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Resum
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la induccio de calls en el garrofer (Ceratonia siliqua).
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Ceratonia siliqua és un arbre lleguminds, que presenta un gran interés en les industries
alimentaria i farmacéutica per les seves diverses propietats, entre les quals hi trobem
efectes antioxidants, antibacterians, antiinflamatoris o citotoxics. Aquest estudi, per tant, té
I'objectiu d’aplicar i analitzar diferents condicions fisiques i quimiques, per tal de determinar
quines son les més optimes per al creixement d’aquest arbre i formacié de calls, per al seu

s en futures investigacions.

En la primera part del treball, s’han aplicat diferents condicions en el procés de germinacié
de les llavors. Aguestes han estat: remull de les llavors (24 i 48 hores), induccié de
fitohormones BAP i GAs, acumulacié d’hores en fred (7°C) i escarificacid mecanica de la
coberta de les llavors.

En la segona part, s’han aplicat altres condicions en la induccié de calls dels explants
obtinguts de les plantes germinades: condicions luminiques (llum o foscor) i la induccié de
diferents concentracions de K i 2,4-D.

Tant les llavors com els explants s’han deixat incubar a 24°C.

Un cop analitzats els resultats, es conclou que I'escarificacié mecanica de les llavors i seu el
remull durant 48 hores sén les condicions millors condicions per a una optima germinacié de
les llavors; mentre que en la inducci6 de calls, la incidéncia de llum i les concentracions de
1uM de K i 2,4-D afavoreixen a una eficient proliferacié de calls. Sent els cotiledons i les

arrels els tipus d’explants més adequats per a la callogénesi.
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Title: Analysis of the influence of different physical and chemical conditions on germination
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Ceratonia siliqua is a leguminous tree, which is of great interest in the food and
pharmaceutical industries due to its various properties, including: antioxidant, antibacterial,
anti-inflammatory or cytotoxic effects. This study therefore aims to apply and analyse
different physical and chemical conditions, in order to determine which are the most optimal
for the growth of this tree and the formation of calli, for tis use in future research.

In the first part of the work, different conditions have been applied in the seed germination
process. These have been: seed soaking (24 and 48 hours), induction of fitohormones BAP
and GA3, accumulation of chill hours (7°C) and mechanical scarification of the seed coat.
In the second part, other conditions have been applied in the induction of calli from
germinated plants: luminous conditions (light or dark) and the induction of different
concentrations of K and 2,4-D. Both seeds and expants have been incubated at 24°C.

Once the results are analyzed, it is concluded that the mechanical scarification of the seeds
and their remake for 48 hours is the best conditions for optimum seed germination; while in
the induction of calls, the incidence of light and the concentrations of 1IMM in K and 2,4-D
favor an efficient proliferation of calls. The cotiledons and roots are the most suitable types of

calogenesis.
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Glossarl

2,4-D: Acid 2,4-Diclorofenoxiacétic
B5: Gamborg's B-5 medium.

BAP: N-Benzilaminopurina

ES: Embriogénesi Somatica

GA;: Acid gibberelic

K: Cinetina

MS: Murashige & Skoog

WPM: Woody Plant Medium.

vi



1. INTRODUCCIO
1.1. Descripcio i ecologia

Ceratonia siligua, més comunament conegut com a ‘garrofer’, conforma una de les
dues especies del genere Ceratonia, el qual pertany a la familia de les Fabaceae

(lleguminoses), on n’és considerat un dels géneres més antics.

Taula 1. Classificacié taxonomica completa del garrofer.

SUPER-REGNE Eukaryota
REGNE Plantae
SUB-REGNE Vidriplantae
INFRA-REGNE Streptophyta
SUPER-DIVISIO Embryophyta
DIVISIO Tracheophyta
SUB-DIVISIO Spermatophytina
CLASSE Magnoliopsida
SUPER-ORDRE Rosanae

ORDRE Fabales
FAMILIA Fabaceace

GENERE Ceratonia L.
ESPECIE Ceratonia siliqua L.

El garrofer és una planta llenyosa perennifdlia, que creix al voltant de 10 metres
d’altura. El tronc és robust, perd no massa alt, fent que les dimensions d’aquest arbre
es donin gracies a la seva gran i semiesférica capgada, formada per llargues i fortes
branques. El fullatge és dens, presenta fulles compostes, paripinnades i alternades

amb nombres parells de foliols de color verd fosc, marges sencers i forma ovalada.
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Figura 1. Ceratonia siliqua. Extret de “Ceratonia siliqua at the Shivta
archaeological site, southern Israel”, de Wilson44691, Wikimedia, 2014.




Les seves flors es formen en el periode estival, coincidint amb la maduracié dels fruits
formats l'any anterior. Al ser una espécie poligamica, presenta tant individus
unisexuals (hi floreixen flors masculines o femenines) com hermafrodites. El procés de
floracio es dona de forma caulifloria, és a dir, les flors creixen directament del mateix
tronc o dels nusos de les branques meés velles de la planta (nhormalment quan 'arbre té
més de 2 o 3 anys). Les flors presenten en general una inflorescéncia semblant:
simple, racemosa i del tipus raim, amb flors sén pedunculades, sense ramificacions,
disposades de forma helicoidal i a diferents altures. Morfologicament les flors sén
petites i amb tonalitat vermell-verdosa, segons el sexe es presenten petites
diferéncies: les femenines sén llargues i disperses; les masculines, sén curtes i es
troben més compactes, a més que la seva quantitat en la inflorescéncia és superior a
la del sexe femeni; finalment, les hermafrodites, presenten caracteristiques
intermédies de les altres dues, aquest és el menys comu dels tres, ja que, les flors
inicialment sén hermafrodites, perd a mesura que es desenvolupen aquestes se solen

diferenciar a un sexe.
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Figura 2. A) Inflorescéncia femenina. B) Inflorescéncia masculina. C) Inflorescencia hermafrodita.
D) Flor femenina. E) Flor masculina. C) Flor hermafrodita. Extret de “Generation of expressed sequence
tags from carob (Ceratonia siliqua L.) flowers for gene identification and marker development”, Carruso et.
al, SpringerLink, 2008.



El procés de fructificacié sol es produeix en els individus femenins i hermafrodites,
tenint una duracié d'uns onze mesos. El fruit, anomenat garrofa, és de tipus
lleguminds, allargat i corbat. La raé del llarg periode de desenvolupament del fruit, és
gue aquest comenca a sortir en I'época hivernal on morfologicament és verd i carnos.
De finals de marg¢ fins a finals d’estiu, aquest es reactiva i acaba de madurar i créixer
completament on canvia a un color marré fosc o negre. A partir d’aquest periode, la
garrofa comenca a perdre aigua, passant de ser un fruit carnés a un de sec en la seva
fase més madura. La garrofa conté dins seu entre 10 i 20 llavors, el nhombre varia
segons lindividu. Sén de color vermell fosc, aplanades i ovalades, i presenten un
episperma molt dur que els proporciona rigidesa, impermeabilitat i durabilitat, fent que

puguin aguantar entre tres a cinc anys sense germinar.
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Figura 3. A) Fruit immadur. B) Fruit madur. Imatges extretes de WallsHeaven, autor i any de
publicacié desconeguts

Principalment, el garrofer, creix en la zona de la costa del Mediterrani la qual presenta
un clima mediterrani subtropical, que es caracteritza per tenir climes suaus i humits

durant la meitat de I'any i calorosos i secs a I'altra meitat.

Es un organisme xerofil, és a dir, esta adaptat per sobreviure en llocs amb condicions
arides i climes secs; gracies, principalment, al seu sistema radical que presenta una
gran i profunda arrel primaria amb nombroses i extenses ramificacions que poden
arribar a créixer fins a uns 40 metres d’extensié. Aquest sistema radical permet a
I'arbre absorbir nutrients i humitat de grans extensions, i per tant, adquirir resisténcia a
la sequera i créixer en sols pedregosos o amb tendencia al despreniment com

pendents o barrancs.

Tot i que és una planta molt resistent a condicions térmiques elevades i a sols pobres,
aguesta espécie és molt sensible a les baixes temperatures, fent que en arbres joves

es produeixin danys i en adults abséncia de floraci6 i fructificacié.



1.2. Utilitats i aplicacions del garrofer

El garrofer és un arbre que degut a naturalesa del seu fruit no ha estat tradicionalment
utilitzat en el consum huma com d’altres lleguminoses o arbres fruiters, siné que s’ha
utilitzat principalment per a alimentar al bestiar. Avui en dia encara té aquesta finalitat,
pero, gracies a I'avenc en la industria alimentaria, s’han obtingut diversos productes
derivats utilitzats pel consum huma. El més important és la goma garrofi, o E410, la
qual és un polisacarid resultant de la uni6 de galactoses i manoses obtingut de
'endosperma de les llavors; aquest €s una goma molt utilitzada com additiu alimentari
en I'elaboracio de diferents productes gracies a la seva capacitat per gelificar, espessir
i emulsionar (Zannou et al., 2019). També a partir de la polpa de les beines s’obté una
farina molt utilitzada en rebosteria i altres productes, degut a la seva dolcor i al seu
aroma, i com a principal substitut de la xocolata (Loullis & Pinakoulaki, 2018).

