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1. INTRODUCCIO

1.1. Origen, importancia i distribucié de la carxofera

La carxofera (Cynara scolymus, L.) és una planta
herbacia pertanyent a la familia de 1les Asteraceae o Compo-
sitae i que actualment assoleix una considerable importancia
econdmica a tota la regidé mediterrania. Es una espécie con-
reuada per 1l'aprofitament de 1la part carnosa dels seus capi-
tols o caps florals, ja sigui per consum en fresc o en con-

serva.

Segons la majoria de botanics, el génere Cynara
forma un petit grup taxondémic compost per una espécie culti-
vada C. scolymus, L. i tres espécies salvatges, localitzades
en la zona mediterrania: C. cardunculus, L., ampliament dis-
tribuida per tota la regi6, C. sibthropiana, Boiss i Helds,
gue es desenvolupa en les Illes Egees i C. syriaca, Boiss,
ubicada en el sur de Turquia, Siria, Liban i Israel (Zohary
i Basnizky, 1975).

Segons Boswell (1949), 1'espécie C. socolymus, L.
és originaria de les arees centrals i occidentals de la re-
gidé mediterrania. Diversos autors (Marzi, 1969; Foury, 1978,
1979; Ancora et al., 1981b) han trobat referéncies del con-
reu de carxofera des dels inicis de l'era cristiana. Plinius
descrivi el conreu, 1la propagacid del material vegetal, da-
tes de plantacid, i Columella i Galeno escrigueren de les

seves propietats terapéutiques.

, Aquest conreu i el de C. cardunculus L. foren molt
populars en 1'Imperi roma, perd amb' la caiguda del mateix
probablement deixaren de conreuar-se, ja qQue no se n'han
trovat referéncies posteriors fins al segle XV, quan es

torna a cultivar la carxofera a 1'area de Napols, d'on passa



a Venécia i Floréncia (Boswell, 1949). A partir d'aquest
ressorgiment és qguan 1l'esmentada espécie comengad a ser cul-
tivada comercialment per 1'aprofitament dels seus capitols o
inflorescéncies en estat inmadur. Posteriorment, el conreu
arriba a Franga, Espanya i Anglaterra. La primera referéncia
del conreu als Estats Units es troba en el cataleg de "McMa-
hon's Gardeners" del any 1806 (Hedrick, 1972).

Actualment C. scolymus L. és cultivada en els cinc
continents per al consum huma basicament i també per 1l'ex-
- traccidé de certes matéries farmacoldgiques (cinarina), des-
tacant com a principals zones productores els paisos de 1la
regié mediterrania, la costa central californiana, certes
arees d'Argentina i de Xile. Els principals paisos produc-
tors de carxofes sén per ordre d'importancia Italia, on el
conreu de carxofera és realitzat practicament arreu del
pais, Espanya i Franca on el cultiu es troba restringit
en unes arees concretes. Aquests tres paisos comptabilitzen

més del 70% de la produccidé mundial (Taula 1).

Les estadistiques facilitades pel Ministeri
d'Agricultura, Pesca i Alimentacié (M.A.P.A., 1989, 1990) i
pel Departament d'Agricultura, Ramaderia i Pesca (D.A.R.P.,
1986) senyalen com les zones amb major produccié a 1'Estat
espanyol les provincies de LLevant (Alacant i Valéncia) i 1la
zona del Delta de 1'Ebre (comarques del Montsia i del Baix
Ebre), seguides de La Rioja i Navarra (Taules 2 i 3).

La superficie global espanyola dedicada a aquest
cultiu s'ha mantingut constant, amb poques oscil.lacions,

des dels inicis dels anyé vuitanta (Taula 4).



Taula 1 - Superficies i produccions mundials, 1988

Superficie (ha) Produccid (t)

Africa 19.000 151.000
Algéria 9.000 40.000
Egipte 3.000 55.000
Marroc 5.000 41.000
Tunisia 2.000 15.000
América 10.000 148.000
Estats Units 4.000 55.000
Argentina 4.000 78.000
Xile 2.000 15.000
Europa 95.000 947.000
Francga 14.000 88.000
Grécia - 3.000 32.000
Italia 48.000 494.000
Espanya 30.000 333.000
Altres paisos 3.000 21.000
Total mundial 127.000 1.267.000

Font: FAO

De les dades observades a les taules es desprén
que a Catalunya es produeix aproximadament el 12% de la car-
xofa espanyola.

La difusidé de 1'espécie ha influit 1dgicament
en la seva evolucid; les condicions ambientals, els sistemes
de conreu i la seleccié realitzada per 1l1l'home en relacid
a les seves preferencies de consum, i 1l'escas intercanvi
de material vegetal han generat que actualment existeixi
un important nombre de varietats i/0 cultivars diferents,
tant en les caracteristiques de 1la planta mare com dels
fruits (precocitat, grandaria, forma, color, nombre de capi-
tols/planta, etc.) (Porceddu et al., 1974).



Taula 2 - Estimacions de superficies i produccions espanyo-

les, 1990
Provincies i Superficie (ha) Produccid (t)
C. Autonomes
Navarra 1.030 12.200
La Rioja 1.304 10.000
Catalunya 3.690 47.000
Barcelona 940 10.700
Girona 10 1.000
Tarragona 2.640 28.400
Lleida ‘ 100 7.000
C.Valenciana . 11.530 154.500
Alacant 4.100 51.000
Castelld - 1.430 16.500
Valéncia 6.000 87.000
R. de Murcia 8.500 130.000
Andalucia 1.540 18.000
Almeria 60 700
Cadiz 325 , 4.400
Cérdoba 100 1.300
Granada 175 2.100
Huelva 70 500
Jaen 110 800
M&laga 100 700
Sevilla 600 7.500
Altres comunitats 4.104 39.200
Total Estat espanyol 31.698 410.900

Font: M.A.P.A.

Taula 3 - Superficies i produccions comarcals, 1984

Comarca Superficie (ha) Produccid (t)
Baix LLobregat 705 11.558
Maresme 68 279
Tarragones 33 412
Baix Camp 343 4.287
Ribera d'Ebre 52 564
Baix Ebre 735 9.172
Montsia 1.205 15.062
Resta comarques 254 3.163

Font: D.A.R.P.



Taula 4 - Evolucid estatal del cultiu

Any Superficie Produccid Preu percebut pels
(mils d'ha) (mils de t) agricultors (pta/kg)
1955 4.4 31.6 4.02
1965 14.2 123.7 8.02
1975 19.3 226.4 12.05
1980 22.0 288.2 21.83
1981 23.9 248.3 33.89
1982 22.8 257.0 36.39
1983 23.5 257.9 46.30
1984 25.6 289.1 50.08
1985 27.1 268.9 56.02
1986 26.0 360.9 35.64
1987 25.3 338.0 60.84

Font: M.A.P.A.

El Laboratori de Germoplasma del Consell Nacional
d' Investigacié Italia posseeix una important col.leccid
mundial amb més de 140 cultivars de carxofera (Porceddu,
1979). Tanmateix, actualment tan sols 40 cultivars tenen una

certa importancia a nivell productiu.

Un tret caracteristic en el «cultiu de carxofera
és el fet que cada pais produeix amb una certa importan-
cia comercial,'tan sols un o dos cultivars, excepcid feta
d'Italia. En aquest darrer pais, la utilitzacid dels dife-
rents cultivars és molt especifica segons la regid conside-
rada, en relacidé a 1la demanda dels mercats interns (Magni-
fico, 1987; Mauromicale, 1987).

D'acord amb Espelta et al. (1983) 1la wvarietat
més conreada a Catalunya i a la resta del Estat és "Blanca
de Tudela", tanmateix la majoria de vegades les plantes que
es conreen en una mateixa parcel.la no pertanyen a un culti-
var i/o un clon determinat, sindé a un conjunt de diferents
poblacions, ja que actualment no existeix un control el
suficientment estricte que garanteixi 1la puresa varietal.



Altres cultivars conreuats sén: "Blanca de Aranjuez", "Beni-

carldé", "Prat", "Reus", etc.

Tot i tractar-se d'una espécie perenne, la durada
del conreu sempre ha estat limitada per la produccidé obtin-
guda. Actualment és bastant inviable mantenir 1la plantacié
més d'una campanya (zona mediterrania), ja que si aquesta es
prolongués, 1l'input que genera el manteniment de la mateixa
arribaria a superar 1'output produit, ja que aquest darrer
aniria minvant a mesura que s'envellis la plantacid, al ob-
tenir un rendiment cada cop més baix. Tanmateix a Navarra
els agricultors solen mantenir la plantancié més d'una cam-
panya. Com a norma podem dir que a partir de l'any i mig, 1la
produccidé decau estrepitosament per diferents motius que ja

indicarem més endavant.



1.2. Reproduccié tradicional de Cynara scolymus,L.

1.2.1. Sistemes de reproduccié

1.2.2.1. Via vegetativa

La carxofera és un cultiu plurianual que a 1la
regid mediterrania es propaga vegetativament emprant dife-
rents tipus de material segons costums i/o época de multi-
plicacidé. Els horticultors dels principals paisos produc-
tors de carxofa solen fer servir, generalment, com a mate-
rial reproductor cardets, estaques, +trocos de soca o bé
ulls. Un cardet és un brot axil.lar separat de 1la planta
mare abans que es produexi el viratge floral. Les esta-
ques sén fraccions de tiges basals que en la seva part infe-
rior porten gemes latents. Una soca és un fragment de rizoma
amb arrels d'uns 15-20 cm de llargada. Les soques i les es-
taques cal separar-les de la planta mare després de la pa-
rada vegetativa que se 1li produeix quan es deixa de regar a
l'inici de 1l'estiu. Els ulls sén gemes engrandides i la-
tents. El primer tipus de material, molt emprat pels produc-
tors francesos, es recomana quan les noves plantacions es
realitzen a la tardor o a l'hivern; tanmateix és un sistema
poc utilitzat en altres zones pel seu elevat cost de produc-
cidé, ja que els cardets han de ser préviament arrelats, 1la
qual cosa es realitza, generalment en vivers abans de plan-
tar-los en el camp. Quan la plantacidé es fa a ple estiu (ju-
liol~- agost) la soca esdevé el material idoni. A Catalunya
el sistema més emprat és la reproduccié per soca. L'Unic
pais on la utilitzacidé dels ulls té certa importancia és
Italia.



Actualment les plantes mares que hauran de consti-
tuir la nova plantacidé poden provenir de dos tipus de mate-
rial molt diferent. En els millors casos es tractara de ma-
terial certificat (amb garantia varietal); perd la majoria
de vegades procedeix de la propia explotacid agricola, i ha
estat el propi horticultor qui durant les campanyes preévies
ha seleccionat, segons el seu propi criteri, 1les plantes
que utilitzara com a material reproductor. Normalment quan
un agricultor decideix implantar per primera vegada aquest
conreu a la seva explotacid® no dubta a adquirir material
certificat, perd com que el valor afegit brut que aconse-
gueix amb les carxofes no és gaire elevat i a més és forga
fluctuant, generalment no tan sols segons la campanya,
sindé al llarg de 1la mateixa, fa que quan ha de replantar
de nou per tal de disminuir els inputs, es procura ell ma-
teix el material a emprar. També cal destacar que no sempre
el material certificat es comporta millor que el seleccionat
pel propi agricultor, ja que existeix una important font
de variabilitat en 1'adaptacidé dels diferents clons a altres
zones de cultiu. Es freqgient que clons molt productius
eén zones ‘valencianes O navarreses, quan sén cultivats a

Catalunya pateixen una forta davallada de produccid.

1.2.1.2.via sexual

La propagacidé per llavor és actualment molt poc
utilitzada pels agricultors, per mor de 1'elevat grau d'he-
terocigosi de 1l'espécie, esdevenint normalment amb aquest
sistema de reproduccid plantes de péssima qualitat comer-
cial, al formar-se uns capitols petits i unes bractees forga'
obertes. Practicament tan sols és utilitzada en el camp
de la millora vegetal. Tanmateix a la zona del Delta del
Ebre i puntualment els anys 1989 i 1990 una empresa agricola
sembra a la primavera unes parcel.les de llavors de carxofe-



ra de cultivars americans amb la finalitat d'aconseguir car-

xofes a ple estiu.

1.2.2. Problematica de la multiplicacié

1.2.2.1 Index de multiplicacié

La multiplicacié tradicional presenta un baix
index de propagacié i/o una baixa eficiéncia. Quan es multi-
plica per cardets sense passar per viver per tal d'abaratir
els costos d'implantacid del cultiu, 1la supervivéncia dels
esqueixos plantats no sol ser superior al 50% (Ancora i Sac-
cardo, 1987). El nombre maxim de soques que es pot aconse-
guir per planta mare és de 3 & 4, per tant, quan una planta
mare és de qualitat excel.lent i vol ser utilitzada com a
productora de noves plantes que puguin seguir mantenint 1les
seves qualitats comercials (rendiment, precocitat, resistén-
cia a les malalties, etc.), en obternir-se una taxa de pro-
pagacidé tan baixa fa que no es pugui aconseguir emprant
agquesta técnica un elevat nombre de descendents que pogues-
sin arribar a establir la propera campanya una parcel.la de
cultiu amb material de qualitat i wuniforme. Utilitzant
aquest sistema una parcel.la comercial sempre estara consti-
tulida per material vegetal procedent de nombroses plantes
mares. Totes les fraccions de soques seleccionades i ente-
rrades en el camp a l'estiu presenten a Catalunya un percen-
tatge de supervivéncia irregular, segons si es tracta, com
ja hem explicat anteriorment de material seleccionat i cer-
tificat o bé si procedeix de les propies explotacions. A 1la
zona del Delta del Ebre, per exemple, quan les sogues prove-
nen del primer origen es pot arribar fins i tot a assolir un
éxit en la implantacidé del cultiu del 80%, mentre que quan
el material és adquirit en la propia zona, el percentatge de

supervivéncia esta molt relacionat, normalment, amb les con-



dicions ambientals de la campanya precedent; si s'han pro-
duit problemes d'entollament, practicament no s'arribara ni
a aconseguir un 40% (T. Fosch, comunicacié personal), perque
la carxofera és una espécie molt sensible a la asfixia radi-

cular.

1.2.2.2. Transmissié de malalties i degeneracié

Els sistemes vegetatius tradicionals de propagaciéd
tenen un alt risc de transmissié de malalties criptogamiques
(bacteris, fongs) i de nematodes, i principalment d'infec-
cions virals, atesa la seva fitopatogeneitat i manca de con-

trol sanitari d'aquest darrer agent.

