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REVISION

Contribucion de la floracion in vitro
al conocimiento del desarrollo
reproductivo en plantas superiores

R. Tizio

RESUMEN

El estudio de la floracién in vitro tiende a precisar ciertos mecanismos invo-
lucrados en la Fisiologfa del Desarrollo Reproductivo, en particular los rela-
tivos a vernalizacién y fotoperiodismo. No obstante, debe tenerse en cuenta
que la metodologfa utilizada in vitro implica, por escisién de érganos o sus
partes previa al cultivo, la ruptura de fenémenos de correlacién a nivel de
planta in vivo, que pueden influir en la manifestacién cuali y cuantitativa de
la floracién. El andlisis del comportamiento in vitro de plantas a dia corto
(PDC) y largo (PDL), con o sin requerimientos de vernalizacién, y el de algu-
nas plantas indiferentes (Pl) permiten arribar a las siguientes conclusiones
generales: a) Las exigencias de vernalizacién y fotoperiodismo son idénti-
cas a las requeridas por la planta in vivo; b) En las mismas categorlas, espe-
cies con aparente preexistencia de potencial de floracién a nivel de 4dpices
caulinares; inhibicion por presencia de tejidos u 6rganos acomparantes; po-
sibilidad de floracién bajo periodos no inductivos in vitro; ¢c) Capacidad de
yemas neoformadas en la captacién del estimulo de floracién; d) Frecuencia
de la reversién o pérdida de la induccién floral in vitro; e) Inhibicién de la flo-
racién in vitro por accién auxinica; f) Rol esencial de los azdcares in vitro; g)
Probables diferericias de los mecanismos de vernalizacién in vitro e in vivo;
h) Posibilidades de mejoramiento genético continuo por floracién y fructifi-
cacién in vitro.

Palabras clave: Plantas de dia largo (PDL); de dia corto (PDC); plantas indifer-
entes (Pl); vernalizacién; fotoperiodismo; induccién floral.
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ABSTRACT

In vitro flowering studies can contribute to the understanding of some of the
mechanisms involvad in reproductive devslopment, in particular those rela-
ted to vernalization and photoperiodisin, H fowever, on account of the excision
of plant parts, In vitro studies imply the rupture of correlation phenomena,
which can influence the expression of flowering.

The following general conclusions can be drawn from the analysis of the in
vitro behavior of short and long day plants, either with or without vernaliza-
tion requirements, and of some photoperiodically indifferent plants: a) pho-
loperind and vernalizalion requirements of explants are identical to those of
plants in vivo, b) in some cases, flowering in vitro can be achieved under non-
inductive photoperiods, c) buds developed in vitro are capable of sensing
the floral stimuli, d) there is frequent loss of floral induction in vitro, e) auxins
inhihit flowering in vitro, {) sugars play an essential role in in vitro flowering,
g) probable differences on vernalization mechanisms in vitro and in vivo con-
ditions; h) possibilities of continuous genstic improvement from in vitro flow-
ering and fruiting.

Ricardo M. Tizio, Cdtedra de Fisiologla Vegetal. Fac. de Ccias. Agrarias. Univ.
Nac. de Cuyo. (5505) Chacras de Coria, Mendoza. R.A.
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La mayoria de los trabajos relacionados con el
estudio de la floracién in vitro fueron desarrolla-
dos con el objeto de precisar algunos aspectos
de la Fisiologia del Desarrolio Reproductivo, en
particular los relativos a los procesos de vernali-
zacion y requerimientos fotoperiddicos sobre ex-
plantos de diverso origen (apices caulinares; sec-
ciones de tallos con o sin yemas axilares;
secciones de cotiledones; de hojas, etc.) de plan-
tas superior.es.

Escasos intentos se han realizado a fin de lo-
grar fructificacion y desarrollo seminal in vitro, en
particular en especies y cultivares normalmente
propagados por via agamica. Ello con el objeto
de explorar la posibilidad de adquirir nuevos ca-
racteres genéticos que por via agamica muy ra-
ramente se logran.

