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3. MATERIAL I METODES

3.1. Consideracions generals

Atesa 1la complexitat i diversitat dels temes
experimentals que s'aborden en aguesta Memoria, i per tal
de fer més comprensible 1la metodologia emprada, s'ha decidit
presentar separadament aquells trets metodoldogics que sén
d'aplicacié comuna en la major part dels assaigs i descriure
per a cadascun dels items tractats 1la metodoldégia particu-
lar.

3.1.1. Material vegetal

El material vegetal de partida per a la realitza-
cidé d'aquesta Tesi procedia d'una plantacié de carxofera,
del cultivar "Blanca de Tudela", clon 711, ubicada en el
terme municipal de Molins de Rei (Baix LLobregat) i realit-
zada a partir de fragments de soca a mitjans d'agost del
1986. L'esmentat clon havia esat seleccionat i facilitat per
1'"Instituto Tecnolégico y de Gestidn del Cereal" (I.T.G.C)
de Navarra.

Per a la fase d'iniciacié de 1a micropropagacié
s'utilitza com explant el material més comunament recomenat
a la bibliografia (apartat 1.3.3.2), és a dir, apexs cauli-
nars, extrets de cardets d'una llargada entre 5 i 15 cm
(Moncousin, 1980; Harbaoui i Debergh, 1981; Ancora et al.
1981). La grandaria dels explants fou inferior a 1 mm d'al-
¢ada. Es decidi aquesta grandaria de teixit meristématic
atenent els resultats obtinguts per Harbaoui et al. (1982)
que aconseguiren amb material d'aquesta grandaria una im-
Plantacié forga exitosa dels explants, aixi com un grau de
sanejament molt elevat, tot i no ser 1l'obtencié de material
lliure de virus un objectiu d'aquesta tesi.
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3.1.2. Desinfeccié del material vegetal

Tot i emprant apexs caulinars de reduides dimen-
sions per iniciar tots els cultius, es creié oportua realit-
zar una desinfeccid prévia, amb l1'objectiu d'aconseguir una
explantacié més exitosa. En la introduccid d'aquest treball
s'ha vist que practicament tots els equips que treballen amb
Cynara scolymus L. segueixen alguna determinada pauta de de-
sinfeccié.

Préviament a la desinfeccid s'eliminaren les fu-
lles externes dels cardets, quedant aqguests sols amb les 4 6
5 primeres fulles, aproximadament, amb una llargada de 3 a 4
cm.

La pauta emprada havia estat préviament contrasta-
da, exitosament, amb les que cita la bibliografia en assaigs
previs, per a la desinfeccié de gemes i de meristems + 2
primordis foliars, que s'havien portat a terme abans d'in-
ciar-se els assaigs definitus d'aquesta Tesi (Martinez i Ca-

flameras, no publicat).

La desinfeccidé comprengué una primera immersié
del material vegetal en una solucié de clorur de mercuri al
0.2%, durant 5 minuts, seguida d'un rentat també de 5 minuts
amb aigua esterilitzada. A continuacié, 1'esmentat material
es someté a un segon bany amb una altra solucid desinfec-
tant, que contenia hipoclorit sddic, al 2% de clor actiu i
0.1% de Tween 20, durant 15 minuts, seguit de 3 rentats amb
aigua estéril adicionada amb 100 mgl—1 d'acid ascoérbic, per
evitar o reduir al maxim els fendmens d'oxidacié (Harbaoui i
Debergh, 1980; Harbaoui et al., 1982; Ancora et al.,
198la,b; Suelzu et al., 1989). Els primers dos rentats foren
rapids (30 s), agitant manualment el pot que contenia el
material vegetal amb la solucid acuosa, i el tercer rentat
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fou de 5 minuts sobre agitador magnétic. El1 material vegetal
es deixa en aquesta solucidé d'acid abscoérbic fins al moment
de la seva explantacié.

La desinfeccid es realitza en condicions d'asep-
sia, sota flux laminar, en una cambra Telstar. La resta de
manipulacions que es portaren a terme en totes 1les proves
que descriurem a continuacidé, es realitzaren també sota con-
dicions aséptiques en régim de flux laminar.

3.1.3. Composicié dels medis base de cultiu

Els medis base per a la fase d'iniciacio (MBi),
per a la fase de multiplicacié (MBm), per a la fase d'allar-
gament (MBal) i per a la fase d'arrelament (MBar) contenien
tots els macro i microelements considerats esencials per
al desenvolupament vegetal, algunes vitamines, mio-inositol
i sacarosa (Taula 10). Les solucions macrominerals empra-
des en totes les fases foren les de Murashige i Skoog
(1962), mentre que les solucions microminerals foren per als
medis d'iniciacié i arrelament també les de Murashigue i
Skoog (1962), per als medis de multiplicacié i allargament
s'empraren les de Nitsch i Nitsch (1969).

S'utilitza Difco-agar com agent gelificador dels
medis sdlids. E1 pH dels medis fou ajusat, préviament a
la incorporacié de 1l'agar, amb un pHmetre Crison-501. L'adi-
cidé del agar es realitza quan els medis de cultiu s'havien
pre-escalfat fins a 402C. La distribucié del medi, amb
l'agar ja incorporat en rels corresponts tubs de cultiu,
es realitza quan 1la temperatura del mateix era propera
als 919C, per assegurar una distribuciéd homogénia de 1'agar.
Per a la dosificacié del medi en els tubs de cultiu s'empra
una Dispenssette-Brand. Els tubs d'assaig utilitzats (150 x
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21 mm) eren de pyrex i els taps corresponents d'alumini
(Sero-taps). La quantitat de medi incorporat per tub fou
de 15 ml.

Els medis emprats en totes les proves foren este-
rilitzats a 1'autoclau (Selecta Autester 437-G), amb una
sobrepressidé de 1 kgcm°2 de vapor d'aigua durant 20 minuts.
En 1'assaig d'iniciacié que contempla en alguns tractaments
l'adicié d'acid giberél.lic no autoclavat, aquest s'incor-
pora als medis de cultiu sota flux laminar, quan aquests ha-
vien estat autoclavats, i quan la seva temperatura era infe-
rior a 6092C, mitjangant la utilitzacié de filtres bacterians
esterilitzats.

Taula 10 - Composicié basal en mgl_1 dels medis d'iniciacié
(MBi), multiplicacié (MBm), allargament (MBal) i
arrelament (MBar) (* variable segons assaig).

