkin et al. 2000).

A Cycas revoluta es va produir un efecte del CO, elevat tant a curt termini com a llarg
termini. Aixi, a 25°C la R_ va ser superior a 800 ppm que a 400 (Fig. 4.2.13), mentre que a
35°C no es va donar aquest efecte. L’ augment de la R, per efecte directe es podria justificar
per una disminucié de la fotorespiracié a elevat CO, (Kromer 1995, Atkin et al. 2000), aixi
com per una superior demanda d’ esquel ets carbonats (Wang et al. 2001, Shapiro et al. 2004).
No obstant, també esta descrita una disminucio de la R. en una atmosfera enriquida en CO,
(Pinelli i Loretto 2003), la qual cosa genera molts dubtes sobre I’ efecte directe del CO, en la
respiracio a la llum. En contraposicio, €l CO, elevat va mostrar un efecte indirecte negatiu
sobre la R, no descrit anteriorment a la literatura. Es adir, es va donar una down-regulation
delataxade R. ales plantes E (Fig. 4.2.13). Pel que faalatemperatura, la taxa de respiracio
alallum va respondre positivament a un increment de 25 a 35°C (Fig. 4.2.13). El percentatge
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de respiracio activa a lallum de Cycas revoluta (31-45%) va ser bastant baix (Peisker i Apel
2001), molt inferior al de Chamaerops humilis (52-60%).

En definitiva, sembla que I’ efecte indirecte del CO, sobre la respiracié mitocondrial alallum
(RL) esta molt Iligat a la resposta de la respiracio ala foscor (Rp), segurament a través d’ una
limitacio per nitrogen. Aixi, a Chamaerops humilis, especie en que no es va produir
practicament efecte del CO, sobre la Rp, tampoc se n’ observa sobre la R, mentre que en €l

cas de Cycas revoluta, es va produir una down-regulation tant de lataxade Rp com delaR,.

5. 2. 4. IMPLICACIONS SOBRE ELSPUNTS DE COMPENSACIO

Els punts de compensacié estan influenciats tant per la fotosintesi com per la respiracié. Per
aixo, I'estudi d’aguests parametres a diferents condicions ambientals permet integrar la
resposta conjunta dels dos processos. Per tant, poden ser indicadors molt atils alhora
d avaluar I’ aclimatacio per efecte del CO, elevat.

El punt de compensacioé luminic a Chamaerops humilis no es va veure afectat pel CO,, ni
directani indirectament (Fig. 4.2.15, Lewis et al. 1999). Aquesta espécie va patir una marcada
aclimatacio fotosintética a la baixa, mentre que la respiracié va disminuir Ileugerament, pero
de manera no significativa. Per aixo, sembla que el factor que més va influenciar el punt de
compensacio luminic va ser lataxa de respiracio, ja que petites disminucions respiratories van
poder compensar una gran davallada fotosintética. D’altra banda, € punt de compensacié
luminic es va veure modificat per la temperatura, de manera que a 35°C practicament es va
duplicar (Fig. 4.2.15). L’augment dels processos respiratoris i la disminucié fotosintética
associats a I’increment de temperatura van provocar que la fotosintesi necessités molts més
fotons per compensar la respiracio i la fotorespiracid. Aquest fet reforca la importancia dels

processos respiratoris sobre el punt de compensacio luminic en aguesta espécie.

A Cycas revoluta la taxa de respiracio mitocondrial va ser molt inferior a la de Chamaerops
humilisi, per aixo, en general, els punts de compensacié luminics van ser bastant més baixos
(Fig. 4.2.16). D’dtrabanda, €l creixement a CO, elevat va provocar una disminucié (32%) del
punt de compensacié de [lum a Cycas revoluta a una temperatura de 25°C (Fig. 4.2.16). A
aquesta temperatura, les plantes A i E es van comportar fotosintéticament de la mateixa

manera, per aixo, la reduccié en e punt de compensacio és deguda a un descens de la taxa
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respiratoria per efecte a llarg termini del CO, elevat (Zhao et al. 2004). En canvi a 35°C, €l
punt de compensacié és bastant superior a I'obtingut a 25°C, per0 sense diferéncies
significatives entre plantes A i E (Fig. 4.2.16). L’absencia d’ efecte ens esta indicant que la
reduccio fotosintética de les plantes E a Cycas revoluta a 35°C va ser molt important, jaque la

taxa de respiracio no va augmentar excessivament amb latemperatura (Taules 4.2.3 1 4.2.4).

El punt de compensacié de CO, (I') reflecteix clarament el fenomen de I'aclimatacié
fotosintética a Chamaerops humilis (Fig. 4.2.18). Aixi, augmenta per efecte indirecte del COs,
és adir, les plantes E necessiten una concentracié de CO, més elevada per a que I’ activitat de
la Rubisco sigui capag d’igualar els processos respiratoris (mitocondrial i fotorespiracio). El
fet que lataxa de respiracio de les plantes E va ser |leugerament inferior encarareforca mésla
hipotes d’'una baixa activitat de la Rubisco (Bowes 1993, Drake et al. 1997, Long et al.
2004). Aquests resultats coincideixen plenament amb els obtinguts a escala de fulla
mitjancant |I’andlisi de les corbes Alci (Taula 4.2.5). D’ dtra banda, I’ increment de temperatura
va provocar un augment del T", afectant per igual als dos tractaments. Per aix0, a 35°C sota
unes condicions més desfavorables i amb un increment de la respiracio i la fotorespiracio, la
Rubisco necessita més concentracio de substrat per compensar els processos respiratoris (Nie
et al. 1995, Nakano et al. 1997, Moore et al. 1999, Long et al. 2004).

