




5.1. Assaig d'iniciació

La bibliografia referent a l'explantació d'àpexs
caulinars inferiors a 1 mm de grandària evidencia la neces-
sitat de realitzar un procés de desinfecció del material
vegetal. La present Tesi, corn ja s'indicà en l'apartat de
material i mètodes, no inclou un assaig concret de desinfec-
do, perô Si més no i atenerit als assaigs previs a aquest
treball on es compararen diferents tipus de desinfecció, es
creié oporti emprar la pauta descrita en l'apartat abans es-
mentat.

La pauta utilitzada resulta molt eficaç, tant
des de Ia vessant própiament dita de la desinfecció del ma-
terial vegetal, en no manifestar-se cap tipus de contamina-
do aparent, corn des de l'ôptica de la prob].emàtica de la
formació de substàncies fenôliques, en no denotar-se en cap
cas fenômens d'embruniment en el medi.

L'absència del fenomen anterior possiblement està
relacionada amb el fet de reritar el material vegetal amb ai-
gua amb antioxidants i de realitzar la iricubació dels ápexs
caulinars durant una setmana en condicions de foscor. Mon-
cousin (1980, 1981) cregué adient ubicà el material recierit
sernbrat a les fosques, peró Ia seva pauta de desinfecció no
contempla antioxidants; la resta d'autors que han treballat
amb l'espècie no fan cap al.lusió a la convenièricia o no de
posar els explants a les fosques, I sols l'equip de Harbaoui
(Harbaoui i Debergh, 1980; Harbaoui et al . , 1982 ) I d ' Ancora
( Ancora et al . , 9, b ) aconsellen emprar antioxidants en
la pauta desinfectant. Els bons resultats obtinguts en la
nostra pauta poderi derivar, per tant, d'incloure ambdós
tractaments preventius.



La desinfeccjó realitzada en l'assaig no implica
pèrdua de material vegeta]. per problemes de necrosi,
I que certs autors (Ancora et al., 1981a) irisisteixen
l'èxit de la desinfeccjó va iligat a la pêrdua de material
per fenômens principalment d'aquesta mena. Possiblement el
fet de no necrosar-se els àpexs caulinars en el nostre as-
saig es deu principalment al fet que la pauta emprada no
contempla cap imznersió del material amb etanol i a les corn-
binacions i concentracions de matéries actives emprades. La
majoria d'autors utilitzen alcohol etilic en les seves
desinfeccions (Moncousin, 1980; Harbaoui I Debergh, 1980;
Ancora et al., l981a,b; Pécaut, 1983; Suelzu et al., 1989),
rnentre que Martinez i Cañameras (1988) associaren Ia necrosi
a Ia presència d'etanol en els protocols de desinfecció. El
percentatge de clor actiu utilitzat fou sensiblernent infe-
nor al citat per Moncousin (1980), peró una mica més con-
centrat al descrit per Ancora et al. (1981a,b) I Suelzu
et al. (1989). La bibliografia existent tampoc contempla Ia
utilitzacjó en una mateixa pauta de desinfecció la cornbina-
do de clorur cle mercuri i hipoclorit de sodi, llevat de la
recornanada per l'equip de Harbaoui (Harbaoui I Debergh,
1980; I-Iarbaoui et al., 1982) que utilitzen aihora dosis més
baixes que les nostres cle les dues matêries actives.

Altres autors (Suelzu et al. 1989) senyalen que Ia
supervivêncja dels explants també està relacionada amb la
concentració citoquinica del medi, I que s'obté una millor
implantació quan s'utilitzen dosis baixes. Tanmateix els
nostres media contemplaven els dos extrems de 2ip (1 1 5
mg1) que més cita la bibliografia, I en cap cas, corn ja
hem esmentat, s'observà pérdua de material vegetal. Con-
tràriament el grau de desenvoluparnent és superior amb la
dosi citoquininica més elevada.



Durant la fase d'iniciació s'observa un comporta-
ment ben diferenciat entre el material sembrat en els medis
amb les dues concentracions citoquininiques estudiades.
Els tractaments que presenten la dosi més elevada de 2ip,
a més d'iniciar abans Ia brotació, manifesten taxes de
multipl jcacjó totals I viables superiors, propàguls amb ma-
jor nombre de fulles, un desenvolupament foliar I de cal.lus
més rapid, I més incidéncia de vitrificació foliar. Tanma-
teix Ia llargària del propàgul és bastant homogènia entre
ambdós tipus de tractaments.

La major resposta morfogenetica detectada amb els
tractaments amb 5 mgl de 2ip front els que tenien 1 mg1
de 2ip demostra qua e]. nivell minim assajat no satura la
resposta; de l'assaig no se'n pot despendre que 5 mgi 1 Si-
gui Ia dosi àptima atés que no s'han assajat concentracions
intermèdjes ni superiors. En qualsevol cas i pel nostre
material és més aconsellable dotar el medi d'iniciacjó amb 5
mgi 1 de 2ip. La composició citoquininica per a Ia iniciació
de meristems de carxofera és un tema poc tractat a la bi-
bliografia, s'aconsellen diverses formulacions sense presen-
tar resultats comparatius atenent a la dosi, tipus I combi-
nació. En general es destaca Ia major aptitud de Ia 2ip. Al-
guns autors (Noricousin, 1980; Harbaoui. i Debergh, 1980; Har-.	 ..	 !	 -1baoui et al., 1982) Ia utilitzen a dosis baixes (I mgi )
altres (Moncousjn, 1982) a dosis més altes.

Harbaoui :1 Debergh (1980) indiquen que no és pos-
sible aconseguir Ia brotació del material inicial fins que
aquest no sobrepassa els 2-3 cm de longitud. En el nostre
assaig aquest fet es posa de manifest, peró tanmateix s'ob-
serva que el grau de desenvolupament expressat en nombre de
fulles és un indicador més certer de la capacitat de rebro-
tació que la llargària del propàgul. En aquest sentit cal
remarcar que el tractament que exhibeix major nombre de fu-



lies és el que mostra la taxa de multlplicacjó viable més
elevada, mentre que aquell que manifestà la menor formació
de fulles esdevingué amb la taxa de multiplicació més baixa;
aixô estaria d'acord amb Ia pauta de micropropagaclo de Mon-
cousin (1981) que no considera adient transferir el material
inicia]. al medi de multiplicació fins que aquest no hagi
desenvolupat de 4 a 5 fulles.

Cal incidir en el fet que un major desenvolupa-
ment, va Iligat a l'obtenció de material amb fulles auth
més tendència a la vitrificació i més retallades, tot I gue
corn ja hem vist anteriorment en l'apartat de resultats, no
son quantitatjvarnen importats ambdós fenOmens. En ambdós
tractarnents, i ja en aquesta fase, s'observa una formació
de cal.lus basal, el grau de desenvolupament del qua]. està
estretament relacionat amb el de Ia part aèria; és a dir,
la fracció cal.lus és major en els tractarnents amb 5rngl
de 2ip. Tanmateix en cap cas s'observa diferenciacjô cauli-.
nar a partir d'aquest cal.lus, el brot inicial i en e]. seu
cas les gernes i els brots formats provenen del meristem
inicial I dels prirnordis gemolars derivats d'aquest. La bro-
tació és, per tant, sempre d'origen axilar, fet també citat
per altres grups investigadors (Harbaoui I Debergh, 1980;
Moncouin, 1980, 1981; Ancora et al., 1981a,b; Morone, 1985;
Ancora, 1986; Martinez i Cañameras, 1988; Hueto, 1988; Suel-
zu et al., 1989; Cervera, 1989).

Harbaoui I Debergh (1980) per a Ia varietat "Vio-
let d'Hyéres" trobaren aconsellab].e la incorporació de bai-
xes dosis de GA3 per estimular la brotació axilar, sense
explicitar l'êpoca de 1'any en Ia qual iniciaren la posta en
cuitlu. Moncousin (1981) senyala que el requeriment de GA3
en els medis d'iniciacjó varia segons l'època de l'any: ne-.
cessitats màximes a l'hivern, minimes a la tardor, nul.les a
Ia primavera. Els nostres resultats sobre la presèricia de



GA3 en el medi d'1njc1 no manifesten cap efecte quant a
la taxa de multipljcacjó assolida, ni tampoc incideixen en
la longitud del propágul, ni en el nombre de fulles. Els
nostres resultats presenten una certa coherêncja amb els de
Moncousin atés que l 'explantacjó Ia realitzàrem a mitjans
de setembre. La duracjó del fotoperiode de I'esmentat mes
a la nostra latitud és Ileugerament superior al de SuIssa,
per la qual cosa és presumible que els nivells de giberel.-
lina endógena de les nostres plantes mares, en el mes de se-
tembre, fos suficient per no precisar un requerimen suple-
mentari, el qual 51 que sembla necessari en lea Condicions
de SuIssa. Fins i tot en el cas dels tractaments amb dosis
altes de citoquinjnes, la seva preséncia (autoclavat o no)
implica obtenir un percentatge més elevat de microbrots amb
algunes fulles vi trificades, tot I que corn ja hem citat an-
teriorment, aquest fenomen és poc important. Thirnann (1977)
ja hipotetjtzà que el GA3 endogen podia induir aguest feno-
men.