Elements MBi MBm MBal MBar

NH ,NO, 1650 1650 1650 1650
KNO 1900 1900 1900 1900
Cac§2 2H,,0 440 440 440 440
MgSO% 7HZ0 370 370 370 370
KH_ P 170 170 170 170
Na2EDfA 37.3 37.3 37.3 37.3
Fe§o4 7H.,,0 27.8 27.8 27.8 27.8
MnSO) 4H20 22.3 25 25 22.3
ZnSO4 7H20 8.6 10 10 8.6
H,BOj 6.2 3 3 6.2
K1 0.83 - - 0.83
Na,MoO, 2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25
cuo, gnzo 0.025 0.025  0.025  0.025
CoC15 6H30 0.025 - - 0.025
Tiam?na 0.4 0.4 0.4 0.4
IAA 0.1 1 - -
Mio-inositol 100 100 100 100
Sacarosa 20 20 20 20
Difco-Agar 8 11 * *

pH 5.6 5.8 5.8 5.8
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3.1.4. Condicions de la cambra d'incubacié

El material corresponent als diferents assaigs
s'incuba en la "Cambra del Laboratori de Cultiu in vitro de
1'Escola Universitaria d'Enginyeria Técnica Agricola de Bar-
celona". La il.luminacié artificial de 1'esmentada cambra
s'aconsegueix amb fluorescents Grolux de 18 i 58 W de 1a
marca Silvania. Els tubs d'assaig amb el corresponent mate-
rial vegetal es colacaven dintre de gradetes de forma al-
terna, és a dir, en una gradeta de 24 alveols, s'hi ubicaven
12 tubs, fer facilitar una irradiacid més homogénia per a
tots els tubs. La separacié entre la base del taps que tapa-
ven els tubs i els fluorescents era de 23.5 cm.

Els nivells de densitat de flux fotdnic (PPFD)
emprats foren variables atenent l'assaig i es descriuran en
els apartats corresponents.

La radiacidé fotosintéticament activa (PAR) es me-
sura amb un sensor quantic LI-COR (LI-190 SB).

La temperatura mitjana de l1a cambra es mantingué
constant dia i nit i fou de 249 + 19C. El registre diari de
la mateixa al 1llarg de tots els assaigs es realitza amb un
termohigrograf Lambrecht. Setmanalment es contrastava el
sensor térmic front un termometre de mercuri de precisiéb.

El fotoperiode emprat per a tots els assaigs

realitzats en les fases de in vitro fou de 16 hores de
1lum i 8 h de foscor.

3.1.5. Parametres controlats

Els parametres controlats sén variables atenent
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a8 l'assaig programat. En els seglients apartats es descriuen
aquells més comuns a la majoria d'assaigs.

3.1.5.1. Pes fresc, pes sec i contingut hidric del material
vegetal

Totes les pesades que comprenen els diferents as-
saigs es realitzaren en una balanga de precisid® amb lectura
fins a deumilésima de gram.

Per a determinar el pes fresc de 1les diferents
fraccions del material vegetal, primerament es determina el
pes fresc total (pft), seguidament es separaven 1les frac-
cions cal.lus i arrel, quan n'hi havia, de 1les fulles i
es pesaven, obtenint-se aixi directament el pes fresc del
cal.lus (pfc) i el pes fresc de les arrels (pfa), la fraccié
correspdnent a fulles es determinava per diferéncia (pff).

pft = pff + pfc + pfa

La fraccid fulles conté de fet també els nusos
i entrenusos, que sén imposibles de separar atés el seu
baix grau de desenvolupament. Els seccionaments i les gavi-
metries es realitzaren tofa a tofa i de forma rapida per
evitar perdues d'aigua.

Les diferents fraccions del material vegetal
foren desecades fins a pes constant, en wuna estufa d'aire
forgat a B0QC (Selecta mod. 374A). En aquest cas el pes sec
total (pst) s'obtenia per sumatori de 1les corresponents
fraccions: pes sec de les fulles (psf), pes sec del <cal.lus
(psc) i pes sec de les arrels (psa).

pst = psf + psc + psa
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Es determina també el contingut hidric de cada una
de les parts esmentades i del total de les tofes, brots o
pPlantetes (microesqueixos arrelats in vitro).

Contingut Hidric = (1 - Pes sec/Pes fresc) x 100

3.1.5.2. Taxes de multiplicacié

La taxa de multiplicacidé es controld en els as-

saigs d'iniciacié i en els de multiplicacié.

S'avaluaren les segiients taxes:

-Taxa de multiplicacid total (tt):

Nombre de microbrots o gemes formats

Nombre de propaguls

Aquest parametre ens indica 1la capacitat de
rebrotacid del medi assajat.

-Taxa de multipliacid viable (tv):

Nombre de microbrots viables

Nombre de propaguls

Microbrot viable: brot que pot emprar-se amb eéxit
com a nou propagul en un proper subcultiu. Atenent 1la
nostra experiéncia prévia assoleixen aquesta carac-
teristica els microbrots de grandaria superior a 0.5
cm. Microbrots més petits normalment tenen una baixa
supervivéncia en el proper subcultiu.
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Aquest parametre normalment és inferior a 1'ante-
rior i indica la taxa de multiplicacié atil, és a
dir, la d'ampliacié real de 1'stock.

-Taxa de brotacidé no viable (tnv):

Nombre de mbr.no viab. o gemes no suf. desenvolupades

Nombre de propaguls

Gemes no suficientment desenvolupades sén gemes o
microbrots de grandaria inferior a 0.5 cm. Els micro-
brots no viables comprenen tots aquells gque presenten
anomalies fisioldgiques i es classificen en els se-
glients 4 grups: '

.Taxa de vitrificacié (tvit):

Nombre de microbrots vitrificats

Nombre de propaguls

.Taxa de clorotitzacié (tc):

Nombre de microbrots clordtics

Nombre de propaguls

.Taxa de necrosi (tn):

Nombre de microbrots necrosats

Nombre de propaguls

.Taxa de brots poc allargats i gemes no desenvo-
lupades (tp):

Nombre de microbrots i gemes no desenvolupats

Nombre de propaguls
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i sempre caldra que es compleixi:

tt = tv + tnv

tnv = tvit + tc + tn + tp

3.1.5.3. Longitud i tipus de marge de les fulles dels brots
viables obtinguts en els assaigs d'iniciacié i de

multiplicacié

La longitud dels brots viables es mesura atenent
la fulla més llarga del microbrot des de la base del mateix.