Tot i que tradicionalment en algunes regions s’ha utilitzat com a planta medicinal en
algunes afeccions renals o gastrointestinals, és en els darrers anys on ha ressorgit

I'interés per coneixer les propietats fitoquimiques del garrofer:

= Una delles és la seva activitat antibacteriana provada en diferents espécies
bacterianes, com: S. aureus i E. coli (EI-Baky, 2013), L. monocytogenes (Aissani et
al., 2012), P. atrosepticum (Meziani et al., 2015), E. faecalis i S. thyphimuriurn
(Kivcak & Mert, 2002). Aquesta activitat s’ha observat a partir de I'is de diferents
tipus d’extractes del garrofer, s’ha relacionat la capacitat inhibitoria amb la
concentracio de compostos fenolics (tanins i flavonoides) que es troben en les

llavors, baines i, de forma elevada, en les fulles.

= També s’han estudiat les seves activitats citotoxiques i antioxidants en diferents
linies cel-lulars de tipus cancerigen, provocant una reduccié de la viabilitat cel-lular i
una induccio a 'apoptosi. S’ha observat que hi ha una relacié entre la preséncia de
compostos fendlics, que es troben en les fulles i les baines, amb aquestes dues
activitats (Custédio et al., 2011). A més, aquest efecte no s’ha pogut atribuir a un
fenol en concret, sinG que es creu que diferents tipus de fenols presents en el
garrofer (acid gal-lic, acid p-coumaric i d’altres) actuen de forma correlacionada
(Ghanemi et al., 2017).

» Estudis anteriors han demostrat que els flavonoides, presents en el garrofer, sén
capagos d’intervenir en diferents etapes del procés inflamatori actuant com agents

antiinflamatoris, inhibint els mediadors inflamatoris responsables de regular aquest



procés (Lachkar et al., 2016). Aix0d posa interés en poder-los utilitzar en casos on la

inflamacié es torna aguda o cronica (Ayache et al., 2020).

» Gracies al seu efecte inhibidor observat en acids gal-lic i genistic, obtinguts a partir
d’extractes de tija i fulles de C. siliqua, en I'activitat de la a-amilasa, que causa
hiperglucémia postprandial (després de menjar) en persones que sofreixen diabetis
mellitus de tipus 2 (Custddio et al., 2015). El garrofer, per tant, presenta interessos
farmacologics per a la regulacio i control d’aquesta malaltia, evitant 'acumulacio

d’alts nivells de glucosa en sang.

= El garrofer presenta una alta concentracié de tanins (polifenols) i lignines (fibres
vegetals), els quals s’ha observat que tenen un efecte beneficiés en problemes
causats pels nivells de colesterol en sang, com la hipercolesterolemia. Les lignines
a l'unir-se amb colesterols, eviten que aquests siguin absorbits per les cél-lules
epitelials intestinals (Zunft et al., 2001). Juntament amb els polifenols, eviten
I'oxidacio de les LDL, que oxidades causen I'acumulacié de colesterol en artéries
(Loullis & Pinakoulaki, 2018).

El garrofer és utilitzat també en altres ambits del sector industrial, com: en el téxtil, com
a espassant i colorant; en el paper i cartrd, com a espassant i en el procés de flotacio; i
en la industria téxtil, com a colorant i espassant (Zannou et al., 2019).

1.3. Cultiu in vitro

El fisidleg alemany Gottlieb Haberlandt va ser el precursor d’aquest camp, realitzant el
primer cultiu in vitro de cel-lules foliars de Lamium purpureum, en el 1902, on va
aconseguir augmentar el seu creixement i mantenir-les vives durant un mes (Sussex,
2008); a més, va ser qui va proposar el concepte de “cultiu in vitro” (Hussain et al.,
2012).

Cultiu in vitro representa el conjunt de técniques amb l'objectiu de fer créixer plantes
sota condicions controlades (pH, nutrients, medi, llum, etc.) en un ambient artificial
aséptic, a partir de llavors o d’explants, gracies a la totipoténcia de les cél-lules

vegetals (Hussain et al., 2012).

Aquest camp presenta diferents aplicacions, entre aquestes s’hi troben: la produccio i
augment de plantes a gran escala, ja sigui per a interessos comercials
(importar/exportar espécies), agricoles o de repoblacié d’alguna espécie en perill;
'obtencié de plantes a qualsevol época de I'any; l'alteracié genética, per obtenir

diverses caracteristiques filologiques d’interés; la produccidé de plantes exemptes de



contaminacions bacterianes, flungiques o viriques; la clonacié d’individus amb alt
interés, ja sigui per alguna caracteristica filologica, adaptabilitat o resisténcia superior
gue presenti respecte als altres individus de la seva espécie; o la produccio i obtencio
de diferents bio-components amb interes farmacologic o medic (Pérez-Alonso &
Jiménez, 2011).

1.3.1. Embriogénesi somatica

L’embriogenesi somatica (ES) és una téecnica molt utilitzada en cultius in vitro, que
permet obtenir embrions sense la necessitat de recorrer al procés de fertilitzacié que
realitzen plantes adultes on, mitjancant la pol-linitzacio, I'espermatozoide haploide
fecunda I'dvul haploide donant lloc a un zigot diploide, que s’acaba transformant en un
embrié (aquest procés s’anomena embriogénesi zigotica). ES permet obtenir un
embri6 directament a partir de les cél-lules dels explants, les quals és desdiferencien a
cel-lules totipotents i acaben donant lloc a un embrié. Actualment hi ha dues formes
per induir una planta a la ES:

= ES Directa: Consisteix en induir directament els explants a la formacié de I'embrio.
Aquest métode resulta util quan es necessita la rapida generacié de noves plantes o
la clonaci6 d’algun individu d’interés.

= ES Indirecta: Primer s’indueix I'explant a la formaci6 de calls, que un cop formats
s’acaben desenvolupant en un embrid; aquesta ES és util per a l'obtencio i
produccid6 de components d’interés de la planta, concretament, els metabdlits

secundaris (p.ex. terpenoides 0 compostos nitrogenats).
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Figura 4. Esquema de les fases de la ES Directa (A) i la ES Indirecta (B). Adaptat de “Regeneracio de
plantas via embriogénesis somatica”, Susana Luna Rosales, SlideShare, 2006.



1.3.2. Callogenesi

Es el procés intermedi en I'ES indirecta, on a partir dels explants s’obtenen els calls.
Els calls consisteixen en masses cel-lulars totipotents, no diferenciades i alta capacitat
de proliferacié que formen una estructura desorganitzada, sense donar lloc a cap tipus
de teixit o organ diferenciat de la planta (Ikeuchi et al.,, 2013). Segons el tipus de
I'explant utilitzat, els calls sorgeixen en quantitats variables en la seva superficie (Khan
et al., 2006).

La callogenesi, es produeix de forma natural com a resposta a I'estres que sofreix la
planta degut a una ferida o infeccié microbiana i és regulada principalment per dues
fitohormones: les citoquinines, que indueixen a la divisio cel-lular, la formacié de nous
brots i gemmes axil-lars; i les auxines, que indueixen a la divisié cel-lular i la formaci6
d’'arrels. Encara que les auxines i les citoquinines regulin diferents rutes
d’'organogeénesis (diferenciacié cel-lular), quan es troben en concentracions similars
s’exerceixen entre elles un efecte inhibidor (relaci6 antagonica), donant lloc a la

formacio de calls (Kurepa et al., 2019).

La morfologia del call depén en gran part del tipus de medi, explant i fitohormones que
s’utilitzin. Tot i que els calls tendeixen a una conformacié esférica, aquests presenten
diferéncies en els aspectes morfologics de color (blanc, verd /marr6 o violeta) i textura
(dura o fragil) (Smith, 2013).

Figura 5. Calls. Extret de “Switchgrass callus regenerating on selection media”, UT Institute of Agriculture.

Treballar amb calls és interessant, ja que permeten: obtenir material cel-lular de forma
rapida i facil, gracies als seus alts nivells de proliferacié; en suspensions cel-lulars,
permeten la producci6 de metabodlits secundaris i anticossos terapeutics en grans
guantitats; en la modificaci6 genética de plantes, els calls permeten observar
rapidament com afecta la mutacio i si ha estat efectiva 0 no en la planta; entre altres
aplicacions (Efferth, 2019).



1.4. Factors que influeixen en la germinacio

En aquest apartat es descriuran Unicament les variables que s’han utilitzat i analitzat

en I'estudi.

1.4.1. Temperatura

Quan es formen les llavors, aquestes romanen en estat de laténcia. La laténcia és un
mecanisme de proteccié de la llavor, per evitar que la planta creixi fora de la seva
epoca de germinacié. Per trencar aquest estat de latencia i comencar a germinar, la
llavor necessita un conjunt de condicions ambientals favorables, entre les quals s’hi
troben les hores de fred acumulat (Winkler et al., 2013). Com el seu nom indica, sén el
total d’hores que aquesta passa en temperatures entre 0 i 7°C. La quantitat que es
necessita, per iniciar la germinacio, varia segons I'espécie que s'utilitza (Santos et al.,
2017).

L’estratificacio representa el conjunt de métodes utilitzats abans de la sembra, els
quals s'utilitzen per a simular condicions ambientals i trencar artificialment I'estat de
laténcia de la llavor (Bratcher et al.,, 1993). Hi ha diversos métodes d’estratificacio,
segons els requeriments que necessiti la llavor, els quals varien en les condicions de

temperatura (fred o calid), de medi (sec o humit) i temps (de setmanes a mesos).

