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5. DISCUSSIO

5.1. Assaiq d'iniciaciéd

La bibliografia referent a 1'explantacidé d'apexs
caulinars inferiors a 1 mm de grandaria evidencia la neces-
sitat de realitzar un procés de desinfeccié del material
vegetal. La present Tesi, com ja s'indica en 1l'apartat de
material i métodes, no inclou un assaig concret de desinfec-
ci6, perd si més no i atenent als assaigs previs a aquest
treball on es compararen diferents tipus de desinfeccib, es
creié oportu emprar la pauta descrita en 1'apartat abans es-
mentat.

La pauta wutilitzada resulta molt eficag, tant
des de la vessant propiament dita de la desinfeccidé del ma-
terial vegetal, en no manifestar-se cap tipus de contamina-
cidé aparent, com des de 1'dptica de la problematica de 1la
formaci6é de substancies fendliques, en no denotar-se en cap
cas fendmens d'embruniment en el medi.

L'abséncia del fenomen anterior possiblement esta
relacionada amb el fet de rentar el material vegetal amb ai-
gua amb antioxidants i de realitzar la incubacidé dels apexs
caulinars durant una setmana en condicions de foscor. Mon-
cousin (1980, 1981) cregué adient ubica el material recient
sembrat a les fosques, perd la seva pauta de desinfeccié no
contempla antioxidants; la resta d'autors qQque han treballat
amb l'espécie no fan cap al.lusidé a la conveniéncia o no de
posar els explants a les fosques, i sols 1'equip de Harbaoui
(Harbaoui i Debergh, 1980; Harbaoui et al., 1982) i d'Ancora
(Ancora et al., 198la,b) aconsellen emprar antioxidants en
la pauta desinfectant. Els bons resultats obtinguts en 1la
nostra pauta poden derivar, per tant, d'incloure ambdés

tractaments preventius.
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La desinfeccié realitzada en l'assaig no implica
pérdua de material vegetal per problemes de necrosi, tot
i que certs autors (Ancora et al., 198la) insisteixen que
l1'éxit de la desinfeccid va lligat a la pérdua de material
per fendmens principalment d'aquesta mena. Possiblement el
fet de no necrosar-se els apexs caulinars en el nostre as-
saig es deu principalment al fet que la pauta emprada no
contempla cap immersié del material amb etanol i a les com-
binacions i concentracions de matéries actives emprades. La
majoria d'autors utilitzen alcohol etilic en 1les seves
desinfeccions (Moncousin, 1980; Harbaoui i Debergh, 1980;
Ancora et al., 198l1a,b; Pécaut, 1983; Suelzu et al., 1989),
mentre que Martinez i Caflameras (1988) associaren la necrosi
a la preséncia d'etanol en els protocols de desinfeccidé. E1
percentatge de clor actiu utilitzat fou sensiblement infe-
rior al citat per Moncousin (1980), perd una mica més con-
centrat al descrit per Ancora et al. (1981a,b) i Suelzu
et al. (1989). La bibliografia existent tampoc contempla 1a
utilitzacid® en una mateixa pauta de desinfeccié la combina-
cid de clorur de mercuri i hipoclorit de sodi, llevat de 1a
recomanada per l'equip de Harbaoui (Harbaoui i Debergh,
1980; Harbaoui et al., 1982) que utilitzen alhora dosis més
baixes que les nostres de les dues matéries actives.

Altres autors (Suelzu et al. 1989) senyalen que la
supervivéncia dels explants també esta relacionada amb la
concentracidé citoquinica del medi, i que s'obté una millor
implantacié quan s'utilitzen dosis baixes. Tanmateix els
nostres medis contemplaven els dos extrems de 2ip (1 i 5
mgl-l) que més cita la bibliografia, i en cap cas, com ja
hem esmentat, s'observa pérdua de material vegetal. Con-
trariament el grau de desenvolupament és superior amb 1la
dosi citoquininica més elevada.
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Durant la fase d'iniciacidé s'observa un comporta-
ment ben diferenciat entre el material sembrat en els medis
amb 1les dues concentracions citoquininiques estudiades.
Els tractaments que presenten la dosi més elevada de 2ip,
a més d'iniciar abans 1la brotacié, manifesten taxes de
multiplicacidé totals i viables superiors, propaguls amb ma-
jor nombre de fulles, un desenvolupament foliar i de cal.lus
més rapid, i més incidéncia de vitrificacidé foliar. Tanma-
teix la llargaria del propagul és bastant homogénia entre
ambdés tipus de tractaments.

La major resposta morfogenética detectada amb els
tractaments amb 5 mgl—1 de 2ip front els que tenien 1 mgl-1
de 2ip demostra que el nivell minim assajat no satura 1la
resposta; de 1'assaig no se'n pot despendre que 5 mgl_1 si-
gui la dosi &ptima atés que no s'han assajat concentracions
intermédies ni superiors. En qualsevol cas i pel nostre
material és més aconsellable dotar el medi d'iniciacié amb 5
mgl"l de 2ip. La composicié citoquininica per a la iniciacié
de meristems de carxofera és un tema poc tractat a 1la bi-
bliografia, s'aconsellen diverses formulacions sense presen-
tar resultats comparatius atenent a la dosi, tipus i combi-
nacié. En generél es destaca la major aptitud de 1a 2ip. Al-
guns autors (Moncousin, 1980; Harbaoui i Debergh, 1980; Har-
baoui et al., 1982) la utilitzen a dosis baixes (1 mg1~l) i
altres (Moncousin, 1982) a dosis més altes.

Harbaoui i Debergh (1980) indiquen que no és pos-
sible aconseguir 1la brotacié del material inicial fins que
aguest no sobrepassa els 2-3 cm de longitud. En el nostre
assaig aquest fet es posa de manifest, perd tanmateix s'ob-
serva que el grau de desenvolupament expressat en nombre de
fulles és un indicador més certer de 1la capacitat de rebro-
tacid que 1la 1llargaria del propagul. En aquest sentit cal
remarcar que el tractament que exhibeix major nombre de fu-
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lles és el que mostra la taxa de multiplicacié wviable més
elevada, mentre que aquell que manifesta la menor formacid
de fulles esdevingué amb la taxa de multiplicacié més baixa;
aixo estaria d'acord amb 1a pauta de micropropagaci® de Mon-
cousin (1981) que no considera adient transferir el material
inicial al medi de multiplicacié fins que aquest no hagi
desenvolupat de 4 a 5 fulles.

Cal incidir en el fet que un major desenvolupa-
ment, va lligat a 1'obtencid® de material amb fulles amb
més tendéncia a la vitrificacid i més retallades, tot i que
com ja hem vist anteriorment en 1l'apartat de resultats, no
sén quantitativament importats ambdés fendmens. En ambdés
tractaments, i ja en aguesta fase, s'observa una formacid
de cal.lus basal, el grau de desenvolupament del qual esta
estretament relacionat amb el de 1la part aéria; és a dir,
la fraccid cal.lus és major en els tractaments amb Smgl_l
de 2ip. Tanmateix en cap cas s'observa diferenciacidé cauli-
nar a partir d'aquest cal.lus, el brot inicial i en el seu
cas les gemes i els brots formats provenen del meristem
inicial i dels primordis gemolars derivats d'aquest. La bro-
tacié és, per tant, sempre d'origen axilar, fet també citat
per altres grups investigadors (Harbaoui i Debergh, 1980;
Moncousin, 1980, 1981; Ancora et al., 198la,b; Morone, 1985;
Ancora, 1986; Martinez i Cafiameras, 1988; Hueto, 1988: Suel-
zu et al., 1989; Cervera, 1989).

