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INTRODUCCION

I.1. EL OLIVO

El olivo (Olea europaea L.), pertenece a la familia Oleaceae, que comprende
especies de plantas distribuidas por las regiones tropicales y templadas del mundo. Hay
alrededor de 35 especies del género Olea, siendo O. europaea, la Gnica que posee fruto
comestible y que se destina tanto a la produccion de aceite como a la de aceituna de mesa.

Atendiendo a criterios morfologicos y de distribucion geografica, Green y Wickens
(1989), distinguieron cuatro subespecies: 1) O. europaea spp. europaea, en la zona
mediterranea; dentro de este grupo se encuentran los olivos cultivados (var. sativa) y los
acebuches u olivos silvestres (var. sylvestris); 11) O. europaea spp. laperrinei ( Batt. y Trab.)
Ciferri, en los macizos del Sahara; iii) O. europaea spp. cerasiformis (Webb. y Berth), en las
Islas Canarias y Madeira y iv) O. europaea spp. cuspidata ( Well. Ciferri) en Asia y el este
de Africa. Sin embargo, Civantos (2004) distingue una sola especie, O. europaea, con las
subespecies sativa y sylvestris que agrupan a los cultivares y a las formas silvestres,

respectivamente.

I.1.1. Origen, distribucion geografica y caracteristicas botanicas

El olivo tiene su origen en una region geografica que ocupa el sur del Caucaso,
Palestina, zona costera de Siria y altiplanicies de Iran, desde donde se extendi6é por todos los
paises de la cuenca mediterranea. A partir del siglo XV, con el descubrimiento de América
se expandié por América Latina y en la actualidad se cultiva también en China, Sudafrica,
Japon y Australia. Es una especie diploide (2n= 46) que, pese a su rusticidad, presenta una
serie de requisitos que limitan su 4rea de distribucion a zonas de clima mediterraneo, esto es,
latitudes de 30°- 40°, tanto del Hemisferio Norte como en el Sur; en este ultimo, esta

presente en latitudes mas tropicales con clima modificado por la altitud (Civantos, 2004).
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Rapoport (2004) sefiala que el olivo cultivado es un arbol de tamafio mediano, de
alrededor de 4-8 metros de altura, segn la variedad. Presenta un tronco grueso y la corteza
de color gris a verde grisdceo. Su copa es redondeada aunque puede estar modificada por las
labores de poda, necesarias en el mantenimiento de este cultivo, y también por las
condiciones agrondmicas y ambientales de su crecimiento. Presenta hojas simples, de forma
lanceolada con bordes enteros, que persisten 2 6 3 afios en el arbol. Las estructuras
reproductoras son inflorescencias paniculadas que se desarrollan en las axilas de las hojas, en
nudos del crecimiento vegetativo del afno previo a la floracion. El fruto, la aceituna, es una
drupa de forma elipsoidal a globosa y su tamafio depende del cultivar; presenta color verde
durante su desarrollo y negro cuando madura.

El olivo es un arbol que, en condiciones normales de crecimiento, presenta una fase
juvenil que puede durar mas de 10 afos (Rugini y Fedeli, 1990), aunque puede ser acortado a
3-4 afios con la aplicacion de determinadas técnicas, como el crecimiento forzado mediante
luz continua en invernadero climatizado (Clavero-Ramirez y Pliego-Alfaro, 1993) y sistemas
de riego, fertilizacion y poda en campo (Lavee y col., 1996; Moreno-Alias y col., 2010).

Ademas de la capacidad de fructificacion, existen una serie de caracteristicas
morfologicas que diferencian claramente la fase juvenil de la adulta, esto es, las hojas de los
individuos juveniles tienen forma redondeada-oval, los tallos presentan entrenudos cortos con
gran densidad de hojas, son poco lefiosos, con alto contenido en agua; por el contrario, las
hojas de los individuos adultos son mas alargadas, delgadas y duras, con una gruesa cuticula
en su cara superior; las ramas estan mas lignificadas y presentan entrenudos mas largos, con
lo cual la densidad foliar es menor; en esta fase, el grado de ramificacion de los arboles
disminuye pues muchas de las yemas laterales se diferencian para formar yemas florales

(Garcia y col., 2000D).

[4]



INTRODUCCION

I.1.2. Estado actual del cultivo en Espaia

Espana es el primer pais oleicola del mundo con una superficie cultivada de 2.500.000
Ha (FAOSTAT, 2013); la produccion media de aceite de oliva ha experimentado en los
ultimos afios un gran aumento (Figura 1); de la misma manera, es el primer exportador de
aceituna de mesa con cifras superiores a 400.000 Tm/ afio; un informe del COI (Consejo
Oleicola Internacional, 2012a) sefiala que, ademas de la importancia socioeconémica de los
productos oleicolas, los esfuerzos realizados en las ultimas décadas, sitian a Espafa en los
primeros puestos en cuanto a investigacion y desarrollo tecnolégico en este sector.

Las labores del cultivo generan al afio alrededor de 46 millones de jornadas de trabajo,
siendo una fuente de empleo de gran importancia, sobre todo en aquellas regiones donde
constituye un auténtico monocultivo; se estima que la produccion oleicola ha contribuido
con una media de 2,700 millones de euros (ventas de productos oleicolas mas ayudas de la
Unioén Europaea) al PIB agricola durante el periodo 1996/99 (informe COI, 2012a).

El cultivo del olivo en Espaiia destaca por su antigiiedad y su caracter tradicional, se
extiende por todo el territorio nacional salvo en las comunidades de Galicia, Asturias y
Cantabria (Civantos, 2004). Predomina el cultivo extensivo y de secano, aunque entre los
afios 1989 y 1999 pasé de representar el 5 % al 22 % de la superficie de regadio, debido a la

implantacion de explotaciones intensivas.
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Figura 1.- Evolucion de la produccion de aceite de oliva en la Unidon Europea y los
principales paises productores de Europa en el periodo 1990-2013. (Fuente COI, informe:
Noviembre 2013. http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-
figureslang=es ES (consultado el 26/11/2014)

El material vegetal cultivado en Espana incluye un gran nimero de variedades, todas
ellas muy antiguas y que presentan zonas de difusion restringidas a sus posibles lugares de
origen; en relacidon con sus caracteristicas productivas, el Ministerio de Agricultura ((1972),
citado por Civantos (2004)) dividi6 el territorio espafol en diez zonas olivareras que se

presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Zonas olivareras del territorio espafiol ((Ministerio de Agricultura (1972), en

Civantos (2004)).

Variedades

Localizacion

Denominaciones de

Origen

Picual Picual Jaén, Norte de Granada, Sierra de Segura, Sierra
Comarca de Bujalance Maégina, Sierra de
(Coérdoba) Cazorla, Montes de
Granada
Hojiblanco Hojiblanco, Picual, Cordoba (excepto Baena, Priego de

Carrasquena de
Coérdoba, Picudo,
Chorrto

Comarca de Bujalance y
La Carlota), Estepa
(Sevilla), Comarca de
Loja (Granada),
Comarca de Antequera
(Malaga)

Coérdoba

Andalucia Occidental

Lechin de Sevilla,
Hojiblanco, Verdial de
Huévar, Manzanilla

Cadiz, Huelva, Sevilla
( excepto Estepa),
Comarca La Carlota

Sierra de Cadiz

Serrana, (Coérdoba)
Manzanillo,Gordal
Sevillana
Andalucia Oriental Lechin de Granada, Almeria, Granada Poniente de Granada
Verdial de Vélez- (excepto comarca

Malaga, Alorea,
Picual de Almeria

Iznalloz), Malaga
(excepto Antequera)

Oeste Manzanilla Cacerefia, Caceres, Badajoz, Sierra de Gata-Las
Carrasqueia de Avila, Salamanca, Hurdes, Aceite de
Badajoz, Morisca, Zamora Monterrubio
Verdial de Badajoz,
Cornicabra

Centro Cornicabra, Castellana,  Castilla-La Mancha, Montes de Toledo
Alfarara, Gordal de Madrid
Hellin

Levante Blanqueta, Villalonga, Murcia, Alicante,
Changlot Real, Lechin ~ Valencia
de Granada, Cornicabra

Valle del Ebro Empeltre, Verdena, Aragon, La Rioja, Bajo Aragon

Farga, Royal de
Calatayud

Navarra, Alava

Tortosa-Castellon

Farga, Morrut,
Sevillenca, Empeltre

Bajo Ebro-Montsia de
Tarragona, Castellon

Baix Ebre-Montsia

Arbequina

Arbequina, Verdiell,
Empeltre, Argudell

Catalufia (excepto bajo
Ebro-Montsid),
Baleares

Les Garrigues, Siurana
y Terra Alta, Aceite de
Mallorca
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I.1.3. Propagacion
El olivo ha sido propagado desde tiempos remotos de forma vegetativa; ésto
explicaria la antigiiedad de las variedades actuales (Oliveros y Jordana, 1968), su
localizacion, restringida a sus lugares de origen, y la homogeneidad genética existente dentro
de los diferentes cultivares (Barranco, 2004). La propagacion por medio de semillas ha
quedado restringida a la obtencion de plantas para reforestacion, injerto de variedades
dificiles de enraizar y evaluacion de progenies en los programas de mejora genética clasica

por cruzamientos.

1.1.3.1. Enraizamiento de grandes propagulos

El enraizamiento de grandes propagulos, ya sean zuecas o estacas lefiosas, ha sido un
sistema de propagacion clasico (Caballero y del Rio, 2004). Las zuecas se toman de la parte
basal de troncos viejos, pueden tener o no brotes y tienen el inconveniente de que, ademas
del gran tamafio del propagulo, producen dafios graves al arbol del que se toman; este
sistema de propagacion aun se utiliza en algunas zonas olivareras del Norte de Africa y
Oriente Préximo.

Las estacas, provienen de restos de poda de plantaciones establecidas, tienen
alrededor de 20 cm de grosor y se colocan casi verticalmente en hoyos realizados
directamente en la plantacion, en el suelo del vivero o, mas recientemente, en bolsas de
plastico.

Los principales inconvenientes que plantea el enraizamiento de estacas son:

1. Eluso de madera de poda como fuente de propagulo, limita la época de propagacion e
implica el riesgo de multiplicar variedades no deseadas.
2. La necesidad de una gran cantidad de material vegetal, lo que repercute

negativamente en la calidad del mismo.
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3. Elarranque de las plantas de vivero, a raiz desnuda, deja en el suelo parte de las raices
formadas, lo que implica un desequilibrio entre el sistema radicular y el aéreo con el
consiguiente retraso en el crecimiento posterior.

4. El cultivo de la estaca en bolsa, limita el crecimiento de la raiz, de manera que cuando
se realiza su trasplante a suelo, debe seguir formando su sistema radicular y ello
limita su crecimiento durante el primer afio.

5. Se acentua la tendencia natural del olivo a crecer en forma arbustiva, lo que obliga a

una costosa poda de formacion.

1.1.3.2. Enraizamiento de estaquillas lefiosas bajo nebulizacion

Este sistema se basa en la utilizacion de reguladores de crecimiento favorecedores de
la rizogénesis, que se aplican en la base de la estaquilla. El proceso ha sido descrito y
revisado por diversos autores (Caballero, 1981; Cimato y Fiorino, 1980; Caballero y del Rio,
1994) y consta de tres fases:

1. Enraizamiento de estaquillas (15 cm) con dos o tres pares de hojas, obtenidas a partir
de arboles cultivados para este fin. La base de la estaquilla se sumerge durante cinco
segundos en una soluciéon de AIB (2-4 g/l) y se plantan en mesas de propagacion, con
perlita como sustrato. Para el éxito de esta fase es necesaria la aplicacion de calor
basal (20-25 °C) y el mantenimiento de una alta humedad relativa (nebulizacion
intermitente).

2. Endurecimiento del material enraizado sometiéndolo a situaciones de estrés hidrico
creciente, limitando o acortando los periodos de nebulizacion.

3. Crianza de los plantones en maceta, a un solo tronco.

Las principales ventajas de este sistema de propagacion son:

1. Obtencion de gran cantidad de material a partir de una planta madre.
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2. El proceso puede ser realizado en cualquier época del afio.
3. Las plantas desarrollan un buen sistema radicular antes de su trasplante a campo.
4. El cultivo a un solo tronco reduce los gastos de la poda de formacion.
Aunque esta técnica permite la multiplicacion comercial de una gran cantidad de
cultivares de olivo, Caballero y del Rio (2004) sefialan que los resultados obtenidos varian de

un afio a otro, aun para el mismo cultivar e idéntica época y condiciones ambientales.

1.1.3.3. Injerto

Este sistema de propagacion sélo se ha usado en el caso de variedades de olivo que,
por su baja capacidad de enraizamiento, son dificiles de propagar por estaquillado. Cuando se
realiza en vivero requiere de cuatro a cinco afios para la obtencion de una buena planta, lo
que incrementa su coste; ademas, se sigue dejando una buena parte del sistema radicular en el
suelo del vivero y si se realiza en bolsa se produce un crecimiento limitado de las raices. Una
técnica alternativa es el injerto de taller (Fontanazza y Jacobini, 1976); en este caso, se
utiliza como pua una sola yema y como patrones, estaquillas semilefiosas enraizadas o
plantulas de semilla de corta edad. No obstante, el uso de portainjertos de semilla es, en
general, poco recomendable, por el aumento de la heterogeneidad que se produce, sobre todo

en lo relativo al vigor (Hartmann y col., 2011).

1.1.3.4. Propagacion por semilla

Las semillas de olivo presentan dos tipos de latencia, una mecanica debida al
endocarpo (Crisosto y Sutter, 1985), que puede ser eliminada por escarificacion quimica o
mecanica (Sotomayor-Ledn y Caballero, 1990; Abu-Qaoud, 2005) y otra fisiologica debida al
endospermo, que puede ser superada mediante estratificacion humeda durante 30 dias a 15

°C (Lagarda y col., 1983).
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Existe una gran variabilidad en cuanto a porcentajes de germinacion, alcanzandose los
valores maximos cuando las semillas estan maduras, fecha que varia segun las variedades. En
cualquier caso, Sotomayor-Leon y Caballero (1990) sefialan que la maduracion de la semilla
se produce cuando el embrion ha alcanzado su longitud y peso seco maximos, su
endospermo representa menos del 20 % del peso seco de la semilla y ésta ha perdido agua
con respecto a estadios anteriores de desarrollo.

Una vez eliminadas las latencias, se consigue una germinacion media del 90 %, si el
proceso se realiza a 25°C con fotoperiodo de 16 horas durante un mes. El crecimiento
posterior en invernadero permite obtener una planta de 12 cm de altura, cinco o seis meses
después de la germinacion, periodo que puede ser reducido mediante la aplicacion de
condiciones de crecimiento forzado (Clavero-Ramirez y Pliego-Alfaro, 1993; Clavero-
Ramirez, 1994; Lavee y col., 1996; Moreno-Alias y col., 2010).

La propagacion a partir de semillas puede resultar recomendable tanto para la
produccién de patrones (Vidoy-Mercado y col, 2012b) como para la evaluacion de

progenies en programas de mejora genética (Acebedo y col., 1997).

1.1.3.5. Propagacion in vitro

La micropropagacion es una gran herramienta para la producciéon de plantas
genéticamente homogéneas que, presenta una serie de ventajas, sobre los métodos de
propagacion vegetativa tradicionales, como son: la utilizacién de propagulos de pequenio
tamafio, la independencia de la estacionalidad, la calidad sanitaria del material obtenido y la

manipulacion de grandes cantidades de material en un reducido espacio.

Los métodos disponibles para la propagacion de plantas in vitro son (George, 2008):

1. Multiplicacion de brotes a partir de yemas axilares.
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2. Formacion de brotes adventicios o embriones somaticos, bien a) directamente a partir
de porciones de tejido (explantos) de la planta madre o b) indirectamente a través de

tejido desorganizado (callo) originado a partir de células del explanto.

1.1.3.5.1. Micropropagacion por organogénesis axilar

La multiplicacion de plantas mediante la produccion de brotes axilares es el método
que mejor asegura la estabilidad genética de las plantas micropropagadas (George, 1993). Los
cultivos se inician a partir de explantos que poseen meristemos intactos y los brotes que se
forman son usados como propagulos. En las especies lefiosas, la capacidad morfogenética es
generalmente mas elevada en el material juvenil que en el adulto (Favre y Juncker, 1987;

Arrillaga y col., 1991).
Material juvenil

El material juvenil muestra generalmente una elevada capacidad morfogenética y se
suele utilizar como sistema modelo para el establecimiento de las condiciones de cultivo
idoneas para la variedad en cuestion, asi como para la obtencion de explantos con los que
iniciar procesos de organogénesis adventicia (Cafas y Benbadis, 1988) o embriogénesis
somatica (Pritsa y Voyiatzis, 1999).

El establecimiento in vitro de material juvenil puede realizarse a partir de embriones
o de cualquier otro explanto derivado de plantas juveniles (Tabla 2A).

El cultivo in vitro de embriones aislados, a partir de frutos maduros de olivo,
produce tasas de germinacion mas elevadas y la obtencion de plantulas en un periodo de
tiempo menor, que cuando se cultiva la semilla entera (Cafias y col.,, 1987). Estos autores
también sefialaron que las tasas de germinacion son dependientes del cultivar y que se

obtenian mejores resultados cuando se utilizaron frutos procedentes del mismo afio de su

[12]



INTRODUCCION

recoleccion, aunque las semillas pueden ser almacenadas a 4 © C durante varios meses sin
perder su capacidad germinativa.

Kiani y col., (2006) estudiaron las tasas de germinacion in vitro de embriones aislados
a partir de semillas de tres cultivares, recolectadas en tres épocas diferentes (mediados de
Agosto, Septiembre y Octubre); los porcentajes de germinacion obtenidos fueron superiores
para las semillas recolectadas durante el primer periodo, oscilando entre el 85 % y 90 % y
observandose en todos los casos una reduccion de estos valores en los periodos de
recoleccion posteriores. Clavero-Ramirez (1994) sefiala que, los embriones aislados
germinaban en medio sin reguladores de crecimiento y que la incubacion de los cultivos en
oscuridad y a 13°C durante dos semanas favorecia la germinacion de los mismos.

Las formulaciones minerales usadas en las fases de establecimiento y proliferacion
(Tabla 2), han sido: 1) la OM (olive medium), formulada por Rugini (1984) tras analizar la
composicion mineral de los apices de brotes vigorosos de arboles de campo y de embriones
cigdticos maduros; este medio, rico en Ca, Mg, S, P, B, Cu y Zn, tiene una relacion Ca/N
(1:11) y afiade glutamina como fuente de nitrégeno reducido; y 2) la MS (Murashige y
Skoog, 1962), con un alto contenido en nitrégeno libre y una relacion NO3;/NH," (1,9:1). La
primera de ellas se ha utilizado en los cvs. Bical (Cafas y col., 1987) y “Arbequina”
(Gonzalez-Padilla y col., 2009) entre otros; mientras que la formulacion MS se ha usado en
los cvs. Arbequina y “Chetoui” (Acebedo y col., 1997) y “Dezful” (Kiani y col., 2006).

En cuanto a los hidratos de carbono, se han utilizado tanto la sacarosa (Acebedo y
col., 1997; Gonzalez-Padilla y col., 2009) como el manitol (Chaari-Rkhis y col., 1999),
aunque éste ultimo producia un mayor crecimiento de las plantulas (aumento de la longitud
de los brotes, nimero de hojas formadas y ruptura de la dominancia apical) cuando se utiliza

en el cultivo de embriones cigoticos del cv. Manzanillo (Garcia y col., 2002c¢).
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La zeatina, en concentraciones que oscilan entre 1- 4 mg/l (Gonzalez-Padilla y col.,
2009) es la citoquinina mas usada; en menor medida se ha utilizado BAP combinada con
ANA (Canas y col., 1987) o con KIN (Chaaris-Rkhis y col., 1999) y 2iP (Cafias y Benbadis,
1988). El agente gelificante usado mayoritariamente es el agar a una concentracion 0,6-0,8
%.

La fase de induccion de los primordios radiculares puede ser realizada mediante el
cultivo de los brotes durante 7-14 dias en un medio minimo (2 OM) con auxina y posterior
transferencia a medio sin reguladores de crecimiento. E1 AIB es la auxina mas utilizaday a
una concentracion de 1 mg/l induce altos porcentaje de enraizamiento (alrededor del 90 %)
en material juvenil de diferentes cultivares (Cafias y col., 1987) (Tabla 2A).

La aplicacion de un pulso eléctrico (250-2500 V) en la base de la microestaquilla en
una solucion de AIB (Gonzélez-Padilla y col., 2009) vy el cultivo posterior de los brotes en
medios sin reguladores de crecimiento, produjo un aumento de los porcentajes de
enraizamiento en material juvenil de los cultivares Arbequina, Gordal y Manzanillo.

Material adulto
Preparacion de la planta madre y establecimiento de los cultivos.

Mientras que el establecimiento in vitro de explantos a partir de plantas juveniles no
ofrece demasiadas dificultades, cuando se parte de arboles adultos se presentan problemas de
oxidacion, contaminacion, necrosis y falta de reactividad (Rugini y Baldoni, 2005); en este
ultimo caso, es una practica comun la aplicacion de diferentes técnicas de rejuvenecimiento ,
tanto ex vitro como in vitro, para restaurar la competencia; asi, se ha utilizado: 1) el
crecimiento forzado a partir de segmentos de tallo plantados en vermiculita (Rama y Pontikis,
1990 ), ii) injerto sobre plantulas juveniles (Garcia-Férriz y col., 2001), iii) enraizamiento de

estaquillas procedentes del arbol madre (Grigoriadou y col., 2002), iv) podas severas
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(Roussos y Pontikis, 2002; Peixe y col., 2007) y v) microinjerto in vitro (Revilla y col.,
1996), entre otros.

Para eliminar los problemas de oxidacion de los explantos y el efecto de la
acumulacion de compuestos fenodlicos en los medios de cultivo, se han propuesto diversas
estrategias como mantener los explantos sumergidos en agua destilada durante tres horas
antes de su establecimiento in vitro e incubarlos posteriormente en oscuridad durante 7 dias
(Seyhan y Ozzambak, 1994) 6 la adicion de 0,2 g/l de polivinilpirrolidona a los medios de
cultivo (Ramzan-Kan y col., 2002).

Como podemos apreciar en la Tabla 2B, el explanto generalmente utilizado para el
establecimiento in vitro del material adulto es la seccion nodal, procedente de brotes en
crecimiento activo recolectados de los arboles madre inmediatamente después de su brotacion
(Rugini, 1984); previamente a su recoleccion es recomendable fumigar con una solucion
fungicida (Varlaro y col., 2009).

Caiias y col., (1992) sefialaron que el cultivo de dpices caulinares no era viable debido
a la réapida oxidacion que experimentaban tras su recoleccion, incluso con el empleo de
sustancias antioxidantes, aunque éstos problemas desaparecian cuando los explantos
provenian de brotes previamente establecidos in vitro. Las posibles causas de esta diferencia
de comportamiento, fueron sefaladas por Roussos y Pontikis (2001) tras un estudio en el que
analizaron el contenido de diversos compuestos fenolicos en apices y secciones nodales
recolectados a partir de arboles del cv. Koroneiki, mantenidos en campo e invernadero, y
relacionaron estos valores con su potencial de oxidacion cuando se establecian in vitro. Los
apices de ambos tipos de materiales mostraron mayores cantidades de fenoles y mayores
porcentajes de oxidacion que las secciones nodales; por otra parte, al evaluar el efecto de los
arboles madre, encontraron que los explantos procedentes de plantas de invernadero

mostraban mayores porcentajes de supervivencia y menores concentraciones de compuestos
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fenolicos que los procedentes de arboles de campo. También determinaron que mientras que
las concentraciones de luteolina-7-glucésido, luteolina y quercitina tienen una relacion
positiva con la oxidacion, el contenido en oleuropeina, acido clorogénico y rutina no tiene

ninguna relevancia en este proceso.
Proliferacion del material vegetal

El cultivo in vitro del olivo es muy dependiente de la composicion del medio nutritivo
(Cozza y col., 1997), lo que implica que, para cada cultivar, tengan que ser ajustadas tanto las
concentraciones como el tipo de sales minerales y reguladores de crecimiento (Tabla 2B). Las
formulaciones minerales utilizadas mayoritariamente en la fase de inicio y proliferacion han
sido OM (Rugini, 1984), seguida por MS (Murashige y Skoog, 1962) y en menor medida
DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) y WPM (Lloyd y McCow, 1980). Asi, Grigoriadou y col.
(2002) observaron que, para el cv. Chondrolia Chalkidikis, el medio WPM era mas adecuado
que los medios OM y QL (Quoirin y Lepoivre, 1977) dando como resultado un mejor
aspecto de los brotes obtenidos. En el cv. Picholine Marocaine, Brhadda y col. (2003)
llegaron a la conclusion de que en la fase de establecimiento, los medios 2 MS y OM eran
igual de efectivos, con unas tasas de brotacion del 91,6 y 90,9 %, pero el medio OM se
distinguié posteriormente por permitir un mayor crecimiento de los brotes, sin sintomas de
hiperhidricidad. Por su parte, Roussos y Pontikis (2002) sefialaron que la formulacién mineral
DWK modificada era la mas adecuada para la propagacion del cv. Koroneiki.

En cuanto a la fuente de hidratos de carbono, se ha utilizado tanto la sacarosa como el
manitol aunque sus efectos dependen del cultivar; asi, Leva y col. (1994; 2012) comprobaron
que el crecimiento in vitro de los explantos del cv. Maurino, era dependiente de la
concentracion de sacarosa, determinando el optimo en 34 g/l (longitud de los brotes 3,9 cm),
sin embargo, su sustitucion por manitol a la misma concentracion, produjo una mayor

elongacion (4,6 cm); ademas, al estudiar la evoluciéon de los explantos durante cuatro
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subcultivos sucesivos, observaron que la exposicion a elevadas concentraciones de sacarosa
durante periodos prolongados reducia el metabolismo de los tejidos, mientras que el empleo
de manitol, a largo plazo, incrementaba las tasas de proliferacion asi como la calidad y
uniformidad de los explantos. Sin embargo, en el cv. Meski, Chaari y col. (2002) obtuvieron
9,08 brotes/explanto con una longitud media de 11,97 cm cuando utilizaban un medio con la
formulacion mineral OM suplementado con 30 g/l de glucosa; estos valores disminuian si el
mismo medio era suplementado con otros carbohidratos (30 g/l manitol; 30 g/l sacarosa ¢ 14
g/l manitol +8 g/l sacarosa + 8 g/l glucosa).

En relacion a los reguladores de crecimiento, la zeatina (Z) y el ribosido de zeatina
(RZ), son las citoquininas que mejores resultados han dado en el cultivo in vitro de esta
especie (Rugini, 1984); las concentraciones utilizadas oscilan entre 2-10 mg/l (Rugini y
Fontanazza, 1981; Bartolini y col., 1990; Rama y Pontikis, 1990; Rugini, 1992; Leva y col.,
1994; Carter, 1997; Cozza y col., 1997; Briccoli-Bati y col., 1999, 2002; Chaari y col., 2002;
Grigoriadou y col,. 2002; Lambardi y col., 2002; Leva y col., 2002; Roussos y Pontikis, 2002;
Brhadda y col., 2003; Grigoriadou y col,. 2003; Leva y col., 2003; Sghir y col., 2005;
Briccoli-Bati y col., 2006; Binet y col., 2007; Grigoriadou y col,. 2007; Donini y col., 2008 a;
Brito y col., 2009; Leva 2009; Chaari-Rkhis y col., 2011). E1 empleo de esta citoquinina
natural, encarece en gran medida el proceso de micropropagacion, por lo que la tendencia ha
sido, bien disminuir su concentraciéon y complementar con otros reguladores de crecimiento
o intentar su sustitucion, con resultados variables dependiendo de cada cultivar. Asi, la
presencia de dikegulac (2,3:4,6-Bis-O-(methylethylidene)-a-L-xylo-2-hexulofuranosonic
acid) - un regulador de crecimiento que rompe la dominancia apical de los brotes -
incorporado al medio de cultivo junto con 1 mg/l de zeatina, produjo un aumento en la
produccion de brotes in vitro en los cvs. Canino, Frantoio y Moraiolo (1,4 — 2,5; 1,3-2,7 y

1,7-3,1 brotes/explanto cuando el medio lleva solo Z frente a Z+ dikegulac, respectivamente),
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pero no en los cvs. Rosciola y Piantone di Moiano (Mendoza-de Gyves y col., 2008). Por
otra parte, Ansar y col. (2009a) observaron que las tasas de proliferacion in vitro del cv.
Moraiolo aumentaban cuando se anadia BAP (0.5 mg/l) al medio con Z (3mg/l),
obteniéndose 2,05y 0,69 brotes/cultivo de una longitud de 4,7 y 2,82 cm, respectivamente.

La =zeatina, suplementada s6lo con 4&cido giberélico, ha dado resultados
contradictorios, asi en el cv. Chondrolia Chalkidikis (Grigoriadou y col., 2002) se observo un
aumento de 4,2 a 7 en la tasa de proliferacion cuando se utilizaban conjuntamente Z (4mg/I)
y GAs (3 mg/l); por el contrario en el cv. Koroneiki, Donini y col. (2008) observaron que la
adicion de GA; al medio de cultivo, producia un descenso de la tasa de supervivencia
obtenida con solo Z (1-4 mg/l), 53,5 % - 82,57 %, respectivamente.

La sustitucion de Z por otras citoquininas, con suplemento de auxinas o acido
giberélico, se realizd en el cv. Kalamon, asi la combinacion de BAP (1mg/l) + AIB (1
mg/l) + GA3 (0,1 mg/l) produjo tasas de brotacion del 93 % con 4,1 brotes/ explanto de 10,4
mm de longitud media; tras dos subcultivos, el nimero de nuevos brotes/explanto aumento
hasta 9,6 (Dimassi-Theriou, 1994). Por su parte, Seyhan y Ozzambak (1994) obtuvieron 6
brotes/explanto con una longitud media de 1,35 cm y 7 brotes/explanto de 1,41 cm en los
cvs. Domat y Memecik, respectivamente, cuando se utilizaba BAP (0,5 mg/l) suplementada
con ANA (0,05 mg/l). Concentraciones superiores de BAP producian mayor nimero de
brotes axilares pero se apreciaba una disminucion considerable de la longitud de los mismos.

Peixe y col. (2007) propusieron la sustitucion de zeatina por leche de coco (50 ml /1) y
BAP (2 mg/l) para la multiplicacion del cv. Galega Vulgar, obteniendo una media de 3,4
explantos/cultivo; sin embargo, el uso de este mismo medio en los cvs. Arbequina y Picual
(Vidoy-Mercado y col., 2012a) no dio buenos resultados, observandose, tras cuatro
subcultivos sucesivos, una alta incidencia de necrosis (45 % - 44 %) y aparicion de

contaminacion endégena (55 %- 50 %).
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En el cv. Rowghani, las mayores tasas de proliferacion (1,8 brotes/explanto) se
alcanzaron cuando se utilizaba 2iP (4mg/l); la combinacion de 2iP (1 mg/I) con BAP (1 mg/l)
disminuy¢ significativamente la tasa de proliferacion (0,95 brotes/explanto), pero también se
observd un marcado efecto de la combinacion sales minerales-reguladores de crecimiento
porque estas diferencias fueron apreciadas cuando se utilizaban las sales DKW, pero no con
las OM (Peyvandi y col., 2009). En el cv. Nebbiara, Zacchini y de Agazio (2004) observaron
que, en las mismas condiciones de cultivo, la eliminacion de la yema apical de los explantos
antes de cada subcultivo, producia un aumento significativo de las tasas de proliferacion y de
la longitud de los brotes desarrollados.