Des de fa alguns anys a tota la conca mediterrania
es ve produint, i principalment a 1les varietats de fulla
dentada, una degeneraci®é de 1la carxofera caracteritzada
per un marcat nanisme de la planta, amb fulles molt petites
i arrissades i un rendiment practicament nul. Diversos au-
tors atribuiren aquesta degeneracid a la preséncia de certs
virus (Costa et al., 1959; Marrou i Mehani, 1964; Welvaert i
Van Varenberg, 1979). Posteriorment es relacionaren aguests
simptomes, no ja amb una virosi simple, sind amb wuna accid
conjunta de virus i bacteris (Welvaert i Van Varenberg,
1979). S'han aillat diversos tipus de bacteris, presents a
plantacions de carxofera, pertanyents als géneres Pseudomo-
nas, Erwinia i d'altres en forma de bastd perd que no sén

del génere Corynebacterium (Welvaert i Van Varenberg, 1979).

Com ja hem dit anteriorment el cultivar "Blanca
de Tudela" és forga heterogeni i sovint manifesta uns canvis
morfoldgics, fins i tot en material seleccionat. Per tant és
d'esperar que d'una mateixa planta mare sorgeixi alhora

una descedéncia amb un determinat percentatge d'heterogenei-



tat (variacions intraclonals). Per aquest fet practicament a
tots els camps espanyols productors de carxofes de 1'esmen-
tat cultivar veurem sempre la preséncia d'individus bén di-
ferents al parental. Les malformacions més freqgiients obser-
vades sén o bé plantes que alhora que estan menys desenvolu-
pades també sén menys productives i presenten uns capitols
axatats, o bé plantes que manifesten un creixement extrema-
dament vigords, que mostren unes caracteristiques botaniques
més properes al card (C. cardunculus, L.) gque a la seva pro-
pia espécie. Aquest creixement sempre esta lligat a l1la pre-
séncia de fulles pinnatifides i a una pérdua de productivi-
tat i precocitat. Aquestes plantes solen donar una capsa
(primér capitol que apareix) forga gros, perd després les
filloles i les refilloles (altres capitols) esdevenen molt
petites, presentant també unes bractees més punxagudes
i més amoratades. Aquests tipus d'anomalies s'han observat
també en altres varietats de fulla 1lisa com "Blanca de
Aranjuez" i "Violet de Provence". Aquests dos tipus de plan-
tes reben el nom de material o plantes degenerades. Aquestes
plantes a les zones productores catalanes reben el nom de
"Caps de mort" o "Caps de gat". Aquesta degeneracidé també és
present a les plantacions franceses del cultivar de fulla
sencera "Violet de Provence" i anomenades 1'any 1967 per Po-
chard i col.laboradors plantes tipus "pastel" (Pécaut,
1986). També s'han observat en alguns cultivars italians de
fulla sencera.

1.2.2.3. Virosis de la carxofera

Els problemes de virosi en la carxofera sén greus.
El seu estudi és dificil per ' mor de 1l'heterogeneitat morfo-
logica i fisioldgica de 1l'hoste, aixi com les dades alguns
cops confuses de la bibliografia.



Fins a l1l'actualitat han estat descrits 16 virus
presents en el génere Cynara, recopiltats 1l'any 1979 per
Martelli et al., dels quals 14 s'han pogut aillar en la es-
pécie C. scolymus.

Existeixen alguns virus que tot hi estar presents
a les plantes de carxofera no els ocasionen aparentment
greus perjudicis. Aquests virus es denominen latents. Costa
et al. (1959) describiren per primera vegada el Virus Latent
de la Carxofera (ALV, Artichoke Latent Virus) que normalment
no manifestava cap tipus de simptomatologia visual, i que
estava presént a totes les plantacions de carxofera califor-
nianes. Posteriorment 1' any 1964 Marrou i Mehani trobaren
un virus que afectava totes 1les plantacions franceses i
tunisenques, i que presentava unes caracteristiques molt

similars a les descrites pels anteriors autors.

Diversos autors atribueixen 1'elevadissima difusid
del ALV arreu on es cultiva carxofera al tipus de propagacid
(via agamica) i a la transmissié per afids, tals com: Myzus
persicae (Sulz.), Aphis fabae (Scop.), Branchycaudus cardui
(L). i Aulacorthum solani (Kalt.) (Foddai et al., 1977,
1983; Rana et al., 1980; Migliori et al. 1984a).

Majorana i Rana (1970) localitzaren un virus, tam-
bé latent, a les carxoferes italianes i gque no era el ALV.
Aquest nou virus, que es transmés per nematodes i no per
afids com el ALV, rebé el nom de AILV (Artichoke 1Italian
Latent Virus). Les plantes que manifesten el AILV sén també
nanes, amb fulles molt petites i amb wuna baixa produccibd.
Les plantes afectades pel AILV desenvolupen només un capitol
de péssima qualitat, amb unes bractees obertes, dentades i
amb escassa pigmentacidé (Welvaert i Zitouni, 1974).



Posteriorment Martelli et al. (1979) també troba-
ren el ALV a les carxoferes italianes. Aquest virus ha estat
identificat per altres autors en tots els paisos de la con-
ca mediterrania on es conreuen carxofes (Migliori et al.,
1984a; Pefia-Iglesias i Ayuso, 1972, Romero et al. 1985).

Pefia-Iglesias i Ayuso (1972:; 1974) trobaren el ADV
(Virus de la Degeneracidé de 1la Carxofa). Els esmentats
autors senyalaren que gran part del material espanyol, estu-
diat per ells, de carxofera estava contaminat amb el ADV i
suposaren que aquest virus era la causa de la degeneracidé de
la carxofera observada a 1'Estat espanyol i que s'ha descrit
en 1l'apartat 2.2.2.

Altres virosis que s'han 1localitzat manifesten
normalment una simptomatologia externa, i a més es produeix
sempre un decrement del creixement de la planta i una dismi-
nucié de la quantitat i qualitat dels capitols. Aquestes vi-
rosis sén:

-el BBWV (Broadbean Wilt Virus) trobat per Miglio-
ri et al. (1984a,b) en el cultivar franceés "Camus de Bretag-
ne". '

-el BBWV-FA {BBWV-French Artichoke) (Migliori et
al., 1987). L'esmentat virus havia estat préviament identi-
ficat per Migliori et al. (1984b) com el CV-17 i per Pécaut
et al. (1985) que 1'anomenaren Isolat A.

-el ACDV (Artichoke Curly Dwarf Virus) (Marton,
1961).

-el AMCV (Artichoke Mottled Crinkle Virus) (Mar-
telli, 1964; Quaquarelli i Martelli, 1966).

-el CMV (Cucumber mosaic virus) (Migliori et al.
1984a).



Altres virus identificats en algunes zones i va-
rietats de carxofera sén el Tomato Blanck Ring Virus (TBRV)
(Migliori et al., 1984b), el Tabac Rattle Virus (TRV) (Mi-
gliori i Marzin, 1985), el Artichoke Yellow Ringspot Virus
(AYRV) (Rana et al., 1980), el Artichoke Vein Banding Virus
(AVBV) (Gallitelli et al., 1978).

Diversos cultivars d'espécies, entre d'altres, com
la dalia (Morel i Martin, 1952), la patatera (Morel i Mu-
ller, 1968; Westcott et al., 1977), 1la maduixera (Boxus,
1976), el clavell (Buys, 1968) i diversos fruiters (Boxus 1
Druart, 1986) han estat sanejats de virus mitjangant 1'ob-
tencidé de noves plantes a partir de micropropagacié d'apexs
meristematics, tot realitzant els controls de virus adients.
Els primers investigadors que van obtenir plantes de carxofa
lliure de virus per cultiu de meristems fou un equip espan-
yol (Pefla-Iglesias i Ayuso, 1974). En aquest sentit Harbaoui
et al. (1982) van iniciar un programa de cultiu in vitro per

intentar sanejar els cultivars de carxofa de Tunisia.

Actualment diversos equips investigadors realitzen
estudis per tal d'arribar a resoldre 1la problematica de
la degeneracié de la carxofera, ja que aquesta podria estar
més lligada a factors genétics gque a problemes de virosi

(Pécaut, comunicacié personal).



1.3. Micropropagacidé de Cynara scolymus L.

Les técniques del cultiu in vitro en el sistema
productiu de Cynara scolymus, L., i especialment 1la micro-
propagacié, poden tenir un gran interés. En primer lloc po-
dria ser una via de solucié pel que fa a 1'obtencid d'una
descendéncia clonal en quantitat i homogénia, a partir de
propagar plantes mares de gran interés productiu (Ancora et
al., 1981 a,b). Segonament, i mitjangant la wutilitzacié de
meristems o teixits meristematics (meristem + primordis fo-
liars) com a explants inicials féra possible aconseguir el
sanajement del material, amb la qual cosa es disposaria de
plantes lliures de virus i bacteris (De Leo i Greco, 1976).
Les técniques in vitro podrian també agilitzar i millorar
els programes de seleccid i millora vegetal que tal com
s'ha comentat anteriorment sén una tematica d'elevat intereés
(Ancora et al. 1981 a,b).

Atenent a la tematica d'aquesta tesi només es con-
siderara primera aplicacié, ja que no s'abordara cap assaig
sobre el testatge de virus.

Els avantatges que suposa la implantacié d'aquesta
técnica no es poden generalitzar, ja que poden variar molt
en funcié de la zona i del cultivar en questidé (Pécaut
et al., 1985). Les 1limitacions que es poden derivar de
la utilitzacid comercial d'aquesta técnica en la reproduccid
de Cynara scolymus, L. sbé4n miltiples i poden estar lligades
a diversos factors. Els més destacables sén el cost de 1la
planta micropropagada (Ancora et al., 1981a,b; Arce et al.,
1988), 1la naturalesa dels virus recontaminants, les caracte-
ristiques genétiques de les noves plantacions, en existir
una tendéncia a la mutacid en condicions in vitro superior a

la que es manifesta en camp, i la capacitat de mantenir 1les



caracteristiques agrondmiques al llarg dels anys (Pécaut
al., 1985).

1.3.1. Material vegetal propagat

Certes técniques emprades en el cultiu in vitro
permeten obtenir plantes de carxofera lliures de patodgens
a partir de material vegetal d'intereés comercial perd afec-
tat per certs virus, bacteris i/o fongs.

El primer treball de micropropagacié de carxofera
fou realitzat per Toponi l'any 1960 (en Ancora, 1986), i no
pas amb 1l'objectiu d'establir un métode de propagacidé rapid,
sind per estudiar 1'efecte hormonal en la proliferacid cel.-
lular i la formacié de cal.lus quan el material vegetal de
partida eren bractees. Els primers que describiren el cultiu
in vitro de cC. scolymus, L. com un sistema de propagaciéd
rapida foren De Leo i Greco (1976). E1l cultiu in vitro de
meristem de carxofera ha servit per aconseguir material
lliure de virosis (Pefia-Iglesias i Ayuso, 1974; Ayuso i
Pefla-Iglesias, 1980; Harbaoui i Debergh, 1980; Harbaoui et
al., 1982; Pefla-Iglesias i Ayuso, 1983; Pécaut et al.,
1985), o per micropropagar (Moncousin, 1980, 1981; Mocousin
i Ducreux, 1984; Ancora et al., 198la,b; Morone Fortunato et
al., 1979).

Alguns autors han estudiat altres fonts de mate-
rial vegetal, per tal d'establir pautes alternatives en 1a
multiplicacidé in vitro de 1'esmentada espécie, perd fins a
l'actualitat els més emprats han estat el meristem + pocs
primordis foliars i 1les gemes (Taula 5). Amb 1la utilitzacié
d'altres teixits, generalment sols s'ha aconseguit la forma-
cidé de cal.lus, exceptuant el cultiu d'explants de recepta-
Cle que poden arribar a neoformar brots (Devos et al., 1975;



Morone Fortunato et al., 1979, Ancora et al., 1981 a; Har-
baoui et al., 1982). L'elevat grau de contaminacions bacte-
rianes i/o la toxicitat fendlica, que es creen en el medi
quan s'utilitzen capitols com a font d'explantacidé, no fa
aconsellable aquest material per a la regeneraci® de brots
(Harbaoui i Debergh, 1980). L'equip d'Ancora (198la) preten-
gué la regeneracid de brots adventicis cultivant fragments
de capitols amb un medi que contenia 2 mgl_1 d'acid naftalen
acetic (NAA) i 5 mgl_1 de bencilaminopurina (BAP); es pro-
dui, tanmateix, una important brotacidé, perd els resulta im-
posible promoure el seu creixement. Harbaoui at al. (1982)
observaren regeneracié de brots, perd tant sols en un 20/00
dels explants de capitol sembrats. Millors resultats de re-
generacid s'observaren amb explants de receptacle cultivats
en un medi amb BAP (1 mgl_l) i NAA (9.2 mgl_l) (Morone For-
tunato et al., 1979). Després de diversos subcultius d'ob-
tencidé de cal.lus en un medi amb BAP (10—6M) i 2,4-D (10-7M)
(2,4 ac. diclorfenoxiacétic) a partir d'explants de cotiledd
i receptacle s'aconsegui una rapida regeneracié de brots
(Devos et al., 1975). Scaramella i Ricci l'any 1979 obtin-
gueren formacid d'embrioids a partir d'explants de tija flo-
ral, els quals manifestaren un creixement totalment nul (An-
cora, 1986). Orisei et al. (1988) presuposen que els brots
adventicis que obtingueren a partir de cal.lus eran d'origen

embriogénic.

Els cultivars de carxofera micropropagats, segons
la bibliografia existent, sén escassos i d'acord amb el
consum i produccid de 1l'esmentada espécie, tots els equips
de recerca en aquest tema treballen amb cultivars tipicament

mediterranis.

La majoria dels cultivars emprats a Italia i
Franga sén del tipus de fulla pinnatifida, mentre que
practicament a Espanya la majoria sén de fulla sencera.



Taula - 5 Prdpaguls de Cynara scolymus més emprats

Explant Autors Resposta in vitro
Bractees Toponi (1960) Cal.lus
Capitols Harbaoui i Debergh (1980) Cal.lus
Arrels i Harbaoui i Debergh (1982) Cal.lus
Fulles
Receptacles Ancora et al. (1979) Cal.lus, des. floral

Moncousin (1979)
Scaramella i Ricci (1979)
Devos et al. (1975)

Receptacles M. Fortunato et al. (1979) Cal.lus, brots adv.