En el nostre assaig d'iniciaciô, corn ja s'ha mdi-
cat en l'apartat de resultats mal s'hagueren de rebutjar mi-
crobrots vitrj fjcats	 tot I que certs autors (Harbaouj.
I Debergh, 1980) insistejxen en que en aquesta fase s'obté
Un elevat percentatge de microbrots vitrificats. Possible-
ment les diferències entre els nostres resultats I els dels
esmentats autors es degumn principaj.ment a Ia concentració
d'agar del medi que en el nostre cas fou de 8 g1 1 i en el-1	 ,
seu de 6 gi , d acord amb els que estableixen Debergh et
al. (1981) posteriorment,

El grau de desenvolupament assolit pels propàguls
Cultivats en els medis amb 5 mg1 1 de 2ip a Ia sisena setma-
na (2 subcultius) és altament satisfactori, Per aquest
motiu semblaria coherent finalitzar el periode d'inicjacjó
en aquest moment I procedir al repicat en e]. medi de multi-



plicació. Amb aquesta modificació a igualtat de temps s'ob-
tindria probablement una major descendència.

52. Assaigs de multiplicaciô

Els resultats obtinguts en 1'estudi del comporta-
ment de les taxes de multiplicacjó al llarg de successius
subcultius, atenent a I'època d'explantació, manifesten una
clara resposta segons l'origen estacional del material Ut!-
Iitzat corn a propàgul. Les millors taxes de multiplicaciá
viables i totals es corresponen anth l'entrada d'àpexs cauli-
nars realitzada el mes de setembre, mentre gue la més desfa-
vorable és la del mes de gener. Aquest comportament estaria
força d'acord amb els resultats de Moncousin (1981), encara
que en aquest cas per la fase d'iniciació, l'autor també ob-
servà que l'època més desfavorabie era l'hivern. Barnes i
Quintanilj.a (no publicat) en analitzar l'efecte època d'ex-
plantaciô en la fase d'iniciació I primer subcultiu en mul-
tiplicaciô en "Blanca de Tudela", I en el mateix don que el
nostre, detectaren taxes de multiplicació màximes I minirnes
a setembre I marc respectivament. Les nostres dades contras-
tades amb aquests resultats suggereixen que la capacitat or-
ganogènica ye força condicionada per l'estat fisiàlogi.c en
el moment de l'explantació i que aquestes caracteristiques
diferencjais es mantenen generalment corn a minim al llarg de
set subcultius. Tanmateix, en altres espécies, com per exem-
pie Lantana sellowiana no s'han trobat diferéncies en el
comportament del material explantat en les diverses esta-
cions de l'any (Scaramuzzi I d'Ito110 1985). En analitzar
l'efecte subcultiu per a cadascuna de les êpoques d'explan-
tació s'observa en general que les taxes no son estables,
fet que significa que hi ha un efecte subcultiu detectable.
Aquesta inestabilitat provocada pels subcultius també ha es-
tat citada en altres especies corn en Actinidia chinensi



(Standardj, 1982), Manihot esculenta (Roca, 1984), Chaenome-
les japonica, Crataegus brachyachantha, Pontentilla fructi-
cosa, Prunus cerasifera, Prunus tormentosa (Norton i Norton,
1986 ) , Prunus, Malus I Pyrus (Druart, 1987, 1988 ) , en Rhodo-
dendron (Economou I Read, 1986), aixi corn en carxofera per
Moncousjn (1980), Morone et al. (1979) i Cervera (1989);
mentre que Ancora et al. (1981b) obtenen una elevada estabi-
litat, Generalment es pot considerar que les taxes de multi-
plicacjó s'estabiljtzen després d'un deterrninat nombre de
SUbCultju, peró aquest comportament és variable segons el
material micropropagat (Paul I Feucht, 1985; Lé, 1985) 1 els
medis de cultiu (Druart, 1988). Moncousin (1980) aconsegueix
disminuir aquest fenomen afegint GA 3 en el medi de multipli-.
cació, Morone et al. (1979) obtenen taxes de multiplicacio
estables a dosis altes de citoquinina (10 mg]. 1 de BAP),
mentre que a dosis inferiors senibla ser necessaria Ia in-
corporació de GA 3 en els medis. En e]. nostre assaig tot i
mantenint concentracions relativament altes de 21p (20 mgl
1) el fenomen es manifesta, per la qual cosa no sernbla que
vingui determinat per la concentració de citoquinina, cal-
dna comprovar si l'adició de GA 3 en el medi fóra capaç de
minimjtzar el fenomen en el nostre material.

Les taxes de multipljcacjó en carxofera per a un
Cultivar 0 don determinat son força variables aterient prin-
cipalment el tipus i la concentracjó hormonal utilitzada
(Harbaouj I Debergh, 1980; MOflCOUSIn, 1980, Ancora et al.
1981a,b; Cervera, 1989), a Ia qualitat de Ia hum (Suelzu et
al . , 1989 ) I concentracjó d ' agar (Debergh et al . , 1982; An-
cora, 1986). En els nostres assaigs Ia utilització de la 2ip
manifesta taxes de multiplicació superiors a les aconse-
guides amb tractaments que solarnent contenien KIN. Les corn-
binacions d'ambdues citoquinines sols resulten adequades
quan les concentracions de 21p son inferiors a 15 mgl1,
perà mal arribaren a superar els resultats aconseguits amb



aquesta darrera concentració. El règim d'alta irradiància
(90 pEPARm 2 s 1 ) en general Implica major taxa de multipli-
cació a concentracions d'agar baixes o altes, mentre que a
concentracions intermitges semblava no influir.

La bibliografia existent en carxofera és poc expli-
cita pel que fa referência al comportament del material ye-
getal en front diferents conceritracions i combinacions hor-
monals. La majoria d'autors utilitzen la 21p (Moncousin,
1980, 1981; Pécaut et al., 1983; Moncousin i Ducruex, 1984),
perô els ünics que han presentat resultats, considerant di-
ferents formulacions citoquininiques (tipus I concentra-
dons) son Debergh et al. (1981) 1 Cervera (1989). Aquests
dos equips han estudiat vans medis amb diferents concentra-
dons i combinacions de 2ip I KIN. Els nostres resultats,
pel que respecte als tractaments formulats sols amb 21p, son
força coherents amb els dels esmentats autors, els quals ob-
tenien les màximes taxes de multiplicaciO total I viable a
20 mgl, perO sense haver assajat concentracions intermit-
ges entre 10 i 20 mgl. La problemàtica principal derivada
dels tractaments que contenien 2ip ha estat el fenomen de la
dominància apical. Aquesta problemàtica en el nostre cas
es manifesta per uria rebrotació elevada (taxa total) I un
allargament diferencial de 2.50 a 3.80 brots per tofa que
constituiren el que anomenarem taxa viable; per tant sembla
que l'allargament d'aquests brots restringeixi el desenvolu-
pament continuat de Ia resta de microbrots de Ia tofa, és en
aquest sentit que empren el terme de dominància apical.
Aquest fet també ha estat remarcat pels autors abans senya-
lats. Els tractaments formulats sols amb KIN, corn ja hem in-
dicat anteriorment presentaren taxes totals I viables infe-
riors a les obtingudes amb 21p. No obstant, Debergh et al.
(1981) obtingueren taxes totals superiors emprant aquesta
citoquinina que quan utilitzaven la 2ip. Aquest diferent
comportarnent en front els nostres resultats, el podem atri-