Es necesario tener en cuenta y acentuar énfa-
sis en el sentido que el estudio de |a fisiologia de
la floracién in vitro implica la ruptura de una serie
de fenébmenos de correlacion—por efecto de esci-
sién de 6rganos o sus partes previa al cultivo-
que en la planta entera pueden tener importancia
gravitante en la manifestacion cuali y cuantitati-
va del fenémeno.

No obstante ello, la mayoria de los autores con-
sidera que los estudios in vitro pueden contribuir
a una mejor comprension de los requerimientos
de vernalizacion y fotoperiédicos y sus mutuas in-
teracciones, que muchas especies experimentan
en pos de lograr un desarrollo reproductivo nor-
mal de la especie.

La exposicién que sigue abarcard el andlisis
del comportamiento in vitro de plantas de dia cor-
to (PDC) y largo (PDL), con o sin requerimientos
cuali o cuantitativos de vernalizacién, y de algu-
nas plantas indiferentes (P1).

Por tltimo, en algunos casos se analizaran in
vitro factores que impiden o interrumpen floracion
normal a nivel de la planta in vivo, anulando la po-
sibilidad de obtener descendencia por via sexual.
Asimismo, se daran algunos ejemplos de flora-
cioén y fructificacion in vitro de especies lefiosas.

El presente anélisis de la fisiologia de la flora-
cidn in vitro no pretende ser exhaustivo; sélo se
analizar&n casos puntuales que pueden contri-
buir a una mejor comprension de los problemas
planteados.

A - PDC cualitativas

— Perilla frutescens (Raghavan y Jacobs,
1961; Raghavan, 1961; Jacobs et al, 1965).

P. frutescens es una especie de exigencia cua-
litativa de dia corto (DC) para florecer. La inciden-
cia de 17 ciclos fotoperiédicos inducen floracion,
aunque "a posteriori” la planta se exponga a di-

_as largos (posefecto fotoperiédico).

Yemas apicales acompafiadas de dos pares
de hojas no desplegadas manifiestan in vitrola
misma exigencia fotoperitdica requerida por la
planta in vivo. No obstante, yemas desprovistas
de hojas y colocadas bajo fotoperiodos largos,
generan plantulas que llegan a florecer bajo esas
condiciones. La presencia de s6lo un primordio
foliar conduce a la formacién de “floroides” (flo-
rets), caracterizados por estructuras sélo confor-
madas por rudimentos de caliz y corola.

El comportamiento descripto supone conside-
rar al 4pice como munido de capacidad poten-
cial de floracién, cuya manifestacién seria inhibi-
da bajo dfas largos (DL) por algun factor o
factores suministrados por las hojas bajo aquella
condicion.

Por otra parte, los hechos expuestos conduje-
ron a Jacobs y col. (1965) a cuestionar el carac-
ter general del concepto de “florigen” propuesto
por Lang (1952), basado en la sintesis de un com-
plejo de naturaleza presuntamente hormonal de
la floracién sintetizado por las hojas bajo condi-
ciones inductivas, el que luego es transportado
hacia el &pice caulinar determinando el cambio
de meristema vegetativo a reproductivo.

En una serie de experiencias con la misma es-
pecie, Raghavan (1961) demostré la accién inhi-
bidora del acido indol-3-acético (AlA) sobre la
floracion de apices cultivados in vitro bajo con-
diciones de DC (8 hs). Asimismo, demostro ine-
ficacia de la accién auxinica una vez completa-
da la induccién fotoperiédica, atin bajo DL (16hs)
y altas concentracionies del regulador de creci-
miento. Sin embargo, a bajas concentraciones
de AIA (10~7y 10~ 8 M) constaté, bajo condicio-
nes inductivas de DC (10 hs), una transicion gra-
dual hacia estructuras florales del tipo de “co-
nos” estériles constituldos por flésculos con céliz
bien desarrollado y l6bulos corolinos, desprovis-
tos de tejidos u 6rganos esporigenos.