Onisei et al. (1988) Cal.lus, brots adv.
Tija floral Scaramella i Ricci (1979) Cal.lus, embrioids
Rizoma Scaramella i Ricci (1979) Cal.lus, embrioids
Cotiledons De Leo i Greco (1973) Cal.lus, arrels i

estructures globulars

Llavors De Leo i Greco (1973) Brots

Bigot i Foury (1984)
Apexs Pefla-Iglesias i Ayuso (1974) Brots i plantetes

caulinars Ayuso i Pefia-Iglesias (1980)
Harbaoui i Debergh (1980)
Harbaoui et al. (1982)
M. Fortunato et al. (1979)
Moncousin (1980, 1981)
Ancora et al. (1981 a,b)
Pécaut et al. (1983, 1985)
Arce et al. (1988)

1.3.2. Cultiu de meristem i apexs caulinars

Morel i Martin (1952) van ser els primers a demos-
trar que es podien obtenir plantes lliures de virus, a par-
tir de material virdtic mitjancant el cultiu in vitro, al

reproduir plantes de dalia a partir de meristems.
Actualment es pot dir que el cultiu de meristem

és una de les técniques més fidedignes que podem emprar
per tal d'aconseguir plantes 1lliures de virus i d'altres
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patdgens (Hansen i Green, 1983: Boxus, 1984; Boxus i Druart,
1986).

Per a la majoria d'espécies, la part de 1la planta
mare que es posa en cultiu és el dom apical, i més freqient-
ment, el meristem apical juntament amb alguns primordis fo-
liars (apexs caulinars); conjuntament presenten una dimensié
entre 0.25 i 1 mm, segons les espécies. En general es consi-
dera que els explants de meristem de dimensidé superior
a 1 mm no presenten cap garantia sanitaria (Margara, 1982).
Tanmateix quan s'empreen apexs caulinars de grandaries
inferiors per assegurar la seva garantia sanitaria caldra
realitzar els corresponents tests de virosis. Existeix una
regla general que diu: com major és 1la grandaria de 1'ex-
plant, més facil és el seu posterior desenvolupament a brot,
perd al mateix temps més dificil és que sigui sa. E1 nombre
d'apexs meristematics sans és inversament proporcional a 1la
mida dels mateixos (Mori i Hosakawa, 1977), per tant cal
cercar per a cada especie o varietat el compromis entre
grandaria i capacitat de regeneracié + sanitat. Un altre
avantatge en la utilitzacié de meristem és 1'estabilitat ge-
neética que generalment comporta, perqué el nou brot es pot
desenvolupar sense que s'hagi de passar préviament per 1la

formacié de cal.lus.

Per a la micropropagacié de la carxofera i atesa
la problematica fitosanitaria d'aquest cultiu, comentada
anteriorment, la major part dels autors utilitzen els tei-
xits meristematics com a explants (Pefla-Iglesias i Ayuso,
1974, 1983; Ayuso i Pefla-Iglesias, 1980; Harboui i Debergh,
1980; Harbauoi et al., 1982; M. Fortunato et al., 1979; Mon-
cohsin, 1980, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Pécaut et al.,
1983, 1985; Arce et al., 1988; Suelzu et al. 1989). OQuasi
tots els autors estan d'acord a afirmar l'estabilitat geneé-



tica de les carxoferes cultivades in vitro a partir d'apexs
meristematics o gemes en varietats de fulla retallada (Pé-
caut et al., 1983; Harbaoui et al., 1982; Saccardo i Ancora,
1984). No obstant, Pécaut (1986) ha observat que la descen-
déncia de material micropropagat del clon INRA VP45 del cul-
tivar "Violet de Provence" (cultivar de fulla sencera) mani-
festava freqilientment un aspecte ben diferenciat del paren-
tal, ja que practicament tota la descendéncia mostrava ca-
racteristiques tipiques de plantes degenerades, tot i que el
rendiment i la qualitat del producte obtingut eran satisfac-
toris, perd perdien precocitat entre 2 i 3 semanes a la pri-
mavera i no s'adaptaven al cultiu de tardor. Plantes micro-
propagades 1l'any 1989 (dades no publicades) en el Laboratori
de 1'Escola Universitaria d'Enginyeria Técnica Agricola de
Barcelona del cultivar "Blanca de Tudela" i transplantades
en el camp, a finals d'estiu de 1'any esmentat, a 1la zona
del Delta del Ebre, tot i presentant fulles retallades,
fructificaren a la tardor. Pécaut (comunicacié personal,
1989) pensa que aquesta variacid de la descendéncia respecte
al material original podria estar relacionada amb 1la inte-
raccidé d'algun factor genétic i el nombre de subcultius que
el material hagués sofert en la fase de multiplicacid in vi-
tro. Ancora et al. (198la,b) determinaren el nombre de cro-
mosomes continguts en les plantes micropropagades que conte-

nien 2n=34 cromosomes.

Harbaoui et al. (1982) aconseguiren eliminar
el virus ALV quan la grandaria dels apexs meristematics
emprats per iniciar el cultiu oscil.lava als voltants dels
0.5-0.8 mm. Aquesta llargada d'apex permeté una implantaciéd
dels explants forga exitosa aixi com un desenvolupament més

rapid dels mateixos.



Obtinguda la regeneracidé d'un brot a partir de
meristem, cal seguir el procés normal in vitro de multipli-

cacid, arrelament i aclimatitzacidé del material micropropa-
gat.



1.3.3. Fases de la micropropagacié

1.3.3.1. Generalitats

Per a desenvolupar amb éxit 1la micropropagacid
sbn necessaries, segons els diferents autors que han treba-
llat amb C. scolymus L., les segilients fases de cultiu:

Fase I - Establiment del cultiu aséptic i viable
(Fase d'iniciacid)

Fase II - Multiplicacié dels brots
(Fase de multiplicacié)

Fase III - Preparacid dels cultius per tolerar
les condicions de in vivo.
(Fase d'arrelament)

Fase IV - Aclimatitzacié

(Fase d'aclimatitzacid)

Diversos autors i especialment els grups de recer-
ca del professor Debergh de la Universitat de Gent i del
professor Read de la Universitat de Minnesota han demostrat
per un ampli espectre d'espécies i varietats altres que
la carxofera, que molts dels problemes que s'observen en
la fase d'iniciacidé del cultiu in vitro es poden aminorar
i/o subsanar introduint una fase prévia a la micropropagacid
que es realitza en condicions de in vivo i que es coneix
com a Fase 0: Preparacidé de la planta mare (Debergh i Maene,
1981, 1985; Read et al., 1979). Aquesta fase té com a objec-
tiu condicionar les plantes mares per poder arribar a acon-
seguir explants amb una millor i més homogénia resposta a 1la
Fase I. L'estat fisioldgic de 1la planta mare i, per tant, de
l'explant dependra del nivell nutricional, tractament 1lumi-
nic, grau de desenvolupament, tractaments hormonals i d'al-
tres tractaments rebuts, fotoperiode, poda, reg, época
de 1l'any, etc. Tots aquests condicionants poden intentar



ser optimitzats per assegurar la viabilitat i el desenvolu-
pament del explant in vitro (Read et al., 1979). Debergh
i Maene (1981, 1985) postularen que les plantes mares abans
de ser utilitzades com a font d'explants, s'haurien de
mantenir durant un periode més o menys 1llarg de temps en
un hivernacle on caldria establir unes adequades condicions
higiéniques, reg per goteig sense mullar la planta, nutri-

cid, irradiancia i fotoperiode controlats.

Aquest aspecte no ha estat considerat pels diveros
grups de treball que aborden 1la micropropagacié de Cynara
scolymus, L., possiblement per la dificultat que representa
extraure del camp plantes selectes i col.locar-les en condi-
cions de cultiu protegit i controlat, de forma que ambdues

operacions resultin exitoses.

En aquesta tesi no s'aborda la tematica de 1'opor-
tunitat d'establir una Fase 0 en el protocol de micropropa-
gacid de C. scolymus, L., si bé es considera un tema que po-

dria tenir interés.

Es imprescidible aconseguir per a cada una de 1les
fases de cultiu un medi nutritiu satisfactori per a la espé-
cie o varietat que es desitgi reproduir. El1 cultiu in vitro
de C. scolymus, L. presenta a més una série de problemes
que, amb certa freqiiéncia, no es comenten a la bibliografia.
A la fase d'iniciacidé sorgeixen entrebancs en 1'obtencid
del material aséptic (segons la sanitat de 1la planta mare),
i per la preséncia de substancies fendliques inhibidores
del creixement (Ancora et al., 1981 a,b). A la fase de mul-
tiplicacid, sovint s'evidencien fenomens de vitrificacid
(Debergh et al., 1981) i de dominancia apical (la brotacid
és molt heterogénia). A 1l'arrelament es presenten complica-
cions per la baixa aptitud rizogénica del material (Moncou-
sin i Gaspar, 1983; Moncousin i Ducreux, 1984). L'aclimatit-
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zacid comporta també inconvenients molt notables. La micro-
propagacidé de carxofera esdevé un tema d'elevat interés hor-
ticola perd amb un grau de dificultat considerable (Ancora
et al., 198la,b; Moncousin, 1980, 1981; Harbaoui i Debergh,
1980; Debergh et al., 1981; Harbaoui et al., 1982; Pécaut et
al., 1983, 1984; Ancora, 1986; Arce et al., 1988; Suelzu et
al., 1989).

s 2

1.3.3.2. Fase d'iniciacié

A - Preparacidé i desinfeccidé del material vegetal

El material vegetal que es separa de 1la planta
mare en el camp sén els cardets vegetatius, és a dir,
aquells que encara no han sofert el viratge floral, i que
contenen per tant en el seu interior 1'apex caulinar vegeta-
tiu. En el cultiu in Vitto de carxofera, i tant si es vol
iniciar el cultiu emprant teixits meristematics (meristem +
2 6 3 primoridis foliars) com gemes, és desitjable desinfec-
tar sempre el material per aconseguir una implantacié dels
explants més exitosa, ja que quan s'utilitzen cardets de
carxofera per la pilositat de les fulles i tiges, i pel fet
de ser molt curts els entrenusos i alhora 1la majoria de
cardets han desenvolupat la seva part basal sota terra,
presenten greus problemes en el moment de fer-hi una desin-
feccid eficag. Amb les pautes proposades de desinfeccid per
diferents autors es pretén eliminar les possibles contamina-
cions exdgenes (Moncousin, 1980; Harbaoui i Debergh, 1981;
Ancora et al., 198la; Pécaut et al., 1983).

Préviament a la desinfeccid, cal eliminar les fu-
lles dels cardets a excepcid de les 3 & 4 Gltimes, que ser-
viran per protegir l'explant de 1la matéria activa desin-

fectant. La realitzacidé d'una desinfeccidé enérgica suposa un



gran dany per als teixits, és per aixd, que s'ha de deixar
1'apex meristematic recobert per aquestes primeres fulles en
el moment de la desinfeccid (Moncousin, 1980; Harbaoui i De-
bergh, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Pécaut et al., 1983).

Moncousin (1980) aconsella 1la seglient pauta de
desinfeccidé (Pauta 1):
Rentat del material amb sabéd.
Immersidé rapida en alcohol del 70% (30 s).
+ - Bany de 30 min amb hipoclorit sodic (4%).
3 Rentats amb aigua destil.lada estéril de
10-15- 30 min respectivament.

Segons 1l'esmentat autor (Moncousin, 1981) 1'eéxit
de la desinfeccié del material vegetal esta molt 1lligada a
la grandaria del explant (Taula 6). Emprant gemes de 5 mm
obtingueren un 40% de propaguls sense contaminacions bacte-
rianes aparents. Amb grandaries d'apex més petites a 1'as-
senyalada aconseguiren un 60% de material no contaminat i un
coeficient d'eficiéncia del 48% (considerant conjuntament el
% de no contaminacidé i el % d'explants que es desenvoluparen
en el medi d'iniciacid), quan els apexs procedien de plantes
mares joves (6 mesos) el coeficient d'eficiéncia es situava
entorn al 75%. Per a tots tipus de material utilitzat sempre
notaren una infeccié bacteriana més o menys freqlient, fos

quina fos la técnica de desinfeccid utilitzada.

L'any 1980 Harbaoui i Debergh assajaren diferents
agents desinfectants: etanol, hipoclorit de sodi, clorur
de mercuri. Els millors resultats els obtingueren realitzant
(Pauta 2):

| - Un rentat amb aigua corrent
Una immersid rapida en etanol (96%) (2-3 s)



. Un bany de 5 min en una solucié de 5 gl_1 de

clorur de mercuri.
. Un bany de 25 min en una solucidé del 10% de
lleixiu comercial.
. Tres rentats de 10 min amb aigua destil.lada
esteril,
i en tots els casos, i per tal d'evitar les possibles exuda-
cions fendliques, abans i després de la desinfeccid del ma-
terial vegetal, aquest es guardava en una solucid que conte-
nia 150 mgl~! d'acid citric i 100 mgl™! d'acid ascérbic.

La preséncia d'etanol a les pautes de desinfeccid
ha estat associada per Martinez i Cafiameras (1988) en "Blan-
ca de Tudela" i "Blanca d'Aranjuez" a problemes de necrosi
dels explants.

Harbaoui et al. (1982) utilitzen wuna desinfeccid
forgca semblant a 1la ja descrita anteriorment (Harbaoui
i Debergh, 1980), perd sense realitzar el bany etilic (Pauta
3).

Ancora et al. (1981 a,b) proposen per a desin-
fectar (Pauta 4) una immersid de 5 s en alcohol (70%), se-
guida d'un bany de 20 min en hipoclorit sodic al 1.5% de
clor actiu i realitzar 3 rentats amb aigua destil.lada este-
ril, contenint 100 mgl_l d'acid ascorbic. Segons els autors
abans citats el material resultava regularment contaminat.
També van aconseguir alguns cultius aseptics de meristems
apicals sense haver realitzat cap tipus de desinfeccid pré-

via.

Un 90% d'explants sense contaminacions aparents
fou aconseguit per Pécaut et al. (1983) (Pauta 5) immergint
el material 5 min en etanol (70%), a continuacié banyant-lo
5 min amb "Mercryl laurylé" i finalment realitzant un bany
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de 10 min amb hipoclorit calcic (5%).

Suelzu et al. (1989), per a desinfectar material
del cultivar italia "Spinoso sardo", aconsellen una immersid
de 2 minuts en alcohol etilic al 70%, seguit d'un bany
de 20 minuts de hipoclorit sddic al 1.4% de clor actiu
i finalment rentar 3 vegades amb una solucid acuosa estéril
que contingui 100 mgl—1 d'acid ascdrbic (Pauta 6).

Per a la desinfeccié de 1llavors Moncousin i
Ducreux (1984) aconsellen un bany de 20 min amb etanol
(70%) seguit d'un altre bany també de 20 min amb hipoclorit
sddic (14.5%) i 3 rentats amb aigua estéril (Pauta 7),
mentre que Bigot i Foury (1984) proposen una imbibicid® en
aigua estéril durant 24 h, seguit d'un immersié de 30 min en
alcohol (70%) i d'un bany de 10 min amb hipoclorit calcic
(100 gl-l) i també 3 rentats amb aigua estéril (Pauta 8).