Enraizamiento de los brotes

Rugini y Fedeli (1990) senalaron que se podian obtener elevados porcentajes de
enraizamiento tras mantener los cultivos proliferando in vitro durante cierto tiempo, aunque
el olivo presenta resultados variables incluso con el empleo de la misma técnica. Durante la
fase de enraizamiento, los medios de cultivo utilizados, suelen contener bajas
concentraciones de sales minerales; asi las formulaciones mas utilizadas han sido 2 macros
Knop + micros Heller (Rugini y Fontanazza, 1981; Rugini, 1984); /2 DKW (Revilla y col.,
1996); 2 SH (Briccoli-Bati y col., 1999); 2 OM (Chaari y col., 2002); WPM (Roussos y
Pontikis, 2002); %2 MS (Zucherelli y Zucherelli, 2002) y /2 BN (Mendoza-de Gyves y col.,
2008).

El hidrato de carbono mas ampliamente utilizado es la sacarosa, con concentraciones
que oscilan entre 15 g/l (Ansar y col., 2009), 20 g/l (Grigoriadou y col., 2002; Sghir y col.,
2005) y 30 g/l (Rugini y col., 1984; Revilla y col., 1996; Ozkaya y col., 2003); también se ha
utilizado el manitol a concentraciones de 18 g/l (Farahani y col., 2008), 20 g/l (Roussos y
Pontikis, 2002; Vidoy y col., 2012b), 30 g/1 (Chaari-Rkhis y co/.,1999 ) y 36 g/l (Zacchini y

de Agazio, 2004) (Tabla 2B).
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La fase de induccion de los primordios radiculares puede ser realizada mediante el

cultivo durante un periodo de tiempo determinado- 5 dias (Sghir y col., 2005) 6 4 semanas

(Zachini y de Agazio, 2004) - en un medio con auxinas o por inmersion de la base de la

microestaquilla, durante 8-10 segundos, en una solucion estéril de AIB (1-3 g/l) (Chaari y

col., 2002; Peixe y col., 2007); posteriormente, los explantos son cultivados en medios sin

reguladores.

En todos los casos estudiados (Tabla 2B) se han utilizado medios de cultivo solidos

con agar (0,6 % - 0,8 %).

Para mejorar las tasas de enraizamiento del material adulto se han propuesto varias

estrategias:

I.

Etiolacion de los cultivos. Rugini y col., (1987) proponen la etiolacion basal de los
brotes, mediante la adicion al medio de cultivo de tintas, granulos negros de
policarbonato o carbdn activado; estos autores sefialan, que si bien este método no
incrementa la tasa de enraizamiento, si previene la senescencia que aparece en estas
condiciones y que podria afectar posteriormente al trasplante de la plantula a las
condiciones ex vitro. Mencuccini (2003) observd, en los cvs. Frantoio, Dolce Agogia
y Moraiolo, que la capacidad de enraizamiento in vitro de estos cultivares presentaba
variaciones estacionales, semejantes a las observadas cuando se enraizaban estaquillas
ex vitro, obteniéndose porcentajes del 12-28 % y del 56-96 % en Enero y en el
periodo de Mayo-Septiembre, respectivamente; sin embargo tras el oscurecimiento
total de los medios de cultivo, mediante la adicién de tinta negra (100-200 mg/1), se
evitaba este efecto y los cultivos podian ser enraizados en cualquier época del afio. En
los cvs. Arbequina (Revilla y col, 1996), Koroneiki (Roussos y Pontikis, 2002),

Nebbiara (Zacchini y de Agazio, 2004), Luzques y Hazouia (Sghir y col., 2005), se
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propone la incubacion en oscuridad de los cultivos durante los 5-7 primeros dias de la
fase de enraizamiento

Adicion de diferentes sustancias. En presencia de auxinas, la adicion de poliaminas a
los medios de cultivo, en particular putrescina, favorece el proceso de enraizamiento
aumentando el niimero y la longitud de las raices (Rugini y Fedeli, 1990). Asi, en el
cv. Chondrolia Chalkidikis, se obtuvieron porcentajes de enraizamiento del 70 % y
2,3 raices/explanto cuando se usaba una combinacion de AIB (2,5 mg/l) y ANA (0,5
mg/l), aunque se observaron problemas de abscision de &pices y hojas de los brotes
enraizados; con la adicion de putrescina (2,65 mg/) al medio de enraizamiento,
Grigoriadou y col. (2002; 2003) evitaron estos problemas y ademas los porcentajes de
enraizamiento se elevaron hasta el 93 %. El empleo de extracto crudo de olivo
obtenido a partir de esferoblastos, junto con auxinas, permitio elevar el porcentaje de
enraizamiento del cv. Kalamon hasta el 82,5 % frente al 65 % que se obtenia con la
utilizacion exclusivamente de ANA (2 mg/l) (Rama y Pontikis, 1990); en el cv.
Koroneiki los porcentajes de enraizamiento alcanzados fueron del 76 % cuando se
utilizaron AIB + ANA (1:1 mg/l) y del 87 % cuando se anadieron 50 mg/l de este
extracto crudo (Roussos y Pontikis, 2002).

Infeccion artificial con bacterias (Agrobacterium, Pseudomonas). Explantos del cv.
Moraiolo, infectados o no infectados con A. rhizogenes, fueron enraizados en un
mismo medio basal, suplementado con 2,65 mg/l de putrescina; los resultados
obtenidos mostraron que la infeccion aumenté el porcentaje de enraizamiento hasta el
70 % frente al 40 % obtenido cuando se utilizaba s6lo putrescina (Rugini, 1992). En
el cv. Rogwani, los cultivos inoculados con P. fluorescens duplicaban el nimero y la
longitud de las raices desarrolladas con respecto a los obtenidos s6lo con AIB (0,1-0,3

mg/l) (Peyvandi y col., 2010). Por contrario en el el cv. Koroneiki, la infeccion in
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vitro de los explantos con P. savastanoi pv. savastanoi inhibid el proceso de

rizogénesis, tanto en presencia como en ausencia de auxinas (Roussos y Pontikis,

2002).

1.1.3.5.2. Micropropagacion por organogénesis adventicia

Material juvenil.

Cafias y Benbadis (1988) indujeron callo a partir de fragmentos de cotiledon de
semillas de los cvs. Tanche y Cupressino, en un medio OM modificado suplementado con 2
mg/l de AIB y 0,2-0,5 mg/l de RZ o 2-iP; la mayor frecuencia de regeneracion de brotes se
observd con el empleo de 2-iP, en ausencia o con muy baja concentracion de auxina,
mejorando la respuesta a medida que los explantos se encontraban mas proximos al eje
embrionario. Los brotes regenerados fueron enraizados tras un tratamiento con AIB (1mg/l) y
aclimatados en invernadero. Estos autores observaron la aparicion de cierta variabilidad
morfoldgica, relacionada con la filotaxia, entre las plantas regeneradas al compararlas con
las plantas provenientes de semilla.

Material adulto.

Raman y col. (2002) indujeron callo a partir de apices del cv. Pantaloon, en medio
OM suplementado con 2-iP (0,5 mg/l) y cefotaxima (150 mg/l) consiguiendo, tras dos
subcultivos sucesivos, la formacion de hojas expandidas, aunque no lograron la regeneracion
de plantas completas.

Rugini y Caricato (1995) obtuvieron brotes adventicios a partir de peciolos de brotes
establecidos in vitro de los cultivares italianos Canino y Moraiolo. EI medio utilizado incluia
las sales MS (0,5x), TDZ (30uM) y ANA (0,54 uM). La alta capacidad organogénica de los

peciolos ha sido confirmada por Mazri y col. (2013) en el cv. marroqui Dahbia.

[22]



INTRODUCCION

1.1.3.5.3. Micropropagacion por embriogénesis somatica
Material juvenil

La embriogénesis somatica (ES), es la regeneracion de wuna estructura bipolar
(embridn) a partir de una célula somatica.

Este proceso se ha observado en algunos cultivares de olivo utilizando explantos
juveniles; asi, Rugini (1988) obtuvo callo embriogénico a partir de embriones inmaduros de
75 dias. La mayoria de los explantos utilizados (70 %) regeneraban embriones somaticos sin
fase intermedia de callo y el resto lo hacia tras la formacion de callo embriogénico. Por su
parte, Leva y Petruccelli (1995) y Leitao y Fevereiro (1998) utilizaron embriones maduros.
Otros tipos de explanto utilizados han sido cotiledones (Pritsa y Voyiatzis, 1999; Trabelsi y
col., 2003; Leva y Petruccelli, 2007); discos de hoja, peciolos e hipocdtilos, de semillas
germinadas in vitro (Mencuccini y Rugini, 1993; Shibli y col., 2001). Orinos y Mitrakos
(1991) y Mitrakos y col., (1992) recomiendan la utilizacion de radiculas aisladas de
embriones maduros, en lugar de segmentos de cotiledon, tanto en olivos silvestres como
cultivados. Marquez y col, (1999) y Cerezo y col., (2011) han corroborado estas
observaciones en los cvs. Picual, Manzanillo y Arbequina. Recientemente, Mazri y col.
(2011) sefialaron que, en las mismas condiciones de cultivo y para el mismo cultivar, la
capacidad embriogénica depende del tipo de explanto utilizado; asi, para el cv. Dabhia, el
callo inducido a partir de ovarios y estambres de flores no polinizadas, hojas y peciolos de
plantas micropropagadas, o radiculas y cotiledones de embriones cigoticos, presentaba
células con caracteristicas embriogénicas, mientras que la conversion de éstas en embriones
somaticos, s6lo se producia cuando se utilizaban explantos provenientes directamente del
embrion.

La regeneracion exclusivamente por via indirecta ha sido observada por Rugini

(1995) a partir de callo derivado de la raiz principal de semillas germinadas in vitro. Para
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obtenerlo, cuando las plantas tenian 2-3 nudos, se hacian heridas superficiales en la raiz
principal y se colocaban las plantas en posicion horizontal hasta que se formaba callo. Por su
parte, Shibli y col., (2001) también han obtenido mejores resultados en la formacion de callo
embriogénico al utilizar segmentos de raices en lugar de otros explantos como secciones de
hoja, peciolos o segmentos de hipocotilo.

En cuanto a la composiciéon de los medios de cultivo, la utilizacion de auxinas y
citoquininas en la induccion de embriogénesis somatica depende del tipo de explanto
utilizado. Orinos y Mitrakos (1991) y Mitrakos y col., (1992) utilizaron el medio OMc (Caiias
y Benbadis, 1988), modificado con un suplemento de AIB (5 mg/l) y 2iP (0,6 mg/l) para la
induccién de callo embriogénico que posteriormente se cultivd en el mismo medio pero con
baja o nula concentracion de auxina, para la diferenciacion de los embriones. Estas
condiciones también fueron adecuadas para los cultivares cvs. Picual, Manzanillo y
Arbequina (Marquez y col., 1999; Cerezo y col., 2011).

La sacarosa es usada normalmente a 2-3 % en el cultivo de los callos embriogénicos
(Orinos y Mitrakos ,1991; Mitrakos y col., 1992). Shibli y col., (2001) estudiaron el efecto de
los azucares sobre la induccion llegando a la conclusion que los mejores resultados se
obtenian con la incorporacion de 36 g/l de sacarosa.

La maduracion de embriones somaticos se ha visto favorecida por el cultivo en medio
ECO (olive cyclic embryogenesis medium) sin hormonas y por el uso de membranas
semipermeables de acetato de celulosa, que producen una desecacion controlada del embrion
(Cerezo y col., 2011).

Material adulto

Rugini y Caricato (1995) describieron, en los cultivares Canino y Moraiolo, un
sistema ciclico de embriogénesis somatica a partir de tejidos maduros, en el que los

embriones primarios se originaban a partir de estructuras morfogénicas derivadas de los
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peciolos de los brotes adventicios obtenidos en medio con TDZ (30uM) y ANA (0,5uM); el
rejuvenecimiento adquirido por los brotes regenerados, directamente de los tejidos del
peciolo o indirectamente a través del callo del peciolo era determinante para el proceso de
embriogénesis; las plantulas regeneradas de esta manera, eran morfolégicamente similares a
las obtenidas a partir de yemas axilares. El medio utilizado fue OMe suplementado con 0,5
uM 2iP, 0,44 uM BAP, 0,25 uM AIB y 0,42 uM cefotaxima, y el proceso ciclico pudo ser
mantenido durante dos afios incubando los cultivos en oscuridad.

Trabelsi y col. (2011) obtuvieron embriones globulares a partir de cultivos en
suspension derivados de callo obtenido de hojas maduras del cv. Chetoui. Asi mismo, en el
cv. Dahbia, Mazri y col. (2013) obtuvieron embriones bien diferenciados a partir de explantos
de peciolo; estos embriones mostraban una alta tasa de proliferacion en medio ECO
suplementado con reguladores de crecimiento (Cerezo y col., 2011), aunque no se ha testado
la capacidad de germinacion de los mismos.

En Olea europaea ssp. europaea var. maderensis (Lopes y col., 2009) y para Olea
europaea Ssp. europaea var. sylvestris, (Capelo y col., 2010), obtuvieron embriones
somaticos a partir de peciolos y discos de hoja, sin que fuese necesario un proceso de
rejuvenecimiento previo in vitro, aunque estos autores no han conseguido aun la conversion

de los embriones en plantulas.

1.1.3.5.4. Caracteristicas de las plantas micropropagadas

Las plantulas obtenidas tras el proceso de micropropagacion poseen una cuticula muy
fina, baja densidad estomatica y una sola capa de parénquima en empalizada (Cozza y col.,
1997), por lo que es necesario llevar a cabo una etapa de adaptacion, bajo condiciones de
alta humedad relativa, para lograr plantas con un buen sistema radicular y aéreo antes ser

trasplantadas a campo.
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La inoculacidon con micorrizas arbusculares del género Glomus, durante el periodo de
aclimatacion, de plantulas del ecotipo 05300 (Binet y col., 2007) [una seleccion que se ha
originado en Laragne (France) a partir de una plantacion que ha sobrevivido a la congelacion
en varias momentos del siglo XX y que se localiza en una zona geografica situada al limite
climatico del cultivo del olivo: 44.32 °N/5.82°E] y del cv. Aglandau (Meddad-Hamza y col.,
2010), incrementd de forma significativa los porcentajes de supervivencia y el posterior
desarrollo y crecimiento de las plantas, debido al mayor desarrollo del sistema radicular de
las plantas micorrizadas con respecto a las que no lo estaban.

Ademas de estas alteraciones morfologicas, el cultivo in vitro puede generar
variabilidad genética en las plantas micropropagadas; estos cambios se han englobado en la
denominacion genérica de variaciones somaclonales (Larkin y Scowcroft, 1981) y son
fenomenos de naturaleza no predecible, que pueden ser genéticos o epigenéticos (Jain, 2001).
Entre las posibles causas de las variaciones observadas podemos citar tanto factores
intrinsecos, genotipo, edad de la planta madre, tipo de explanto, grado de organizacion
meristematica del explanto original y nivel de ploidia inicial (Henry y col., 1998), como
factores de estrés (Joyce y col., 2003), que se producen en el explanto como consecuencia de
la composicion del medio y el ambiente de cultivo: desequilibrios nutricionales y
hormonales; acumulacidén de etileno y calentamiento, si el cultivo se realiza en recipientes
herméticos, o estrés hidrico por desecacion y estrés salino por concentracion de sales, cuando
el cultivo se realiza en recipientes ventilados.

En los cultivares Zard y Rowghani (Yari y col., 2011a; Farahani y col, 2011b) y
Dezful (Peyvandi y col., 2009; Yari y col., 2011b; Farahani y col., 2011c) se han detectado
diferencias morfolégicas entre las plantas micropropagadas por organogénesis axilar, tras
permanecer durante varios meses en condiciones in vitro; estas diferencias estaban

relacionadas con el numero y forma de las hojas, longitud de los entrenudos, nimero y
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longitud de los brotes axilares y capacidad de enraizamiento; dichas diferencias fueron
detectadas también a nivel genético, de manera que ninguna de las plantas analizadas fue
exactamente igual, en relacion al patron de bandas obtenido mediante RAPDs, a la planta
madre original y estas diferencias eran mayores a medida que se incrementaba el numero de
subcultivos; por otra parte, el analisis de valor “C-value” demostré que las diferencias
observadas eran debidas a cambios en la secuencia de nucleotidos y no a la variacion en la
cantidad de ADN de las células. Por el contrario, en los cultivares Arbequina, Picual y
Empeltre (Garcia-Férriz y col., 2001); Maurino (Leva y col., 2003; Leva y Petrucchelli, 2012)
y Arbequina (Vidoy-Mercado y col., 2012b) no se han detectado variaciones morfologicas
ni genéticas entre el arbol madre y las plantas micropropagadas. Igualmente, en O.
maderensis y O. europaea ssp. Europaea var. Sylvestris no se encontraron diferencias en los
niveles de ploidia ni en las secuencias génicas analizadas mediante SSR entre la planta
madre y los plantas micropropagadas de estos genotipos (Brito y col, 2010). Asimismo,
diversos autores han sefialado que las plantas micropropagadas no muestran caracteres de
juvenilidad y comienzan a florecer al mismo tiempo que las plantas obtenidas por
estaquillado (Briccoli-Bati y col., 1999, 2002 y 2006; Leva y col., 2002; Garcia- Férriz y
col., 2003; Brito y col., 2009; Leva, 2009). Por su parte, Cafas y Benbadis (1988),
describieron la aparicion de cierta variabilidad morfologica, relacionada con la filotaxia, entre
las plantas regeneradas por organogénesis adventicia, cuando se comparan con las plantas
provenientes de semilla.

En embriones somaticos de olivo, Bradai (2009) observd una disminucién de la
capacidad de germinacién asociada con la edad del cultivo. Asimismo, este autor ha

observado una clara influencia del genotipo en la aparicion de variacion somaclonal.
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1.1.3.6. Estado actual de la propagacion del olivo

Segun datos proporcionados por el COI (2012b), la produccion anual de olivos es de,
aproximadamente, 40 millones de arboles, con 32 millones en el area mediterranea y 8
millones en el resto del mundo. En cuanto a la técnica empleada, Fabbri y col. (2004)
ofrecian los siguientes datos: unos 28 millones de arboles se obtienen por estaquillado
semilefioso bajo nebulizacion; 7 millones por injerto y 5 millones a partir de grandes
propagulos.

La micropropagacion comercial del olivo no estd muy extendida, debido a que
determinados cultivares, de gran importancia econdémica i.e. Frantoio’, ‘Kalamata’,
‘Leccino’, "Picholine’, "Pendolino’, *Gordal Sevillana” o * Picual’, son dificiles de establecer
in vitro (Zuccherelli y Zuccherelli, 2002), asi como a la dependencia del uso de zeatina para
la induccion y elongacion de los brotes axilares, lo que encarece de manera excesiva los
costes de produccion (Rugini y Baldoni, 2005). No obstante, la homogeneidad del material
obtenido, las elevadas tasas de multiplicacién, la obtencion de plantas en buen estado
sanitario y la posibilidad de controlar el proceso de micorrizacion hacen que este sistema de
propagacion esté resultando competitivo para algunos cultivares (Garcia-Férriz e Ibarra-

Huesa, 2005).
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Tabla 2.- Micropropagacion de material juvenil (A) y adulto (B) de olivo, mediante brotacion de yemas axilares.

A) Material juvenil

Fuente Exolant Medios de cultivo R
Cultivar de xplanto 5 Autores
inicial Formulacion Hidratos Reguladores de Agente gelificante .
explantos . . Morfogenética
Mineral Carbono crecimiento
Arbequina Semilla Embriones  MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
Brotesin SN oM Sac V4 Agar Brotes Gonzélez-Padilla y
Lo
vitro col., 2009
OM mod Sac AIB Agar Raices
Bical Semilla Embriones  OM mod * BAP +ANA * Plantulas Cafias y col., 1987
Caiivano  Semilla Embriones  MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
Chetoui Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Pléantulas Acebedo y col., 1997
Chemlali Brotesin SN MS mod Man Z + Kin Agar Brotes Chaari-Rkhis y col.,
de Sfax vitro' 1999
Cornezuelo Semilla Embriones OM mod * BAP +ANA * Pléantulas Cafias y col., 1987
Cornezuelo Semilla Embriones  MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
de Jaén
Dezful Semillas ~ Embriones ~ MS mod * No Agar Pléantulas Kiani y col., 2006
Galego Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
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Gordal Semilla Embriones OM mod & BAP +ANA & Plantulas Canas y col., 1987
Sevillana
Brotesin SN oM Sac Z Agar Brotes Gonzalez-Padilla y
vitro' col., 2009
OM mod Sac AIB Agar Raices
Jabaluna  Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
Lechin Semilla Embriones OM mod & BAP +ANA & Plantulas Canas y col., 1987
Lechinde Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
Granada
Lechinde Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Plantulas Acebedo y col., 1997
Sevilla
Manzanillo Semilla Embriones OM mod * BAP +ANA * Plantulas Canas y col.,, 1987
Semilla Embriones OM mod Man No * Plantulas Garcia y col., 2002¢
Semilla Embriones  MS mod * No Agar Plantulas Kiani y col., 2006
Manzanillo Semilla Embriones ~ MS mod Sac No * Pléantulas Acebedo y col., 1997
de Jaén
Manzanilla Brotesin SN oM Sac V4 Agar Brotes Gonzélez-Padilla y
de Sevilla  vitro' col., 2009
OM mod Sac AIB Agar Raices
Marteno Semilla Embriones OM mod & BAP +ANA & Plantulas Canas y col., 1987
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Picual Semilla Embriones  OM mod * BAP +ANA * Pléantulas Cafias y col., 1987
Semilla Fragmentos OM mod & 2iP Agar Brotes Cafias y Benbadis.,
de 1988
cotiledon OM mod * AIB Agar Raices
Semilla Embriones  MS mod Sac No < Plantulas Acebedo y col., 1997
Rowghani  Semillas ~ Embriones OM * 2iP Agar Plantulas Farahani y col., 2008
Tanche Semilla Fragmentos OM mod & 2iP Agar Brotes Cafias y Benbadis.,
de 1988
cotiledon OM mod * AIB Agar Raices
Zard Semillas ~ Embriones =~ MS mod * No Agar Plantulas Kiani y col., 2006

'~ Material proveniente de stocks en proliferacién de material juvenil, previamente establecido in vitro.

SN.- seccion nodal.
*- No especificado.
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B) Material adulto

Formulacion
mineral

Hidratos
Carbono

Reguladores de
crecimiento

Agente

INTRODUCCION

gelificante

Aglandau Estaquillas SN OM mod Sac Z * Brotes Binet y col., 2007
enraizadas
OM * AIB * Raices
Amellau Estaquillas SN OM Sac RZ < Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
OM < ANA/AIB < Raices
Arbequina Estaquillas SN DKW Sac BAP + AIB Agar Brotes Revilla y col.,
enraizadas 1996
DKW mod Sac AIB Agar Raices
Yemas adultas SN OM * BAP+TDZ * Brotes Garcia-Férriz y
injertadas en col., 2001; 2002;
acebuche 2003
Arboles SN MS * Z Agar Brotes Donini y col.,
invernadero 2008a
Arbol adulto SN DKW mod Man RZ Agar Brotes Vidoy-Mercado y
severamente col.,2012a
podado
Ascolano Arboles de SN oM & Z < Brotes Carter, 1997
invernadero
Ascolana Dura Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009

tifica
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Canino Ramas SN oM * * * Brotes Zucherelli y
fructiferas Zucherelli, 2002
MS mod SactMan ANA + putrescina ~ Agar Raices
Brotes in vitro' SN oM Man Z+ Dikegulac Agar Brotes Mendoza-de
Gyves y col., 2008
BN mod Sac AIB+ putrescina Agar Raices
Capolga Arboles de SN MS mod Man V4 Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Carboncella Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Carolea Brotes in vitro' SH mod Man ANA/AIB Phytagel Raices Briccoli-Bati y
col., 1999; 2002
Arboles campo SN OM mod Man Z * Brotes Briccoli-Bati y
col., 2006
OM mod * AIB + putrescina * Raices
Arboles de SN OM Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Cassanese Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Chemlali de Sfax Brotes in vitro' SN MS Man Z+ Kin Agar Brotes Chaari-Rkhis y
col., 1999
Chetoui Brotes in vitro' SN MS Man Z+ Kin Agar Brotes Chaari-Rkhis y

col., 1999

[33]



INTRODUCCION

Chondrolia Chalkidikis  Estaquillas SN WPM Sac Z Agar Brotes Grigoriadou y
Sl woM . B+ ANA . o col., 2002; 2003;
aices 2007
Coratina Brotes in vitro * MSmod Man Z Gelrite Brotes Leva, 2011
Empeltre Arboles de SN OM * Z * Brotes Carter, 1997
invernadero
Yemas adultas SN OM * BAP+TDZ * Brotes Garcia-Férriz y
injertadas col., 2001; 2002;
2003
Dahbia Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
OM * ANA/AIB * Raices
Dolce Agogia Brotes basales SN MS mod Sac RZ + AIB+ GA; * Brotes Rugini y
Fontanazza, 1981
Knop&Heller Sac ANA Agar Raices Rugini, 1984;
1992
Brotes in vitro' Secciones MS Sac ANA Agar Raices Mencuccini, 2003
subapicales (3-4
cm)
Brotes in vitro' ~ Secciones apicales OM mod * AIB i Raices Ul Haq y col.,
(4nudos) 2009
Domat Arboles SN OM * BAP * Brotes Seyhan y
(5-10 anos) Ozzambak, 1994
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Frantoio Brotes in vitro' SN OM Sac Z Agar Brotes Rugini, 1984
Brotes in vitro' * OM mod & V4 e Brotes Lambardi y col.,
2002
Brotes in vitro' Microestaquillas OM mod Man ANA Agar Raices Lucchesini y
apicales (2/3nudos) Vitagilano, 2002
Ramas SN OM * * * Brotes Zucherelli y
fructiferas Zucherelli, 2002
MS mod SactMan ANA + putrescina ~ Agar Raices
Brotes in vitro' Secciones MS Sac ANA Agar Raices Mencuccini, 2003
subapicales (3-4
cm)
Arboles de SN MS & BAP+ GA; + AIB  * Brotes Donini y col.,
invernadero 2008b
Brotes in vitro' SN OM Man Z+ Dikegulac Agar Brotes Mendoza-de
Gyves y col., 2008
BN mod Sac AIB+ putrescina Agar Raices
Haouzia Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
oM * ANA/AIB * Raices
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Kalamon Brotes SN OM mod < RZ Agar Brotes Rama y Pontikis,
procedentes de 1990
esferoblastos OM mod < ANA < Raices
Arboles en SN WPM Sac BAP+ GA; + AIB  Agar Brotes Dimassi-Theriou,
invernadero 1994; 1999

WPM < AIB < Raices
Arboles de 18 SN MS mod Sac BAP + AIB Agar Brotes Ozkaya y col.,
afios 2003
Knop&Heller Sac AIB Agar Raices

Koronieki Arboles SN DKW mod Man RZ/TDZ Agar Brotes Roussos y
severamente Pontikis, 2002
podados

WPM * AIB + ANA * Raices
Arboles de 18 SN MS mod Sac BAP + AIB Agar Brotes Ozkaya y col.,
anos 2003
Knop&Heller Sac AIB Agar Raices
Arboles de SN MS * BAP+ GA; + AIB  * Brotes Donini y col.,
invernadero 2008b
Leccino Brotes in vitro' & OM mod * Z * Brotes Lambardi y col.,
2002
Arboles de 10- SN MS * GA ; Gelrite Brotes Ramzan-Kan y
15 afos col., 2002

Lucques Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005

enraizadas
oM * ANA/AIB * Raices
Maremmano Brotes in vitro & MSm Man Z Gelrite Brotes Leva, 2011
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Maurino Arbol adulto SN MS mod * Z * Brotes Bartolini y col.,
1990
MS mod Man V4 Agar Brotes Leva y col., 1994;
2002; 2003, 2012;
Leva, 2009
Brotes in vitro 2 MSmod Man Z Gelrite Brotes Leva, 2011
Memecik Arboles (5-10 SN oM * BAP * Brotes Seyhan y
afios) Ozzambak, 1994
Meski Brotes in vitro' SN MS mod Man Z+ Kin Agar Brotes Chaari-Rkhis y
col., 1999
Brotes in vitro' SN OM * Z Agar Brotes Chaari-Rkhis y
col., 2002
OM mod < AIB < Raices
Mission Arboles (9aiios) SN Y2 MS Sac BAP+ GA; Agar Brotes Rostami y

Shahsavar, 2012
Y2 MS Sac AIB Agar Raices
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Moraiolo Brotes in vitro' SN OM Sac Z Agar Brotes Rugini, 1984;1992
BN Sac ANA Agar Raices
Brotes in vitro'  Peciolos de hoja MS * TDZ/TDZ+ANA & Brotes Mencuccini y
Rugini, 1993
Ramas SN OM * * * Brotes Zucherelli y
fructiferas Zucherelli, 2002
MS mod SactMan ANA + putrescina ~ Agar Raices
Brotes in vitro' Secciones MS Sac ANA Agar Raices Mencuccini, 2003
subapicales (3-4
cm)
Brotes in vitro' SN OM Man Z+ Dikegulac Agar Brotes Mendoza-de
Gyves y col., 2008
BN mod Sac AIB+ putrescina Agar Raices
Brotes in vitro' SN OM Sac Z+ BAP Agar Brotes Ansar y col.,
2009a; 2009b
OM mod Sac AIB Agar Raices
Nebbiara Arbol de campo SN oM Man Z+ GA;+ AIB Agar Brotes Zacchini y de
Agazio, 2004
OM mod Sac ANA Agar Raices
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Nocellara etnea Arboles campo SN OM Man Z * Brotes Cozzay col., 1997
OM mod < ANA < Raices
Brotes in vitro' * SH mod Man ANA/AIB Phytagel Raices Briccoli-Bati y

col., 1999; 2002

Arboles campo SN OM mod Man Z * Brotes Briccoli-Bati y
col., 2006
OM mod * AIB + putrescina * Raices
Nocellara del Belice Arboles campo SN oM Man Z * Brotes Cozzay col., 1997
MS mod * ANA * Raices
Nocellara Messinese Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Oueslati Arboles campo SN OM mod Man Z Agar Brotes Chaari-Rkhis y
(50 afios) col., 2011
MS mod Man AIB Agar Raices
Galega vulgar Arboles de SN OM Sac BAP+ Leche de Agar Brotes Peixe y col., 2007
campo de 8 afios coco
OM * AIB * Raices
Orbetana Arboles de SN MS mod Man zZ Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Piantone di Falerone Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Picholine du Languedoc  Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
oM * ANA/AIB * Raices
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Picholine Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
Marocaine enraizadas
OM * ANA/AIB * Raices
Arboles de SN oM * Z Agar Brotes Brhadda y col.,
campo 2003
(30 afios)
Piantone di Mogliano Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Piantone di moiano Brotes in vitro' SN OM Man Z+ Dikegulac Agar Brotes Mendoza-de
Gyves y col., 2008
BN mod Sac AIB+ putrescina Agar Raices
Picual Yemas adultas SN OM * BAP+TDZ * Brotes Garcia-Férriz y
injertadas en col., 2001; 2002;
acebuche 2003
Arboles de SN MS & BAP+ GA + AIB e Brotes Donini y col.,
invernadero 2008b
Arbol adulto SN OM Man Z +GA;+ AIB Agar Brotes Vidoy-Mercado y
severamente col., 2012a
podado
Raggia Arboles de SN MS mod Man V4 Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Rosciola Brotes in vitro' SN OM Man Z+ Dikegulac Agar Brotes Mendoza-de
Gyves y col., 2008
BN mod Sac AIB+ putrescina Agar Raices
Rowghani Arboles de SN DKW Man 2iP * Brotes Peyvandi y col.,
invernadero 2009
(4 afios)
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Salonemque Estaquillas SN oM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
OM * ANA/AIB * Raices
San Francesco Brotes in vitro = MSmod Man Z Gelrite Brotes Leva, 2011
Sargano Arboles de SN MS mod Man Z Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
Sevillano Arboles de SN OM 2 Z < Brotes Carter, 1997
invernadero
Sig de Sfax Brotes in vitro' SN MS mod Man Z+ Kin Agar Brotes Chaari-Rkhis y
col., 1999
Tanche Estaquillas SN OM mod Sac Z * Brotes Binet y col., 2007
enraizadas
OM < AIB * Raices
Tondina Arboles de SN OM mod Man zZ Phytagel Brotes Varlaro y col.,
invernadero 2009
ZDH4 Estaquillas SN OM Sac RZ * Brotes Sghir y col., 2005
enraizadas
OM * ANA/AIB * Raices
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S Olea europaea  Estaquillas SN OM mod Sac V4 Brotes Binet y col., 2007
% L. Ecotipo enraizadas

° 05300 OM * AIB Raices

%)

=

E‘J Olea europaea  Arboles campo SN DKW & BAP + AIB Brotes Santos y col., 2003
< L.