Segons la llargada assolida es classificaren en 6 grups:

1 -0.5a1 cm
2 -1 a l.5 cm
3 ~-1.5a2 cm
4 - 2 a 2.5 cm
5 -2.5a3 cm
6 - > cm

Per a avaluar el marge de les fulles s'establiren
quatre grups:

- Inapreciable (fulles no desenvolupades)
- Fulla sencera
Fulla poc retallada (pinnatifida)

W N = O
[}

- Fulla forga retallada (pinnatipartida)
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3.1.6. Tractament estadistic de les dades i graficacié

Les analisis estadistiques s'han realitzat en
el "Centre de Calcul de 1'E.U.E.T.A.B.", amb el paquet de
de programes SPSSX en un ordinador microVAX-Digital.

Per a la majoria de variables: taxes de multipli-
cacid totals i viables, pesos secs i frescos, continguts
hidrics, 1llargada microbrots, nombre de fulles, nombre
d'arrels, data d'arrelament, s'ha realitzat l'analisi de
la varianga i la separacié de mitjanes per Student-Newman--
Keuls.

Altres paramétres (percentatges d'arrelament,
percentatges de vitrificacié) s'han estimat amb intervals de
confianga i per a 1'avaluacid de l'aclimatitzacié s'han rea-
litzat taules de contingéncia.

Per tal de normalitzar i homogenitzar algunes
variables s'han realitzat 1les segients transformacions:

Poblacions Poisson: (1+k)!5

Poblacions Binomials: arsin (k)%

Sempre s'ha treballat amb un nivell de significa-
cié del 5%, i 1les 1lletres diferents gue acompanyen als
resultats a les taules en una mateixa fila i/0 columna
indiquen diferéncies significatives.

Els parametres anatdomics han estat avalutas tro-
bant el seu valor mig * 1'error estandar.
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Per a la graficacidé s'ha emprat el programa Sigma-
plot versié 3.
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3.2. Assaig d'iniciacié del cultiu

Els cardets escollits com a font d'inciacidé del
cultiu foren extrets de la planta mare a finals d'estiu
(inicis del mes de setembre del 1988), coincidint amb 1a
primera formacié de cardets després del repds estival de les
pPlantes mares en el camp.

A partir del medi base abans esmentat (Mbi) (apar-
tat 3.1.3., Taula 10) es formularen 6 tractaments amb 2ip i
GA3 (Taula 11). S'escolliren aquestes dues dosis de cito-
quinines (1 i 5 mgl'l)) per ser les dues concentracions al-
hora extremes i més citades a 1a bibliografia (Moncousin,
1980, 1981; Harbaoui i Debergh, 1980; Debergh et al., 1981).
Es formularen també dues dosis de GA3 (0O i 0.1 mgl-l). En
aquest cas es decidi avaluar 1l'efecte de 1la preséncia del
esmentat regulador del creixement i la incidéncia del seu
autoclavatge.

Taula 11 - Composicidé hormonal dels medis d'inciacié
(a: autoclavat; na: no autoclavat)

Medis ) Concentracions hormonals (mgl-l)
2ip GA3 a GA3 na

Il 1 0 0

12 1 0.1 0]

13 1 0 0.1
14 5 0 0]

I5 5 0.1 0

I6 5 0 0.1

El material vegetal explantat es mantingué en 1les
condicions ambientals reflectides en l'apartat 3.1.4., en 1a
cambra d'incubacié. Tanmateix durant 1a primera setmana de
cultiu, els explants es mantingueren en condicions de fos-
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cor, per tal de reduir i/o eliminar els fendmens d'oxidacid
(Moncousin, 1980). La irradiancia que reberen els explants a
partir del vuité dia i fins a la fi de 1'assaig fou de 90

pEPARm'Zs'l.

L'assaig durd 12 setmanes. Es subcultiva tres
vegades consecutives (sembra + 2 subcultius), amb una cadén-
cia de 21 dies, amb els medis d'iniciacié indicats i es rea-
1litza un darrer repicat en un medi de multiplicacié unic
per a qualsevol de les procedéncies. El medi de multiplica-
cid emprat va ser el descrit per Harbaoui et al. (1982)
(Taula 7). Setmanalment es mesura i/o controla: tipus i nom-
bre de fulles desenvolupades, brotacid, vitrificacibé, forma-
cidé de cal.lus, aparicid de substancies fendliques, mortali-
tat i percentatge de contaminacions bacterianes i fangiques.

Es mantingué el propagul inicial per als seglients
subcultius, quan 1'esmentat explant havia donat com a minim
una taxa de multiplicacid viable superior a 2. S'utilitza-
ren 10-12 explants per tractament.




3.3. Assaigs de multiplicacié

3.3.1. Assaig I: Comportament de la taxa de multiplicacié al

llarg de successius subcultius, segons época d'ex-

plantacié

S'utilitzaren microbrots procedents del final de
la fase d'iniciacié, de grandaria compresa entre 2 i 3 cm,
amb un minim de 3 fulles desenvolupades, i que havien entrat
a explantacid en 5 époques diferents de l'any:

~setembre/1988
-novembre/1988
-gener /1989
-marg¢/1989
-maig/1989

El medi d'iniciacié de procedéncia era el MBi
amb 5mg1-1 de 2ip (medi I4, apartat 3.2).

En aguest assaig es pretenia estudiar 1'evolucid
de les taxes segons 1'época de sembra (5 époques) i el nom-
bre de subcultius (7). A partir dels subcultius obtinguts es
pretén esbrinar:

1) 1'época més aconsellable per entrar material,
del cultivar "Blanca de Tudela", en les nostres condicions
de cultiu (Baix Llobregat).

2) si les taxes de multiplicaci® vénen afectades
per 1l'época de 1l'explotacidé i/o el nombre de subcultius.

_ Per tant es considera oportd emprar un udnic medi
de multiplicacié. El1 medi escollit fou el proposat per Har-
baoui et al. (1982) (Taula 7), perqué en assaigs previs a
aquesta Tesi, fou d'entre els medis que descriu 1la biblio-

grafia aquell que manifestad sempre menys problemes de vitri-
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ficaciéb.

L'esmentat material es subcultiva cada 21 dies du-
rant 7 vegades consecutives. El1 nombre de propaguls emprats
en cada subcultiu fou de 50 i escollits completament a 1l'at-
zar, d'entre el material que assolis les caracteristiques de
microbrot viable descrites (apartat 3.1.5.2). Les taxes
de multiplicacié total, viable i tipus de no viabilitat
s'avaluaren coincidint amb el moment de 1la realitzacié
del subcultiu.

Durant tot 1'assaig la irradiancia fou de 90 pE-

PARm_zs-l.