1.4.2. Episperma

Una altra condicid6 ambiental necessaria per trencar I'estat de laténcia, a part de la

temperatura, és la humitat que absorbeix la llavor.

Hi ha llavors, com és el cas de les de la Ceratonia siliqua, que presenten una coberta
molt dura i impermeable i inhibidors quimics de la germinacié, que necessiten de
meétodes addicionals d’estratificaci6 per a germinar, els quals reben el nom

d’escarificacio.
Hi trobem dos tipus d’escarificacions:

= Metodes fisics 0 mecanics: consisteixen en erosionar, fer petits talls o eliminar la
coberta externa per tal que la llavor es pugui hidratar. S’utilitzen diferents eines com

paper de llimar, fulles, agulles, etc.

= Métodes quimics o d'immersié: consisteixen en submergir la llavor en aigua o en

dilucions d’acid per tal d’eliminar els inhibidors de la coberta i estovar-la.



1.4.3. Fitohormones

La N-Bencilaminopurina (BAP) és una citoquinina del tipus aromatic que actua com
a regulador de creixement en les plantes. Gracies a la seva eficacia i ampli rang
d’'aplicacié, és un dels suplements més utilitzats en cultius in-vitro. S'utilitza com a

suplement en diferents medis de creixement en moltes especies vegetals.

Morfoldgicament és solid (en pols), de color blanc i inodor. Es soluble en aigua i
solucions de NaOH, etanol, metanol i KOH. Es manté estable en solucions acides i
alcalines. Presenta una massa molar de 225,101 g/mol. Té la seguent férmula

quimica: C1oHi1Ns.

BAP participa en diferents fases del desenvolupament de la planta. Com la resta de
citoquinines BAP indueix a I'organogenesi del tall i les fulles, promovent I'elongacio i
la mitosis cel-lular. També participa en la ruptura del estat de laténcia de la llavor,
sent capag¢ de frenar l'activitat d’inhibidors de la germinacié, com I'acid abscisic
(Gonzalez et al., 2016).

NH
N
N/
|
SN

Figura 6. Estructura quimica de BAP. Imatge extreta de MPBio, autor i any de publicacié desconeguts.
Recuperat de: https://www.mpbio.com/us/6-benzylaminopurine

Acid gibeleric-3 (GA;) és el subtipus de les gibberel-lines més utilitzat. GA actua de
forma natural de I'acid abscisic (ABA). Aquest es troba implicat en processos de
germinacio, organogenesi dels talls, desenvolupament de la floracio i diferenciacio i
fertilitat dels organs sexuals femenins de la planta. S’ha comprovat que la
deficiencia de GA és perjudicial per la planta provocant que no es pugui trencar
'estat de laténcia de la llavor, malformacions i esterilitat de les plantes adultes
(Gupta & Chakrabarty, 2013).

Es una fitohormona amb una estructura quimica complexa, consisteix en un diterpé
(resultat de la uni6 de 4 isoprenoides de 5 C cada un) que presenta quatre

ciclacions de la seva cadena de C. Morfologicament és solid (en pols) i de color


https://www.mpbio.com/us/6-benzylaminopurine

blanc. Es soluble en aigua i solucions d’etanol. Presenta una massa molar de

346,37 g/mol. Té la segiient formula quimica: C;9H2,0s.

GAzregula la germinacio induint a la sintesi d’enzims hidrolitics com la a-amilasa o
B-1,4 glucanasa, les quals inicien la degradacio de les substancies de reserva de la
llavor (Farashah et. al. 2011) (Gupta & Chakrabarty, 2013).

o0 OH
0

OH

HO

Figura 7. Estructura quimica de GAs. Imatge extreta de BioVision, autor i any de publicacié desconeguts.
Recuperat de: https://www.biovision.com/gibberellic-acid.html

1.5. Factors que influeixen en la callogéenesis

En aquest apartat es descriuran Unicament les variables que s’han utilitzat i analitzat

en I'estudi.

1.5.1. Llum i foscor

Les plantes sén éssers autotrofs, és a dir, utilitzen la llum com a font d’energia. Aixo fa
gue aquesta influeixi en processos com el desenvolupament, diferenciacio,
morfogénesis i metabolisme d’aquestes. Tots aquests processos regulats per la llum,

s’anomenen fotomorfogénesi (Arsovski et al., 2012).

Diferents estudis s’han realitzat per determinar com aquest procés en el
desenvolupament i formaci6 dels calls. Les condicions de llum i foscor en la induccio
de calls varien segons l'espécie vegetal que s’estudia. Plantes com la tomaquera
(Solanum lycopersicum), la pebrina (Capsicum annuum) o el tabac (Nicotina tabacum)
formen calls sota condicions de llum, mentre d’altres com la favera (Vicia faba), el blat
de moro (Zea mays) i I'ordi (Hordeum vulgare) formen calls en condicions de foscor
(Siddique & Islam, 2018).

De la mateixa forma que la callogénesi, 'embriogénesi varia segons 'espécie vegetal.

Mentre que en la sindria (Citrullus lanatus) es pot realitzar en condicions de foscor; en
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el nabiu vermell (Vaccinium macrocarpon) aquesta sol es produeix en condicions de
llum (Bhatia & Ashwath, 2005).

1.5.2. Fitohormones

= La cinetina (K) és una citoquinina que actua en els processos d’organogenesi
(diferenciacio i creixement cel-lular) del tall i brots de la planta. Aquesta és troba de

forma natural en plantes i humans, tenint en aquests un efecte antioxidant.

En diversa literatura cientifica, s’afirma que la cinetina també participa en els
processos metabolics de resposta a I'estrés tant biotic (causat per bacteris, fongs,
virus, etc.) com abiotic (causats per temperatures irregulars, abséncia de llum o
nutrients, intensa humitat, etc.) que provoquen danys en la planta (Werner &
Schmiilling, 2009).

Aquesta citoquinina és ampliament utilitzada, en conjuncié amb diferents auxines,
per a la induccié de calls (F. Li et al., 2012). Aquests es produeixen gracies a la

seva activitat antagonista bidireccional, quan es troben a concentracions semblants.

Morfoldgicament és solid i de color blanc. Es soluble en aigua i solucions d’etanol,
metanol i NaOH. Presenta una massa molar de 215,21 g/mol. Té la seglient férmula
guimica: C1oHgN50.

O NH
\ |
N7 N
D
N7 N

Figura 8. Estructura quimica de K. Imatge extreta de TCIChemicals, autor i any de publicacio
desconeguts. Recuperat de: https://www.tcichemicals.com/ID/en/p/K0009

= L’acid 2,4 Diclorofenoxiacétic (2,4D) és una auxina i un dels herbicides més antics
gue hi ha, sent selectiu per varietats dicotiledonies no desitjades en el camp (com
les males herbes) sense afectar a les varietats monocotiledonies. La seva accio es
basa en que provoca un creixement descontrolat en la planta, que deriva en

diferents malformacions i, finalment, en la mort.
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En cultius in vitro s'utilitza com a agent regulador del creixement per a la induccié a
'organogénesi d’'arrels i per a la induccié a calls, gracies a la seva capacitat de
revertir les cél-lules a un estat no diferenciat i estimular la seva divisié i multiplicacio
(F. Lietal., 2012).

Morfoldgicament és solid i de color blanc. Es soluble en aigua i solucions d’etanol,
metanol i NaOH. Presenta una massa molar de 221°04 g/mol. Té la seguent formula

qUimica: CsHgClL0s.

O

o N,

Cl Cl

Figura 9. Estructura quimica de 2,4-D. Imatge extreta de Wikipedia, autor i any de publicacio
desconeguts. Recuperat de: https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido 2,4-
diclorofenoxiac%C3%A9tico

1.6. Antecedents

En els ultims anys el garrofer ha recobrat interés com a planta medicinal, gracies a les
seves diverses propietats fitoquimiques, anteriorment descrites, en [I'ambit
farmacologic. Aixd ha generat la necessitat d’establir diferents protocols per al seu

optim desenvolupament, micropropagacio clonal i extraccié de metabdlits d’interés.

Pérez Garcia, F. (2009) va publicar un estudi on analitzava la germinaci6 de C. siliqua
sota diferents condicions i escarificacions. Va observar que, mentre que la variacio de
temperatura (des de 10 fins a 25°C) no presentava diferéncies significatives en la
germinacio, I'is de diferents métodes d’estratificacid si. Les estratificades amb H,O
calenta, H,SO,, i de forma mecanica van donar uns valors de germinacié de 80, 88 i
99% (respectivament); mentre que les no estratificades, és a dir, les que conservaven
la capa externa de la llavor, van tenir uns nivells de germinacié del 25%. Amb aquest
estudi Pérez va obtenir resultats diferents a estudis previs on afirmen que la
temperatura Optima de germinacié es troba entre 25 i 27°C; i que les llavors no

estratificades tenien un index de germinacio inferior al 10% o directament nul.

Bostan, S.Z. i Kilig, D. (2014) van analitzar com influeix la concentracié dels agents
(com GA;z i amb H,SO,) utilitzats en els diferents métodes d’estratificacié per immersio.

Van observar que tot i que GA; €s una fitohormona que estimula la germinacio de la
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planta, aquest no és eficient com a métode d’escarificacié, ja que Unicament van
germinar entre el 6 i el 28% de les llavors submergides en aigua i GA; (concentracions:
500, 1000 i 1500ppm) durant 24 hores; en canvi les submergides en H,SO,, 30 minuts
i en aigua 2 dies, tenen valors de germinacié de més del 80%. Comparant amb altra
literatura cientifica, van concloure que a més alta concentraci6 de H,SOz; més

augmenta I'index de germinacio.