é spp.maderensis DKW mod Sac AIB Raices

2 Lowe :

@ Arboles campo SN OM mod * Z Brotes Brito y col., 2009
4

g OM mod & ANA Raices

Se especifica la edad de la planta madre cuando ésta aparece en el trabajo correspondiente.
'"Material proveniente de cultivos previamente establecidos in vitro.

SN.- seccion nodal.

* Componente del medio no especificado.

BN (Bourgin y Nitsch, 1967).

DKW (Driver y Kuniyuki, 1984).

MS (Murasige y Skoog, 1962).

OM (Rugini, 1984).

SH (Schenk y Hildebrant, 1972).

WPM (Lloyd y McCow, 1980).
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I.2. CRECIMIENTO Y DESARROLLO: DEFINICION Y CONCEPTOS

Todos los organismos multicelulares pasan por una serie de etapas de desarrollo, méas
o menos definidas, en las cuales aparecen una serie de caracteristicas diferenciales. En las
plantas, estos cambios ocurren en una region dinamica de su estructura, el meristemo apical
del tallo (Robinson y Wareing, 1969; Kester 1976; Poethig, 1990); esta renovacion de tipo
meristematico origina que su evolucion ontogenética no afecte a las células consideradas
individualmente como sucede en el reino animal. De hecho, la viabilidad de las semillas no
presenta relacion alguna con la edad del arbol madre; semillas de plantas de 170 afios
mostraron la misma capacidad germinativa y vigor que otras provenientes de madres mas

jovenes (Sax, 1962).

I.2.1. Fases de crecimiento y su caracterizacion

En el ciclo de vida de una planta, que se inicia a partir de la germinacion de una

semilla, podemos diferenciar tres fases de desarrollo (Greenwood, 1987):
1.- Fase embrionaria, o de crecimiento, que sigue a la germinacion de la semilla.

2.- Fase juvenil de crecimiento vegetativo, en la que la planta aumenta de tamafio y volumen.

3.- Fase adulta, en la que la planta cambia su forma de crecimiento de indeterminado a
determinado con la produccion de los primordios florales. Poethig (1990, 2003) diferencia
en esta fase dos etapas:

e La primera, de crecimiento vegetativo, caracterizada por una pérdida gradual de

capacidad morfogenética.

e La segunda, de crecimiento reproductivo, en la que la planta adquiere la capacidad

de formar estructuras reproductoras (flores en Angiospermas y conos en

Gimnospermas).
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La transicion de la fase juvenil a la adulta se denomina Cambio de Fase (CF) (Brink,

1962; Hackett, 1976). Por su parte, Meier-Dinkel y Kleinschmit (1990) distinguieron los
siguientes conceptos: 1) edad cronologica (edad de la planta desde el momento de la
germinacion de la semilla hasta el momento actual), ii) edad fisiologica o somatica (referida
a la pérdida de vitalidad durante su ciclo de vida, que termina con la muerte, y que esta
causada principalmente por el incremento en la complejidad de la planta) y iii) edad
ontogenética (se refiere a la fase de desarrollo en la que se encuentra la planta).

Fase juvenil

La duracion del periodo juvenil esta influenciada tanto por factores genéticos como
ambientales (Hackett, 1985) y en plantas lefiosas es muy variable, como puede apreciarse en

la Tabla 3.

Tabla 3.- Duracion del periodo juvenil en algunas especies lefiosas
(Clark, 1983)

Especie Periodo juvenil
Rosa hybrid tea 20-30 dias
Vitis spp. 1 afio

Malus spp. 4-8 afios
Citrus spp. 5-8 afios
Hedera helix 5-10 afios
Sequoia sempervirens 5-15 afios

Acer pseudoplatanus 15-20 aios

Quercus robur 25-30 anos

Fagus sylvatica 30-40 anos
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Fase adulta

La adquisicion de la capacidad para florecer implica un cambio drastico en los
patrones de diferenciacion celular y de morfogénesis del meristemo apical del tallo, que se
reflejan en una variacion gradual de las caracteristicas morfologicas y del desarrollo: cuticula
de la hoja, grosor, textura y color de la corteza, forma y disposicion de las hojas, indice de
plastocrono, presencia de espinas, orientacion del tallo, nimero de ramas y distribucion,
anchura y longitud de las traqueidas, vigor, retencion de hojas en invierno, pigmentacion del
tallo, capacidad para formar raices y yemas adventicias, distribucion de fotosintatos en el
tallo principal o en las ramas, asi como resistencia a enfermedades y al frio (Hackett, 1987);
en este sentido, es necesario sefialar que aunque estos cambios son mas evidentes en las

plantas lefiosas, también ocurren en las herbaceas.

El tnico criterio consistente para asegurar la terminacion del periodo juvenil es la
capacidad de una planta para florecer (Zimmerman, 1972) y que ésta se mantenga, siempre y
cuando se den las condiciones necesarias para ello; asi, es necesario tener en cuenta que la
floracion depende, tanto de la fase de desarrollo en la que se encuentre la planta como de
ciertas condiciones ambientales (fotoperiodo, temperatura... etc.), por lo que la ausencia de
floracion no debe ser considerada, de forma aislada, como un indicador de juvenilidad

(Hackett, 1987).

En las plantas de ciclo anual o bienal, la floracién es un proceso irreversible que
permite a la planta fructificar y que conduce a su muerte; por el contrario, en las plantas
perennes, la floracién ocurre solamente en zonas localizadas, lo que permite a la planta
continuar creciendo cuando ha alcanzado la madurez porque sélo algunos de sus apices
producen yemas florales, mientras otros permanecen en estado vegetativo, aunque no

necesariamente juvenil, a lo largo de su ciclo de vida (Poethig, 1990; Tooke y col., 2005).
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A medida que la planta progresa en su desarrollo, se produce una reduccion en las tasas
de crecimiento, hay pérdida de la dominancia apical y también se reduce la capacidad de
produccion de flores. Esta pérdida de vigor, o envejecimiento, puede ser revertida mediante
el injerto del tallo sobre un patrén juvenil o por una mejora en las condiciones nutritivas

(Poethig, 1990).

1.2.2. Caracteristicas diferenciales de las fases juvenil y adulta

Las caracteristicas de las diferentes etapas de desarrollo en el ciclo de vida de un planta
son (Haffner y col., 1991): morfologicas, citologicas e histologicas, fisioldgicas, bioquimicas
y moleculares, y aunque algunas pueden ser consideradas como marcadores del CF, hay que
tener en cuenta que no se ha demostrado su relacion directa con la madurez sexual (Hackett,
1985; 1987) y que no son homogéneas, sino que suelen ser especificas para cada especie

(Von Aderkas y Bonga, 2000).

1.2.2.1. Caracteristicas morfoldgicas.

En algunas especies es posible distinguir, por criterios exclusivamente morfologicos,
cuando se trata de un individuo juvenil o adulto. De manera general, Bonga (1982) y
Franclet (1983) consideran juveniles aquellas partes de la planta en las cuales predominan las
caracteristicas juveniles (ramas en angulo obtuso, gruesas y largas; tronco no bifurcado;
retencion de hojas en invierno y corteza lisa); por el contrario, serian adultas las zonas de la
planta con ramas finas, en angulo agudo; tronco bifurcado; hojas gruesas, densamente
nervadas y corteza gruesa.

Ademés de estas consideraciones generales, existen especies con caracteristicas
morfologicas claramente diferentes en las distintas etapas del desarrollo; asi, Ficus pumila

(Doorenbos, 1965; Hackett y col., 1987) y Hedera helix (Hackett y col., 1987) presenta
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habitos de crecimiento ortotropico en la fase juvenil y plagiotropico en la fase adulta; las
hojas juveniles de Eucaliptus spp. no presentan peciolo, son opuestas y de forma ovalada,
mientras las adultas son pecioladas, alternas y lanceoladas (Doorenbos, 1965); o
Sequoiadendron giganteum, que presenta hojas juveniles con forma de escama mientras las
hojas adultas son aciculares (Monteuuis y Bon, 1990). Estas y otras diferencias se encuentran

recogidas en la Tabla 4A.

1.2.2.2. Caracteristicas citoldgicas e histologicas

Células con nucleos de pequefio tamafio y cromatina no condensada, domo apical
pequefio y hojas con grandes células epidérmicas son caracteristicas de tejidos juveniles;
mientras que en los adultos suelen observarse células con un nucleo reticulado y elongado,
rodeado por membranas del reticulo endoplasmatico, cromatina condensada, ADN metilado y
domo apical de gran tamafio (Bonga, 1982; Franclet, 1983).

En la Tabla 4B, podemos ver las diferencias citoldgicas e histologicas que aparecen en
diferentes especies como Sequoiadendron giganteum, en la que se observa un alargamiento
de la forma del apice con la maduracion (Monteuuis, 1987a); Olea europaea con un aumento
en el nimero de cromocentros y del ADN nuclear en los apices adultos (Mazzuca y col.,
1995); Larix laricina que presenta una reduccion del nimero de nucledlos/célula en el
cambium adulto (Mellerowicz y col., 1995); o Tectona grandis con un aumento en el nimero

de vasos conductores en el tallo a lo largo del desarrollo (Husen y Pal., 2006).

1.2.2.3. Caracteristicas fisiologicas
1.2.2.3.1. Contenido endogeno de reguladores de crecimiento
Se ha establecido una relacion entre el contenido hormonal y los procesos de

desarrollo implicados en el CF; en general, giberelinas y auxinas se asocian con el
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crecimiento juvenil (Rogler y Hackett, 1975a; Zimmerman y col., 1985; Meier-Dinkel y
Kleinschmit, 1990), mientras que las sustancias inhibidoras del crecimiento, como el ABA,
se asocian con la fase adulta (Rogler y Hackett, 1975b).

Las diferencias fisiologicas entre las fases juvenil y adulta afectan también a
parametros como la capacidad fotosintética (Bauer y Bauer, 1980); la presencia de
determinados enzimas y formas isoenzimaticas en una determinada fase del desarrollo
(Murray y Hackett, 1991; Sanchez-Romero y col., 1993; Murray y col., 1994; Valdés y col.,
2007); los niveles de poliaminas (Kdnisgshofer, 1989; 1990) o la alteracion de la relacion

putrescina/espermidina (Schwartz y col., 1986). Estas diferencias se recogen en la tabla 4C.

1.2.2.3.2. Capacidad de enraizamiento

La caracteristica fisiologica mas determinante, por su influencia en la capacidad de
propagacion de las especies, es la capacidad de enraizamiento, que es elevada en los
individuos juveniles y disminuye progresivamente a lo largo del desarrollo de la planta
(Bonga, 1982; Franclet, 1983). De hecho, son numerosos los ejemplos en los que se ha
constatado la mayor capacidad de enraizamiento, y por lo tanto de propagacion, de los
individuos juveniles frente a los adultos; asi, en Tectona grandis (Husen y Pal, 2006), se
obtuvieron unos porcentajes de enraizamiento del 77,33 %, 53,33 % y 37,99 % en estaquillas
procedentes de individuos de 2 meses, 15 afnos y 30 afios, respectivamente; también se
observo una mayor produccion de callo basal en las estaquillas de mayor edad. En esta misma
especie, estaquillas procedentes de arboles adultos de 95 afios s6lo pudieron ser inducidas a
enraizar tras la combinacion de diferentes tratamientos, entre ellos los injertos sucesivos, la
etiolacion de las plantas injertadas y aplicaciones basales de AIB (Husen y Pal, 2003). En
Backhousia citriodora F. Muel. (Kibbler y col., 2004) las estaquillas juveniles, ademas de

tener mayor porcentaje de enraizamiento (100 %), enraizaban antes que las adultas (40 %).
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Otro factor critico en el enraizamiento es el grado de lignificacion de las estaquillas,
ya que la formacién de raices adventicias es un proceso organizado que requiere la
sincronizacion de varios procesos quimicos y cambios estructurales y cuando una planta se va
haciendo adulta necesita mas tejido lefioso para mantener su estructura, siendo las esclereidas
una barrera fisica en los procesos de enraizamiento (Davies, 1983).

La posicion de la estaquilla en el arbol madre también condiciona su capacidad de
enraizamiento al estar relacionada con la edad ontogenética; asi en Coffea arabica, los
porcentajes de enraizamiento alcanzados fueron del 96 %, 77 % y 55 % seglin se tomaran las
estaquillas a 0-15, 16-45 y 45-75 cm del suelo, respectivamente (Puroshotham y Sulladmath,
1985). Magnolia kobus, Magnolia soulangeana (Bajarczuk, 1983) 'y Sequoiadendron
giganteum (Monteuuis, 1985) son otras especies en las que también se ha descrito este
comportamiento. En brotes micropropagados de  individuos adultos de Castanea spp,
Sanchez y Vieitez (1991) observaron que la capacidad de enraizamiento estaba estrechamente
relacionada con la posicion original del explanto en la planta madre, disminuyendo los
porcentajes de enraizamiento desde 40-90 %, cuando los brotes procedian de la parte basal,
al 0% -11 %, cuando procedian de la copa del mismo arbol.

Vidal y col. (2003) realizaron estudios histologicos de la parte basal de estaquillas,
procedentes de zonas basales y apicales de Quercus robur L., que fueron sometidas a un
tratamiento con AIB, observando que cuatro dias después del tratamiento, las células de las
estaquillas basales comenzaban a dividirse dando lugar a meristemoides y primordios
radiculares, mientras que no se observd diferenciacion en las células de los estaquillas
apicales. Esta respuesta diferencial a auxina también se ha observado en otras especies, asi,
en Ficus pumila, la cantidad optima de AIB para estimular el enraizamiento de estaquillas
era dos veces superior para las estaquillas procedentes de material adulto que para las

estaquillas procedentes de material juvenil; este hecho ha sido interpretado de distintas
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maneras, bien que las estaquillas adultas poseian menor cantidad de auxina endégena (Davies
y Joiner ,1980) o que los niveles de auxinas decrecen en las partes maduras de los arboles, lo
que puede ser debido a que el abastecimiento del meristemo adulto decrece o bien a que el
transporte de auxinas se vea limitado por el aumento en tamafio de la planta (Davies, 1984).
Estas consideraciones parecen estar avaladas por el hecho de que la decapitacion de las
estaquillas reduce la capacidad de enraizamiento en guisante (Koukourikoupetridou y
Bangerth, 1997) y Rododendron (Chen y col., 1997), por interrupcion del transporte polar de
auxinas (TPA); también se ha observado este efecto con el uso de sustancias inhibidoras del
TPA, tales como el acido 1,3,5-trilodobenzoico (Liu y Reid, 1992a; Marks, 1996) y el acido
naftiltalamico (Visser y col., 1995); en estos casos, la capacidad de enraizamiento puede ser
restablecida mediante la aplicacion de auxina en el hipocotilo decapitado (Liu y Reid, 1992a).
Sin embargo, en material micropropagado de Quercus robur, procedente de las partes basal y
apical del arbol, Vidal y col. (2003) concluyen que la concentracion endéogena de AIA no es
un factor limitante en su capacidad de enraizamiento.

La aplicacion de determinadas sustancias de naturaleza fendlica, conjuntamente con
auxina, aumenta la capacidad de enraizamiento tal y como se ha observado en Ceratonia
siligua tras la adicion de pirogalol (Pontikis y Xiroychakis, 1985); sin embargo, en el patron
de vid “140-Rugeri” el porcentaje de estaquillas enraizadas, cuando se tratan con fenoles,
aumenta en Abril-Septiembre (cuando existe una buena capacidad de enraizamiento de
forma natural) pero no en Noviembre (cuando la capacidad de enraizamiento es baja)
(Bartolini y col., 1988). Németh (1986), sugirid que el papel de los fenoles seria formar
complejos con las auxinas y evitar su oxidacion, de manera que mantendrian los tejidos con
una bajo potencial redox, condicidon ésta que se relaciona con la juvenilidad. Claudot (1989;
citado por Haffner y col., 1991) afirm6 que la diferente capacidad organogénica de los

tejidos durante los procesos de maduracion, puede estar relacionada con variaciones en los
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niveles de diferentes compuestos fenolicos implicados en diferentes procesos biologicos,
aunque no existe una tendencia clara; asi, mientras en Castanea sativa, se detecté un aumento
en el contenido en fenoles durante su desarrollo ontogenético (Garcia y col. ,1980), en
Sequoiadendron giganteum se ha observado una gran variacion clonal y no se ha podido
asociar este parametro con una determinada fase del desarrollo (Monteuuis, 1988, citado por
Haffner y col., 1991).

También es necesario tener en cuenta el estado fisiologico del material de partida, asi,
Pontikis y Xiroychakis (1985) comprobaron en Ceratonia siliqua L., que las estaquillas
juveniles no mostraban cambios estacionales significativos en la capacidad de enraizamiento,
mientras que las adultas solo enraizaban en primavera, coincidiendo con el inicio de la
actividad del cambium.

Finalmente, las condiciones luz/oscuridad, son otro de los factores determinantes en
el enraizamiento, asi, en Acacia mangium, Monteuuis y Bon (2000) observaron que a las
mismas concentraciones y tipos de auxina utilizados, el material adulto enraiza en mayor
porcentaje y produce mayor nimero de raices cuando se incuba en oscuridad frente a la
incubacion en condiciones de luz; sin embargo, en las estaquillas juveniles solo se detect6 la

influencia en el nimero de raices, que fue mayor en condiciones de oscuridad.

1.2.2.4. Caracteristicas bioquimicas y moleculares

Las diferencias observadas se refieren a la presencia de diferentes perfiles proteicos e
incluso proteinas especificas que aparecen en determinadas fases del desarrollo; asi en
Sequoiadendrom giganteum se detectd un proteina de membrana (J16) que solo aparece en
los individuos juveniles (Bon, 1988); también se han detectado diferencias en los niveles de
transcripcion génica (Monteuuis y Gendraud, 1987; Gil y col., 2003); aumento en los niveles

(Fraga y col., 2002b; 2002c) y patrones (Baurens y col., 2004) de metilacion del ADN a

[51]



INTRODUCCION

medida que las plantas se acercan a la fase adulta y al diferente equilibrio entre los procesos
catabdlicos y anabdlicos (Monteuuis y Gendraud, 1987; Monteuuis y Bon, 1990). Estas

diferencias se encuentran recogidas en la Tabla 4D.
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Tabla 4.- Caracteristicas diferenciales de las fases juvenil y adulta en distintas especies: A) Morfologicas; B) Citologicas e histologicas; C)

Fisiolégicas y D) Bioquimicas y moleculares.

INTRODUCCION

Habito de crecimiento Ortotropico Plagiotropico Ficus pumila Doorenbos, 1965
Hedera helix Hackett y col., 1987
Marcgravia rectifolia Doorenbos, 1965
Quercus petrea McGowran y col., 1998
Larix laricina Greenwood y col., 1989
Tallo Plano Cilindrico Marcgravia rectifolia Dobbins y col., 1983
Presencia de espinas Sin espinas Malus spp, Pyrus spp y Citrus spp. Doorenbos, 1965
Raices aéreas Sin raices aéreas Marcgravia rectifolia Dobbins y col., 1983
Hedera helix Hackett y col., 1987
Zea mays Poethig, 1990
N° ramas/cm” 1 N° ramas/cm” | Larix laricina Greenwood y col., 1989
Hojas Sin peciolo, opuestas, ovaladas Pecioladas, alternas, lanceoladas Eucaliptus spp Doorenbos, 1965

Compuestas

Ovaladas
Enteras, alternas

En forma de escama
Presencia de ceras y tricomas

Filodios

Lanceoladas
Lobuladas, espiral

Aciculares
Ausencia de ceras y tricomas

Acacia mangium
Acacia koa

Marcgravia rectifolia
Hedera helix

Sequoiadendron giganteum
Zea mays

Monteuuis 2004
Poethig, 2010

Dobbins y col., 1983
Hackett y col., 1987

Monteuuis y Bon, 1990
Poethig, 1990

tifica
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Apices Menor tamafio, células mas Mayor tamafio, células Hedera helix Stein y Foster, 1969
grandes pequenas
Ancho en la base, longitud Estrechos en la base, mayor Sequoiadendrom giganteum Monteuuis, 1987 a;1987b
corta longitud
Relacioén nucleo/citoplasma Reduccioén de la relacion Sequoiadendrom giganteum Monteuuis y Bon, 1990
nucleo/citoplasma
Simplasto central forma Simplasto central forma Sinapis alba Ormenese y col., 2002
triangular redondeada
Aumento en el n° de Olea europaea Mazzuca y col., 1995
cromocentros y ADN nuclear
(~22 %)
Tallo N° vasos conductores |} Aumento en el n° de vasos Tectona grandis Husen y Pal, 2006
conductores
Cambium N° nucleolos/célula 1 N° de nucleolos/célula  § Larix laricina Mellerowicz y col., 1995

Contenido extranuclear de
carbohidratos solubles §

Contenido extranuclear de
carbohidratos solubles 1

tifica
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Fotosintesis

Actividad fotosintetica y de la
Rubisco |

Contenido en clorofila a §
Area foliar

Actividad fotosintetica y de la
Rubisco 1

Contenido en clorofila a §
Reduccion del area foliar

Hedera helix

Sequoia sempervirens
Acer rubrum

INTRODUCCION

Bauer y Bauer, 1980

Huang y col., 2003b
Niklas y Cobb, 2010

Actividades enzimaticas

Actividad de DHFR' 1
Cianidin-3glucosido (CG) ' 1
Fenilalanina-amonioliasa (FAL)
y Chalcona-sintetasa (ChS) > |
Peroxidasas 1

Peroxidasas |
Citoquinina-deshidrogenasa
(CKX)

No actividad DHFR
Reducciodn de los niveles de CG
Reduccion de la actividad FAL
y ChS
Reduccion de la actividad
Aumento de la actividad
No actividad CKX

Hedera helix
Acer palmatum
Juglans regia

Sequoia sempervirens
Persea americana
Pynus sylvestris

Murray y Hachett, 1991
Schmitzer y col., 2009
Claudot y col., 1993

Huang y col., 1996
Sanchez-Romero y col., 1993
Valdés y col., 2007

Contenidos hormonales t 2-iPyl AIA | 24P y t AIA Corylus avellana Andrés y col., 2002
Citoquininas tipo-Z/ tipo-2iP |  Citoquininas tipo-Z/ tipo-2iPt  Pinus radiata Valdés y col., 2002
tABA -] AIA | ABA -1 AIA Pinus radiata Materan y col., 2009
Niveles elevados de Z Disminucién niveles de Z Malus spp Zhang y col., 2008

Niveles de poliaminas Putrescina Putrescina { Picea abies Konisgshofer, 1989,1990
Putrescina 1 Putrescina Corylus avellana Rey y col., 1994
Bajos Elevados Olea europaea Rugini y Muganu, 2008
Putrescina/espermidina Putrescina/espermidina f Zea mays Schwartz y col., 1986
Presencia de antocianos Sin antocianos Hedera helix Murray y Hackett, 1991

Presencia de pigmentos
en el tallo

Ausencia de flavonoides

Presencia de flavonoides

Castanea sativa (in vitro)
Pyracantha coccinea

Murray y col., 1994
Férnandez-Lorenzo y col., 1999
Fico y col., 2000

tifica
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Capacidad de enraizamiento

Elevada (80-100 %)

Descenso acusado

Especies lefiosas en general

INTRODUCCION

Bonga ,1982; Franclet, 1983

Caracteristica diferencial Juvenil Adulto Especie Referencia
Proteina de membrana J16 Ausente Sequoiadendron giganteum Bon, 1988
Perfiles proteicos Proteinas especificas Ausentes Sequoia sempervirens Huang y col., 1992b
Proteina de 59.7 kDa Ausente Citrus paradisi Snowball y col., 1991
Ausentes Polipéptidos (43.6 kDa y 38.8 Castanea sativa Amo-Marco y col., 1993
kDa
Polipéptido de 28 kDa Ausente Prunus avium Besford y col., 1996; Hand y

Polipéptidos de 29 kDa y 63
KDa f

Polipéptidos de 29 kDa y 63
KDa |

Olea europaea

col., 1996
Garcia y col., 2000a

Acidos nucleicos

Acumulacién de transcritos del
gen QRCPE
RNA/DNA 1

Presencia de 2 fragmentos de
restriccion en el mtADN’ y
cuatro moléculas de ADN
circular

Transcritos del gen QRCPE |
RNA/DNA |

Ausencia de estos marcadores

Quercus robur
Sequoiadendrom giganteum

Sequoia sempervirens

Gil y col., 2003

Monteuuis y Gendraud,1987;
Monteuuis y Bon, 1990
Huang y col., 1995

Niveles de metilacion del ADN

30-35%

3 fragmentos de amplificacion
especificos de fase (MSAP)*

60 %

Aumento en los niveles de
metilacion del ADN y bajos
niveles de acetilacion de
histonas

Cambios en los patrones de
amplificacion (MSAP)

Pinus radiata
Pinus radiata

Acacia mangiun

Fraga y col., 2002b;2002c
Valledor y col., 2010

Baurens y col., 2004

Nucleodsidos trifosfato

ATP/NTP 1

ATP/NTP

Sequoiadendrom giganteum

Monteuuis y Gendraud,1987;
Monteuuis y Bon, 1990

"Enzimas relacionadas con la sintesis de antocianos; * Enzimas relacionadas con la sintesis de flavonoides; > ADN mitocondrial; * Methylation Sensitive Amplified

Polymorphism
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1.2.3. Cambio de fase
1.2.3.1. Descripcion y bases de su desarrollo

El cambio gradual de la fase juvenil a la adulta, designada como maduracion, se
encuentra asociado con alteraciones no reversibles o dificilmente reversibles a nivel de los
meristemos (Hackett, 1987). Estas alteraciones se manifiestan morfoldégicamente en la
estabilidad de determinadas caracteristicas como el tipo y forma de la hoja, filotaxia y la
formacion de las flores. Simultaneamente, el incremento de puntos de crecimiento da lugar al
aumento del tamafio y complejidad de la planta y al envejecimiento fisiolégico (Wareing,
1959).

A lo largo del desarrollo de la planta, se van formando diferentes puntos de
crecimiento que, con el tiempo, se separan y siguen procesos de maduracion diferentes. El
tallo muestra un crecimiento polar, de manera que a medida que elonga, se van afiadiendo
nuevas estructuras en su parte apical; esto hace que las estructuras que se formaron en
etapas tempranas del desarrollo permanezcan en la parte basal del tallo, mientras que las mas
recientes se localizan en las partes superiores (Figura 2); de esta manera, las estructuras
formadas durante una determinada fase retienen las caracteristicas morfologicas y fisiologicas
propias de esta fase (topdfisis) aunque la planta entera haya entrado en una nueva fase

(Poethig, 1990).

La transicion de la fase adulta vegetativa a la reproductiva suele ser abrupta, mientras
que la transicion del crecimiento vegetativo juvenil a adulto, suele ser gradual y, a menudo
implica la formacidn de estructuras intermedias que presentan caracteristicas propias de las
distintas fase de desarrollo; Poethig (2003) sefiala que cuanto mayores son los cambios que
ocurren en la morfologia de los 6rganos durante el desarrollo, mas graduales seran los
patrones de variaciéon. Un ejemplo cldsico de estas estructuras intermedias se observa en

Acacia heterophylla (Taiz y Zeiger, 2010), que presenta hojas compuestas en la fase juvenil y
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filodios en la fase adulta; en la fase de transicion, aparecen formas intermedias que indican
que diferentes regiones de la misma hoja pueden expresar diferentes programas de desarrollo
(Figura 3). Para explicar la formacion de estas estructuras intermedias durante la transicion de
la fase juvenil a la adulta, Poethig (1990) propuso un modelo de maduracién combinatorio,
segun el cual el desarrollo del tallo puede ser descrito por la superposicion de una serie de
programas de desarrollo (juvenil, adulto y reproductivo), regulados de manera independiente,
que modulan la expresion de un proceso de desarrollo comtn. Asi, estas formas intermedias
indican que diferentes regiones de una misma hoja pueden expresar diferentes patrones de
desarrollo; las células de la parte superior de la hoja se desarrollan segun el programa de
desarrollo juvenil, mientras las células de la base comienzan a desarrollar el programa de

desarrollo adulto.

(A) Vegetative young (B) Flowering
adult plant plant

Phases P
W Juvenile
M Vegetative adult
[0 Reproductive y

@ Flower

Processes
«—— required —>
at all phases

Figura 2.- Esquema de la expresion de las
caracteristicas juveniles y adultas en una
planta adulta joven (A) y adulta en
floracion (B). Los procesos requeridos
durante todas las fases de desarrollo para el
crecimiento del meristemo apical y la
iniciacion de organos laterales se ilustran
con lineas en negro (Poethig, 1990).
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Flattened
petiole

Juvenile Intermediate Adult
phase stages phase

Figura 3.- Hojas de Acacia heterophylla
mostrando la transicion desde la forma
juvenil (hojas compuestas) hasta la forma
adulta (filodios). Las caracteristicas de las
hojas juveniles son retenidas en las partes
superiores de las formas intermedias (Taiz y
Zeiger, 2010).

En la evolucion ontogenética de una planta lefiosa de origen seminal, la floracion es el
unico criterio que permite afirmar que se produjo el cambio de fase (Zimmerman, 1972). Tal
fenémeno resulta como secuencia de alteraciones que tienen lugar en varios tejidos y 6rganos
de la planta, en los que también se incluye el propio meristemo apical a partir del cual se
forma la nueva estructura, la flor. Efectivamente, las relaciones existentes entre las
caracteristicas del cambio de fase y la evolucion ontogenética sugieren una estrecha relacion
de dependencia con lo que ocurre en los meristemos. Puesto que el crecimiento se basa en
modificaciones en este grupo de células, cabe suponer que es precisamente ahi donde actiian

los estimulos resultantes de los distintos equilibrios fisioldgicos segiin un mecanismo que
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todavia parece poco claro (Hackett y col., 1992; Huala y Sussex, 1993; Meeks-Wagner,
1993).