Harbaoui i Debergh (1980) per a la varietat "Vio-
let d'Hyéres" trobaren aconsellable 1la incorporacié de bai-
xes dosis de GA3 per estimular 1la brotacié axilar, sense
explicitar 1'época de 1'any en la qual iniciaren la posta en
cultiu. Moncousin (1981) senyala que el reqgueriment de GA3
en els medis d'iniciacié varia segons l'época de 1'any: ne-
cessitats maximes a 1'hivern, minimes a 1la tardor, nul.les a

la primavera. Els nostres resultats sobre 1a preséncia de
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GA3 en el medi d'inciacid no manifesten cap efecte quant a
la taxa de multiplicacié assolida, ni tampoc incideixen en
la longitud del propagul, ni en el nombre de fulles. Els
nostres resultats presenten una certa coheréncia amb els de
Moncousin atés que l'explantacibé la realitzarem a mitjans
de setembre. La duracié del fotoperiode de 1'esmentat mes
a8 la nostra latitud és lleugerament superior al de Suissa,
per la qual cosa és presumible que els nivells de giberel.-
lina enddgena de 1les nostres plantes mares, en el mes de se-
tembre, fos suficient Per no precisar un requeriment suple-
mentari, el qual si que sembla necessari en les condicions
de Suissa. Fins i tot en el cas dels tractaments amb dosis
altes de citoquinines, la seva presencia (autoclavat o no)
implica obtenir un percentatge més elevat de microbrots amb
algunes fulles vitrificades, tot i que com ja hem citat an-
teriorment, aquest fenomen és poc important. Thimann (1977)
ja hipotetitza gque el GA3 endogen podia induir aquest feno-
men.

En el nostre assaig d'iniciacié, com ja s'ha indi-
cat en 1'apartat de resultats mai s'hagueren de rebutjar mi-
crobrots vitrificats, tot i que certs autors (Harbaoui
i Debergh, 1980) insisteixen en que en agquesta fase s'obté
un elevat percentatge de microbrots vitrificats. Possible-
ment les diferéncies entre els nostres resultats i els dels
esmentats autors es deguin principalment a la concentracié
d'agar del medi que en el nostre cas fou de 8 gl"1 i en el
seu de 6 gl-l, d'acord amb els que estableixen Debergh et
al. (1981) posteriorment.

El grau de desenvolupament assolit pels propaguls
cultivats en els medis amb 5 mgl-1 de 2ip a la sisena setma-
na (2 subcultius) és altament satisfactori. Per aquest
motiu semblaria coherent finalitzar el periode d'iniciacié
en aquest moment i procedir a1l repicat en el medi de multi-
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Plicacié. Amb aquesta modificacié a igualtat de temps s'ob-
tindria probablement una major descendéncia.

5.2. Assaigs de multiplicacié

Els resultats obtinguts en 1'estudi del comporta-
ment de les taxes de multiplicacid al llarg de successius
subcultius, atenent a 1'época d'explantacié, manifesten una
Clara resposta segons 1l'origen estacional del material uti-
litzat com a propagul. Les millors taxes de multiplicacid
viables i totals es corresponen amb 1'entrada d'apexs cauli-
nars realitzada el mes de setembre, mentre gque la més desfa-
vorable és la del mes de gener. Aquest comportament estaria
forga'd'acord amb els resultats de Moncousin (1981), encara
que en aquest cas per la fase d'iniciacié, 1'autor també ob-
serva que 1l'época més desfavorable era 1'hivern. Barnés i
Quintanilla (no publicat) en analitzar 1'efecte época d'ex-
pPlantacidé en la fase d'iniciacié i primer subcultiu en mul-
tiplicacidé en "Blanca de Tudela", i en el mateix clon que el
nostre, detectaren taxes de multiplicacié maximes i minimes
a setembre i marg respectivament. Les nostres dades contras-
tades amb aquests resultats suggereixen que la capacitat or-
ganogénica ve forga condicionada per 1'estat fisidlogic en
el moment de 1'explantacid i que aquestes caracteristiques
diferencials es mantenen generalment com a minim al llarg de
set subcultius. Tanmateix, en altres espécies, com per exem-
Ple Lantana sellowiana no s'han trobat diferéncies en el
comportament del material explantat en les diverses esta-
cions de l'any (Scaramuzzi i d'Itolio, 1985). En analitzar
l'efecte subcultiu per a cadascuna de les époques d'explan-
tacié s'observa en general que les taxes no sén estables,
fet que significa que hi ha un efecte subcultiu detectable.
Aquesta inestabilitat provocada pels subcultius també ha es-
tat citada en altres especies com en Actinidia chinensi
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(Standardi, 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 com en carxofera per
Moncousin (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-
plicacidé s'estabilitzen després d'un determinat nombre de
subcultius, perd aquest comportament és variable segons el
material micropropagat (Paul i Feucht, 1985; L&, 1985) i els
medis de cultiu (Druart, 1988). Moncousin (1980) aconsegueix
disminuir aquest fenomen afegint GA3 en el medi de multipli-
cacidé, Morone et al. (1979) obtenen taxes de multiplicaciéd
estables a dosis altes de citoguinina (10 mgl-1 de BAP),
mentre que a dosis inferiors sembla ser necessaria 1la in-
corporacid de GA3 en els medis. En el nostre assaig tot i
mantenlnt concentracions relativament altes de 2ip (20 mgl

) el fenomen es manifesta, per la qual cosa no sembla que
vingui determinat per 1a concentracié de citogquinina, cal-
dria comprovar si 1'adici® de GA3 en el medi féra capag¢ de
minimitzar el fenomen en el nostre material.

Les taxes de multiplicacié en carxofera per a un
cultivar o clon determinat sén forga variables atenent prin-
Ccipalment el tipus i 1la concentracidé hormonal wutilitzada
(Harbaoui i Debergh, 1980:; Moncousin, 1980, Ancora et al.
1981a,b; Cervera, 1989), a 1a qualitat de 1la 1llum (Suelzu et
al., 1989) i concentracié d'agar (Debergh et al., 1982; Aan-
cora, 1986). En els nostres assaigs 1la utilitzacié de 1la 2ip
manifesta taxes de multiplicacié superiors a les aconse-
guides amb tractaments que solament contenien KIN. Les com-
binacions d'ambdues citoquinines sols resulten adequadis

’

quan les concentracions de 2ip sén inferiors a 15 mgl
perd mai arribaren a superar els resultats aconseguits amb
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aquesta darrera concentracié. El1 régim d'alta irradiancia
(90 pEPARm-ZS-l) en general implica major taxa de multipli-
cacibé 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 referéncia al comportament del material ve-
getal en front diferents concentracions i combinacions hor-
monals. La majoria d'autors wutilitzen 1la 2ip (Moncousin,
1980, 1981; Pécaut et al., 1983; Moncousin i Ducruex, 1984),
pero els unics que han presentat resultats, considerant di-
ferents formulacions citoquininiques (tipus i concentra-
cions) sén Debergh et al. (1981) i Cervera (1989). Aquests
dos equips han estudiat varis medis amb diferents concentra-
cions i combinacions de 2ip i KIN. Els nostres resultats,
pel que respecte als tractaments formulats sols amb 2ip, sén
forga coherents amb els dels esmentats autors, els quals ob-
tenien les maximes taxes de multiplicacié total i wviable a
20 mgl-l, perd sense haver assajat concentracions intermit-