Abdalrasol, E.M. i Lamlom, S.H. (2016) van analitzar com beneficien, en la germinacio,
els métodes d’escarificacidé. Van observar que individualment H,SO, i l'aigua a T2
d’evaporacio son els més efectius, amb un 90,8 i 84,2% de germinacio respectivament.
Tot i aixi, combinant diferents métodes van aconseguir percentatges més elevats en
I'estratificaci®6 mecanica afegint H,SO, (92,4%) i en l'estratificaci6 mecanica afegint
aigua destil-lada (94,3%). Arribant a la conclusié que combinant diferents métodes, es
poden trobar alternatives més eficients i menys perilloses per a la llavor, ja que H,SO,,

tot i ser molt utilitzat, pot malmetre I'embrié.

Saidi, R., Rahmouni, S. i d’altres investigadors (2019) van comparar diferents especies
de citoquinines i dos medis (Murashige & Skoog (MS) i Woody Plant Medium (WPM))
per determinar la seva eficiencia en el desenvolupament de C. siliqua. Van concloure,
coincidint amb altra literatura cientifica, que les citoquinines BAP i zeatina s6n les més
optimes en el creixement de plantules de garrofer i que BAP és I'agent regulador de
creixement que més afavoreix la formacidé de fulles i brots. A més, I'is de BAP va
reportar estat de necrosis i alguna malformacié en algunes plantules, perd en
combinar-se amb GA; aquests efectes negatius no es van manifestar i, inclis, es va
observar un lleuger augment en la mida de les plantes respecte a les quals sol estaven
tractades amb BAP.

Respecte als medis de cultiu, WPM va reportar un major nombre de brots i fulles
formades que el MS, mentre que la mida i el nivell de creixement de les plantules era

semblant entre els dos medis.

Lozzi, A., Abdelwahd, R. i d’altres investigadors (2019) van analitzar com influeix el
genotip de la planta en la callogenesi, comparant cinc genotips diferents de garrofer en
diferents medis. Van observar que el genotip no presenta una influencia significativa a
I'hora d’induir a la formacié de calls (tenint tots ells entre un 70 i 100% d’éxit); tot i aixi,
a nivell morfologic els calls presentaven amplies diferencies de color, les quals en
I'estudi atribueixen a la diferéncia de concentracié de fitohormones endogenes en els
diferents genotips dels garrofers estudiats.

També van determinar que la sal present en els medis utilitzats representa un factor

13



limitant a I'’hora de realitzar la callogénesi. En els medis com WPM, que presenten una
baixa concentracio de sal, son en els que menys calls es formen; mentre que en B5 és
en el que se’n van formar més.

Van relacionar la concentracié de nitrat amb la textura dels calls, ja que, en medis amb
baixa concentracié d’aquest (com sén els medis B5 i WPM) els calls eren de textura
fragil; mentre que el medi MS, que conté una concentracié d’aquest, els calls van

resultar de textura compacta.

2. OBJECTIUS

L’Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaria (IRTA) de Lleida realitza diferents
linies d’investigacio, entre les quals s’hi troba I'analisi de les propietats fitoquimiques
de Ceratonia siliqua. Degut a que en aquest centre no s’ha treballat anteriorment amb
aquesta planta, el present estudi serveix com a base per al desenvolupament

d’aquesta i futures linies d’investigacid que es duguin a terme amb el garrofer.

Per aquest motiu s’han establert els seglients objectius:

1. Analitzar, comparar i identificar les millors condicions fisiques i quimiques per

a la germinaci6 de Ceratonia siliqua.

2. Analitzar, comparar i identificar les millors condicions fisiques i quimiques per
a la induccio a calls de Ceratonia siliqua.
3. Determinar quina part de la planta és més efica¢ en la induccié de calls de

Ceratonia siliqua.

La hipotesi inicial que plantejada des del centre d’investigacid, és que les millors
condicions per a la germinacié son: l'escarificacid de la coberta de les llavors i
I'acumulacié d’hores de fred. Mentre que en la induccié de calls la millor condicié que

recolza la hipotesi inicial és la incubacié dels explants en foscor.

3. METODOLOGIA
3.1. Obtencid i preparacio de les llavors

Les llavors utilitzades en aquest estudi s’han extret de beines madures, les quals
préviament s’han netejat en aigua corrent i deixat assecar dins d’'una cabina de flux
laminar; on, a més, s’han emmagatzemat fins a l'inici de I'experiment, per tal de
minimitzar possibles contaminacions externes. S’han obtingut un total de 150 llavors, a
partir del trencament manual de les beines madures, i s’han guardat en grups de 10 en

15 tubs conics (Falcon de 50 ml) per la seva posterior desinfeccio.
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Aquestes beines procedeixen dun camp de cultiu d'un pagés de Cordoba.

Concretament, en la parcel-la n® 20 - MB, sent I'arbre n°® 84 de la varietat T-130.

3.2. Esterilitzacio de les llavors

Es van realitzar tres rentats amb aigua destil-lada, realitzant diverses inversions en
cada rentat, per tal d’eliminar les contaminacions i impureses més superficials que

podrien tenir externament les llavors.

Les seguents fases de la desinfeccid es va realitzar en una cabina de seguretat

biologica tipus II-A, per tal de garantir i mantenir condicions d’asépsia en les llavors.

Primer, es va realitzar una immersié de les llavors en etanol al 70% durant 1 minut.

Cada tub conic es va omplir amb 50 ml d’aquest liquid.

Passat aquest periode de temps, es van buidar els tubs conics d’etanol i es van omplir
cada un amb 50 ml de la solucié NaOCI + reactiu tween a I'1% (1 litre total, format per:
270 ml del lleixiu + 2 gotes del reactiu tween + 730 ml d’aigua destil-lada), durant 15
minuts. Durant aquest temps es realitzen inversions dels tubs per tal que el liquid

esterilitzi tot I'interior d’aquests (tan llavors com parets).

Finalment van buidar els tubs de la soluci6 i es van tornar a realitzar tres rentats amb
aigua destil-lada. A l'ultim rentat els tubs es van deixar plens amb l'aigua destil-lada

per a que les cobertes de les llavors es comencessin a estovar.

3.3. Preparacio dels medis de cultiu per a la germinacio

Per a la fase de germinacié de I'experiment, s’ha utilitzat el Woody Plant Medium
(WPM) com a base per a realitzar els medis de cultiu. Composicié detallada del medi

en 'annex A.

S’han realitzat dos medis WPM diferents (M1 i M2), cada un amb un volum total d’1
litre. M1 sera el medi pel grup control; mentre que M2, enriquit amb fitohormones, sera

el medi del grup experimental.
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Taula 2. Composici6 dels medis WPM i funcié dels seus components.

WPM 2,46 gr. 2,46 gr. Font de nutrients, vitamines i sals
Sacarosa 30 gr. 30 gr. Font de carboni
BAR(T000IpM) - 1 ml Hormones reguladores del
GA; (1pM) - 0,5ml creixement
Agar 8,50r. 8,5¢r. Solidificar el medi
Aigua destil-lada | EnrasaralL | Enrasarall Font d’aigua

Per a I'elaboracié d'M1 i M2, s’han seguit els seglients passos:

1) Omplir, amb aigua destil-lada, la meitat de volum una ampolla d'1 litre.

2) Posar 'ampolla sobre un agitador magnetic, introduir-hi una mosca i iniciar
I'agitacio.

3) Pesar i afegir: sacarosa i WPM (M1 i M2) i BAP (M2). Préviament s’ha preparat
la dilucio de BAP (diluir 0,225 grams en un litre d’aigua).

4) Ajustar el pHab5,7.

5) Enrasar al volum total amb aigua destil-lada.

A partir d’aqui els passos varien segons el medi.
- En M1:

6) Autoclavar I'ampolla 3 minuts a 115°C. Al treure-la de l'autoclau, tornar a
iniciar I'agitacio per evitar que 'agar se solidifiqui.

7) Amb un dosificador peristaltic, dosificar 15 ml de medi en cada tub de vidre.

8) Tapar cada tub de vidre i autoclavar-los 20 minuts a 121°C.

- En M2:

6) Autoclavar 'ampolla 25 minuts a 125°C i el material (tubs de vidre, gradetes i
taps) 40 minuts a 121°C. Deixar refredar 'ampolla fins a un 60°C, per evitar que
a I’hora d’inocular-hi 'AG; es desnaturalitzi.

7) Preparar la dilucié d'AG; (316 pl d’AG;en 684 pl de DSMO).

8) En cabina, pipetejar 'AG; en 'ampolla i homogeneitzar la barreja.

9) En cabina, amb un dosificador peristaltic, dosificar 15 ml de medi en cada tub
de vidre autoclavat.

10) Tapar cada tub amb taps autoclavats.
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3.4. Sembra de les llavors de garrofer

Un total de 150 llavors s’han sembrat sota diferents condicions, donant lloc a tres
grups d’estudi: 1, 2 i 3. Totes les sembres s’han realitzat dins d’'una cabina de

seguretat biologica tipus Il-A, per tal de mantenir les condicions d’asépsia.

Taula 3. Condicions de cada grup d’estudi.