buir al fet que les concentracions emprades per I'esmentat
equip (2.5, 5, 10 1 20 mg1 1 ) son més elevades que les nos-
tres (0.1, 0.2, 0.4, 0,6 1 08 mg11). Tanmateix Ia utilit-zació SOIs de medis amb KIN els comportà la obtencjó de to-
fes amb microbrots excessivament nans. Els resulats obtin-guts per Cervera (1989) amb concentraclons de KIN Intermit-
ges (0.5, 1, 2.5 1 5 mg1) entre les analitzades per
I'equip de Debergh I les que contempla aquest trebali, tam-.
poc implicaren taxes de mul tjpljcacló més elevades, ni l'ob-
tenció de tofes amb un bon desenvo].upament de tots elsbrots. Debergh et al. (1981) varen observar que el fenomen
de la domiriàncja apical abans descrit es podia minimjtzar
emprant combjnacjons de 21p i KIN. La utilitzacjó conjuntad 'ambdues Citoqujnjfl comportà als dos equips esmentats
millors taxes de multipljcacjó tanmatejx Debergh et al.,.	 .	 -1(1981) senyalaren les combinacions de 2.5 mgI	 de KIN i de
2 a 10 mgl de 21p corn les més adequades per a l'obtencjó
de tofes amb brots desenvolupats I hornogenis, mentre gue elsresultats de Cervera (1989) destaquen les combinacions de-. 1	 .	 -1	 ,0.5 a 1 mgi de KIN i 10 mgi de 2ip, per obtenir taxes de
multjpiicacjó més elevades, perô sense poder eliminar corn-
pletament la problemàtjca de Ia dominàncja apical. Cal des-
tacar que ei trebal]. presentat per Debergh et al. (i98i)
sembla donar a entendre que no es presentaren cornbinacjonsamb concentracions més baixes de KIN. Els tractaments ambcombinacions d'arnbdues hormones no impliquen en els nostres
assaigs obtenir millors taxes de rnul tipljcació que les acon-
seguides amb 15 mgi de 2ip, aixi corn tampoc presenten
tofes més homogenies. Les diferéncies observades en el nos-
tre don en relacjó a les respostes detactades per Debergh I
Cervera, suggereixen que la major eflciêncja de les combina-
ClOns 2Ip I KIN no son universals, sInó que presenten unadepencléncia clonai. manifesta.

La comparacj de ].e taxes obtingudes en els nos-



tres assaigs amb les presentades per la resta d'autors és
força dificultosa, atenent al fet que la majoria no discer-
neix entre e]. concepte de taxa total I taxa viable, Ilevat
de Debergh et al. (1981) 1 Cervera (1989). Respecte aquests
darrers autors, les millors taxes presentades en aquest tre-
ball son sensiblement superiors a les referides pels esme-
flats autors. Tanmateix cal remarcar que possiblement la res-
posta dels propàguis de carxofera a un medi I condicions am-
bientais determinades estarà relacionat amb les caracteris-
tiques internes própies del cultivar i/o don emprat, amb
el nombre de SUbcu1tju en el qual s'han realitzat les expe-
riències I amb el tipus d'In1j que es realitza en el mo-
ment de la Subdivjsj	 del material (Harbaouj I Debergh,
1980).

En els nostres assaigs de multiplicacló els per-
centatges de vitrlflcacjó han estat poc importants. Debergh
et al. (1981) denotaren en carxoferaque a partir d'una con-
centracló d'agar del 1.1%, la vitrificació no es produla en
el Cultivar "Violet d'Hyêres", peró a aquesta concentració
s'observava una davallada important de la taxa total de mul-
tlpllcacjó (1.5), 1 es potenclava el fenomen de la dominà-
ncia apical. En medi liquid la taxa total de multipllcació
que obtingueren era molt superior (3.75) a l'assollda en
medi agaritzat (1.5), perà el percentatge de vitrificacjó
també ho era molt (40-80% de les tofes). En els notres as-
saigs emprant les mateixes concentraclons d'agar I de 2ip
(20 mg1) 0 fins I tot concentracions inferiors (0.8%
d'agar i/o 15 mg1 1 de 21p), s'obtenen taxes mitjanes de
multlplicació total molt superiors (2.90-4.70) a la dels es-
mentats autors. Els percentatges de vItrificacló observats
en el nostre assaig, generalment, no presenten variacjó
sensible en relació a les concentraclons d'agar emprades
(8, 9, 10 1 11 gl) I es mantenen amb valors baixos (15%
respecte el total de brots no viables). Aquest comportament



sembla contradir els resulats de Debergh et al. (1981) 1
rio es corrabora en assaigs realitzats en el nostre Laborato-
ri (no publicats); en aquest darrer cas s'observà que
l T efecte negatlu, Increment de la vitrlfjcacjó en disminuirl'agar era Imperceptible en el primer SUbCu1t1, I que in-
crementava a mesura que es Subcultjvava en medis amb baixes
Concentracions d'agar. Aquest fet explicaria I'aparent con-
tradiccjó dels nostres resultats, atés que l'assaig implica
Un unic SUbC1tj La disminució de la concentració citoqul-
ninica mostra, corn ja hem indicat anteriorment, un enlanti-
ment del creixernent I en consequencia una disminucjó de la
taxa de brotacjó, perà sense detectar-se sensiblement una
reduccjó del Percentatge de microbrots vitrificats/tofa, Ia
qual cosa estaria d'acord amb els resultats de I'equip de
Debergh (Harbaouj I Debergh, 1980; Debergh et al., 1981).

Els nivells d 'irradància a què son sotmesos els
propàguls durant Ia mul tipl jcacjó sembla indicar que la mor-
fogènesi no es deu ünicarnent a l'equiljbrj hormonal del me-
di, sinô que és veu afectada per la densitat de flux fotó-
nic. El nombre de brots amb desenvolupament Suficient per
Cons jderarse viables augmenta generalment amb el PPFD; al
matejx temps s'observa que disminuejxen els components de
Clorosi I vi trj ficajcó en l 'establjment de la taxa de brots
no viables. Aquest fet és el que condiciona que el percen-
tatge de brots petits augmenti amb la hum, per tant sembla
clar que la morfogenesi I la qua11ta dels propàguls millo-ren a irradj àncjes de 90 pEPARm 2s front a l 'obtinguda a20 PEPARn(2s1)

Els valors absoluts obtinguts en Ia fraccjó cal.-
lus en la fase de mul tjplicació en tractaments que sols con-
tenen KIN, son més baixos que els assolits en material
multiplicat amb 21p 0 amb les combinacions d'ambdues cito-
quinines; en carxofera, sols Ancora et al. (1981b) I Suelzu



et al. (1989) fan referenda a la no aparició de cal.lus en
Cultivars Italians en medis formulats amb KIN. Corn en la
fase d'iniciaciô, el grau de desenvoluparnent del cal.lus en
la fase de multiplicacjó està directarnent relacionat amb e].
grau de desenvolupament del propàgul, I corn en aquella el
tipus de brotació obtinguda és axilar (Harbaoui I Debergh,
1980; Moncousin, 1980, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Anco-
ra, 1986; Martinez I Cañarneras, 1988; Suelzu et al., 1989;
Cervera, 1989).

Les tofes que rnanifesten en el present treball
microbrots més allargats son aquelles desenvolupades sota
tractaments que impliquen baixes taxes viables de multipli-
cació a una baixa o nul.la concentracjó citoquininca del
medi i/o sota un baix nivell d'Irradlàncla. El major allar-
gament a baixa irradiància cal atribuir-lo a una resposta
modulativa al régirn de PPFD, idèntic al descrit en els fenà-
mens d'aclimatacjó luminica in vivo que permeten diferenciar
rnorfolàgicarnent I fisiolàgica el fenotip de plantes crescu-
des a baixa I alta Irradicància (aclimatació a sol I a om-
bra). Idéntics genotips a baixa irradiància permeten àrees
foliars majors I entrenusos més allargats, que quan es sot-
meten a altes irradiàncles (Björkman, 0., 1981). En el cas
concret de la carxofera l'Incrernent en la longitud ye deter-
minat principalment per un major allargament 0 per Un Incre-
ment en l'eix longitudinal foliar. La biomassa dels brots,
expressada en pes sec o fresc no sembla dependre de la dota-
do hormonal del medi. En existir diferéncies notables quant
a Ia taxa de multiplicació total I viable, aquest comporta-
ment cal atribuir-lo a un efecte clarament organogénic de
les citoquinines. La utilització de matèria I energia del
propàgul deriva, en e]. cas de dotaclons hormonals baixes,
principalment cap al creixement del propàgul, mentre que en
incrementar les concentracions de citoguinina una major part
del flux material I energetic s'aplica a la neoformació de



brots. L'augment'de la concentracjó de l'agar en el medi
no influencia sensiblement la biomassa del brot, meritre
que el creixement es veu restringit a la menor irradiància
assajada. La millora detectada a irradiàncjes superios a 20
iEPARm 2s '1 es podria atribuir a una estimujacjó de la foto-
sintesi que generarja una disponibjiltat adicional de carbo-
ni I energia altre que e]. provinent del medi de cultiu.