ges entre 10 i 20 mgl-1

. La problematica principal derivada
dels tractaments que contenien 2ip ha estat el fenomen de 1la
dominancia apical. Aguesta problematica en el nostre cas
es manifesta per una rebrotacidé 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 1l'allargament d'aquests brots restringeixi el desenvolu-
pament continuat de la resta de microbrots de 1a tofa, és en
aquest sentit que empren el terme de dominadncia apical.
Aguest fet també ha estat remarcat pels autors abans senya-
lats. Els tractaments formulats sols amb KIN, com ja hem in-
dicat anteriorment presentaren taxes totals i viables infe-
riors a les obtingudes amb 2ip. No obstant, Debergh et al.
(1981) obtingueren taxes totals superiors emprant aquesta
citoquinina que quan utilitzaven 1a 2ip. Aquest diferent
comportament en front els nostres resultats, el podem atri-
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buir al fet que les concentracions emprades per l'esmentat
equip (2.5, 5, 10 i 20 mgl-l) s6n més elevades que les nos-
tres (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 i 0.8 mgl-l). Tanmateix 1la utilit-
zacid sols de medis amb KIN els comporta la obtencié de to-
fes amb microbrots eéxcessivament nans. Els resulats obtin-
guts per Cervera (1989) amb concentracions de KIN intermit-
ges (0.5, 1, 2.5 § 5 mgl-l) entre 1les analitzades per
l'equip de Debergh i 1les que contempla aquest treball, tam-
POC implicaren taxes de multiplicacié més elevades, ni 1'ob-
tencid de tofes amb un bon desenvolupament de tots els
brots. Debergh et al. (1981) varen observar que el fenomen
de la dominancia apical abans descrit €s podia minimitzar
emprant combinacions de 2ip i KIN. La utilitzacié conjunta
d'ambdues citoquinines comporta als dos equips esmentats
millors taxes de multiplicacié, tanmateix Debergh et al.,
(1981) senyalaren les combinacions de 2.5 mgl-1 de KIN i de
2 alo0 mgl-l de 2ip com les més adequades per a 1'obtencié
de tofes amb brots desenvolupats i homogenis, mentre que els
resultats de Cervera (1989) destaquen 1les combinacions de
0.5 a 1 mg1™! ge KIN i 10 mg1™! ge 2ip, per obtenir taxes de
multiplicaci® més elevades, perd sense poder eliminar com-
Pletament 1a problematica de 1a dominancia apical. Cal des-
tacar que el treball presentat per Debergh et al. (1981)
sembla donar a entendre que no es presentaren combinacions
amb concentracions més baixes de KIN. Eils tractaments amb
combinacions d'ambdues hormones no impliquen en els nostres
assaigs obtenir millors taxes de multiplicacié que les acon-
seguides amb 15 mgl-1 de 2ip, aixi com tampoc presenten
tofes més homogenies. Les diferéncies observades en el nos-
tre clon en relaci6 a les respostes detactades per Debergh i
Cervera, suggereixen que la major eficiéncia de les combina-
cions 2ip i KIN no sén universals, siné que presenten una
dependéncia clonal manifesta.

La comparacié de 1e taxes obtingudes en els nos-
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tres assaigs amb les presentades per la resta d'autors és
forga dificultosa, atenent al fet que la majoria no discer-
neix entre el concepte de taxa total i taxa viable, 1llevat
de Debergh et al. (1981) i Cervera (1989). Respecte aquests
darrers autors, les millors taxes presentades en aquest tre-
ball sén sensiblement superiors a les referides pels esme-
nats autors. Tanmateix cal remarcar que possiblement la res-
posta dels propaguls de carxofera a un medi i condicions am-
bientals determinades estara relacionat amb les caracteris-
tiques internes propies del cultivar i/o clon emprat, amb
el nombre de subcultius en el qual s'han realitzat les expe-
riéncies i amb el tipus d'incisié que es realitza en el mo-
ment de la subdivisi® del material (Harbaoui i Debergh,
1980).

En els nostres assaigs de multiplicacié6 els per-
centatges de vitrificacié han estat poc importants. Debergh
et al. (1981) denotaren en carxofera que a partir d'una con-
centracid d'agar del 1.1%, 1la vitrificacié no es produia en
el cultivar "Violet d'Hyéres", perd a aquesta concentracié
s'observava una davallada important de 1a taxa total de mul-
tiplicacidé (1.5), i es potenciava el fenomen de 1a domina-
ncia apical. En'medi liquid la taxa total de multiplicaciéd
que obtingueren era molt superior (3.75) a 1'assolida en
medi agaritzat (1.5), perd el percentatge de wvitrificacioé
també ho era molt (40-80% de les tofes). En els notres as-
saigs emprant les mateixes concentracions d'agar i de 2ip
(20 mgl-l) © fins i tot concentracions inferiors (0.8%
d'agar i/o 15 mgl-1 de 2ip), s'obtenen taxes mitjanes de
multiplicacié total molt superiors (2.90-4.70) a 1a dels es-
mentats autors. Els percentatges de vitrificacié observats
en el nostre assaig, generalment, no presenten variacid
sensible en relacié a 1les concentracions d'agar emprades
(8, 9, 10 i 11 gl-l) i es mantenen amb valors baixos (15%
respecte el total de brots no viables). Aquest comportament
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sembla contradir els resulats de Debergh et al. (1981) i
NO es corrabora en assaigs realitzats en el nostre Laborato-
ri (no publicats); en aquest darrer cas s'observa que
l'efecte negatiu, increment de 1a vitrificacié, en disminuir
l'agar era imperceptible en el Primer subcultiu, i que in-
Crementava a mesura Que es subcultivava en medis amb baixes
concentracions d'agar. Aquest fet explicaria 1'aparent con-
tradiccié dels nostres resultats, atés que 1'assaig implica
un Unic subcultiu. La disminucié de 1a concentracié citoqui-
ninica mostra, com ja hem indicat anteriorment, un enlanti-
ment del creixement i eén conseqiiéncia una disminucié de 1a
taxa de brotacié, perd sense detectar-se sensiblement una
reduccid del percentatge de microbrots vitrificats/tofa, 1a
qual cosa estaria d'acord amb els resultats de l'equip de
Debergh (Harbaoui i Debergh, 1980; Debergh et al., 1881).

Els nivells d'irradancia a qué sén sotmesos els
propaguls durant 1la multiplicacié sembla indicar que la mor-
fogeénesi no es deu Unicament a l'equilibri hormonal del me-
di, sind que és veu afectada per 1a densitat de flux foto-
nic. El1 nombre de brots amb desenvolupament suficient per
considerar-se viables augmenta generalment amb el PPFD; a1l
mateix temps s'observa que disminueixen els components de
Clorosi i vitrificaicé en l'establiment de 1a taxa de brots
no viables. Aquest fet és el que condiciona que el percen-
tatge de brots petits augmenti amb 1a llum, per tant sembla
clar que 1la morfogénesi i 1la qualitat dels propaguls millo-
ren a irradidncies de 90 pIE:P'ARm—Zs-1 front a 1l'obtinguda a

20 pEPARm-zs-l).

Els valors absoluts obtinguts en 1a fraccié cal.-
lus en la fase de multiplicacié en tractaments que sols con-
tenen KIN, sén més baixos que els assolits en material
multiplicat amb 2ip o amb les combinacions d'ambdues cito-
Qquinines; en carxofera, sols Ancora et al. (1981b) i Suelzu
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et al. (1989) fan referéncia a la no aparicié de cal.lus en
cultivars italians en medis formulats amb KIN. Com en 1la
fase d'iniciaéié, el grau de desenvolupament del cal.lus en
la fase de multiplicacibé esta directament relacionat amb el
grau de desenvolupament del propagul, i com en aquella el
tipus de brotacié obtinguda és axilar (Harbaoui i Debergh,
1980; Moncousin, 1980, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Anco-
ra, 1986; Martinez i Cafiameras, 1988; Suelzu et al., 1989;
Cervera, 1989).

Les tofes que manifesten en el present treball
microbrots més allargats sén aquelles desenvolupades sota
tractaments que impliquen baixes taxes viables de multipli-
cacid a una baixa o nul.la concentracid citoquininca del
medi i/o sota un baix nivell d'irradiancia. E1l major allar-
gament a baixa irradiancia cal atribuir-lo a una resposta
modulativa al régim de PPFD, idéntic al descrit en els feno-
mens d'aclimatacié luminica in vivo que permeten diferenciar
morfoldgicament i fisioldgica el fenotip de plantes crescu-
des a baixa i alta irradicancia (aclimatacié a sol i a om-
bra). Idéntics genotips a baixa irradiancia permeten Aarees
foliars majors i entrenusos més allargats, que quan es sot-
meten a altes irradiancies (Bjorkman, 0., 1981). En el cas
concret de la carxofera l'increment en 1la longitud ve deter-
minat principalment per un major allargament o per un incre-
ment en 1'eix longitudinal foliar. La biomassa dels brots,
expressada en pes sec o fresc no sembla dependre de la dota-
cidé hormonal del medi. En existir diferéncies notables quant
a la taxa de multiplicacié total i viable, agquest comporta-
ment cal atribuir-lo a un efecte clarament organogénic de
les citoquinines. La utilitzacié de matéria i energia del
propagul deriva, en el cas de dotacions hormonals baixes,
principalment cap al creixement del propagul, mentre que en
incrementar les concentracions de citoquinina una major part
del flux material i energétic s'aplica a la neoformacid de

- 221 -



brots. L'augment de la concentracid de 1l'agar en el medi
no influencia sensiblement la biomassa del brot, mentre
que el creixement es veu restringit a la menor irradiancia
assajada. La millora detectada a irradiancies superios a 20
MEPARm 25”1 eg podria atribuir a una estimulacié de la foto-
sintesi que generaria una disponibilitat adicional de carbo-
ni i energia altre que el provinent del medi de cultiu.