B - Medis de cultiu

Els teixits meristematics solen presentar requeri-
ments molt especifics en relacidé a la composicié del medi
nutritiu i de les condicions ambientals d'incubacié. La con-
centracié i el equilibri mineral i hormonal poden ser fac-
tors decisius de 1'éxit. Les hormones sintétiques citoquini-
ques i auxiniques més emprades en la micropropagacié sén 1la
bencilaminopurina (BAP) i els acids naftalenacétic (NAA) i
el indolaceétic (IAA). Tanmateix la citoquinina més utilitza-
da en la formulacid de medis d'iniciacidé i de multiplicaciéd
de C. scolyumus L. és la 2 isopenteniladenina (2ip). Les gi-
berelines (GA3) sdn emprades amb menys fregiiéncia, tant en

la micropropagacié en general com en la de C. scolymus, L.
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La majoria d'autors utilitzen en la compososcid
dels medis d'iniciacié les soluciones macrominerals formula-
des per Murashige i Skoog (1962), excepcid feta de Pécaut et
al. (1983) que fan servir 1la solucid de Tendille i Lecerf
(1974) i Moncousin i Ducreux (1984) que empren la de Lins-
maier i Skoog (1965).

Les solucions microminerals varien molt segons els
equips investigadors; practicament es pot associar cada
equip amb un tipus de formulaci® (Taula 6). La resta de
compoments del medi també és forga variable, a excepcidé del
contingut en hidrats de carboni que oscil.la entre 20 i 30

g de sacarosa 1~ ! normalment.

Tots els autors que han iniciat el cultiu amb
apexs caulinars o gemes incorporen baixes dosis hormonals en
el medi de sembra, per afavorir un desenvolupament normal de
1'apex i un baix risc de produccidé de cal.lus. Tal com ja
hem citat anteriorment la citoquinina més emprada és la 2ip,
a una conentracié de 1 mgl—l, a excepcid del medi proposat
per Moncousin (1981) on aquesta concentracié s'eleva a 5
mgl-l. Dos equips creuen adient iniciar els seus cultius amb
preséncia de KIN, tanmateix les quantitats emprades sén for-
¢ca diferents: 0.1 mgl—l (Pécaut et al., 1983) i entre 5 - 10
mgl—1 és la dosi recomenada per l'equip d'Ancora (1981 a,b).
Aquesta diferéncia seria atribuible possiblement als dife-
rents materials d'explantacié. Tan sols l'equip format per
Pefia i Ayuso (1974) consideren adequat incorporar en els

seus medis BAP (0.1 mgl™l).

Tots els medis d'iniciacid que esmenta la biblio-
grafia contenen sempre algun tipus d'auxina, essent 1'IAA
la més emprada, normalment a una dosi de 1 mgl-l. Tanmateix

Pefia i Ayuso (1974) incorporaren al seus medi NAA (0.1
mgl-l) i el primer treball publicat sobre el tema per Mon-



cousin (1980) considerava oporti 1'adicié 4'IBA (1 mgl—l) en

el medi.

La incorporacié de GA3 ha estat molt més discuti-
da, tot i que la majoria d'autors la creuen indispensable,
quan s'utilitzen com a explants teixits meristematics.
L'equip de Debergh (Harbaoui i Debergh, 1980; Debergh et
al., 1981; Harbaoui et al., 1982) consideraren que 1l'adiciéd
de GA3 és apte per estimular 1'arrencada vegetativa dels
apexs, perd que una vegada aconseguida, és convenient 1la
ubicacié del explant en un medi que no contingui 1'esmentada
hormona, per tal d'aconseguir més satisfactoriament un ade-
quat desenvolupament del propagul; és per aixd que 1'esmen-
tat equip presenta dos medis consecutius d'iniciacidé. Mon-
cousin (1981) creu que la preséncia i la quantitat de GA3 en
el medi cal que varii amb la data d'entrada del material a
incubacid (necessitats maximes d'hormona durant 1'hivern,
intermitges a la tardor i practicament nul.les a la primave-
ra).

Els aditius organics dels medis d'iniciacidé sén
forga variables i alhora poc discutits a 1la bibliografia en
aquesta fase. Cal destacar 1la incorporacié d'acid citric
(150 mgl—l) citada per Pefia i Ayuso (1983) per a disminuir
la proliferacidé de fenols, que altres autors controlen
afegint acid ascorbic a les aigiies de rentat de 1a desin-
feccib.

1

’

El contingut d'agar oscil.la entre 6 i 8 gl
a excepcié del grup de Deberg (Debergh et al., 1981; Har-
baoui et al., 1982) que posteriorment a haver realitzat un
estudi forga detallat sobre 1a vitrificacid (apartat
1.3i4.1) Ccreu que la millor concentracié d'agar és la de 11
gl ~.
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El pH és bastant comi per a tots els medis i
varia entre 5.5 i 5.8.

Tots els autors consideren indispensable la sembra
del explant en medis d'iniciacié, a excepci6é de Ancora (1981
a,b) i Suelzu et al. (1989) que inicien els seus cultius en
medis de multiplicacié. Moncousin (1981) i Harbaoui et al.
(1982) senyalen que la durada de la fase d'iniciacid variara
segons el grau de desenvolupament de 1'explant, i creuen
aconsellable el manteniment d'aquesta fase fins que el
propagul no hagi aconseguit dessenvolupar 4 & 5 fulles,
per tal de poder passar posteriorment a la fase de prolife-
racidé brots d'una grandaria tal, capacos de produir brotacid

i obtenir per tant una bona taxa de multiplicaciéb.

Segons Moncousin (1981), 1'éxit en 1'establiment
del cultiu és variable atenent principalment a la interaccid
entre el percentatge d'explants desinfectats satisfactoria-
ment, que com ja hem assenyalat anteriorment esta intrinse-
cament relacionat amb la grandaria del mateix, i el percen-
tatge de propaguls que arriben a sobreviure en el medi, Qque
també esta lligat amb la grandaria dels mateixos; com més
petita és la mida de 1'explant més baix és el percentatge de

superviviéncia.

Les condicions ambientals de cultiu establertes
per aquesta fase oscil.laren segons autors, pero les més es-

tandaritzades sén:

temperatura 21-25¢9C
fotoperiode 16h - 24h
intensitat de 11lum 20 - 100 pE:PARm_zs_1



Ancora et al. (1981 a,b) obtingueren un gran
nombre de brots a les quatre setmanes d'iniciacié del cultiu
quan el material sembrat eren gemes de 0.5 a 2 cm de granda-

ria, (material no sanejat).

El medi d'iniciacidé proposat per Moncousin i Du-
creux (1984) per al desenvolupamet de llavors, tan sols con-
tenia la solucid mineral Linsmaier i Skoog (1965), sacarosa
(2%) i agar (0.6%); la germinacid es relitza a les fosques i
a una temperatura de 182C, en el moment que s'obrien els
cotiledons el material era sotmés a una irradiancia de 100
pEPARm—Zs"l durant un fotoperiode de 16 h i a una temperatu-

ra de 20-25¢9C.

Bigot i Foury (1984) aconseguiren el desenvolupa-
ment d'embrions, procedents de llavors, utilitzant les sals
de Murashige i Skoog (1962) i 30 gl-; de sacarosa.
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1.3.3.3. Fase de multiplicacié

Les solucions macrominerals utilitzades per quasi
bé tots els equips que han treballat amb C. scolymus, L.
sbén les formulades per Murashige Skoog (1962). En 1la fase
de multiplicacidé sembla que hi ha més concordancia entre
els investigadors respecte 1les solucions microminerals
emprades, que en la fase d'iniciaci® abans comentada. En
els medis de proliferacié 1les més wutilitzades sén també
les formulades per Murashige i Skoog (1962), a excepcid
del equip de Debergh que segueix adicionant al medi 1les de
Nitsch i Nitsch (1969) (Taula 7).

Els estudis de Moncousin (1980) no mostraren dife-
réncies significatives entre la utilitzaci®é de medis amb els
microelements de Gamborg i Eveleig (1968) o els de Murashige
i Skoog (1962).

Tots els autors consideren oporti incorporar als
medis de proliferacié les mateixes quantitats de sacarosa

emprades en la fase d'iniciacid, aixi com mantenir el mateix
pH.

Les diferéncies més notables entre els medis
proposats a la bibliografia radiquen en les concentracions,
tipus i relacions hormonals i ens els aditius organics
(Taula 7). Les citoquinines i 1les auxines més emprades
sbn la 2ip i 1la KIN i el IAA i el NAA, respectivament.
Quan un medi sols conté 2ip com a font de citoquinines,
les dosis utilitzades per a multiplicar material procedent
d'explantacions d'apexs caulinars o gemes, varia segons
autors entre 5 i 20 mgl~l. Harbaoui i Debergh (1980) creuen
mgl-1 de

KIN. Pocs autors utilitzen per multiplicar baixes dosis de

adient incorporar 20 mgl_1 de 2ipobé de 2 a 5

citoquinines a excepcid de Pécaut et al. (1983). Alguns au-
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tors combinen 2ip i KIN (Debergh et al., 1981; Pécaut et
al., 1984).

Harbaoui i Debergh (1980) observaren que rebai-
xant la dosi de citoquinines s'alentia el creixement i 1la
taxa de multiplicacié de 1les tofes, perd que repercutia
positivament sobre el control de la vitrificaciéd.

La BAP és una citoquinina poc recomenada, tant
sols es considerada per Pefia i Ayuso (1983) i M. Fortunato
(1979). Els assajos realitzats per Harbauoui i Debergh
(1980) concloeren que la utilitzaci®é de 1la BAP manifesta
a dosi de 5 mgl_1 una vitrificacié del 100% de 1les tofes.
A més aquesta hormona els comporta conseguir un material
de pésima qualitat, brots i limbs molt més estrets i altres

tipus de malformacions.

La incorporacid de GA3 en aquesta fase és poc fre-
qient. Segons Harbaoui i Debergh (1980) i Moncousin (1980)
estimula el desenvolupament de les gemes axilars. L'adicid
en -el medi de dosis superiors a 0.01 mgl_l pot repercutir
en un etiolament de les tofes (Harbaoui i Debergh, 1980).
Segons Ancora et al. (1981b) amb el seu medi de multiplica-
cidé el desenvolupament i la proliferacidé de brots es "man-
tingué normal i estable" al llarg de successius subcultius,
i per aixd no consideraren la incorporacié de GA3. Tanmateix
Moncousin (1980) posa en evidéncia la problematica de poder
obtenir de forma repetitiva el fenomen d'una proliferacid
homogénia al llarg de varis subcultius i per aixd incor-
porava als seus medis 0.5 mgl-1 de GA3; quan emprava con-
centracions superiors (5 mgl-l) obtenia perturbacions mor-
foldgiques i fisioldgiques a nivell foliar, i a concentra-

. . . -1
cions inferiors a 0.5 mgl no observava cap resposta.
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La resta de components organics del medi, com
ja hem senyalat abans, és forca variable. Mentre que uns
autors formulen uns medis "poc" enriquits en aditius orga-
nics, sols amb preséncia d'una o dues vitamines i d'inositol
(Harbaoui i Debergh, 1980; Debergh et al., 1981; Pena-Igle-
sias i Ayuso, 1983; Debergh et al., 1981: Cervera, 1989),
d'altres empren unes formulacions forga enriquides en vita-
mines i en aminoacids (Ancora et al., 1981a,b; Moncousin,
1980, 1981; M. Fortunato, 1979 Moncousin i Ducreux, 1984;
Pécaut et al. 1983).

Moncousin (1981) assaja 1la incorporacidé en el
medi de proliferaci®é de certes substancies estimuladores
del creixement, com certs aminoacids (fenilalanina, tirosi-
na), que podien o bé bloguejar la via de la sintesi de trip-
tofan i consegiientment 1a del IAA o bé perqué es podien ma-
nifestar com precursors en la biosintesi dels flavonoids. E1l
mateix autor estudia el comportament de les tofes guan en el
medi s'incorporava acid clorogénic o bé acid triiodebenzoic.
Les millors taxes de multiplicacié (taxa total = 10) i qua-
litat de les tofes les aconsegui amb la incorporacié de ti-
rosina (50 mgl-l). El fet d'incorporar tirosina al medi i
d'incrementar la dosi de 2ip a 10 mgl-1 li comporta el po-

der suprimir la incorporacidé de GA. en el medi de multipli-

cacidé. Cal destacar també 1la incorgoracié de sulfat d'adeni-
na i del fosfat monosddic com a estimuladors en els medis
propossats per Pefila i Ayuso (1983), Moncousin (1980), Ancora
et al. (1981 a,b), Pécaut et al. (1983, 1984) i Bigot i

Foury (1984).

La incorporacidé de carbé actiu en el medi de
multiplicacidé és inefica¢ per incrementar la taxa de proli-
feracié (Ancora et al. 1981a,b).
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Les concentracions d'agar sén molt variables, os-
cil.lant entre 6 i 11 gl_l. Com es comentara posteriorment
(apartat 1.3.4.1.) la concentracié d'agar afecte molt sensi-

blement el fenomen de la vitrificaciéd.

Cal remarcar que els treballs publicats sobre 1a
fase de multiplicacidé de Cynara scolymus, L. no especifiquen
clarament la taxa viable de proliferacidé realment aconsegui-
da, és a dir, no fan esment del percentatge de brots i
tipus no viables obtinguts.

Els primers medis de proliferacidé formulats per
Harbaoui i Debergh (1980) eren liquids amb suport de coté.
Amb ells obtingueren taxes de multiplicacié de 3 a 4, sub-
cultivant cada 4-5 setmanes. Aquests medis 1liquids els
comportaren oObviament grans problemes de vitrificacidé i per
aixd en posteriors treballs contemplaren 1'estudi de 1'es-
mentat fenomen. L'any 1981 1'equip de Debergh presenta el
seu treball sobre la composicidé del medi més adequat per a
multiplicar el cultivar "Violet d'Hyéres", amb una determi-

nada concentracidé de tipus hormonal i d'agar (de 2 a 7 rngl—l

1 ge KIN, i 11 g.l-1 d'agar). Amb 1'esmen-

de 2 ip i 2.5 mgl~
tat medi les taxes no resultaren molt elevades (2.5 a 2.8),
perd les tofes presentaren brots homogenis (apartat

1.3.4.1).

