TEMA 4: Fisiología del crecimiento y el desarrollo de las plantas
Objetivos:

· Aplicar las técnicas de cultivo de tejidos en la preparación, conservación y saneamiento de las plantas.

· Evaluar y diagnosticar los estadios de crecimiento y desarrollo de las plantas.

Sumario:

· Formación y crecimiento del fruto. Maduración. Respiración climatérica. Papel del etileno. Métodos y factores que influyen en la introducción y conservación de los frutos

· Multiplicación vegetativa. Formación de los bulbos y tubérculos. Mecanismos fisiológicos de la tuberización. Fisiología de la micro propagación. Cultivos de tejidos. Selección, preparación y manipulación del material vegetal.

· Reposo seminal y gemular. Causas. Formas de interrupción. Misión biológica del reposo. Importancia económica.
La MADURACIÓN de los frutos es el resultado de un conjunto de procesos fisiológicos que ocurren durante su formación y desarrollo, y que redundan en cambios apreciables que estudiaremos en este tema.

Este fenómeno se caracteriza por una alta actividad metabólica, alargamiento celular, acumulación y transformación de sustancias y una importante regulación hormonal. 

Se asocia al aumento de tamaño hasta su volumen final y a los procesos que convierten al fruto en maduro. Muchas veces ambos fenómenos coinciden, pero no siempre es así. Por ejemplo, frutos como el aguacate terminan su proceso de maduración separados de la planta (la abscisión se produce primero). 

CAMBIOS QUE OCURREN EN EL FRUTO DURANTE LA MADURACIÓN

En el sabor: Durante la maduración ocurren transformaciones en las sustancias que componen el fruto. La naturaleza de estos cambios depende de la especie. Por ejemplo, en el plátano los almidones se transforman en azúcares, en el aguacate los azúcares se transforman en grasas y proteínas. Pero en general asociamos los cambios de este tipo con el aumento en el contenido de azúcares del fruto.

En el olor: En muchos frutos se producen cambios en la composición de compuestos de naturaleza aromática. Frutos como el plátano, la guayaba, la piña, desprenden olores característicos cuando están maduros.

En el color: La maduración suele estar asociada a la disminución del número de cloroplastos y del contenido de clorofila en el fruto, así como a un aumento en el contenido de carotenoides. No siempre esto sucede de forma sincronizada pues algunos frutos (como algunas variedades de mango y pera) pueden estar maduros antes de cambiar total o parcialmente de color.

En la consistencia: La maduración produce alteraciones en orgánulos citoplasmáticos y paredes celulares. Numerosas enzimas que rompen las cadenas pécticas se activan en esta etapa; el resultado es la destrucción de las paredes celulares y los orgánulos, con lo que se aprecia un considerable reblandecimiento del fruto maduro.

En la actividad respiratoria: Los procesos de crecimiento del fruto y su maduración están asociados con una alta actividad respiratoria. Por su importancia este fenómeno se estudiará más detalladamente.

LA RESPIRACIÓN Y LA MADURACIÓN

Durante la maduración se produce un incremento en la actividad respiratoria, porque los cambios fisiológicos que ocurren en el fruto tienen un carácter activo, o sea, que consumen energía.

Generalmente el valor máximo de la respiración coincide con el punto óptimo de maduración del fruto, al cual se llama PUNTO CLIMATÉRICO, después del cual decrece el valor de la actividad respiratoria a medida que el fruto entra en declinación y senescencia, lo que se asocia a su pudrición.

Frutos climatéricos y no climatéricos

En la mayor parte de los frutos carnosos, el punto climatérico coincide con la óptima calidad comestible, como en la manzana. Sin embargo, otros frutos como el plátano experimentan el climaterio antes de su madurez comestible; el tomate llega al punto climatérico mucho antes de su maduración total; otros frutos como los cítricos no tienen un punto climatérico definido pues sus valores de respiración son muy estables durante la maduración.

El conocimiento del punto climatérico es de gran importancia en lo que respecta al momento óptimo para la cosecha de los frutos y su conservación, pues a partir de ese momento se inician la declinación y senescencia, lo cual influye decisivamente en su duración en condiciones aptas para su consumo.

Mecanismo de la maduración; función del etileno

La maduración se produce por causas conocidas:

· Cuando se cosecha el fruto o cae naturalmente de la planta, otras partes del vegetal dejan de interferir con su propia actividad metabólica en los procesos de maduración de dicho fruto

· El etileno y otras fitohormonas participan de forma decisiva en la maduración

· La acumulación en los frutos de sustratos respiratorios como los ácidos orgánicos favorece la respiración climatérica y como consecuencia la maduración

En cualquier caso la respiración es un proceso que requiere energía; los factores que estimulan la respiración del fruto favorecen la maduración. De hecho, el separar el fruto de la planta (cuando su desarrollo ya es suficiente) acelera la maduración, pues otras partes de la planta no interfieren en la utilización de la energía que éste necesita para madurar.

El etileno y sus funciones

El etileno es la fitohormona que tiene mayor incidencia sobre la maduración de los frutos. Está probado que un fruto maduro colocado en proximidad a otros inmaduros ocasiona la maduración de éstos, y que tal resultado está relacionado con el desprendimiento de etileno por el fruto maduro. Los efectos que esta fitohormona provoca son:

· Incremento en la permeabilidad de los tejidos 

· Formación de enzimas y síntesis de proteínas

· Respiración climatérica

El etileno favorece la actividad respiratoria, y se ha comprobado que su acumulación en torno al fruto induce la síntesis de enzimas que hidrolizan las paredes celulares, aumentan la permeabilidad celular y provocan cambios en la composición química del fruto. 