El tipus de marge de les fulles no es veu clara-
ment influenciat durant la fase de multipljcacló per Ia con-
centracjó hormonal. El percentatge de fulles retallades és
en general, molt baix (<10%). Sembla detectar-se que les
combinacions hormona].s que comportaren menors taxes (KIN
de 0.]. a 0.8 mgl I medi sense Citoquirilnes) presenten
quasi exclusivament, marge sencer; pel que fa a Ia 2ip sola
0 amb combinacjó amb KIN, en el rangue de 5 a 20 mgl no
s'observa efecte diferenciai. Els resultats observats en
la fase d'injcjacjó per aquest paràmetre indiquen que l'aug-
ment de Ia concentracjó de la 2ip (de 1 a 5 mgl) comporta
a més d'una taxa de multipj.jcacjó superior, un increment en
el percentatge de fulles retallades. En multiplicacj.ó sembla
que aquest efecte progresslu s'atura a 5 mgl-, no essent Ia
resposta proporcional. En tractar-se de fases distintes amb
histàrja prèvia diferenciada, tant pel que fa als medis de
Cultiu corn el temps transcorregut, sembla arriscat conside-
rar de forma general que la dIvIi del marge és no depenent
de Ia dosi de 21p a partir de 5 mgl 1 . El règlm d'Irradjàn-
cia I Ia concentració d'agar tampoc afecten sensiblement a
I 'esmentat paràmetre.

5.3. Assaig d'allargament 

La introduccjó d'una fase d'allargament, posterior
a la multipl jcació I prévia a Ia rizogénesi, es mostra molt



interessant en diverses espècies vegetals, tant pel que fa
a Ia própia activitat rizogénica, corn en Ia posterior acli-
rnatitzacjó (Aitken et al . , 1981 ; Maene i Debergh, 1985 ; He-
reu, 1987; Claveria et al . , 1988; Martinez et al . , 1988),
aixi corn perquè algunes vegades l'elongació del brot en la
fase de rnultiplicació és inhibida per un nivell alt de cito-
quinina. Respecte la micropropagacjo de carxofera la ma-
jor part de la bibliografia no esrnenta directarnent la neces-
sitat de passar els microbrots per aquesta fase, peró Si que
remarca la irnportància de fer arrelar iii vitro sols aquells
microbrots que hagin assolit Un deterrninat desenvolupament,
es a dir, una bona llargària (superior a 3 cm) i un adequat
nombre de fulles (4-5 fulles) (Harbaoui I Debergh, 1980;
Moncousin, 1981; Moncousin I Gaspar, 1983; Moncousin I
Ducreux, 1984).

L'equip de Harbaoul (Harbaoui et al., 1982), en
intentar arrelar microbrots directarnent in vivo, cregué
adient sotmetre'ls prèviarnent a una fase d'allargament força
ilarga. MOnCouin I Ducreux (1984) consideren escalent, tam-
be prèviament a l'arrelament, posar durant una setmana els
microbrots en un medi sense contingut hormonal. Aquest sub-
cultiu en medi sense contingut hormonal comporta una dismi-
nució del efecte residual citoquininic, que generalment és
negatiu en la fase d'arrelament, I aihora, encara que amb
resultats variables, resulta eficaç per incrementar la liar-
gada dels brots.

Els nostres resultats mostren gue és possible
a].largar els mlcrobrots en medls exents de citoquinines, amb
Un periode molt més curt que el descrit per Harbaoul et al.
(1982), varIable entre 1 1 3 setmanes segons el medi emprat.
La utllitzacjó de medls liquids en front de medis agaritzats
implica obtenir microbrots més allargats I més ràpidament.
El medi liquid amb suport de perlita és el tractament que



perrnet que els microbrots assoleizin Ia major ilargada.
Aquest comportament una mica diferent entre els dos medis
liquids assajats (suport de perlita i suport de cotó) podria
ser atribuibie a diferents raons. El potencial hidric d'amb-
dos tractaments, no estudiat en aquesta Tesi, podria ser di-
fererit, I per tant contribuir a que en el medi amb suport de
perlita existis una major difusió, tanmateix atenent a la
metodologia emprada en l'assaig d'allargament resulta força
dificil atribuir aquest diferent desenvolupament al poten-
cial hidric, ja que sempre durant tot l'assaig el microes-
queix estigué en contacte amb una fina capa de medi, és a
dir, el contacte entre el microesqueix I el medi era direc-
te, I per tant la difusió no era per capilaritat a través de
la superficie dels suports. Un aspecte que Si que analitzà-
rem fou el pH assolit pels medis d'allargament 24 h després
del seu autoclavatge, resultant el tractament amb suport de
perlita amb un pH superior (6.11) al del suport de cotó
(5.33). La perlita és a més a més un material Tic en alumi-
ru, el qual podria ser alliberat al medi amb certa facili-
tat, resultant una altra font de variació possible entre
ambdós medis liquids. No obstant, per poder assegurar que el
diferent desenvolupament obtingut amb els dos tipus de trac-
tament es degul a l'efecte del pH o la conjunció d'altres
efectes, seria imprescindible realitzar a].tres assaigs molt
més especifics que abracessin aquests dos aspectes (poten-
cial hidric I preséncla de Al en els medis).

D'entre els medis solids formulats amb dues con-
centracions d'agar (0.8 1 1.1%), els microbrots més allar-
gats s'obtenen amb els tractaments que contemplen les con-
centraclons més baixes. En aquest cas tot I no haver estu-
diar directament e]. potencia]. hidric dels medis, podem
aflrmar que a concentracions baixes d'agar II correspon
Un menor potenclal hidric que a altes, I per tant existeix
una millor difusiô dels elements nutritius I una major



disponibilitat d'aigua, envers el microesqueix. L'equip de
Thorpe (Brown et al., 1979; Thorpe I Brown, 1980) senyalaren
que el potenclal hidric del sistema de cultiu era un factor
determinant en la diferenciació.

Atenent als dos tipus de sembra (profunda i super
ficial) que s'estudia per a qualsevol de les concentracions
d'agar abans esmentades, els tractaments amb sembra profunda
manifesten sempre un allargament del microbrot superior.
Aquest comportament és presumiblement atribuible a l'incre-
ment de Ia superficie de contacte entre e]. medi I el mate-
rial vegetal.

D'aquest assaig es dedueix gue els factors que in-
crementen la difusibilitat comporten un major allargament
dels brots, aixô fa pensar que el subministratment de compo-
nents del medi cap al brot, és un factor limitant del seu
creixement en longitud. Atés que cal esperar una humitat re-
lativa equilibrant superior en els medls liquids o a baixa
concentració d'agar no es pot desestimar que aquest paràme-
tre climatic atmosfèric sigui també limltant per l'allarga-
ment cel.lular tal corn es demostra per a plantes cultivades
en el camp o en cabines d'arnbient controlat a humitats rela-
tives distintes (Schuize I Hall, 1982),.

5.4. Assaigs d'arrelament

A Ia introducció del present treball describirem
la fase d'arrelarnerit corn una de les principals problemàtl-
ques a superar en Ia rnetodológia de micropropagacló de
carxofera, I per a quasi be tots els cultivars i/o dons es-
tudiats.

Els autors que han treballat amb el cultivar



"Blanca de Tudela" (Pefia I Ayuso, 1974, 1983; Hueto, 1988;
Martinez I Ca?iameras, 1988; Arce et al., 1988), senyalen
aquesta etapa corn bastant problernàtica en assolir la majoria
d'ells uns percentatges d'arrelarnerit no del tot satisfacto-
ris.

Els assaigs d'arrelarnent desenvolupats mostren
una rizogénesi (dies visualització arrels, percentatge
d'arrelarnent I nornbre d'arrels) I una activitat peroxidásica
clararnent distinta entre els dos tipus basics de medis estu-
diats, denotant-se un major percentatge d'arrelament i més
hornogeni en els brots cultivats arnb els medis que contenien
IBA en front d'aquells formulats arnb NAA. La majoria d'au-
tors (Moncousin, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Peña I Ayu-
so, 1983; Pécaut, 1983; Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin
I Ducreux, 1984; Bigot i Foury, 1984; Arce et al . , 1988 ) re-
comanen, no obstant, Ia utilització del NAA en els medis
d'arrelarnent i a baixes concentracions (1 a 2 mgI 1 ). Tanma-
teix Martinez i Cañarneras (1988) iridicaren que era possible
obtenir uns bons percentatges d'arrelament (superiors al
70%) emprant IBA, i Hueto (1988) també senyalà que utilit-
zant IBA obtenia millors respostes d'arrelarnent que emprant
NAA, Si més no els seus percentatges d'arrelarnent no sembla-
yen superar el 40%. En d'altres espècies corn per exernple en
Pirus malus (Nerneth, 1981 ) , en Prunus sp. ( Filiti et al,
1987 ) i en Castanea satLva ( Ivanové et al . , 1989 ) 1 ' IBA
també ha resultat l'auxina més adient per a l'arrelarnent.