Para abordar el estudio del proceso de maduracion, es necesario conocer los cambios
que ocurren en las células del apice, en particular los procesos de determinacion y
diferenciacion (Hackett y col., 1992). La determinacion la definen Mc Daniel y col. (1987)
como el estado en que una célula o grupo de células manifiesta igual capacidad para
responder a estimulos ambientales con total independencia de su situacion (in situ, aislada o
en una nueva posicion, como resultado por ejemplo de un injerto). Durante la diferenciacion,
los tejidos formados por células “determinadas” se transforman en estructuras bioquimica y
morfologicamente distintas.

La actividad de los genes en el fendmeno de “determinacion” de las células fue
estudiada por Hackett y col. (1992) quienes explican su funcionamiento mediante un sistema
de interruptores. Asi, los distintos cambios fenotipicos que se registran en el cambio de fase
serian el resultado, en su expresion mas simple, de la accion de un solo interruptor o, en una
hipotesis mas compleja, de la accidbn de varios interruptores que de una u otra forma

desencadenan los cambios, tal y como se indica en la figura 4.
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Caracteres Caracteres Caracteres Caracteres Caracteres
fenotipicos fenotipicos fenotipicos fenotipicos fenotipicos
juveniles juveniles juveniles juveniles juveniles
ABCD ABCD ABCD ABCD ABCD
Lo LN
/ /
— — l’
/ Ar Br u Br
—
/ / / i’ —  BC
J — — — C
% o y v
— o Y -
vvy l v Vv ‘l‘ l’
A'B' C'D’ A'B"C'D’ A'B°C'D A'B C'D’ A"’B C'D’
Caracteres Caracteres Caracteres Caracteres Caracteres
fenotipicos fenotipicos fenotipicos fenotipicos fenotipicos
adultos adultos adultos adultos adultos
Interruptor Interruptores Interruptores  Interruptores Series separadasde
principal paralelos paralelos para en serie interruptores para
gruposde gruposde
caracteres caracteres

Figura 4.- Modelos alternativos de maduracion (Hackett y col., 1992)

Una vez diferenciados los meristemos terminales, se asiste a la transmision, por via
celular, de la informacion hacia los tejidos que se van originando. Esta operacion, segin
Wareing (1987), no implica alteraciones a nivel nuclear puesto que los tejidos adultos ya
diferenciados pueden producir embriones que, naturalmente, son juveniles. Por lo tanto, el
cambio de fase se acepta como resultado de interacciones en la “determinacion” de las
células, puesto que su expresion final, traducida por diversas modificaciones como puede ser

la induccion floral, se mantiene aun cuando el estimulo desaparece (Hackett, 1983).
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1.2.3.2. Factores que controlan el cambio de fase

A medida que se produce la elongacion del tallo, el meristemo apical aumenta su
edad, cambia su posicion en relacion a otras estructuras de la planta y produce nuevos
organos, por lo que en su desarrollo han de estar implicados factores temporales, espaciales y

cuantitativos (Poethig, 1990).

1.2.3.2.1.Tamafio de la planta

McDaniel (1996) en Nicotiana tabacum puso de manifiesto que la floracion ocurria
cuando la planta alcanzaba un determinado tamafio (alrededor de 41 nudos), y que en plantas
florecidas y decapitadas por encima del nudo 34, la yema de este nudo, tomaba la dominancia
apical y formaba 7 nudos mas antes de volver a desarrollar flores; sin embargo, si esta misma
yema era escindida de la planta original y enraizada o injertada (sobre un patron sin hojas,
cerca de la base), no florecia hasta que formaba 41 nudos; en otro experimento, la planta era
decapitada por encima del nudo 37 y la floracion ocurria tras formarse 4 nudos mas, en las
mismas tres situaciones anteriores (escindida, enraizada e injertada), lo que puso de
manifiesto que la yema no esta determinada para florecer hasta que no ha producido 37
nudos. Estos experimentos sugieren que mas que alcanzar un determinado tamafio (como
sugirieron Robinson y Wareing, 1969), la capacidad para florecer se alcanza cuando el
meristemo sufre un nimero de divisiones determinado, tal y como sefial6 Zimmerman (1971,
1973) en Malus hupehensis. Por su parte, Moreno-Alias y col. (2010) determinaron que la
primera produccion de flores en plantas de olivo procedentes de semillas (cv. Arbequina),
ocurre en los brotes situados a 200 cm del suelo; dicho valor resulta de la suma de la
distancia a la que la rama se inserta en el tronco principal mas la longitud de la propia rama
en la que se diferencia el meristemo floral; similares resultados obtuvieron Sudrez y col.

(2011) analizando la progenie de 8 cruces entre diferentes cultivares de olivo; estos autores
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concluyeron que la distancia entre el suelo y la primera flor (alrededor de 2,07-2,41 m) se
correlacionaba con la duracion del periodo juvenil y el genotipo de los parentales,
proponiéndolo como un caracter constante entre los diferentes cultivares.

Hackett (1983), sugiri6 que las razones por las que es importante alcanzar un
determinado tamafio para que se produzca el cambio de fase pueden ser debidas a Ia
variacion de la posicion del dpice en relacion a otras partes de la planta (como la raiz) y la
consiguiente variacion de la distancia de translocacion de fotosintatos, agua, hormonas...
etc., y a que la existencia de diversos meristemos (laterales, radiculares) en una misma planta
hace que entren en competencia por los nutrientes. Por su parte, Meilan (1997) sefialé que
aunque la planta haya alcanzado la madurez no florecera hasta que no pueda producir
suficiente cantidad de asimilados para sostener la produccion de semillas, lo que a su vez
dependera del nimero de hojas que posea. Estas consideraciones estan de acuerdo con lo
observado en coliflor por Hand y Atherton (1987), especie en la que la juvenilidad persiste
hasta que la planta produce un determinado niimero de hojas, siendo ademas este numero
dependiente del genotipo; asi, hasta que las plantas no alcanzan ese umbral no responden a
los tratamientos de frio para inducir la floracién. De igual forma, en Malus domestica, Zhang
y col. (2007) observaron que mientras que la floracion se inicia espontaneamente en plantas
de semilla en el nudo n® 122, ésta puede ser inducida en el nudo n° 77 mediante la aplicacion
foliar de reguladores de crecimiento, lo que llevod a estos autores a afirmar que este punto
marcaria la transicion de la fase juvenil a adulta y que, aunque la planta haya alcanzado la
madurez, la floracion no tiene que producirse inmediatamente. Por su parte, Brenton y col.
(2004) al estudiar el comportamiento de algunos arboles de Juglans regia que florecian
precozmente a los pocos meses de la germinacion, observaron que durante la propagacion in
vitro de estos genotipos habia produccion de flores entre el 3° y 6° subcultivo y que ello era

independiente de la presencia, o no, de raices; asimismo la longitud de los brotes
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desarrollados in vitro era menor en aquellas que producian flores; por otra parte, tras la
aclimatacion de las plantas se observd como la produccion de flores reducia casi en un 50 %

el tamano de los individuos.

1.2.3.2.2. Reguladores de crecimiento

Werner y col., (2001) sobreexpresaron el gen de la citoquinina oxidasa (4¢CKX), en
plantas de Nicotiana tabacum, obteniendo clones deficientes en contenidos endogenos de 2-
iP y zeatina (31-63 % de reduccion con respecto a los clones control). Las alteraciones
fenotipicas observadas en las plantas transformadas consistian, a nivel de la parte aérea, en
retrasos en el desarrollo (entrenudos cortos, hdbitos de crecimiento enanizantes, reducido
numero de flores, mayor duracion del plastocrono); por el contrario, las raices presentaron
mayor crecimiento (mayor longitud y nimero de raices secundarias) que los respectivos
clones control; las plantas trasformadas comenzaron a producir flores tres meses después que
los controles aunque el nimero de hojas producido por ambos tipos de plantas, antes de la
floracion, fue el mismo, lo que confirma la teoria de que poseer un determinado nimero de
hojas es determinante en el proceso de floracion de esta especie. De acuerdo con Werner y
col. (2001), el papel de las citoquininas estaria ligado a su efecto en el nimero y duracion de
los ciclos de division celular en los apices radiculares y apicales. Por su parte, Poethig (2003)
senald, en el mismo sentido, que los patrones de variacion observados (tamafio y forma de las
hojas, longitud de los entrenudos) a lo largo del ciclo de vida de la planta sugieren que los
factores que regulan el CF también actuarian regulando la duracion del ciclo de las células
del meristemo apical; asi, las variaciones en la longitud de los entrenudos se relacionan con la
frecuencia de las divisiones del meristemo apical del tallo, mientras que las variaciones en el

tamafo vienen determinadas por la duracion de la fase de expansion.
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El papel de las giberelinas en el cambio de fase no estd del todo claro; asi,
aplicaciones exdgenas producen diferentes respuestas en diferentes especies; en el caso de
Hedera helix, produce la reversion de la forma adulta hacia formas mas juveniles (Robins,
1957), en citricos también son inhibidoras de la floracion (Snowball y col., 1988), mientras
que en coniferas acelera la produccion de estrobilos (Philipson, 1990) y también en Zea mays
promueven el CF (Evans y Poethig, 1995).

De todas estas observaciones, podriamos concluir que mas que la implicacion de una
hormona especifica en el CF, habria que tener en cuenta los balances en las concentraciones
endogenas de varias de ellas, considerando ademds, que existen grandes variaciones

estacionales en los niveles endogenos de las distintas hormonas.

1.2.3.2.3. Disponibilidad de nutrientes

Trippi (1990) sefialo que mientras el contenido en hidratos de carbono sea bajo, tendra
lugar un tipo de crecimiento indeterminado con formacion de brotes y raices, pero con el
aumento progresivo en el contenido de azicares comenzaria un efecto modulador del
potencial morfogenético que induciria la floracién, cese del crecimiento, dormancia y
senescencia; esta hipotesis parece estar confirmada con el trabajo de Tsai y col. (1997) con
el uso de plantas de tabaco transformadas con el gen de la rubisco en antisentido; estas
plantas mostraron un retraso en la transicion a la fase adulta, aunque una vez alcanzada ésta,
su desarrollo era normal, debido probablemente a las adaptaciones que presentaban para

maximizar los niveles de fotosintesis (mayor nimero de hojas y elevada relacion tallo/raiz).

1.2.3.2.4. Regulacion génica
El hecho de que el zigoto tuviera la informacidon genética para formar un nuevo

individuo, habria llevado a pensar que los genes se activaban de forma progresiva a lo largo
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del desarrollo (Bonga, 1982); sin embargo, actualmente parece mas aceptado que lo que se
produce son fendmenos de represion en los que estarian implicados todos aquellos procesos
que suponen un control en los niveles de expresion génica como la metilacion del ADN
nuclear (Holliday, 2005) o la eucromatizacion y heterocromatizacion por modificacion de
histonas (Jaenish y Bird, 2003). Bonga (1982) sefialo que los procesos de maduracion no
estan exclusivamente determinados por el nucleo, sino también por la acumulacion de
determinados elementos autorreplicantes (ADN de mitocondrias y cloroplastos) en el
citoplasma a lo largo de muchas generaciones celulares. Por su parte, Meier-Dinkel y
Kleinschmit (1990) sefalaron que el proceso de maduracion podia ser explicado por
actividades génicas selectivas, de modo que diferentes complejos génicos serian activos en
las diferentes fases del desarrollo; en estos procesos de regulacion génica estarian implicadas
las poliaminas, que inducen cambios en la conformacion del ADN y por lo tanto en sus
niveles de transcripcion (Panagiotides y col, 1995) y los cambios en los niveles de
metilacion/desmetilacion del ADN (Holliday, 2005).

Las diferencias bioquimicas y moleculares observadas entre individuos juveniles y
adultos de determinadas especies (Tabla 4D), suponen indicios indirectos del papel de los
genes en el control del CF. Por otra parte, la posibilidad de inducir mutaciones y ver su
efecto en el desarrollo de la planta, ha permitido la identificacion de genes especificos
implicados en estos procesos, inicialmente en especies modelo, como Arabidopsis thaliana y
Zea mays, y posteriormente, de forma paralela al desarrollo de las técnicas de biologia
molecular, en especies lefiosas.

La primera evidencia directa de que el cambio de fase estd bajo control génico fue
propuesta por Poethig (1988) mediante el estudio de tres mutaciones semidominantes en
maiz: Teopodl (Tpl), Teopod2 (Tp2) y Teopod3 (Tp3), que prolongan la expresion de las

caracteristicas juveniles de las plantas afectadas. La observacion de que estas mutaciones no
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afectaban al tiempo de floracion o a la sensibilidad al fotoperiodo de los brotes (Bassiri y col.,
1992), sugirié que el cambio de fase es regulado independientemente de la induccion floral.
En esta misma especie, Vega y col. (2002) aislaron el gen epc (early phase change); las
mutaciones de epc reducian la duracion de la fase juvenil vegetativa y causaban una rapida
floracion, ademas de bloquear el rejuvenecimiento de los primordios foliares escindidos de
sus apices, lo que llevo a estos autores a sugerir que epc es requerido para la expresion de las
caracteristicas propias de la fase juvenil. Posteriormente, Lauter y col. (2005) indicaron que
el CF en maiz es regulado por la accion de dos genes antagonistas, el gen glossy 15 (gll5)
que mantiene la fase juvenil y miR172 que promueve la transicion hasta la fase adulta,
mediante regulacion negativa de gll5.

En Arabidopsis se han descrito los siguientes genes: TERMINAL FLOWER 1
(TFLT) cuya sobreexpresion retrasa la floracion y regula el crecimiento de la planta mediante
el mantenimiento de un estado de indeterminacion en el dpice (Shannon y Meeks-Wagner,
1991); LEAFY (LFY), APETALAI1 (AP1) y CAULIFLOWER (CAL) entre otros (Mandel y
Yanofsky, 1995; Pelaz y col., 2001) que regulan la produccion de meristemos florales
determinados; EAF1 (early floweringl) cuyos mutantes muestran floracion precoz (Scott y
col., 1999); SQN (SQUINT) cuyos mutantes poseen un nimero reducido de hojas juveniles y
una morfologia floral alterada, aunque no afecta al tiempo de floracion (Berardini y col.,
2001). Por otra parte, se ha observado que existen relaciones entre estos genes, asi TFL1
previene el desarrollo floral mediante el bloqueo de la expresion de LFY y AP1 en el domo
central del apice (Liljegren y col., 1999).

En Oriza sativa, Asai y col. (2002) observaron coémo mutantes del gen MORIL-1
(moril) presentaban una extension de la fase juvenil y no florecian ni siquiera bajo

condiciones inductivas; el corto plastocrono, las altas tasas de division del apice y la menor
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actividad fotosintética de las plantas mutadas ponian de manifiesto que se encontraban
permanentemente en fase juvenil.

Recientemente se han identificado genes relacionados con la floracion en diversas
especies lenosas, asi en Citrus sinensis se han aislado genes como el CsTFL (Pillitteri y
col., 2004a), CsLFY y CsAP1 (Pillitteri y col., 2004b); estudios mediante RT-PCR
demostraron que la juvenilidad en Citrus se correlaciona positivamente con la acumulacion
de transcritos CsTFL y negativamente con los genes de floracion CsLFY y CsAP1.

En Populus spp., Hsu y col. (2006) describieron el FLOWERING LOCUS T2 (FT2),
relacionado con los genes FT de Arabidopsis, que controla la primera floracion y las
floraciones estacionales, una vez alcanzada la fase adulta, de esta especie; estos autores
observaron como los transcritos de este gen son escasos durante la fase juvenil, y aumentan
durante el crecimiento; por otra parte, cuando plantas juveniles son transformadas con este
gen, el nivel de transcritos aumenta y las plantas florecen en un afo, mientras que en
condiciones normales su periodo juvenil oscila entre 7-10 afos.

En Malus x domestica, se han descrito también varios genes relacionados con la
juvenilidad: MdTFL1 (Kotoda y col., 2006), que mantiene la juvenilidad de las plantas en las
que se expresa y MdFT1 y MdFT2 (Kotoda y col., 2010), que se expresan diferencialmente en
tejidos adultos y 6rganos reproductivos respectivamente y cuya expresion ectdpica induce

floracion precoz en Arabidopsis.

1.2.4. Estabilidad de los meristemos

Las caracteristicas que determinan la madurez se van acumulando progresivamente
porque se trasmiten de una generacion celular somatica a la siguiente, a través del proceso de
mitosis (Hackett y col., 1990). Cuando se alcanza la fase adulta de desarrollo, ésta es

relativamente estable, de manera que la floracion puede continuar tanto tiempo como lo

[68]



INTRODUCCION

posibiliten los procesos de induccion floral (Hackett, 1987); esta capacidad de floracion se
mantiene incluso durante los procesos de propagacion vegetativa; asi, en plantas maduras de
Hedera helix, las estaquillas tomadas de la region basal desarrollan plantas juveniles,
mientras que las tomadas de la parte superior dan lugar a plantas adultas (Taiz y Zeiger,
2010).

La estabilidad génica es un prerrequisito en los procesos de propagacion vegetativa y
quizds deberiamos preguntarnos cémo se mantiene si las tasas de mutacion son
proporcionales a las tasas de division celular y el meristemo debe experimentar multiples
divisiones durante el ciclo de vida de cada planta. Bonga (1982) sefiala que los mecanismos
para asegurar esta estabilidad se centran por un lado, en limitar los procesos de division vy,
por otra, en la no segregacion al azar de las hebras de ADN. En la mayoria de las plantas,
los meristemos poseen zonas de baja actividad mitotica; asi en el apice vegetativo del brote,
la zona central es relativamente inactiva mientras los brotes permanecen en estado vegetativo,
por lo que en el apice adulto existird una region que habra sufrido un nimero limitado de
divisiones celulares; también se ha demostrado la existencia de un centro de quiescencia en el
meristemo de la raiz que muestra bajas tasas de mutacion incluso en situaciones adversas
(radiaciones X, a, B; mutagénos quimicos, choques térmicos... etc.).

Charlesworth (1989), sefiala que las plantas que presentan largos ciclos de vida,
acumulan una gran cantidad de variaciones somaticas, debidas al gran nimero de divisiones
que experimentan sus meristemos tras la formacion del zigoto. Existen mecanismos que
permiten la acumulacion de estas variaciones: lineas germinales separadas (mientras en los
animales los gametos descienden directamente de una linea germinal, las plantas no
establecen una linea germinal, sino que todas sus células retienen el poder de la reproduccion,
y la probabilidad de que originen un gameto depende de su posicion en el organismo),

sistemas abiertos de crecimiento (la existencia de los meristemos permite producir
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periddicamente y de forma casi perenne nuevos oOrganos y tejidos), organizaciones
meristematicas flexibles y el hecho de que la mayoria de estas mutaciones no son
incompatibles con la vida (Klekowsky y Godfrey, 1989). De esta manera, la cuestion de la
estabilidad genética en las plantas perennes tendria que estar referida a como se reduce el
impacto de estas variaciones; en esta linea, Klekowsky (1988) se pregunta si las células
mutantes se mantendrian en los meristemos o si por el contrario serian eliminadas hacia
organos y tejidos a término; muchas de las caracteristicas del meristemo apical podrian
explicar el porqué no se fijan estas variaciones: el nimero de divisiones celulares que
experimenta las células iniciales por entrenudo es limitado, la existencia de meristemos en
estado latente, la organizacion celular estratificada y la existencia de divisiones periclinales
que favorecen el movimiento de las células entre las diferentes capas del meristemo.

En cuanto al mantenimiento de las caracteristicas estables de los meristemos, existen
tres hipdtesis que tratan de explicarlo (Hackett, 1985; 1987):

1. Hipotesis celular.- las bases de la estabilidad se determinan a nivel celular, existiendo
diferencias intrinsecas en las células meristematicas de los apices juveniles y adultos,
que son el fruto de la determinacion celular que implica el proceso de maduracion.

2. Hipotesis estructural y de organizacion.- las caracteristicas del meristemo apical estan
determinadas por la estructura y organizacién del meristemo apical como un todo.

3. Hipotesis correlativa.- la estructura y funcion del meristemo apical estan controladas o
estabilizadas por la influencia de tejidos diferenciados que se encuentran localizados
en partes mas o menos lejanas de la planta, habiendo por lo tanto efectos correlativos
que involucran a la planta completa.

Medford (1992) afirma que el meristemo apical del tallo funciona como una unidad
auténoma puesto que si se escinde de la planta y se pone en cultivo es capaz de seguir

creciendo independientemente de sefiales externas; ahora bien, si se divide en partes
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pequefias, primero comenzara a desarrollar el 4pice entero antes de formar ninguna estructura
o asumir algin tipo de funcion (esto ocurre incluso cuando el meristemo es 1/20 de su
tamafio original); por ello, dado que las diferentes zonas se forman s6lo cuando el meristemo
esta completo, debe haber algin tipo de comunicacion entre sus células de manera que se
coordinen para formar las diferentes estructuras. Trabajos mas recientes han demostrado la
existencia de diversos tipos de comunicacion entre las células del meristemo, como por
ejemplo, la relacion entre los genes WUSCHEL (WUS) y CLAVATA (CLV); el gen WUS es
un factor de transcripcion requerido para la formacion y mantenimiento de las células madre
meristematicas, de manera que los mutantes de este factor de transcripcion carecen de
meristemo apical. En situaciones normales, el tamafio de la zona donde se expresa este gen
esta controlado por los genes CLV. Asi, un incremento en el nimero de células que expresan
WUS produce un incremento en la transcripcion del gen CLV3. CLV3 es un péptido de
pequefio peso molecular que se expresa en la capa exterior del meristemo, pasa a capas
ineriores donde se une a CLV1 y éste suprime la expresion del WUS. Al descender el nimero
de células madre se reduce el nivel de expresion de CLV3, permitiendo la expresion de WUS
e incrementando de nuevo el nimero de células madre (Schoof y col., 2000; Clark, 2001).
Poethig (1990) senala que la tendencia de las células vegetales a desdiferenciarse
cuando se cultivan in vitro, y la facilidad con la que pueden ser inducidas a regenerar,
soportaria la hipotesis de que el desarrollo de las células estaria regulado principalmente por
el organo o tejido del que forman parte. Sin embargo, se han detectado diferencias en el
comportamiento de las células derivadas de organos o tejidos en diferentes fases de
desarrollo; asi, cultivos de callo de Hedera hélix derivados de formas juveniles y adultas
difieren en su capacidad de regeneracion, los tejidos juveniles crecen mas rapidamente que
los adultos y los tejidos adultos producen brotes en lugar de embriones (Polito y Alliata,

1981). Sin embargo, en el cultivo in vitro de yemas aisladas de la base y de la copa de un
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mismo individuo de Robinia pseudoacacia Kyung-Hwan y col. (1997), no encontraron
diferencias de comportamiento entre ambos tipos de explantos, pese a que existian entre ellos
diferencias morfologicas asociadas con la juvenilidad y la madurez respectivamente, por lo
que estos autores concluyen que es la influencia de los tejidos adyacentes, lo que determina el

diferente comportamiento de explantos con diferente edad ontogenética.

I.2.5. Manipulacion del cambio de fase como herramienta para la mejora y la
propagacion
1.2.5.1. Acortamiento del periodo juvenil para acelerar el proceso de mejora

Uno de los mayores impedimentos en el desarrollo de programas de mejora de
especies lefiosas, es la duracion de su periodo juvenil, que puede durar entre 5-40 afos
(Tabla 3); durante este periodo, no es posible realizar de cruzamientos ni evaluar las
posibilidades productivas de los individuos seleccionados, de manera que, en esta fase, sdlo
pueden seleccionarse individuos por sus caracteristicas morfoldgicas. Consecuentemente se

han realizado muchos y variados estudios para acortar la fase juvenil de las especies lefiosas.

I.2.5.1.1. Eleccion de genitores

La existencia de individuos con periodos juveniles cortos, en relacion a los estandares
de su especie, permite realizar cruzamientos dirigidos para seleccionar este caracter. Asi, en
Eucalyptus grandis Missiaggia y col. (2005) describieron un individuo que florecia
aproximadamente a los 90 dias de la germinacion; el caracter mostrd una segregacion
mendeliana 1:1 tras el cruzamiento entre individuos de periodo corto y de duracion estandar.
En Citrus paradisi, Citrus grandis (y sus respectivos hibridos), Citrus intermedia 'y Citrus
reticulata también se ha descrito la existencia de individuos de floracion precoz. En estas

especies, la floracion precoz también puede ser inducida por procedimientos agroculturales;
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sin embargo, en estos casos, tras la primera floracion las plantas revierten al estado juvenil

durante algunos afios (Holland y col., 1995).

1.2.5.1.2. Técnicas de cultivo

Los procedimientos adoptados son muy variables, pero la mayoria se basan en que la
planta alcance una determinada altura antes de ser inducida a floraciéon (McDaniel, 1996). En
olivo, tratamientos que promueven el crecimiento vegetativo mediante el control del
fotoperiodo/temperatura (Clavero-Ramirez y Pliego-Alfaro, 1993), y la aplicacion de
sistemas de riego, poda y fertilizacion en campo (Lavee y col., 1996; Moreno-Alias y col.,
2010) aceleran la entrada en produccion de las plantas de semilla.

La aplicacion de solarizacion también ha dado resultados positivos en el crecimiento
de las plantas; asi, en albaricoquero y nogal se detectd una tasa de crecimiento superior (25
%) en los individuos tratados respecto de los testigos (Stapleton y Devay, 1983); en olivo,
Riachy y col. (2011) observaron cémo el diametro del tronco y el nimero de plantas que
alcanzaban la fase adulta era superior en las progenies que crecian en suelos solarizados
respecto de los controles.

En plantas de 2-3 afios de Pinus banksiana (Cecich y col., 1994) y en otras coniferas
(Philipson,1990), se han descrito floraciones precoces tras la aplicacion exdgena de
giberelinas, aunque su efecto es contrario en otras especies como la hiedra, en la que produce
la reversion de la forma adulta a formas mas juveniles (Robins, 1957), o los citricos, en los

que son inhibidoras de la floracion (Snowball y col., 1988).

1.2.5.1.3. Transformacion con genes que controlan el cambio de fase
La transformacion con genes directamente implicados en la floracion esta

produciendo resultados prometedores en algunas especies; la mayoria de estos genes
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pertenecen a una familia génica, MADS-box, caracterizada por la presencia de secuencias
génicas altamente conservadas. La sobreexpresion de FRUITFULL (FUL)-homologo de
BpMADS4- induce floraciones precoces en abedul (Elo y col., 2007) y manzano (Flachowsky
y col., 2007) con una reduccion dramatica del periodo juvenil, aunque no se observaron
dichos efectos en plantas transgénicas de alamo.

El gen FT de de Arabidopsis y sus homologos en alamo, PFT y PfFT2, inducen
floracion en este ultimo con una alta eficiencia (Hsu y col., 2006); las plantas transgénicas
producen flores tanto masculinas como femeninas. El gen de citricos, CiFT (homoélogo de
FT) descrito por Hisada y col., (1997) ha dado buenos resultados acelerando la floracion de P.
trifoliata L. Raf (Endo y col., 2005) y Pyrus communis (Matsuda y col., 2006); en esta ultima
especie la sobreexpresion de este gen produce floraciones de los tallos que crecen in vitro.
Resultados similares se han obtenido en olivo tras la transformacion con el gen FT de

Medicago truncatula (Cerezo y col., 2010).

1.2.5.2. Rejuvenecimiento para mejorar la propagacion vegetativa

Uno de los principales problemas para la propagacion vegetativa de plantas lefiosas es
la relacion inversa que existe entre el estado adulto y la capacidad morfogenética; para
mitigar este problema, se pueden utilizar dos vias: i) seleccionar los tejidos mas juveniles
dentro del arbol o ii) inducir rejuvenecimiento en algunas partes del mismo (Bonga, 1982,

1987; Hackett, 1985).

1.2.5.2.1. Cono de juvenilidad
En un arbol adulto procedente de semilla, existen tejidos ontogenéticamente juveniles
en la base del tronco y en las ramas bajas (Hackett, 1985). Los brotes epicérmicos que crecen

a partir de yemas latentes en la base del tronco y ramas primarias tienen caracteristicas
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juveniles y alta capacidad de enraizamiento, ya que proceden de yemas que han permanecido
fuertemente reprimidas y conservan por tanto un cierto grado de juvenilidad.

En la figura 5 se puede apreciar un esquema sobre la distribucion de los tejidos
juveniles en plantas lefiosas procedentes de semilla (Bonga, 1982); en una conifera (figura 5,
izquierda), el grado de juvenilidad de un meristemo apical, es inversamente proporcional a la
distancia (a través del tronco y las ramas) entre la zona de union raiz-tallo (A); de esta
manera el meristemo B seria el mas adulto y el meristemo F el mas juvenil. En una planta
lefiosa con alto grado de ramificacion (figura 5, derecha), las zonas mas densamente
marcadas son las mas juveniles. Brotes epicormicos (E); esferoblastos (Sp); brotes
procedentes de la raiz (R) y brotes procedentes de arboles severamente podados (S, P) son

juveniles.

Figura 5.- Gradiente de juvenilidad en plantas
lefiosas (Bonga, 1982). 1) Conifera (izquierda) A.-
zona de unidn raiz-tallo. B.- meristemo apical del
tallo. C, D, E y F.- meristemos laterales. 2) Hoja
ancha (derecha). E.- brotes epicormicos. P y S.-
brotes procedentes de arboles severamente
podados. R.- brotes procedentes de la raiz. SP.-
esferoblastos.
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El crecimiento forzado en invernadero de secciones de tallo de Quercus rubra puso
de manifiesto la existencia de este gradiente de juvenilidad, de manera que las porciones
basales produjeron mayor nimero de tallos que las porciones superiores; de forma similar, los
brotes inducidos a partir de estas secciones presentaban un porcentaje de enraizamiento del
40 % cuando procedian de la base del arbol disminuyendo progresivamente esta cifra al

aumentar la distancia de la yema a la base del arbol (Fishel y col., 2003).

1.2.5.2.2. Induccion de rejuvenecimiento

El término rejuvenecimiento hace referencia al incremento de la capacidad
morfogenética de una planta. Bonga (1982) y Franclet y col. (1987) distinguen entre i)
rejuvenecimiento parcial, que implica la desaparicion de algunas caracteristicas de la
madurez y la reaparicion de caracteristicas juveniles en ciertas partes de la planta, que serian
capaces de formar raices y brotes adventicios y ii) rejuvenecimiento total o completo, en el
que se recobraria la juvenilidad total y simultineamente para todas las caracteristicas; este
proceso ocurre durante la formacion del zigoto en los procesos de reproduccion sexual y
durante la formacién de embriones somaticos o apomicticos.

Existen métodos que permiten un rejuvenecimiento progresivo, aunque incompleto y
a menudo rapidamente reversible, a la fase adulta (Franclet, 1991), lo que seria una ventaja
ya que no interesa que el incremento en el vigor vegetativo y el potencial de enraizamiento
vaya acompafiado de una reduccion o retraso en la capacidad de floracion (Howard y col.,
1988).

Pierik  (1990b), resalta las siguientes consideraciones generales sobre el

rejuvenecimiento:
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Es muy dificil distinguir el verdadero rejuvenecimiento de la reversion del
envejecimiento; el verdadero rejuvenecimiento es mas dificil de conseguir que la
reversion del envejecimiento o revitalizacion.

La eficacia del rejuvenecimiento disminuye con el grado de envejecimiento del arbol.
Cuando mas adulta sea la planta, mas fuerte serda el tratamiento necesario para
rejuvenecerla y frecuentemente, las caracteristicas juveniles solo podran ser
recuperadas mediante tratamiento repetidos.