El mismo compartamiento anterior bajo fotope-
rlodos largos (16 hs) se observd en apices acom-
pafiados por s6lo un par de hojas no desplega-
das, mientras que los acompaiiados por dos o
mas pares permanecieron vegetativos bajo la mis-
ma condicién fotoperiédica.

El comportamiento descripto induce a pensar
en un efecto inhibidor de tipo cuantitativo en re-
lacién a la conformaci6n de ciclos florales auxi-
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liares {céliz y corola), y de orden cualitativo para
los sexuales (androceo y gineceo), bajo condi-
ciones de DL.

Los hechos apuntados plantean el interrogan-
te de si la formacion de los ciclos florales auxilia-
res se encuentran, por lo menos en esta especis,
* bajo control de la induccidn fotoperiédica propia-
mente dicha, o si responden a un mecanismo
acompafante pero fisiolégicamente diferente.

Casos semejantes se observan en otras espe-
cies. Secciones de talios de Chrysanthemum
(PDC), cuyas yemas fueron previamente vernali-
zadas generan in vitroy bajo condiciones de DL,
inflorescencias en capitulo, cuyos receptéculos
aparecen “desnudos”, es decir, desprovistos de
flores (Schwabe, 1950).

El presunto efecto inhibidor de las hojas tam-
bién se manifiesta en otras especies de DC, co-
mo Chenopodium (De Fossard, 1966) y ciertos
cultivares de frutilla de DC (Thompson y Guttrid-
ge, 1960).

En Perilla nankinensis Chailajkhian y Butenko
(1959 a y b) demostraron que la adicién de ade-
nina o citocininas en el medio de cultivo posibili-
taron la floracién bajo condiciones no inductivas
de DL, siempre y cuando el medio contuviera con-
centraciones relativamente altas de aztcares. El
rol de estos compuestos resulté esencial cuando
P. nankinensis se cultivé a oscuridad continua. Es
probable que en este caso los azucares hayan re-
" emplazado el perlodo de alta intensidad lumfnica
(AIL) esencial para la posterior induccién de PDC.
En ciertos casos y bajo condiciones de oscuridad
continua (OC), aquel periodo puede ser reempla-
zado por azicares asperjados a la hoja de plan-
tas in vivo (Lona, 1948. cit. por Lang (1952).

Otras plantas de DC cualitativas se comportan
in vitro en forma semejante que las plantas in vivo.
Apices de Chrysanthemumy Pharbitis acompa-
fados de primordios foliares cultivados in vitro en
el medio de Heller desarrollaron primordios flora-
les entre la 3% y 42 semana de cultivo bajo condi-
ciones inductivas (10 hs.), con diferenciacién de
flores normales 15 dias después. En ambos ca-
sos, las yemas apicales se mantuvieron vegeta-
tivas bajo fotoperlodos largos (Harada, 1967).

B —~ Plantas de DC-DL.

— Cestrum dlurnum (Caplin y Griesel, 1967).

Se trata de una planta de exigencia DC-DL pa-
ra florecer, que no necesita pretratamiento de frio
como exige Chrysanthemum (Schwabe, 1950).

Explantos nodales compuestos por el épice,
. primera hoja y yema axilar florecen bajo DC con

presencia foliar. La Induccién tiene aln lugar con
s6lo 1/16 de 4rea foliar, hecho que demuestra que
la percepcién del estimulo de floracién ocurre en
la hoja. Esta presuncién se basa en el hecho que
su ausencia determina que las yemas se manten-
gan vegetativas bajo aquella condicion fotoperié-
dica. Ademas, el numero de flores aumenta pro-
porcionalmente con el de ciclos cortos,

C - Otras especles de DC.

~ Plumbago Indica (Nitsch y Nitsch, 1967).

Esta planta de DC cualitativa requiere un mini-
mo de 9 ciclos (9 hs.) para florecer. Secciones de
talios desprovistos de yemas axilares neoforman
yemas vegetativas en medios in vitro adicionados
con citocininas y AlA. Bajo condiciones de DL di-
chos 6rganos se mantienen como tales, pero una
vez expuestos durante 4 semanas a DC comien-
zan a neoformar primordios florales.