3.3.2. Assaig II: Efecte de les variacions en la composicid

citoquininica dels medis

D'acord amb els estudis realitzats per Debergh et
al. (1981), en el cultivar tunisenc "Violet d'Hyéres" i els
resultats obtinguts per Cervera (1989) en Blanca de Tudela,
es formula aquest assaig de multiplicacié per intentar tro-
bar la formulacié de citoquinines (KIN i 2 ip) que resultes
més iddnia per aconseguir alhora una bona taxa de multipli-
cacidé i una brotacidé al més homogénia possible.

Per a la realitzacibé de la prova es seleccionaren
microbrots de 2 a 3 cm de llargada i que havien estat sub-
cultivats set vegades en el medi de proliferacié de Harbaoui
et al. (1982) (Taula 7), procedents de la sembra del mes de

setembre.
Es formularen 30 medis de multiplicacié diferents

en la seva composicid i/o concentracid citoquininica (Taula
12).
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El nombre de propaguls per tractament fou de 20. La
duracidé d'aquest assaig abarca 3 setmanes, a la fi de 1les
quals s'avalua: pes fresc i sec i contingut hidric de 1les
diferents fraccions de les tofes, taxes de multiplicacié,
longitud dels brots viables, i tipus de marge de les fulles
dels brots viables.

Taula - 12 Formulacié citoquininica dels medis de multipli-

caciéb.

Medis Composicié citoquininica (mgl-l)

2ip KIN
MO 0] 0
M1 0 0.1
M2 0] 0.2
M3 0 0.4
M4 0 0.6
M5 0 0.8
M6 5 0
M7 5 0.1
M8 5 0.2
M9 5 0.4
M10O 5 0.6
M1l1 5 0.8
M12 10 0]
M13 10 0.1
M14 : 10 0.2
M15 10 0.4
M1l6 10 0.6
M17 10 0.8
M18 15 0]
M19 15 0.1
M20 15 0.2
M21 15 0.4
M22 15 0.6
M23 15 0.8
M24 20 0
M25 20 0.1
M26 20 0.2
M27 20 0.4
M28 20 0.6
M29 20 0.8
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3.3.3. Assaig III: Efecte de la concentracié d'agar i de 1la

irradiancia

La bibliografia especialitzada mostra variacid no-
table segons la concentracié d'agar del medi i del reégim
d'irradiancia a qué esta sotmés el cultiu en la fase de mul-
tiplicacié, i que cal suposar que ambdodés factors influeixen
en la dinamica de la fase de multiplicacié. En aquest con-
text es programa una prova de multiplicaci®é on s'assajaren
diferents nivells de cadascun dels factors anteriors.

S'utilitzaren propaguls subcultivats 8 vegades
en el medi de multiplicaci® de Harbaoui et al. (1982) (Taula
7), de 2 a 3 cm de llargada i amb un minim de 3 fulles de-
senvolupades, i procedents de 1'explantacié de finals d'es-
tiu (mes de setembre).

El disseny d'aquesta prova comporta la formulacid
de 12 tractaments amb les tres intensitats luminiques se-

gients:
- 20 pEPARm 2571
- 60 pEPARm'Zs'l
- 90 pEPARm 25”1

i 4 concentracions de Difco-agar (0.8%, 0.9%, 1%, 1.1%)
(Taula 13). S'empraren 20 propaguls/tractament.

El medi de cultiu emprat fou el medi base de mul-
tiplicacié (MBm) suplementat amb 15 mgl'1 de 2ip. Aquesta
concentracid citoquininica fou una de les que dond millors
resultats en 1'assaig de multiplicacié de 1la prova ante-
rior (en valors absoluts resultd la concentracié que exhibi

la taxa viable de multiplicacié més elevada).
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L'assaig finalitza també als 21 dies de cultiu i
els parametres que s'avaluaren per a tots els tractaments
foren els mateixos que en 1'assaig de multiplicacidé anterior
(3.3.2.), i a més es determind el nombre de fulles dels
brots viables obtinguts.

Taula - 13 Concentracié d'agar i irrandiancia dels medis
de multiplicaciéb.

Medi Agar (g171) Irradiancia pE PARm 2s 1
X1 8 20
X2 8 60
X3 8 90
X4 9 20
X5 9 60
X6 9 90
X7 10 20
X8 10 60
X9 10 90
X10 11 20
X11 11 60
X12 11 90
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3.4. Assaig d'allargament

La formulacidé d'un medi d'allargament gue com-
porti un creixement rapid dels microbrots és important
per assegurar, posteriorment, un elevat percentatge de mi-
croesqueixos que estiguin en 1les condicions optimes de
desenvolupament en el moment d'iniciar el procés d'arrela-
ment in vitro. La bibliografia consultada esta sempre
d'acord en que és necessari superar la barrera dels 3-4 cm
de 1llargada per obtenir un arrelament exités (apartat
1.3.3.4). Atés que la majoria dels microbrots obtinguts en
la fase de multiplicaci® no assolien normalment aguesta
llargada, es creié adient programar un assaig d'allargament.

S'escolliren microbrots individualitzats d'uns
2 cm de llargada, i amb un minim de 3 fulles desenvolupades,
procedents de 8 subcultius en medi de multiplicacidé de
Harbaoui et al. (1982) (Taula 7). En aquest assaig s'analit-
za la resposta d'allargament a dos factors, que 1'experién-
cia prévia ens havia fet pensar que tenien un paper relle-
vant en la induccié de 1'allargament, tematica molt dificil
i controvertida a la bibliografia: disponibilitat hidrica
(medis sdlids i‘liquids) i profunditat de sembra en els me-
dis sblids, resultant un total de sis tractaments.

El material suport dels medis 1liquids fou 15
ml de perlita (Decalite gra horticola) o 0.75 g de cotd
per tub. El medi emprat fou el base (Mbal) (Taula 10).

El nombre de microbrots utilitzats per tractament
fou de 30. Durant 1l'assaig, que dura 21 dies, es mesura
cada 2 dies la longitud dels microbrots. A la fi del mateix
s'avaluaren els pesos frescos i secs, el contingut hidric i
la longitud.
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La irradiancia fou de 90 pE:PARm-zs-l durant tot

1'assaig.