Las partes terminal y periférica de un arbol, cronolégicamente las mas jovenes, son
ontogenéticamente las mas antiguas. A medida que aumenta la distancia entre el apice
del brote y el sistema radicular, desaparece gradualmente la condicion juvenil de los
meristemos de los brotes, excepto en la base del arbol. En principio, las partes basal e
interior pueden retener caracteristicas juveniles.

Es importante seleccionar yemas jovenes en crecimiento activo para facilitar el
rejuvenecimiento. El aislamiento posterior, in vivo o in vitro, es un prerrequisito
esencial, y cuanto menor sea el tamafio del material aislado, mayor es la posibilidad
de rejuvenecerlo.

Las técnicas de rejuvenecimiento, salvo la formacion de o6rganos adventicios y la
embriogénesis somatica, no provocan pérdida del plagiotropismo.

La capacidad de enraizamiento, considerada como un pardmetro importante para el
rejuvenecimiento, disminuye con la edad de la planta, aunque no existe una
correlacion estricta entre enraizamiento y rejuvenecimiento.

La benciladenina puede considerarse como una sustancia antienvejecimiento
importante y facilita la revitalizacion tanto in vivo como in vitro. La BAP promueve el
crecimiento de yemas laterales y yemas en dormancia y puede inducir la formacion de

yemas adventicias, a menudo ligadas a un verdadero rejuvenecimiento.
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1.2.5.2.2.1. Bases del rejuvenecimiento

El rejuvenecimiento mas dramatico ocurre durante la profase meidtica, en la que se
produce una reduccion del nimero de ribosomas citoplasmaticos, y una simplificacion de las
mitocondrias; parece que la finalidad de este proceso seria la eliminacion de ARNm asociado
a ribosomas viejos en el citoplasma y la reduccion de la complejidad de los organulos, al
mismo tiempo que tienen lugar en el nucleo procesos de lisis similares a los observados en el
citoplasma; durante la ultima fase de la meiosis, el citoplasma sera repoblado con nuevos
organulos, presumiblemente juveniles, formandose nuevas mitocondrias a partir de las
parcialmente lisadas. Aunque parece cierto que la antigua informacion del citoplasma se
pierde, no esta claro como se provee posteriormente de nueva informacion, y cémo y cuando
es reprogramada la informacidon genética nuclear (Bonga, 1982). Por otra parte, y de acuerdo
con este autor, no se sabe si los mecanismos de reprogramacion de las células para la
morfogénesis, son efectivamente similares a los mecanismos de rejuvenecimiento activos
durante la reproduccion sexual, pero seria interesante determinar, si algunos de los procesos
que tienen lugar durante el rejuvenecimiento sexual, pueden ser reproducidos en las células
somaticas por medios fisicos o quimicos, y en consecuencia, esto seria seguido por la
morfogénesis.

Bonga (1984) demostré que tejidos somaticos de los estrobilos femeninos de Larix
decidua, recolectados en una época proxima a la meiosis, pueden formar brotes adventicios in
vitro. El hecho de que durante la meiosis, los tejidos somaticos proximos al lugar fisico
donde ésta ocurre, ganen competencia morfogenética, hizo postular a Meier-Dinkel y
Kleinschmit (1990) la existencia de factores de rejuvenecimiento presentes en el meiocito; si
esto es correcto, existen dos posibilidades, 1) que estos factores sean producidos en las células
en meiosis y se difundan a los tejidos anexos o i) que sean producidos en los tejidos

somaticos y posteriormente translocados a las células sexuales. Este hecho parece estar en

[78]



INTRODUCCION

consonancia con lo observado por Garcia y col. (2002b) en flores de Olea europaea, en las
que se encontraron polipéptidos de 29 kDa y 63 kDa, que anteriormente habian sido
identificados como marcadores de juvenilidad en olivo (Garcia y col., 2000a).

En cualquier caso, parece que los mecanismos implicados en el rejuvenecimiento
tienen mucha relacion con las situaciones de estrés (Von Aderkas y Bonga 2000); asi, en el
cultivo in vitro de granos de polen de tabaco, Heberle-Bors (1989) observo como la
privacion de nutrientes en el medio de cultivo causaba la degradacion parcial del citoplasma
de las células, con la formacion de espacios estructuralmente vacios, reduccion del numero
de plastidios, granos de almidon y ribosomas, aunque la integridad de las mitocondrias se
mantenia y también su capacidad para convertir los nutrientes de reserva en energia; por otra
parte y dado que la privacion de nutrientes es también uno de los mecanismos utilizados para
inducir embriogénesis, podriamos preguntarnos si este proceso también requiere la
eliminacion de orgéanulos viejos del citoplasma de modo similar a lo ocurrido en meiosis. En
Quercus suber, la combinacion de la privacion de sacarosa junto con un ligero choque de
calor a los cultivos de anteras, estimula la embriogénesis en microsporas (Bueno y col.,
1997). Nyitrai y col. (2004) indujeron rejuvenecimiento en hojas de guisante sometidas a
condiciones de estrés, mediante su exposicidn a bajas concentraciones de metales pesados
(Cd, Pb, Niy Ti); en las hojas tratadas, se produjo una mayor sintesis de clorofila y actividad
fotosintética que en las hojas no tratadas; un ensayo con extractos de estas hojas puso de
manifiesto que las citoquininas intervenian en los efectos producidos por los agentes
estresantes, ya que la dindmica de las curvas de concentracion de clorofila y citoquininas
fueron similares durante el proceso de rejuvenecimiento, lo que llevd a estos autores a
afirmar que los agentes estresantes generaban reacciones inespecificas de alarma que
producian un incremento en la sintesis de citoquininas y que, por lo tanto, implicarian

cambios en el equilibrio hormonal de la planta.
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1.2.5.2.2.2. Técnicas de rejuvenecimiento

Los métodos para la induccion del rejuvenecimiento se basan en que las
caracteristicas relacionadas con la maduracion son estables, pero reversibles. No todas las
caracteristicas revierten con la misma facilidad, algunas son mas manipulables que otras,
existiendo una gran influencia del tipo de tratamiento, su duracion y la intensidad con la que
se aplique (Hackett y Murray, 1993). Hackett (1985) sefiala que una técnica de
rejuvenecimiento sera mas efectiva si se realizan varios ciclos de un mismo tratamiento y los
resultados pueden mejorar si se combinan técnicas de rejuvenecimiento in vivo € in vitro

(Howard y col., 1989).

1.2.5.2.2.2.1. Técnicas de rejuvenecimiento in vivo

Induccidn de yemas adventicias.

La induccién de crecimiento adventicio a partir de raiz o tallo, puede restaurar la
condicién juvenil en plantas adultas (Kester, 1976, Lyrene, 1981). Este rejuvenecimiento
puede ser debido a la formacidn di novo de nuevos meristemos y no necesariamente porque
provengan de partes juveniles de las plantas (Hackett, 1985).

Injerto de puas adultas sobre patrones juveniles.

El injerto de brotes de arboles adultos sobre patrones juveniles produce un incremento
de vigor vegetativo y algin retraso en la floracion, lo que se interpreta como un
rejuvenecimiento parcial (Hackett, 1985) y, por regla general, las caracteristicas adultas
vuelven a expresarse tras un corto periodo de tiempo (Franclet y col., 1987).

El éxito de la técnica depende del intervalo de tiempo transcurrido entre dos injertos
sucesivos (Franclet, 1972); el tipo de patron empleado, que ha de ser fuerte y vigoroso

(Pierik, 1990b); la proximidad entre el apice adulto y el sistema radicular juvenil (Hackett,
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1988; Ballester y col., 1990) y la eliminacion de las hojas adultas tras la realizacion del
injerto (Franclet y col., 1987).

En Pinus radiata, Valdés y col. (2003) utilizaron la relacion del contenido en
citokininas (tipo- Z /tipo -1P) para valorar el grado de revigorizacion obtenido tras el injerto
in vivo de apices caulinares de arboles adultos sobre semillas de un afio de edad; los
resultados obtenidos fueron de 0,02 para el material adulto, 0,25 para el material injertado
una vez y 0,5 para el injertado dos veces, corroborando observaciones previas de Valdés y
col. (2002) que consideraban esta relacion como un marcador de juvenilidad.

Los efectos positivos del injerto sobre la revigorizacion se atribuyen:

1. A la posicion del meristemo en zonas cercanas a la raiz cuando es injertado. En
teoria, esto resulta en una mejora en la disponibilidad de nutrientes y hormonas en el apice
que origina un crecimiento revitalizado de los brotes que pueden expresar, incluso,
caracteristicas juveniles como la forma o disposicion de las hojas (Bonga y Von Aderkas,

1992).

ii. Al estrés temporal que sigue a la fase de injerto. La realizacion del injerto implica la
rotura del sistema vascular tanto del patron como de la pua, con la consiguiente pérdida de
agua y el cese temporal del transporte de solutos, que debe ser restaurado para evitar la
muerte de la planta por falta de nutrientes y desecacion (Parkinson y col., 1990); es decir, el
tallo puede sufrir una fase de inanicidbn que causa un pequefio y reversible grado de
degradacion del citoplasma de las células del meristemo hasta que se restablece el aporte de
nutrientes desde la raiz (Von Aderkas y Bonga 2000).

Greenwood (1995) sugiere que la expresion de las caracteristicas de madurez esta
determinada por la proporcion de células maduras y juveniles en el dpice del tallo en un
momento dado. Si esto es correcto, las condiciones que favorecen la rapida multiplicacion de

las células juveniles podrian justificar el gradual rejuvenecimiento observado en los injertos
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seriados; asi, el estrés nutricional que ocurre de forma sucesiva hasta que se establecen
conexiones vasculares patrén-paa, en los injertos seriados, puede estar involucrado en la
seleccion de células juveniles sobre las maduras. Este mecanismo y los que causan

degeneracion parcial del citoplasma pueden operar simultanea o separadamente.
Aplicacion de reguladores de crecimiento.

El acido giberélico puede inducir reversion hacia la fase juvenil, aumentando la
capacidad de enraizamiento, aunque como sefialan Zimmerman y col., (1985) en muchos
casos, este efecto es temporal; sin embargo, la aplicacion de GAj3 puede resultar util como
pretratamiento de la planta antes de su introduccion in vitro (Franclet y col., 1987).

También los tratamientos con BAP promueven el crecimiento de yemas en dormancia y
pueden inducir la formacion de yemas adventicias, a menudo ligadas a un verdadero
rejuvenecimiento (Pierik, 1990b).

Estaquillado sucesivo.

Por lo general, las caracteristicas adultas son estables tras la propagacion por estaquillado
(Hackett, 1985), y aunque cabria esperar que estas caracteristicas se acumularan
progresivamente dando lugar a la senilidad de los clones, se ha comprobado que generaciones
sucesivas no solo no llegan a ser mas adultas, sino que incluso se puede obtener cierto grado
de rejuvenecimiento (Bonga, 1982; Hackett, 1985). Asi tras el estaquillado sucesivo se ha
conseguido cierto grado de rejuvenecimiento en Ficus pumila (Davies, 1983).

Podas repetidas

Podar repetidamente un arbol es una practica comun en los procesos de propagacion; se
trata de forzar el crecimiento de nuevas ramas en la parte basal del tallo, constituyendo estas
ramas la fuente de estaquillas para el enraizamiento. Asi, en Corylus avellana (Rey y col.,
1990) y Picea sitchensis (Selby y col., 1990), se ha observado un aumento en la capacidad de

enraizamiento de las estaquillas procedentes de arboles podados. En Eucalyptus grandis x
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urophylla, la capacidad de enraizamiento de las estaquillas vari6 entre el 5 % y el 95 % para
el material no podado y podado cinco veces, respectivamente (Yang, 1995).

En Corylus avellana, Rey y col. (1998) observaron diferencias en el contenido enddgeno
de poliaminas del material no podado y podado y cémo estas variaciones se relacionaban
con la intensidad de la poda, indicando que se estaba produciendo un fendémeno de
revigorizacion. Algunos autores atribuyen este efecto a la seleccion y forzado de unos
meristemos que se encontraban en la base del arbol, fuertemente reprimidos y que, por ello,
han retenido la juvenilidad (Bonga, 1982; Franclet, 1983), mientras que otros autores hacen
referencia a su origen adventicio (Read y Bavougian, 2013).

En Pinus radiata, Libby y col. (1972) comprobaron que el mantenimiento de plantas
cortadas a 1-2 m del suelo proporcionaba estaquillas que enraizaban antes y en mayores
porcentajes que aquellas obtenidas a partir de arboles sin podar; la evaluacion posterior de las
plantas desarrolladas, puso de manifiesto que tras 7 afios de crecimiento en las misma
condiciones, las plantas procedentes de las estaquillas de los setos tenian mayor volumen,
ramas mas largas y producian menos conos que las plantas derivadas de las estaquillas que
procedian de los arboles sin podar (Bolstad y Libby, 1982). La formacion de setos bajos
mediante podas se ha utilizado en varias especies, como FEucalyptus grandis para

proporcionar material con mayor capacidad de enraizamiento (Hartney, 1980).

1.2.5.2.2.2.2. Técnicas de rejuvenecimiento in vitro

Las caracteristicas relacionadas con la fase adulta de desarrollo pueden ser modificadas
como resultado del cultivo in vitro; en este proceso intervienen factores tales como el
genotipo, la edad y estado fisiologico de la planta madre, posicion y tamafio del explanto,
frecuencia y duracién de los subcultivos y composicion de los medios nutritivos (Pierik,

1990a). Nas y col. (2002) sugirieron que el rejuvenecimiento inducido por el cultivo in vitro,
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en explantos obtenidos a partir de material adulto, es transitorio y que una vez que las plantas
son sacadas de los medios de cultivo recuperan las caracteristicas de la madurez, entre ellas la
capacidad de floracion, mas rapidamente que el material procedente de semilla y en un
tiempo similar al que lo harian si hubieran sido propagadas mediante los sistemas
tradicionales de propagacion vegetativa.

Cultivo de meristemos

No es facil regenerar plantas lefiosas a partir del cultivo de meristemos, pero cuando
se consigue, éstas presentan caracteristicas juveniles (Margara, 1982); el aislamiento de estos
meristemos en el momento fisioldogico indicado y su introduccion in vitro, ayudaria a
contrarrestar los efectos correlativos del resto de la planta (Monteuuis y Bon, 1990). Con este
método se ha conseguido el rejuvenecimiento de un especimen de Sequoiadendrom
giganteum de 100 de edad; las plantas regeneradas mostraban caracteristicas morfoldgicas
analogas a las plantas juveniles utilizadas como control (Monteuuis, 1990; 1991); ademas,
estas plantas presentaban la proteina de membrana J16 descrita como un marcador de
juvenilidad en esta especie (Bon, 1988).

Subcultivos sucesivos

El subcultivo en serie es un proceso similar a las podas sucesivas, siendo la
exposicion de la planta a las citoquininas, la principal causa de los efectos rejuvenecedores
del cultivo in vitro (Franclet y col., 1987).

La tasa de rejuvenecimiento adquirida depende tanto de la especie, como de la
variedad y el mimero de subcultivos, siendo muchas las especies lefiosas en las que se ha
observado un incremento de las tasas de proliferacion y enraizamiento cuando fueron
cultivadas in vitro repetidamente; asi, en Corylus avellana, Diaz-Sala y col. (1990b);
observaron que el material adulto mantenido in vitro durante nueve subcultivos sucesivos,

presentaba perfiles peptidicos y de metilacion, diferentes a los del material adulto a partir del
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que se inicio el cultivo y a los del material juvenil procedente de semillas del mismo y
mantenido en invernadero, aunque no pudieron averiguar si ello se debia a la mayor
capacidad organogénica del material in vitro o eran inducidas por las condiciones del cultivo
(Diaz-Sala y col.,1995). Por el contrario, Parra y col. (2001) en Myrtus communis no
encontraron diferencias en los niveles de metilacion entre el material adulto establecido en
campo y el mismo material tras el proceso de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento
in vitro.

El cultivo in vitro de arboles adultos de Metrosideros excelsa causo reversion hacia
formas juveniles; el aparente rejuvenecimiento observado afectaba tanto a la morfologia
como a las fisiologia de las plantas micropropagadas; asi, se observd como las hojas de las
plantas rejuvenecidas presentaban formas menos redondeadas y carecian de las vellosidades,
en la parte inferior, tipicas de las hojas maduras; ademas las plantas rejuvenecidas tardaron
tres 0 mas afios en volver a florecer, mientras que las estaquillas tomadas de las mismas
plantas adultas pueden hacerlo en un afio (Clemens y col., 1999). En Castanea spp la
capacidad de proliferacion de los cultivos in vitro se incrementd considerablemente entre los
subcultivos 6-12 estabilizandose después (Sanchez y Vieitez, 1991).

El porcentaje de enraizamiento in vitro de material adulto de Diospyros kaki
aumentd del 3,3 % al 90 % entre los subcultivos 3 y 38 respectivamente; los respectivos
controles juveniles presentaban un porcentaje del 70 % tras tres subcultivos (Tao y col.,
1994).

Por su parte, Grant y Hammatt (1999), observaron que las tasas de proliferacion y
enraizamiento in vitro de Prunus avium, se incrementaban a medida que aumentaba el
tiempo de cultivo, pero estos parametros eran independientes del intervalo entre subcultivo;
asi los cultivos mantenidos a 4 °C enraizaban en la misma proporcion que aquellos incubados

a 24 °C que eran subcultivados mas frecuentemente. Finalmente, en plantas adultas de
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Juglans regia, el porcentaje de enraizamiento in vitro se incrementd desde el 0 % (en los
subcultivos 1-10), hasta el 40 % (a partir del 30 subcultivo) (Dolcet-San Juan y col., 2004).

Ademas de los subcultivos sucesivos, otras estrategias, como el recultivo horizontal
de brotes decapitados, se han utilizado con éxito para aumentar el enraizamiento de Camelia
reticulata y Quercus robur (Ballester y col., 1990; Vieitez y col., 1994) y Passiflora spp
(Drew, 1991). En Prunus avium, el cocultivo de dos variedades, con diferente capacidad de
enraizamiento permitid obtener un aumento de la capacidad rizogénica de la variedad
recalcitrante (Ranjit y Kester, 1988); los autores lo atribuyeron al paso de sustancias de tipo
giberelina desde la variedad fécil de enraizar a la dificil, a través de difusion por el medio de
cultivo, ya que este efecto podia ser reproducido mediante la adicion de GAj3 al medio.

Formacion de brotes adventicios y embriogénesis somatica

La condicion juvenil de plantas adultas puede ser restaurada mediante la formacion de
embriones adventicios (Lyrene, 1981). Este fendomeno ocurre de forma natural a partir de la
nucela de algunas variedades de citricos, aunque sus propagulos no siempre producen plantas
dentro de tipo. En el proceso de desarrollo de la nucela, los organulos citoplasmaticos de sus
células se reducen en numero y llegan a desorganizarse, lo que recuerda a los procedimiento
de rejuvenecimiento sexual (Bonga, 1982).

Martinez y col. (2012) introdujeron in vitro material procedente de brotes epicormicos
de un arbol de 100 afios de Quercus robur y lo matuvieron en proliferacion mediante
brotacion de tallos axilares. Asimismo, establecieron lineas embriogénicas derivadas de
explantos de hoja de estos brotes epicérmicos, manteniéndolos en proliferacion mediante
embriogénesis secundaria. Al cabo de un afio los brotes derivados de las lineas embriogénicas
mostraron una mayor proporcion de brotes elongados y con mayor capacidad de

enraizamiento (3,3 — 45,6 % a 23,2 — 89,8 %) que los tallos que provenian directamente de
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los brotes epicormicos. Por tanto, parece que ocurre un cierto grado de rejuvenecimiento
durante el proceso de embriogénesis somatica.

La formacion de yemas adventicias también es un proceso de rejuvenecimiento que
puede utilizarse para aumentar la capacidad morfogenética de clones adultos (Hackett,
1983); asi, Rugini y Caricato (1995) consiguieron la formacién de embriones somaticos a
partir de material adulto que previamente habia sido rejuvenecido in vitro; la induccion de los
embriones se produjo a partir de peciolos de hoja procedentes de brotes in vitro que habian
sido regenerados mediante organogénesis adventicia.

Microinjertos

El injerto sucesivo in vitro, de secciones nodales (2-20 mm) adultas sobre patrones
juveniles, ha sido un método de rejuvenecimiento en especies lefiosas para facilitar su
propagacion. Las ptas procedentes de brotes in vitro y de plantas mantenidas en invernadero
muestran mayores tasas de prendimiento y menores problemas de oxidacion que las de
arboles en campo (Toma y Duhoki, 2010). La respuesta obtenida depende tanto del genotipo
como del nimero de ciclos de microinjertos sucesivos aunque, en general, se observo un
aumento en la capacidad de enraizamiento y de proliferaciéon del brote microinjertado a
medida que aumenta el nimero de injertos sucesivos. A continuacidon se presentan los
avances obtenidos en diferentes especies lenosas.

Especies frutales de clima subtropical.
Anacardium

Mneney y Mantell (2001) realizaron diversos ensayos para optimizar un método de
microinjerto en Anacardium occidentale, concluyendo que se obtenia un mayor porcentaje de
¢xito cuando se injertaba la microptia sobre uno de los lados del patron que cuando se
injertaba sobre el 4pice del mismo. El porcentaje de enraizamiento de los tallos regenerados

(13 %) fue mayor que el de los tallos adultos (0 %) pero todavia muy alejado de los
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porcentajes obtenidos para el material juvenil, con lo cual, estos autores sugirieron que son
necesarios mas ciclos de microinjerto para lograr su rejuvenecimiento. En esta misma
especie, Puthra y Anil (2002) obtuvieron un 80 % de microinjertos viables cuando el tamafio
de la ptia era de Smm; pero, no evaluaron la capacidad de enraizamiento de las plantas
regeneradas.
Annona

Con objeto de mejorar la capacidad de enraizamiento del chirimoyo (Annona
cherimola) se ha utilizado la técnica del microinjerto sucesivo en tres cultivares (Fino de Jete,
Bonita y Pazicas). El microinjerto de yemas subapicales sobre patrones juveniles (cv. Fino
de Jete) mejoro significativamente la tasa de brotacion de los tres cultivares (70 %, 53 % y 31
%, respectivamente). La capacidad de enraizamiento de los brotes adultos fue muy baja, sin
embargo, la de los brotes procedentes de las yemas microinjertadas fue aumentando con los
ciclos sucesivos, presentando sus valores maximos tras el 3° microinjerto (70 %, 60 % y 50 %
para "Fino de Jete”, “Bonita” y ‘“Pazicas” respectivamente). Los brotes enraizados fueron
micorrizados y aclimatados, presentando una alta tasa de supervivencia (90 al 100 %) lo que
indica que el microinjerto también tuvo efectos positivos en la fase de aclimatacion (Padilla
y Encina, 2011).

Citrus

Huang 1y col, (1992a) obtuvieron una progresiva restauracion de la capacidad de
enraizamiento y vigor de los tallos regenerados de Citrus reticulata y C. sinensis, cuando
apices de 0,2 cm de longitud de arboles adultos fueron microinjertados de forma repetitiva
cada 8 semanas, sobre semillas de Citrange Troyer; microtallos de 2 cm de longitud eran
escindidos de los microinjertos cuando éstos brotaban, se cultivaban in vitro, y se
comprobaba su capacidad organogénica a varios niveles; aproximadamente el 80 % de los

tallos procedentes del primer microinjerto desarrollaban hojas clordticas que presentaban
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unos niveles de abscision del 50 %; pero este valor descendia progresivamente a medida que
los tallos provenian de microinjertos posteriores, de manera que, tras el quinto microinjerto
los tallos mostraban un buen desarrollo en cuanto a tamafio, forma y aspecto de las hojas. La
capacidad de enraizamiento aument6 de forma progresiva observandose unos valores de 45
%, 50 % y 69 % para el quinto, sexto y séptimo microinjerto respectivamente, frente al 100
% que presentaba el material juvenil; sin embargo, cultivos de callo iniciados a partir de
explantos procedentes de los tallos microinjertados sucesivamente, no desarrollaron tallos
adventicios ni embriones somaticos. La persistencia de la capacidad de enraizamiento de
estos materiales hizo postular a estos autores que habian conseguido la reversion del apice
adulto hacia formas mas juveniles.
Garcinia

Garcinia indica, es una planta originaria de la India, de la familia del mangostan
(Clusiaceae), comunmente conocida como kocum, es un arbol frutal que se utiliza como
alimento y en la industria farmacéutica. El arbol también es usado como ornamental, con
una densa cubierta de hojas verdes y con las hojas nuevas, tefiidas de rojo rubi. Para la
realizacion de los microinjertos se utilizaron ptias de 2—3 mm, procedentes de brotes in vitro
obtenidos a partir de secciones nodales de un arbol élite de 20 afos; estos brotes eran
cortados en su base en forma de V y se insertaban en una incision vertical realizada al patron
juvenil. Los microinjertos eran mantenidos durante 8 semanas en el medio de Murashige y
Skoog (*MS), tras las cuales, la parte apical del brote emergido era de nuevo injertada sobre
otro patron. Tras la realizacion de cinco microinjertos sucesivos se consiguié aumentar hasta
un 75 % la capacidad de enraizamiento in vitro de estos brotes que no enraizaban antes de

ser microinjertados (Chabuskswar y Deodhar, 2006).
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Persea

Pliego-Alfaro y Murashige (1987) restauraron la capacidad de enraizamiento del
patron de aguacate Duke-7 (Persea americana) mediante el microinjerto de yemas laterales
aisladas de plantas adultas, sobre patrones juveniles. Aproximadamente el 50 % de los brotes
procedentes de los microinjertos mostraron capacidad de enraizamiento, indicando la
reversion hacia la fase juvenil

Tallos adultos del portainjerto de aguacate Gvar-am-13, tolerante a salinidad
(Kadman y Ben Ya'acov, 1980), mostraban un porcentaje de enraizamiento in vitro del 5
%; mientras que tras la realizacion de 17 microinjertos sucesivos esta capacidad aumento
hasta el 79 % ; estos valores eran similares a los obtenidos para el material juvenil (84 %), sin
embargo, en la fase de multiplicacion el comportamiento del material microinjertado fue
similar al mostrado por el material adulto (Barcelo-Mufioz y col., 1990).

Zizyphus

El microinjerto seriado de secciones apicales y nodales de 5-10 mm de longitud en
Ziziphus mauritiana sobre patrones de semilla mostr6 que independientemente del ciclo de
microinjerto, éstos sobrevivian a la fase de inicio en la misma proporcion que el material
juvenil; sin embargo, el crecimiento de la pia aumentaba a medida que lo hacia el nimero de
ciclos de microinjerto. El porcentaje de enraizamiento de las estaquillas tomadas de los
brotes microinjertados fue muy bajo tras el primer ciclo (4 %), pero tras cada ciclo este
parametro se incrementaba progresivamente (29 % y 40 % para el segundo y tercer ciclo de
microinjerto respectivamente) y aunque no llegaba a alcanzar el valor de los controles
juveniles (71 %), las longitudes de los brotes axilares y las raices desarrolladas en el material

microinjertado tres veces eran iguales a la de los controles juveniles (Danthu y col., 2004).
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Especies frutales de clima templado.
Castanea
La realizacion de tres microinjertos seriados de arboles maduros de Castanea sativa,
sobre patrones juveniles (Fernandez-Lorenzo y Ferndndez-Lopez, 2005) no logré aumentar la
capacidad de enraizamiento in vitro de este material; y aunque no se observaron diferencias
en la tasa de multiplicacion de los brotes microinjertados 1, 2 6 3 veces, ésta fue siempre
significativamente superior a la del material adulto (2,1 frente a 1,3 respectivamente).
Ceratonia
Hsina y EI Milti (2009) pusieron a punto la técnica para micropropagar el algarrobo
(Ceratonia siligua) mediante microinjertos a partir de tallos adultos de individuos
femeninos, cultivados in vitro; obtuvieron un porcentaje de éxito del 92,5 % cuando
realizaban el injerto en la parte central del hipocotilo; observando que el crecimiento de la
pua se restablecia tras cuatro semanas, con una tasa de proliferacion de 3,22 nuevos tallos
por explanto y 34 mm de longitud, indicando asi que esta técnica podia ser utilizada para
inducir rejuvenecimiento en plantas adultas.
Juglans
Dolcet-San Juan y col. (2004) intentaron el rejuvenecimiento de Juglans regia,
injertando 4apices adultos sobre patrones juveniles de la misma especie; tras dos ciclos de
microinjerto sucesivos no se consiguié el enraizamiento de los brotes regenerados a partir de
los microinjertos; mientras que los cultivos iniciados in vitro, a partir del mismo material sin
injertar, mostraron valores de enraizamiento superiores al 40 % tras 30 ciclos de subcultivos

sucesivos.
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Malus

En Malus domestica, Toma y Duhoki (2010) obtuvieron un porcentaje de
prendimiento de la puas del 80 %, cuando injertaron apices provenientes de plantas adultas
establecidas in vitro, mientras que cuando los apices provenian de arboles de campo el
porcentaje se reducia al 60 %; en cuanto al patron, los mejores resultados se obtuvieron
cuando se utilizaron brotes micropropagados (60 %) en lugar de semillas germinadas in vitro
(48 %); el uso de medio liquido y la colocaciéon de una gota de agar en la zona de union
incremento las probabilidades de éxito. Desgraciadamente, se detect6 una elevada mortalidad
(85 %) durante la fase de aclimatacion. Por el contrario, Dobranszki y col. (2000) obtuvieron
un 95 % de efectividad en los microinjertos del cv. Royal Gala, y 100 % en la fase de
aclimatacion. Estos autores utilizaron puas adultas provenientes de brotes que crecian in vitro
y que fueron lavados previamente con una solucion antioxidante. Con este método se
pudieron superar los problemas de necrosis y establecer in vitro los cvs. Remo, Rewena y
Reanda (Dobranszki y col., 2005).

Olea

El microinjerto de brotes de olivo (cv. "Arbequina’) de 1-1.5 cm de longitud sobre
estaquillas juveniles aumenté el porcentaje de enraizamiento in vitro del 2- 50 % (material
adulto vs. material injertado); un segundo ciclo de microinjerto no produjo un aumento
adicional del porcentaje de enraizamiento en los brotes derivados de los microinjertos
(Revilla y col., 1996); sin embargo, cuando estos brotes eran enraizados y aclimatados y se
mantenian creciendo en invernadero, las estaquillas derivadas de ellos mostraban porcentajes
de enraizamiento propios de material juvenil (100 %). Por su parte, Rache-Cardenal y col.,
(2008) observaron que las puas derivadas de plantas que crecian en invernadero se
comportaban mejor (en términos de formacion y desarrollo de los brotes axilares) tras el

microinjerto in vitro, que las que provenian de plantas que crecian en el campo. Farahani y
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col. (2011a) desarrollaron un protocolo para la micropropagacion y microinjerto del cv. Zard;
para ello, puas adultas (10-15 mm) fueron microinjertadas sobre semillas de tres semanas,
observando que la longitud de los brotes desarrollados aumentaba a medida que lo hacia el
numero de ciclos de microinjerto (3,7 cm; 4,4 cmy 5,2 cm para 1°, 2° y 3°, respectivamente).
Pistacia

En Pistacia vera, Abousalim y Mantell (1992), describieron el microinjerto de puas
provenientes de arboles de cuatro afios de edad en patrones de semilla cultivados en medio
liquido, con este sistema observaron que el 60 % de los puas mostraban un crecimiento
medio de 12,5 mm y un niimero de 5,7 nuevas yemas formadas, aunque no muestran datos de
enraizamiento de los brotes desarrollados. Posteriormente en el cv. Siirt, Onay y col. (2003,
2004) consiguieron un buen desarrollo de las yemas microinjertadas provenientes de puas de
arboles de 10 y 30 afios de edad, observando que los mejores resultados se obtenian cuando
las puas provenian de brotes cultivados in vitro mas que cuando procedian directamente del
arbol donador; estos autores ademas consiguieron la aclimatacion ex vitro de las plantas
microinjertadas, pero no ofrecen datos de la capacidad morfogenética del material procedente
de los microinjertos.