FACTORES EXTERNOS QUE INFLUYEN EN LA MADURACIÓN

· Temperatura

· Humedad relativa

· Concentración de CO2
· Concentración de O2
Como hemos estudiado la aceleración de la maduración depende en gran medida del incremento de la actividad respiratoria y de la producción de etileno, una vez que los frutos han alcanzado un determinado estado de desarrollo fisiológico.

De ahí que se pueda plantear que las altas temperaturas, humedad relativa alta y atmósferas ricas en O2 favorecen la maduración.

Por el contrario, las técnicas de conservación de frutos se basan precisamente en restringir estas condiciones.

MÉTODOS DE CONSERVACIÓN DE FRUTOS

· Almacenamiento a bajas temperaturas (cámaras frías)

· Atmósferas controladas (ricas en CO2 y bajas en O2)

· Humedad relativa baja

· Bolsas de polietileno herméticamente cerradas 

En general todas estas medidas conducen a un control de las condiciones que restrinjan la actividad respiratoria y la producción de etileno. Sin embargo, se debe ser cuidadoso en esto pues existen restricciones  a estos métodos.

RESTRICCIONES

· Atmósferas muy ricas en CO2 pueden dañar los frutos

· La humedad relativa muy baja marchita los frutos

· El frío excesivo mata los tejidos

· Si el fruto tiene cierto grado de madurez, las bolsas de polietileno, en lugar de conservarlo, acumulan etileno, con lo que se acelera la maduración.

LA INGENIERÍA GENÉTICA Y LA CONSERVACIÓN DE FRUTOS

Quizás uno de los resultados más impactantes de la ingeniería genética en los últimos años es el aumento de la llamada “vida de anaquel” de frutos como el tomate.

La ingeniería genética se basa en la introducción de ADN de un organismo en otro y su expresión en el nuevo organismo creado Importantes resultados para la agricultura se han logrado por esta vía, y entre ellos se encuentra la producción de plantas transgénicas que generan frutos que duran más tiempo sin podrirse.

La base de estos avances está en el conocimiento de la fisiología de la maduración.

Por ejemplo, en el tomate se ha logrado retardar el punto climatérico en los frutos de las plantas transgénicas, con lo que su vida de anaquel se alarga.

No obstante, debe señalarse que en estos momentos existe una gran campaña contra los organismos transgénicos en el mundo, sobre todo porque no están bien estudiados los efectos colaterales que estos productos pueden ocasionar en los seres humanos. La comercialización y el mercado se han ido por delante de los estudios de la composición de estos productos y su efecto en la humanidad, y esta es una de las causas de su rechazo por parte de numerosas organizaciones ecologistas y muchos consumidores. 
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Multiplicación vegetativa. Formación de los bulbos y tubérculos. Mecanismos fisiológicos de la tuberización.

Existen dos métodos para propagar las plantas: la multiplicación por semilla o gámíca y la multiplicación vegetativa o agámíca. 
a) Multiplicación por semilla o gámica 

Es la reproducción sexual originada por la unión de dos células: una masculina, producida en los estambres, es decir el órgano reproductor masculino, y una célula femenina contenida en el ovario, órgano reproductor femenino. 

En síntesis, el proceso ocurre de la siguiente manera: los gránulos de polen, liberados por las anteras y transportados por los insectos, el viento u otros agentes, llegan hasta el estigma, que es la parte apical del órgano reproductor femenino, penetrando en su interior para llevar a cabo la fecundación. Se desencadenan entonces una serie de fenómenos complejos que conducen a la formación de la semilla, que no es otra cosa que un embrión provisto de sustancias nutritivas de reserva y envuelto por un tegumento protector. El aspecto, la forma y el tamaño de las semillas pueden variar considerablemente. Por otra parte, pueden estar desnudas o protegidas por el fruto.

Gracias al intercambio continuo, a través de la fecundación, del material hereditario perteneciente a individuos distintos, se produce en la naturaleza una gran variabilidad incluso entre individuos de la misma especie. Sobre dicha variabilidad actúa la evolución, propiciando determinados caracteres y desfavoreciendo otros.

Las semillas tienen una capacidad de supervivencia muy variable y pueden mantener sus características inalteradas durante días, meses o años, dependiendo de la especie que las haya producido y de la forma en que se conserven. En cualquier caso, requieren para su germinación condiciones de temperatura, oxigeno y humedad muy especificas. 
b) Multiplicación vegetativa o agámica 
Es el método que se emplea con más frecuencia para la multiplicación de las plantas bulbosas, mediante el cual se obtienen, individuos idénticos, incluso desde el punto de vista genético, a la planta madre.

Generalmente los bulbos y los cormos, cuando están bien desarrollados, suelen formar en su base algunos bulbíllos que, una vez separados, son capaces de llevar una vida autónoma y originar, al cabo de pocos años una nueva flor. Los bulbillos han de ser recogidos en otoño, conservados durante el invierno en un lugar seco y replantados en verano en vivero, donde se cultivan hasta que alcanzan las dimensiones necesarias para la floración. Los gladíolos, por ejemplo, producen en la base de los cormos numerosos bulbillos del tamaño de un guisante que se plantan a mediados de marzo.

Algunas especies de Lilium, entre ellas L. bulbiferum, L. tigrinum y L. sargent¡ae, producen pequeños bulbíllos en la axila de las hojas que pueden separarse en agosto-septiembre cuando éstas empiezan a ponerse amarillas, para plantarlos en vivero, en hileras o macetas. Al cabo de uno o, a lo sumo, dos años alcanzan el tamaño idóneo para trasplantarlos a su lugar definitivo donde florecerán.