De la mateixa manera, a Cycas revoluta, €l punt de compensacio de CO, (I') va estar molt
condicionat per |’ accio de la Rubisco. A 25°C no es van produir diferencies entre tractaments,
és a dir, no hi va haver efecte indirecte del CO,, ja que els dos tractaments van respondre
fotosintéticament de la mateixa manera a CO, (Fig. 4.2.20). A 35°C, logicament el punt de
compensacié de CO, va augmentar als dos tractaments. Pero, sorprenentment, les plantes E
van patir un increment del I' molt superior a de les plantes A. Per tant, a temperatura elevada
les plantes E van necessitar molt més CO, per aconseguir que la Rubisco treballés al mateix
ritme que les plantes A, posant de manifest menor activitat fotosintética a temperatures
elevades causada per una aclimatacié a CO, elevat (Ainsworth et al. 2003).

L es corbes de resposta de la fotosintesi alatemperatura realitzades a Chamaerops humilis van
permetre obtenir |’ Optim térmic i el punt de compensacio (Fig. 4.2.21). Pel quefaal’ optim, es
pot observar un petit increment a causa d' un efecte directe del CO, elevat, i una lleugera
reduccio per efecte indirecte. El punt de compensacio termic va ser inferior a les plantes

crescudes a CO, elevat, a causa de la down-regulation de la fotosintesi (Fig. 4.2.22). En canvi,
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un increment instantani de la [CO,] va augmentar la temperatura a que es va anul-lar la

fotosintesi, en la mateixa proporcio as dos tractaments (A i E).

A Cycas revoluta la corba de resposta de la fotosintes a la temperatura mostra com a
temperatures inferiors a I’ optim no hi ha diferencies entre tractaments (A i E, Fig. 4.2.23).
Pero a partir dels 30°C, les plantes E van mostrar una gran sensibilitat a I’increment de
temperatura i, fins i tot a una concentracio de 800 ppm de CO,, la seva fotosintesi va
disminuir molt més rapidament que a les plantes A a 400 ppm. Per aix0, € punt de
compensacié termic va ser diferent entre tractaments (Fig. 4.2.24). Les plantes crescudes a
CO, ambiental van tenir un punt de compensacio térmic més alt que les plantes E. Pero amés,
a les plantes A, una concentracio de 800 ppm de CO, encara va augmentar de manera
significativa la temperatura de compensacié. En canvi, sorprenentment, a les plantes E més
enlla dels 38°C es va perdre I’ efecte directe i positiu del CO, sobre la fotosintesi. Per aixo, €l
punt de compensacio térmic a les plantes E va ser igual a 400 que a 800 ppm de CO, (Fig.
4.2.24). Aquesta manca de resposta positiva de la fotosintesi a 800 ppm €és un resultat
interessant, que suggereix |’ existéncia de problemes d’ activaci6 associada a la menor activitat
de la Rubisco observada a elevades temperatures en plantes de Cycas revoluta aclimatades a
CO; elevat (Farquhar et al. 1980, Bernacchi et al. 2001, Bernacchi et al. 2003, Long et al.
2004). En cas de produir-se, aguests problemes en |’ activacio s afegirien als produits per una
disminucié de la quantitat d’enzim, tal i com indicava la disminucié de nitrogen (Taula
4.2.11). Magrat que €ls resultats son molt preliminars, indicarien que de no existir aquests
problemes d’ activacio, la Rubisco present, amb independencia de la seva concentracio, hauria
de respondre positivament a un increment de la concentracié de CO, (Farquhar et al. 1980,
Bernacchi et al. 2001, Bernacchi et al. 2003). Els resultats obtinguts obren la possibilitat a
futurs experiments per aclarir quins mecanismes estan implicats en aguesta disminucio
d activitat de la Rubisco.

161



Discussio

5.3. RESPOSTA DE LA PRODUCCIO DE BIOMASSA AL CO, ELEVAT

Chamaerops humilis i Cycas revoluta son dues especies de creixement molt lent. Per aixo va
resultar molt interessant sotmetre-les a una elevada concentracié atmosférica de CO; per tal
d estudiar la resposta de la produccié de biomassa enfront d’ aquest estimul pel creixement.
Aixi, en general, € creixement d’ ambdues espéecies es va veure estimulat per una exposicio a
mig i llarg termini a elevat CO,. No obstant, I’andlisi de la producci6 de biomassa va revelar
fortes diferencies entre especies, tant en la cinética intrinseca de creixement com en les

caracteristiques de larespostaa CO, elevat.