Taula 14 - Caracteritzacié dels medis d'allargament

(Profunditat de sembra: superficial = 3 - 4 mm
profunda = 10 - 12 mm)
Medi soé1id Liquid Sembra
(agar %) (suport) (tipus)
Al 1 0.8 - Superficial
Al 2 0.8 - Profunda
Al 3 1.1 - Superficial
Al 4 1.1 - Profunda
Al 5 - Perlita Superficial
Al 6 - Coté Superficial
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3.5. Assaigs d'arrelament

3.5.1. Assaig I: Efecte de la composicidé del medi d'arrela-

ment

D'acord amb quasi totes les referéncies bibliogr-
afiques el regulador del creixement més emprat per aconse-
guir la induccid rizogénica in vitro en la majoria de culti-
vars de Cynara scolymus L. és 1'acid naftalen acétic (NAA).
D'aquestes referéncies les corresponents a l'equip de Mon-
cousin (Moncousin, 1981; Moncousin i Gaspar, 1983; Moncousin
i Ducreux, 1984) sén les que plantegen, al nostre entendre,
els estudis d'arrelament més complets, i per 1la qual cosa
els seus medis es van escollir com a controls de 1la nostra
experiéncia. Tanmateix i préviament a aquest assaig defini-
tiu es provaren diferents tipus i concentracions de regula-
dors de la rizogénesi, veient que 1'hormona que millor esti-
mulava la formacid d'arrels en els cultivars de carxofera
"Blanca de Tudela" i "Blanca de Aranjuez" era 1'acid indol
butiric (IBA) a una concentracié de 8 mgl-1 (Martinez i
Carfiameras, no publicat).

Els medis de Moncousin tenen en comid la preséncia
de NAA (1 mgl_l) i de la vitamina D2 O ergocalciferol (10
mgl'l). Entre ells es diferencien en el contingut de macro
i/o microelements, en el contingut de bor i en la concentra-

cid d'agar (Taula 9, apartat 1.3.3.4).

S6n moltes les fonts de variacié en els assaigs
d'arrelament derivats de la investigacié del equip de Mon-
cousin. Un disseny exhaﬁstiu que contingués tots els medis
de Moncousin i a més els proposats per nosaltres d'acord amb
la nostra experiéncia prévia era inabordable. Per aquest mo-
tiu es decidi realitzar un assaig previ contrastant el medi
de major eficiéncia en 1l'arrelament d'entre els proposats



per Moncousin amb un medi original amb una composicié mine-
ral i de aditius organics idéntics, perd substituint el NAA
que utilitza Moncousin (Taula 10) per 1'IBA a 8 mgl-1 de
concentracié que havia denotat una gran eficacia en els

assaigs previs citats (Taula 15).

Taula - 15 Composicidé dels medis d'arrelament

Medi Solucions minerals Sac, VitD, Agay IBA NAA
i aditius organics gl mgl gl mgl

Moncousin

i Gaspar MS (1962) 20 10 8 - 1

(1983)

Propi MS (1962) 20 10 8 8 -

Atenent els resultats obtinguts amb aquets dos
tractaments es testaren seguidament 11 medis d'arrelament
(Taula 16), 8 dels quals contenien IBA (8 mgl-l) i que alho-
ra contemplaven certs aspectes nutricionals dels medis de
l'equip de Moncousin, i els 3 restants corresponien als for-
mulats per 1l'esmentat equip (Taula 9). El1 medis emprats an-
teriorment es corresponen amb els medis A10 i A4 respectiva-
ment.

Per a les dues proves s'utilitzaren microbrots in-
dividualitzats de més de 3 cm de longitud i amb un minim de
3 fulles desenvolupades, procedents de material en fase de
multiplicacié (7 subcultius). Es comprova que 1la 1longitud
inicial dels brots emprats en els 11 medis d'arrelament no
presentés diferéncies significatives entre tractaments, per
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Taula - 16 Comppsicié dels medis d'arrelament (* MS + 100
mgl de tetraborat sddic . Moncousin (1981); ..
Moncousin i Gaspar (1983); ... Moncousin i Du-
creux (1984)

Medi Macro Micro Ad org Sac, VitD, Agar, IBA ANA

gl mgl gl mgl

Al MS MS MS 20 0 11 8 -

A2 MS MS MS 20 0 8 8 -

A3 MS MS MS 20 10 11 8 -

A4 MS Ms MS 20 10 8 8 -

A5 AMs MS MS 20 0 11 8 -

Ab XMS MS MS 20 0 8 8 -

A7 kMS MS MS 20 10 11 8 -

A8 kMs MS MS 20 10 8 8 -

A9’ &Ms MS* MS 20 10 8 - 1

A10"" MS MS MS 20 10 8 - 1
All""" XLS kLS %LS 18 10 8 - 1

tal de garantir la homogeneitat inicial de 1a poblacié de
microbrots en arrelament. La duracidé de l'assaig fou de 21
dies. Durant el periode d'incubacié es controla cada 3 dies
la llargada dels microbrots (20 microesqueixos/tractament) i
el nombre d'arrels visibles (50 microesqueixos/tractament).
En finalitzar el mateix s'avalua a més a més el pes fresc i
sec i el contingut hidric dels microesqueixos (20 microes-
queixos/tractament).

3.5.2. Assaig II: Efecte de l'estat fisic del medi

Els resultats de l'assaig d'allargament mostraren
que els brots cultivats en medi liquid amb suport de perli-
ta s'allargaven més rapidament i amb major percentatge.

Atenent els resultats de l1'assaig d'arrelament an-
terior (assaig II) es selecciona el medi d'arrelament que
havia originat el percentatge final de microesqueixos arre-
lats més elevat. L'esmentat medi era el A5 (Taula 16).
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Analitzant els resultats d'ambdues proves es
cregué convenient assajar 1'efecte del medi 1liquid en 1la
fase d'arrelament. Per aquests motius es contrasta el medi
d'arrelament considerat oportu (A5) front el mateix medi
eliminant 1'agent gelificant per suport de perlita (medi
liquid) i la incidéncia de 1l'efecte del medi d'allargament
en els medis d'arrelament sdlids (Taula 17).

En aqguesta prova s'utilitzd com a material vegetal
microbrots procedents directament del medi de multiplicacié
de Harbaoui et al. (1982), i microbrots cultivats durant 10
dies en un medi d'allargament liquid amb suport de perlita,
la composicidé del qual correspon al que obteni millors re-
sultats d'allargament. Transcorreguts aguests 10 dies es se-
leccionaren microbrots de 3 cm de longitud, amb un minim de
3 fulles ben desenvolupades i es procedi a l'assaig d'arre-
lament. Es comprova que la llargada inicial dels microes-
qgueixos emprats no presentés diferéncies significatives

entre tractaments.

El nombre de microbrots wutilitzats per a dur
a terme aquest assaig fou de 235/tractament.

Taula 17 - Caracteristiques del medi fisic i de la procedén-
cia del material en la fase d'arrelament

Medi Procéncia microbot Agar Perlita
(%) (ml)

Arl Fase allargament 1.1 -

Ar2 Fase allargament - 15

Ar3 Fase multiplicacié 1.1 -

La duracidé maxima de 1la fase d'arrelament fou
de 21 dies. Es considera que als 3 dies després d'haver-se
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visualitzat la formacié d'arrels en la base dels microes-
queixos, aquests ja serien aptes per a passar a ser aclima-
titzats. Es prené aquesta decisid d'acord amb els resultats
obtinguts en el primer assaig d'aclimatitzaciéb.