 Las especies tuberosas y rizomatosas se multiplican simplemente dividiendo órganos subterráneos, teniendo cuidado de que cada pedazo conserve al menos una o dos yemas. Se tratan de esta manera los rizomas de las calas, Canna, de los lirios rizomatosos, de Hedychium, Smithianta, etc. y los tubérculos de Sinningia, Gloriosa, etc. Resulta algo más compleja la división de las raíces tuberosas de las dalias, que sólo presentan yemas en el cuello deben por tanto seccionarse de forma que cada nueva porción tenga al menos un pedazo del tallo de la planta madre. Es siempre conveniente incluir esta operación con un tratamiento a base de un polvo fungicida, con el fin de prevenir posibles ataques por parte de agentes patógenos.

Todas las especies y los híbridos de los lirios se pueden reproducir también dividiendo las escamas, o catáfílos, presentes en los bulbos. En otoño a primavera se separan con cuidado, dejando unido a cada una de ellas un pedacito de la placa basal, y se plantan inclinadas, hundiéndolas sólo hasta mitad en cajones llenos con una mezcla estéril de turba y arena en partes iguales. Al poco tiempo se forman en la base de las escamas pequeños bulbos nuevos. La temperatura ideal para obtener éxito en esta operación oscila entre 10 y 12 °C. El riego se debe ir aumentando conforme se desarrollan las raíces y los bulbillos. 

Las dalias y las begonias tuberosas se pueden multiplicar también por esquejes de los brotes. Esta técnica, relativamente sencilla, permite obtener en poco tiempo numerosos individuos nuevos. Para llevarla cabo, se colocan los tubérculos o las raíces tuberosas en turba húmeda, se observa la formación de nuevos brotes y cuando éstos alcanzan una longitud le 7-8cm se separan y se hacen arraigar en cajones llenos con una mezcla le mantillo de jardín, turba y arena en partes iguales. Por último, algunas irlantas pertenecientes a la familia de las gesneriáceas (Sinningia, Smithianta, etc). Se pueden propagar también por esquejes foliares. En este caso, en los meses de mayo-junio se separan las hojas con sus peciolos, se sumergen en una mezcla de arena y turba y se mantienen a una temperatura le 20-24 °C. Pronto aparecerán nuevas plántulas.

Mecanismos fisiológicos de la tuberización
I. Tuberización

Los estolones son tallos subterráneos que crecen en posición más o menos horizontal formando pequeñas hojuelas, botones laterales y un botón terminal compuesto de cierto número de hojuelas. En un momento dado su extremo comienza a hincharse inmediatamente después de una curvatura del estolón, para formar el tubérculo.

Este proceso denominado tuberización está bajo el control de factores medioambientales y genéticos. Los factores medioambientales más importantes que favorecen la tuberización son: fotoperíodos cortos, bajas temperaturas y bajos niveles de fertilización nitrogenada. Estas condiciones provocan cambios en el metabolismo de las plantas. Los cambios internos podrían transferir la señal medioambiental al lugar de formación del tubérculo (estolón) para empezar su formación. La señal de transducción es parcialmente controlada por fitohormonas. Además, un cambio en el metabolismo de los carbohidratos parece estar asociado con la tuberización.

Se ha estudiado la relación de diferentes fitohormonas con la tuberización, de las que el acido giberélico (AG) es la más convincente. El ácido giberélico aplicado a plantas enteras, esquejes en plántulas in vitro y brotes de tubérculos inhibe la tuberización, mientras que aplicaciones de inhibidores de la biosíntesis del AG promueven la tuberización. La actividad del AG en las hojas de papa es relativamente alta, bajo condiciones que disminuyen el inicio de la tuberización, tales como alta temperatura, altas dosis de fertilizante nitrogenado y fotoperíodos largos. Sin embargo no es probable que la ausencia o los bajos niveles de AG puedan ejercer el control de la tuberización. La tuberización parece que está parcialmente inducida por la presencia, más que por la ausencia, de un compuesto supresor, dado que el estímulo es transmisible por injerto. La idea de que el AG y otro compuesto son los responsables del inicio de la tuberización han originado la teoría de que este proceso está bajo el control del balance entre un promotor y un inhibidor del crecimiento. En un cultivo hidropónico, bajo en nitrógeno y con condiciones favorables para la tuberización, la actividad del AG en los brotes fue relativamente baja y los niveles del ácido abscísico relativamente altos. Bajo condiciones de alta concentración de nitrógeno los niveles de AG se elevan y el ácido abscísico disminuye. El ácido abscícico incrementa la tuberización cuando se aplica en las hojas.

La formación y el crecimiento del tubérculo son procesos únicos en la fisiología de la planta y su regulación no es idéntica a la formación de flores y semillas o al crecimiento del fruto. La tuberización involucra el desarrollo y el crecimiento de un estolón, la inhibición de la elongación del estolón y el engrosamiento de su extremo. Además, la tuberización es reversible; esto puede ocurrir continuamente después de un cierto período de inducción. La competencia entre tubérculos de un solo tallo no puede ser comparada con las relaciones entre los frutos de una planta o de una inflorescencia (tales como las bayas en papa, los frutos del tomate o las cariópsides en una espiga de trigo). La planta de papa y el tubérculo individual son muy plásticos porque permiten cambios en los patrones de crecimiento.

II. Factores que Afectan el Tamaño de los Tubérculos
El tamaño de los tubérculos esta determinado por un conjunto de características.