E F
Immersio6 en ) )
) 24h | 24h | 48h | 48h | 24h | 24h | 48h | 48h | 21 dies | 21 dies
aigua
Hores fred (7°C) - - - - 28 dies 28 dies
Medi M1 | M2 | ML | M2]|ML1|M2| ML | M2 M1 M2
Pelades NO | NO | NO | NO | NO | NO | NO | NO Sl Sl

Les llavors del grup 1 s’han incubat a 24°C després de la sembra. Les del grup 2 s’han
conservat a 7°C un mes després de la sembra, passat aquest temps s’han incubat a
24°C.

Cada grup s’ha dividit en diferents subgrups (A, B, C i D) per tal de poder estudiar les
condicions de forma separada. Els grups 1 i 2 presenten quatre subgrups diferents:

A: Les llavors sembrades han estat en remull 24 hores i sembrades en el medi
control (M1).

B: Les llavors sembrades han estat en remull 24 hores i sembrades en el medi
suplementat amb hormones (M2).

C: Les llavors sembrades han estat en remull 48 hores i sembrades en el medi
control (M1).

D: Les llavors sembrades han estat en remull 48 hores i sembrades en el medi
suplementat amb hormones (M2)

El grup 3 conté les llavors que se’ls ha separat I'episperma.

Aquest presenta dos subgrups (E i F). Totes les llavors han estat un mes en remull,
posteriorment pelades i sembrades en M1 (E) i en M2 (F).

En la sembra, tot el material ha estat préviament autoclavat:

- Pinces, per introduir les llavors en els tubs de vidre (35 minuts a 121°C);
- Paper de filtre, on s’hi dipositen les llavors un cop es treuen dels tubs conics, hi
estan en remull (40 minuts a 124°C)
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Per disminuir el risc de contaminacions, entre sembra i sembra: les pinces es
desinfecten per foc directe; es canvia el paper i es neteja la zona de treball de la
cabina amb etanol al 70%.

La llavor es sembra introduint Unicament la meitat d’aquesta en el medi, aix0 es fa per

a que quan germini els cotiledons puguin sortir i créixer facilment en la superficie.

Figura 10. Llavors de garrofer sembrades en tubs A) Grup 1 i 2 B) Grup 3. Imatges recuperades del
repertori propi.
3.4.1. Activitat hormonal i immersié en aigua

Aquestes condicions han estat estudiades en el grup 1, format per un total de 60

llavors.

Els subgrups A i B es van sembrar i incubar un cop les llavors portaven 24 hores en
remull. C i D es van sembrar 'endema, passades 48 hores de remull.

A i B permeten estudiar com influeix I'activitat de les fitohormones en la germinacio,
servint A com a control. Mentre que C i D permeten observar si amb el doble d’hores
de remull, la coberta d’aquestes es torna més permeable i es poden eliminar més

eficagment els inhibidors de germinacio de la coberta.

3.4.2. Hores fred
Aquesta condicié ha estat estudiada en el grup 2, format per un total de 63 llavors.

A diferéncia del grup anterior, en el grup 2, un cop sembrades les llavors no s’han

portat a incubar directament, siné que s’han emmagatzemat a durant tot el mes de
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febrer a temperatura constant de 7°C i en foscor. Un cop passat aquest temps s’han

incubat a 24°C com la resta de grups.

Els subgrups A i B consta de llavors amb 24 hores en remull. C i D de llavors amb 48

hores de remull.

En el grup 2 s’estudia com afecten les hores de fred en les condicions estudiades en el

grup 1, i per tant en el procés de germinacio de les llavors del garrofer.

3.4.3. Separacio de la coberta de la llavor

Aquestes condicions han estat estudiades en el grup 3, format per un total de 20

llavors.

Al veure que, passades 24 i 48 hores de remull, la coberta de les llavors encara era
massa dura per pelar-la, es va decidir deixar-les dues setmanes més en remull (i en

fred) per veure si amb aquest periode de temps es podrien pelar.

Al final un 70% d’aquestes llavors es van poder pelar, mitjangant escarificacio

mecanica. Un cop pelades es van sembrar directament i incubar a 24°C.

A B

—— <
>

Figura 11. A) Procés d’escarificacid6 mecanica en la llavor. B) Llavor pelada. Imatges recuperades del
repertori propi.

%

3.5. Preparacio dels medis de cultiu per a la callogénesi

Per a la fase de callogénesi del experiment, s’ha utilitzat com a base el medi de cultiu

Murashige and Skoog (MS). Composicié del medi detallada en I'annex B.

Un total de 5 medis s’han realitzat, 4 d’ells amb diferents concentracions de
citoquinines (K) i d’auxines (2,4-D); i I'tltim sense la preséncia ni de 2,4-D ni de K, que

actua com a control.
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Taula 4. Concentracions hormonals de cada medi per a la induccio de calls.

K - 1uM | 1M | 20pM | 20 uM

2,4-D - lpM ] 10pM | 1pM | 10 pM

I'elaboracié dels 5 medis, s’han seguit els segients passos:

Omplir, amb aigua destil-lada, a la meitat de volum una ampolla d’1 litre.

Posar la botella sobre un agitador magnetic, introduir-hi una mosca i iniciar
I'agitacio.

Pesar i afegir: sacarosa i MS.

Ajustar el pH a 5,7.

Enrasar al volum total amb aigua destil-lada.

Autoclavar 'ampolla 25 minuts a 125°C. Deixar-la refredar fins a un 60°C, per
evitar que a I'hora d’inocular-hi K i 2,4-D es desnaturalitzin.

En cabina, pipetejar 500 ul de K'i 2,4-D en I'ampolla i homogeneitzar la solucio6.
En cabina, dosificar 24 ml de medi en plagues de petri de 90mm de diametre.

Preparacio i cultius dels explants

llavor germinada s’ha seccionat per obtenir explants. Aquests s’han obtingut a

dels cotiledons, I'hipocdtil i I'arrel. S’ha cultivat un total de 65 plaques, separades

en dos grups:

a)
b)

Creixement en llum: les plaques s’han posat sota llum directa.
Creixement en foscor: les plagques es tapen amb paper d’alumini, evitant

'entrada de llum.

Figura 12. Explants obtinguts a partir de diferents parts de la planta: A) Cotiledé.
B) Hipocotil. C) Arrels. Imatges recuperades del repertori propi.
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4., RESULTATS
4.1. Germinacio
Setmanalment s’ha registrat I'evolucié del procés de germinacié de les llavors, en les

diferents condicions induides. Els nivells de germinacié (Figura 13) de tots els grups

estudiats es troben entre el 60 i el 100% (Annexos G i H).

Percentatges setmanal de germinacio

Grup 1-A
Grup 1-B
Grup 1-C
Grup 1-D
Grup 2-A
Grup 2-B
Grup 2-C
Grup 2-D
Grup 3-E
Grup 3-F

0% 20% 40% 60% 80% 100%

OSETMANA1 BSETMANA2 BSETMANA3 @ESETMANA4 BNO germinats

Figura 13. Percentatges setmanals de germinacié de les llavors en els diferents medis i condicions.
Grup 1-A: M1+ 24h remull. Grup 1-B: M2+ 24h remull. Grup 1-C: M1+ 48h remull_Grup 1-D: M2+ 48h
remull. Grup 2-A: M1+ 24h remull + 1 mes fred. Grup 2-B: M2+ 24h remull + 1 mes fred. Grup 2-C: M1+
48h remull + 1 mes fred. Grup 2-D: M2+ 48h remull + 1 mes fred. Grup 3-E: M1 + llavors pelades. Grup
3-F: M2 + llavors pelades.

D’aquesta figura, es dedueix que de totes les condicions imposades (Taula 3) les més
adients per a la germinacio, amb un 100% de taxa d’éxit, son les dels grups 3-F (M2 +
escarificacié mecanica + 1 mes en remull) i les del grup 1-C (M1 + 48 hores en remull).
Seguidament trobem amb un 94% i 90%, respectivament, les dels grups 1-D (M2 + 48
hores en remull) i 2-C (M1 + 48 hores en remull + 28 dies en fred). Les condicions que
presenten un menor percentatge de viabilitat germinativa, amb un 60% i 58%
respectivament, sén les 1-A (M1 + 24 hores en remull) i 2-B (M2 + 48 hores en remull

+ 28 dies en fred).
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4.1.1. Resultats de I'activitat hormonal i la immersié en aigua

Comparant aquestes dues condicions (tipus de medi i hores en immersié en aigua) en
les llavors del grup 1 (on en sén les Uniques condicions aplicades), s’observa un gran
augment en els nivells de germinacio de les llavors sembrades després de 48 hores en
remull (subgrups C i D), respecte a les que en van estar 24 hores (subgrups A i B).
En la Figura 13 podem observar que les llavors del grup 1-A i B, presenten uns
percentatges de germinacié del 60% i 86%, respectivament; mentre que en les del
grup 1-C i D, aquests, augmenten fins al 100% i 94%, respectivament.

Després d’analitzar les dades dels tres grups estudiats, s’han obtingut diferents
resultats. En relaci6 al tipus de medi utilitzat, M1 i M2, els dos medis presenten una
lleu diferéncia en els nivells de germinacié, menor al 5% (Figura 14), sent el medi
suplementat amb reguladors del creixement (M2) el que presenta nivells de germinacié
més elevats, amb un 80,5% de viabilitat; mentre que el control (M1) presenta un
75,7%.