El comportamiento descripto induce a pensar
que en este caso, como en otros (Baldev, 1962),
las yemas actuan directamente como 6rganos ra-
ceptores del estimulo de floracién. La diferencia
en los tiempos minimos de exposicién a DC (7 ci-
clos a nivel de la planta in vivo y de 4 semanas in
vitro) podria deberse a la necesidad de adquirir
determinada condicién histomorfol6gica a nivel
de las yemas neoformadas para que comiencen
a ser capaces de percibir el estimulo fotoperi6di-
co.

Comportamiento semejante se ha observado
en Cuscuta (Baldev, 1962). Las yemas neoforma-
das in vitro parecen constituir centros de percep-
cién de DC para florecer.

En el caso anteriormente descripto de Plumba-
go (Nitsch y Nitsch, 1967), los azucares también
parecen jugar un rol para la percepcién del esti-
mulo. En presencia de bajas concentraciones
(0,35%), las yemas permanecen vegetativas ain
bajo DC. A medida que la concentraciéon en el me-
dio aumenta (de 1 a 3,5%), correlativamente se in-
crementa el nUmero de explantos portadores de
primordios florales. En este caso, como en los
apuntados para Chenopodiumy Perilla (Harada,
1967), los azGicares reemplazarian, a partir de cier-
to umbral, la necesidad de un perlodo previo de
AlL, indispensable para la posterior percepcion
del estimulo floral por parte de la planta in vivo.

-~ Cuscuta reflexa. (Baldev, 1962).

C. reflexa constituye un caso de PDC cualita-
tiva en extremo interesante pues se trata de una

planta parésita carente de clorofila y de hojas ver-
daderas.
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Se caracteriza por poseer haustorios que se
introducen en el liber de las plantas huésped. Una
de ellas es Tecoma grandis, PDL con la que no
ha podido demostrarse identidad y lrasporte mu-
tuo del hipotético “florigen”, ya que &l estado o in-
duccién de la floracion de una no se transmite a
larestante y viceversa.

Apices vegetativos de Cuscuta cultivados in
vitroy acomparfiados de pequerias escamas de
naturaleza foliar, requieren un minimo de 7 ciclos
inductivos (14 hs. de oscuridad y 10 de luz) para
iniciar floracion del 50% de los explantos, mien-
tras que con exposiciones de alrededor de 130
hs. de oscuridad todos ellos florecen.

Dadas las caracteristicas de la planta, no pa-
rece haber dudas que las yemas actian como 6r-
ganos receptores del estimulo floral, siempre y
cuando el medio contenga, como en otros casos,
relativas altas concentraciones de azicares (5%).

Resulta evidente que la necesidad de un primer
periodo de AlL (Borthwick y Parker, 1940) es, en e!
caso de Cuscuta, satisfecho por el aporte de azi-
cares por parte de las plantas que la hospedan.

D - PDL cuantitativas.

Trabajos realizados in vitro con secciones de
tallos floriferos de tabaco, tuvieron por objeto es-
tablecer la "nocion de estado inducido irreversi-
ble” (Chouard y Aghion, 1961; Aghion-Prat, 1965).
Utilizando Nicotiana tabacum var. Wisconsin 38
(P! con tendencia a PDL cuantitativa), los autores
determinaron la existencia de un gradiente axial
de predisposicion a la floracién, creciente hacia
los extremos apicales de los ejes floriferos.

El concepto ha sido reiteradamente objetado. Ex-
plantos de ejes floriferos de Nicotina tabacumvar.
Maryland Mammoth (PDC cualitativa) y de N. sylves-
tris (PDL), no neoformaron yemas floriferas bajo con-
diciones fotoperi¢dicas no inductivas (Aghion, 1962;
Margara, 1974). En ambos casos, las yemas desa-
rrollaron in vitro ejes caulinares vegetativos.