1. Rendimiento

Duración del período de crecimiento

A medida que avanza el ciclo vegetativo del cultivo el rendimiento se incrementa, pero disminuye el número de tubérculos pequeños. Esta es la razón por la que algunos productores de semilla acostumbran cortar el follaje para evitar obtener tubérculos muy grandes.

El corte del follaje es una de las prácticas agronómicas que nos permiten controlar el tamaño del tubérculo cosechado. El momento de la ejecución de esta labor exige el conocimiento del período vegetativo de la variedad o también se puede realizar un muestreo al azar del campo para determinar el momento adecuado.

Crecimiento del tubérculo por día

Este crecimiento está influenciado por la variedad y las condiciones de manejo del cultivo. Bajo condiciones de estrés el tubérculo crecerá muy poco diariamente y en condiciones óptimas el tubérculo crecerá a su máximo potencial.

2. Número de tubérculos/m2
Está influenciado por dos factores: el número de tallos principales/m2 y el número de tubérculos por tallo.

Número de tallos principales/m2
En forma tradicional la densidad de un cultivo se ha expresado como el número de plantas por unidad de área. Pero, cada planta que proviene de un tubérculo consiste en un conjunto de tallos, cada uno de los cuales forma raíces, estolones y tubérculos. Además, cada tallo crece y se comporta como si fuese una planta individual.

Número de tubérculos. Hay menor competencia entre los tallos cuando hay menor densidad de tallos. En este caso se obtiene un número grande de tubérculos por tallo, pero se reduce el número de tubérculos por unidad de área. Cuando aumenta la densidad de tallos disminuye el número de tubérculos por tallo, pero aumenta, generalmente, el número de tubérculos por unidad de área.

Tamaño de los tubérculos. Debido a la competencia, los tubérculos producidos con alta densidad de tallos serán de menor tamaño que los producidos con baja densidad. 

· Una alta densidad de tallos conduce a un incremento de los rendimientos (hasta cierto punto).

· Una alta densidad de tallos conduce a una disminución en el tamaño promedio de los tubérculos.
Tasa de multiplicación: Es el rendimiento en tubérculos utilizables obtenido de un tubérculo semilla en una sola temporada del cultivo. Cuando se incrementa la densidad de tallos disminuye la cantidad de tubérculos producidos por un tubérculo que equivale la reducción de la tasa de multiplicación.
Variedad: Algunas variedades emiten un mayor número de brotes debido a que poseen poca dominancia apical. 

Tratamiento de la semilla: El manejo del tubérculo antes de la siembra afecta el número de brotes. Esto incluye el almacenamiento, desbrotamiento, corte o fraccionamiento de la semilla y prebrotamiento. Las condiciones de almacena miento que facilitan la dominancia apical disminuyen el número de brotes. El desbrotamiento y corte de tubérculos vigorosos a menudo incrementan el número de brotes. El prebrotamiento bajo luz difusa favorece la formación de brotes cortos y vigorosos, lo que reduce el daño al momento de la siembra.

Edad fisiológica de la semilla: El estado fisiológico óptimo de la semilla permite la formación de varios brotes e incluso la ramificación de los brotes. Si la semilla es demasiado joven desarrollará un solo brote y si es demasiado vieja formará brotes muy débiles. 
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Micropropagación es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos utilizados para multiplicar plantas asexualmente en forma rápida, eficiente y en grandes cantidades.[] La micropropagación se utiliza para multiplicar o propagar plantas nuevas, tales como aquellas creadas por ingeniería genética, mutagénesis o mejoramiento genético. Se utiliza también la micropropagación para obtener plantas libres de enfermedades (tales como virosis) u obtener grandes cantidades de plantas que no se propagan eficientemente.

En la micropropagación, a partir de un fragmento (explante) de una planta seleccionada (llamada planta madre), se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. El explante más usado para los procesos de propagación in vitro son las yemas vegetativas de las plantas. Los frascos que contienen las plantas se ubican en estanterías con luz artificial dentro de la cámara de crecimiento, donde se fija la temperatura en valores que oscilan entre los 21 y 23°C, además de controlar la cantidad de horas de luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de una mezcla de sales minerales, vitaminas y reguladores de crecimiento, azúcar, agua y agar. La composición del medio depende de la especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagación.

Las primeras experiencias relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales se remontan a 1902, pero recién en 1922 se logró el primer experimento exitoso: la germinación in vitro de semillas de orquídeas.

Luego de la germinación, las plántulas obtenidas se transfirieron a un medio de cultivo en condiciones asépticas, y así se mantuvieron protegidas del ataque de patógenos (hongos, virus y bacterias).

Hoy esta técnica tiene numerosas aplicaciones, algunas de ellas se ilustran en la Figura 1:
· Propagación masiva de plantas, especialmente para especies de difícil propagación por otros métodos, o en vías de extinción;

· Clonación de individuos de características agronómicas muy deseables durante todo el año;

· Obtención de plantas libres de virus;

· Producción de semillas sintéticas;

· Conservación de germoplasma (conjunto de individuos que representan la variabilidad genética de una población vegetal);

· Obtención de metabolitos secundarios;

· Producción de nuevos híbridos;

· Mejora genética de plantas (incluyendo obtención de plantas transgénicas);

· Germinación de semillas;

· Producción de haploides;

· Estudios fisiológicos diversos;

Dentro del proceso de micropropagación o cultivo de tejidos se pueden diferenciar varias fases o etapas:

1: Desinfección de las yemas de la planta y/o desinfección de semillas 

2: Introducción del material seleccionado in vitro 

3: Multiplicación de brotes 

4: Enraizamiento 

5: Aclimatación 

Esta secuencia de etapas abarca el ciclo completo de la multiplicación de plantas in vitro y puede ser aplicada a diferentes especies vegetales.