A

\[@]
germinades

NO 19,49%

germinades
24,24%

Germinades Germinades
75,76% 80,51%

Figura 14. Comparacio6 de la viabilitat en la germinacio de llavors total en els dos
medis. A) M1. B) M2

Respecte a les hores de remull de les llavors, els resultats dels tres grups presenten
una notable diferéncia en la viabilitat de germinacié en les dues condicions imposades
(Figura 15). Mentre que les llavors que han estat 24 en remull en aigua destil-lada
presenten un nivell de germinacié del 65,7%; en les que han estat 48 hores en remull,

aguest nivell augmenta fins a un 92,8%.

22



NO
germinades
NO 7,14%
germinades
34,25%

Figura 15. Comparacio de la viabilitat en la germinacio total en les llavors en remull en
aigua destil-lada. A) 24 hores en remull. B) 48 hores en remull.

4.1.2. Resultats de les hores de fred

En la figura 16 podem observar com han influit les hores de fred en la germinacid i en
les altres variables. Les llavors del grup 2, després d’'un mes a 7°C, han presentat una
viabilitat germinativa inferior a les llavors del grup 1 en tots els subgrups analitzats
(Figura 13). Mentre que les llavors del grup 1 presenten un percentatge de germinacio
del 85%, aquests en el grup 2 disminueix fins a un 71%.

On més significativa és aquesta disminucio, és en la comparacio entre els subgrups B
dels grups 1i 2. Les llavors sembrades en el medi suplementat amb hormones, quan
s’incuben directament a 24°C (grup 1) presenten un percentatge del 86% de viabilitat;

pero quan aquestes es mantenen un mes en fred (grup 2) disminueix fins a un 58%.

NO
germinades
NO
germinades
29%
Germinades Germinades
85% 1%

Figura 16. Comparacié de la viabilitat de la germinacio6 total de llavors, en 'acumulacio
de les hores de fred (7°C). A) Directament a incubar a 24°C (Llavors grup 1). B) 1 mes
a 7°C abans d’incubar a 24°C (Llavors grup 2).
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4.1.3. Resultats de les llavors sense coberta

En les llavors pelades trobem els percentatges de germinacié més elevats (Figura 13).
Les llavors del grup 3-F, presenten un 100% de viabilitat en la germinacid; mentre que
les del grup 3-E presenten 71,4%. Es interessant veure que en el medi control, les
llavors pelades (grup 3-E) presenten uns nivells inferiors de germinacié que les llavors
amb coberta del grup 1-C, quan en altra literatura cientifica (Abdalrasol & Lamlom,
2016) s’ha reportat que les llavors escarificades presenten nivells superiors de

germinacio que les llavors amb coberta.

A més, en aquest grup estudiat (grup 3) s’observa gue la velocitat de germinacié és
molt més elevada en les llavors sense coberta que en les que la mantenen (grups 1 i
2), on les llavors pelades en una setmana ja germinen, mentre que les altres
necessiten un minim de dues setmanes per garantir com a minim un 50% de

germinacio (Figura 13).

En la figura 17 s’observa aquesta diferéncia en la velocitat de germinacié de les llavors
del grup 3. En la mateixa setmana van es van sembrar tant llavors pelades (grup 3)
com llavors amb coberta (grup 2). Entre dos i tres dies les llavors del grup 3 ja havien
germinat, mentre les que presentaven coberta encara estaven alliberant fenols al medi

(la tonalitat fosca que s’aprecia a la imatge).

Figura 17. A) Comparaci6 de velocitat de germinacié entre les llavors del grup 3 (pelades) amb les del
grup 2 (sense pelar) en la primera setmana de sembra. B i C) Planta de la llavor pelada en la segona
setmana de creixement Imatges recuperades del repertori propi.
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4.2. Callogenesi

Després de dues setmanes en els medis d’induccid, els explants cultivats han generat
calls en la seva superficie. Per a cada placa analitzada s’ha comptat i calculat la
proporcio de calls formats per explant, per tal de determinar el nivell de proliferacié de

calls en els diferents medis i condicions luminiques.

En el seglent grafic (Figura 18) s’'observa com afecta la incidéncia tant de llum com de
la foscor en la inducci6 de calls. Els explants que han realitzat la callogénesi en llum
presenten un nombre significativament superior de calls formats que els explants que
han estat en foscor. En canvi, els nivells en les plaques control, és a dir, medis sense
hormones presenten nivells semblants de calls formats (al voltant d’'un 16% en les

dues condicions luminiques: 16,05% en llum i 16,59% en foscor).
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80,00

70,00

60,00

50,00
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% de proliferacio de calls

30,00

20,00

10,00 |—
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12,4-D
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+102,4-D

MEDIMS + 1K +
102,4-D

MEDI MS + 10 K
+12,4-D
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16,05

87,44

53,17

78,42

63,16
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16,59

40,88

3,04
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Figura 18. Percentatge de proliferacié dels calls en els diferents medis i condicions luminiques.. Color
groc: % Calls formats en les paques incubades en condicions de llum. Color negre: % Calls formats en
les paques incubades en condicions de foscor.

De les dades obtingudes (Figura 18) es conclou que el medi més adient per a
callogénesi en el garrofer, amb quasi un 90% de proliferacié de calls, és el medi MS
suplementat amb una concentracié d’1 puM tant de K com de 2,4-D. En augmentar la
concentracio d’alguna d’aquestes hormones, el nombre de calls formats disminueix
finsaun 78% (MS + 1 K + 10 2,4-D) i, de forma considerable, a un 63% (MS + 10 K +

1 2,4-D) la formacié de calls. Més evident és la diferéncia en el medi suplementat amb
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el doble de concentracié de les dues hormones (MS + 10 K + 10 2,4-D), on els nivells
d’induccié de call tot just superen el 50%. El medi control, sense hormones, presenta
un 16% de calls formats, indicant la importancia de I'is d’aquestes hormones per

I'obtencio eficient de calls.

Els explants han presentat diferents nivells de proliferacié de calls, segons el tipus
utilitzat i les condicions aplicades (Taula 5). L’hipocdtil i les arrels presenten els nivells
de proliferacié més elevats amb un 50% total en totes les condicions i medis estudiats,
mentre que els cotiledons sols presenten un 32%. On les més favorables per la
induccio de calls sén: medis amb concentracions d’1uM de K i amb incidéncia de llum,

on tots els tipus d’explants presenten nivells d’induccié de calls per sobre del 70%.

Els tipus d’explants més propensos a formar calls son els obtinguts de I'hipocotil, el
qual inclts en el medi control, on en els altres explants de les arrels i els cotiledons no
s’han format calls, els dels hipocotils han reportat nivells quasi del 50%, és a dir que

per cada dos explants és forma de mitjana un call.

Taula 5. Percentatge de formacié de calls en els diferents tipus d’explants: hipocatil, cotiledons i arrel.

FOSCOR | LLUM ] FOSCOR | LLUM | FOSCOR

MS (control) 47,5% 48,2% 0% 0% 2,3% 0%
MS+1K+124-D 58,5% 87,9% 30,8% 74,4% 33,3% 100%
MS +1 K+ 102,4-D 30,4% 93,8% 28,4% 58,2% 63,2% 83,3%
MS +10K +12,4-D 7,5% 68,2% 24,9% 55,0% 77,5% 79,0%
MS + 10 K + 10 2,4-D 1,3% 55,2% 0,8% 48,0% 7,2% 56,4%

PROLIFERACIO 29% 71% 17% 47% 37% 64%

PROLIFERACIO TOTAL 50% 32% 50%

Dos tipus de calls morfologicament diferents s’han obtingut:

1. Calls verd-marrons amb textura compacta: Aquests han estat els més
abundants, trobant-se en tots els medis, tipus d’explants i condicions tant de

llum com de foscor (Figura 19).

2. Calls blancs amb textura fragil: Aquests no han estat tan abundants, sol s’han
trobat en els medis amb baixes concentracions de cinetina [1 K+ 1 2,4-D] i [1 K
+ 10 2,4-D] i en presencia de llum. Aquests s’han trobat localitzats sobretot en

els cotiledons, i en menys mesura en alguns explants de I'hipocotil (Figura 20).
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Figura 19. Formacio de calls en els diferents tipus d’explants. A, B i C) Calls en explants de I'hipocatil.
D, E i F) Calls en explants d’arrels. Imatges recuperades del repertori propi.

Figura 20. Formacioé de calls morfologicament diferents. A i B) Comparacié dels dos tipus de calls
formats. C) Calls formats en els explants obtinguts dels cotiledons. Imatges recuperades del repertori
propi.
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5. DISCUSSIO
Germinacio

En la germinacié de les llavors de C. siliqua, a diferéncia del que s’havia plantejat
inicialment en la hipotesi, les hores de fred acumulades no augmenten la viabilitat
d’aquest procés. S’ha observat que les llavors que han estat a baixes temperatures
presenten un percentatge de germinacié 14 punts inferior a les que es van incubar
directament a 24°C. Aquests resultats, pero, concorden amb els obtinguts per Luna et
al. (2008) on després de comparar dos grups de llavors (estratificades a 4°C i no
estratificades) de 58 espécies diferents d’arbres de zona Mediterrania, com n’és el
garrofer, van concloure que les hores de fred no sén fonamentals per a la germinacio
de tota llavor, ja que en el 80% de les plantes estudiades no hi havia una diferéncia
significativa en la germinaci6 dels dos grups. Inclds, aquestes sent perjudicials en un
17% de les 58 plantes estudiades.