Prunus

El almendro (Prunus dulcis) posee una baja capacidad de enraizamiento cuando se
propaga mediante estaquillado; Yildirim y col. (2010) consiguieron la produccion de plantas
de los cvs. Ferragnes y Ferranduel injertando in vitro pias de 4- 15 mm de longitud sobre
patrones de semillas, obteniéndose unos porcentajes de éxito del 93 y 100 % respectivamente;
no se detectaron diferencias significativas en relacion al tamafio de la pua; la aclimatacion de
las plantulas microinjertadas no present6 ningun problema y se establecieron exitosamente en

campo.

[93]



INTRODUCCION

Pyrus
La eficacia del microinjerto en Pyrus spp esta estrechamente relacionada con el
origen de la pua; asi, Toma y Duhoki (2010) obtuvieron un 80 % de microinjertos viables
cuando la pua derivaba de brotes que crecian in vitro, frente al 40 % cuando provenia de
arboles de campo. Desgraciadamente, un 90 % de las plantas microinjertadas no
sobrevivieron a la fase de aclimatacion.
Vitis
Ben-Abdallah y col. (1997) propusieron el uso del microinjerto como medio de
clonacion rapido de las variedades de vid Belda, Muscat de Rafra y Asli, autdctonas de
Tunez; para aumentar el porcentaje de prendimiento de los microinjertos proponian usar
elevadas concentraciones de MgSO,4 (450 mg/L), y Fe-EDTA (40 mg/L) en el medio de
cultivo. La colocacion del apice en la superficie cortical externa del hipocétilo increment6 las
posibilidades de union patron-pua (63 %) y reducia un 35-36 % la incidencia de
ennegrecimiento y desecacion de la pua, sin embargo, no ofrecen datos sobre el
comportamiento de los tallos regenerados.
Especies forestales (Angiospermas)
Acacia
Para el microinjerto de Acacia tortilis, Detrez (1994) recomend6 el uso de puas
procedentes de brotes mantenidos in vitro, el porcentaje de supervivencia fue del 42 %
aunque no se muestran datos del comportamiento posterior de los brotes microinjertados. En
otra investigacion, Khalafalla y Daffalla (2008) describieron un método para la obtencion de
plantas de Acacia senegal, a partir del microinjerto de apices de tallos mantenidos in vitro
sobre semillas de 7-14 dias de edad, con un 100 % de efectividad; la aclimatacion de la
unidad patron-pua se producia de forma exitosa, de manera que estos autores lo propusieron

como un sistema para la produccion de plantas de esta especie con fines de reforestacion.
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Tallos adultos de Acacia mangium se mostraban recalcitrantes a las técnicas de
propagaciéon mediante injertos in vivo, sin embargo, utilizando la técnica del microinjerto,
Monteuuis (1995a, 1996) consiguio establecer in vitro este material con un porcentaje de
éxito del 45 %; en este caso, deberiamos hablar de revigorizacion del material mas que de un
posible rejuvenecimiento puesto que las hojas desarrolladas a partir de los tallos regenerados
mostraban morfologia adulta (filodios) en contraste con las hojas juveniles (compuestas-
pinnadas) tipicas de la fase juvenil de esta especie heteroblastica.

En Acacia albida, Danthu y col. (2002) consiguieron la restauracion total de la
capacidad de enraizamiento tras cuatro ciclos de microinjertos sucesivos de secciones nodales
con una yema sobre patrones juveniles.

Hevea

En Hevea brasiliensis, la eficacia de la técnica del microinjerto in vitro para inducir
rejuvenecimiento depende del genotipo; asi, Perrin y col. (1997) consiguieron aumentar
hasta el 60 % el porcentaje de enraizamiento del clon PB 235 con un solo ciclo de
microinjerto y hasta un 34 % el del clon GT1 tras seis microinjertos sucesivos. Estos autores
utilizaron los niveles endogenos de citoquininas libres como marcadores de juvenilidad,
comprobando que los niveles de zeatina eran mayores en las plantas derivadas de los
microinjertos que en los controles; en contraste, los niveles de iPA (isopenteniladenosina)
fueron superiores en los tallos adultos en relacion con el material rejuvenecido de ambos
clones.

Santalum

Santalum album, es una especie de gran interés econdémico que se muestra altamente
recalcitrante a las técnicas de propagacion in vivo e in vitro. Muthan y col., (2006) lograron
establecer esta especie in vitro con un porcentaje de éxito del 60 % microinjertando ptas de

1-2 cm de longitud provenientes de arboles de 50-60 afios sobre el hipocdtilo de patrones
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juveniles germinados in vitro, aunque no muestran datos del comportamiento posterior de las
plantas regeneradas.
Sterculia
Sterculia setigera, es un especie tropical cuyo exudado (goma) es usado en nutricion
y medicina. Niang y col. (2010) establecieron in vitro material adulto de esta especie
después de tres microinjertos sucesivos sobre patrones juveniles. Los tallos rejuvenecidos
mostraron un vigor y una capacidad de enraizamiento similar a la del material procedente de
semilla.
Especies forestales (Gimnospermas)
Araucaria
Anselmini y Zanette, (2008) pusieron a punto la técnica para la micropropagacion de
Araucaria angustifolia, mediante el autoinjerto de apices sobre patrones juveniles de 6 a 12
meses de edad, pero no ofrecen datos del comportamiento de los brotes regenerados.
Larix
Ewald y Kretzschmar (1996) investigaron el efecto rejuvenecedor del microinjerto en
Larix decidua, y para ello injertaron meristemos de arboles de 140 afios sobre patrones de
semilla in vitro. Cinco meses después del microinjerto y la transferencia de las plantas a
condiciones ex vitro, brotes nuevos de estas plantas fueron establecidos in vitro,
comparandose el comportamiento de los materiales procedentes del arbol madre y de los
microinjertos. En la fase de multiplicacion, los explantos provenientes de las plantas
microinjertadas se incrementaron durante los tres primeros subcultivos, mientras el nimero
medio de explantos originados a partir de los arboles adultos decrecia continuamente a partir
del primer subcultivo. Microestaquillas de las plantas procedentes de microinjerto enraizaban
en un porcentaje del 50 % mientras que no observo formacion de raices en ninguna de las

estaquillas provenientes de los arboles madre.
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Picea

En Picea abies (Monteuuis, 1994) se observo que la incubaciéon de las plantas
microinjertadas en oscuridad durante 2-3 semanas, aumentaba el porcentaje de prendimiento
de los microinjertos. Las plantas microinjertadas fueron aclimatadas ex vitro sin problemas y
aunque no aportaron datos de la capacidad morfogenética de estas plantas, el autor resalta la
aparicion de caracteristicas juveniles en los brotes desarrollados.

Pinus

Fraga y col. (2002a) injertaron puas adultas de Pinus radiata, de diferente edad
ontogenética sobre estaquillas juveniles y demostraron que la edad del material de partida fue
critica en la capacidad de proliferacion de los tallos tras el microinjerto; es decir, las ptas
juveniles mostraron mayor capacidad de proliferacion. Ademas, el 50 % de las puas
provenientes de brotes basales, mostraron crecimiento, frente al 10 % que lo hacia cuando las
puas provenian de la copa del arbol donador. Estos resultados fueron confirmados por
Materan y col. (2008).

Los niveles endégenos de acido abcisico (ABA) y acido-3-indolbutirico (AIA) en P.
radiata tras el microinjerto sobre P. radiata (homoinjertos) o P. caribea (heteroinjertos)
mostraron un incremento en el contenido en ABA, paralelo al descenso en los niveles de
AIA, a lo largo del tiempo, en los brotes injertados; los valores maximos de ABA (32 ug g™
Fw) y los niveles minimos de AIA (3 ug g’ Fw) se detectaron a los 120 y 60 dias del
microinjerto, respectivamente; estos resultados fueron similares a los encontrados en yemas
juveniles y fueron independientes del patron utilizado (Materan y col., 2009). En Pinus pinea
L., Cortizo y col. (2004) mostraron que el éxito de los microinjertos es cultivar dependiente

y que las ptas que mejor respondian fueron las recolectadas en Mayo-Junio.
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Pseudotsuga

La técnica empleada en el microinjerto de apices de Pseudotsuga menziessi influyod
de manera significativa en el porcentaje de prendimiento, asi Monteuuis (1995b) obtuvo un
50 % de éxito en los injertos laterales en contraste con el 8,6 % cuando se injertaba en la
parte superior del patréon; para la obtencion de plantas completas este autor realizd la
aclimatacion exitosa de las plantas microinjertadas, pero no  ofrece datos del
comportamiento posterior de este material.

Sequoia

Tranvan y col. (1991) observaron que tras el injerto de plias provenientes de un
ejemplar de 500 anos de Sequoia sempervirens, los brotes desarrollados presentaron
caracteristicas morfologicas y fisiolégicas juveniles, como la restauracion del crecimiento
ortotropico. Por su parte, Huang y col. (1992b) observaron cémo, tras la realizacion de cinco
microinjertos sucesivos, la capacidad de enraizamiento in vitro aumentd desde el 22 % para
el material adulto hasta el 100 % para el cuarto y quinto microinjerto; este aumento se
correlacionaba con la desaparicion de formas isoenzimaticas esterasas e isoperoxidasas
asociadas a la fase adulta y aparicion, a partir del 4° microinjerto, de otras formas
isoenzimaticas propias de la fase juvenil (Huang y col., 1996); también detectaron pequenas
moléculas, en el ADN mitocondrial, que son exclusivas de las fases juvenil y que no
aparecen ni en los tallos procedentes del 1-3° microinjerto ni en los adultos (Huang y col.,
1995); estos mismos autores constataron que estas moléculas no hibridaban ni con el ADN
del cloroplasto ni con el ADN nuclear y ademés no detectaron variaciones en su secuencia
durante mas de 20 afios de subcultivos sucesivos del material (Huang y col., 2003a).

Kuo y col. (1995) han descrito cambios en los patrones de fosforilacion de proteinas
en tallos adultos microinjertados.Tras cuatro microinjertos sucesivos los tallos muestran

aspecto juvenil y patrones de fosforilacion proteica similares a los de tallos juveniles, que a
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su vez son mayores que los observados en tallos adultos. El andlisis de determinadas
caracteristicas fisiologicas puso de manifiesto que los tallos rejuvenecidos in vitro tras cinco
ciclos de microinjerto, muestran caracteristicas fisioldgicas similares al material juvenil como
mayores tasas de crecimiento, mayor contenido en nitrégeno y mayores tasas de fotosintesis y

respiracion que las observadas en el material adulto (Huang y col., 2003b).
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La micropropagacion es, hoy dia, una herramienta biotecnologica ampliamente
utilizada tanto para fines comerciales como de investigacion, ya que el establecimiento de
modelos con plantulas in vitro, completas o no, hace posible estandarizar facilmente gran
cantidad de factores, dando lugar a un modelo experimental de enorme valor para el estudio
de cualquier proceso de crecimiento, desarrollo o respuesta a estreses, entre otros. Sin
embargo, a pesar de la gran cantidad de trabajos publicados, no en todas las especies se ha
alcanzado el grado de desarrollo tecnoldgico in vitro suficiente o, habiéndose alcanzado, no
es reproducible.

En el caso de las especies lefiosas en general, y del olivo en particular, el nivel de
desarrollo est4 limitado por la edad ontogenética del material, y la falta de reproducibilidad
puede ser debida, entre otras cosas, a que la respuesta es muy genotipo dependiente.
Preguntas tales como si se puede utilizar el cultivo in vitro para micropropagar el olivo, si es
posible micropropagar cualquier variedad o como influye el cultivo in vitro en el
comportamiento agrondémico posterior, no tienen ain respuesta, y el objetivo fundamental de
este trabajo es contribuir a darsela estudiando qué influencia tienen factores como la edad o la
variedad de olivo sobre la respuesta a la micropropagacion y coémo afectan los métodos de
rejuvenecimiento, en concreto los microinjertos sucesivos, a la estabilidad genética y a la
entrada en produccion del material obtenido. Este objetivo general se divide en los siguientes
objetivos parciales:

1. Establecimiento de un protocolo de micropropagacion para material juvenil.

2. Evaluacion del comportamiento del material adulto de los cvs. Arbequina y Picual en
las diferentes fases de la micropropagacion.

3. Evaluacion del uso de los microinjertos sucesivos in vitro como método de
rejuvenecimiento para mejorar la respuesta morfogenética del material adulto de

olivo:
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3.1. Evaluacion de posibles variaciones genéticas en las plantas adultas rejuvenecidas
mediante microinjerto.

3.2. Evaluacion in vitro de la respuesta morfogenética del material rejuvenecido.

3.3. Evaluacién del comportamiento, en cuanto a la entrada en produccion, de las

plantas rejuvenecidas.
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III.1. MATERIAL VEGETAL
Para la realizacion de los experimentos se utilizO material vegetal de olivo (Olea

europaea L.) de los cultivares Arbequina y Picual.

I1I.1.1. Procedencia del material
En la figura 6 se presenta un esquema con la procedencia de los materiales utilizados
en este trabajo.
Material juvenil
Como fuente de material juvenil se utilizaron plantones de unos tres afios de edad,
mantenidos en invernadero, procedentes de la germinacion de semillas del cv. Arbequina,
proporcionadas por el Banco Mundial de Germoplasma de Olivo de Cérdoba (BMGO,
Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, Universidad
de Cordoba e IFAPA).
Material adulto
Se utilizo un arbol de cada uno de los cvs. Arbequina y Picual, establecidos en una
parcela situada en el IFAPA- Churriana (Malaga) y severamente podados a la salida del
invierno. A partir de estos arboles se seleccionaron tres tipos de explantos para el inicio de
los cultivos in vitro:
e Explanto C.- procedente de la copa de los arboles antes de la poda.
e Explanto R.- procedente de las ramas (de 3-12 cm de diametro y 20 cm de longitud).
obtenidas de la poda e inducidas a brotar en invernadero.
e Explanto B.- procedente de los brotes basales de los arboles tras la poda.
Material adulto microinjertado
Este material fue obtenido tras un proceso de microinjertos sucesivos in vitro de ptas

procedentes de un arbol adulto del cv. Arbequina, mantenido en invernadero en crecimiento
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activo, mediante podas severas. Las puas se injertaron sobre plantulas obtenidas tras la
germinacion in vitro de embriones del cv. Picual. Los brotes microinjertados, tras su
enraizamiento y posterior aclimatacion, se mantuvieron creciendo en invernadero podandose
regularmente para mantenerlos en seto, y fueron utilizados como planta madre para realizar

los distintos experimentos con este tipo de material.

I11.1.2. Desinfeccion superficial de los explantos y establecimiento de los cultivos
asépticos

Secciones nodales

Las secciones nodales se obtuvieron a partir de ramas en crecimiento activo (figura 7a)
de los arboles mantenidos en campo o en invernadero. Tras la eliminacion de las hojas (figura
7b), las varetas se frotaron con un algodén empapado en alcohol (70 % v/v), se sumergieron
en una solucion de hipoclorito sédico (0,5 % de cloro activo) con tween 20 (10 gotas/litro)
durante 10 minutos y se lavaron con agua corriente. Tras la desinfeccion, las varetas se
cortaron en secciones nodales (1,5 — 2 cm), con dos yemas laterales (Figura 8a) y se
desinfectaron nuevamente con hipoclorito sédico (0,5 % de cloro activo) durante 10 minutos.
Finalmente, se realizaron tres lavados, de cinco minutos cada uno, con agua destilada estéril
en condiciones asépticas. Tras eliminar los extremos dafiados por el hipoclorito sodico, las
secciones nodales se cultivaron individualmente y en posicion vertical (figura 8b), en tubos
de ensayo (25 x 150 mm) donde se mantenian hasta que la longitud de los brotes axilares
desarrollados era suficiente (1,5-2 cm), para formar stocks con los que realizar los diferentes
experimentos.

Embriones

Frutos maduros a los que se les habia eliminado el mesocarpo (figura 9a), se

desinfectaron mediante inmersiéon en una solucion de hipoclorito sédico (0,5% de cloro
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activo) suplementada con tween 20 (10 gotas/litro) durante 15 minutos. Tras la desinfeccion,
se lavaron con agua corriente y se procedio a la rotura del endocarpo y a la extraccion de la
semilla (figura 9b). Las semillas se desinfectaron mediante inmersion durante 10 minutos en
una solucion igual a la anteriormente descrita, seguida de tres lavados, de cinco minutos
cada uno, en agua destilada estéril y se mantuvieron en imbibicion durante 24 horas para
facilitar su diseccion (figura 9¢). Trascurrido este tiempo, se realizd una segunda desinfeccion
en las mismas condiciones especificadas anteriormente y se extrajeron los embriones, junto
con los cotiledones (figura 9d), que fueron cultivados individualmente y en posicion vertical
(figura 9e) en tubos de ensayo (25 x 150 mm).

Microinjertos in vitro

Como patrones se utilizaron plantulas procedentes de embriones germinados in vitro
(Clavero-Ramirez, 1994) y como puas, en el primer ciclo de microinjertos, se utilizaron
secciones nodales de brotes adultos, en crecimiento activo, obtenidas de un arbol madre
mantenido en invernadero; ambos materiales se desinfectaron como se detallo en el apartado
anterior.

Las plantulas se dejaron crecer hasta alcanzar una longitud de 3-4 cm (figura 10a),
momento en el que se decapitaron por debajo de los cotiledones, desechandose la parte aérea
y realizandose una incision longitudinal (0,5 cm) en la parte superior del hipocétilo (figura
10b). Las secciones nodales se cortaron en su parte basal en forma de cufia y se introdujeron
en la incision realizada en el portainjerto (figura 10c). La unidn patrén-pua se estabilizé con
un anillo de silicona de 0,2 cm de diametro interior (figura 10d), previamente desinfectado
con hipoclorito sddico (0,5% de cloro activo) durante 20 minutos y lavado con agua estéril.

Los microinjertos se revisaban periddicamente, para asegurar que los brotes procedian

de las yemas de la ptia y no del callo producido en la zona de uniéon del microinjerto,
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eliminandose los brotes que emergian del portainjerto (figuras 11a, y 11b), en caso de que
los hubiera.

Las plantulas microinjertadas se dejaron crecer, recultivindose a las 6 semanas (figura
12a) en medio fresco; de los dos brotes axilares desarrollados por cada seccion nodal, se
eliminaba el que presentaba menor longitud. Las secciones nodales microinjertadas que
presentaban crecimiento fueron numeradas del 1- 30 con objeto de individualizar las lineas
que procedian de la misma seccion nodal original para poder localizar, si las hubiera, posibles
variaciones; dicha numeracion se mantuvo durante los microinjertos sucesivos. Tras doce
semanas, la longitud de los brotes procedentes de las yemas microinjertadas era de 4-5 cm
(figura 12b), momento en que eran cortados, utilizdndose la parte apical (1,5 cm) para la
evaluacion de la capacidad de enraizamiento y la parte basal como pua para la realizacion del
siguiente microinjerto. Se realizaron cinco ciclos de microinjertos sucesivos por cada una de
las 30 lineas originales (figura 13).

Los brotes microinjertados que enraizaron y superaron la fase de aclimatacion se
dejaron crecer en invernadero, manteniéndose en seto y obteniéndose de esta manera 41
plantas de las diferentes lineas/microinjerto (tabla 5).

Los brotes enraizados in vitro (figura 14a) procedentes de las diferentes lineas y ciclos
sucesivos de microinjerto, se lavaron con agua corriente para eliminar los restos del medio
de cultivo de su base (figura 14b), y se trasplantaron a alvéolos de turba prensada (figura
14c) que contenia una mezcla de turba- perlita (1:1) mas un abono de liberacion lenta
(Osmocote® Exact® Mini, Scotts Internacional B.V., The Netherlands). Las bandejas, con
los brotes enraizados, se colocaron en mesas con calefacciéon cubiertas por un tinel de
polipropileno (figura 14d). La humedad relativa se mantuvo al 90 % durante dos semanas,
sometiéndose posteriormente el material a ambientes de baja humedad relativa, durante

periodos de tiempo crecientes, hasta conseguir la aclimatacion de las plantas, momento en el
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que pasaban a mesas desprovistas de tunel (Marin y col., 1988). Posteriormente, las plantas se
dejaron crecer y se trasplantaron a macetas de mayor volumen (figura 15a), hasta alcanzar un
tamafio aproximado de 1 m (figura 15b) y manteniéndose en seto mediante podas repetidas.

La temperatura del invernadero se mantuvo en el rango de 15 °C - 30 °C mediante
calefaccion y un sistema “cooling” de refrigeracion. La luminosidad se mantuvo por debajo

de los 65 pm m™s™ mediante una malla exterior de sombreo.
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MATERIAL JUVENIL:
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Figura 6. Material vegetal de olivo, en distintos estados ontogenéticos (juvenil, adulto y
adulto microinjertado) utilizado en los experimentos llevados a cabo en este trabajo.
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Figura 7.- Ramas de olivo del arbol madre: a) inmediatamente tras
su recoleccion; b) tras la eliminacion de las hojas.

Figura 8.- Secciones nodales de olivo: a) preparadas para ser desinfectadas,
b) cultivadas en el medio de inicio.
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Figura 9.- Aislamiento de embriones de olivo y establecimiento in vitro: a) semillas a las que
se les habia eliminado el mesocarpo; b) rotura del endocarpo; c) embrion tras la imbibicion;
d) detalle de embrion y cotiledones aislados y €) embriones en el medio de germinacion.
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Figura 10.- Realizacion de los microinjertos in vitro de material adulto de olivo: a)
material vegetal: plantula juvenil (portainjerto) y seccion nodal adulta (ptia); b) incision
longitudinal en hipocdtilo y preparacion de la base de la pta en forma de cuiia; ¢) la parte
basal de la pua se aloja en la incision del hipocoétilo y d) estabilizacion de la unidon
mediante un anillo de silicona.
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Figura 11.- Brotes de naturaleza adventicia, en los microinjertos de material adulto de
olivo, emergiendo del patrén: a) en la zona de unioén patrén-pua; b) por debajo de la zona
de union.

Figura 12.- Aspecto del microinjerto de material adulto de olivo tras a) seis y b)
doce semanas en el medio de cultivo.
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Planta aclimatada
Linea 1- 1°mgj
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Linea 1 -2° mcj
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Planta aclimatada

3°mgj Linea 1- 3° mcj
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Cinco ciclos
de microinjerto sucesivos
Planta aclimatada
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Figura 13.- Realizacion de microinjertos sucesivos in vitro de secciones nodales adultas de olivo

sobre patrones juveniles. Establecimiento de la linea-1. El proceso entero se repite con 30 secciones
nodales del mismo arbol madre adulto, para establecer 30 lineas diferentes con sus respectivos ciclos

de microinjerto.
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Tabla S.- Procedencia de las 41 plantas de olivo aclimatadas y mantenidas en invernadero,
obtenidas tras los cinco ciclos de microinjerto sucesivos.
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Figura 14.- Aclimatacion de los brotes enraizados procedentes de microinjertos de yemas
adultas de olivo del cv. Arbequina sobre patrones juveniles: a) brote en el medio de cultivo;
b) eliminacion del medio de cultivo mediante lavado; c¢) trasplante a sustrato y d) colocacion
en el tinel de aclimatacion.
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Figura 15.- Plantas procedentes de las distintas lineas y ciclos de microinjerto
sucesivos, de yemas adultas de olivo del cv. Arbequina, sobre patrones juveniles: a)
trasplante a maceta y b) crecimiento en invernadero climatizado.
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II1.2. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones stocks de sales minerales
(Merck), aminoacidos, vitaminas y reguladores de crecimiento (Sigma- Aldrich) en agua
destilada-desionizada. Los reguladores de crecimiento se disolvieron anadiendo unas gotas de
HCI1 (IN) o NaOH (1N), segun fueran citoquininas o auxinas, respectivamente. El 24-
epibrasindlido se disolvio en DMSO. Como fuente de hidratos de carbono se utilizaron
sacarosa (0,09M) o manitol (0,11M). El pH se ajustaba al 80 % del volumen final del medio,
a 5,74 con NaOH (0,1 y1 N) 6 HCI (0,1 yIN).

A los medios con textura solida se les afiadieron 6 g/l de agar (Sigma- Aldrich, A-
1292); se calentaron en autoclave (121 °C y 0,1 MPa) durante 7 minutos para disolver el
agar, y se distribuyeron en alicuotas de 25 6 30 ml, en tubos de ensayo (25 x 150 mm) o
frascos de vidrio (250 ml) respectivamente. Los tubos y frascos se cubrieron con tapones y
tapaderas de polipropileno y se esterilizaron en autoclave, a la misma temperatura y presion
anteriores durante 15 6 20 minutos, segun se tratase de tubos de ensayo o frascos,
respectivamente. En los experimentos con medio liquido, tras ajustar el pH y completar el
volumen final, el medio se reparti6 en alicuotas de 5 ml en tubos de ensayo (25 x 150 mm),
esterilizdndose durante 15 minutos en autoclave (121 °C, 0,1 MPa). En la preparacion de los
medios de doble fase se sigui6 la metodologia descrita para los medios s6lidos, y una vez que
habian solidificado tras la esterilizacion en autoclave, se les afadio la fase liquida (10

ml/frasco).

II1.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES
Salvo que expresamente se seflalen otras condiciones, los cultivos in vitro se
incubaron en una camara a 25 £+ 1 °C con fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 45pumol m’

*s! (lamparas Sylvania Grolux).
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I11.3.1. Material juvenil
I11.3.1.1. Establecimiento de cultivos asépticos
II1.3.1.1.1. Experimento 1.- Efecto de los medios IM y RV sobre el desarrollo de
material juvenil en la fase de establecimiento in vitro

Se testod el efecto de dos medios utilizados para el inicio de olivo in vitro, el IM
(Rugini, 1984) y RV (Revilla y col., 1996). Las secciones nodales permanecieron en el
medio de inicio durante 6 semanas. La composicion de €stos, y del resto de medios utilizados

en los distintos experimentos, se recoge en la tabla 6.

I11.3.1.2. Fase de multiplicacion
Para los experimentos de multiplicacion se utilizaron brotes apicales (1,5-2cm) y
subapicales (dos nudos y cuatro hojas) procedentes de la fase de inicio; el periodo de

subcultivo fue de 8 semanas.

I11.3.1.2.1. Experimento 1.- Efecto de los medios OM y RV sobre la capacidad de
proliferacion de brotes subapicales de material juvenil
Se testo el efecto, en esta fase, de los medios OM (Rugini, 1984) y RV (Revilla y

col., 1996).

111.3.1.2.2. Experimento 2.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y distintas concentraciones de bencilaminopurina y medio estandar
RYV solido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes subapicales de material juvenil

Se testo el efecto, sobre el crecimiento de brotes subapicales, del cultivo alternado en
medio RV liquido y so6lido; los cultivos se mantuvieron durante dos semanas en medio

liquido con agitacion en rotor (figura 16), con distintas concentraciones de BAP (0- 0,4- 1,3
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y 4,4 uM) recultivandose a continuaciéon en medio s6lido de multiplicacion estandar (RV)
durante 6 semanas adicionales. Como control se utilizd RV sélido con un periodo de

subcultivo de 8 semanas.

Figura 16.- Tambor rotatorio (5 rpm) utilizado
para el cultivo de los explantos de olivo en medio
liquido.

I11.3.1.2.3. Experimento 3.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y distintas concentraciones de bencilaminopurina y medio estandar
RV sdlido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes apicales de material juvenil

Se testo el efecto, sobre el crecimiento de brotes apicales, del cultivo alternado en
medio RV liquido y solido. Los cultivos se mantuvieron durante dos semanas en medio

liquido con agitacion en rotor (figura 16), con distintas concentraciones de BAP (0 - 0,4 - 1,3

[123]



MATERIAL Y METODOS

y 4,4 uM), recultivandose a continuacion en el medio de multiplicacion estandar (RV) s6lido,
durante 6 semanas mas. Como control se utilizdo RV so6lido con un periodo de subcultivo de 8

s€manas.

I11.3.1.3. Fase de enraizamiento
Para los experimentos de enraizamiento de material juvenil se parti6 de brotes
mantenidos en el medio de proliferacion estandar (RV). La fase de enraizamiento se prolongd

durante & semanas.

I11.3.1.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el
enraizamiento in vitro de brotes apicales de material juvenil

Se testd el efecto en el enraizamiento de los medios RVr (Revilla y col., 1996) vy
OMr/OMe (Canas y col., 1987); la composicion de estos medios se recoge en la tabla 7. Los
cultivos en el medio RVr se mantuvieron una semana en oscuridad, tras la cual se incubaron
en condiciones estandar durante un periodo de 7 semanas, tal y como describen Revilla y col.,
(1996). En el otro tratamiento, tal y como especifican Cafias y col. (1987), en una primera
fase, que se prologd durante dos semanas, los explantos se cultivaron en el medio de
induccion (OMr) para luego ser recultivados, durante el resto de la fase de enraizamiento (6
semanas), en el medio de elongacién (OMe). Se utilizaron brotes apicales de 2 cm de

longitud.

I11.3.1.3.2. Experimento 2.- Efecto del tipo de explanto sobre el enraizamiento in vitro

de material juvenil
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Se testd si el porcentaje de enraizamiento de los explantos se veia afectado por la
eliminacion de la yema apical de los brotes; para ello se utilizaron brotes apicales (2 cm) y

subapicales (2 nudos) que se cultivaron en los medios OMr/OMe.

I11.3.1.3.3. Experimento 3.- Enraizamiento ex vitro de las microestaquillas procedentes
de los cultivos mantenidos en el medio de proliferacion

Se utilizaron estaquillas apicales y subapicales de 3 cm de longitud; las bases de las
microestaquillas se sumergieron en una solucion de AIB (14,8 mM) durante 10 seg. Dicha
solucion se prepar6 disolviendo el AIB en unas gotas de NaOH (IN) y diluyendo con agua
destilada hasta el volumen final. El pH fue ajustado a 5,8.

Tras la inmersion en auxina, las estaquillas se plantaron en alvéolos de turba prensada
con sustrato compuesto por turba:perlita (1:1), manteniéndose en mesas de aclimatacion en
invernadero climatizado durante 8 semanas. Como control se utilizaron brotes enraizados in

vitro, en el medio de Caias y col. (1987), procedentes del mismo stock de multiplicacion.
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Tabla.- 6 Composicion de los medios de cultivo utilizados en las fases de inicio y
multiplicacion in vitro de olivo.