Comportamiento semejante muestran otras es-
pecies (Verbascum virgatum; Foeniculum vulga-
re; Isatis tinctoria; Streptocarpus nobilis; Nitsch,
1972). Ello demuestra que la nocién de "estado
inducido irreversible” en explantos de tallos flori-
feros no constituye una regla general sino una ex-
cepcion, limitada a ciertas especies.

E - PDL cualitativas, de exigencia
previa de vernalizacién,
1 ~ Plantas caulescentes.
— Lunaria annua (Pierik, 1966, 1990).

L. annua es una especie de requerimiento cua-
litativo de vernalizacién y DL para florecer.

Pierik demostré que secciones de peclolos y
nervaduras extraldas de hojas de plantas en esta-
do vegetativo eran capaces de regenerar yemas
a relativas altas temperaturas (26° C). Con trata-
mientos de frio durante 16 semanas y ulterior ex-
posicion a fotoperiodos largos, demostré que di-
chos explantos eran capaces de florecer en un 25%
de los casos. De los resultados obtenidos conclu-
y6 que aquéllos podian captar el estimulo de ver-
nalizacion sin previa diferenciacion de meristemas
primarios como érganos termoreceptores.

Las conclusiones del autor son susceptibles
de un andlisis critico, si se tiene en cuenta el ex-
tenso periodo (16 semanas) de exposicidén a frio
{5° C) durante el cual pueden haberse producido
procesos de dediferenciacién y divisiones celu-
lares previos a la neoformacion de yemas. Cabe
suponer, como ocurre en otras especies (Picard,
1968), que la percepcién del estimulo de verna-
lizacion por parte de Lunaria podria ocurrir en fa-
ses muy tempranas de la formacion de meriste-
mas primarios generadores de las yemas
neoformadas.

Debe tenerse en cuenta que la percepcion de
aquel estimulo ocurre, segin las especies invo-
lucradas, en diferentes estadios de diferencia-
cion histomorfolégica de las yemas sometidas a
frio (Picard, 1968).

2 —- Plantas en roseta.

— Cichorium intybus (Nitsch y Nitsch, 1964;
Paulet, 1965, Paulet y Nitsch 1965; Margara,
1965, 1974, 1988).

Achicoria es quizas la especie mejor estudia-
da en relacion a los requerimientos de frio y de
dias largos necesarios para florecer in vitro. In vi-
vo, es una planta bienal, de habito inicial en ro-
seta, poseedora de requerimientos cualitativos
de vernalizacién y DL para florecer (Hartman,
1956).

En achicoria la fase de vernalizacién puede ser
reemplazada por accién del 4cido giberélico
(AGj,) bajo temperaturas relativamente altas (Lo-
na, 1956).

El mismo estado pude también alcanzarse so-
metiendo las raices a temperaturas de 1a2°C
durante 3 0 4 meses de almacenaje. Plantadas a
principios de primavera generan plantas que en-
tallan, florecen y fructifican bajo los dias largos
del verano.

La condicién de planta vernalizada parece in-
volucrar a casi todos los érganos y tejidos de achi-
coria. Secciones de raices constituidas por pa-
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rénquima vascular, cambiumy liber, son capa-
ces de neoformar botones florales bajo fotoperi-
odos largos y relativas altas temperaturas (Nitsch
y Nitsch, 1964; Margara, 1985). Idéntico compor-
tamiento musestran explantos de hojas, a condi-
cidn que aquéllos se extraigan de plantas previa-
mente vernalizadas (Margara, 1965).

De todo lo expuesto Nitsch y Nitsch (1964) con-
cluyeron que las bajas temperaturas actuan so-
bre toda la planta orientando al metabolismo de
sus érganos hacia la floracién. En otras palabras,
la condicion de achicoria vernalizada también ra-
dicarfa en los tejidos de las hojas y raices de la
planta in vivo (Margara, 1965).