Moncousin (1980) tan sols aconsegueix que 1i mul-
tipliquin un 50% dels explants entrats a iniciacié, amb una
taxa total de 4.5. Segons el mateix autor (Moncousin, 1981;
Moncousin i Ducreux, 1984) incrementant la qguantitat de 2ip

i incorporant al medi tirosina, la taxa total s'eleva a 8.
Ancora et al. (1981b) obtingueren també bones ta-

xes de multiplicaicd (4.5) amb el cultiu de tofes provinents

d'explantacidé de gemes.
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Estudis iniciats al Laboratori de in vitro de 1
Escola Universitaria d'Enginyeria Técnica Agricola de Bar-
celona senyalen que les taxes de multiplicacidé en els pri-
mers subcultius sén baixes i que posteriorment augmenten
(3-4) i es mantenen certs mesos per a tornar a disminuir
quan porta un any o més en cultiu (Martinez i Cafiameras,
1988). D'acord amb els resultats obtinguts per 1'equip de
Debergh (Debergh et al., 1981) sobre les interaccions 2ip--
KIN en els medis de multiplicacié de Cynara scolymus L.,
s'inicia a 1'E.U.E.T.A.B. un treball fi de carrera (Cervera,
1989) dirigit per N. Cafiameras i X. Martinez per tal d'estu-
diar l'efecte de les esmentades citoquinines en el cultivar
"Blanca de Tudela". El medi base emprat fou el formulat per
Harbaoui i Debergh (1980). Les dosis de KIN emprades foren:
1-2.5-5 mgl™! i les de 2ip: 10-20-25-30 mgl~}. En 1'esmentat
estudi s'avaluaren una série de parametres durant 3 subcul-
tius successius, també es caracteritzaren diferéncies entre
el cultiu en tub i el <cultiu en bocal. Es comprova gque
l'efecte subcultiu presenta una indicéncia important en 1a
resposta als diferents tractaments hormonals, que és necess-
aria una concentracié de 10 mgl"l de 2ip per a mantenir o
augmentar la taxa viable de multiplicacié al 1llarg dels sub-
cultius, que les taxes viables més elevades es donaren sem-
pre amb combinacions 2ip+KIN, que la KIN també mostrava per
aquesta varietat un efecte aparent sobre la vitrificacié in-
ferior al mostrat per la 2ip, que les tofes obtingudes amb
medis sols amb 2ip presentaven fulles més estretes i una
brotacié més clordtica, 2.5 i 5 mgl—1 de KIN inhibeixen el
creixement dels brots, que la brotacidé obtinguda en cultiu
en bocal fou superior é la aconseguida en tub, tanmateix 1la
taxa viable no presenta diferéncies, degut a qué en bocal es
formava un elevat percentatge de brots molt petits.



El fotoperiode donat en aquest fase per a tots
els autors es de 16 h a 24 h de 1lum, a excepcidé de Benoit i
Ducreux (1981) que 1l'establiren de 12 h. Aquests darrers
autors també feren proliferar el material vegetal a tempera-
tures més aviat baixes (202C) (Taula 8).

Quan es multipliquen brots procedents d'embrions,
Bigot i Foury (1981) aconsellen utilitzar un medi Muras-
hige i Skoog (1962) enriquit amb fosfat monosddic (50 mgl~
1), sulfat d'adenina (40 mglﬁl), KIN (1 mgl-l), NAA (0.1
mgl-l), sacarosa (3 %), agar (0.7 %) i pH 5.5, i subcultivar
els brots desenvolupats quan tinguin 4 fulles. La taxa de
multiplicacié obtinguda oscil.la forga segons el clon i el
nombre de subcultiu. Amb el millor clon aconseguiren una
taxa mitjana de 2.5.
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1.3.3.4. Fase d'arrelament

Aquesta fase implica l'arrelament in vitro dels
microbrots provinents de la fase de multiplicacié, i 1'endu-
riment d'aquestes plantetes per tal que siguin capaces de
resistir les condicions de in vivo, i puguin manifestar 1a
seva capacitat fotosintética (Druart et al., 1982). Actual-
ment, l'arrelament in vitro només es realitza per a aquelles
especies que tenen dificultats d'arrelar directament in vi-
vo.

La bibliografia existent sobre la micropropagacié
de carxofera coincideix plenament en afirmar que 1la fase
d'arrelament in vivo és practicament impossible i que
in vitro és forga problematica. Actualment 1'arrelament dels
microbrots de carxofera encara és un dels principals proble-
mes a superar en la metodologia de micropropagacid de 1l'es-
mentada espécie (De Leo i Greco, 1973; Pefia-Iglesias i Ayu-
so, 1983; Benoit, 1975; Morone Fortunato et al., 1979; Mon-
cousin, 1979; Moncousin, 1980; ; Harbaoui i Debergh, 1980;
Moncousin, 1981; Ancora et al., 1981 a,b; Harbaoui et al.,
1982; Pécaut et al., 1983; Ancora, 1986; Martinez i Cafiame-
ras, 1988). Possiblement aquesta dificultat podria estar
lligada a un gran nombre de factors, d'entre els que caldria
destacar: la formulacidé mineral i/o la preséncia de subs-
tancies estimuladores del creixement, 1la interferéncia de
compostos fendlics, 1l'estat de desenvolupament del material
vegetal (dels microbrots), les condicions ambientals (tempe-
ratura, intensitat de 11lum, fotoperiode, humitat, etc.), i
l'activitat enzimatica (Gaspar et al., 1979; Harbaoui et

al., 1980; Moncousin, 1981; Moncousin i Ducreux, 1984).
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A - Medis de cultiu

L'equip de Debergh (Maene i Debergh, 1985, 1987)
atenent 1'éxit obtingut en diverses espécies i varietats,
altres que la carxofera, assajaren 1l'interés d'eliminar 1a
fase d'arrelament in vitro i substitiur-la per una fase
d'allargament amb 1'objectiu de conseguir una elongacidé uni-
forme de les gemes o dels brots desenvolupats en la fase de
multiplicacié, que permetés una millor induccid rizogénica
posterior amb tractament auxinic sintétic dels microesquei-
x0s allargats i un transplantament d'aquests microesqueixos
induits, en condicions de in vivo, en hivernacle d'aclima-

titzacié.

Per allargar els microbrots Harbaoui et al.,
(1982) cultivaren material de Cynara scolymus, L. obtingut
en la fase de multiplicacidé, en un medi gelificat en absén-
cia de 2ip, i on la solucid de Murashige i Skoog (1962) era
substituida per la de Knop a meitat de concentracié per afa-
vorir 1l'allargament dels brots. Posteriorment es cultivaren
durant un mes en un medi liquid, amb suport de cotd, que

1

contenia tiamina-HC1l (10 mgl-l), sacarosa (20 gl ), carbd

actiu (0.3 gl—l), rebent una exposicié progessiva i continua
de 1lum (84 pEPARm-zs—l). Per iniciar la fase d'arrelament
els microbrots allargats foren immersos per un periode de
tres o quatre dies en una solucié acuosa que contenia 2
mgl_1 d'IBA i sota la intensitat luminica abans esmentada.
El sistema radicular es desenvolupa a les 5 - 6 setmanes que
seguiren a la finalitzacidé del tractament auxinic. La tempe-
ratura d'arrelament oscil.la entre els 17-249C i la humitat
relativa fou practicament del 100%. Aquestes experiéncies
realitzades per 1'esmentat equip (Harbaoui i Debergh, 1980,
Harbaoui et al., 1982) per intentar desenvolupar una metodo-
logia per aconseguir la rizogénesi in vivo de Cynara scoly-

mus L. no foren del tot exitoses.
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Investigacions més recents realitzades per Ancora
(1986) mostren com 1'equip de Harbaoui (Harbaoui i Debergh,
1980, Harbaoui et al. 1982), que és aconsellable abans
d'iniciar la fase d'arrelament cultivar préviament els mi-
crobrots en un medi que no contingui citoquinines amb 1la
finalitat d'aconseguir uns brots més aptes per a ser arre-
lats.

Els trets més caracteristics de 1la majoria dels
medis rizogénics per a carxofera sén 1la utilitzacié de
les solucions macrominerals de Murashige i Skoog (1962)
diluides a la meitat, 1'adicié de NAA com a hormona d'arre-
lament, i una concentracidé d'agar entre 0.7% i 0.8%. Com

a font de microelements incorporen les solucions de Murashi-

ge i Skoog (1962), algunes vegades també diluides a la
meitat. L'adicié d'hidrats de carboni és variable segons
autors i oscil.la entre 15 i 30 g.l_l. El pH és constant

5.5 - 5.6 (Taula 9).

Les dosis més emprades de NAA oscil.len majorita-
riament entre 1 i 2 mgl-1 (Moncousin, 1981; Ancora et al.,
1981 a,b; Pefla i Ayuso, 1983; Moncousin i Gaspar, 1983; Mon-
cousin i Ducreux, 1984; Arce et al., 1988). Tanmateix Pécaut
et al. (1983) i Bigot i Foury (1984) empren concentracions
molt més baixes (0.5 i 0.1 mgl-l respectivament). Cal re-
cordar que els microbrots posats en arrelament i obtinguts
pels darrers autors provenen de material procedent de 1l1la-
vors. L'Uunic medi d'arrelament que proposa 1'adicid d'una
citoquinina és el proposat també per Pécaut et al. (1983).
Practicament cap autor ﬁtilitza el IBA com auxina estimula-
dora de la rizogenesi, a excepcidé de Moncousin en el medi
formulat 1'any 1980. L'IAA tan sols és emprada per M. Fortu-
nato et al. (1979) i a altes dosis (20 mg1~l).
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Ancora et al. (1981b) assajaren també concentra-
cions superiors de NAA, aixi com 1l'efecte d'altres auxines
(IAA i IBA), perd en cap cas aconseguiren una rizogénesi
superior a l'aconseguida amb 2 mgl_1 de NAA (50%). Els
medis que contenien IBA manifestaren una induccidé radicular

menys exitosa que la resta.

El segon medi d'arrelament descrit per Moncousin
(1981) contenia bor (100 mgl_1 de tetraborat sddic). Tanma-
teix els seus treballs posteriors (Moncousin i Gaspar, 1983;
Moncousin i Ducreux, 1984) no cbntemplen 1l'esmentada adicid
i per tant és ldogic considerar que probablement la incorpo-
racié de bor en els medis d'arrelament de carxofera no
és indispensable per incrementar significativament el per-
centatge d'arrelament. El bor estimula la produccié d'arrels
en la majoria d'espécies en condicions rizogéniques in
vivo. El mecanisme d'actuacié del bor com a estimulador de
la rizogénesi no é&s exactament conegut, perd ja Weiser
i Blaney (1967) relacionaren el bor amb processos d'oxida-
cid, possiblement al incrementar-se 1la mobilitzacié dels

acids citrics en els teixits radiculars.

Peﬁa.i Ayuso (1983) creieren oportd incrementar
la intensitat de 1lum a 10.000 1lux en el moment que es
divisava el sistema radicular. Altres autors consideren
més adient realitzar tota la fase rizogénica a 1les fosques
(Pécaut et al., 1983; Ancora et al., 1981 a,b), o bé iniciar
l'arrelament amb un periode de foscor de 24 hores durant una
setmana (Arce et al., 1988), i d'altres han comprovat gue no
existeixen diferéncies significatives entre 1'arrelament amb
un fotoperiode determinat (16 o 24 h de 1lum) o a 1les fos-
ques (Moncousin i Gaspar, 1983).
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Els primers assajos d'arrelament realitzats per
Moncousin (1980, 1981) evidenciaren la bona resposta dels
microbrots a la rizogénesi, en el cultivar "Vert de Laon",
quan el medi era enriquit amb vitamina D2 (10 m.l-l). Mon-
cousin i Gaspar (1983), en estudiar 1'activitat peroxidasica
dels seus medis d'arrelament, establiren dues fases rizoge-
niques consecutives, perd de durada desigual. La primera
(fase d'induccid rizogénica) que comprenia 6 dies, d'acord
amb el comportament de 1l'activitat peroxidasica, implicava
el manteniment dels microbrots en el medi d'arrelament pro-
piament dit. La segona fase (fase d'iniciacidé) comportava el
transferiment dels brots a un nou medi que no contenia cap

1). Els esmen-

tipus auxinic o bé contenia rutina (610 mgl~
tats autors obtingueren resultats similars considerant tan
sols una Unica fase rizogénica, és a dir, mantenint els mi-
crobrots en el mateix medi d'arrelament durant tota la fase,
tanmateix es formava cal.lus en la base d'aquests microes-
queixos, mentre que aquest fenomen no s'apreciava en els que
havien estat transferits al medi propiament dit d'iniciacié.
Als 10 dies d'iniciar-se 1'assaig, el percentatge d'arrela-
ment dels brots no transferits al medi d'iniciacidé, era del
42% amb un nombre d'arrels de 0.46 i als 20 dies del 76% i
amb 2.38 arrels. En el cas dels brots transferits a medis
d'iniciacié, el percentatge als 10 dies fou del 78% i als 20
dies es mantingué el percentatge en el medi que no contenia
reguladors i fou del 84% en el medi que contenia rutina, el
nombre d'arrels mig fou de 2.3 a 2.4.

Basant-se en el treball anterior del primer autor,
Moncousin i Ducreux (1984), assajaren els efectes sobre 1a
rizogénesi: altres combinacions hormonals, procedéncia del
material vegetal (brots micropropagats procedents de 1llavor
O bé d'apexs caulinars) i el nombre de subcultius (2-4-6-8-
12-15) successius en medi de multiplicacié. Previ a la ini-
ciacid6 de la fase d'arrelament i amb l'objectiu de homoge-



nitzar el material el cultivaren tot en un medi amb la mei-
tat de les sals de Linsmaier i Skoog (1965), sacarosa (1.8%)
-1 agar (0.6%). Els medis d'arrelament formulats a partir del
mateix medi base citat contenien diferents dosis de NAA (O-
1-2-5 mgl-l) i un medi contenia 1 mgl_l de NAA + 10 mgl_1 de
vitamina D2. Els millors percentatges d'arrelament s'aconse-
guiren en els brots procedents de llavor (68%) i en els de
major nombre de subcultius (54-64%) en el medi que contenia
NAA + Vitamina D2' Altres autors han trobat altres espécies
tals com Camellia japonica que a mesura que incrementava el
nombre de subcultius devallava el percentatge d'arrelament,
encara que no de forma estadisticament significativa (San-
martin et al., 1986). En el treball de Moncousin i Ducreux
abans esmentat el nombre d'arrels formades més gran es dona
en el material procedent de llavor. El percentatge de brots
amb formacid de cal.lus estava relacionat també amb el nom-
bre de repicats i amb 1'origen. Els brots amb més formacid
de cal.lus foren els procedents de llavor i els que havien
sofert més repicats. La formacié d'aquest teixit fou més
important quan més incrementava la concentracid auxinica del
medi. Els medis que originaren menys formacié de cal.lus
foren el que no contenia auxina i aquell que contenia NAA +
vitamina D2.