Les llavors del garrofer utilitzades en I'experiment es van rebre a principis de febrer,
per tant ja portaven un parell de mesos rebent hores de fred de forma natural. El fet de
posar-les a 7°C durant un mes més, ha pogut provocar un excés d’hores de fred que

ha afectat la seva capacitat germinativa.

En canvi, els resultats de la immersié de les llavors en aigua han reportat resultats de
germinacié superiors als esperats en la hipotesi inicial. Pérez-Garcia (2009) va
reportar que la immersié de les llavors en aigua destil-lada durant 24, 48 i 72 hores no
produia un augment significatiu en els nivells de germinacio de les llavors i aguests es
trobaven tan sols entre un 23 i 29%. Abdalrasol i Lamlom (2016) encara van obtenir
uns resultats inferiors de germinacid, amb un 13% en les llavors en 72 hores en remull.
En el present estudi els resultats obtinguts han estat superiors als de Pérez i
Abdalrasol - Lamlom, donant uns valors totals de 60% de germinacié en les llavors
remull durant 24h i un 100% en les llavors en remull 48 hores en els medis control
(sense presencia hormonal ni hores de fred).

Una possible causa d’aquesta diferéncia entre els resultats d’aquest estudi i els
mencionats anteriorment, pot ser el tipus de medi utilitzat. En els articles revisats no
s’especifica quin medi de creixement utilitzen. Aquest és I'linic factor que difereix en
les condicions dels resultats comparats. Diferents articles (Silvia et al., 2016) i (H. Li &
Zhang, 2018) han analitzat diferents medis de cultiu en la germinacio i coincidit en que
el medi WPM és el més adient per a garantir una efectiva germinacié. WPM és el medi
utilitzat en el present estudi i pot ser que en els de Pérez i Abdalrasol - Lamlom el medi

sigui un altre menys adient per aquest procés.
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En la germinacid, els medis suplementats amb reguladors de creixement (BAP i GA3)
han donat uns resultats semblants als medis control. Aixo indica que aquests no han
pogut entrar completament dins la llavor i catalitzar aquest procés. En el grup de les
llavors pelades si que es pot observar l'eficiencia d’aquests reguladors, on en les
llavors del subgrup sense coberta sembrades en el medi amb BAP i GA; hi ha hagut
un 100% de germinacié. A més, totes les llavors pelades han estat les que han
presentat la velocitat de germinacié més elevada: mentre les llavors amb coberta han
necessitat com a minim 1,5 setmanes per comencar a germinar, les llavors sense
coberta en uns 3 dies ja han comencat a germinar. Aquests resultats concorden amb
els obtinguts Abdalrasol & Lamlom (2016) que van obtenir una velocitat de creixement
mitjana de 2,83 dies (Figura 17).

També cal mencionar que tot i que les fitohormones utilitzades no han augmentat la
taxa de germinaciod, si que han estat involucrades en l'organogenesi de la planta.
Mentre que les plantules germinades en els medis control es desenvolupen i
diferencien a poc a poc (tota la planta de color groc, no hi ha diferenciacio entre la tija i
'arrel, mida petita i la llavor encara es troba unida als cotiledons); les plantes de les
llavors germinades en el mateix periode de temps presenten: canvi de coloracié a
verd, diferenciacio entre tija i arrel, primeres ramificacions de I'arrel, mida més gran,
els cotiledons es separen un de l'altre, la llavor es separa facilment de la planta i es
produeix la formacio de fulles de forma més rapida i en més quantitats. Per tant I'is de
les fitohormones és fonamental per garantir un eficient i rapid desenvolupament de la
planta germinada. Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts per Saidi et al.
(2019) on van observar que I'us de BAP i GA; augmenta els nivells i la velocitat de

desenvolupament i diferenciacio de les plantes germinades (Figures 21 i 22).

Figura 21. Comparacio en el creixement de les plantes del medi control (esquerra) amb les del medi
suplementat amb hormones (dreta) en la tercera setmana d’observacié. Imatges recuperades del repertori
propi.
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Figura 22. Comparacioé en el creixement de les plantes. Es pot observar com les plantes del medi
suplementat amb hormones (A i C) presenten mida més gran, més formacio de fulla i arrels ramificades
que les del medi control (B i D). Imatges recuperades del repertori propi.

Un cop realitzat el seguiment de la germinacio, tant en la viabilitat com en el
desenvolupament de la planta, s’ha determinat que les condicions més optimes per a
realitzar aquest procés son: I'escarificacid mecanica juntament amb I'is de reguladors
del creixement i, com a alternativa, el remull de les llavors durant 48 hores amb I'is de

reguladors del creixement.

En aquest apartat de I'estudi es mostra que no és fonamental eliminar la coberta de la

llavor del garrofer per tal d’obtenir nivells eficients de germinacio.

Callogénesi

S’ha observat que existeix una relacié entre la incidéncia de llum i 'activitat de les
hormones utilitzades en la induccié de calls. Els medis amb K i 2,4-D en preséncia de
llum, presenten uns nivells de formacié de calls entre el 53 i 87%; mentre que en
condicions de foscor aquests nivells disminueixen fins a valors d’entre el 31 40% i, en
canvi, en els medis control (sense K ni 2,4-D) no hi ha una diferéncia significativa en
els nivells de proliferacio de calls en les dues condicions luminiques (16,05% en llum i
16,59% en foscor).

Els resultats obtinguts en aquesta part del treball, han estat diferents dels esperats en

la hipotesi inicial. Un possible motiu que els medis amb hormones hagin estat més
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actius en condicions de llum que en foscor, pot ser degut a I'estrés abiotic per excés
d’aigua. Les plaques dels medis en contacte directe amb la llum han presentat nivells
de condensacié d’aigua molt superiors a les plaques que estaven tapades amb paper
d’alumini, ja que aquest en tenir la capacitat de reflectir la llum, manté els nivells de
calor evitant que es formi tanta condensacio. Les K s6n unes hormones que participen
en la resposta a l'estrés abiotic de la planta (Werner & Schmiilling (2009) i Zwack &
Rashotte (2015)), aix0 es pot relacionar amb el fet que en les plaques que presenten

excés d’aigua condensada, els explants hi han generat un nombre superior de calls.

Degut a falta de temps, la generacio de calls s’ha observat durant un total de 3
setmanes. Per obtenir uns resultats més fiables seria necessari allargar aquesta
observacié unes setmanes més, per tal de garantir la generacio total de calls en les
dues condicions, ja que pot ser que la velocitat de generacié dels calls sigui diferent
segons la concentracié luminica. En altres estudis, com el de Lozzi et al. (2019)

mantenen els calls un total de 5 setmanes en foscor.

Els hipocotils i les arrels han resultat ser les parts de la planta més propenses a la
formacié de calls, en els medis amb concentracions de 1uM K + 1uM 2,4-D (87,9 i
100%, respectivament) i de 1uM K + 10uM 2,4-D (93,8 i 83,3%, respectivament). Tot i
que els nivells de callogenesi s6n semblants entre hipocatils i arrels, la mida dels calls
formats és diferent. Els calls de les arrels sbn més petits i dispersos; mentre que els

dels hipocatils es troben amb morfologia més circular i mida més gran.

A altes concentracions d’aquestes hormones, els nivells de formacié de calls han
disminuit drasticament fins a uns nivells de 50% (en llum) i 3% (en foscor). Aquests
resultats obtinguts concorden amb els de (Kurepa et al., 2019), on van observar que
quan les citoquinines i auxines es troben a altes concertacions, aquestes perden la
seva activitat antagonista matua. Fent que no es tendeixi a formar teixit no diferenciat

(calls).

Els resultats de la morfologia dels calls, els quals s6n en la majoria de color verd-marré

i de textura compacta, coincideixen amb els obtinguts per El Bouzdoudi et al. (2017).

Limitacions

En la primera fase del treball, al comparar diferents condicions, els grups d’estudi no
han tingut una gran poblacié (cada subgrup de llavors estudiades constava d’entre 10 i
20 llavors), aixo fa que els resultats puguin no ser del tot representatius. Per tant una

bona forma de recolzar els resultats obtinguts, seria la realitzacid de diferents
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repeticions amb grups d’estudi més grans i un estudi estadistic.

En la segona fase de l'estudi, al treballar amb individus de plantes diferents, els
resultats poden variar segons el component genétic de cada un. Per tal de garantir uns
resultats en base a les mateixes condicions genétiques i metaboliques (cada planta hi
presenta diferéncies) s’haurien de realitzar subcultius d’'un mateix explant (clonat per

micropropagacio).

A més, degut a falta de temps I'observacio i seguiment dels calls sol s’ha pogut
realitzar durant 3 setmanes, quan el procés optim serien entre 5 i 6 per garantir un total

desenvolupament dels calls.

6. CONCLUSIONS

1. De totes les condicions fisiques i quimiques comparades, la immersio de les
llavors en aigua durant 48 hores ha demostrat ser el métode més eficient en la
germinacio, permetent eliminar els inhibidors de membrana de la coberta de la

llavor i fent-la més permeable.

2. L’acumulacié d’hores de fred en la germinacio del garrofer ha demostrat tenir

un efecte negatiu en la viabilitat d’aquest procés.

3. L’us de fitohormones BAP i GA; no ha augmentat els nivells de germinaci6é de
les llavors, perd si la velocitat en el desenvolupament de la planta i en la

diferenciaci6 dels seus teixits.