Sin embargo, cabria el mismo razonamiento
critico que el efectuado para Lunaria. Cabe la si-
guiente pregunta: en achicoria, jen qué medida
los meristemas generadores de nueve hojas y el
cambium de las raices almacenadas a frio no son
susceptibles de realizar divisiones celulares ca-
paces, per se, de captar el estimulo de vernaliza-
" ¢i6én y no hacerlo a nivel de tejidos definitivos?

Las exigencias de vernalizacién y DL in vitro
son idénticas a las requeridas por la planta in vivo.
S6lo son capaces de diferenciar primordios flo-
rales si previamente los explantos son vernaliza-
dos (si ain no lo estan), expuestos luego bajo fo-
toperiodos largos, cuyo umbral critico oscila
alrededor de las 14 hs. (Margara, 1988)

La fisiologla de la vernalizacién in vitro parece
diferir de la que controla el fenémeno in vivo. Ello
parece ser asl pues el AG3 es incapaz de reem-
plazar in vitro la necesidad de frio (Lona, 1956;
Margara, 1988).

Los explantos de raices venalizadas comien-
zan a formar primordios florales luego de 10 dias
de cultivo in vitro si se los expone a DL desde la
fecha de “siembra”. Achicoria puede perder la
aptitud para flarecer si durante ese periodo los
explantos se exponen a DC u OC. Las yemas ne-
oformadas se comportan como vegetativas y s6-
lo vuelven a ser capaces de florecer luego de ex-
posicion a frio (5° C) durante 6 a 8 semanas
seguida de fotoperiodos de 14 o més horas.

De ello se deduce que el efecto del DL sobre
la floracién in vitro se adquiere durante un brave
periodo, ubicado entre el 14° y 21° dia a partir de
la fecha de cultive. Durante los primeros 14 dlas
se diferencian las yemas, las que a partir de alli
demuestran ser aptas para la percepcién del es-
timulo fotoperiédico.

La presencia de auxinas en los medios de cul-
tivo de achicoria inhibe la floracién in vitro bajo

DL y aun durante perfodos relativamente breves
de accién del regulador (Paulet, 1965). Es proba-
ble que la hormona modifique de algun modo el
patrén de neoformacioén de las yemas, alterando
la capacidad de percepcién del estimulo fotope-
riodico.

Fenémenos de reversién del estado floral ocu-
rren con mucha mas frecuencia en explantos cul-
tivados in vitro que en las plantas in vivo (Marga-
ra, 1964). Secciones de tallos floriferos de tabaco;
apices caulinates de remolacha; fragmentos de
jovenes inflorescencias de puerro y capltulos de
crisantemo pueden manifestar reversién al esta-
do vegetativo en determinadas condiciones in
vitro. Ello parece sugerir que los 4pices de ejes
floriferos en crecimiento constituyen una fase tran-
sitoria de! desarrollo reproductivo, aiin no com-
prometida irreversiblemente en la via sexual (Mar-
gara, 1988).

La presencia de azicares en relativas altas
concentraciones en los medios de cultivos es
esencial e insustituible para la expresion floral in
vitro. Cabe preguntar si los mismos acttan sélo
como agentes tréficos o si tienen alguna partici-
pacién en el mecanismo de la floracién.

F — Otras PDL cualitativas.

-~ Baerla chrysostoma (Loc, 1946).

Esta especie posee un umbral de 15 hs. para
florecer. En regiones desérticas de California cum-
ple su ciclo en sélo 19 dias hasta floracién. No
obstante, si durante los primeros 40 dias de ciclo
vegetativo las plantas se mantienen a DC, ellas
pierden su condicién de PDL, transfoméandose en
P1 (Sivori y Went, 1944),

In vitro, las plantulas florecen y fructifican no
s6lo bajo DL sino también en DC, aunque alar-
gando el ciclo hasta floracion.

— Sinapis alba (Deltour, 1967).

S. alba es una PDL estricta que posee un um-
bral critico de 10 hs. Bajo DC no florece ni aun
después de 150 dfas de ciclo vegetativo.