KNO; 500 1.100
2 | NH,NO, 100 412 1.410 1.410
E [Caclr 21,0 50 440 147 111
g Ca(NOs )s - 4H, 0 600 1.960 1.960
£ | KaI 500
’g KH, PO, 340 250 250
= | KH,S0, 760 780
MgS0, -7H, 0 250 1.500 740 1500
Na, EDTA 18,4 37,5 44 90
FeSO, -7H; 0 13,9 278 33
» | H;BO; 15 124 438 6,2
?, CuS04- 5H, 0 0,006 0,25 0,25 0,25
‘E [ MnSO,-H,0 55 223 33 33
E Na; MoO, 2Hj 0. 0,6 0,25 0,38 0.2
5 | Za(N0;).- 6H, 0. 143 17 17
= | ZnsS0,-7H,0 2.1
CoCl; - 6H, 0 0.006 0,025
KI 0,2 0,83
§ Glycina 4 2 1,99 1,99
§ Acido nicotinico 0,25 5 0,99 05
g-é Tiamina -HCI 10 05 1,99 1.9
S & Piridoxina 025 0.5 05
> S Biotina 0,05
£ E[ Myo-inositol 50 100 1.000 1.000
§ = Acido Folico 0.5 0,5
-E Glutamina 2,17 1,200
Cistina 10
w S
g g| Bap 1
-8 é Zeatina 0,5 4
:;n.g Ribosido de Zeatina 2
& o[ AIB 0,01
=
2.
£
kK
= Sacarosa 20.000 30.000 30.000
Manitol 20.000

* Macronutrientes, micronutrientes y vitaminas DKW (Driver y Kuniyuki, 1984).
** Macronutrientes y micronutrientes DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) modificados por Roussos y col.,

(1999) y Roussos y Pontikis (2002); vitaminas RP (Roussos y Pontikis, 2002).
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Tabla 7.- Composicion de los medios de cultivo utilizados en la fase de enraizamiento.

Denominacion de los medios
Componentes del medio OMr OMe RVr
(Cafas y col., 1987) | (Cafias y col., 1987) | (Revilla y col., 1996)

Macronutrientes

OM' (0,5 x) OM (0,25 x) DKW? (0,5 x)
Micronutrientes

OM (0,5 x) OM (0,25 x) DKW (0,5 x)
Vitaminas y compuestos nitrogenados

No OM (0,5 x) No

Reguladores de crecimiento

AIB (4,9uM) Zeatina (6,8uM) AIB (0,49uM)

Hidratos de Carbono
Sacarosa (0,06M) Sacarosa (0,06M) Sacarosa (0,06M)

"Macronutrientes y micronutrientes OM (Rugini, 1984)
’Macronutrientes y micronutrientes DKW (Driver y Kuniyuki, 1984)

I11.3.2. Material adulto
I11.3.2.1. Micropropagacion del cv. Arbequina
I11.3.2.1.1. Establecimiento de cultivos asépticos

Las secciones nodales iniciadas a partir del material adulto, debido a su menor
reactividad, tras las 6 primeras semanas, se recultivaron en medio fresco en el que se
mantuvieron durante otro periodo de 6 semanas. A partir de estos brotes se establecieron los

stocks con los que se realizaron todos los experimentos.

I11.3.2.1.1.1. Experimento 1.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre sobre el
establecimiento in vitro de secciones nodales de material adulto

Se analizd el comportamiento de secciones nodales obtenidas de la copa (explanto C),
de ramas brotadas en invernadero (explanto R) y de la base (explanto B) del arbol madre (ver

figura 6). Las secciones nodales se cultivaron en el medio RV.
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I11.3.2.1.2. Fase de multiplicacion
Para los experimentos de multiplicacion se utilizaron brotes de 1,5 — 3 cm a los que se
les eliminaba la yema apical, procedentes de la fase de inicio; el periodo de subcultivo fue de

8 semanas.

I11.3.2.1.2.1. Experimentol.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de
multiplicacion in vitro de material adulto

Se testo el efecto de los medios de cultivo RV (Revilla y col., 1996), ZAD (Zachini y
de Agazio, 2004), RP (Roussos y Pontikis, 2002), SS (Sghir y col., 2005) y Px (Peixe y col,
2007), previamente utilizados para la multiplicacion de distintos cultivares de olivo. La
composicion de estos medios se recoge en la tabla 8.

A partir de este experimento se eligidé el medio RP como estdndar para la multiplicacion

del cv. Arbequina.

Tabla 8.- Composicion de los diferentes medios de cultivo utilizados en la fase de
multiplicacion de material adulto de olivo.

Componentes del medio
g . ] q Reguladores de .
Medios Macronutrientes | Micronutrientes Vitaminas Crecimiento Hidratos de Carbono Otros
RV
. 1 BAP (4,4 uM)
(Revilla y col., 1996) DKW DKW DKW AIB (0,05 uM Sacarosa (0,09M)
ZAD 5 Z (13,68 uM)
(Zachini y de Agazio, 2004) OM OM OM GA3 (4,33 uM) Manitol (0,2 M)
AIB (0,49 M)
RP 3 4
(Roussos y Pontikis, 2002) DKWm DKWm RP RZ (5,7 pM) Manitol (0,11 M)
SS
(Sghir y col., 2005) oM oM oM RZ (13,6 uM) Sacarosa (0,09M)
Px
(Peixe y col,, 2007) oM oM oM BAP (8,88 uM)  Manitol (0,165 M)  -cche de coco

(50 ml/1)

'DKkw (Driver y Kuniyuki, 1984); 2 oM (Rugini, 1984); > DKWm (modificacion del medio DKW por Roussos y col,, 1999 y Roussos y
Pontikis, 2002) y ‘rp (Roussos y Pontikis, 2002).
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I11.3.2.1.2.2. Experimento 2.- Efecto del cultivo alternado en presencia de ribosido de
zeatina o tidiazuron y de la combinacion de ribosido de zeatina y acido giberélico
(GA3) en la tasa de multiplicacion de material adulto

En este experimento, se estudio el efecto de distintas combinaciones hormonales en la
multiplicacion del olivo.

Se ensayaron los siguientes tratamientos:

e (Cultivo en RZ (5,7 uM), medio control.

e (ultivo alternado en RZ (5,7 uM) y TDZ (1 uM), como proponen Roussos y Pontikis
(2002).

e Cultivo en RZ (5,7 uM) + GA3 (4,33 uM), como proponen Zacchini y de Agazio

(2004).

111.3.2.1.2.3. Experimento 3.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina
y GAj;, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

Se evalu6 el efecto de distintas dosis de RZ (0,0 - 2,85 - 4,28 y 5,7 uM) y GA3 (2,17
y 4,33 uM), sobre la tasa de multiplicacion media. Como control se utilizé el medio RP

estandar.

111.3.2.1.2.4. Experimento 4.- Efecto de distintas concentraciones de bencilaminopurina
0 tidiazuron junto con ribosido de zeatina, sobre la tasa de multiplicacion de material
adulto

Se testd el efecto de RZ a la concentracion 2,85 puM, suplementado con diferentes
concentraciones (1,1 -2,2 -4,4-8,8y 17,6 uM) de BAP 6 TDZ, en la tasa de multiplicacion.
Durante el experimento se utilizaron como control los cultivos en el medio RP estandar (RZ,

5,7uM).
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I11.3.2.1.2.5. Experimento 5.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina
y 24- epibrasinélido sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

En este experimento se testo el efecto del 24-epibrasinolido (BR) junto al RZ sobre las
tasas de multiplicacion in vitro. Se utilizaron 7 concentraciones de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1-

0,3- 1 y 3 uM) junto con dos concentraciones de RZ (2,85 y 5,7 uM).

I11.3.2.1.3. Fase de enraizamiento
I11.3.2.1.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el
enraizamiento in vitro de material adulto

Se testo el efecto en el enraizamiento de los medios RVr y OMr/OMe. Las condiciones
de cultivo fueron las mismas que las especificadas para el material juvenil (ver apartado
II1.3.1.3.1). Se utilizaron brotes apicales de 2 cm de longitud, procedentes de stocks en

proliferacion, mantenidos en medio RP estandar.

I11.3.2.1.3.2. Experimento 2.- Efecto de la adicion de GA; al medio de proliferacion
sobre el posterior enraizamiento in vitro de material adulto

Se testd el efecto que tenia la adicion de GAj; al medio de proliferacion, sobre el
comportamiento de los brotes durante la fase de enraizamiento en el medio RVr. Se parti6 de
brotes apicales adultos mantenidos durante 3, 4 y 5 subcultivos sucesivos en los medios RP

estandar y RP + GAj (4,33 uM).

I11.3.2.1.3.3. Experimento 3.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones
de 4cido indolbutirico en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material

adulto
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El ensayo se realizd durante los meses de Octubre y Noviembre de 2009 (otofio) y
también en Marzo y Junio de 2010 (primavera), con microestaquillas subapicales, de tres
centimetros de longitud, procedentes de stocks de proliferacion de material adulto en el
medio RP.

La base de la estaquilla se sumergi6 en una solucién con diferentes concentraciones de
AlIB: 0-3,7-7,4-11,1-14,8-18,5 y 22,2 mM, para el material de otofio; en los ensayos de
primavera se utilizaron, ademas, 25,9 mM y 29,6 mM.

Tras la inmersion en auxina, las estaquillas se plantaron en alvéolos de turba prensada con
sustrato compuesto por turba:perlita (1:1), manteniéndose en tinel de aclimatacion con una
humedad relativa cercana al 100%, en invernadero climatizado durante 12 semanas. La
temperatura del invernadero se mantuvo en el rango de 15 °C - 30 °C mediante calefaccion y
un sistema “cooling” de refrigeracion. La luminosidad se mantuvo por debajo de los 65 pm

2 -1 . .
m°s" mediante una malla exterior de sombreo.

I11.3.2.2. Micropropagacion del cv. Picual
I11.3.2.2.1. Establecimiento de cultivos asépticos

La fase de inicio tuvo una duracién de 12 semanas con un cambio de los cultivos a
medio fresco tras las 6 primeras. A partir de estos brotes se establecieron los stocks con los

que se realizaron todos los experimentos.

I11.3.2.2.1.1. Experimento 1.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el
establecimiento in vitro de secciones nodales de material adulto
Tal y como se indico para el cv. Arbequina (apartado 111.3.2.1.1.1), se llevo a cabo un

estudio comparativo sobre la respuesta en el medio RV de los tres tipos de explanto, de la
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copa (explanto C), de ramas brotadas en invernadero (explanto R) y de la base (explanto B)

del arbol madre (ver figura 6).

I11.3.2.2.2. Fase de multiplicacion
Para los experimentos de multiplicacion se utilizaron brotes de 1,5-3cm a los que se
les eliminaba la yema apical, procedentes de la fase de inicio; el periodo de subcultivo fue de

8 semanas.

I11.3.2.2.2.1. Experimentol.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de
multiplicacion in vitro de material adulto

Se testo el efecto de los medios de cultivo RV (Revilla y col., 1996) control, ZAD
(Zachini y de Agazio, 2004), RP (Roussos y Pontikis, 2002), SS (Sghir y col., 2005) y Px
(Peixe y col., 2007), previamente utilizados en la micropropagacion de distintos cultivares de

olivo. La composicion de estos medios se recoge en la tabla 8.

111.3.2.2.2.2. Experimento 2.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y
suplementos hormonales de los medios RP y ZAD, sobre la tasa de multiplicacion in

vitro de material adulto

En este experimento se combinaron los medios basales RP y ZAD con la formulacion

hormonal del otro medio. Se testaron, por lo tanto, los siguientes tratamientos:

1. Medio ZAD + Z (13,68uM) + GA3 (4,33 uM) + AIB (0,49 puM) (Zachini y de
Agazio, 2004).

2. Medio basal ZAD + RZ (5,7 uM).

3. Medio basal RP + Z (13,68uM) + GA3 (4,33 uM) + AIB (0,49 uM).

4. Medio RP + RZ (5,7 uM) (Roussos y Pontikis, 2002).
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III. 3.2.2.2.3. Experimento 3.- Efecto de ribosido de zeatina con GAj sobre la tasa de
multiplicacion de material adulto
Se testo la influencia de la adicion de GA; (4,33uM) al medio RP estandar. El medio

RP se utilizd como control.

111.3.2.2.2.4. Experimento 4.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina,
en medio de doble fase, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

Se utilizaron medios de doble fase en los que la fase solida estaba compuesta por
medio basal RP con dos concentraciones diferentes de RZ (2,85 y 5,7 uM); sobre este medio
se afiadio el medio liquido RP con varias concentraciones de RZ (0,285; 0,85 y 2,85 uM).

Como control se utilizo el medio RP sélido estandar.

I11.3.2.2.3. Fase de enraizamiento
111.3.2.2.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el
enraizamiento in vitro de material adulto

Tal y como se llevo a cabo en el cv. Arbequina (I11.3.2.1.3.1), se testo el efecto en el
enraizamiento de los medios RVr y OMr/OMe. Se utilizaron brotes apicales, del cv. Picual,
de 2 cm de longitud, procedentes de stocks en proliferacion mantenidos en medio RP

estandar.

I11.3.2.2.3.2. Experimento 2.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones
de acido indolbutirico en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material
adulto

Se llevo a cabo el mismo experimento indicado en el apartado 111.3.2.1.3.3 para el cv.

Arbequina, viéndose el efecto de la respuesta al enraizamiento de microestaquillas del cv.
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Picual en los meses de Octubre y Noviembre (otofio) asi como en Marzo y Junio

(primavera).

I11.3.3. Material microinjertado
I11.3.3.1. Efecto de los microinjertos sucesivos en la estabilidad genética
I11.3.3.1.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la estabilidad genética de las plantas obtenidas y mantenidas en
invernadero

Todas las plantas procedentes de la aclimatacion de los brotes microinjertados del cv.
Arbequina, se analizaron a nivel genético para descartar posibles variaciones o errores
durante el proceso de rejuvenecimiento in vitro. En total se analizaron 41 plantas,
procedentes de 22 lineas distintas y de los diferentes ciclos de microinjertos (ver tabla 5), mas
la planta madre adulta a partir de la cual se iniciaron los microinjertos.

Para el estudio del ADN de estos materiales se eligieron como marcadores los
microsatélites, (SSRs, Simple Sequence Repeats).
El analisis del ADN se llevé a cabo en cuatro etapas:

i) Extraccion y purificacion del ADN.

El método de extraccion se basé en el protocolo de Doyle y Doyle (1987) con algunas
modificaciones. Se utilizaron 0,05g de material vegetal procedente de hojas en crecimiento
activo, de los diferentes arboles, a las que se les eliminaron las nervaduras. Tras la trituracién
de este material en nitrogeno liquido, se le afiadio 400 pl de tampon de extraccion (TrisHCL
a pH 8; NaCl; EDTA; CTBA; PVP y bisulfito sédico) junto a 2ul de mercaptoetanol. Tras la
incubacion de las muestras durante 30 minutos a 65 °C, se les afiadio 400 ul de Sevag
(cloroformo y alcohol isoamilico 24:1) y se mezclaron hasta obtener una mezcla homogénea.

Los restos de paredes celulares se eliminaron por centrifugacion (9000 g, 4 °C , durante 15
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minutos); el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se afiadieron lentamente 240 ul de
isopropanol frio para precipitar el ADN. Tras un nuevo ciclo de centrifugacion (15,000 g,
4°C, 5 minutos) se elimind el sobrenadante, las muestras se mantuvieron en frio y el ADN
precipitado se mantuvo durante 20 minutos con 800 ul de tampon de lavado (etanol- acetato
de amonio). El tampén de lavado se elimind tras una centrifugacion a 15.000 g durante 5
minutos a 4 °C. Se realizd un segundo lavado con 200 ul de etanol frio y se repitid el
proceso de centrifugacion especificado anteriormente. Se eliminé el etanol y las muestras se
dejaron secar. EI ADN precipitado se resuspendié en 200 ul de MTE ( TrisHCI- EDTA) a
65°C. Las muestras se centrifugaron a 15.000 g durante 5 minutos a 4 °C, para eliminar
posibles residuos y obtener el ADN en el sobrenadante. Finalmente, se afadieron 0,2 pl de

RNAsa para eliminar contaminaciones con ARN (Sambrook y col., 2001).

i) Cuantificacion y calidad del ADN extraido.

La determinacion de la cantidad de ADN/muestra se realiz6 en un espectrofotometro
(NANODROP, N-D1000, spectrophotometer) midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm y la
relacion 260/280.

La calidad del ADN se determind mediante la realizacion de un gel de agarosa al 1 %
(Seakem LE) en 0,25X Bufer NEB (Tris- EDTA.Na -AcNa.3H,O a pH 8,1 ajustado con
acido acético) que se visualizé tras tefiirlo con bromuro de etidio en un transiluminador de luz
ultravioleta (BioRad—Segrate,Milan, Italy) ajustado a un sistema de andlisis de imagen
(Quantity One) (Hormaza, 2002).

iii) Amplificacion de secuencias por PCR

La amplificacion del ADN se llevo a cabo en un volumen de 15 pl, para cada muestra,

que contenia: 1,8 ul de ADN (10 pg/ml); 9,3 ul de agua ultrapura; 1,5 pl de tampédn (16 mM

(NH4)2 SO4, 67 mM Tris- CIH pH 8,8; 0,01 % Tween 20 ); 0,6 ul de cada uno de los cuatro
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desoxirribonucleétidos trifosfato (dATP, dTTP, dCTP y dGTP); 1,2 ul de CL,Mg; 0,15 ul de

cada primer y 0,3 ul de Taq DNA polimerasa ( Bioline, London).
Se utilizaron los 6 loci siguientes:
e ssrOeUA-DCA3; ssrOeU-DCA9; ssrOeU-DCA1S5; ssrOeU-DCA16; ssrOeU-
DCAI18 (Sefc y col. ,2000).
e UDQ09Y9-043 (Cipriani y col., 2002).
De cada par de cebadores, uno de ellos se encontraba marcado con fluorocromo
WEelIRED D,, D3 y D4 ( Proligo, Paris).
En la tabla 9 se recogen los motivos de repeticion, la secuencia del primer (5°-3") y su
temperatura de union. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Calif.,) segin este protocolo: 1 minuto a 94°C seguido de 35 ciclos
de 30sa94°C,30s a50°C(655°C, segun la temperatura de anillamiento del cebador) , 1
minuto a 72 °C y finalmente 5 minutos a 72 °C.
1v) Deteccion.
Las secuencias amplificadas se analizaron en un secuenciador automatico, CEQ 8000 (

Beckman Coulter, Fullerton. Calif.).
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Tabla 9.- Secuencias de los cebadores utilizados en los analisis de conformidad genética en
los individuos procedentes de los microinjertos in vitro.

Motivo repetido Secuencia del cebador

sstOeUA-DCA3 ccaagcggaggtgtatattgttac
(GA) geggaggtgtatattgt s0°c
AJ 279854 tgcttttgtcgtgtttgaggtatatattgttac
ssrOeU-DCA9 aatcaaagtcttccttctcatttcg
(GA)»; 55°C
AJ279859 gatccttccaaaagtataacctcte
sstOeU-DCAL1S5 gatcttgtctgtatatccacac
(GA);G(AC) 14 50°C
AJ279864 tataccttttccatcttgacge
ssrOeU-DCA16 gatcaaattctaccaaaaatata
(GT)13(GA) 50 °C
AJ279865 ttttaggtgagttcatagaattage
ssrOeU-DCA18 aagaaagaaaaaggcagaattaagc
(CA)4CT(CA);(GA)19 50°C
AJ279867 gttttcgtctctctacataagtgac
aattccgacaagttgtgt
UDO99-043 (G2 S 55°C
cacagcacccaaccagattt

A partir de este momento se seleccionaron 2 arboles de las lineas 8 y 15 de cada uno de
los microinjertos 1°, 3° y 5°% es decir un total de seis plantas con las que se realizaron los
experimentos de evaluacion de la capacidad morfogenética in vitro del  material

microinjertado y el andlisis del comportamiento en campo.

I11.3.3.2. Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
capacidad morfogenética
I11.3.3.2.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la capacidad de enraizamiento in vitro de los brotes obtenidos

Se testd la capacidad de enraizamiento, en el medio RVr, de los brotes procedentes
directamente de las secciones nodales microinjertadas una, tres y cinco veces sucesivamente

(ver figura 13). Se utilizaron brotes apicales de 1,5 cm de longitud.
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I11.3.3.2.2. Experimento 2.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la capacidad de enraizamiento mediante estaquillado semilefioso de las
plantas obtenidas y mantenidas en invernadero

Se testo la capacidad de propagacion mediante estaquillado semilefioso, de las plantas
aclimatadas en invernadero, procedentes de todas las lineas de los microinjertos 1°, 3° y 5°.
Las plantas fueron obtenidas tras el enraizamiento in vitro de los brotes microinjertados y su
posterior aclimatacion en condiciones de invernadero. Como control se utilizaron estaquillas

procedentes del arbol madre adulto.

El proceso se realizdo con estaquillas de 5 cm de longitud, cuya base se sumergio
durante 10 seg. en una solucion 14,8 mM de AIB (Caballero y del Rio, 1994); fueron
plantadas en alvéolos de turba prensada que contenian una mezcla de turba:perlita (1:1) y
mantenidas en el tinel de aclimatacion durante 12 semanas, tras las cuales se dejaban crecer

en invernadero climatizado.

I11.3.3.2.3. Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
capacidad de micropropagacion de las plantas obtenidas y mantenidas en invernadero
Las plantas procedentes de las lineas 8 y 15 de los ciclos de microinjerto 1°, 3° y 5° se

utilizaron como arboles madre a partir de los que se iniciaron los cultivos in vitro.

I11.3.3.2.3.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos en la fase de
establecimiento in vitro.

Se testd si existian diferencias en la fase de inicio, entre las plantas procedentes de las
lineas 8 y 15 de los diferentes microinjertos (1°, 3° y 5°); para ello, secciones nodales de estas

plantas, tratadas como se detall6 en el apartado II1.1.2, se cultivaron en el medio RV. La fase
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de inicio se prolong6d durante doce semanas con un cambio a medio fresco tras las seis

primeras.

I11.3.3.2.3.2. Experimento 2.- Efecto de los microinjertos sucesivos sobre la tasa de
multiplicacion in vitro

Se testod la tasa de multiplicacion, durante cuatro subcultivos sucesivos, en el medio RP.
Como explantos se utilizaron brotes subapicales con dos nudos, procedentes de los stocks de

inicio establecidos a partir de las plantas de las lineas 8 y 15, del 1°, 3° y 5° microinjerto.

I11.3.3.2.3.3. Experimento 3.- Efecto de los microinjertos sucesivos en la capacidad de
enraizamiento in vitro

Se testd la capacidad de enraizamiento en los medios RVr y OMr/OMe de brotes
apicales, procedentes de stocks de las lineas 8 y 15 del 1°, 3° y 5° microinjerto, mantenidos

en el medio de proliferacion RP.

I11.3.3.3. Efecto de los microinjertos sucesivos sobre la entrada en produccion
I11.3.3.3.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la precocidad de entrada en produccion de las plantas obtenidas y
transplantadas a campo

Se evalu6 el comportamiento agrondmico de las plantas obtenidas por estaquillado
semilefnoso a partir de plantas madre del 1°, 3° y 5° microinjerto (lineas 8 y 15) y la planta
madre adulta del cv. Arbequina, tras un afio de su trasplante a campo. Para ello, tras el
enraizamiento y aclimatacion de las estaquillas, se podaron para hacerlas crecer en un solo
eje (figura 17a) hasta que alcanzaron 1m de longitud y entonces se les dejo formar la copa;

tras dos afos aproximadamente de permanencia en invernadero climatizado, 81 plantas
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resultantes de este proceso fueron trasladadas al centro del IFAPA- Alameda del Obispo
(Cordoba) y plantadas en una parcela de experimentacion (figura 17b). Las 81 plantas se
correspondian con:

e 11 plantas adultas del cv. Arbequina.

e & plantas de la linea 8 del primer microinjerto.

e 06 plantas de la linea 15 del primer microinjerto.

e 15 plantas de la linea 8 del tercer microinjerto.

e 15 plantas de la linea 15 del tercer microinjerto.

e 15 plantas de la linea 8 del quinto microinjerto.

e 11 plantas de la linea 15 del quinto microinjerto.

La plantacion se establecio en condiciones de riego, a un marco de 2,5 m x 6 m (entre
arboles de la misma fila y entre filas consecutivas respectivamente), lo que se correspondia a
una densidad de 666 arboles/ha. Como guardas se plantaron 13 arboles procedentes de los

distintos tratamientos.
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Figura 17.- Plantas de olivo, cv. Arbequina, procedentes de los microinjertos 1°, 3° y 5°
propagadas por estaquillado semilefioso: a) creciendo a un solo eje en invernadero
climatizado y b) trasplantadas a la parcela experimental del BMGO (Consejeria de
Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, Universidad de Cordoba e

IFAPA).
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II1.4. TOMA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En la fase de inicio se tomaron datos del numero de cultivos contaminados y
necrosados, brotacion de las yemas asi como del niimero y longitud de los brotes axilares
producidos, tras 6 y 12 semanas del inicio. Para determinar el numero medio de brotes
axilares asi como la longitud de los mismos, no se tuvieron en cuenta las secciones nodales
necrosadas o contaminadas.

En la fase de multiplicaciéon del material juvenil se tomaron datos del nimero de
explantos que desarrollaron axilares, la longitud de éstos asi como del niumero de hojas,
durante tres subcultivos sucesivos. En el material adulto y microinjertado, se calculd la tasa
de multiplicacion de los cultivos durante cuatro subcultivos sucesivos. Para ello, definimos
un pardmetro que denominamos unidades de multiplicacion (u.m), siendo éste, el nimero de
explantos obtenidos (con un tamafio minimo de 1,5 cm de longitud), a partir de un tnico
explanto original y tras un periodo de subcultivo. Cuando aparecian, también se evaluaba el
porcentaje de explantos necrosados.

En la fase de enraizamiento in vitro se tomaron datos del numero de  brotes
enraizados, asi como el nimero y la longitud de las raices desarrolladas tras 8 semanas. En el
enraizamiento ex vitro de las microestaquillas, se contabilizaron el numero de plantas
enraizadas tras un periodo de 12 semanas.

El tamafio de la muestra fue de un minimo de 30 explantos para los ensayos de
multiplicacion y de 25 para los de enraizamiento.

Salvo para el material de la copa, los ensayos de inicio se repitieron 2 veces; los de
multiplicacién se mantuvieron durante tres subcultivos sucesivos para el material juvenil y
durante cuatro subcultivos sucesivos para el material adulto y microinjertado. Los ensayos de

enraizamiento in vitro se realizaron tres veces, con explantos procedentes de stocks de
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proliferacion durante tres subcultivos sucesivos. Los ensayos de enraizamiento ex vitro se
realizaron dos veces en otofo y dos veces en primavera.

Para evaluar la capacidad de propagacion por estaquillado semilefioso, de las 41 plantas
resultantes del enraizamiento y aclimatacion de los brotes microinjertados (tabla 5), se tuvo
en cuenta el nimero de plantas enraizadas tras doce semanas de permanencia en el tunel de
aclimatacion; se utilizaron 24 estaquillas/arbol. El proceso de realizo solo una vez.

Para el estudio del comportamiento en campo de las plantas resultantes de los
microinjertos, se utilizaron 81 plantas que se establecieron en campo siguiendo un modelo de
bloques al azar (6), con 7 tratamientos (plantas de las lineas 8 y 15 procedentes del 1°, 3%y
5 ° microinjerto, mas el control adulto) y un arbol por parcela elemental.

Tras el primer afio de crecimiento en la parcela de experimentacion se evalud el nimero
de arboles florecidos, la produccion y el vigor de los arboles procedentes de cada tratamiento
(en este caso linea/ciclo de microinjerto). Tanto para floracion como para produccion, se
considera que un determinado tratamiento ha florecido o producido, cuando lo hace mas del
50% de los arboles plantados. Para evaluar el vigor alcanzado por los arboles de los
diferentes tratamientos, se midieron la altura (m), la superficie productiva de la copa (m?), la
seccidn del tronco (cm?) y el didametro del tronco (cm), siguiendo la metodologia de del Rio y
col. (2005b).

Para el analisis de los datos expresados en porcentaje (tasas de brotacion, necrosis y
enraizamiento) se utilizd el test de analisis de frecuencias RxC (BiomStat 3.2c). Para los
datos relacionados con la multiplicacién (numero y longitud de los brotes axilares, tasa de
multiplicacién) se utiliz6 ONE WAY ANOVA (programa Statistix 12.0) para disefios
totalmente al azar y el test de Tukey B*", para la deteccion de diferencias entre medias. En

todos los experimentos, letras distintas sefialan diferencias significativas (P > 0,05).
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IV.1. MATERIAL JUVENIL

IV.1.1. Establecimiento de cultivos asépticos

IV.1.1.1. Experimento 1.- Efecto de los medios IM y RV sobre el desarrollo de material
juvenil en la fase de establecimiento in vitro

Tras seis semanas, los porcentajes de brotacion fueron del 98 % en el medio IM frente al
82 % en el medio RV (figura 18a); por otra parte, mientras que en el IM no se apreciaron
casos de necrosis, en el medio RV ésta fue del 12 % (figura 18b).

Como se puede apreciar en la figura 18c, no se observaron diferencias significativas en
cuanto al nimero medio de brotes axilares desarrollados en ambos medios, pero si en la
longitud de los mismos, asi mientras que en el medio IM los brotes presentaron un longitud de
0,4 cm, en el medio RV la longitud media fue de 1,4 cm (figura 18d).

A pesar del mejor comportamiento obtenido, en cuanto a porcentajes de brotacion y
necrosis en el medio IM, se eligido como estandar para la fase de inicio el medio RV ya que en
este medio, los brotes axilares desarrollados alcanzaban una longitud media superior, que
hacia posible el subcultivo de los mismos y por tanto pasar a la fase de multiplicacion, lo que

resultaba imposible con los brotes obtenidos en el medio IM.
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18. Efecto de los medios IM (Rugini, 1984) y RV (Revilla y col., 1996) sobre el
desarrollo durante la fase de establecimiento in vitro, de secciones nodales de material juvenil
de olivo: a) porcentaje de brotacion; b) porcentaje de necrosis; ¢) nimero medio de brotes
axilares/cultivo y d) longitud media de los brotes axilares.
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IV.1.2. Fase de multiplicacion
IV.1.2.1. Experimento 1.- Efecto de los medios OM y RV sobre la capacidad de
proliferacion de brotes subapicales de material juvenil

Debido a los mejores resultados obtenidos en la elongaciéon de los brotes tras 6
semanas de cultivo en el medio RV durante la fase de inicio, se decidid6 comparar el efecto del
cultivo continuado en este medio sobre la multiplicacion del material, frente al medio OM,
utilizado generalmente para la multiplicacion de olivo. Debido a la fuerte dominancia apical
que presenta el olivo cuando se cultiva in vitro, se decidi6 utilizar, como propagulos para la
fase de multiplicacion, brotes subapicales. En experimentos preliminares se habia observado
que era muy importante que esos brotes tuvieran un tamafio minimo de 1,5 cm.

Tras el primer subcultivo, se pudo observar que en ambos tratamientos se obtuvo un
numero medio de 1,5 brotes axilares/cultivo (figura 19a), con una longitud media de 1,8 cm
en el medio RV y de 0,6 cm en el OM (figura 19b). La longitud de los brotes axilares en el
medio OM, tras 8 semanas de cultivo, no permitia subcultivar el material, por lo que fue
necesario recultivarlo y dejarlo crecer hasta su subcultivo en la semana 16.

Como podemos observar, en la figura 19, el numero medio de brotes axilares fue
significativamente mayor en el medio OM (2 brotes axilares/cultivo) que en el RV (1 brote
axilar/cultivo), sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la longitud media
de los brotes axilares, siendo en ambos casos de 2 cm. Se observaron diferencias en el aspecto
de las plantas, asi en el medio OM presentaban entrenudos muy cortos y hojas minituarizadas
de color verde claro; por el contrario, las que crecian en el medio RV desarrollaron hojas de

mayor tamafio, de color verde mas intenso y con mayor longitud de entrenudos (figura 20).
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A la vista de los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta que el periodo de subcultivo
necesario era de 8 semanas en el medio RV frente a 16 semanas en el medio OM, se eligio

como estandar el primero para la multiplicacion del material juvenil.
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Figura 19.- Efecto de los medios OM (Rugini, 1984) y RV (Revilla y col., 1996) sobre la
capacidad de proliferacion de brotes subapicales de material juvenil de olivo: a) nimero
medio de brotes axilares/cultivo y b) longitud media de los brotes axilares

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 20.- Aspecto de brotes juveniles de olivo
tras un periodo de cultivo de 16 y 8 semanas en los
medios OM (Rugini y col, 1984) y RV (Revilla y
col., 1996), respectivamente.