Al 1llarg de 1l'experiéncia es comptabilitzava
cada tres dies el nombre de microesqueixos arrelats. Al
finalitzar la mateixa es determina: 1la llargada final dels
microbrots (235 brots/tractament), els pesos de 1les dife-
rents fraccions del material vegetal (fulles, cal.lus i
arrel) (30 microbrots/tractament) i els fendmens de vitrifi-
cacid (235 brots/tractament).

3.5.3. Assaig III: Activitat peroxidasica en la rizogénesi

Per tal d'estudiar 1'activitat peroxidasica en 1la
fase d'arrelament in vitro del cultivar "Blanca de Tudela"
s'utilitzaren dos medis ben diferenciats en la seva composi-
cié hormonal. Els medis rizogénics escollits foren aquell
que dona el millor percentatge d'arrelament en el primer as-
saig rizogénic (A5) i el medi de Moncousin i Gaspar formulat
l'any 1983 (Al10), que s'utilitza com a testimoni, atés que
els esmentats autors estudiaren detalladament en aquest medi
la dinamica de 1'activitat peroxidasica.

S'empraren trenta microesqueixos amb una longitud
superior als 3 cm i amb un minim de 4 fulles desenvolupades,
procedents de 8 subcultius en el medi de multiplicacié de
Harbaoui et al. (1982).

L'activitat peroxidasica s'estudia diariament
durant els 12 primers dies. Per a 1la seva determinacid
es trituraven 200 mg de fulles fresques, mitjangant 1'aju-
da d'un Polytron, amb 2 ml de tampb fosfat (pH 6.1, 0.06M) i
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es centrifugava a 10.000 g durant 10 minuts. La fraccidé so-
brenadant es tornava a centrifugar novament uns altres 10
minuts. Aquesta darrera fraccid sobrenadant constitui 1'ex-
tract enzimatic. L'activitat peroxidasica per aquest assaig
fou determinada a 420 nm (Quorin et al., 1974; Van Hoff i
Gaspar, 1976; Moncousin i Gaspar, 1982; Moncousin i Ducreux,
1984) després de 45 segons d'incubacid en una solucidé que
contenia 7.9 ml de tampd fosfat Na-K (pH 6.1, 0.06M), 1
ml de guaiacol (1%), 1 ml d'aigua ogixenada (0.2 vol) i 0.1
ml d'extracte enzimatic (Moncousin i Gaspar, 1983).

L'activitat peroxidasica especifica és expressada
per a la majoria d'autors en pg d'equivalents de peroxidasa
de rave picant per mil.ligram de proteina soluble. La curva
estandar es determind diariament, per tant, amb extracte
commercial de peroxidases liofilitzades de rave picant (ref.
128066 Boehringer Mannheim).

S'afegiren 0.25 ml d'acid triclor-aceétic (60%)
en 1 ml de 1l'extract enzimatic per a la determinacié de 1les
proteines. El precipitat es centrifuga a 10.000 g durant 10
minuts. Una vegada eliminada la fraccidé sobrenadant es pro-
cedi a rentar el precipitat amb 1 ml d'una solucid de clorur
sddic saturada d'acetona. Es torna a centrifugar de nou i
després d'eliminar la fraccidé liquida es deixa reposar du-
rant uns minuts el precipitat fins que s'hagués evaporat
l'acetona. Per a solubilitzar novament les proteines s'afegi
1l ml de NaOH (0.1N) i s'escalfa al bany maria (1002C) (Pilet
i Braun, 1967).

_ La proteina es determina per fotocolorimetria
segons el métode de Lowry et al. (1951) a una longitud
d'ona de 660 nm i un temps d'incubaci®é de 20 minuts. La
corba estandar es realitza cada dia de mesura emprant com
a substrat sérum d'albumina bovina (ref. 7-4002 bioMérieux).
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3.6. Assaigs d'aclimatitzacid

3.6.1. Assaig d'aclimatitzacié I

En aquest assaig s'analitza 1'efecte del medi
d'arrelament de procedéncia en el procés d'aclimatitzacib.
Per aquest motiu la pauta d'aclimatitzacié és tGnica. E1
protocol d'aclimatitzacié utilitzat deriva de maltiples
assaigs realitzats, amb carxofera procedent de in vitro,
a 1l'hivernacle de propagacié de 1'Escola Universitaria
d'Enginyeria Técnica Agricola de Barcelona, que es descriu
posteriorment.

El material vegetal que s'aclimatitza en agquest
primer assaig estava constituit pels microesqueixos arrelats
i no arrelats al cap de 21 dies, obtinguts en el primer as-

saig d'arrelament in vitro (apartat 3.5.1).

El substrat escollit era una barreja de torba
i perlita Decalite de gra horticola (2:1 vol). En tractar-se
d'una torba clarament aciddfila (pH = 3.5), 48 hores abans
de la seva utilitzacié s'esmena amb 2 gl—1 de carbonat de
calci quimicament pur, per tal d'aconseguir un pH més ade-
quat per el posterior desenvolupament de les plantetes de

carxofera.

Els microesqueixos, arrelats o no, es transplanta-
ren en safates amb alveols individuals que contenien la bar-
reja abans indicada. Les safates es col.locaren sobre una
banqueta forrada amb una manta de reg i sota doble tunel
de plastic transparent. Préviament a la col.locacid del ma-
terial vegetal sota el tunel petit, s'hi traslladaren les
safates alveolades ja amb el substrat, per aconseguir que
sota 1l'esmentat tunelet s'obtingués una humitat relativa
propera a la de saturacid, per tal que en el moment gque es
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fes la transferéncia del material vegetal de in vitro a ex
vitro, aquest no suportés un stress hidric excessiu per man-
canga d'humitat relativa en el nou ambient. L'hivernacle on
es realitza 1'aclimatitzacié esta situat en el terrat de
1'Escola Universitaria d'Enginyeria Técnica Agricola. L'es-
mentat hivernacle és d'estructura metal.lica i de vidre, do-
tat amb sistema automatic de calefaccié per aigua calenta
que circul.la pels baixos de les parets laterals i per sota
de les banquetes i dotat també d'obertura automatica de les
finestres cenitals.

Préviament a realitzar 1l'aclimatitzacid els vidres
del hivernacle foren emblanquinats externament per a dismi-
nuir la irradiancia. La calefaccid® es connectava quan 1la
temperatura interior de 1'hivernacle arribava a 18eC i 1les

finestres s'obrien quan s'assolien 259C.