Els percentatges d'arrelarnent obtinguts en els
nostres assaigs son superiors als obtinguts per Hueto
(1988). La causa d'aquesta diferéncia cal atribuir-la prin-
cipalment a la concentració d'IBA emprada, 8 mgi 1 d'IBA en
els nostres assaigs en front dels 2 mgl 1 utilitzats per
Hueto, que era la mateixa dosi que Ia formulada per Harbaoui
et al. (1982) en l'arrelarnent in vivo dels microesqueixos.



Tanmatejx I considerant ].es experiències presentades per
MOflCOUSin i Ducreux (1984) el nombre de SubCu1t1u realit-
zats préviament durant Ia fase de multlpllcacjó incidejx
notórlament també en l'arrelament. En el nostre cas, l'arre-
lament es realltza amb microbrots subcultivats 8 vegades en
medi de multiplicacjó, mentre que Hueto no ho indica.

La utilització de les solucions macrominerals de
Murashigue I Skoog a la meltat de concentració manifesta un
efecte estimulador de l'arrelament, fet que també han obser-
vat altres autors 1981; Ancora et al., 1981 a,b;
Peña I Ayuso, 1983; Pécaut et al., 1983; Bigot I Foury,
1984; Moncousin i Ducreux, 1984). FreqUentment les arrels
veuen inhibit el seu desenvolupament tant in vitro corn ex
vitro quan el medi (medi de cultiu o substrat) presenta una
concentracjó de sals elevada. Les solucions macrominerals de
Murashigue I Skoog (1962) presenten un elevat contingut en
nitrogen, fósfor I potasi, principalment, i per aixô és là-
gic aconseguir, generalment, millors arrelaments quan dismi-
nueix Ia seva concentracjó.

La preséncia de Ia vitarnina D2 en els nostres me-
dis rizogénics no incrernenta el percentatge cUarrelament.
Per a is varietat "Vert de Laon", l'equip de Moncousiri (Mon-
cousin, 1981; Moncousiri I Gaspar, 1983; MOnu1n I Ducreux,
1984) notaren un efecte activador de la rizogênesi causat
per l'esmentada vitamina, mentre que en e]. cultivar "Blanca
de Tudela", Hueto (1988) tampoc observà cap efecte estimu-
lant de l'arrelament en els tractaments amb vitamina D 2 , per
tant Cal suposar que la resposta a l'esmentada vitamina de-
pen bàsicament del cultivar micropropagat.

La quantificaclo de l'evolució de la llargària
dels microesqueixos en la fase d'arrelament mostra que
els tractaments amb una concentracjó d'agar del 1.1% mani-



festen un menor augment de la seva lorigitud, que aquells
Cu].tivats amb 0.8% d'agar, tal corn ja haviern vist en l'as-
saig d'allargarnent. La preséncia de la vitarnina D 2 no sembla
afectar sensiblernent a Ia llargària, mentre que els tracta-
ments formulats amb lea solucions macrorninerals de Murashi-
ge I Skoog a la meitat de concentració Si que exhibeixen un
allargarnent superior dels brots. El medi que implica Un ma-
jor allargament dels brots fou el formulat per Moncousin
(1981) en el qual confluien aihora nivell baix d'agar, ma-
croelements a Ia meitat I preséncia de tetraborat sódic; corn
ja esmentârem en l'apartat de resultats possiblement aquest
desenvolupament superior podria ser atribult a la presència
de l'esmentada sal. Tanmateix en el nostre assaig aquest
medi resultà poc afavoridor de la rizogénesi. Hueto (1988)
tampoc obtingué cap efecte estimulador de la rizogénesi quan
va utilizar aquest medi proposat per MQncuin.

Una important diferència, qualitativa I quantita-
tiva, es detecta en les arrels adventicies formades, entre
els microbrots cultivats en medis amb NAA, que exhibiren un
rnenor nombre d'arrels, perà molt més allargades, més fines
I més ramificades que els ubicats en medis amb IBA, que pre-
sentaren Un nombre d'arrels molt superior, perà molt més
Curtes I pràcticament sense ramificar. Els tipus d'arrels
formades en els medis amb NAA dificulta l'extracció del mi-
croesqueix del tub, fet també destacat per Arce et al.
(1988), ja que pràcticament sempre gran part de l'aparell
radicular no podia ser directament extret formant part del
microesqueix arrelat, atès que es trencaven. Els assaigs de
Moncousin (Moncousin, 1981; MOncou1n I Gaspar, 1983; Mon-

cousin I Ducreux, 1984), també han mostrat microbrots amb
arrels Ilargues I ramificades, per Ia qua]. cosa recomanen un
rapid trasilat del material arrelat a Ia fase d'aclirnatitza-
cio, per tal d'evitar un posterior trencament del sistema
radicular. Normalment, per a una determinada espècie, el ti-



pus d'auxina emprada incideix més directament en el tipus
del sistema radicular, gue la pràpia dosi formulada.

La vitamina D2 en els nostres assaigs tampoc té
Un efecte afavoridor quan a]. nombre d'arrels, sinó al con-
trari, els tractaments que la contemplen manifesten una
menor formació d'arrels. Els tractaments que aihora es for-
mulen amb IBA I amb les solucions macrominerals de Murashi-
gue I Skoog a la meitat presenten a la fi de la fase d'arre-
lament un major nombre d'arrels que Ia resta de medis assa-
jats.

Quan les concentracions auxiniques son molt altes
es forma cal.lus en la base del propàgul, el qual podria
inhibir el desenvolupament normal de les arrels (Lane,
1979). En els nostres assaigs on s'empraren dosis hormonals
no gaire elevades, la quantitat de cal.lus format és baix,
I és la mateixa per a tots els tractaments estudiats, en
no presentar-se diferéncies significatives en l'avaluació
del pes sec. Tot I no realitzar estudis h.itolôgics sobre
Ia formació del sistema radicular, podem asegurar que aquest
sempre s'origina a partir de la base del mlcroesqueix I que
mai es neoforrnà a partir del cal.lus.

Haver sotmés els microesqueixos a una Iase
d'allargament prèvia, no implica obtenir percentatges
d'arrelament superiors al del material provinent directament
de Ia fase de multiplicació, no obstant, cal recordar que
tot el material presentava la mateixa llargàrIa a l'inici de
Ia fase d'arrelament, I per tant d'aquests resultats sols
podem considerar que per a una mateixa grandària de microes-
queix, el fet d'haver passat per un medi sense continrigut
hormonal no incrementa el percentatge d'arrelament. Els
resultats obtinguts en medi liquid (amb fase d'allargament
prévia), aixi corn el nombre d'arrels, esdevingueren signif i-



cativament inferiors en front dels resultats aconseguits amb
els tractaments amb medi saud amb o sense fase d'a11arga
ment prévia. Una gran quantitat de brots cultivats en medi
liquid presenten aspecte de "plantes suculentes", i amb
signes evidents de vitrificació. La utilització de medi
liquid ha resultat estimuladora de la rizogénesi en cultiu
de sindria amb suport de vermiculita (Barnes, 1979), en el
cultiu de Liquidambar styraciflua amb suport de paper (Lee
et al . , 1986 ) , mentre que en I ' espècie Carnellia japonica
emprar medi liquid amb suport de paper front un medi agarit-
zat no presentà diferències significatives (Vieitez et al.,
1989).

Les corbes corresponents a l'activitat peroxidàsi-
ca obtinguda segueixen el mateix model presentat per Gaspar
(1981), és a dir, Ia representació gràfica de la variació
de l'activitat peroxidàsica en la fase d'arrelament ens
marca les dues etapes rizogéniques: una fase d'inducció
evidenciada per un increment del total de l'activitat pero-
xidàsica, seguida d'una fase d'iriiciació que comença a
continuació d'haver-se assolit aquest maxim d'activitat,
on es produeix un decrement de les peroxidases bàsiques.

En el nostre assaig el comportament de l'activitat
peroxidàsica en ambdós tipus de tractaments estudiats,
on Ia principal variaciô és Ia component hormonal (lEA:
8 mg1; NAA: 1 mg1 1 ), ha estat diferent. En el medi amb
lEA els maxims d'activitat s'asso].iren ràpidament (3 dies),
mentre que en el tractament amb NAA s'aconseguiren amb més
retard (7 dies).

Moncousin I Gaspar (1983) senyalaren corn a corba
"ideal" de l'activitat peroxidàsica iligada a rizogénesi
en carxofera, aquella que mostra un increment rapid de la
mateixa (fase d'inducció), seguit d'una davallada pronuncia-



da de l'esmentacla activitat (fase d'lnlciació). Tanmateix
els medis estudiats pels esmentats autors, tots ells formu-
lats amb NAA, presentaren una evolució inicia3. de l'activi-
tat peroxidàsica poc pronunciada, és a dir, els maxims d'ac-
tivitat s'assolien en torn els dies 5ê I 6ê, mentre que
pressuposen que obtindrien un millor arrelament Si el maxim
d'activitat s'obtingués abans. Els millors tractaments assa-
jats per I'esmentat equip implicaren una daval].ada ràpida de
l'activitat peroxidàsica a la fi de Ia fase inductiva.