Als5 mesos d' aplicacio, el CO, elevat va produir un increment de biomassa bastant similar en
ambdues especies, 25% a Chamaerops humilis i 23% a Cycas revoluta (Figs. 4.1.1 1 4.1.2).
Molts estudis coincideixen amb aguest augment del creixement pel CO, elevat (Drake et al.
1997, Long et al. 2004, Nowak et al. 2004). Després d’una exposicio a llarg termini (20
mesos), el CO, elevat vaincrementar notablement la millora sobre la produccio (Figs. 4.1.1 i
4.1.2), encara que de manera molt superior a Cycas revoluta (152%) respecte a Chamaerops
humilis (81%). Esta ampliament acceptat que la principal causa de I’ estimul del CO, elevat
sobre €l creixement és un augment directe de la fotosintesi (Long 1991, Drake et al. 1997,
Long et al. 2004, Nowak et al. 2004). Aquesta afirmacio es veu confirmada observant les
dades de bescanvi de gasos, les quals van mostrar en ambdues espéecies un increment de la
fotosintesi per efecte directe del CO,, tant per unitat d’ area foliar (Fig. 4.2.25i 4.2.27) com a
escala de planta (Fig. 4.2.1 1 4.2.4). L’acumulacio progressiva de biomassa i un efecte de
retroalimentacio positivade I’ areafoliar sobre lafotosintes justifiquen que s amplifiquin amb
el temps les diferencies de biomassa entre les plantes crescudes a CO, elevat i ambiental
(Jones 1992, Lloyd i Farguhar 1996, Norby et al. 1999, Larcher 2003, Davey et al. 2006). Ara
bé, el fet que I’augment de biomassa entre espécies fos igual als 5 mesos i molt diferent as
20, posa de manifest laimplicacio d’ algun atre mecanisme que modifica e comportament a

[larg termini.

En aquest sentit, la regulacié fotosintética a la baixa en resposta a CO, elevat observada a
Chamaerops humilis seria un fenomen que explicaria consistentment aquests resultats de
biomassa. Aixi, la clau de la millora productiva en aguesta especie es trobaria en
I” aprofitament dels beneficis del CO, elevat durant els primers mesos de tractament, en

abséncia d’'aclimatacié fotosintética (Norby et al. 1999). A les etapes posteriors, es va

162



Discussio

continuar donant un efecte positiu del CO, sobre € creixement, ja que les plantes E van
presentar una integral de fotosintesi diaria per planta superior, perd només a conseguencia
d una major area foliar. Per aix0, €l BER (estimul del CO, elevat sobre la produccié de
biomassa) va reduir la seva velocitat d’'increment a partir del nové mes, tal i com mostra
clarament la figura 4.1.7, a causa de I’ aclimataci6 fotosintética (Norby et al. 1999, Poorter i
Pérez-Soba 2001, Ainsworth et al. 2002). Aquest fenomen d’ alentiment també es veu reflectit
al RGR (Taula 4.1.4), que va disminuir en ambdds tractaments als 20 mesos en relacio als 5,
encara que de manera molt més important a les plantes E. Malgrat aixo, finsi tot a fina de
I’ experiment, el RGR de les plantes crescudes a CO, elevat va ser superior a de les plantes A,
mostrant una relacié positiva amb |a taxa de fotosintesi per area (Poorter i Navas 2003), més

elevada ales plantes E a 800 ppm que la de les plantes A a 400 ppm.

A Cycas revoluta, en canvi, la down-regulation de la fotosintesi per efecte del CO, elevat no
és gens clara. Aixi, la resposta fotosintética només sembla veure's regulada a la baixa en
condicions desfavorables de temperatura (Fig. 4.2.4). Diversos estudis confirmen I’ existencia
d espécies que no han presentat una aclimatacié fotosintética a la baixa pel CO, eevat
(Bartak et al. 1999, Davey et al. 2006). Després de 20 mesos, la fotosintesi per area mesurada
a les respectives concentracions de CO, de creixement (E800 contra A400) va ser superior a
les plantes E en relacid a les plantes A sempre que |a temperatura va ser inferior a 36°C (Fig.
4.2.23). A més amés, com que les plantes crescudes a CO; elevat van presentar més del doble
d area foliar, I'assimilacié diaria per planta, |6gicament, va augmentar molt a consequiencia
del CO; elevat (EB00 contra A400). Aixi, a 25°C va augmentar un 128% mentre que a 35°C
un 116% (Taules 4.2.3 i 4.2.4). El progressiu augment d’ area foliar associat a I’ absencia
general d’aclimataci6 fotosintética al CO, expliquen la cinética de creixement a llarg termini
(Cdfapietra et al. 2001, Davey et al. 2006). Per aix0, a Cycas revoluta el BER va mantenir
unataxad'increment constant al llarg dels 20 mesos d’ experiment (Fig. 4.1.7, Poorter i Pérez-
Soba 2001). El RGR a Cycas revoluta també va disminuir amb el temps, pero, a diferencia de
Chamaerops, la disminuci6 va ser superior ales plantes A, mostrant un clar efecte positiu del

CO, sobre el creixement després de 20 mesos.

Larespiracio és un peca clau del metabolisme vegetal, per aixo I’ efecte del CO, elevat sobre
aquest procés pot tenir un impacte molt rellevant sobre el balanc de carboni de la planta
(Azcon-Bieto et al. 1994, Drake et al. 1999, Gonzaez-Meler i Taneva 2005). En aquest sentit,

ladisminucié de la respiracio observada a Cycas revoluta en resposta al CO, hauria contribuit
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aincrementar el guany net de carboni diari de les plantes E (Taules 4.2.3 1 4.2.4), € qual es
podria haver traduit en un augment del creixement (van lersel 2003, Gifford 2003). En canvi,
la manca d’'una aclimatacié a la baixa de la taxa respiratoria a Chamaerops humilis hauria
provocat que el principal efecte sobre el creixement fos degut a la resposta fotosintética
(Gifford 2003).