Les plantetes de carxofera es mantingueren sota
el doble tanel 15 dies. Quan finalitza aguest periode i
durant 3 dies, a partir de les 20 h del vespre 1 fins 1les
9 h del dia segilient s'eliminava el tunel petit. A partir
del dia 19 el material estigué sota el tunel gran durant
cinc dies. A partir del dia 24 i fins el dia 27 el tinel
gran era retirat també dintre de 1'horari abans esmentat. A
partir del 28é dia i fins que s'acaba l'experiéncia (31
dies) el material estigué sols sota la cobertura de 1'hiver-
nacle.

Durant els 31 dies que dura l'assaig es pulverit-
zaven les plantetes diariament amb una combinacid d'aigua
destil.lada (4vol) amb aigua corrent (lvol). Setmanalment es

realitza un tractament fungicida amb Captan (2.5 gl-l).

La temperatura i la humitat relativa es registra-

ren en un termohigrdégraf Lambrecht (Taula 18).




Taula - 14 Condicions ambientals durant els assaigs d'acli-
matitzacidé I i I11I.

Periode Tmax Tmin Tmit HRmax HRmin HRmit
(dies) °C °C °C % % %
Aclimatitzacié 1

Doble tunel 27.8 18.6 23.2 100 96 g8
Tanel senzill 25.3 18.3 21.8 100 75 87
Hivernacle 25.1 17.8 21.4 90 60 75
Aclimatitzacio I1

Doble tunel 21.0 16.8 18.9 100 96 98
Tainel senzill 20.4 15.7 18.1 97 63 80
Hivernacle 19.7 15.4 17.6 86 60 73

Durant 1'assaig s'avalua periddicament cada 3 dies
el percentatge de mortalitat. En finalitzar el mateix es de-
termina 1l'exit de l'aclimatitzacid i el bpes sec de 1la part
aéria i de l'aparell radicular del material considerat
aclimatat.

3.6.2. Assaig d'aclimatitzacié II

En 1'assaig anterior s'observa que el material
procedent del medi on s'havien obtingut els millors resul-
tats d'arrelament mostraren una aclimatitzacié deficient.
Aquest tractament als 21 dies d'arrelament (final de 1a fa-
se) era on s'observa el major desenvolupament radicular al-
hora que presentava fulles envellides. En cultiu in vitro és
aconsellable finalitzar la fase d'arrelament poc després
d'obervar-se la protussié radicular atés que 1la perl.longa-
cié en el medi comporta disminucié de 1a viabilitat. Per
aquest motiu es programa un segon assaig per tal d'aclima-
titzar les plantetes a 1les 48 hores d'haver-se observat
1l'aparicié d'arrels. Amb aquesta pauta s'elimina 1'efecte
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envelliment del material vegetal en el medi i es constitueix
un lot homogeni pPel que fa a 1l'estat de desenvolupament ra-
dicular sigui quin sigui el medi emprat. El material utilit-
zat foren els microbrots préviament allargats, dels tracta-
ments amb medi liquid 6 s01id de l'assaig d'arrelament 1II
(apartat 3.5.2). La pauta d'aclimatitzacid fou 1la mateixa
que la seguida en l'assaig d'aclimatitzacio I, excepcié feta
de la freqiiéncia de pulveritzacié que en aquests cas es rea-
litza cada dos dies.
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3.7. Estudis anatémics i de composicié foliars en les dife-

rents fases de micropropagacié en 1'aclimatitzacié

S'estudiaren els canvis en els parametres de com-
posicidé i anatomics que experimenta el material micropropa-
gat en les diferents fases de micropropagacié (multiplica-
cid, allargament, arrelament i aclimatitzacidé) i del mate-
rial post-aclimatat (2.5 mesos).

Els esmentats canvis foren estudiats en la darrera
fulla formada completament expandida en cada una de les
fases abans esmentada.

El material analitzat en 1les diferents fases

provenia dels seglients assaigs:

Fase de multiplicacié: Assaig III.
S'empraren els brots desenvolu-
pats en els medis que contenien
11 gl-1 d'agar, sota els tres
régims d'irradiancia imposats
(Apartat 3.3.3.).

Fase d'allargament: Formava part del lot de mate-
rial obtingut per a realitzar
el segon assaig d'arrelament
(Apartat 3.5.2).

Fase d'arrelament: , Assaig II. S'analitzd sols en
el material arrelat amb medi
solidificat (agar 1.1%), que
havia estat préviament allargat
(Apartat 3.5.2).
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Fase d'aclimatitzacié: Assaig II. S'analitzd sols en
plantetes aclimatades, prévia-
ment arrelades amb medi solidi-
ficat (Apartat 3.6.2.).

Fase post aclimatitzacié: Formava part del lot de mate-
rial aclimatat en el segon
assaig d'aclimatitzacié, i
cultivat durant 2.5 mesos
en hivernacle.

Excepcid feta de les determinacions del pes espe-
cific foliar, del contingut en pigments fotosintétics i del
contingut en nitrogen organic, per a la resta de determina-
cions es seleccionaren tres microbrots, microesqueixos,
bPlantetes o plantes (segons fase) que representessin el més
fidedignement possible la seva poblaciéb.

3.7.1. Pes especific foliar (PEF)

Aquest'index ens informa de la quantitat de mate-
ria seca respecte 1'area foliar desenvolupada. Per a la seva
determinacié i atés la variacid en el pes unitari s'empra un
nombre de fulles variable per a cada fase:

Fase de multiplicacié: 80
Fase d'allargament: 30
Fase d'arrelament: 30
Fase d'aclimatitzacié: 30

Fase de post-aclimatitzacié: 10

L'area foliar es mesurd a partir de fotocopiar
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el material i deduir posteriorment 1a seva superficie a
partir del pes sec de les fraccions del paper.

3.7.2. Contingut de nitrogen

Es determina el nitrogen organic i amoniacal pel
métode del micro-Kjeldhal (Chapman i Pratt, 1961), apro-
fitant la matéria seca obtinguda en les mostres de PEF, preé-
viament triturades i homogenitzades.

3.7.3. Pigments fotosintétics

Es determinaren els continguts de clorofil.la a,
b i carotenoids espectofotométricament a partir d'una ex-
traccié amb acetona (Lichtenthaler, 1987).

Per a cadascuna de les fases es realitzaren 5 reé-
Pliques, amb un pes frec de mostra de 50 a 60 mg. El1 nombre
de fulles emprades per aconseguir el pes de 1a mostra fou
variable segons 1la fase, atenent el pes unitari de 1a fulla.