L'evolució de l'activitat peroxidàsica en el nos-
tre assaig corresponent al material vegetal procedent del
medi amb IBA presenta una corba bastant similar a la deno-
minada "ideal" per a la fase d'inducció, tanmateix la pen-
dent de Ia corba després d'assolir el maxim d'activitat
fou més suau que Ia teoritzada pels autors abans senyalats.
El material en medi d'arrelament amb NAA manifesta una
corba molt diferent a l'acabada de comentar; fins el 6è dia
després de l'iriici del tractament no s'observa increment de
l'activitat peroxidàsica, mentre que en el tractament amb
lEA a les 24 hores ja es comprova l'augment, aquest fet in-
dica que la resposta al NAA té un periode de retard (lag-
phase) molt superior al del IBA. Tanmateix en el cas del
tractament amb NAA, la davallada de l'activitat és més pro-
nunciada (major pendent) que en el cas amb IBA. En aquest
assaig es comença a veure I'apariciô d'arrels en la base del
microesqueix, en ambdós tractaments, el dia vuité. No obs-
tant aixó, el. tractament amb IBA (major activitat peroxidà-
sica) presenta als pocs dies (II dies) prop d'un 60% de mi-
croesqueixos arrelats, en front del tractament amb NAA (me-
nor activitat peroxidàsica) que a la fi de l'assaig (21
dies) sols han arrelat un 40%.

Moncousin I Ducreux (1984) obtingueren una evolu-
ció de l'activitat peroxidàsica més propera a la teoritzada



I Un major percentatged'arrelament quan el material culti-

vat n vitro procedia de ilavor o be quan aquest havia

estat repicat en medi de multiplicació durant diversos sub-

cultius, 12 o 15 (maxima activitat peroxidàsica als 4 dies).
No obstant aixó, en els nostres assaigs d'arrelament el nom-
bre de subcultius durant la fase de multiplicació havia es-

tat inferior (8). Amb 8 subcultius els esmentats autors ob-

tenien una corba força similar a la nostra perô amb més re-

tard en el temps (el maxim d'activitat peroxidàsica l'obtin-
gueren als 5 dies).

Atenerit els nostres resultats podem considerar

l'evolucii de l'activitat peroxidàsica (temps I intensitat)
en la fase d'arrelmant corn un marcador bioquimic de la

rizogénesi, fet ja comentat per altres autors en 1'esmentada

especie (Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin i Ducreux,

1984) i en d'altres espècies vegetals corn per exemple: en
Prunus ( Quorin et al . , 1974 ) , en Asparagus ( Van Hoof I Gas-
par, 1976), en Malus domestica (Druart et al., 1982) i en
Sequoiadrendon giganteum (Berthon et al., 1987).

L' increment rapid de l'activitat peroxidasica i

l'alt nivell d'activitat assolit semblen ser determinants,

en el nostre cas del bon percentatge d'arrelament obtingut.

El pendent en la fase d'iniciació no sembla tenir una impor-

tància decisiva, atésel fet que en tractaments amb IBA el

pendent es menor que l'obtingut amb NAA.

5.5. Assaigs d'aclimatització

Els canvis ambientals (régim d'irradiància, humi-

tat relativa, temperatura etc. ) que es produeixen quan es

passa de condicions in vitro a ex vitro poden causar dife-

rents tipus d'stress: stress hidric, marciment foliar, des-



secació I moltes vegades l.a mort de les plantetes (Sutter i
Langhans, 1979).

Els resultats obtinguts en ambdós assaigs d'acli-
matització han demostrat Ia Importàncla del tractament esta-
blert durant l.a fase prêvia d'arrelament. En el primer as-
saig on s'aclimatitza material arrelat amb medis que conte-
nien IBA o NAA, després de 21 dies de cultiu, s'observa, en
general, que el material que mostra una pitjor aclimatitza-
cio es el que havia manifestat major aptitud rizogènica
(tots ells formulats amb IBA). No obstant, els millors re-
sultats d'aclimatització per aquest assaig s'obtenen amb ml-
croesquelxos procedents de medis d'arrelament formulats tam-
be amb IBA, mentre que els procedents de medis que contenen
NAA presenten valors intermitjos i han estat els que exhi-
beixen menors percentatges d'arrelamet. Per tant no podem
atribuir al tipus d'hormona utilitzada en els medis d'arre-
lament Un efecte clar en els resultats de la fase d'aclima-
tltzaciô. El fet d'haver cultivat tot el material posat a
aclimatitzar durant 21 dies en els medis d'arrelament impli-
ca que a Ia fi de l'esmentada fase s'observin diferéncies
qualitatives entre els microesqueixos. Els tractaments que
implicaren un major percentatge d'arrelament exterioritzaren
abans el sistema radicular. Una vegada format, les arrels
s'allarguen i paral.lelament s'observà un deteriorament pro-
gresiu de l.a part aèrla (esgrogueIment, assecament, etc.),
aixó vol dir que els 21 dies de permanència en el medi
d'arrelament, els tractamerits amb major percentatge d'arre-.
lament exhibeixen una qualitat de brots força inferior a la
dels tractaments en els quals la rizogènesi fou menor I més
lenta. Aquesta debilitat observada en les fulles dels micro-
brots podria suggerir un excès d'etilé en el tub de cultiu,
provocat pel contingut auxinic del medi. Possiblement
aquesta és l.a principal causa que implica una aclimatització
diferent entre els microbrots en aquest assaig. Els resul-



tats corresponents al segon assaig d'aclimatitzaciô, on
ei. materiai es posa a aclimatitzar als 2-3 dies de visualit-.
zar-. se les arrels, confirmen aquest supósit, ja que s'obte-
nen uns elevats percentatges de supervivèncja, tot I prove-
nir els microesquejxos emprats d'un dels medis d'arrelament
que en l'assaig anterior havia donat un percentatge de su-
pervivéncia molt baix.

Les condjcions ambientals (humitat relativa i
temperatura) esdevingudes durant Ia fase d'aclimatització,
en ambdós assaigs, podem considerar-les adients atenent els
percentatges de supervivèncja aconseguits. Probablement
els elevats percentatges de supervivència obtinguts en vans
tnactaments poden anar iligats amb l'exposicjó progressiva a
humitats relatives més baixes, des d'una humitat relativa
propera al 100% quan el material està dintre el tub d'assaig
fins assolir l'existent en la banquets de l'hivernacie
(hoc on es nealitzà l 'aclimatització). Mann i Gella (1988)
obtingueren millors percentatges de supenvivència en l'acli-.
matització de Prunus ceraseus quan realitzaven també una ex-
posicio progressiva cap a humitats relatives més baixes, que
que quan feien tot l'aclimatament a humitats relatives pro-
peres a Saturació.

Per a la majoria de tractaments d'arrelament s'ob-
serva la conveniència de posar a aclimatitzar material amb
arrels visibles, Aque].Is microesquejxos que no mostren
arrels en finalitzar la fase d'arrelament i que alguns au-
tons consideren indults, generalment, presenten una acli-
matització deficient. La majonia d'autors que han treballat
amb carxofa recomanen posar a aclimatitzar sols el material
arre].at	 1980; M.Fortunato, 1985; Ancora, 1986;
Arce et al., 1988)) 1 la resta tornar-].os a subcultjvar uria
altra vegada en medi d'arrelament essent possible amb aques-
ta pauta iricrementar el nombre de microbrots arrelats (Anco-



Els nostres resultats mostren clarament la no
conveniència de passar a aclimatitzar material vitrificat,
ja que la pèrdua d'aquest tipus de material és total, I
a més de fer davallar consequentment el percentatge d'acli-
matització, podria suposar un cau de futures Infeccions
(füngiques 0 bacterianes) per a Ia resta de material, atés
que mostrem simptomes rapids de podridura, segurament fislo-
lôglca, que no obstant, pot permetre secundàriament is
coionització per diferents agents fiopatolôgics no saprof I-
tics.

Possiblement de l'estudi de bescanvi de gasos
(fotosiritesi nets I transplracló) al iiarg de is fase
d'aclimatització se'n podrien derivar trets importants, el
coneixement deis quals permetria introduir modificacions,
sobre tot medi-ambientals (adobat CO2 . variacions de is
humitat relativa i de la temperatura, etc.) que possibilita-
rien miliorar i'èxit de l'aclimatització.