Preparación de la planta madre 

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantos con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantos es recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donante de yemas, durante un período de tiempo que puede oscilar entre unas semanas o varios meses en un invernadero bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones sanitarias óptimas y con un control de la nutrición y riego adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.[2]
Desinfección del material vegetal 

Una vez elegida la planta madre, se extraerán los fragmentos a partir de los cuales se obtendrán los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raíces o semillas. Antes de extraer los explantes se hará una desinfección de los fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes más comunes son los hongos y las bacterias que habitan en forma natural en el ambiente. Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia. A efectos de obtener tales condiciones, se trabaja en cabinas de flujo laminar para extraer los explantos a partir del material vegetal. Estos explantes se introducirán en un tubo de cultivo conteniendo medio de cultivo para poder controlar la sanidad y la viabilidad, luego de realizar la desinfección del material con hipoclorito de sodio (agua clorada comercial), pura o diluída durante un período de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4 enjuagues en agua esterilizada.

Introducción del material in vitro 

Luego de la desinfección superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un período de una semana o quince días, comienza el proceso de germinación o regeneración de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

Multiplicación de los brotes 

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron las fases anteriores originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollará luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo. Periódicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la cámara de flujo laminar o en un lugar aislado que nos permita mantener las condiciones de asepsia. De esta forma aumenta el número de plantas en cada repique o división de las plantas. El número de plantas que se obtiene dependerá de la especie vegetal y de las condiciones del medio de cultivo. El número de plantas que se obtiene por la vía de la micropropagación permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados.

Elección de un medio de enraizamiento de los explantes 

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plántulas individuales de un tamaño aproximado de 2 cm. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicación se transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo de las auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raíces en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto el proceso de multiplicación y enraizamiento transcurren en forma simultánea.

Aclimatación de los explantes enraizados 

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso depende de la aclimatación. En esta etapa las plantas sufrirán cambios de diferente tipo que permitirán la adaptación de las mismas a vivir en condiciones naturales. En el momento en que se extraen los explantes o plántulas enraizados de los frascos, están poco adaptados a crecer en un invernáculo, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas (estructuras responsables de regular la transpiración y pérdida de agua en la planta) que no son completamente funcionales frente a descensos de la humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para evitar la desecación del explante. Por otra parte, crecer en ambientes tan húmedos también suele implicar la falta de una cutícula con cera bien desarrollada, que representa la barrera física para evitar la perdida de agua a lo largo de toda la superficie de la planta. Los explantes enraizados, deben ser aclimatados a las condiciones de humedad del invernadero disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando progresivamente la intensidad de luz. Estos explantes se plantarán en contenedores (almacigueras) cubiertos por un plástico, para mantener la humedad relativa elevada. La elección de un sustrato con buenas características físicas, es clave para el éxito de esta etapa. Para el trasplante, elegimos un sustrato suelto, poroso, con mezcla de arena turba, cáscara de arroz quemado, para permitir un desarrollo y crecimiento de raíces muy rápido. Las mezclas son diferentes y muy variadas de acuerdo a la especie con la que estamos trabajando. Luego de retirar cuidadosamente el agar de las raíces para evitar dañarlas, los explantes se enjuagan y se colocan en almacigueras con la mezcla de sustratos seleccionada y cubiertos con nylon. Todos los días se debe controlar el nivel de humedad en las almacigueras. Si es necesario, se aplica un riego con una pulverizadora manual, para mantener un ambiente húmedo a nivel del sustrato. A los 15 días del trasplante, se puede comenzar a levantar la cobertura de nylon en las horas de menor calor (temprano en la mañana o en la última hora de la tarde). Al comienzo las plantas se dejan media hora por día destapadas. A la semana siguiente se dejan destapadas durante una hora. Al mes del trasplante, se dejan tapadas durante la noche y si hay crecimiento de nuevas hojas, las plantas pueden permanecer destapadas. Las condiciones del cultivo in vitro, generan cambios en algunos aspectos anatómicos y fisiológicos de las plantas, por esta causa, durante la aclimatación, los cambios deben ser muy graduales, para minimizar el estrés y tener mayor tasa de sobrevivencia.

Las bases biológicas del cultivo de tejidos: la totipotencialidad celular.

La reproducción asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que, en general, varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para permitir el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie ningún tipo de fusión de células sexuales o gametos. Esta capacidad se denomina totipotencialidad celular, y es característica de un grupo de células vegetales conocidas como células meristemáticas, presentes en los distintos órganos de la planta. La potencialidad de una célula diferenciada (una célula de conducción, epidérmica, etc.) para generar tejidos nuevos y eventualmente un organismo completo, disminuye con el grado de diferenciación alcanzado por esa célula, pero puede revertirse parcial o completamente según las condiciones de cultivo a las que se la someta. 