Els pigments fotosintétics s'extraieren mitjancgant
homogenitzadors manuals de vidre Pobel, emprant com a dis-
solvent acetona del 80%. L'extraccid dels pigments es rea-
litza a temperatura de 4-52C i en condicions de minima
il.luminacié. L'extracte obtingut s'enrasia a 10 m1 en ma-
traus aforats forrats amb paper d'alumini i s'homogenitza.
Es realitza una centrifugacié de 1'extracte a 2000 g i a 4¢oC
durant 20 minuts. Les lectures de 1la solucié sobrenadant es
realitzaren en un espectrofotometre Shimadzul Uv-160, 11e-
gint 1'absorbancia de l'extracte a 470, 646.8, 663.2 i 750
nm,
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La concentracié dels pigments que expressarem en
1'apartat de resultats per unitats d'area foliar (gm-z)

es calcula a partir de les seglients férmules:

clorofil.la a (Cla): 12.25 A - 2.79 A

663.2 646.8

clorofil.la b (Cib): 21.50 A - 5.10 A

646.8 663.2

clorofil.la ab (Clab): 7.15 A + 18.71 A

663.2 648.8

carotenoids (Cxc):(1000 A4 - 1.91 Cla - 95.15 Clb) /225

70

També s'avalud la relacid de Cla/Clb, Clab/Ccx i
Clab/Nitrogen.

3.7.4. Caracteritzacié estomatica

S'intenta determinar la densitat estomatica i 1la
seva grandaria a partir de lectura directa sota microscopi
optic Leitz en seccions de fulles (9 mm2 de superficie)
transparentades amb hidrat de cloral. Les seccions de les
fulles seleccionades procedien de les mateixes fulles que
s'utilitzaran per a les determinacions anatomiques. Per a 1la
transparentacié es va preparar una solucié amb hidrat de
cloral i aigua en una proporcidé 25:10 (pes/pes). Les mostres
€s van col.locar en una estufa d'aire forgat a 309C durant
48 hores. Les porcions de fulla foren subseqgiientment renta-
des i muntades en aigua destil.lada. S'observaren els esto-
mes tant de la part adaxial com de 1l'abaxial, mitjangant mi-
croscopia Optica. Determinar la densitat estomatica resulta
impossible degut a 1'elevada preséncia de tricomes.
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La projeccidé dels negatius de 1les fotografies
obtingudes amb microscopia dOptica s'utilitza per a mesurar
les diagonals maximes i minimes dels estomes que eren visi-
bles i determinar aixi 1a seva area per 1la férmula de
l'elipse. També es mesura la llargada del porus.

Es realitzaren observacions en microscopia d'es-
combrat.

3.7.5. Bnatomia foliar

Es tallaren seccions transversals de 1 mm d'ampla-
da de la part central de la superficie de les fulles esco-
llides.

-Fixacid: S'efectud segons el métode convencional
de doble fixacié:

- Immersid del material en glutaraldehid al 2.5%,
tamponat amb fosfat sddic 0.1 M (pH 7.2-7.4)
durant 24 hores a 4¢9cC. Algunes vegades s'utilitza
com soluciéd tampé cacodilat sdodic (Milloring,
1976).

- Tres rentats de 15 minuts amb el mateix tampd
fosfat sodic a 49C, o bé tampé de cacodilat

sodic.

- Post-fixacié amb tetroxid d'osmi (0.18M) en
tampbé fosfat sodic 0.1 M durant 2-3 h a 4cocC.

- Tres rentats de 15 minuts amb tampé fosfat so-
dic 0.1 M (pH 7.4) a temperatura ambient.

- 113 -




.Deshidratacié: S'introduiren les mostres en

una série progressiva d'acetona (50%, 70%, 80%,
90%, 96% i 100%) durant un periode de temps
entre 20 i 30 minuts a temperatura ambient.

.Inclusié: Es realitzd en una reina plastica
tipus Spurr (Spurr, 1969):

- Immersié del material en una mescla d'acetona/
reina Spurr completa en proporcié 3:1, durant
6 h (realitzant un canvi cada dues hores) i a
temperatura ambient.

- Introduccidé del material en la mateixa mescla
en proporcié 1:1, durant 16-24 h, realitzant

varis canvis, i a temperatura ambient.

- Immersid del kmaterial en la mateixa mescla
en proporcid 1:3, durant 16-24 h efectuant varis
canvis i1 a temperatura ambient.

- Finalment el material s'infiltra amb reina
pura durant 24-48 h, fent varis canvis, el darrer
dels quals es realitza 24 h abans de procedir
a l'obtencié dels bilocs.

-Obtencié dels talls: S'obtingueren seccions

semifines, de 1 a 2 um de gruix, amb un ultrami-
crométre Reichert-Jung mod OmU2 dotat d'un tall
de vidre. Les piramides dels blocs es realitzaren
mitjangant un piramitom Reichert mod. TM60.

.Tincid de les seccions semifines: Les seccions

semifines es recolliren en medi aqudés, s'adheri-
ren a un porta-objectes per calor (sobre una
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platina calefactora a 90 oC i es tenyiren amb
blau de metilé (10.5%) tamponant amb borax (0.5%,
PH: 10-11). Seguidament es procedi a la seva ob-
servacidé després d'un rentat amb gran quantitat
d'aigua destil.lada.

Es fotografiaren els semifins preparats en un
microscopi optic Leitz.

Les seccions transversals foren analitzades em-

prant un "Interactive 1Image Analyzer System" (IBAS) per
a mesurar:

-gruix de la fulla
-gruix de cada teixit:
.epidermic
.mesofil en palissada
.mesd6fil lacunar
-espais intercel.lulars (espais inter-
cel.lulars + vasos)

Per a cadascun dels parénquimes s'ha determinat:

Area mesofil Nombre de cel.lules x perimetre mig
Area foliar Longitud del tall
Volum del mesofil Nombre de cel.lules x area mitjana
Area foliar Longitud del tall
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Es determinara 1'index de circularitat (i.c.) se-
gons Jagels i Dyer (1983):

essent A 1'area i p perimetre cel.lular.

El nombre de cloroplasts s'expressaran per mm de
longitud de 1'epidermis abaxial (Araus et al., 1986). També
s'avalua la densitat de cloroplasts, aixi com la relacid en-
tre el nombre total de cloroplasts i el valor total del pe-
rimétre de les parets cel.lulars del msesofil (Araus et al.,
1986).

Nombre de seccions cloroplastiques

mm tall

NQ seccions cloroplastiques

Densitat cloroplastica =
Area mesdfil/Area foliar
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