4. A diferéncia d’altres plantes, en el garrofer, la preséncia de llum en el procés de
la callogénesi augmenta la proliferacio de calls en els medis suplementats amb

auxines i citoquinines.

5. La concentracioé optima, per a la formacié eficient de calls, de K i 2,4-D és de
1uM. L’augment en la seva concentracidé disminueix significativament la

formacio de calls, ja que perden la seva activitat antagonista.

6. Els explants que més proliferacio de calls han presentat, han estat els obtinguts
a partir d’hipocotils i d’arrels. Els explants obtinguts a partir de cotiledons, tot i
ser menys eficients que els dos anteriors, son els Unics que han generat calls

morfologicament diferents de la resta.
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8. ANNEXOS

ANNEX A

Taula 6. Composicié del medi Woody Plant Medium (WPM)

Micro Elements mg/l UM

FeNaEDTA 36.70 100.00

MnSO,.H,O 22.30 131.94

ZnS0,4.7H,0 8.60 29.91

Macro Elements mg/l UM

Ca(NO;)2 .4H,0 471.26 2.35

K>SO, 990.00 5.68

NH4NO3 400.00 5.00




ANNEX B

Taula 7. Composici6 del medi Woody Plant Medium (MS)

Micro Elements mg/l UM

CuS0,4.5H,0 0.025 0.10

H3;BO; 6.20 100.27

MnSO,.H,O 16.90 100.00

ZnS0,4.7H0 8.60 29.91

Macro Elements mg/l UM

KH,PO, 170.00 1.25

MgSO, 180.54 1.50

Vitamins mg/l UM

myo-Inositol 100.00 554.94

2.43

o
a
o

Pyridoxine HCI



ANNEX C

Taula 8. Seguiment de la germinacié setmanal dels 3 grups de llavors.

CONDICIONS APLICADES
Pelades + M2
Pelades + M1

M2 + 48H remull)
M1 + 48H remull)
M2
M1

ANNEX D

Taula 9. Nivells de germinaci6 segons el medi (preséncia hormonal).

MEDI

M1

M1 + 48H remull)
M2

M2 + 48H remull)
Pelades + M1
Pelades + M2

GRUP
Grup 3-F
Grup 3-E
Grup 2-D
Grup 2-C
Grup 2-B
Grup 2-A
Grup 1-D
Grup 1-C
Grup 1-B
Grup 1-A

GERMINATS NO GERMINAT TOTAL

SETMANA 1 SETMANA 2 SETMANA3 SETMANA4 NO germinats

7

W wwwdsuUuwwwum

9
14
12
16

5

7
13

9
14
13

AN wwnm

[e)IRNe]

P N O N KFEF N OO

=
N O

R O FRLP N NDNDNW

15
14
14
17

20
10
24
15

B W Rk O Rk O RN

TOTAL

7

7

15
10
24
20
17
14
14
15



ANNEX E

Taula 10. Nivells de germinacio segons les hores en remull de les llavors.

MEDI GERMINATS NO GERMINAT TOTAL
M1 9 6 15
M1 + 48H remull) 14 0 14
M2 12 2 14
M2 + 48H remull) 16 1 17
13 7 20
9 1 10
14 10 24
13 2 15

ANNEX F

Taula 11. Nivells de germinacio segons les hores en fred acumulat.

MEDI GERMINATS NO GERMIN, TOTAL
M1 9 6 15
M1 + 48H remull) 14 0 14
M2 12 2 14
M2 + 48H remull) 16 1 17
13 7 20
9 1 10
14 10 24

13 2 15



ANNEX G

Taula 12. Resultats proliferaci6 de calls en llum.

MEDI MS (LLUM)

PLACA | N2Explants del hipocotil [ N2 Calls formats | N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de l'arrel | N2 Calls formats
13 4 4 20 0 13 0
19 7 5 20 0 13 0
31 6 4 24 0 4 0
37 5 0 25 0 7 0
50 5 0 30 0 10 0
Promig 54 2,6 23,8 0 9,4 0

Index Ploriferacid

48,15

MEDI MS +1K+12,4-D (LLUM)

PLACA | N2Explants del hipocotil [ N2 Calls formats | N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de l'arrel | N2 Calls formats
19 4 4 26 22 0 0
21 7 7 22 20 8 8
35 7 4 29 24 2 2
43 7 7 27 11 5 5
44 8 7 29 22 9 9
Promig 6,6 5,8 26,6 19,8 4,8 4,8
Index Ploriferacié 87,88 74,44 100

MEDI MS + 10K + 10 2,4-D (LLUM)

PLACA | N2Explants del hipocotil [ N2 Calls formats | N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de l'arrel | N2 Calls formats
6 7 4 29 4 4 0
13 5 3 21 12 0 0
33 4 0 22 15 15 7
39 9 5 25 13 11 7
53 4 4 24 14 9 8
Promig 58 3,2 24,2 11,6 7,8 4,4
Index Ploriferacié 55,17 47,93 56,41

MEDI MS + 1K + 10 2,4-D (LLUM)

PLACA | N2 Explants del hipocotil | N2 Calls formats | N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de l'arrel | N2 Calls formats
11 8 8 20 12 5 5
17 8 7 22 16 0 0
23 5 5 25 19 4 3
36 4 4 23 17 0 0
41 6 6 24 11 8 4
47 9 8 26 11 0 0
57 5 4 27 10 8 8
60 3 3 29 18 11 10
Promig 6 5,625 24,5 14,25 4,5 3,75
Index Ploriferacié 93,75 58,16 83,33

MEDI MS + 10K +12,4-D (LLUM)

PLACA | N2Explants del hipocotil [ N2 Calls formats | N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de l'arrel | N2 Calls formats
10 5 3 30 16 10 10
15 6 4 22 16 0 0
16 8 6 23 19 4 3
32 6 2 21 10 13 13
34 3 2 28 7 6 4
35 8 7 27 9 0 0
45 8 6 31 23 5 0
Promig 6,285714286 4,285714286 26 14,28571429 5,428571429 4,285714286
Index Ploriferacié 68,18 54,95 78,95

TOTAL
16,05

TOTAL
87,44

TOTAL
53,17

TOTAL
78,42

TOTAL
67,36



ANNEX H

Taula 13. Resultats proliferacié de calls en foscor.

MEDI MS (FOSCOR)

PLACA [ N2Explants del hipocotil N2 Calls formats N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de I'arrel [ N2 Calls formats

1 5 5 21 0 0 0

10 6 1 25 0 8 0
27 6 4 26 0 3 1

38 9 9 27 0 15 0

54 9 0 23 0 5 0

63 5 0 32 0 13 0

Promig 6,666666667 3,166666667 25,66666667 0 7,333333333 0,1 7

Index Ploriferacié

47,50

MEDI MS +1K+12,4-D (FOSCOR)

2,27

Index Ploriferacié

58,49

MEDI MS + 10K + 10 2,4-D (FOSCOR)

30,81

PLACA [ N2Explants del hipocotil N2 Calls formats N2 Explants dels cotiledons | N2 Calls formats | N2 Explants de I'arrel [ N2 Calls formats
4 5 5 27 14 0 0
9 7 3 23 17 0 0
25 8 1 25 4 2 0
30 6 5 23 8 0 0
52 4 3 25 2 6 1
56 10 10 24 8 3 3
61 13 4 25 0 4 1
Promig 7,571428571 4,428571429 24,57142857 7,571428571 2,142857143 0,714285714

33,33

PLACA | N2Explants del hipocotil N@ Calls formats N2 Explants dels cotiledons | N2Calls formats | N2Explants de |'arrel | N2 Calls formats
3 11 1 24 0 3 0
20 8 0 20 0 1 0
28 8 0 19 0 3 0
40 6 0 22 0 9 2
51 12 0 21 0 8 0
59 6 0 27 1 7 1
62 28 0 7 0 11 0
Promig 11,28571429 0,142857143 20 0,142857143 6 0,428571429

Index Ploriferacié

1,27

MEDI MS + 1K +10 2,4-D (FOSCOR)

0,71

7,14

PLACA N¢ Explants del hipocotil Ne Calls formats N¢ Explants dels cotiledons N2 Calls formats | N2 Explants de I'arrel | N2 Calls formats
5 7 0 26 9 2 0
8 11 1 24 9 2 2
24 7 6 26 2 3 2
25 6 4 25 0 12 12
29 5 2 21 15 2 2
42 6 2 24 1 10 4
48 12 6 26 14 4 2
65 15 0 24 0 3 0
Promig 8,625 2,625 24,5 6,25 4,75 3

Index Ploriferacié

30,43

MEDI MS + 10 K + 1 2,4-D (FOSCOR)

25,51

63,16

PLACA N2 Explants del hipocotil N@ Calls formats N¢ Explants dels cotiledons N@ Calls formats | N2Explants de |'arrel | N2 Calls formats
2 10 0 22 12 1 0
7 9 0 19 5 1 1
22 4 3 18 10 9 9
26 8 1 25 4 4 2
46 12 0 23 7 3 1
49 5 0 23 0 11 9
64 5 0 23 0 11 9
Promig 7,571428571 0,571428571 21,85714286 5,428571429 5,714285714 4,428571429

Index Ploriferacié

7,55

24,84

77,5

TOTAL
16,59

TOTAL
40,88

TOTAL
3,04

TOTAL
39,70

TOTAL
36,63

Vi