Reposo de las yemas. Sustancia inhibitorias del crecimiento. Factores que interrumpen el reposo. Reposo de yemas como base de la conservación de bulbos y tubérculos. Factores que influyen en la conservación.
REPOSO GEMULAR

Las yemas de gran parte de las especies leñosas de las zonas templadas pasan durante su ciclo anual un período de reposo. Este fenómeno está asociado con la supervivencia de la especie, es decir, gracias a que los ápices vegetativos reposan durante los meses del invierno, permite que los ápices florales, que se diferencian durante la estación de crecimiento, queden protegidos hasta la primavera siguiente.
Las yemas de determinadas plantas como las caducifolias, entran en reposo con la llegada del invierno, lo cual coincide con la caída de sus hojas. La planta queda desnuda hasta la primavera, en que el aumento de las temperaturas y de la duración de los días produce la brotación de hojas y yemas. Otro tanto sucede con tubérculos y tallos subterráneos como la papa y la cebolla.

Sustancia inhibitorias del crecimiento

Sustancia del metabolismo vegetal que inhibe o retrasa el crecimiento de las plantas. En general los inhibidores naturales son derivados de las lactonas o sustancias orgánicas aromáticas. 
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Dentro de las sutancias arómaticas se encuentran:  FENOLICOS: Flavonoides (naringerina, quercetina) Ácidos Benzoicos (ácido gálico, siquímico y cafeico), Cofactores de la oxidasa del AIA (Ferúlico y cumárico) o  DIFENÓLICOS (ácido clorogenico) .

Los derivados de las lactonas son cumarina, escopoletina, aesculina, anemonina, juglona, umbeliferona

Se encuentran en todos los órganos de la planta: en tallos  el inhibidor Beta (ac. abscisico y otros inhibidores), en yemas el  ABA  y  en frutos ácido cumárico, cafeico, etc. Se los puede encontrar como ácidos  libres o como esteres glúsidicos o glucósidos

Mecanismo de acción: 
ABA: actúa sobre la síntesis de enzimas y sobre la acción de las giberelinas 
Inhibidores: actúan  sobre las enzimas en forma directa, los fenoles actúan sobre la AIA oxidasa y  por consecuencia en la concentración de AIA, las cumarinas actúan sobre la oxidación del AIA y los flavonoides también sobre la AIA oxidasa y la producción de ATP en las mitocondrias.

Procesos que inhiben: germinación de semillas o brotación de yemas

Factores que interrumpen el reposo
Los factores que actúan en el cese del reposo son la temperatura y el fotoperíodo. Aunque no debemos olvidarnos del papel que tienen las hormonas, aspecto que trataremos posteriormente.

· Temperatura: Muchas especies leñosas necesitan estar expuestas a un período de frío durante el invierno antes de que las yemas despierten del estado de latencia. La latencia disminuye a medida que finaliza el período invernal. Las temperaturas más efectivas para vencer la latencia son entre 0-5ºC y los períodos de frío pueden variar entre 11-42 días, aproximadamente. Las yemas no reanudan el crecimiento inmediatamente, sino que permanecen en estado de post-latencia hasta que la temperatura aumente y se den las condiciones más templadas  para el crecimiento y desarrollo de los nuevos brotes.

· Fotoperíodo: Dado que las plantas responden al fotoperíodo, las condiciones de día largo o iluminación continua pueden provocar el cese de la latencia; incluso en plantas que no han pasado por un período de frío. Las plantas responden al fotoperíodo aunque no tengan hojas, por lo tanto, parece lógico pensar que son las escamas que recubren las yemas las que perciben el estímulo.

INTERRUPCIÓN DEL REPOSO GEMULAR

Se basa en la  aplicación de productos de naturaleza hormonal y estimuladores de la actividad respiratoria como giberelinas, thiourea y etilenclorhidrina.
Reposo de yemas como base de la conservación de bulbos y tubérculos. Factores que influyen en la conservación.

Las plantas han resuelto de maneras muy diversas el problema de la supervivencia durante épocas adversas, como son los inviernos muy fríos y los veranos excesivamente cálidos y secos. Así, las especies anuales completan su ciclo durante las estaciones favorables y transcurren como semillas las épocas desfavorables para el crecimiento. Las plantas bulbosas, en cambio, han desarrollado órganos subterráneos de reserva que les permiten sobrevivir durante las estaciones desfavorables en estado de reposo y reiniciar el crecimiento cuando las condiciones ambientales vuelven a ser favorables.

Muchas plantas bulbosas habitan comunidades adaptadas a incendios recurrentes durante la estación seca. En esos períodos, las plantas bulbosas se hallan en reposo y de ese modo sobreviven al calor del fuego. Cuando las primeras lluvias caen, los bulbos, cormos y rizomas comienzan a brotar rápidamente, iniciando un nuevo período de crecimiento y desarrollo sostenido por las reservas acumuladas en sus tejidos durante la estación previa. 

En biología, un rizoma es un tallo subterráneo con varias yemas que crece de forma horizontal emitiendo raíces y brotes herbáceos de sus nódulos. Es un sistema de reproducción vegetativa común a muchas plantas, como Achimenes, Canna, Zantedeschia, lirio y jenjibre (Zingiber). Los rizomas se pueden dividir en trozos que contengan una yema al menos cada uno y plantar por separado. Las plantas con rizomas son perennes, pierden sus partes aéreas en climas fríos conservando tan sólo el órgano subterráneo que almacena los nutrientes para la temporada siguiente.
Los bulbos, al igual que los rizomas, cormos y tubérculos, son órganos subterráneos de almacenamiento de nutrientes. Las plantas que poseen este tipo de estructuras se denominan colectivamente plantas bulbosas.

Los principales factores que influyen en la conservación de bulbos y tubérculos son:

Fotoperíodo: En general se acepta que los días largos influyen negattivamente mientras que los días cortos la favorecen. Probablemente esto está relacionado con el tipo de fitohormonas que se produce en ambas condiciones y con las temperaturas.