El tipus de marge de les fulles no es veu clara-
ment influenciat durant 1la fase de multiplicacié per la con-
centracié hormonal. E1 percentatge de fulles retallades és
en general, molt baix (<10%). Sembla detectar-se que les
combinacions hormonals que comportaren menors taxes (KIN
de 0.1 a 0.8 mgl—1 i medi sense citoquinines) presenten
quasi exclusivament, marge sencer; pel que fa a la 2ip sola
© amb combinacié amb KIN, en el rangue de 5 a 20 mgl-1 no
s'observa efecte diferencial. Els resultats observats en
la fase d'iniciacié per aquest parametre indiquen que 1'aug-
ment de la concentracidé de 1la 2ip (de 1 a 5 mgl-l) comporta
a més d'una taxa de multiplicacié superior, un increment en
el percentatge de fulles retallades. En multiplicacidé sembla
que aquest efecte progressiu s'atura a 5 mgl-l, no essent 1la
resposta proporcional. En tractar-se de fases distintes amb
histdéria prévia diferenciada, tant pel que fa als medis de
cultiu com el temps transcorregut, sembla arriscat conside-
rar de forma general que la divisid del marge és no depenent
de la dosi de 2ip a partir de 5 mgl~}. E1 régim d'irradian-
cia i la concentracié d'agar tampoc afecten sensiblement a
l'esmentat parametre.

5.3. Assaig d'allargament

La introduccié d'una fase d'allargament, posterior
@ la multiplicacié i prévia a la rizogénesi, es mostra molt
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interessant en diverses espécies vegetals, tant pel que fa
a la propia activitat rizogénica, com en la posterior acli-
matitzacidé (Aitken et al., 1981: Maene i Debergh, 1985; He-
reu, 1987; Claveria et al., 1988; Martinez et al., 1988),
aixi com perqué algunes vegades 1l'elongacidé del brot en 1la
fase de multiplicacié és inhibida per un nivell alt de cito-
quinina. Respecte 1la micropropagacié de carxofera 1la ma-
jor part de 1la bibliografia no esmenta directament 1la neces-
sitat de passar els microbrots per aquesta fase, perd si que
remarca la importancia de fer arrelar in vitro sols aquells
microbrots que hagin assolit un determinat desenvolupament,
és a dir, una bona llargaria (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 Harbaoui (Harbaoui et al., 1982), en
intentar arrelar microbrots directament in vivo, cregué
adient sotmetre'ls préviament a una fase d'allargament forga
llarga. Moncousin i Ducreux (1984) consideren escaient, tam-
bé préviament a 1l'arrelament, posar durant una setmana els
microbrots en un medi sense contingut hormonal. Aquest sub-
cultiu en medi sense contingut hormonal comporta una dismi-
nucidé del efecte residual citoquininic, que generalment és
negatiu en la fase d'arrelament, i alhora, encara que amb
resultats variables, resulta efica¢ per incrementar la llar-
gada dels brots.

Els nostres resultats mostren que és possible
allargar els microbrots en medis exents de citoquinines, amb
un periode molt més curt que el descrit per Harbaoui et al.
(1982), variable entre 1 i 3 setmanes segons el medi emprat.
La utilitzaci6é de medis liquids en front de medis agaritzats
implica obtenir microbrots més allargats i més rapidament.
El medi liquid amb suport de perlita és el tractament que
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permet que els microbrots assoleixin 1la major 1llargada.
Aquest comportament una mica diferent entre els dos medis
liquids assajats (suport de perlita i suport de cotd) podria
ser atribuible a diferents raons. El potencial hidric d4'amb-
ddés tractaments, no estudiat en aquesta Tesi, podria ser di-
ferent, i per tant contribuir a que en el medi amb suport de
perlita existis una major difusié, tanmateix atenent a 1la
metodologia emprada en 1'assaig d'allargament resulta forga
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 difusié no era per capilaritat a través de
la superficie dels suports. Un aspecte que si que analitza-
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 cotd
(5.33). La perlita és a més a més un material ric en alumi-
ni, el qual podria ser alliberat al medi amb certa facili-
tat, resultant una altra font de variacid possible entre
ambdés medis liquids. No obstant, per poder assegurar que el
diferent desenvolupament obtingut amb els dos tipus de trac-
tament es degui a 1'efecte del pH o 1la conjuncié d'altres
efectes, seria imprescindible realitzar altres assaigs molt
més especifics que abracessin aguests dos aspectes (poten-
cial hidric i preséncia de Al en els medis).

D'entre els medis sblids formulats amb dues con-
centracions d'agar (0.8 i 1.1%), els microbrots més allar-
gats s'obtenen amb els tractaments que contemplen 1les con-
centracions més baixes. En aquest cas tot i no haver estu-
diar directament el potencial hidric dels medis, podem
afirmar que a concentracions baixes d'agar 11 correspon
un menor potencial hidric que a altes, i per tant existeix
una millor difusidé dels elements nutritius i una major

- 224 -



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

Atenent als dos tipus de sembra (profunda i super-
ficial) que s'estudia per a gqualsevol 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 1'incre-
ment de la superficie de contacte entre el medi i el mate-
rial vegetal.

D'aquest assaig es dedueix que els factors que in-
crementen la difusibilitat comporten un major allargament
dels brots, aixd fa pensar que el subministratment de compo-
nents del medi cap al brot, és un factor 1limitant del seu
creixement en longitud. Atés que cal esperar una humitat re-
lativa equilibrant superior en els medis liquids o a baixa
concentracidé d'agar no es pot desestimar que aquest parame-
tre climatic atmosféric sigui també limitant per 1'allarga-
ment cel.lular tal com es demostra per a plantes cultivades
en el camp o0 en cabines d'ambient controlat a humitats rela-
tives distintes (Schulze i Hall, 1982).

5.4. Assaigs d'arrelament

A la introduccidé del present treball describirem
la fase d'arrelament com una de les principals problemati-
ques a superar en 1la metodoldgia de micropropagacié de
carxofera, i per a quasi bé tots els cultivars i/o clons es-
tudiats.

Els autors que han treballat amb el cultivar
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"Blanca de Tudela" (Pefla i Ayuso, 1974, 1983; Hueto, 1988;
Martinez i Cafilameras, 1988; Arce et al., 1988), senyalen
aquesta etapa com bastant problematica en assolir la majoria
d'ells uns percentatges d'arrelament no del tot satisfacto-
ris.

Els assaigs d'arrelament desenvolupats mostren
una rizogénesi (dies visualitzacid® arrels, percentatge
d'arrelament i nombre d'arrels) i una activitat peroxidasica
clarament distinta entre els dos tipus basics de medis estu-
diats, denotant-se un major percentatge d'arrelament i més
homogeni en els brots cultivats amb els medis que contenien
IBA en front d'aquells formulats amb NAA. La majoria d'au-
tors (Moncousin, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Pefia 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, la utilitzacidé® del NAA en els medis
d'arrelament i a baixes concentracions (1 a 2 mgl-l). Tanma-
teix Martinez i Cafiameras (1988) indicaren que era possible
obtenir uns bons percentatges d'arrelament (superiors al
70%) emprant IBA, i Hueto (1988) també senyala que utilit-
zant IBA obtenia millors respostes d'arrelament que emprant
NAA, si més no els seus percentatges d'arrelament no sembla-
ven superar el 40%. En d'altres espécies com per exemple en
Pirus malus (Nemeth, 1981), en Prunus sp. (Filiti et al.,
1987) i en Castanea sativa (Ivanovd et al., 1989) 1'IBA
també ha resultat 1'auxina més adient per a 1'arrelament.