Apices embrionarios cultivados in vitro gene-
ran plantulas a condicién que el medio contenga
4% de sacarosa. Bajo DL S. alba muestra 100%
de floracién en medios con diferentes concentra-
ciones de nitrégeno. Bajo DC florece aunque mas
tardiamente, aumentando el porcentaje de ex-
plantos florecidos a medida que la concentracién
de aquel nutriente disminuys.

De lo expuesto precedentemente, Deltour con-
cluye que la hip6tesis de Klebs, que postula que
la floracién es por lo general favorecida por una
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alta relacion C/N, parece util y aplicable para ex-
plicar los resultados obtenidos. Sin embargo, ello
no explica el hecho que bajo DC la planta no
musestre signos de floracién atin bajo un largo ci-
clo vegetativo. Quedaria por demostrar que en
condiciones in vivo, aumentos de la relacion C/N
son capaces de inducir floracion bajo esa condi-
cion fotoperiddica. La inhibicion del fenémeno en
aquellas condiciones parece obedecer a otros
factores, mas que la simple relaciéon cuantitativa
CIN.
~ Vicaria ssp.

La condicion de PDL estricta se manifiesta tam-
bién in vitro, siempre y cuando los 4pices sean
acomparnados por uno 0 mas pares de hojas. kEn
ausencia de estos 6rganos aquéllos llegan a ge-
nerar primordios de sépalos o con sépalos y pri-
mordios de pétalos, sin formacion de androceo y
gineceo.

El comportamiento de Vicaria es semejante al
de Cestrum diurnum, en el sentido que la presen-
cia de hojas es necesaria para la percepcion det
estimulo floral.

La formacién de esbozos de sépalos y pétalos
en ausencia de androceo y gineceo plantea nue-
vamente el interrogante de si la formacién de ci-
clos florales auxiliares forma parte de la induc-
ci6n floral propiamente dicha, o si obedece a
mecanismos conexaos, aungue de diferente natu-
raleza fisiolégica.

G - Plantas Indiferentes (PI)

— Hellanthus annuus (Herickson, 1954).

Las experiencias con girasol in vitro se efec-
tuaron cultivando épices de plantulas de 5 dias
de edad, acompafiados con fragmentos cotiledo-
nares de diferentes tamarios.

La fioracién se circunscribié a explantos acom-
paiiados con pequeiias piezas cotiledonares cul-
tivadas en presencia de sacarosa (2%), a inten-
sidades de luz mayores de 400 fc, bajo
fotoperiodos de 16 hs.

Explantos acompafiados con més de la mitad
de un cotiledén no florecieron aun bajo altas in-
tensidades de luz. Por otra parte, la formacién
temprana de raices inhibi6 floracién bajo cual-
quier condicién de cultivo y de configuracién de
los explantos.

En el caso descripto es imposible concluir que
la presencia de tejido cotiledones es o no un re-
quisito que regula floracion, ya que explantos sé-
lo conformados por la plumula no crecen en pre-

sencia de azucares ni a intensidades luminicas
superiores a 400 fc.

Aungue el mecanismo de la floracién en esta
especie in vitro resulta muy oscuro, lafuz de cier-
ta intensidad parece inactivar inhibidores de la
floracién de origen aparentemente cotiledonar,
siempre y cuando los cotiledones no sobrepasen
determinado volumen.

H —~ Induccién del desarrolio floral normal
en plantas de multiplicaclén agdmica.

Muy escasos trabajos se han realizado sobre
las condiciones fisiolégicas que regulan la flora-
cion o la transformacién de primordios florales en
flores adultas en ciertas especies que normalmen-
te se reproducen por via agamica.

Ciertos cultivares de ajo (Allium sativum L.) emi-
ten escapos florales portadores de primordios flo-
rales que terminan por abortar o llegar a formar
flores con anomalias morfol6gicas que impiden
la fecundacion o el desarrolio de semillas viables
(Itoh y Ogura, 1977; Kothari y Shah, 1974, Slima-
day Shozakis, 1954).