Termoperíodo: Es un factor decisivo. Las bajas T, y sobre todo durante la noche, favorecen el proceso, mientras que un régimen de altas T estimula el crecimiento de las partes aéreas.

Tubérculo madre: La edad del tubérculo madre (material de plantación) y su conservación son determinante. Es preciso recordar que para que ocurra una adecuada tuberización la planta debe alcanzar una madurez fisiológica y que el follaje es la fábrica donde se producen las sustancias que se almacenan en el tubérculo.

Elementos minerales y agua: La fertilización y el riego son importantes para que la planta esté bien nutrida  y desarrolle su follaje durante el período de gran crecimiento vegetativo. Sin embargo, cuando comienza el período de tuberización, la aplicación de riegos y fertilizantes (sobre todo nitrogenados) favorece el desarrollo de las partes aéreas en detrimento del tubérculo.

Interrelación de los factores:

Un tubérculo madre bien desarrollado, incubado durante varios meses a bajas T, que se planta en un terreno rico en nutrientes, se fertiliza y riega adecuadamente, dará una planta desarrollada, de buen follaje. Cuando llegue el período frío, con días cortos y noches con T bajas, se producirá en la planta la suficiente cantidad de abscisina para detener el crecimiento del follaje e inducir la tuberización. Una fertilización nitrogenada y riegos en este período favorecerán la formación de giberelina (sobretodo en condiciones de DL) con el consiguiente crecimiento del follaje a expensas de las sustancias que irían al tubérculo. 

Resumen Parcial

Micropropagación es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos utilizados para multiplicar plantas asexualmente en forma rápida, eficiente y en grandes cantidades.[] La micropropagación se utiliza para multiplicar o propagar plantas nuevas, tales como aquellas creadas por ingeniería genética, mutagénesis o mejoramiento genético. Se utiliza también la micropropagación para obtener plantas libres de enfermedades (tales como virosis) u obtener grandes cantidades de plantas que no se propagan eficientemente.

En la micropropagación, a partir de un fragmento (explante) de una planta seleccionada (llamada planta madre), se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. El explante más usado para los procesos de propagación in vitro son las yemas vegetativas de las plantas.

Las primeras experiencias relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales se remontan a 1902, pero recién en 1922 se logró el primer experimento exitoso: la germinación in vitro de semillas de orquídeas.

Dentro del proceso de micropropagación o cultivo de tejidos se pueden diferenciar varias fases o etapas:

1: Desinfección de las yemas de la planta y/o desinfección de semillas 

2: Introducción del material seleccionado in vitro 

3: Multiplicación de brotes 

4: Enraizamiento 

5: Aclimatación

La reproducción asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que, en general, varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para permitir el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie ningún tipo de fusión de células sexuales o gametos. Esta capacidad se denomina totipotencialidad celular, y es característica de un grupo de células vegetales conocidas como células meristemáticas, presentes en los distintos órganos de la planta.

Reposo seminal

En general, las semillas conservadas bajo un régimen de seco y T frescas no germinan, pero cuando se les crean condiciones la humedad y la T lo hacen. Esto no es un reposo verdadero son la ausencia de un elemento necesario para la germinación.

En cambio, se dice que existe un reposo o letargo seminal cuando las semillas no germinan cuando las condiciones son adecuadas.

CAUSAS DEL REPOSO SEMINAL

	· Cubierta seminal dura
	· Postmaduración

	· Cubierta seminal impermeable al O2
	· Exigencias de luz

	· Cubierta seminal impermeable al H2O
	· Exigencias de temperatura

	· Embrión inmaduro o rudimentario
	· Presencia de inhibidores de la germinación


La cubierta seminal juega un papel importante, pues si esta es impermeable al agua y al oxígeno no permitirá que existan las condiciones para la germinación. A veces la cubierta no es impermeable pero es tan dura que el embrión no puede romperla.

En algunos casos el embrión requiere de un desarrollo posterior porque no está maduro en el momento en que la semilla se desprende del fruto.

En otros embriones que sí están desarrollados hace falta un período posterior, generalmente a bajas T, para que puedan germinar (POSTMADURACION).

Existen semillas que necesitan cierta estimulación con luz para que puedan germinar, mientras que otras no lo hacen si no están en la oscuridad, y otras son indiferentes.

Un tratamiento con bajas T puede estimular la germinación de plantas como la lechuga.

Por último, inhibidores metabólicos como la abscisina, el amoníaco y las cumarinas producen también el reposo.

FORMAS DE INTERRUMPIR EL REPOSO SEMINAL

1. Escarificación: Se usa para cubiertas seminales duras y puede hacerse por métodos físicos o químicos.

Físicos: Golpeaduras, raspado o inmersión en H2O hirviente, que reblandecen o rajan las cubiertas.

Químicos: Tratamiento con solventes como el H2SO4, acetona, alcoholes.  

2. Estratificación: Se emplea para semillas que exigen bajas T o requieren de la postmaduración. Estas semillas generalmente son de especies de países fríos, que si germinaran inmediatamente morirían las plantas. Normalmente lo que se hace es poner las semillas en frío. La T y el tiempo dependen de la especie pero en general es de 0 a 100 C (refrigeración).

3. Tratamiento luminoso: Se aplica luz roja (660 nm) a T bajas en buena hidratación

4. Tratamiento químico: Se tratan con compuestos, en su mayoría hormonales, que favorecen los procesos metabólicos como las giberelinas, etileno, kinetina y otros como la tihourea y el KNO3.