El medi d'arrelament, de brots procedents d'una
explantacidé d'embrions, formulat per Benoit i Foury (1984)
contenia les sals de Murashige i Skoog (1962) on els macroe-
lements eren reduits a la meitat, carbd actiu (0.2%) i NAA
(0.1 mgl-l). Amb aquest medi i per a un determinat clon ob-
tingueren a les 5 setmanes un 77% d'arrelament amb un nombre
mig d'arrels per plantula de 2.6. Senyalen, com d' altres
autors, la necessitat d'emprar brots vigorosos per tal d'ob-
tenir un arrelament rapid i exitédés; un 40% dels brots amb
més de 5 fulles arrelaren en 15 dies i a les 3 setmanes pre-
sentaven una mitjana de 3.9 arrels/brot.
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B - Activitat peroxidasica i arrelament

Les diferéncies qualitatives i quantitatives
de l'activitat peroxidasica serveixen com indicadors de
la diferenciacidé (floracid, arrelament, maduracid, etc.)
Aguesta activitat s'altera quan es produeixen canvis en
el desenvolupament vegetal (Wolter i Gordon, 1975; Gaspar et
al., 1975).

Les peroxidases sbén glicoproteines reconegudes
com parametres qualificadors dels canvis auxinics i per
aixo l'estudi de la seva activitat és important en la induc-

cid rizogénica (Cassells et al., 1982).

L'Gnica font de peroxidasa comercial (E.C.1.11.7)
utilitzada actualment per als diferents assajos bioquimics,
s'extrau de les arrels de rave picant cultivades per siste-
mes tradicionals de reproduccid, tot i que recentment 1a
possibilitat d'obtenir peroxidases és possible emprant
també les técniques de cultiu de teixits (Yamada et al.,
1987; Moreno et al., 1989).

En alguns teixits més del 95% de 1'activitat
peroxidasica és localitzada en 1les parets i els espais
intercel.lulars, i tot i que algun cop sén trobades enllaca-
des a les membranes (Birecka i Miller, 1974). Normalment
existeixen en una mateixa planta sota varies formes molecu-
lars que poden ser separades per técniques electroforéti-

ques.

Existeixen dos tipus basics de peroxidades: 1les
anidniques i les catiodoniques. Cadascuna d'elles manifesta
un comportament diferenciat en la induccid rizogénica. Pré-

viament a 1'aparicidé d'arrels es produeix un increment



de 1'activitat peroxidasica total (acides i basiques),
seguit d'una devallada de la mateixa, en relacid® a un decre-
ment de les peroxidases basiques o catidniques, també deno-
minades auxinoxidases (Gaspar, 1979, 1981; Gaspar et al.,
1982). Gaspar (1979) desenvolupd una pauta d'arrelament
in vitro utilitzant les variacions quantitatives de 1'esmen-
tada activitat com marcadors de 1les fases d'induccid i
d'iniciacidé dels procesos rizogénics, 1la fase inductiva
vindra caracteritzada per un increment de 1l'activitat en-
zimatica. En aquesta fase no s'observen modificacions histo-
16giques i citologiques aparents. En 1la fase d'iniciacid
es comenceng a formar els primordis radiculars (Thorpe et
al., 1978; Gaspar, 1979) i per tant s'observa un procés
de lignificacid continuada en la formacidé de 1les cél.lules
xilematiques (Ranadive i Haard, 1972; Harking i Obst, 1973).
La devallada de les peroxidases catidniques hauria d'impli-
car que la induccid radicular estigués caracteritzada per 1la
reduccid de 1'auxina (Gaspar, 1981); tanmateix els resultats
d'analisis d'auxines en el curs de la rizogénesi en dife-
rents espécies vegetals sén forga discrepants (Haissing,
1986) i calen estudis més detallats per a discutir 1'accid
d'aquest regulador en les dues fases successives del procés

radicular.

L'activitat peroxidasica maxima que s'assoleix
en la fase d'arrelament in vitro és forgca variable atenent
principalment a 1l'espécie, cultivar o clon i als reguladors
de creixement auxinics empleats (Simola, 1973; Van Hoof
i Gaspar, 1976; Thorpe et al., 1978; Moncousin i Gaspar,
1983; Moncousin i Ducreux, 1984; Patience i Alderson, 1987).

Els treballs realitzats en arrelament in vitro per
Chandra et al. (1971, 1973) en Phaseolus aureus, Nanda et
al. (1973) en Impatiens alsamica, per Quorin et al. (1974)
i per Druart et al. (1982) en Prunus, per 1l'equip de Moncou-

Superior



sin (Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin i Ducreux, 1984)
en carxofera i per Berthon et al. (1987) en Sequoiadendron
giganteum mostraren que els esmentats canvis en 1l'activi-
tat peroxidasica podien ser utilitzats fidedignament com in-
dicadors de la transicidé en la rizogénesi de la fase induc-

tiva a la fase d'iniciaciéb.

Varis autors han observat un important increment
de la concentracidé peroxidasica i una rapida davallada de
la mateixa quan els tractaments rizogénics es realitzen en
condicions de foscor (Gaspar et al., 1977; Druart et al.,
1982; Cassells et al., 1982).

Moncousin i Gaspar (1983) realitzaren 1'estudi
de l'activitat peroxidasica en brots de 3 cm de llargada i
amb 6 fulles del cultivar de carxofera "Vert de Laon" en
fase d'arrelament. L'esmentat material procedia d'una ex-
plantacidé de gemes axilars que havien estat subcultivades 8
vegades en el medi de propagacidé proposat per Moncousin
(1980a,b, 1981). Els medis d'arrelament emprats per a desen-
volupar 1l'experiéncia contenien el medi basal suplementat
amb diferents hormones i/o vitamines: IBA (1 mgl-l), vitami-
na D, (10 mgl_l), NAA (1 mgl-l) i NAA (1 mgl—l) + vitamina
D, (10 mgl-l). S'avalua l'activitat peroxidasica diariament
i es veié que el 6é& dia era quan la concentracid peroxidasi-
ca assolia el maxim en el tractament que resulta més afavo-
ridor per a 1la induccié radicular (elevats percentatge
d'arrelament i nombre d'arrels al final de 1la rizogenesi),
que fou el medi que contenia vitamina D2 i NAA. Resulta for-
¢a exitds traslladar els brots induits (6 dies) a un altre
medi compost pel medi basal perd sense reguladors del crei-
xement o bé suplementat amb rutina (610 mgl_l) un cop fina-
litzada la fase d'induccié rizogénica. Utilitzant aquests
dos medis consecutius obtingueren als 10 dies un arrelament
del 42% i als 20 dies del 84%. Un fotoperiode de 16 h de



llum o bé una irradiancia continuada durant la fase inducti-
va millora la rizogénesi, front un control sense llum. Tan-
mateix les condicions de foscor o un fotoperiode de 16 h
eran estimuladors de 1la fase d'iniciacié. Realitzar les
dues fases en condicions de foscor afavori 1la formacid de
cal.lus.

Les wvariacions de 1'activitat peroxidasica de
Cynara scolymus L. durant 1la fase de rizogénesi atenent
a l'origen del propagul (llavor o teixit meristematic) i el
nombre de subcultius procedents (2-4-8-12-15) en el medi de
multiplicacié foren estudiades per Moncousin i Ducreux
(1984). El1 percentatge d'arrelament i el nombre d'arrels ob-
tinguts depenien del nombre de repicats i del tipus d'ex-
plant. El percentatge rizogénic més elevat es dona en el ma-
terial que havia estat més subcultivat (12-15 subcultius)
i en el procedent de 1llavor. L'esmentat material fou el
que manifestd una activitat peroxidasica més elevada. Els
citats autors consideren per tant que el material que ha so-
fert més nombre de repicats presenta aptitud rizogénica en
presentar caracteristiques de material rejovenit. Aixdé esta
d'acord amb els assajos realitzats en altres espécies: Pinus
(Franclet et al., 1980), Vitis (Favre, 1977) i Dahlia (Wate-
let-Gonod i Favre, 1981).
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1.3.3.5. Fase d'aclimatitzaciéd

L'éxit d'una bona técnica de micropropagacid
no pot ser avaluada fins que no es coneix el nombre de
plantes o brots que poden ser satisfactdriament aclimatats.

Aquesta fase consisteix en 1la transferéncia del
material provinent de les fase de proliferacié o d'arrela-
ment a condicions de ex vitro. E1l material a aclimatar po-
dria ser: microesqueixos arrelats, microesqueixos induits a
rizogénesi, o bé microbrots sense tractament d'arrelament in
vitro. L'objectiu principal d'aquesta fase és aconseguir
una elevada supervivencia, l'adquisicid de resisténcia a les
condicions 'ambientals ex vitro i 1la recuperacié i/o implan-

tacié de totes les activitats fisiologiques.

Les fulles dels brots d'espécies vegetals durant
la micropropagacid presenten una activitat fotosintética re-
duida (Short et al., 1984), baix contingut de ceres epicuti-
culars (Grout i Aston, 1978a; Sutter i Langhans, 1979;
Wardle et al., 1983; Fuchigami et al.,  1981), anormalitats
estomatiques (Bfainerd i Fuchigami, 1982; Wardle et al,
1983; Short et al., 1984) i una anatomia alterada (Grout i
Aston, 1978b; Short et al., 1984). Com a conseqiliéncia
d'aquestes alteracions foliars es produeix normalment morta-
litat dels brots en la fase d'aclimatitzacid (Grout i Crisp,
1977; Wardle et al., 1979; Short et al., 1987). Les primeres
fulles desenvolupades durant la fase d'aclimatitzacié pre-
senten una anatomia i una fisiologia transitéria entre 1les
fulles obtingudes in vitro i les originades en condicions ex
vitro.



L'aclimatitzacié és, en moltes espécies i també
en C. scolymus, un dels problemes més importants del cultiu
in vitro. Amb freqiiéncia, la supervivéncia és molt baixa,
i s'hi originen unes pérdues econdmiques molt elevades
i el consegilient encariment del material aclimatat.

L'éxit en 1'aclimatitzacié depén de 1'acondiciona-
ment previ en la fase d'arrelament i del control de 1les
condicions ambientals durant 1'aclimatitzacid® (Maene i
Debergh, 1987). La taxa de mortalitat en la fase d'aclima-
titzacid sembla ser depenent de la humitat relativa existent
en la fase de multiplicacid, en el cas d'emprar microbrots
no arrelats, o en la fase d'arrelament si S'aclimata mate-
rial arrelat. Diversos autors han assajat de baixar la humi-
tat relativa de les fases prévies a l'aclimatitzacid mitjan-
¢ant diversos procediments: elevades concentracions d'agar
(Marin i Gella, 1987), preséncia de lanolina i/o de silica
gel (Wardle et al., 1983), ja que com més elevada sigui 1a
humitat relativa in vitro menor és el percentatge de super-

vivéncia que s'aconsegueix.

Segons 1l'equip de Donnelly (Donnelly i Vidaver,
1984 a,b; Donneily et al., 1985) quan la intensitat de 1lum
en la fase d'arrelament ha estat baixa (25 pEPARm-Zs—l) la
mortalitat és significativament inferior que quan aquesta ha
estat elevada (80 pEPARm-zs_l), tot i presentar els brots,
de les dues procedéncies, una anatomia similar. Aquest com-
portament diferent en 1l'aclimatitizacid 1'atribueixen a gue
els brots procedents de baixa irradiancia poseien un contin-
gut de pigmentacidé superior i possiblement una grandaria de
fulla inferior que implicaria una reduccid® en les pérdues

d'aigua.



Gertsson (1988) obtingué un millor arrelament
i aclimatitzacidé conjunt (80%) de brots de Senecio x hybri-
dus multipliats a baixes concentracions de BAP (de O a 0.1
mgl_l) que altes (5 mgl-l) on fou del 50%. Diversos autors
proposen, per tal d'incrementar el percentatge de supervi-
véncia, realitzar una primera fase d'aclimatitzacid (fase
de preparacibé) sota condicions ambientals controlades,
ubicant el material procedent d'in vitro en una cambra
d'aclimatitzacié, on sigui possible regular alhora la tempe-
ratura, la humitat relativa, 1la intensitat luminica, 1la
concentracié de CO2 i 1l'intercanvi gasds; i posteriorment
realitzar una segona fase d'aclimatitzaci® en hivernacle
(Kozai et al., 1987, 1988; Hayashi i Kozai, 1987; Fujiwara
et al., 1988; Hayashi et al., 1988). Un enriquiment de
la concentracidé de 002 en hivernacle acompanyat d'un incre-
ment de llum suplementaria permeté a Desjardins et al.
(1990) aconseguir una aclimatitzacid altament satisfactoria
en Asparagus officinalis.

Com a substrats, cal utilitzar materials estérils
que presentin una alta aireacié i, al mateix temps, una bona
disponibilitat d'aigua (barreges de turba, perlita, vermicu-
lita, etc.). La‘calefaccié del substrat és beneficiosa en
molts casos. Inicialment la humitat relativa ha de ser molt
elevada, i la intensitat luminica, relativament baixa: pro-
gressivament, és necessari disminuir gradualment la humitat
relativa i augmentar-hi la irradiancia (Marin i Gella, 1987;
Martinez i Caflameras, 1988). Aquestes condicions es poden
aconseguir facilment, en hivernacles de multiplicacidé, amb
les técniques modernes de control ambiental.

Marin i Gella (1987) aclimatant microbrots arre-
lats de Prunus ceraseus L., observaren que a partir del
15¢ dia d'iniciar-se 1la fase d'aclimatitzacid comengava
a manifestar-se una important mortalitat del material vege-



tal, sempre que 1l'aclimatitzacid es feia en condicions
ambientals amb una elevada humitat relativa; tanmateix
quan la humitat relativa davallava a intervals progressius,
la supervivéncia dels microbrots era significativament
superior. Aixd suggereix que 1les plantes procedents de
in vitro necessiten estimular-se per tal de comengar a
adaptar-se als nous mecanismes de vida autdotrofa.

Ancora et al. (1981b) aclimatitzaren brots de car-
xofera arrelats en una barreja composta de turba (80%) i
perlita (20%), mantenint una temperatura de 209C i una humi-
tat relativa propera a la de saturacié durant una setmana.
Harbaoui et al. (1982) després d'aconseguir 1'arrelament in
vivo mantenia les plantes durant tres setmanes en un hi-
vernacle i posteriorment les traslladava a una espécie d'om-
bracle resguardat del vent, previ a la plantacidé del mate-
rial en el camp.

Bigot i Foury (1984) realitzaven 1l'aclimatitzacid
en dues etapes: un o dos repicats en una sorra amb solucid
nutritiva, 202C de temperatura i 16 hores de 1llum diaries.
Posteriorment les plantes eren vernalitzades abans de ser
ubicades en el camp. El percentatge de mortandat era forga
considerable (40%) i 1'atribuiren 1'excés d'humitat en el
substrat, que produia o bé necrosi de coll o bé asfixia ra-
dicular.