D’ altrabanda, unaandlis bastant exhaustiva de la produccié de biomassa va oferir informacié
addicional sobre els fenomens anteriorment descrits. Aixi, I'increment de biomassa observat a
Chamaerops humilis després de 5 mesos de CO, elevat, va ser degut a un increment del pes
sec de fullesi d'arrels (Fig. 4.1.1). L’augment de biomassa foliar va ser moderat i provocat
exclusivament per un increment del pes especific foliar (SLW, Pearcy i Bjérkman 1983, Long
et al. 2004) i no d'area (Taula4.1.1). En canvi, les arrels van ser |’ organ amb |’ increment més
important de biomassa per efecte del CO, (BassiriRad et al. 1997, Will i Teskey 1997, Nowak
et al. 2004). Aixi, e CO, elevat va alterar les relacions de biomassa entre fraccions, de
manera que va augmentar el RWR (relacio de pes radicular) i el Root / Shoot (Bazzaz et al.
1993, Callaway et al. 1994, BassiriRad et al. 1997, Will i Teskey 1997). Als 20 mesos, en
canvi, no es van observar diferencies entre tractaments pel que fa al repartiment de biomassa
entre els organs de la planta (Taula 4.1.1), pero a totes les fraccions estudiades el pes sec va
ser superior a les plantes E. EI SLW va presentar valors molt alts, posant de manifest uns
elevats costos de construccio i va ser [leugerament superior a les plantes E. Aquestes dades
suggereixen gue I'increment de biomassa ocasionat per una superior fotosintesi a CO, elevat
es va acumular transitoriament a les fulles i les arrels que, posteriorment, es va repartir

homogeniament entre tots els organs.

A Cycas revoluta, també s observa als 5 mesos un repartiment desigual de I'increment de
matéria seca que va ocasionar €l CO, elevat entre els diferents organs. Aixi, les plantes E
nomes van mostrar una superior biomassa a tronc i a les arrels gruixudes, encara que sense
produir-se en cap modificacio as index de repartiment de biomassa (Taula 4.1.2). En aguest
punt de mesura, es va estudiar € creixement foliar d’ aguesta espécie (Taula 4.1.3). Aquest
creixement es va donar només per aparicio de noves fulles i no per expansio de les ja
existents. Aixi, durant 5 mesos les fulles velles no van mostrar practicament creixement, ni en
pes sec ni en area foliar (Taula 4.1.3). A meés, les fulles noves van aparéixer pocs dies abans
del mostreig, van brotar totes a la vegada i es van desenvolupar molt rapidament. L’ Unica

variacio entre tractaments que es va produir a les fulles, es va donar a les fulles noves, que
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van tenir un major pes especific foliar (SLW) a les plantes crescudes a CO;, elevat (Pearcy |
Bjorkman 1983, Long et al. 2004). De la mateixa manera que a Chamaerops, als 20 mesos €l
CO; elevat va incrementar el pes sec de tots els organs de Cycas revoluta, pero sense afectar
la particié de biomassa entre les diferents fraccions vegetals (Davey et al. 2006). Aixi, en
aquesta especie |’augment de fotosintesi associat al CO, elevat no va comportar canvis de
biomassa foliar a curt termini, pero si en altres organs. Aquestes dades i €l fet que a llarg
termini les fulles manifestessin un increment del creixement indicarien que gran part del
carboni assimilat per les fulles és exportat a altres organs, i que posteriorment seria utilitzat

per laformacio de noves fulles.

Dintre del rang de productivitat vegetal, Chamaerops humilisi Cycas revoluta tenen taxes de
creixement similar, i com s ha dit anteriorment, es poden considerar plantes de creixement
molt lent (Poorter 1998). No obstant, la cinética de creixement que van mostrar al llarg de
I’experiment va ser molt diferent. A Chamaerops humilis I'increment de biomassa va ser
progressiu i constant (Fig. 4.1.5). En canvi, Cycas revoluta va mostrar un creixement
discontinu, a polsos. Aixi, a la figura 4.1.6 es pot observar com durant €ls primers 6 mesos
d experiment es van donar 2 periodes d’' acceleracié i desacceleracié del creixement. Aquests
patrons de creixement s gusten a les dues estrategies definides per Kérner (1999) en plantes
alpines. espéecies de creixement continu (continous growth plants) i espécies de creixement a
polsos (pulsed growth plants). Aixi, en I’ambit de les plantes de creixement lent de I’ area
mediterrania també apareixen aquestes estratégies adaptatives. Per tant, resulten dues

possibilitats conservadores que els permetrien créixer d’ una manera segura.

L’estimul del CO, elevat sobre la produccié de biomassa (BER) va mostrar una relacié
negativa amb |a taxa de creixement relatiu (RGR, Fig. 4.1.8). Es adir, les plantes que més van
respondre a CO, van ser les plantes de menor creixement. Aquest fenomen es va donar tant a
nivell interespecific com a nivell intraespecific. Comparant entre especies, a Cycas revoluta,
amb un RGR inferior, la producci6 de biomassa es va veure més estimulada pel CO, elevat
gue a Chamaerops humilis. Aquesta relacio interespecifica ha estat descrita previament (Biel
et al. 2003) i podria indicar que les especies de menor creixement tindrien menys problemes
per gestionar |’aport extra de biomassa que genera e CO, elevat i aixi poder evitar
I” aclimataci 6 fotosintética (Davey et al. 2006). En canvi, atres estudis amb un rang més ampli
de RGR, que inclouen especies de creixement rapid, mostren una relacié positiva entre €l
RGR i el BER (Poorter i Pérez-Soba 2001). Pel que fa a |’ efecte intraespecific, sembla molt
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relacionat amb |’ edat. Aixi, les plantes més joves presentarien molta més predisposicio al
creixement i, per tant, tindrien un RGR més elevat i una superior capacitat de respostaa CO,

elevat, que s anirien perdent amb el temps (Poorter i Pérez-Soba 2002).