Els resultats de tots e].s assaigs en el present
trebali mostrën la possibilitat de poder micropropagar
amb certa faciiitat I rapidesa, a partir d'àpexs cauiinars
inferiors a 1 mm de grandària, ei don 71i del cultivar
"Blanca de Tudela". No obstant, voiem incidir que el compor-
tament d'altres dons del mateix cultivar podrien haver
donat resuitats una mica o molt diferents.



5.6. Estudis anatàmics I de coxposici6 foliar en la mi-
cropropagació I en l'acliinatització

5.6.1. Fase de multiplicació 

Els estudis anatàmics i de composició foliar
en la fase de multiplicació han posat de re].leu diferents
comportaments del material vegetal segons el régim d'irra-
diància aplicat.

Els pesos especifics foliars obtinguts en Ia
fase de multiplicaciô a diferents règims luminics mostren
que el material vegetal in vitro es comporta corn el de camp
quan aquest creix sota diferents règirns luminics, I per tant
els resultats obtinguts son coherents en observar-se a altes
irradiàncies els majors PEF en valors absoluts. Donnelly i
Vidaver (1984b) en Rubus idaeus també observaren que el pes
sec de lea fulles depèn de Ia intensitat de la llurn apli-
cada durant el creixernent.

La quantitat de radiació aplicada té efectes
importarits en el creixement de la fulla. En moltes espé-
cies, l'expansiô foliar és minima a intensitats luminiques
molt baixes o molt altes, o és maxima a irradiàncies inter-
mitges (en Gaba I Black, 1983). L'àrea foliar I el. PEF també
poden variar amb el fotoperiode, i poden decréixer linear-
ment amb un increment del mateix (Dale, 1965) 1 del flux f 0-
tànic rebut ( Friend et al . , 1962).

E].s estomes, que s'observen al microscopi optic
tant en l'epidermis superior corn en la inferior, presenten
forrnes arrodonides, la qual cosa fa suposar que tinguin una
baixa o nul.la funcionalitat durant aquesta etapa de multi-
plicació (Brainerd I Fuchigami, 1982; Wetzstein i Sommer,
1983; Mann I Gella, 1988, Mann et al., 1988). Les fotogra-



fies obtingudes per microscopia d'escombrat ens indiquen que
en aquesta fase els estomes, I principalment els del revers
no presenten un porus ben format, I en molts casos soldat.
Tanmateix els resultats obtinguts per Schakel et al. (l9O)
al estudiar la funció estomàtica I Ia conductància cuticular
en brots in vitro de Malus purnila indiquen que els estomes
eren funcionals i tancavan en resposta les condicions am
bientals en augmentar les demandes evaporatives.

L'anatomia foliar depèn àmpliament de les condi
cions climàtiques, especialment de Ia l].um i de Ia tempera-
tura (Chabot i Chabot, 1977; Kemp i Cunningham, 1981). El
gruix total de les fulles analitzades, aixi corn el dels di-
ferents teixits (epidermis i mesàfil) i el quocierit entre
parénquima en palissada i parènquima lacunar augmenten en
incrementar el PPFD aplicat. Per tant es confirma de nou el
comportament paral.lel entre el material multiplicat in vi-
tro I el de camp aclimatat a diferents nivells d'irradiàn-
cia, ja que plantes aclimatades a diferents PPFD presenten
Un major desenvolupamerit del parénquima en palissada res-
pecte el lacunar, quan més elevada és Ia radiació. Les plan-
tes de camp aclimatades a alta irradiància mostren també un
increment en el gruix foliar I en la importància relativa
del parénquima en palissada (Nobel, 1976, 1977; Chabot et
al., 1979; Araus et al., 1986). Aquest augment del gruix es
degut principalment a un increment de la grándaria correspo .

-nent al parènquima en palissada (Nobel, 1976, 1977), in-
cluint el nombre de capes de cel.lules del mesàfil (Cutter,
1971; Dale, 1976).

La grandària cel.lular per als dos parênquimes
(en palissada i lacunar) incrementa també atenent el flux
fotànic aplicat, la qual cosa es coherent amb l'increment
de la grandària dels teixits i conseqUentment de gruix to-
tal. Araus et al. (1989) en estudiar els canvis anatàmics en



Fatsia japonca en relació als diferents canvis estacio-
nals quantificaren àrees cel.lulars superiors durant la pri-
mavera I la tardor que a l'hivern, on a més d'haver-hi
unes temperatures més baixes I un menor fotoperiode, també
calla considerar la menor Incidència de flux fotônic.

La relaciô Area del mesófil/Area follar en el pa-
rénquima en palissada augmenta amb Ia radIació, mentre que
l'esmentada relació en el parériquima lacunar es manté més
estable per a tots els nlvells luminlcs apilcats. Les plan-
tes ex vitro crescudes a alt PPFD presenten també una rela-
cia Area del mesófil/Area foliar superior que les acli-
matades a nivells luminics Inferiors (Nobel, 1976, 1977;
Araus et al . , 1989 ) . Aquest increment es deu a un augment
de la grandària cel.lular I a un canvi en la forma cel.lular
durant la fase de multlpllcació; aixi durant la fase de mul-
tiplicació s'obtenen especialment per al parènquima en pa-
lissada cellules més prlsmàtiques quan més irradiàncla
s'havia aplicat. Aquest efecte és menys clar en el parènqui-
ma lacunar.

La relació entre el volum del mesôfll I l'àrea
foliar també incrementa en ambdós parênquimes a mesura que
s'apliquen nivells luminlcs superiors.

El règim d'irradiància aplicat durant la fase de
multiplicacIó influeix notórlament en el contingut de pig-
ments fotosintètics I en el contingut de nitrogen organic!-
superficie foliar. En incrementar el flux fotônic es pro-
dueix Un augment de la relació Cla/Cib I un decrement de les
relacions de Clab/N I Clab/Cxc. Donnelly I Vidaver (1984b)
per a l'espècie Rubus idaeus observaren també majors quanti-
tats de clorofilla a règims d'irradiància baixos. Aquest
comportament ha estat observat en plantes d'espécies supe-
riors quan son aclimatades a diferents nivells luminics



(Boardman, 1977; Björkman, 0. , 1981 ) , o en diferents èpoques

estacionals (Araus et al., 1989). Lee et al. (1985) en ad!-
matitzar midrobrots arrelats procedents d'in vitro de Liqui-
dam.bar styraciflua a difererits règims d'irradiància també
observaren quantitats més elevades de CIa I de Cib a inten-

sitats baixes. Altres autors, en plantes ex vitro, no han

observat diferéncies en la relació Cla/Cib a]. llarg de i-es

distintes estacions de 1'any (Koch, 1976), o be segons el

régim d'irradiància aplicat (Oberbaner I Strain, 1986).

El nombre de seccions cloroplàstiques/unitat

de longitud del tall augmenta en el parénquima en palissada,

de baixa (20 pEParm 2s') a mitjana (60 pEPARm 2s i- ) irra-

diància, mentre que aquest comportament no és evident en el

parènquima lacunar. No hi ha diferéricies en i-a densitat do-
ropléstica, en relació al nivell luminic rebut, ni en el pa-
rénquima en palissada ni el lacunar. La densitat cloropi-

àstica en el parènquima lacunar és superior a i-a del parén-

quima en palissada degut possiblement a i-a menor grandària

de i-es cêl.lules del parènquima lacunar. Aquesta major den-

sitat en el parénquima lacunar és contréria als resultats

obtinguts per Araus et al. (1986, 1989), per cal destacar

que aquests autors treballen amb material ex vitro.

5.6.2. Fases post-multiplicació

Els estudis anatômics I de composiciô foliar

en i-a resta de fases exhibeixen certes variacions, especial-

ment durant i-a fase d'aclimatització.

L'àrea foliar incrementa al llarg de i-es successi-

yes fases, tanmateix el PEF no varia signlficativament.
Durant Ia fase d'aclimatització es produeIx un ileuger de-

crement del PEF, encara que no es significatiu. Aquesta dis-



minució podria estar iligada amb l'increment de la grandària
I canvi de forma cel.lular, especialment la del parènquima
en palissada que presenta formes més arrodonides. Martinez
et al. (1988) en Philodendron tuxla també quantificaren un
PEF 1].eugerament més baix en Ia fase d'aclimatització, aixi
corn Un augment de 1'àrea foliar. Smith et al. (1986) en Be-
tula platyphylla I Donnelly et al . ( 1986 ) en Ru.bus idaeus
comprovaren que l'àrea foliar incrementava al llarg de la
micropropagaclo	 '	 vitro a ex vitro).