5. Lavado de la semilla: En una buena parte los inhibidores de la germinación son hidrosolubles, por lo que un lavado abundante de la semilla con H2O puede favorecer la germinación.
REPOSO GEMULAR

Las yemas de gran parte de las especies leñosas de las zonas templadas pasan durante su ciclo anual un período de reposo. Este fenómeno está asociado con la supervivencia de la especie, es decir, gracias a que los ápices vegetativos reposan durante los meses del invierno, permite que los ápices florales, que se diferencian durante la estación de crecimiento, queden protegidos hasta la primavera siguiente.
Causas

· Fotoperiodicidad

· Proporción entre la giberelina y la antesina

Ambas  causas están muy relacionadas. Los días largos favorecen la formación de giberelina y los DC la reducen; lo contrario ocurre con el ácido abscísico.  

La llegada del invierno con sus días cortos y bajas T, produce una acumulación de ABA que favorece la caída de hojas y frutos y la reducción del crecimiento, con lo que las yemas (y toda la planta) entran en letargo. La primavera con sus mayores T y días largos favorece la producción de giberelina y la ruptura del reposo.

INTERRUPCIÓN DEL REPOSO GEMULAR

Se basa en la  aplicación de productos de naturaleza hormonal y estimuladores de la actividad respiratoria como giberelinas, thiourea y etilenclorhidrina.

MISIÓN BIOLÓGICA DEL REPOSO

El reposo de semillas y yemas es un resultado de la adaptación de las plantas al ambiente. 

Una semilla o yema que germinara o brotara en las rigurosas condiciones del desierto o la nieve daría lugar a una planta que no podría sostenerse y moriría. Por eso en las plantas han evolucionado mecanismos que impiden que semillas y yemas produzcan plantas si las condiciones no están creadas para su posterior crecimiento y desarrollo.

Por ejemplo, los inhibidores que existen en las semillas de muchas plantas desérticas son hidrosolubles, pero no se disuelven con una ligera llovizna, sino con un buen aguacero. Así, la cantidad de agua que puede disolver los inhibidores y provocar la germinación es la que la planta necesita para crecer y desarrollarse.

Para que las yemas en letargo de muchas especies broten, es preciso que estén durante  un determinado tiempo a bajas T. Si esto no fuera así, una ligera elevación de la T permitiría la brotación ¿y si luego viene una nevada? El propio invierno se ha convertido de esa manera en el mecanismo regulador para que las yemas sigan vivas, en estado latente, hasta que la T suba de manera permanente.

IMPORTANCIA ECONÓMICA DEL REPOSO

El hombre, aprovechando los conocimientos que posee del letargo seminal y gemular, puede utilizarlos en la conservación de granos y tubérculos como cereales, papa, cebolla, etc.

Los conocimientos sobre la interrupción del  reposo permiten, por ejemplo, que la aplicación de giberelinas o thiourea a tubérculos de papa recién cosechados los haga utilizables como semilla inmediatamente, con lo que pueden lograrse dos cosechas en vez de una (siempre que las condiciones ambientales lo permitan). 

                            Una desventaja importante del reposo es el caso de las semillas de las plantas indeseables o malezas. El letargo no ocurre en todas las especies por igual, y sus condiciones de germinación no son iguales, lo que dificulta su control.

Conclusiones
La maduración es un proceso que requiere un gasto de energía metabolica y puedes estar regulada por la abscisión o caída del fruto, la emanación del etileno y el incremento de sustratos respiratorios que conducen en muchos frutos al punto climatérico, máximo valor de la respiración y momento que señala el final de la maduración.
Existen dos métodos para propagarlas plantas: la multiplicación por semilla o gámíca y la multiplicación vegetativa o agámíca. La primera es la reproducción sexual originada por la unión de dos células: una masculina, y una femenina y la segunda es la que se emplea con más frecuencia para la multiplicación de las plantas bulbosas, mediante el cual se obtienen, individuos idénticos, incluso desde el punto de vista genético, a la planta madre.

La tuberización son tallos subterráneos que crecen en posición más o menos horizontal y que en un momento dado su extremo comienza a hincharse inmediatamente después de una curvatura, para formar el tubérculo.

La Micropropagación es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos utilizados para multiplicar plantas asexualmente en forma rápida, eficiente y en grandes cantidades.[] Las primeras experiencias relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales se remontan a 1902, pero recién en 1922 se logró el primer experimento exitoso: la germinación in vitro de semillas de orquídeas.

La reproducción asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que, en general, varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para permitir el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie ningún tipo de fusión de células sexuales o gametos. Esta capacidad se denomina totipotencialidad celular, y es característica de un grupo de células vegetales conocidas como células meristemáticas, presentes en los distintos órganos de la planta.

En general, las semillas conservadas bajo un régimen de seco y T frescas no germinan, pero cuando se les crean condiciones la humedad y la T lo hacen. Esto no es un reposo verdadero son la ausencia de un elemento necesario para la germinación. En cambio, se dice que existe un reposo o letargo seminal cuando las semillas no germinan cuando las condiciones son adecuadas.
En las yemas el reposo ocurre regularmente por la presencia de compuestos inhibidores intrínsecos, formados como respuesta a la actuación de factores externos.
El hombre ha aprendido a provocar e interrumpir el reposo a voluntad, basándose en el conocimiento de las causas que lo provocan lo que le permite manejar este fenómeno en dependencia de sus necesidades individuales y sociales.
Palabras clave en inglés

· Ripening

· Fruits

· Climateric point

· Postharvest

· Maturity

· Storage

· Tuberization
· Vegetative multiplication

· Micropropagation
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