Els percentatges d'arrelament obtinguts en els
nostres assaigs sén superiors als obtinguts per Hueto
(1988). La causa d'aquesta diferéncia cal atribuir-la prin-
1 d'IBA en
els nostres assaigs en front dels 2 mgl.1 utilitzats per

cipalment a la concentracié d'IBA emprada, 8 mgl

Hueto, que era la mateixa dosi que la formulada per Harbaoui
et al. (1982) en l'arrelament in vivo dels microesqueixos.
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Tanmateix i considerant 1les experiéncies presentades per
Moncousin i Ducreux (1984) el nombre de subcultius realit-
zats préviament durant la fase de multiplicacié incideix
notoriament també en 1'arrelament. En el nostre cas, 1l'arre-
lament es realitza amb microbrots subcultivats 8 vegades en
medi de multiplicacié, mentre que Hueto no ho indica.

La utilitzacié de les solucions macrominerals de
Murashigue i Skoog a la meitat de concentracié manifesta un
efecte estimulador de 1l'arrelament, fet que també han obser-
vat altres autors (Moncousin, 1981; Ancora et al., 1981 a,b:
Pefila i Ayuso, 1983; Pécaut et al., 1983; Bigot i Foury,
1984; Moncousin i Ducreux, 1984). Freqiientment 1les arrels
veuen inhibit el seu desenvolupament tant in vitro com ex
vitro quan el medi (medi de cultiu o substrat) presenta una
concentracidé de sals elevada. Les solucions macrominerals de
Murashigue i Skoog (1962) presenten un elevat contingut en
nitrogen, fésfor i potasi, principalment, i per aixd és 106-
gic aconseguir, generalment, millors arrelaments quan dismi-
nueix la seva concentracié.

La preséncia de la vitamina D2 en els nostres me-
dis rizogénics no incrementa el percentatge d'arrelament.
Per a la varietat "Vert de Laon", 1l'equip de Moncousin (Mon-
cousin, 1981; Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin i Ducreux,
1984) notaren un efecte activador de 1la rizogénesi causat
per 1'esmentada vitamina, mentre que en el cultivar "Blanca
de Tudela", Hueto (1988) tampoc observa cap efecte estimu-
lant de 1'arrelament en els tractaments amb vitamina D2' per
tant cal suposar que 1a resposta a 1'esmentada vitamina de-
pén basicament del cultivar micropropagat.

La quantificaci6é de 1l'evolucié de 1a llargaria

dels microesqueixos en 1la fase d'arrelament mostra que
els tractaments amb una concentracié d'agar del 1.1% mani-
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festen un menor augment de la seva longitud, que aquells
cultivats amb 0.8% d'agar, tal com ja haviem vist en 1'as-

saig d'allargament. La preséncia de la vitamina D no sembla

afectar sensiblement a 1a llargaria, mentre que efs tracta-
ments formulats amb les solucions macrominerals de Murashi-
ge i Skoog a la meitat de concentracié si que exhibeixen un
allargament superior dels brots. El1 medi que implica un ma-
jor allargament dels brots fou el formulat per Moncousin
(1981) en el qual confluien alhora nivell baix d'agar, ma-
croelements a la meitat i preséncia de tetraborat sodic; com
ja esmentarem en 1'apartat de resultats possiblement aquest
desenvolupament superior podria ser atribuit a la preséncia
de l'esmentada sal. Tanmateix en el nostre assaig aquest
medi resulta poc afavoridor de 1la rizogénesi. Hueto (1988)
tampoc obtingué cap efecte estimulador de la rizogénesi quan
va utilizar aquest medi proposat per Moncousin.

Una important diferéncia, qualitativa i quantita-
tiva, es detecta en les arrels adventicies formades, entre
els microbrots cultivats en medis amb NAA, que exhibiren un
menor nombre d'arrels, perd molt més allargades, més fines
i més ramificades que els ubicats en medis amb IBA, que pre-
sentaren un nombre d'arrels molt superior, perd molt més
curtes i practicament sense ramificar. Els tipus d'arrels
formades en els medis amb NAA dificulta l'extraccié del mi-
croesqueix del tub, fet també destacat per Arce et al.
(1988), ja que practicament sempre gran part de 1'aparell
radicular no podia ser directament extret formant part del
microesqueix arrelat, atés que es trencaven. Els assaigs de
Moncousin (Moncousin, 1981; Moncousin i Gaspar, 1983; Mon-
cousin i Ducreux, 1984), també han mostrat microbrots amb
arrels llargues i ramificades, per la qual cosa recomanen un
rapid trasllat del material arrelat a la fase d'aclimatitza-
cid, per tal d'evitar un posterior trencament del sistema
radicular. Normalment, per a una determinada espécie, el ti-
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pus d'auxina emprada incideix més directament en el tipus
del sistema radicular, que la propia dosi formulada.

La vitamina D2 en els nostres assaigs tampoc té
un efecte afavoridor quan al nombre d'arrels, siné al con-
trari, els tractaments que 1la contemplen manifesten una
menor formacidé d'arrels. Els tractaments que alhora 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 la resta de medis assa-
jats. »

Quan les concentracions auxiniques sén molt altes
es forma cal.lus en la base del propagul, 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 1'avaluacid
del pes sec. Tot i no realitzar estudis hitoldgics sobre
la formacidé del sistema radicular, podem asegurar que aquest
sempre s'origina a partir de la base del microesqueix i que
mai es neoformd a partir del cal.lus.

Haver sotmés els microesqueixos a una fase
d'allargament prévia, no implica obtenir percentatges
d'arrelament superiors al del material provinent directament
de la fase de multiplicacid, no obstant, cal recordar que
tot el material presentava la mateixa llargaria a 1'inici de
la fase d'arrelament, i per tant d'aquests resultats sols
podem considerar qQue per a una mateixa grandaria de microes-
queix, el fet d'haver passat per un medi sense contimgut
hormonal no incrementa el percentatge d'arrelament. Els
resultats obtinguts en medi 1iquid (amb fase d'allargament
prévia), aixi com el nombre d'arrels, esdevingueren signifi-
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cativament inferiors en front dels resultats aconseguits amb
els tractaments amb medi sdlid amb o sense fase d'allarga-
ment prévia. Una gran quantitat de brots cultivats en medi
liquid presenten aspecte de "plantes suculentes", i amb
signes evidents de wvitrificacié. La utilitzacidé de medi
liquid ha resultat estimuladora de 1la 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 1'espécie Camellia japonica
emprar medi liquid amb suport de paper front un medi agarit-
zat no presenta diferéncies significatives (Vieitez et al.,
1989).

Les corbes corresponents a l1l'activitat peroxidasi-
ca obtinguda segueixen el mateix model presentat per Gaspar
(1981), és a dir, la representacid grafica de 1la variacid
de l'activitat peroxidasica en 1la fase d'arrelament ens
marca les dues etapes rizogéniques: wuna fase d'induccid
evidenciada per un increment del total de 1'activitat pero-
xidasica, seguida d'una fase d'iniciacié gque comenga a
continuacié d'haver-se assolit aquest maxim d'activitat,
on es produeix un decrement de 1les peroxidases basiques.

En el nostre assaig el comportament de 1'activitat
peroxidasica en ambdés tipus de tractaments estudiats,
on la principal variacié és 1la component hormonal (IBA:
8 mg1™l; Naa: 1 mg1™l), ha estat diferent. En el medi amb
IBA els maxims d'activitat s'assoliren rapidament (3 dies),
mentre que en el tractament amb NAA s'aconseguiren amb més

retard (7 dies).