1.3.4. Problematica de la micropropagacié

1.3.4.1. vitrificacié

La wvitrificacié és una alteracié fisioldgica
que es presenta freqiientment en 1la propagacié in vitro
de varies espécies vegetals. Aquest fenomen pot causar im-
portants perdues de material micropropagat i pot arrivar a
impedir una bona programacié comercial a llarg termini (Na-
vatel, 1982). Les fulles del material vitrificat solen ser
amples, gruixudes, translicides, arrugades i normalment
arrissades i es trenquen amb molta facilitat. Segons Paques
i Boxus (1987c), en una revisiod sobre la bibliografia exis-
tent del tema, senyalen que els brots vitrificats presenten
fulles tipicament anormals, que poden ser: translucides, vi-
tries, vitrescents, cristal.lines o hiperhidratades, ja que
el significat de la paraula "vitrificacié" difereix lleuge-
rament segons autors, per Beauchesne (1981) implica descriu-
re plantes d'aspecte cristal.li. Gautheret (1981) creu més
oportd utilitzar el terme hiperhidratacié en lloc de wvitri-
ficacidé, al hipotetitzar 1la preséncia d'aigua en lloc d'aire
en els espais lacunars en aguests tipus de teixits. Paques i
Boxus (1987b) confirmaren 1la hipdtesi abans esmentada al
comprovar que aquest aspecte translucid de les fulles vitri-
ficades si Qque es devia a una preséncia d'aigua en 1'espai
lacunar.

Aquests desordres fisioldgics estdn relacionats
amb deficiéncies de clorofil.les i amb una hipertrdfia de
les cél.lules (Jones, 1976; Werner i Boe, 1980; Gaspar et
al., 1987; Paques i Boxus, 1987b). Tanmateix 1la diferéncia
entre el contingut d'aigua entre pPlantes vitrificades i no
vitrificates no excedeix del 6% (Kevers et al., 1984; Les-
hem, 1983; Paques i Boxus, 1984, 1987 a,b; 2ziv et al.,
1983).
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La causa d'aquesta hiperhidraticitat ha estat
i és encara molt discutida i sembla ser, a més a més, que
els fenomens de vitrificacid varien segons un clon o0 un al-
tre dins d'un mateix cultivar (P8ques i Boxus, 1987c). Les
causes del fenomen algunes vegades semblen estar relacionats
a8 la posicidé de 1l'explant en la planta mare (Denco, 1987),
probablement influenciat pels nivells hormonals enddgens, i
a la manipulacidé del material en el 1laboratori: preparaciéd
de l'explant i posicid en el medi de cultiu, composicidé del
medi, condicions ambientals (PAaques i Boxus, 1987c) i forma
de tallar o separar el material al llarg dels subcultius
(Harbaoui et al., 1982; Padques i Boxus, 1987a). Estudis
microscopics realitzats per Debergh et al. (1981) confir-
maren que les fulles vitrificades formades en les fases
d'iniciacidé o propagacié no presentaven teixits descolorits
sind tan sols mesdfil esponjdés. El color verd més clar que
sovint caracteritza 1les fulles vitrificades podria ser
una consequéncia directa d'una deficiéncia en els contin-
guts de clorofil.les a i b (Phan i Letouzé, 1983; Letouzé i
Daguin, 1983; Ziv et al., 1983;’De Proft et al., 1987; Kim i
Byun, 1988; Pasqualetto et al., 1988). Tanmateix certes ve-
gades les fulles vitrificades que estan enroscades manifes-
ten un verd més'intens que no s'ha de relacionar amb un in-
crement de clorofil.les, sind que probablement és el resul-
tat d'una superposicié de teixits foliars (Von Arnold i
Erickson, 1984; Paques i Boxus, 1984). Estudis microscopis
també mostren els teixits vitrificats dotats d'una epidermis
abaxial amb estomes prominents (Debergh et al., 1981; Vieth
et al. 1983; vieitez et al., 1985; Paques i Boxus, 1987a),
una lamina cuticular ausent o discontinua, aixi com un abun-
dant parenquima lacunar (Debergh et al., 1981; vieth et al.,
1983; Vieitez et al., 1985) i uns volums dels espais lacu-
nars i cel.lulars més grands (Paques i Boxus, 1984, 1987a;
Von Arnold i Erickson, 1984; Vieth et al., 1983; Vieitez et
al., 1985, 1987; Kim i Byun, 1988; Pasqualetto et al.,
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1988). Kevers et al. (1984) observaren que les plantes vi-
trificades presentaven una activitat peroxidasica més eleva-
da, també demostrat per Standardi i Micheli (1988), i que 1la
presencia de fenilalanina ammonia-lyasa (PAL), aixi com el
contingut fendlic eren més baixes. L'activitat peroxidasica
i la PAL estan involucrades en la 1lignificaci® (Roberts i
Miller, 1983; Gaspar et al., 1982; Kevers i Gaspar, 1985).
Els teixits vitrificats sén deficients en sintesi de lignina
(Kevers i Gaspar, 1985; Daguin i Letouzé, 1985, Letouzé i
Daguin, 1987; Kevers et al., 1988; Kim i Byun, 1988; Pasqua-
letto et al., 1988). Pasqualetto et al. (1988) comprovaren
que les fulles vitrificades tenien continguts en potasi i
calci més elevats que les fulles normals, mentre que presen-

taven deficiéncies en magnesi.

Aquest fenomen ha estat observat i/o estudiat per
diversos autors en diferents espécies vegetals, d'entre
d'altres: Prunus sp. (Quorin i Lepoivre, 1977; Boxus et al.,
1978; Zuccherelli, 1979; Druart et al., 1981), Malus sp.
.(Boxus et al., 1978; Rugini i Verma, 1983; Leonhardt i Kan-
deler, 1987), Salix japonica (Beauchesme, 1981), Salix baby-
lonica (Letouzé i Daguin, 1983), Dianthus caryophyllus (Hak-
kaart i Versluijs, 1983; Ziv et al., 1983; Denco, 1987);
Forysthia intermedia, Oreopanase nymphaeifolium, Gerbera ja-
mesonii, Allium porrum, Apium graveolens, Brassica oleracea,
Ficus lyrata, Pinus sp., Raphanus sativus, Sequoia sempervi-
rens (Debergh, 1983), Castanea sativa (Vieitez et al.,
1983); Olea europea (Rugini et al., 1987); Pirus malus (Ro-
mani i Standardi, 1987); Gypsophilla paniculata, L. (Dillen
i Buysens, 1989) i també en Cynara scolymus (Debergh et al.,
1981; Debergh, 1983; Cervera, 1989).

Per tal de disminuir el fenomen de la vitrificaciéd
s'han proposat diferents métodes de control: Quorin i Le-
poivre (1977) aconsellen reemplagar les sals del medi de Mu-



rashige i Skoog (1962) que continguin ions clorurs, 3ja que
atribueixen el fenomen a la preséncia d'aquests ions. Altres
autors recomanen un aport de calor (Boxus et al., 1978;
Druart et al., 1981), 1'adicid de pectina en el medi de cul-
tiu (Zuccherelli, 1979), disminuir o eliminar la preséncia
d'ions amoni (Beauchesne, 1981; Letouzé i Daguin, 1983; Le-
touzé i Daguin, 1987; Piagnani i Eccher, 1988), no incorpo-
rar BAP o bé disminuir 1la seva concentracié (Boxus et
al.,1978; Denco, 1987; Leshem et al., 1988), incrementar 1la
concentracidé d'agar (Hakkaart i Versluijs, 1983; Debergh et
al., 1981; Debergh, 1983; Ziv et al., 1983; Rugini et al.,
1987; Leonhardt i Kandeler, 1987; Kim et al., 1988), utilit-
zar medis en doble capa (Viseur, 1987; Molnar, G., 1987),
adicionar lecitina en els medis de cultiu liquids (Romani i
Standardi, 1987), incorporar fructosa en lloc de sacarosa
com a font d'energia, afavorir la disminucié de 1la humitat
relativa i establir un bon intercanvi gasds, mitjancgant
1'obertura dels tubs o dels bocals de cultiu (Dillen i Buy-
sens, 1989).

De tot el que hem dit anteriorment podem deduir
que la correcta wutilitzacié de totes aquestes propostes
dependra molt de 1'espécie, cultivar o clon micropropagat.
De totes elles la més estandaritzada per a la majoria d'es-
pécies és emprar medis solidificats amb una elevada concen-
tracié d'agar, superior al 0.8%, tot i que aquesta eleccid
fara davallar practicament en tots els casos la taxa de
multiplicacié. De fet aguesta opcié implica entre d'altres
disminuir la pressié de vapor en equilibri a 1'atmosfera
del bocal o tub.

Poques vegades brots vitrificats han pogut ser
"regenerats" com a material normal. Rugini i Verma (1983)
aconseguiren recuperar brots vitrificats d'ametller, emma-
gatzemar-los els durant 15 dies a baixes temperatures (42C)
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abans de subcultivar-los novament. Leonhardt i Kandeler
(1987) empeltaren material vitrificat de Pediocactus i
un 72% del mateix manifestd un creixement completament
normalitzat.

Els brots vitrificats obtinguts in vitro no solen
sobreviure la fase d'aclimatitzacié. Aquest fracas es pot
relacionar més amb el mal funcionament fisioldgic de 1la fu-
lla que amb el fet d'aconseguir un arrelament deficient (De-
bergh i Maene, 1984).

En la micropropagacié de carxofera 1les malforma-
cions més caracteristiques que presenten els brots vitrifi-
cats sén: lamina foliar i péciol amb gran contingut d'aigua,
les fulles més joves esdevenen molt turgents, les fulles vi-
trificades que primerament estan poc desenvolupades aconse-
gueixen quintuplicar la seva llargaria, s'observa un canvi
de color de verd intens a translicid i finalment les fulles
vitrificades acaben necrotiques (Deberegh, P. et al., 1981).

Debergh et al. (1981) per disminuir 1la problema-
tica de la vitrificacié en carxofera van realitzar una
série de proves amb la varietat obtinguda a Tunisia "Violet
d'Hyéres", convenguts que el potencial hidric del medi de
cultiu era un factor determinant en la vitrificacié. Compa-
raren medis liquids i solids. Afegien al medi base diferents
concentracions d'hidrats de carboni (29 i 58 mM de sacarosa
© manitol) i de Bacto Agar Difco (0 - 0.6% - 0.9% - 1.1% -
1.5% - 2%). Els brots que es desenvoluparen en els medis que
contenien concentracions iguals o superiors al 1.1% d'agar
amb o sense preséncia d'hidrats de carboni no presentaven
els fenOmens d'hiperhidratacié, tanmateix les taxes de mul-
tiplicacidé foren molt baixes (1 - 1.5). A quantitats més
baixes d'agar la taxa total de multiplicacié incrementava
notablement (3.3) perd la vitrificacid oscil.lava entre el



40-100%. Aquests resultats podrien lligar-se a un increment
de 1l'activitat peroxidasica d'acord amb els resultats obtin-
guts per Kevers i Gaspar (1985) en el «cultiu in vitro de
clavell amb excés hidric.

Els resultats d'incrementar 1la concentracidé d'agar
del medi obtinguts pels citats autors en carxofera i en al-
tres espécies, aixi com els aconseguits per Ziv et al.
(1983) en clavell demostren que la vitrificacié pot esser
practicament eliminada quan és produeix una disminucid de 1la
disponibilitat d'aigua en el medi cultiu, és a dir, quan
disminueix substancialment el potencial hidric en el medi, i
per tant una disminucié de la humitat relativa dintre del
tub de cultiu. La disminucié de la humitat relativa a més de
promoure com s'ha dit una reduccid de 1la vitrificacié, com-
porta un procés d'epidermitzacié afavoridor per 1les condi-
cions posteriors de ex vitro. En condicions standar de
cultiu in vitro els treballs realitzats per Grout i Crisp
(1977) en col-i-flor, per Sutter i Langhans (1982) en col i
per Ziv et al. (1983) en clavell demostraren que amb altes
humitats relatives no es formava cera epicuticular en 1les
fulles dels brots. En canvi quan treballaven amb humitats
relatives més baixes si que es produia en algunes espécies
com el clavell (Ziv et al., 1983) i col (Sutter i Langhans,
1982) formacidé de cera epicuticular. La seva deficiéncia
comporta una pérdua d'aigua més important i en conseqiiéncia
una dessecacid dels microbrots quan sébn transferits en 1la
fase d'aclimatitzacié (Sutter i Langhans, 1979),.

1.3.4.2. Infeccions bacterianes i fingiques

Les infeccions bacterianes i fingiques que es
solen manifestar en 1la micropropagacié de material vegetal
poden ser d'origen exogen o endogen. Els fongs, practica-



ment tots sén d'origen exogen mentre que les contaminacions
bacterianes solen tenir els dos origens. Debergh i Maene
(1984) han determinat un Gnic cas de contaminaciones fingi-
ques endogenes en Medinilla magnifica on es detectaren mi-
croconidis de Fusarium spp. en el teixit vascular, fins i
tot en el meristem. Eliminar els microorganismes exdgens en
el cultiu in vitro de Cynara scolymus L., i altres espécies,
es pot aconseguir realitzant una adequada preparacidé i
desinfeccidé del material vegetal. Tanmateix la preséncia de
bacteris enddgens pot arrivar a crear greus problemes. Algu-
nes vegades la manifestacidé d'aquestes coldnies bacterianes
es produeix als pocs dies posteriors a la sembra de 1'ex-
plant, perd desgraciadament pot expressar-se després de di-
versos mesos de la posta en cultiu, ja que molts medis no
sbn gaire rics proteinicament, i per tant poder ser indspits
per a alguns bacteris, i per aixd és forga normal que tardin
a manifestar-se. Son diversos els autors gque aconsellen 1la
utilitzacidé de medis reveladors, incorporant al medi extrac-
te de llevat (Debergh i Maene, 1985; Scortichini i Chiariot-
ti, 1987) i peptona (Debergh i Maene, 19855. Moncousin
(1980, 1981) creu molt convenient ubicar els explants de
carxofera, posteriorment a la desinfeccid® dels mateixos i
abans de la seva entrada en la fase d'iniciacié propiament
dita, en un medi que ell anomena de "tria" formulat amb: les

sals minerals de Heller (250 mgl_l

), hidrolisat de caseina
(500 mg1™!), extracte de llevat (8 g1™l) i agar (30 g1°l).
Amb aquest medi d'elevat contingut proteic, s'estimula el
desenvolupament de les coldnies bacterianes i fiungiques, i
per tant pot permetre més facilment la manifestacié de 1les
mateixes en el medi, i en conseqiiéncia eliminar tots aguells
propaguls amb contaminacions aparents i aixi garantir una
millor asépsia en les properes operacions de cultiu. Per tal
de prevenir o reduir l'oxidacié dels fenols recomana gue
mentre que el material estd en aquest medi de "tria" estigui

a les fosques. Les coldnies bacterianes identificades per



1l'esmentat autor en les varietats de carxofera amb les que
treballa pertanyen als segiients géneres: Erwinia, Pseudomo-
nas, Corynebacterium i Xanthomonas. Cal considerar que el
fet que no es manifestin contaminacions, emprant aquests me-
dis reveladors no implica que el material micropropagat es-
tigui lliure de bacteris o fongs enddgens.