Finament, cal fer referéncia a les baixes taxes de creixement obtingudes a Chamaerops
humilis i Cycas revoluta. Tot apunta a qué les causes daquest comportament son
intrinseques. Aixi, a partir del conjunt de mesures redlitzades, e creixement molt lent
d ambdues espécies es podria justificar per unes baixes taxes de fotosintesi, fins i tot sota
condicions optimes, aixi com per uns costos de construccié molt elevats (Lloyd i Farquhar
1996, Poorter et al. 1997, Poorter i Pérez-Soba 2001).
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5.4. GESTIO DEL CARBONI ASSIMILAT EN PLANTESDE CREIXEMENT LENT

Durant tot € periode de cultiu a hivernacle (20 mesos), les plantes dels diferents tractaments
(A i E) van estar exposades a aires amb una composicié isotopica del carboni (5'°C) diferent
(Taula 4.3.1). Aixi, la5™C de I’aire del modul ambiental va ser de -14.0%0 mentre que la de
I’elevat va ser de -19.2%o. Per tant, durant |’ experiment les plantes de cada tractament van
assimilar un aire amb una signatura isotopica diferent. Com s ha comentat a |’ apartat 5.1, les
dades de discriminaci6 isotopica del carboni mesurada on line (Ao, Fig. 4.3.4) mostren que hi
va haver fraccionament isotopic durant I’assimilacié de CO,. Dintre de cada espécie, €ls dos
tractaments es van tenir una discriminacié isotopica similar, és a dir, no van discernir de
diferent manera respecte a CO, que assimilaven. La manca de diferéncies entre tractaments
sembla logica, ja que esta descrit un manteniment del quocient del ci/c, en una atmosfera amb
CO; elevat (Evans et al. 1986, Mott 1988, Drake et al. 1997, Long et al. 2004). Per aixo, al
modul elevat, que va tenir una 5*°C de I’ aire modificada, la incorporacié de CO, va provocar

un marcatge isotopic delsteixits de les plantes E.

A conseqgliencia d aquesta discriminaci6, la composicio isotopica del carboni de la matéria
organica (5*Cwor) va presentar valors empobrits en *C respecte a I'aire de creixement
(Taules 4.3.21 4.3.3). A les plantes crescudes a CO, elevat, és a dir, les sotmeses al marcatge
isotopic de llarga durada, la §*Cyor va estar més empobrida que a les plantes A, perd no tant
com caldria esperar tenint en compte la §°C de I'aire de creixement (-19.2%0) i la
discriminacio isotopica mesurada on line (Ao). Aixi, a Chamaerops humilis com la A, va ser
de 15.2%o, S esperaria una 5*Cyor a les plantes marcades s aproximés -34.4%o, mentre a
Cycas revoluta (Ao = 14.1%o0) hauria de ser de -33.3%o, en €l cas que tot e carboni fos de nova
assimilacié. Per tant, aquest empobriment inferior a maxim esperat va ser degut a la
preséncia de carboni antic, és a dir, present als teixits de les plantes abans de I'inici del
marcatge i no tan empobrit, ja que la §*°C de I’aire ambiental va ser de -14.0%0 (Tcherkez et
al. 2003, Nogués et al. 2004).

L’'andlisi de la 8*Cyor de les diferents fraccions va permetre estudiar e repartiment del
carboni assimilat per les fulles entre els diferents organs de la planta. Aixi, després de 5 mesos
a Chamaerops humilis e carboni marcat (més negatiu) va apareixer clarament a totes les
fraccions, perd sobretot a les arrels (Taula 4.3.2). Per tant, es reafirma la hipotes que les

arrels son un important sink del carboni assimilat per les fulles, ja que van registrar el major
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creixement i e major canvi de 8 °Cyior (Kouchi i Yoneyama 1984, Maillard et al. 1994,
Badeck et al. 2005). Als 20 mesos, les 8**Cyior es van mantenir, indicant que a la llarga e
repartiment de la biomassa va ser uniforme. A Cycas revoluta €s resultats son també
interessants, ja que €l marcatge no es va produir per igual atots els organs (Taula4.3.3). Als5
mesos, la 5*Cuor de les fulles velles de les plantes E practicament no va variar en relacié a
les plantes no marcades, mostrant, per tant, una molt petita quantitat de carboni nou en
aguests teixits. La resta de fraccions van presentar un marcatge superior, especiament els
troncs i les fulles noves (aparegudes en bloc pocs dies abans del mostreig). Aquestes dades
semblen confirmar que en aguesta espécie e carboni assimilat per les fulles s exporta
majoritariament a altres organs, especialment el tronc, i que posteriorment aquest carboni és
remobilitzat per la formacié de noves fulles (Cliquet et al. 1990b). D’altra banda, € fort
increment de biomassa de les arrels gruixudes i e canvi molt lent de §**Cyior suggereix que
serien un important pool de reserva de carboni amb una baixa taxa de renovacio (Cliquet et al.
1990a). Als 20 mesos, la major part de pes sec foliar va correspondre a biomassa de nova
formacié, la qual cosa explica el valor de §*Cyor observat (Taula 4.3.3). Per tant, les dades
de biomassa i de §**Cyor apunten que a llarg termini el repartiment del carboni nou es déna

de manera uniforme entre els diferents organs.