Moncousin i Gaspar (1983) senyalaren com a corba
"ideal" de 1l'activitat peroxidasica 1lligada a rizogénesi
en carxofera, aquella que mostra un increment rapid de 1la
mateixa (fase d'induccié), seguit d'una davallada pronuncia-
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da de 1'esmentada activitat (fase d'iniciacidé). Tanmateix
els medis estudiats pels esmentats autors, tots ells formu-
lats amb NAA, presentaren una evolucié inicial de 1'activi-
tat peroxidasica poc pronunciada, és a dir, els maxims d'ac-
tivitat s'assolien en torn els dies 5& i 6&, mentre que
pressuposen que obtindrien un millor arrelament si el maxim
d'activitat s'obtingués abans. Els millors tractaments assa-
jats per 1'esmentat equip implicaren una davallada rapida de
1'activitat peroxidasica a 1la fi de 1la fase inductiva.

L'evolucidé de 1'activitat peroxidasica en el nos-
tre assaig corresponent al material vegetal procedent del
medi amb IBA presenta una corba bastant similar a 1la deno-
minada "ideal" per a la fase d'induccié, tanmateix 1a pen-
dent de la corba després d'assolir el maxim d'activitat
fou més suau que la teoritzada pels autors abans senyalats.
El material en medi d'arrelament amb NAA manifesta una
corba molt diferent a 1'acabada de comentar; fins el 6& dia
després de 1'inici del tractament no s'observa increment de
l'activitat peroxidasica, mentre que en el tractament amb
IBA a les 24 hores ja es comprova 1'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) Qque en el cas amb IBA. En aguest
assaig es comenga a veure 1l'aparicidé d'arrels en la base del
microesqueix, en ambdds tractaments, el dia vuité. No obs-
tant aixd, el tractament amb IBA (major activitat peroxida-
sica) presenta als pocs dies (11 dies) prop d'un 60% de mi-
croesqueixos arrelats, en front del tractament amb NAA (me-
nor activitat peroxidasica) que a 1a fi de l'assaig (21
diés) sols han arrelat un 40%.

Moncousin i Ducreux (1984) obtingueren una evolu-
cié de 1'activitat peroxidasica més propera a la teoritzada
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i un major percentatge d'arrelament quan el material culti-
vat in vitro procedia de 1llavor o bé quan aquest havia
estat repicat en medi de multiplicacié durant diversos sub-
cultius, 12 o 15 (maxima activitat peroxidasica als 4 dies).
No obstant aixd, en els nostres assaigs d'arrelament el nom-
bre de subcultius durant la fase de multiplicacié havia es-
tat inferior (8). Amb 8 subcultius els esmentats autors ob-
tenien una corba forga similar a la nostra perd amb més re-
tard en el temps (el maxim d'activitat peroxidasica 1'obtin-
gueren als 5 dies).

Atenent els nostres resultats podem considerar
l'evolucid de 1l'activitat peroxidasica (temps i intensitat)
en la fase d'arrelmant com un marcador bioquimic de 1a
rizogénesi, fet ja comentat per altres autors en 1'esmentada
especie (Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin i Ducreux,
1984) i en d'altres espécies vegetals com 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'iniciacibé no sembla tenir una impor-
tancia decisiva, atés el fet que en tractaments amb IBA el
pendent é&s menor que 1'obtingut amb NAA.

5.5. Assaigs d'aclimatitzaciéd

Els canvis ambientals (régim d'irradiancia, 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-
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secacid i moltes vegades la mort de les plantetes (Sutter i
Langhans, 1979).

Els resultats obtinguts en ambdés assaigs d'acli-
matitzacié han demostrat la importancia del tractament esta-
blert durant la fase prévia 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-
cibé és el que havia manifestat major aptitud rizogénica
(tots ells formulats amb IBA). No obstant, els millors re-
sultats d'aclimatitzacié per aquest assaig s'obtenen amb mi-
croesqueixos procedents de medis d'arrelament formulats tam-
bé 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-
titzacidé. El1 fet d'haver cultivat tot el material posat a
aclimatitzar durant 21 dies en els medis d'arrelament impli-
ca que a la fi de 1'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'observa un deteriorament pro-
gresiu de la part aéria (esgrogueiment, assecament, etc.),
aixd vol dir que els 21 dies de permanéncia en el medi
d'arrelament, els tractaments amb major percentatge d'arre-
lament exhibeixen una qualitat de brots forga inferior a 1la
dels tractaments en els quals la rizogénesi fou menor i més
lenta. Aquesta debilitat observada en les fulles dels micro-
brots podria suggerir un excés d'etilé en el tub de cultiu,
provocat pel contingut auxinic del medi. Possiblement
aquesta és la principal causa que implica una aclimatitzacid
diferent entre els microbrots en aquest assaig. Els resul-
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tats corresponents a1 segon assaig d'aclimatitzacié, on
el material es posa a aclimatitzar als 2-3 dies de visualit-
zar-se les arrels, confirmen aquest supdsit, ja que s'obte-
nen uns elevats percentatges de supervivéncia, tot i prove-
nir els microesqueixos emprats d'un dels medis d'arrelament
que en 1l'assaig anterior havia donat un percentatge de su-
pervivéncia molt baix.

Les condicions ambientals (humitat relativa i
temperatura) esdevingudes durant la fase d'aclimatitzacio,
en ambdés assaigs, podem considerar-les adients atenent els
percentatges de supervivéncia aconseguits. Probablement
els elevats percentatges de supervivéncia obtinguts en varis
tractaments poden anar lligats amb 1'exposicié progressiva a
humitats relatives més baixes, des d'una humitat relativa
propera al 100% quan el material esta dintre el tub d'assaig
fins assolir 1'existent en 1a banqueta de 1'hivernacle
(l1loc on es realitza l'aclimatitzacié). Marin i Gella (1988)
obtingueren millors percentatges de supervivéncia en 1'acli-
matitzacidé de Prunus ceraseus quan realitzaven també una ex-
pPosicid progressiva cap a humitats relatives més baixes, que
que quan feien tot 1'aclimatament a humitats relatives pro-
peres a saturaciéd.

Per a la majoria de tractaments d'arrelament s'ob-
serva la conveniéncia de posar a aclimatitzar material amb
arrels visibles. Aquells microesqueixos que no mostren
arrels en finalitzar la fase d'arrelament i que alguns au-
tors consideren induits, generalment, presenten una acli-
matitzacié deficient. La majoria d'autors que han treballat
amb carxofa recomanen posar a aclimatitzar sols el material
arrelat (Moncousin, 1980; M.Fortunato, 1985; Ancora, 1986;
Arce et al., 1988)) i la resta tornar-los a subcultivar una
altra vegada en medi d'arrelament essent possible amb aques-
ta pauta incrementar el nombre de microbrots arrelats (Anco-
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ra et al., 1981b).

Els nostres resultats mostren clarament 1la no
conveniéncia de passar a aclimatitzar material wvitrificat,
ja que la pérdua d'aquest tipus de material és total, i
a més de fer davallar consegiientment el percentatge d'acli-
matitzacid, podria suposar un cau de futures infeccions
(fingiques o bacterianes) per a la resta de material, ateés
que mostrem simptomes rapids de podridura, segurament fisio-
logica, gque no obstant, pot permetre secundariament 1la
colonitzacid per diferents agents fiopatoldgics no saprofi-
tics.

Possiblement de 1'estudi de bescanvi de gasos
(fotosintesi neta i transpiracié) a1l llarg de 1la fase
d'aclimatitzacid se'n podrien derivar trets importants, el
coneixement dels quals permetria introduir modificacions,
sobre tot medi-ambientals (adobat COZ’ variacions de 1la
humitat relativa i de la temperatura, etc.) que possibilita-
rien millorar 1'éxit de 1'aclimatitzacié.