La inhibicién del desarrollo floral en ajo se ha
atribuido a fendmenos de competencia entre los
primordios florales y la diferenciacién de bulbi-
llos ubicados en el receptaculo del mismo esca-
po (Kouly Gobril, 1970)

Seciones de esos érganos cultivados in vitro en
el medio de White-Nitsch-Morel adicionado con
AG; 100 mg I~ emitieron, en un 25% de los casos
flores normales, fendmeno que se correlaciond con
la inhibicién del crecimiento de los bulbillos y su
transformacion, por accion de la giberelina, en 6r-
ganos foliosos, filiformes (Tizio, 1979).

A pesar de la emisién de flores de aspecto nor-
mal, estas no formaron semillas ni se observé pre-
sencia de rudimentos seminales en los ovarios.

Trabajos en curso de realizacion (Rigone y Ti-
zio, comunicacién personal) muestran profusa
fructificacién en el medio de White-Nitsch-Morel
modificado, en presencia de AG; 100 mg. 1~ .

I — Floracién y fructificacién in vitro
de especles lefiosas.

La bibliografia sobre el particular es hasta la
presente, casi inexistente.

Trabajos recientes muestran que ciertos culti-
vares de vid (Vitis vinifera, cv Pinot Blanco) son
capaces de florecer y fruclificar, aunque en muy
baja proporcién luego de cultivos reiterados y su-
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cesivos de estacas uninodales en el medio de
Galzy (1964) modificado (Martinez et al, 1989),

El fenémeno sélo ocurre cuando los explantos
uninodales mantienen la hoja axilar. Si se lograra
que tal comportamiento abarque otros cultivares,
se abrirfa una linea de trabajos de mejoramiento
genético que podrian realizarse en cualquier épo-
ca del afio y no s6lo durante los cortos periodos
- de floracién a campo.

CONCLUSIONES GENERALES

El analisis de los casos expuestos sobre la fi-
siologia de la floracién in vitro permite establecer
una serie de conclusiones acerca de las similitu-
des y diferencias que aquélla muestra en relacién
al mismo mecanismo in vivo.

Los comportamientos descriptos permiten arri-
bar a las siguientes conclusiones generales:

1 —Las exigencias fotoperiédicas y en algunos
casos de vernalizacién son idénticas a las
requeridas por las plantas in vivo; necesi-
dad de la existencia de hojas como 6rga-
nos receptores del estimulo fotoperiédico.
En PDC: Chrysanthemum, Pharbitis, Ces-
trum diurnum; en PDL: con exigencias de
vernalizacién: Lunaria annua; Cichorium
intybus, En PDL sin aquella exigencia: Ba-
eria chrysostoma; Vicaria sp.

2 — En otras especies de las mismas categori-
as fotoperiddicas, probable preexistencia
de potencial de floracion en meristemas
caulinares; inhibicién por accién de tejidos
u 6rganos acompanantes; floracién in vitro
bajo fotoperiodos que no son inductivos in
vivo: Perilla frutescens; Chenopodium sp.;
Beta vulgaris; Helianthus annuus.

3 — Captacion del estimulo fotoperiédico por
yemas neoformadas: Plumbago indica; Cus-
cuta reflexa.

4 - Frecuencia de la reversién o pérdida de la
induccion fotoperiédica y de vernalizacion
in vitro: Cichorium intybus; Beta vulgaris;
Verbascum sp. ; Foeniculum vulgare; Isatis
tinctoria; Streptocarpus nobilis,

5 — Inhibici6n de la floracién por accién auxi-
nica: Perilla frutescens; Lunaria annua.

6 — Rol esencial de los aztcares en los medios
de cultivo: Perilla frutescens; P. nankinen-
sis; Plumbago indica; Chenopodium sp; Si-
napis alba.

7 - Probables diferencias de los mecanismos
de vernalizacién in vitro e in vivo en relacion

ala accién reemplazante del AG,: Cicho-
rium intybus.

8 ~ Posibilidades de mejoramiento genético
continuo por floracién y fructificacion in vitro:
Allium sativum, Vitis vinifera.
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