Mitjancant € marcatge de curta durada es va estudiar |’ assimilacié del carboni per les fulles,
aixi com I’acumulacié en els teixits foliars. Tal i com s ha explicat anteriorment, en ambdues
espécies la 8**Cyior de les fulles abans del marcatge de curta durada va presentar diferéncies
entre tractaments (A i E) a conseqiiencia del marcatge de llarga durada (Figs. 4.3.5i 4.3.6). A
Chamaerops humilis, es va produir un gran canvi en la §"*Cyor de les fulles de les plantes A
després de 4 dies de marcatge. Aixi, € carboni assimilat durant el marcatge, quantificat amb
les cambres de bescanvi gasos, va romandre temporament a les fulles, ja que després de 30
dies de desmarcatge, la practicatotalitat d’ aquest carboni va deixar d estar present alesfulles.
Per tant, sembla que les fulles de Chamaerops humilis sén un organ on s acumula de manera
molt important el carboni recentment assimilat, i pel que indiquen les dades de desmarcatge,
seria de manera transitoria. D’atra banda, a Cycas revoluta, es va donar una abséncia de
marcatge ales fulles de les plantes A al final del periode de marcatge (Fig. 4.3.6), finsi tot en
duplicar la durada (8 dies), la qual cosa confirma que e carboni assimilat per les fulles no

s acumulariaacurt termini en aquests teixits.
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Els fotoassimilats produits durant I'assimilaci6 del carboni a les fulles poden seguir
principalment tres camins: ser respirats, emmagatzemar-se o bé ser exportats a altres organs
(Cliquet et al. 1990a). En aquest context, el marcatge isotopic va permetre estudiar la
respiracio del carboni recentment assimilat per les fulles, I'acumulacié de carboni nou i

I’ exportacio a altres organs.

Abans del marcatge curt, la §**C del CO, respirat de les plantes no marcades (A) tant a
Chamaerops humilis com a Cycas revoluta va estar enriquida en *C en relacié a la §%*Cuor
de lesfulles. Per tant, es va observar una discriminacio isotopica del carboni positivadurant la
respiracio a voltant del +6%0 (Figs. 4.3.5, 4.3.6, 4.3.7 i 4.3.8, Ghashghaie et al. 2003,
Tcherkez et al. 2003, Nogués et al. 2004). Recentment s ha descrit aquest fenomen a diverses
espécies de plantes Cs, tant herbacies com arbustives i arbories (Xu et al. 2004), pero és la
primera vegada que s observa aquest fenomen en gimnospermes (Cycas revoluta). Tcherkez
et al. (2003) van proposar que la discriminacio isotopica durant la respiracio pot ser explicada
per diferents motius. En primer lloc, per la naturalesa quimica del substrat utilitzat per la
respiracié (sucres, acids organics, lipids o proteines). Per exemple, quan es respiren
exclusivament sucres la composicié isotopica del CO, respirat es troba a voltant -20%o,
mentre que en el cas dels lipids la §**C del CO, respirat disminueix fins a -30%. (Duranceau
et al. 1999). En segon lloc, s ha postulat una discriminacio d’alguns enzims implicats en la
respiracio, com la piruvat deshidrogenasa (PDH, De Niro i Epstein 1977). | finalment, a causa
d'una distribucié no uniforme del **C en la molécula de glucosa, és a dir, € *C és més
abundant ales posicions 3 i 4 de |les hexoses, diana de trencament de la PDH (Tcherkez et al.
2003). D’altra banda, la §*°C del CO, respirat obtinguda aixi com un valor de quocient
respiratori (RQ) proper a1l van indicar que els sucres van ser € substrat principal utilitzat per

larespiracio en aquestes especies (Tcherkez et al. 2003; Nogués et al. 2004).

També es va estudiar la participacio del carboni recentment assimilat (nou) en la respiracio en
contraposicio al present previament als teixits de la planta (vell). Aquesta qlestio es va
abordar mitjancant la utilitzacio d'isotops estables de carboni com a tracadors. Per a aguest
efecte es van subministrar a les plantes uns 400 mmol C m? amb una §**C empobrida en
relacio a I’aire ambiental (-22.9%o). L’empobriment en la 3C del CO, respirat després
d aquest marcatge va indicar que el carboni assimilat recentment va estar implicat a la
respiracio (Figs. 4.3.7 i 4.3.8). No obstant aix0, aquestes figures mostren que en aquestes

especies la major part del carboni oxidat durant la respiracié va correspondre a carboni
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present als teixits previament al marcatge (carboni vell, Fig. 4.3.9). Aixi, € % de carboni nou
present a la respiracio va ser molt baix a Cycas revoluta (17%), perdo encara més baix a
Chamaerops humilis (7%), la qual cosa contrasta amb els resultats publicats fins ara en altres
especies vegetals com Phaoseolus vulgaris (50%, Nogués et al. 2004) o Fagus sylvatica
(58%, Nogués et al. 2006a).