Els resultats de tots els assaigs en el present
treball mostren 1la possibilitat de poder micropropagar
amb certa facilitat i rapidesa, a partir d'apexs caulinars
inferiors a 1 mm de grandaria, el clon 711 del cultivar
"Blanca de Tudela". No obstant, volem incidir que el compor-
tament d'altres clons del mateix cultivar podrien haver
donat resultats una mica o molt diferents.
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5.6. Estudis anatomics i de composicié foliar en 1la mi-

cropropagacidé i en l'aclimatitzaciéd

5.6.1. Fase de multiplicacié

Els estudis anatomics i de composicié foliar
en la fase de multiplicacidé han posat de relleu diferents
comportaments del material vegetal segons el régim d'irra-
diancia aplicat.

Els pesos especifics foliars obtinguts en 1la
fase de multiplicacié a diferents régims 1luminics mostren
que el material vegetal in vitro es comporta com el de camp
quan aquest creix sota diferents régims luminics, i per tant
els resultats obtinguts sén coherents en observar-se a altes
irradiancies els majors PEF en valors absoluts. Donnelly i
Vidaver (1984b) en Rubus idaeus també observaren que el pes
sec de les fulles depén de la intensitat de 1la 1llum apli-
cada durant el creixement.

La quantitat de radiacié aplicada té efectes
importants en el creixement de la fulla. En moltes espé-
cies, 1l'expansid foliar és minima a intensitats 1luminiques
molt baixes o molt altes, o és madxima a irradiancies inter-
mitges (en Gaba i Black, 1983). L'area foliar i el PEF també
poden variar amb el fotoperiode, i poden decréixer 1linear-
ment amb un increment del mateix (Dale, 1965) i del flux fo-
toénic rebut (Friend et al., 1962).

Els estomes, que s'observen al microscopi éptic
tant en 1l'epidermis superior com en la inferior, presenten
formes arrodonides, la qual cosa fa suposar que tinguin una
baixa o0 nul.la funcionalitat durant aquesta etapa de multi-
plicacidé (Brainerd i Fuchigami, 1982; Wetzstein i Sommer,
1983; Marin i Gella, 1988, Marin et al., 1988). Les fotogra-
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fies obtingudes per microscopia d'escombrat ens indiguen 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. (1990)
al estudiar la funcid6 estomatica i la conductancia cuticular
en brots in vitro de Malus pumila indiquen que els estomes
eren funcionals i tancavan en resposta 1les condicions am-

bientals en augmentar les demandes evaporatives.

L'anatomia foliar depén ampliament de 1les condi-
cions climatiques, especialment de la llum i de la tempera-
tura (Chabot i Chabot, 1977; Kemp i Cunningham, 1981). E1l
gruix total de les fulles analitzades, aixi com el dels di-
ferents teixits (epidermis i mesdfil) i el quocient entre
parenquima en palissada i parénguima 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'irradian-
cia, ja que plantes aclimatades a diferents PPFD presenten
un major desenvolupament del parénquima en palissada res-
pecte el lacunar, quan més elevada és la radiacidé. Les plan-
tes de camp aclimatades a alta irradiadncia mostren també un
increment en el gruix foliar i en 1la importancia relativa
del parénguima 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 grandaria correspo-
nent al parénqguima en palissada (Nobel, 1976, 1977), in-
cluint el nombre de capes de cel.lules del mesdfil (Cutter,
1971; Dale, 1976).

La grandaria cel.lular per als dos parénguimes
(en palissada i lacunar) incrementa també atenent el flux
fotonic aplicat, la qual cosa és coherent amb 1'increment
de la grandaria dels teixits i conseqiientment de gruix to-

tal. Araus et al. (1989) en estudiar els canvis anatdémics en
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Fatsia japonica en relaci® als diferents canvis estacio-
nals quantificaren arees cel.lulars superiors durant la pri-
mavera i la tardor que a 1l'hivern, on a més d'haver-hi
unes temperatures més baixes i un menor fotoperiode, també
calia considerar la menor incidéncia de flux fotonic.

La relacié Area del mesdfil/Area foliar en el pa-
rénquima en palissada augmenta amb la radiacié, mentre que
1'esmentada relacid en el parénquima lacunar es manté més
estable per a tots els nivells luminics aplicats. Les plan-
tes ex vitro crescudes a alt PPFD presenten també una rela-
cid Area del mesdfil/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 grandaria cel.lular i a un canvi en la forma cel.lular
durant la fase de multiplicacié; aixi durant la fase de mul-
tiplicacidé s'obtenen especialment per al parénquima en pa-
lissada cel.lules més prismatiques quan més irradiancia
s'havia aplicat. Aquest efecte és menys clar en el parénqui-
ma lacunar.

La relacid entre el volum del mesdfil i 1'area
foliar també incrementa en ambdés parénquimes a mesura que
s'apliquen nivells luminics superiors.

El régim d'irradidncia aplicat durant la fase de
multiplicacié influeix notdriament en el contingut de pig-
ments fotosintétics i en el contingut de nitrogen organic/-
superficie foliar. En incrementar el flux fotdnic es pro-
dueix un augment de la relacié Cla/Clb i un decrement de les
relacions de Clab/N i Clab/Cxc. Donnelly i Vidaver (1984b)
per a l'especie Rubus idaeus observaren també majors quanti-
tats de clorofil.la a régims d'irradiancia baixos. Aquest
comportament ha estat observat en plantes d'espécies supe-
riors quan sén aclimatades a diferents nivells luminics
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(Boardman, 1977; Bjorkman, O., 1981), o en diferents époques
estacionals (Araus et al., 1989). Lee et al. (1985) en acli-
matitzar microbrots arrelats procedents d'in vitro de Ligqui-
dambar styraciflua a diferents régims d'irradiancia també
observaren qguantitats més elevades de Cla i de Clb a inten-
sitats baixes. Altres autors, en plantes ex vitro, no han
observat diferéncies en la relacié Cla/Clb al 1llarg de les
distintes estacions de 1'any (Koch, 1976), o bé segons el
régim d'irradidncia aplicat (Oberbaner i Strain, 1986).

El nombre de seccions cloroplastiques/unitat
de longitud del tall augmenta en el parénquima en palissada,

2s_l) a mitjana (60 pEPARm—zs-l) irra-

de baixa (20 pEParm”
diancia, mentre que aquest comportament no és evident en el
parénquima lacunar. No hi ha diferéncies en la densitat clo-
roplastica, en relacid al nivell luminic rebut, ni en el pa-
rénquima en palissada ni el lacunar. La densitat cloropl-
astica en el parénquima lacunar és superior a la del parén-
quima en palissada degut possiblement a la menor grandaria
de les cél.lules del parénquima lacunar. Aguesta major den-
sitat en el paréngquima lacunar és contradria 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-multiplicacié

Els estudis anatdomics i de composicié foliar
en la resta de fases exhibeixen certes variacions, especial-
ment durant la fase d'aclimatitzacié.

L'area foliar incrementa al llarg de les successi-
ves fases, tanmateix el PEF no varia significativament.
Durant la fase d'aclimatitzacidé es produeix un 1lleuger de-
crement del PEF, encara que no es significatiu. Aquesta dis-
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minucibé podria estar lligada amb 1'increment de la grandaria
i canvi de forma cel.lular, especialment la del paréngquima
en palissada que presenta formes més arrodonides. Martinez
et al. (1988) en Philodendron tuxla també quantificaren un
PEF lleugerament més baix en la fase d'aclimatitzacié, aixi
com un augment de 1'area foliar. Smith et al. (1986) en Be-
tula platyphylla i Donnelly et al. (1986) en Rubus idaeus
comprovaren que l'area foliar incrementava al llarg de 1la
micropropagacidé (d'in vitro a ex vitro).