Segons Harbaoui i Debergh (1980) aquesta manifes-
tacidé tardana també es veu facilitada per les ferides pro-
duides al subdividir les tofes en la fase de multiplicacié i
es forga variable el seu grau d'aparicidé (10-40% del mate-
rial explantat). L'adicid d'antibidtics (estreptomicina, pe-
nicilina, cloramfenicol, etc.) en el medi no aconsegueix in-
hibir el seu desenvolupament de les coldnies bacterianes,
tan sols retardar-1a (Harbaoui i Debergh, 1980). Les dosis
que haurien d'usar-se d'antibiotics per tal d'aconseguir
inhibir 1'aparicié de colonies bacterianes sén tan altes que
causen fitotoxicitat, per exemple, el cloramfenicol perqué
fos efectiu hauria d'utilitzar-se a dosis superiors als 50
mgl ~, i ja a partir de 10 mgl-1 esdeven simptomes de fito-
toxicitat en el génere Cynara cultivat in vitro (Harbaoui i
Debergh, 1980).

1.3.4.3. Efecte subcultiu en la fase de multiplicacié

La majoria de treballs publicats sobre el compor -
tament de les espécies micropropagades en la fase i multi-
plicacidé, normalment tan sols fan esment a la resposta del
material micropropagat a diferents tractaments (hormonals,
nutritius, ambientals, etc.) en un UGnic subcultiu, tot
i que la resposta al 1llarg de diferents subcultius pot
ser forga diferent (Norton i Norton, 1986).
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Normalment la taxa de multiplicacidé incrementa
durant les primeres generacions per davallar posteriorment,
aixi com es produeix un decrement en la llargada dels brots,
en la grandaria de la fulla i un augment en la formacié de
cal.lus. Aquest fet ha estat estudiat en diverses espécies:
Chaenomeles japonica (Thunb) Spach., Crataegus brachyacantha
Sarg i Engelm, Potentilla fructioca, L. Prunus cerasifera,
Ehrh, Prunus tormentosa, Thumb (Norton i Norton, 1986)
i en Actinidia chinensi (P1) (Standardi, 1982). Altres
autors han comprovat que al menys després de seguir set
generacions de cultiu de morera in vitro no es produiren
canvis notables en la taxa de proliferacid (Swartz et al.,
1983), i que brots de Prunus podien ser cultivats sense cap
problema per més de dos anys (Rugini i Verma, 1983). Gert-
sson (1988) en els seus estudis amb Senecio x hybridus con-
clgué que el comportament al llarg de diferents subcultius,
presentava dintre d'un mateix cultivar, variabilitat clonal.

Alguns autors citen el fenomen de 1'habituacid
@ les citoquinines emprades, especialment al BAP, en acumu-
lar-se i estimular alhora la seva sintesi en els teixits
de 1'explant (Clarasd, 1987; Hereu, 1987: Canals, 1987; Or-
tiz, 1989).

En Cynara scolymus, L. i per la varietat "Blanca
de Tudela" (Cervera, 1989) 1l'efecte subcultiu té una inci-
déncia molt important en la resposta als diferents trac-
taments hormonals, sobretot quan el material porta més d'un
any en cultiu, mentre que aquest efecte és menys evident en
els primers subcultius.
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1.3.5. Qualitat del material micropropagat

Els assajos de camp amb plantes de carxofera
obtingudes per micropropagacid® mostren que aquestes siguin
de la varietat que siguin sén sempre més vigoroses i pro-
dueixen un nombre més important de capitols (Pécaut et al.,
1983; Saccardo i Ancora, 1984). Plantes 1lliures de virus
pertanyents al cultivar "Violet d'Hyeres" produiren doble
nombre de capitols que plantes propagades per via tradicio-
nal i no mostraren cap simptoma d'infeccié virica fins i tot
després de 2 anys del seu transferiment al camp (Harbaoui et
al., 1982). Les plantes micropopagades perd virdtiques tam-
bé produeixen més que les plantes control, perd menys que
les no virdtiques (Saccardo i Ancora, 1984). Les plantes mi-
Cropopagades a més a més de poder no ser virdtiques poden
estar lliures d'altres patogens (fongs i bacteris), 1'absén-
cia dels quals pot també afavorir un millor desenvolupament
i creixement de 1la Planta. Freqiientment les plantes proce-
dents de micropropagacié perden precocitat de floracié, perd
Saccardo i Ancora (1984) aconseguiren plantes de carxofera
que no havien perdut aquesta important qualitat, i que es
mantingué durant tres anys consecutius a la seva plantacié.

Pel que fa als cultivars de fulla sencera o poc
dentada ("Blanca de Tudela", "Blanca de Aranjuez", "Violet
de Porovence", etc.) 1la bibliografia és quasi inexistent.
Alguns equips d'investigacié que treballen amb aguests cul-
tivars posen de manifest tot i no aportant encara resultats
experimentals fefaents (Pécaut comunicacié personal), que
sempre i quan el material procedent de la micropropagacié no
presenti fulla retallada/es manté la precocitat i a més mi-
llora la produccié. Perd no obstant, quan el material micro-
propagat presenta variacions intravarietals (preséncia de
fulles pinnatifides) es retérda la precocitat, encara que 1la
produccié pot ser superior.
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Els treballs de camp realitzats per 1'equip de
Migliori i Pécaut a Franga (Pécaut 1984, 1986) mostraren
que les plantes procedents de micropropagacié i sense vi-
rus, podien tornar-se a recontaminar a partir del quart o
cinqué mes de ser transferides al sdl, encara que en aqguesta
fase de desenvolupament, no totes les plantes eren afecta-
des per igual, i a més a més la concentracié virotica era
baixa. Practicamet, quan les plantes portaven més de 18 me-
sos de conreu, totes eren infectades per dos virus, princi-
palment el ALV i el BBWV. Tanmateix les plantes que havien
estat cultivades sota un hivernacle especial, que impedis
l'entrada d'insectes, no presentaven recontaminacions vird-

tiques en finalitzar el primer any de cultiu.

En el cas de la varietat "Blanca de Tudela", 1la
precocitat, tant de plantes multiplicades per sistemes
tradicionals com per in vitro, sembla estar relacionada
amb el tipus de fulles desenvolupades, com més incidéncia
de fulles dentades menys precog¢ és la planta i generalment
déna menys produccidé (degeneracid de 1la carxofera).



1.3.6. Aspectes anatdomics i fisiologics en la micropropaga-

ciédé

S6n escassos els treballs publicats en relacié a
les caracteristiques anatdmiques de composicié i fisiologi-
ques del material vegetal en 1les diferents fases de la
micropropagacié i comparativament en relacié al material
ja aclimatat i/o de camp. Els diversos treballs aborden
normalment aspectes parcials de la tematica fisioanatdmica
obtenint resultats moltes vegades contradictoris. Aquest
fet no és d'estranyar atés que es treballa amb espécies
i varietats diferents i que 1la metodoldégia emprada en les
fases de micropropagacié (tant mediambientals, com de compo-
sicidé de medis i temps) és molt variable segons autors.

1.3.6.1. Estomes

Alguns autors han trobat que la densitat estomati-
ca en fulles de brots de diferents espécies en les fases de
micropropagacidé és superior a la que presenta la propia es-
pécie en condicions de cultiu tradicional (Wetzstein i Som-
mer, 1983; Blanke i Belcher, 1989) o abans de la seva acli-
matitzacidé en hivernacle (Wetzstein i Sommer:; Donnelly et
al., 1986; Martinez et al., 1990). Altres autors han trobat
resultats diferents per exemple Marin (1986) en 1'espécie
Prunus ceraseus troba menys densitat estomatica en fulles de
in vitro que en fulles de la mateixa espécie cultivades en
camp, perd la densitat estomatica in vitro era superior en-
cara que no significativament de 1les fulles de material
aclimatat procedent de micropropagacié.

La forma dels estomes sembla ser diferent segons

espécies. Liquidambar styraciflua (Wetzsteini Sommer, 1982)
i Prunus ceraseus (Marin i Gella, 1988) presenten formes
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arrodonides i de grandaria més gran, mentre en que Philoden-
dron tuxla (Martinez et al., 1988) solen ser fregiientment
eliptics.

La regulacié del fucionament estomatic en fulles
in vitro difereix segons espécie, en col-i-flor (Grout
i Aston, 1978a), en col (Sutter i Langhans, 1979), en Prunus
ceraseus (Marin i Gella, 1988) es produeix tancament estoma-
tic a baixa irradiadncia, en canvi Brainerd i Fuchigami
(1981) fulles de pomera comprovaren que els estomes desenvo-
lupats sempre estaven oberts i practicament no responien
a estimuls exterios tals com: foscor, mannitol, adicié

d'acid abscisic, increment de CO etc.

2!

Donnelly et al. (1982) observaren que els estomes
estaven més oberts en la fase d'arrelament que en la fase de
multiplicacié en la micropropagacié de morera.

1.3.6.2. Anatomia

La grandaria tan petita del material micropropagat
probablement cal relacionar-la més amb un decrement de
la divisid cel.lular que amb 1la propia grandaria cel.lular
(Smith et al., 1986).

Les plantes micropropagades presenten una anatomia
de fulla alterada amb un parénquima en palissada amb pogues
capes cel.lulars (Donnelly i Vidaver, 1984a; Tisdall i Don-
nelly, 1988; Martinez et al., 1988), amb cél.lules de menor
longitud (Brainerd et al., 1981; Smith et al., 1988), o sen-
se diferenciar-se de les altres cél.lules del mesdfil (Grout
i Aston 1978a; Wetzstein i Sommer, 1982; Reuther, 1988).
Probablement i com a conseqgiiéncia de 1'elevada humitat i de
tat cel.lular en el parénquima és menor, amb majors espais

- 71 -



tat cel.lular en el parénquima és menor, amb majors espais
aeris intercel.lulars (Grout i Aston, 1978; Brainerd et al.
1981; Wetzstein i Sommer, 1982: Donnelly i vVidaver, 1984a;
Marin i Gella, 1988). El1l gruix de la fulla €s menor (Wetz-
stein i Sommer, 1982; Donnelly i vidaver, 1984a; Simth
et al., 1986), tot i que 1a longitud de les cél.lules epi-
dérmiques adaxials i abaxials no sén diferents de 1les plan-
tes desenvolupades ex vitro (Brainerd et al., 1981). La su-
perficie de 1'epidermis conté també menys ceres epicuticu-
lars.

Els estudis realitzats per Reuther (1988) mostren
que les fulles, i principalment les completament desenvolu-
pades de diferents cultivars d'espécies micropropagades
(Spathiphyllum floribundun, Pelargonium zonale i Rosa rugo-
sa) contenen una quantitat de cloroplasts significativament
menor que les desenvolupades en hivernacle, aixi com presen-
ten també una grandaria inferior i una forma més inflada.

Les condicions nutricionals heterotréofiques i
les modificacions observades per diversos autors en el de-
senvolupament de les fulles permet suggerir que els cultius
de microbrots realitzen una baixa O nul.la activitat foto-
sintética (Grout i Aston, 1978; Wetzstein i Sommer, 1982;
Donnelly i Vidaver, 1984b; Lee et al., 1985; Pospislova et
al., 1988; Schoch et al., 1989). Tanmateix Reuther (1988)
senyala que es pot millorar 1'eficiéncia fotosintética du-
rant la fase d'arrelament in vitro enriquint 1'ambient amb
CO2 i especialment en condicions de baixa irradiancia, al
incrementar-se la fixacid de COZ’

Les fulles desenvolupades in vitro presenten un

percentatge de contingut hidric major que les cultivades en
camp (Donnelly i Vidaver, 1984b).
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Les fulles diferenciades in vitro mantenen 1la
seva anatomia i estructura morfoldgica alterada després
de la seva aclimatitzacié en hivernacle, sols els cloroplats
milloren la seva grandaria, tanmateix 1les fulles que ja
es formen en aquesta darrera fase presenten una anatomia
foliar normal (Reuther, 1988).

Les arrels formades in vitro presenten pocs i
irregulars vasos en el cilindre central. Normalment la seva
unié a la tija és defectuosa i pot estar separada per 1la
formacié de cal.lus (Aynsley i Marston, 1975; Hughes et al.
1973) o amb 1lligams vasculars prims i anormals (Grout i As-
ton, 1977). En Pirus malus, Hicks (1987) i en diferents
clons de peus de Prunus (Filiti et al., 1987) i en Prunus
ceraseus, Marin i Gella (1988) no observaren cap disconti-
nuitat en els vasos xilematics i per tant hi havia un efec-
tiu transport d'aigua entre les arrels i el brot.

1.3.6.3. Pigments fotosintétics

L'estudi de 1'evolucidé de certs parametres en
la micropropagacié de Philodendron tuxla realitzat per
Martinez et al. (1988) mostra que la fulla més jove comple-
tament expandida presenta valors similars de contingut
clorofil.lic (a + b) durant les fases de multiplicacié i
d'allargament (a baixa intensitat luminica); en una poste-
rior fase d'allargament a més elevada irradiancia la concen-
tracibé de clorofil.la augmenta, per tornar a davallar durant
l1'aclimatitzacié (arrelament ex vitro). Finalitzat 1'arrela-
ment-aclimatitzacié, s observa un increment de 1la concentra-
ci6 de pigments i de la relacié Cla/Clb associat a 1a ins-
tauracié de 1'autotrofia.

Capellades et al. (1990) han estudiat en brots
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de roses micropropagades la dinamica de la fluorescéncia
de la clorofil.la a.

1.3.6.4. Contingut en nitrogen (N) i Pes especific foliar
(PEF!

En condicions in vitro 1les fulles presenten un
elevat contingut en nitrogen organic que disminueix amb
el transit a ex vitro (Martinez et al., 1988).

Donnelly i Vidaver (1984b) observaren que les
fulles dels brots in vitro de "redraspberry" presenten
un major percentatge de PEF que 1les cultivades en camp.

El PEF fou constant en totes les fases de micro-

propagacidé de Philodendron tuxla inclosa 1'aclimatitzacié
(Martinez et al., 1988).
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