El conjunt d aquests resultats suggereix que a la naturalesa podrien existir dos fisiotips
respiratoris ben diferenciats. En primer lloc tindriem unes plantes més conservadores, és a dir
que restringeixen la renovacio del pool respiratori i afavoreixen €l reciclatge de reserves, com
Chamaerops humilis i Cycas revoluta. Probablement, aquesta estratégia respiratoria mes
conservadora estigui relacionada amb els limitants ambientals. Aixi, ja que aguestes especies
de creixement lent no respiren immediatament |la mgjor part del carboni que han assimilat,
podrien ser anomenades “plantes de baixa renovacio respiratoria’. D’altra banda, altres
especies com Phaseolus vulgaris i Fagus sylvatica inverteixen més carboni nou en la
respiracio. Aquestes especies de creixement rapid, on a voltant del 50% del CO, respirat
prové del recentment assimilat, podrien denominar-se “plantes d'elevada renovacié
respiratoria’ (Nogués et al. 2006b). Evidentment, per validar aquesta hipotesi son necessaris

futurs experiments sobre la biodiversitat de la resposta de la respiracio vegetal .

A partir de la integracio de dades de biomassa, bescanvi de gasos i isotops estables s ha
elaborat un model de la gestié del carboni recentment assimilat a Chamaerops humilis (Fig.
5.4.1) i aCycasrevoluta (Fig. 5.4.2). Es tracta d’un model simplificat on es considera que tot
el carboni és assimilat per les fulles, i que aquest carboni es reparteix entre tres processos.
respiracio, acumulacio o exportacid. Les quantitats s han referit en base a carboni nou
assimilat (100%), de manera que s ha estimat €l percentatge de carboni nou que es destina a

cadascun dels tres processos.

La quantitat relativa de carboni recentment assimilat que es va consumir alarespiracio esva
calcular a partir de les dades d’assimilacio i respiracio, aixi com del percentatge de carboni
recentment assimilat present a la respiracio. Es a dir, en el cas de Chamaerops humilis, la
integral de carboni respirat va ser un 12% de I’ assimilat (Taula 4.2.1), mentre que Unicament
un 7% del carboni respirat provenia del recentment assimilat (Fig. 4.3.9). Per aix0, només al
voltant d'un 1% del carboni recentment assimilat (nou) es perd a través de la respiracio (Fig.

5.4.1). Fent els calculs de la mateixa manera, es va obtenir que a Cycas revoluta |’ emissio de
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carboni nou per la respiracié va ser inferior a 2% de I'assimilat (Fig. 5.4.2), ja que la
respiracio va suposar un 9% respecte a laintegral de fotosintesi (Taula4.2.3) i només un 17%

del CO; respirat va ser de recent assimilacio (Fig. 4.3.9).

L’ estimaci6 del percentatge de carboni recentment assimilat que s acumula a les fulles es va
realitzar a partir de les dades obtingudes als 5 mesos de biomassa i de 5**Cyor de les fulles,
aixi com dela A, i 1a8*C de|'aire de marcatge. En primer lloc es va calcular I’increment de
biomassa de la planta a tractament E durant els 5 mesos de marcatge (Taules 4.2.1 1 4.2.2),
valor que es va considerar proporcional ala quantitat de carboni assimilat durant el marcatge.
D’ atrabanda, esva calcular el percentatge de la biomassafoliar present als 5 mesos que esva
formar amb el carboni assimilat durant el marcatge. Es va obtenir aplicant una variant de

I’ equacio simplificada per Nogués et al. (2004) i descritaal’ apartat (3.7.2.4).

Ovor 1 — O,
% C nou fulles = 100-__MOTf “MOTb
8. —Ao —Oyorp

Ovor 1 - 8"Cmor de lesfulles de plantes E als 5 mesos de marcatge (%o, Taules 4.3.2i 4.3.3)
Svory: 0-Cuor delesfullesdelesplantes A als’5 mesos de cultiu (%o, Taules 4.3.2i 4.3.3)

S, 83C del CO, de’aire de marcatge (%o, Taula4.3.1)

Ao: discriminaci6 fotosintéticadel carboni mesurada on line (%o, Fig. 4.3.4)

A partir del pes sec de fulles del tractament E (PSfulles, Figs. 4.1.11 4.1.2) i € % de carboni
nou calculat, es va obtenir un valor absolut proporciona al carboni marcat acumulat a les
fulles. Aixi, e percentatge de carboni nou acumulat a les fulles durant el marcatge es va

obtenir de la seglient manera:

PS fulles-% C nou fulles
Increment biomassa

% C acumulat fulles=100-

A Chamaerops humilis, als 5 mesos, del total de carboni de la fulla aproximadament un 65%
va presentar marcatge. Per tant, el percentatge calculat de C acumulat a les fulles va ser del
31% (Fig. 5.4.1). A Cycas revoluta, la 8**Cyor de les fulles del tractament E practicament no

va presentar marcatge (Taula 4.3.3). Per aix0 només un 12% del carboni foliar va
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correspondre a carboni assimilat durant el marcatge, €l qual va representar Gnicament un 4%
del total assimilat (Fig. 5.4.2).

Finalment, el % de carboni exportat a altres organs es va estimar per la diferencia entre €l
total i el respirat més |’acumulat. Per ambdues especies I’ exportacio va ser € desti mgjoritari
del carboni recentment assimilat per les fulles. Aixi va ser un 68% a Chamaerops humilis
(Fig. 5.4.1) i un 94% a Cycasrevoluta (Fig. 5.4.2).