Com ja detallarem en la introduccié, la forma de
les cél.lules estomatiques corresponents al material micro-
propagat és variable segons les espécies i/o la fase de de-
senvolupament, podent variar de formes arrodonides a elipti-
ques. L'estudi al microscopi optic de 1les caracteristiques
estomatiques al llarg de les diferents fases de la micropro-
pagacid, inclosa 1la fase d'aclimatitzacié, del cultivar
"Blanca de Tudela" ens mostra formes cel.lulars distintes
segons la fase de desenvolupament. Les formes més arrodoni-
des s'observen en la fase de multiplicacibé, i les més elip-
tiques en la resta de fases: consequentment cal suposar que
es produeix una transformacid progressiva d'estomes inactius
© no funcionals a estomes més capacos de realitzar obertura
i tancament estomatic. S'han observat al microscopi d'escom-
brat les superficies adaxials i abaxials de 1les fulles a1l
estadi d'aclimatitzacibé. En la cara abaxial els estomes sén
aparentment més oberts i més desenvolupats que en 1la cara
adaxial, on 1'ostiol es forga prominent i 1les cél.lules
guarda poc diferenciades. Donat la seva estructura els esto-
mes de la cara adaxial semblen restar permanentment oberts,
és a dir sense capacitat de controlar 1la pérdua d'aigua.
Bréinerd i Fuchigami (1982) i Blénke i Belcher (1989) atri-
bueixen les pérdues rapides d'aigua durant 1'aclimatitzacié
a aquesta manca de regulacid estomatica. La capacitat de re-
gulacid sembla, no obstant, augmentar sensiblement durant la
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fase d'aclimatitzacidé. Els estomes observats per Donnelly i
Daver (1984a) duraht la micropropagacié de Rubus idaeus pre-
sentaren formes forga circulars, mentre que en Philodendron
tuxla la forma dels estomes és de tipus eliptic (Martinez et
al., 1988). En d'altres espécies, com per exemple en Liqui-
dambar styraciflua (Wetzstein i Sommer, 1983), en Prunus ce-
raseus (Marin i Gella, 1988; Marin et al., 1988) i en Malus
domestica (Brainerd i Fuchigami, 1982) també s'han observat
fulles amb estomes no funcionals en la fase de multiplicaciéd
in vitro.

Donnelly et al. (1986) visualitzaren en Rubus
idaeus majors llargaries del porus de l'estoma en material
provinent de la fase d'arrelament que el de la fase de mul-
tiplicacid, mentre que els nostres resultats no fan visible
aguestes difereéncies.

L'increment de la relacié entre ambddés parénquimes
al llarg de les diferents fases estudiades (de 0.69 a 0.89)
implicaria una tendéncia progressiva del material micropro-
pagat a presentar fulles més del tipus de "sol" (parénquima
en palissada ben desenvolupat).

Durant la fase d'aclimatitzacié es produeix un im-
portant augment de 1'area mitjana cel.lular d'ambdés parén-
quimes, aixi com unes formes més arrodonides, la gqual cosa
unida amb un gruix total estable explicaria el resultat ob-
tingut del PEF (decrement) en aquesta etapa.

La relacid Area del mesdfil/Area foliar per a 1la
fase d'aclimatitzacié disminueix en ambdds parénquimes, perd
especialment en el lacunar. Aquesta davallada és coherent
amb 1'augment ja comentat de la grandaria cel.lular d4'ambdés
parénquimes, i amb les formes cel.lulars més arrodonides ob-
tingudes en aquesta fase per ambddés teixits, juntament amb
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una estabilitat de la grandaria dels mateixos.

La composicidé del contingut pigmentari de 1les
fulles analitzades mostra algunes diferéncies al llarg
de les successives etapes de la micropropagacié realitzada.
Durant la fase d'allargament i possiblement en relacid a un
efecte de dilucidé (desenvolupament foliar important en pocs
dies) es produeix un descens de 1les clorofil.les totals,
dels carotenoids totals i de les relacions Cla/Clb i Clab/N.
L'avaluacié del contingut pigmentari indica que 1la fase
d'arrelament podem considerar-la forga estable. No obs-
tant, es manifesta una devallada (encara que no significati-
va) de la relacidé Clab/Cxc. En la fase d'aclimatitzacid el
material pateix un stress important, perqué s'ha d'adaptar
a unes noves condicions ambientals (variacions d'humitat
relativa, fotoperiode més curt, oscil.lacions de temperatu-
ra, distinta qualitat de 1llum, etc.). Generalment canvis
rapids de les condicions ambientals tenen un efecte nega-
tiu important en la capacitat fotosintética, en 1'anatomia i
en la ultraestructura dels cloroplasts, més drastics que
quan els canvis sOn per exemple de tipus estacionals, on
existeix una adaptacidé progressiva a les noves condicions
ambientals (Bailantine i Forde, 1970). L'stress observat ve
marcat per un fort descens de les clorofil.les a i b, dels
carotenoids i de la relacié Clab/N, acompanyat per una deva-
llada important del nombre total de seccions cloroplasti-
ques/unitat de longitud de tall i de la densitat de seccions
cloroplastiques, tant en el parénguima en palissada com en
el lacunar. Martinez et al. (1988) estudiant els pigments
fotosintetics de la darrera fulla desenvolupada en les dife-
rents fases de la microprogacié de Philodendron tuxla, ob-
tingueren resultats similars, en observar també en 1la fase
d'aclimatitzacié un decrement del contingut en clorofil.les
totals i1 en carotenoids, perd no de les relacions Clab/N i
Cla/Clb.
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Marin (1986) per a l'espécie Prunus ceraseus troba
més quantitat de clorofil.les i carotenoids en les fulles de
plantes aclimatitzades que durant 1la micropropagacié. No
obstant, 1l'avaluacié de les clorofil.les i carotenoids per a
fulles de la mateixa espécie perd cultivades en el camp 1i
donaren valors més baixos que el corresponent a les aclima-
titzades. Donnelly i Vidaver (1984b) obtingueren una relacid
Cla/Clb més elevada en plantes aclimatitzades que en les fa-
ses in vitro. Tanmateix, en estar els cdlculs d'aquests da-
rrers autors realitzats en base al pes sec o al pes fresc,
no sén directament comparables amb els nostres resultats
referits a superficie foliar, ja que els seus valors podrien
dependre més de les variacions del pes especific foliar
(fresc i sec) que de les variacions de clorofil.la. Grout i
Millan (1985) que també expressen la quantitat de clorofil.-
la respecte pes, si que troben una disminucidé important de
la concentracidé de clorofil.la total en la fase d'aclimatit-
zacid. També Syvertsen i Smith (1984) obtingueren una dismi-
nucié de la concentracié de clorofil.les al passar plantes
de Citrus cultivades a l'ombra a condicions de més alta in-
tensitat luminica.

Cal destacar el decrement del nombre de seccions
cloroplastiques/unitat de 1longitud de tall en 1la fase
d'aclimatitzacid. Aquest comportament pot ser degut a dos
factors relacionats, a un increment de la grandaria de 1les
cel.lules parenquimatiques (disposicidé cel.lular més baixa),
aixi com a un descens de la densitat cloroplastica.

Basant-nos en tot el conjunt de caracteristiques
anatdmiques i parametres relacionats estudiats podem afirmar
que en la fase d'aclimatitzacié es produeix un fort stress
que es carateritza per alteracions foliars.
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Whatley i Whatley (1984) i Marin i Gella (1988)
caracteritzaren les fulles d'in vitro com fulles d'ombra,
perque contenen menys capes cel.lulars, en estar les cel.lu-
les del parénquima en palissada menys compactades i ser
menys prismatiques, 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
@ 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). Finalitzada la fase d'aclimatitzacié aquestes
fulles segons Whateley i Whateley (1984) i Marin i Gella
(1988) poden modificar la seva estructura, que esdevindria
més similar a la de les fulles de sol, amb wuna densitat
cel.lular més elevada i una doble capa cel.lular en el
parénquima en palissada, a més d'incrementar la seva area
foliar (Grout i Millan, 1985; Martinez et al., 1988). Per
contra Donnelly i Vidaver (1984b) trobaren que 1l'area foliar
no augmentava i Grout i Aston (1978a) sols observaren un
lleuger allargament de les cél.lules situades inmediatament
per sota de 1l'epidermis i Fabri et al. (1986) a 1les tres
setmanes observaren un allargament cel.lular, perd mante-
nint-se el mateix nombre de cél.lules.
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