Corn ja detallàrem en la introducció, Ia forma de
les cèl.lules estornàtiques corresponents al material micro-
propagat és variable segons les espècies i/o la fase de de-
senvoluparnent, podent variar de formes arrodonides a elipti-
ques. L'estudi al microscopi optic de les caracteristiques
estornàtiques al llarg de les diferents fases de la micropro-
pagació, inclosa Ia fase d'aclimatització, del cultivar
"Blanca de Tudela" ens mostra formes cel.lulars distintes
segons la fase de desenvoluparnent. Les formes més arrodoni-

des s'observen en Ia fase de multiplicació, I les més elip-

tiques en la resta de fases; conseqUentment cal suposar que
es produeix una transforrnació progressiva d'estomes inactius
0 no funcionals a estomes més capaços de realitzar obertura

i tancament estomàtic. S'han observat al microscopi d'escorn-

brat les superficies adaxials I abaxials de les fulles al

estadi d'aclimatitzaciô. En la cara abaxial els estomes son

aparentment més oberts i més desenvolupats que en la cara

adaxial, on l'ostiol es força prominent I les cél.lules

guarda poc diferenciades. Donat la seva estructura els esto-

mes de la cara adaxial semblen restar permanentment oberts,

es a dir sense capacitat de controlar Ia pêrdua d'aigua.

Brainerd I Fuchigami (1982) 1 Blanke I Beicher (1989) atri-

bueixen les pérdues ràpides d'aigua durant l'aclimatitzacjó

a aquesta manca de regulació estomàtica. La capacitat de re-

gulació sembla, no obstant, augmentar sensiblement durant la



fase d'aclimatització. Els estomes observats per Donnelly i
Daver (1984a) durant Ia micropropagació de Ru.bus idaeus pre-
sentaren formes força circulars, mentre que en Philodendron
twcla la forma dels estomes és de tipus eliptic (Martinez et
al., 1988). En d'altres espêcies, corn per exemple en Liqui-
dambar styraciflua (Wetzstein i Sommer, 1983), en Prunus Ce-

raseus (Mann i Gella, 1988; Mann et al . , 1988 ) I en Malus
domestica (Brainera I Fuchigarni, 1982) també s'han observat
fulles amb estornes no funcionals en la fase de multiplicaciô
in vitro.

Donnelly et al. (1986) visualitzaren en Rubus
idaeus majors llargàries del porus de l'estoma en material
provirient de la fase d'arrelarnent que el de Ia fase de mul-
tiplicaciô, mentre que els nostres resultats no fan visible
aquestes diferéncies.

L'increment de la relació entre ambdós parénquimes
al llarg de les diferents fases estudiades (de 0.69 a 0.89)
implicaria una tendència progressiva del material micropro-
pagat a preseritar fulles més del tipus de "sol" (parènquima
en palissada ben desenvolupat).

Durant la fase d'aclimatització es produeix Un im-
portant augment de l'àrea mitjana cel.Iular d'ambdós parén-
quimes, aixi corn unes formes més arrodonides, la qual cosa
unida amb un gruix total estable explicaria el resu].tat ob-
tingut del. PEF (decrement) en aquesta etapa.

La relació Area del rnesófil/Area foliar per a la
fase d'aclimatització disrninueix en arnbdós parénquirnes, perô
especialment en el lacunar. Aquesta davallada ês coherent
amb l'augrnent ja comentat de Ia grandària cel.].ular d'ambdós
parènquimes, I amb les formes cel.lulars més arrodonides ob-
tingudes en aquesta fase per arnbdós teixits, juntament amb



una estabilitat de la grandària dels mateixos.

La composició del contingut pigmentari de les
fulles analitzades mostra algunes diferències al Ilarg

de les successives etapes de la micropropagació realitzada.

Durant la fase d'allargament I possiblement en rei.ació a Un

efecte de dilució (desenvolupament foliar important en pocs

dies) es produeix un descens de les clorofil.les totals,

dels carotenoids totals I de les relacions Cla/Cib i Clab/N.

L'avaluació del contingut pigmentari indica que la fase

d'arrelarnent podem considerar-la força estable. No obs-

tant, es manifesta una devallada (encara que no significati-

va) de Ia relació Clab/Cxc. En la fase d'aclimatitzaciô el
material pateix Un stress important, perquè s'ha d'adaptar

a unes noves condicions ambientals (variacions d'humitat

relativa, fotoperiode més curt, oscil.lacions de temperatu-

ra, distinta qualitat de hum, etc.). Generalment canvis

rapids de les condicions ambientals tenen un efecte nega

tiu important en la capacitat fotosintètica, en l'anatomia i

en la ultraestructura dels cloroplasts, més dràstics que

quan els canvis son per exemple de tipus estacionals, on

existeix una adaptació progressiva a les noves condicions

ambientals (Ballantine i Forde, 1970). L'stress observat ye

marcat per un fort descens de lea clorofil.les a 1 b, dels

carotenoic3s I de la relació Clab/N, acompanyat per una deva-

ilada important del nombre total de seccions cloroplàsti-

ques/unitat de longitud de tall I de la densitat de seccions
cloroplàstiques, tant en el parênquima en palissada corn en
el lacunar. Martinez et al. (1988) estudiant els pigments
fotosintètics de la darrera fulla desenvolupada en les dife-
rents fases de la microprogació de Philodendron tuxla, ob-
tingueren resultats sirnilars, en observar també en la fase

d'aclimatització un decrement del contingut en clorofil.les

totals I en carotenoids, perà no de lea relacions Clab/N I
Cla/Cib.



Mann (1986) per a l'espècie Prunus ceraseus trobà
més quantitat de clorofil.Ies i carotenoids en les fulles de

plantes aclimatitzades que durant la micropropagació. No

obstant, l'avaluació de les clorofil.les I carotenoids per a

fulles de la mateixa espêcie peró cultivades en el camp ii

donaren valors més baixos que e]. corresponent a les aclima-
titzades. Donnelly I Vidaver (1984b) obtingueren una relació
Cla/Cib més elevada en plantes aclimatitzades que en les fa-

ses in vitro. Tanrnateix, en estar els càlculs d'aquests da-
rrers autors realitzats en base al pes sec o al pes fresc,

no son directament comparables amb els nostres resultats
referits a superficie foliar, ja que els seus valors podrien

dependre més de les variacions del pea especific foliar
(frese i sec) que de les variacions de clorofil.la. Grout i

Millan (1985) que també expressen Ia quantitat de clorof ii.-

la respecte pes, Si que troben una disminució important de
la concentració de clorofil.la total en la fase d'aclimatit-

zaciá. També Syvertsen I Smith (1984) obtingueren una dismi-

riució de la concentraciô de clorofilles al passar plantes

de Citrus cultivades a l'ombra a condicioris de més alta in-

tensitat luminica.

Cal destacar el decrement del nombre de seccions

cloroplàstiques/unitat de longitud de tall en la fase

d'aclimatització. Aquest comportament pot ser degut a dos

factors relacionats, a un increment de Ia gràndaria de les

cel.lules parenquimàtiques (disposició cellular més baixa),
aixi corn a un descens de Ia densitat cloroplàstica.

Basant-nos en tot el conjunt de caracteristiques

anatómiques i paràmetres relacionats estudiats podem afirmar

que en la fase d'aclimatització es produeix un fort stress

que es carateritza per alteracions foliars.



Whatley I Whátley (1984) 1 Mann I Gella (1988)
caracteritzaren les fulles d'in vitro corn fulles d'ombra,
perquè contenen menys capes cel.lulars, en estar les céllu-
les del parènquima en palissada menys compactades I ser
menys prismàtiques, per presentar uns grans espais inter-
cel.lulars en el parénquima lacunar, I també per presentar
un Sistema vascular menys extens I unes parets cel.lulars
més primes que les fulles de sol. Aquesta estructura similar
a la de les plantes d'ombra ha estat descrita també per
altres autors (Grout i Aston, 1978a; Brainerd et al., 1981;
Wetzstein i Sommer, 1982; Donnelly I Vidaver, 1984a,b; Fabri
et al., 1986). Finalitzacia la fase d'aclimatitzacjó aquestes
fulles segons Whateley I Whateley (1984) 1 Mann i Gella
(1988) poden modificar la seva estructura, que esdevindria
més similar a la de les fulles de sol, amb una densitat
cellular més elevada I una doble capa cellular en el
parèriquima en palissada, a més d'incrementar Ia seva area
foliar (Grout I Millari, 1985; Martinez et al, 1988). Per
contra Donnelly I Vidaver (1984b) trobaren que l'àrea foliar
no augmentava I Grout i Aston (1978a) sols observaren un
Ileuger allargament de les cèllules situades inmediatament
per sota de l'epidermis I Fabri et al (1986) a les tres
setmanes observaren un allargament cellular, perô mante-.
flint-se el mateix nombre de cêl.lules.
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