C nou
Assimilat Respirat
100% 1%
Acumulat
31%
Exportat
68%

Figura 5.4.1. Model de la gesti6 foliar del carboni recentment assimilat a Chamaerops
humilis. Del total de carboni assimilat per les fulles (100%), només un 1% és respirat, €l 31%

sacumulai el 68% restant s exporta cap a atres organs, principalment les arrels.
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C nou
Assimilacio Respirat
100% 204
_—
== Acumulat
4%
Exportat
94%

Figura 5.4.2. Model de la gestio foliar del carboni recentment assimilat a Cycas revoluta. Del
total de carboni assimilat per les fulles (100%), només un 2% és respirat, € 4% s acumulai el
94% restant s'exporta cap a altres organs, principalment a tronc i en menor mesura a les

arrels.

En conclusid, els resultats obtinguts suggereixen que en ambdues especies la gestié del
carboni assimilat per les fulles esta molt relacionada amb la resposta aclimatativa de la
fotosintesi a CO, elevat. Aixi, Chamaerops humilis, una especie que acumula carboni a les
fulles de manera important va presentar una aclimatacié ala baixa per |’ efecte del CO, elevat.
En canvi, Cycas revolta exporta a altres organs la gran majoria del carboni assimilat, la qual
cosa evitaria una acumulacio de fotoassimilats que podrien induir una possible aclimatacio

fotosintética
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6. CONCLUSIONS

1. L’andlisi conjunt de les dades de bescanvi de gasos, fluorescéncia de les clorofil -les,
isotops estables, microscopia i de biomassa indica que el metabolisme fotosintetic de

Chamaerops humilisi Cycas revoluta és del tipus Cs.

2. En ambdues especies, una exposicié a CO, elevat de llarga durada (20 mesos) va produir

unareducci6 significativade la densitat estomética, a voltant del 20%.

3. Chamaerops humilis va mostrar una marcada aclimatacio a la baixa de la fotosintes a
consequéncia del creixement durant 20 mesos a CO, elevat, reflectida en una menor
activitat in vivo de la Rubisco (V¢max), |a qual correlaciona amb una disminucié del

nitrogen foliar.

4. A Cycas revoluta, malgrat una disminucié de nitrogen a les fulles, no es va observar una
reduccio de la capacitat fotosintetica per efecte del CO, elevat a temperatures inferiors a
30°C. En canvi, la menor activitat fotosintéetica observada a temperatures elevades en
plantes crescudes a alt CO, podria ser causada per una quantitat limitant de Rubisco i/o0

unadisminucio de |’ estat d activacio a elevades temperatures.

5. No esvaobservar un efecte directe del CO, sobre la taxa de respiracié ala foscor (Rp) a
cap de les dues especies. A llarg termini, |a taxa respiratoria de Chamaerops humilis no es
va veure practicament afectada pel CO, elevat, mentre que a Cycas revoluta es va reduir

significativament.

6. L’efecte a llarg termini del CO, elevat sobre la respiracié mitocondrial a la llum (Ry)
coincideix amb la resposta de la respiracio a la foscor (Rp). Aixi, a Chamaerops humilis,
no es va produir efecte del CO, sobre la R, mentre que en €l cas de Cycas revoluta, es va

produir una aclimatacio alabaixatant de lataxade Rp comdelaR,.

7. Els punts de compensacio (llum, CO, i temperatura) van experimentar importants
variacions en plantes crescudes a CO; elevat, reflectint la resposta aclimatativa de la

fotosintesi i larespiracié en ambdues espécies.
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10.

11.

12.

13.

14.

El CO, elevat va estimular de manera molt important la produccié de biomassa d’ ambdues
espécies a través d'un increment en el guany net de carboni per planta. La inferior
resposta al CO, del creixement de Chamaerops humilis (81%) respecte a Cycas revoluta
(152%) pot estar relacionada amb la menor reduccié de la capacitat fotosintética

observada a Cycas revol uta.

Els resultats mostren que les plantes de creixement lent tenen un bon potencial per
aprofitar el CO, elevat. Per aix0, es pot considerar |I’adobat carbonic com una tecnica
adequada per incrementar la produccié d aquestes espécies en condicions de clima

mediterrani, especialment en el cas de Cycas revol uta.

La cinetica de creixement observada va ser molt diferent entre especies. Chamaerops
humilis va mostrar un creixement continu i Cycas revoluta un creixement discontinu o a

polsos.

Les baixes taxes de creixement observades en ambdues especies son consistents amb les

baixes taxes de fotosintes i de respiracié mesurades.

Ambdues especies presenten una discriminacio del carboni durant la respiracio al voltant
del +6%.o.

El percentatge de carboni nou present al CO, respirat és baix a Cycas revoluta (17%) i
molt baix a Chamaerops humilis (7%). Aixi, la mgjor part del carboni respirat no provée
del recentment assimilat. Per tant, aquest fet sembla indicar que es tracta d’ especies molt

conservadores pel que faal carboni.

Chamaerops humilis va acumular a les fulles importants quantitats de carboni recentment
assimilat, fet que sembla estar relacionat amb I’ aclimatacié a la baixa de la fotosintesi
observada a elevat CO,. En canvi, Cycas revoluta exporta a altres organs la gran majoria
del carboni assimilat, la qual cosa sembla evitar una acumulacié de fotoassimilats que

desencadenaria una aclimataci 6 fotosintetica
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