IV.1.2.2. Experimento 2.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y distintas concentraciones de bencilaminopurina y medio estandar
RV sdlido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes subapicales de material juvenil
Tratando de mejorar las tasas de multiplicaciéon obtenidas en el medio RV solido, se
planted un experimento en el que se compar6 la multiplicacion en el medio control, RV sélido
con un periodo de subcultivo de 8 semanas, frente al cultivo durante 2 semanas en medio basal
RV liquido con distintas concentraciones de BAP (0; 0,4; 1,3 y 4,4 uM), recultivindose a

continuacion en el medio de multiplicacion estandar so6lido durante 6 semanas mas.
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Los datos de multiplicacion, durante tres subcultivos sucesivos y las medias de ellos se
presentan en la figura 21. Se observaron diferencias significativas en las tasas de
multiplicacion; asi, mientras en el tratamiento control se obtuvo un nimero medio de 1 brote
axilar/cultivo, en cualquiera de los tratamientos con medios liquidos se producia una media
de 2 brotes axilares/cultivo (figura 21a). La longitud media de los brotes desarrollados (figura
21b) fue en todos los tratamientos del cultivo alternado, significativamente superior a la
observada en el medio control (> 2 cm y 1,6 cm respectivamente); y aunque no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos en medio liquido, los mayores valores se
lograron con los tratamientos 0,4uM BAP (2,7 cm) y 4,4 uM BAP (2,6 cm).

El mayor crecimiento observado no se debia s6lo a una elongacion de los entrenudos,
sino que como podemos apreciar en el figura 21c, los brotes que se cultivaron en medio
liquido presentaron mayor nimero de hojas (7 hojas/brote axilar) que los controles (5
hojas/brote axilar) y por lo tanto, en el primer caso hubo mayor nimero de yemas, que
fueron la fuente de explantos para continuar el proceso de multiplicacion.

El aspecto de los cultivos se refleja en la figura 22, en la que puede apreciarse que a la dosis

mas elevada de BAP, los cultivos presentaron un aspecto hiperhidratado y aberrrante.
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Figura 21. Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con diferentes concentraciones de
BAP y agitacion en rotor, y posterior transferencia a medio estandar RV solido, sobre la capacidad de
proliferacion de brotes subapicales de material juvenil de olivo: a) nimero medio de brotes
axilares/cultivo, b) longitud media de brotes axilares y ¢) numero medio de hojas/brote axilar. Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Control.- 8 semanas en medio RV so6lido (Revilla
y col., 1996).
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Figura 22.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
diferentes concentraciones de BAP y agitacion en rotor y posterior
transferencia a medio estandar RV solido, sobre la capacidad de proliferacion
de brotes subapicales de material juvenil de olivo. Aspecto de los cultivos en
los distintos tratamientos.

Control.- Cultivo de explantos durante 8 semanas en medio estandar RV so6lido
(Revilla y col., 1996).

Tratamientos.- Cultivo en medio basal RV liquido con agitacion en rotor y
diferentes concentraciones de BAP (0-0,4-1,3 y 4,4 uM) durante dos
semanas, alternado con recultivo durante 6 semanas en medio estandar RV
solido.
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IV.1.2.3. Experimento 3.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y distintas concentraciones de bencilaminopurina y medio estandar
RV sélido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes apicales de material juvenil

Dado que se observé un efecto positivo de los medios liquidos sobre la multiplicacion y
elongacion de los brotes axilares en el experimento anterior, se decidid testar su efecto sobre
brotes apicales con el fin de comprobar si estos medios podrian romper la fuerte dominancia
apical que presenta el olivo cuando se cultiva in vitro.

Como podemos apreciar en las figuras 23a y 23b, el crecimiento de los brotes que
fueron tratados con 1,3 uM BAP, fue significativamente mayor que en el resto de los
tratamientos, con 4,1 cm de longitud media y un niimero medio de 11 hojas/brote. La longitud
media y el nimero de hojas siempre fue mayor en el resto de los tratamientos en medio
liquido (3-3,5 cm; 9 hojas/brote) que en el control (2,9 cm; 7 hojas/brote), aunque estas
diferencias no fueron significativas.

El nimero medio de brotes axilares formados fue muy bajo (figura 23c), 0,2 brotes
axilares/cultivo para el control y entre 0,1-0,3 brotes axilares/cultivo para los tratamientos en
medio liquido, aunque estas diferencias no fueron significativas, de manera que incluso a la
dosis mas elevada de BAP (4,4 uM) no se pudo romper la dominancia apical y sélo se
produjo la elongacion del brote principal.

En la figura 24, puede apreciarse el aspecto de las plantulas desarrolladas en los
diferentes tratamientos tras 8 semanas. A las dos semanas de permanencia del material en los
medios liquidos aparecen sintomas de hiperhidricidad en todos los tratamientos, pero van
disminuyendo a lo largo del periodo de recultivo en el medio s6lido, desapareciendo en todos
los brotes salvo en aquéllos que fueron cultivados en el tratamiento 4,4 uM BAP, donde las

plantas presentan aspecto hiperhidratado y aberrante.
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Figura 23.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con agitacion en rotor y distintas
concentraciones de BAP y posterior transferencia a medio estandar RV solido, sobre la capacidad de
proliferacion de brotes apicales de material juvenil de olivo: a) longitud media del brote principal, b)
niumero medio de hojas del brote principal y ¢) nimero medio de brotes axilares/cultivo. Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Control.- 8 semanas en medio RV s6lido (Revilla

y col., 1996).
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Figura 24.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y distintas concentraciones de BAP y posterior trasferencia a
medio estandar RV solido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes
apicales de material juvenil de olivo. Aspecto de los cultivos en los distintos
tratamientos.

Control.- Cultivo de explantos durante 8 semanas en medio estandar RV so6lido
(Revilla y col., 1996).

Tratamientos.- Cultivo en medio basal RV liquido con agitacion en rotor y
diferentes concentraciones de BAP (0-0,4-1,3 y 4,4 uM), durante dos
semanas, alternado con recultivo durante 6 semanas en medio estandar RV
solido.
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IV.1.3. Fase de enraizamiento
IV.1.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento
in vitro de brotes apicales de material juvenil

Se encontraron diferencias significativas en el comportamiento frente al enraizamiento
en estos dos medios; asi en el medio OMr se obtuvo un porcentaje de enraizamiento del 94 %,
y un nimero medio de 3 raices/brote enraizado; mientras que en el medio RVr el porcentaje
de enraizamiento fue del 62 % y un nimero medio de 2 raices/brote enraizado; no se
observaron diferencias entre la longitud de las raices desarrolladas en ambos medios (tabla

10).

Tabla 10. Efecto de los medios RVr y OMr/OMe, sobre el enraizamiento in vitro de brotes
apicales de material juvenil de olivo. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

RVr
(Revilla y col., 1996) 62b 2b 2b
OMr/OMe
(Caias y col., 1987) 94 a 3a 2b

IV.1.3.2. Experimento 2.- Efecto del tipo de explanto sobre el enraizamiento in vitro de
material juvenil

Se evalu6 la capacidad de enraizamiento de brotes subapicales frente a brotes apicales
en el medio OMr/OMe, seleccionado en el experimento anterior.

Como se puede apreciar en la figura 25, en un primer momento, los brotes subapicales

enraizaban mas rapidamente que los brotes apicales y esas diferencias fueron significativas,
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pero tras 6 semanas los porcentajes se igualaron, alcanzdndose el valor maximo de

enraizamiento (100 %) tras ocho semanas.
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20 7 b
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2 4 6 8
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Enraizamiento (%)

Figura 25. Efecto del tipo de explanto (brote apical vs brote subapical)
sobre el enraizamiento in vitro de material juvenil de olivo en el medio
OMr/OMe (Cadas y col., 1987).

IV.1.3.3. Experimento 3.- Enraizamiento ex vitro de las microestaquillas procedentes de
los cultivos mantenidos en el medio de proliferacion

En este experimento se utilizaron microestaquillas apicales y subapicales procedentes
de stocks in vitro mantenidos en el medio de proliferacion estandar (RV). Como control se
compar6 la capacidad de enraizamiento in vitro de este mismo material en los medios
OMr/OMe (Canas y col., 1987).

Como podemos observar en la figura 26, no se produjeron diferencias significativas en

el comportamiento de las diferentes microestaquillas, observandose unos porcentajes de
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enraizamiento ex vitro del 96,4 % y 95 % para las microestaquillas subapicales y apicales

respectivamente, mientras que el correspondiente control in vitro mostré un porcentaje del

a a
a a
100
75 1
50 1 B Microestaquillas subapicales
B Microestaquillasapicales
25 1
-

Control Exvitro

100 %.

Enraizamiento (%)

Tratamiento

Figura 26.- Enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material juvenil de olivo,
procedentes de cultivos en medio estandar de proliferacion RV (Revilla y col., 1996), tras la
inmersién durante 10 seg en una solucion de AIB (14,8 mM). Como control se utilizaron
brotes procedentes de los mismos stocks de proliferacion, enraizados in vitro en el medio
OMr/OMe (Canas y col., 1987). Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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IV.2. MATERIAL ADULTO
IV.2.1. Micropropagacion del cv. Arbequina
IV.2.1.1. Establecimiento de cultivos asépticos
IV.2.1.1.1. Experimento 1.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre sobre el
establecimiento in vitro de secciones nodales de material adulto

En la fase de establecimiento in vitro de los explantos, se compar6 el comportamiento
de secciones nodales procedentes de ramas de la copa del arbol madre antes de ser podado
(explanto C), de las ramas cortadas de la copa del arbol e inducidas a brotar en invernadero
(explanto R) y de los brotes emergidos de la base del tronco tras una poda severa (explanto B).
Dichas secciones nodales se cultivaron en el medio RV, seleccionado como medio de inicio a

partir de los experimentos con el material juvenil.

Tras 6 semanas (figura 27 ), no se observaron diferencias significativas en ninguno de
los pardmetros estudiados; asi, el porcentaje de brotacion se mantuvo por encima del 80 %
en todos los casos; los porcentajes de necrosis fueron bajos (por debajo del 14 %) en todos
los tratamientos; el nimero medio de brotes axilares desarrollados fue de 1,8 para los
explantos procedentes de la copa y de 1,5 para los procedentes de las ramas intermedias y de

los brotes basales con una longitud 0,3 - 0,8 y 0,7 cm respectivamente.

Independientemente de la procedencia del explanto, tras estas 6 semanas, la longitud de
los brotes axilares era demasiado pequefa para iniciar la fase de multiplicacion (figura 28),
por lo que fue necesario realizar un recultivo en el mismo medio durante otras 6 semanas; de

esta manera la fase de inici6 se prolong6 hasta 12 semanas.
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Figura 27.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Arbequina: a) porcentaje de brotacion, b)
porcentaje de necrosis, ¢) nimero medio de brotes axilares/cultivo y d) longitud media de

brotes axilares. Datos de 6 semanas.

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

C: explanto procedente de la copa.

R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco.
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Figura 28.- Aspecto de los brotes
adultos de olivo cv. Arbequina,
desarrollados tras 6 semanas en el
medio de inicio RV (Revilla y col,
1996).

Como podemos observar en la figura 29, tras 12 semanas si se apreciaron
diferencias significativas en el comportamiento de los distintos tipos de explanto; asi, la tasa
de necrosis de los cultivos provenientes de las ramas y la base se mantenia practicamente
estable (8 % -20 % respectivamente) mientras que la del material procedente de la copa se
elevo desde el 13 % que se observaba tras 6 semanas hasta el 61 %, (figura 29a). No se
apreciaron diferencias significativas en cuanto al nimero de brotes axilares/cultivo (figura
29b) pero si en la longitud de los mismos, que fue superior para los cultivos procedentes de
las ramas (2,1 cm) y de los brotes basales (1,6 cm) en relacion al material de la copa (0,8 cm)
(figura 29c); de esta manera se pudo iniciar la fase de multiplicacion a partir de los cultivos
iniciados de las ramas de la parte intermedia y de la base del tronco. El aspecto de los cultivos,

tras doce semanas puede observarse en la figura 30.
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Figura 29.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo, cv. Arbequina: a) porcentaje de necrosis, b)
numero medio de brotes axilares/cultivo y c) longitud media de brotes axilares. Datos de 12

semanas.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

C: explanto procedente de la copa.
R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco.
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Figura 30.- Efecto del origen del explanto en el
arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv.
Arbequina. Aspecto de los brotes desarrollados a
partir de los distintos tipos de material, tras 12
semanas en el medio de inicio RV (Revilla y col,

1996).

C: explanto procedente de la copa.

R: explanto procedente de los brotes epicormicos

inducidos a partir de las ramas intermedias.

B: explanto procedente de la base del tronco.
IV.2.1.2. Fase de multiplicacion
IV.2.1.2.1. Experimentol.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de
multiplicacion in vitro de material adulto

Se testd el efecto de cinco medios de cultivo optimizados para otros cultivares de

olivo, sobre la tasa de multiplicacién de nuestro material:

1. RV (Revilla y col.,1996)

2. ZAD (Zachini y de Agazio, 2004)
3. RP (Roussos y Pontikis, 2002)

4. SS (Sghir y col., 2005)

5. Px (Peixe y col., 2007)

[165]



RESULTADOS

El medio RV, seleccionado en los experimentos con el material juvenil fue utilizado
como control. Se observaron diferencias significativas en el comportamiento de los cultivos,
obteniéndose los mejores resultados en el medio RP con 2,2 u.m, frente a una tasa de
multiplicaciéon de 1,6 u.m en el medio control, 1,7 u.m en el medio ZAD y 1,5 u.m en el
medio SS. Ademas, es de destacar que mientras en el medio RP, la tasa de multiplicacion iba
aumentando en el curso de los subcultivos, en el resto de los medios la tendencia fue la
contraria, llegando en el caso de los medios RV y SS a valores de 1,3 u.m en el cuarto
subcultivo (figura 31a). De la misma manera, no se observaron casos de necrosis de los
cultivos en el medio RP, frente al 16 % observada en el medio control (RV) y 19 % en el
medio SS (figura 31b).

En el medio Px las tasas de multiplicaciéon fueron descendiendo progresivamente a lo
largo de los subcultivos (2,9 um, 1,9 um y 0,7 um para el primero, segundo y tercero,
respectivamente), también se observo una elevada tasa de contaminacion bacteriana y necrosis
de los cultivos, de manera que al final del periodo de experimentacion todos los explantos
aparecieron contaminados por bacterias (75 %) o necrosados (25 %). El aspecto que
presentaron los cultivos en los distintos medios puede apreciarse en la figura 32.

El andlisis de estos datos permiti6 la eleccion del medio de Roussos y Pontikis (2002)
como el mas adecuado para llevar a cabo la multiplicacion in vitro del cv. Arbequina,

eligiéndose desde este momento como medio estandar.
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Figura 31.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion in vitro de
material adulto de olivo cv. Arbequina. RV (Revilla y col., 1996); ZAD (Zachini y de Agazio,
2004); RP (Roussos y Pontikis, 2002); SS (Sghir y col., 2005) y Px (Peixe y col., 2007): a)
tasa media de multiplicacién y b) porcentaje de necrosis. Datos de cuatro subcultivos
sucesivos y media de los cuatro subcultivos.

*nc.- no contabilizado

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

[167]



ma
Publicaciones y

Y
(G

UN

Divulgacion Cientifica

RESULTADOS

Figura 32.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de
multiplicacioén in vitro de material adulto de olivo cv. Arbequina. Aspecto de los
cultivos en los medios: a) RV (Revilla y col., 1996); b) ZAD (Zachini y de Agazio,
2004); ¢) RP (Roussos y Pontikis, 2002); d) SS (Sghir y col., 2005) y e) Px (Peixe
y col., 2007).
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1V.2.1.2.2. Experimento 2.- Efecto del cultivo alternado en presencia de ribosido de
zeatina o tidiazuréon y de la combinacion de ribésido de zeatina y acido giberélico
(GA3) en la tasa de multiplicacion de material adulto
Elegido el medio RP (Roussos y Pontikis, 2002) en el experimento anterior, se planted
un nuevo experimento para conocer si el cultivo alternado en presencia de TDZ o el
suplemento del medio RP con GA; podrian mejorar la multiplicacion del material. Se
analizaron los siguientes tratamientos:
e RZ (5,7 uM), medio control RP.
e Subcultivo alternado en RZ (5,7 uM) y TDZ (1 uM), como proponen Roussos y
Pontikis (2002).

o RZ (5,7 uM) + GAs (4,33 uM), como proponen Zacchini y de Agazio (2004).

Como se puede observar en la figura 33, la combinacion de GAsz (4,33 uM) y RZ (5,7
uM), aumentd de manera significativa la tasa de multiplicacién media (2,5 u.m) frente al
medio estandar (2 u.m), mientras que el subcultivo alternado en RZ y TDZ baj6 la tasa de
multiplicacién a 1,7 u.m, aunque no diferia estadisticamente del control. No se apreciaron
casos de necrosis en ninguno de los tratamientos. En la figura 34 se puede observar el aspecto
de los explantos, tras cuatro subcultivos sucesivos en los tratamientos con RZ y RZ

suplementado con GA;.
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Figura 33.- Efecto del cultivo alternado en presencia de RZ o TDZ y de la combinacion RZ y GA; en
la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina.

Tratamientos: control.- medio RP estandar (5,7 uM de RZ); RZ/TDZ.- cultivo alternado en medio RP
estandar y medio basal RP con TDZ (1 uM); RZ+GA;.- cultivo en medio RP estandar + GA; (4,33
uM). Datos de cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro subcultivos. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 34.- Efecto del cultivo alternado
en presencia de RZ o TDZ y de la
combinacion RZ y GA; en la tasa de
multiplicacion de material adulto de
olivo cv. Arbequina. Aspecto de los
cultivos en los medios RP estandar
(izquierda) y RP + GA; (4,33 uM)
(derecha).
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1V.2.1.2.3. Experimento 3.- Efecto de distintas concentraciones de ribésido de zeatina y
GA;, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

En el experimento anterior se observo un incremento en las tasas de multiplicacion al
incorporar GA3 al medio de cultivo. En este experimento y con el objeto de abaratar el coste
de los medios de cultivo, se testd el efecto, sobre la tasa de multiplicacion media, de la
reduccion de la concentracion estdndar de RZ (0,0- 2,85 - 4,28 y 5,7 uM) suplementada con
dos concentraciones de GA3 (2,17 y 4,33 uM). Se utilizé como control el medio RP estandar,
lo que haria un total de 9 tratamientos:

1. RZ (0,0 uM) + GA3 (2,17 uM).

2. RZ (0,0 uM) + GA; (4,33 uM).

3. RZ (2,85 uM)+ GA3(2,17uM).

4. RZ (2,85 uM)+ GA3 (4,33 uM).

5. RZ (4,28 uM) + GA3 (2,17 uM).

6. RZ (4,28 uM) + GA; (4,33 uM).

7. RZ (5,7 uM)+ GA;3 (2,17 uM).

8. RZ (5,7 uM)+ GA; (4,33 uM).

9. RZ (5,7 uM), control (medio RP estandar).

Aunque no se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
(figura 35), la adiciéon de GA; increment6 la tasa de multiplicacion con respecto al medio
estandar (superiores a 2 u.m y 1,9 u.m respectivamente); los mejores resultados se obtuvieron
con RZ (5,7 uM) + GA; (2,17 uM) con una tasa de proliferacion de 2,3 u.m. El aspecto de los
cultivos en los diferentes tratamientos puede observarse en la figura 36.

Como era de esperar, la ausencia de RZ en el medio de cultivo, paraliz6 el crecimiento

de los explantos y si bien éstos se mantenian, no se observaba ninglin crecimiento durante los
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cuatro subcultivos que se mantuvo el experimento (figuras 35 y 37). Resulta interesante
sefialar que la incorporacion de GAj al medio de cultivo nos permitia reducir la concentracion
de RZ a2,85uM (tratamientos 3 y 4), sin que se produjera una reduccion significativa de la

tasa de multiplicacién, ya que se mantenia por encima de 2 u.m.

3.5
3
25
a a a a a a
= a
A 2
Q Is
®
9
CPNRE " 2s
= E | b b
g 2 1 B 3s
% B 4g
s 0,5
ﬁ N | | | | | | | | 'lMedia
RP- GA(2,17) | GA(4,33) | GA(2,17) | GA(4,33) | GA(2,17) | GA4,33) | GA(2,17) | GA(4,33)
Estandar
RZ(0) RZ(2,85) RZ(4,28) RZ(5,7)

Tratamientos [pM]

Figura 35.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina y GAj incorporadas al
medio basal RP, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina.
Datos de cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro subcultivos.

Control.- medio RP estandar (Roussos y Pontikis, 2002).

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 36.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina y GA;
(2,17 y 4,33 uM) incorporadas al medio basal RP, sobre la tasa de multiplicacion
de material adulto de olivo cv. Arbequina. Aspecto de los cultivos en los diferentes
tratamientos: a) RP-estandar; b) RZ (2,85 uM); ¢) RZ (4,28 uM) y d) RZ (5,7 uM).
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Figura 37.- Efecto de distintas concentraciones de
ribésido de zeatina y GAj incorporadas al medio
basal RP, sobre la tasa de multiplicacion de material
adulto de olivo cv. Arbequina.. Aspecto de los
cultivos con GA; (4,33 uM) como unico
regulador de crecimiento.

IV.2.1.2.4. Experimento 4.- Efecto de distintas concentraciones de bencilaminopurina 6
tidiazuron junto con ribosido de zeatina sobre la tasa de multiplicacion de material
adulto

En este experimento se testo el efecto, sobre las tasas de multiplicacion in vitro, de la
reduccion de la concentracion de RZ a la mitad de lo propuesto por Roussos y Pontikis (2002)
complementandola con diferentes concentraciones de BAP 6 TDZ (0- 1,1- 2,2- 4,4- 8,8 y
17,6 uM). Durante el experimento se utiliz6 como control el medio RP estandar.

Como podemos apreciar en la figura 38, ninguno de los tratamientos mejord las tasas de
multiplicacién obtenidas con el medio estandar (2,2 u.m); la reduccion de la concentracion de
RZ (2,85uM), sin la adicién de ningin regulador mas, produjo una disminucién no
significativa de la tasa de multiplicacion hasta 1,8 u.m. La adicion de BAP redujo de forma
significativa la tasa de multiplicacion del material en todas las concentraciones testadas
(figura 38 a).

En cuanto al TDZ (figura 38b), solo a las concentraciones 0 pM; 1,1 uM y 8,8 uM se
obtuvieron resultados que no diferian estadisticamente de los obtenidos con el medio
estandar, aunque inferiores en términos absolutos (1,8; 1,8; 1,8 y 2,2 u.m respectivamente).

Incluso a las dosis mas altas de BAP y TDZ no se apreciaron casos de necrosis en los cultivos.
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Figura 38.- Efecto de distintas concentraciones de bencilaminopurina ¢ tidiazurén junto con
ribosido de zeatina sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo, cv. Arbequina:
a) medio basal RP suplementado con RZ (2,85 uM) + BAP (0- 1,1- 2,2- 4,4- 8,8 y 17,6 uM);
b) medio basal RP suplementado con RZ (2,85 uM) + TDZ (0- 1,1- 2,2- 4,4- 8,8 y 17,6 uM).

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
Control: medio RP estandar (5,7 uM RZ).
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IV.2.1.2.5. Experimento 5.- Efecto de distintas concentraciones de ribésido de zeatina y
24- epibrasinolido sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

En este experimento se testo el efecto del 24-epibrasinolido (BR) junto al RZ sobre las
tasas de multiplicacion in vitro. Se utilizaron 7 concentraciones de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1-
0,3- 1 y 3 uM) junto con dos concentraciones de RZ (2,85 y 5,7 uM).

Los resultados se muestran en la figura 39, en la que se puede observar que las mayores
tasas de multiplicacion: 2,5 - 2,4 y 2,1 u.m se obtuvieron con el control (RZ a 5,7 uM), RZ
(5,7 uM) + BR (0,01 uM) y RZ (2,85 uM) + BR (0,01 uM), respectivamente.

Los resultados muestran que cuando la concentracion de RZ es la estandar (5,7 uM), no
se observo efecto positivo de los BRs (figura 39a), de hecho, las tasas de proliferacion fueron
descendiendo a medida que aumentaba la concentracion de BR.

Cuando la concentracion de RZ se reduce a 2,85 uM (figura 39b), disminuye
significativamente la tasa de multiplicaciéon (2,5 vs. 2,0), aunque este efecto puede ser
contrarrestado con la adiciéon de BR (0,01 uM).

Respecto al resto de los tratamientos, la tasa de multiplicacion se mantuvo por encima
de 1,5 u.m salvo para concentraciones de BR iguales o superiores a 0,3 pM.

La mayor concentracion testada de BR (3 uM) result6 toxica, no pudiéndose mantener
los cultivos tras el primer subcultivo debido a la necrosis de los mismos (100 %).

En cualquier caso, la adicion de brasindlido no tuvo efecto positivo, en el rango de
concentraciones testadas, sobre la tasa de multiplicacion de nuestro material, de manera que

los mejores resultados (2,5 u.m) se obtuvieron en el medio control.
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Figura 39.- Efecto de distintas concentraciones de ribésido de zeatina y 24- epibrasinélido sobre la tasa de
multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina. Tasa de multiplicacion y aspecto de los cultivos en: a)
medio RP estandar (RZ, 5,7uM) adicionado con varias concentraciones de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1- 0,3- 1y 3
uM) y b) medio RP modificado (RZ, 2,85uM) adicionado con varias concentraciones de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1-
0,3-1y3 uM).

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). *nc.- no contabilizado.
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1V.2.1.3. Fase de enraizamiento

IV.2.1.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el
enraizamiento in vitro de material adulto

Se evalud el comportamiento en la fase de enraizamiento, de brotes mantenidos en el
medio estandar de multiplicacion durante tres subcultivos sucesivos. Se obtuvieron unos
porcentajes medios de enraizamiento del 71 % en el medio RVr y del 37 % en el medio OMr
(figura 40). Hay que senalar que el comportamiento del material fue homogéneo en el medio
RVr en el que se obtuvieron los mejores resultados, mientras que en el medio OMr las tasas de
enraizamiento fueron muy variables, fluctuando entre 10 % - 70 %. Los brotes enraizados en
el medio RVr presentaron 3 raices/brote enraizado con una longitud de 2,6 cm, mientras en el
medio OMr se desarrollaron 1 raiz/brote enraizado con una longitud de 4,4 cm (Tabla 11);
por otra parte, en el medio RVr (figura 41 a) las raices se formaron en la base de la estaquilla
y apenas si se observa callo, en contraste con la apariencia de los brotes enraizados en el
medio OMr (figura 41b) en el que se aprecid una gran cantidad de callo del que emergian las

raices; por ello, se selecciond el medio RVr para el resto de los experimentos.
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Figura 40.- Efecto de los medios RVr (Revilla y col., 1996) y OMr/OMe (Caias y col., 1987)
sobre el enraizamiento in vitro de material adulto de olivo, cv. Arbequina, durante tres
subcultivos sucesivos y media de los tres subcultivos. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05)

Tabla 11.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe, sobre el enraizamiento
in vitro de material adulto de olivo, cv. Arbequina, durante tres

subcultivos sucesivos. Letras distintas indican diferencias significativas
(p=10,05)

RVr
(Revilla y col, 1996) 3a 2,6b
OMr/OMe
(Caiias y col., 1987) 1b 44 a
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Figura 41.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro de material
adulto de olivo, cv. Arbequina. Aspecto de los cultivos tras cuatro semanas en los medios de
enraizamiento: a) RVr (Revilla y col., 1996) y b) OMr/OMe (Canas y col., 1987).

1V.2.1.3.2. Experimento 2.- Efecto de la adicion de GA; al medio de proliferacion sobre
el posterior enraizamiento in vitro de material adulto

Puesto que la adicion de GAj3 (4,33uM) al medio estandar RP produjo un aumento en las
tasas de multiplicacion del material, parecio logico testar el potencial de enraizamiento en el
medio RVr de los cultivos mantenidos durante 3, 4 y 5 subcultivos sucesivos en el medio con
giberelinas.

No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de enraizamiento de los
cultivos (figura 42) mantenidos en los medios de proliferacion con y sin giberelinas (72 % y
71 % respectivamente). Tampoco se detectaron diferencias entre el nimero medio ni en la

longitud media de las raices desarrolladas siendo de 1 raiz/brote enraizado con una longitud
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de 2,6 cm para el medio RP y de 2 raices/brote enraizado de 3,1 cm de longitud en el medio

RP con giberelinas (tabla 12).
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Estandar | Estandar + GA

Medio de proliferaciéon

Figura 42.- Efecto de la adicion de GA; al medio de proliferacion sobre el
posterior enraizamiento in vitro, en el medio RVr (Revilla y col., 1996), de
material adulto de olivo cv. Arbequina. Porcentaje de enraizamiento tras 3,
4 y 5 subcultivos en los medios RP — estandar (Roussos y Pontikis, 2002) y
RP adicionado con GAj3 (4,33 uM). Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Tabla 12.- Efecto de la adicion de GA3 al medio de proliferacion sobre el
enraizamiento in vitro, en el medio RVr (Revilla y col, 1996), de material
adulto de olivo, cv. Arbequina. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

RP (estandar)
(Roussos y Pontikis, 2002)

la 2,6a

RP + GA; (4,33uM) )4 3la
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1V.2.1.3.3. Experimento 3.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones de
acido indolbutirico en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material adulto

Como podemos observar en la figura 43a, el material de Octubre mostré buena
capacidad de enraizamiento; asi, en ausencia de auxina exogena se observd un porcentaje de
enraizamiento de 66 %, aumentando tras la aplicacion de 7,4 mM y 11,1 mM de AIB (77 %
y 72 %, respectivamente), aunque estas diferencias no fueron significativas; concentraciones
superiores a 14,8 mM produjeron un descenso del porcentaje de enraizamiento.

Para las estaquillas de Noviembre no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con 0- 3,7- 7,4 -11,1 y 14,8 mM de IBA, alcanzandose el mayor valor para el
tratamiento 14,8 mM (77 %); concentraciones superiores produjeron un descenso significativo
de los porcentajes de enraizamiento (figura 43b).

En los ensayos de Marzo (figura 43c), las estaquillas mostraron un porcentaje de
enraizamiento de 16 % cuando no fueron tratadas con auxina, observandose un aumento
significativo con la aplicacion de 3,4 y 7,4 mM de AIB (54 % y 50 % respectivamente);
concentraciones superiores no fueron capaces de aumentar significativamente estos valores.

A finales de primavera (Junio) se observo que los porcentajes de enraizamiento fueron
elevados mostrandose independientes de la cantidad de auxina utilizada, siendo de 79 %- 66
%- 45 %- 83 % y 70 % para 0 mM y concentraciones crecientes de AIB respectivamente

(figura 43d).
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Figura 43.- Efecto de la época del ano y de diferentes concentraciones de acido indolbutirico
en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material adulto de olivo, cv. Arbequina: a)
Octubre de 2009, b) Noviembre de 2009, c) Marzo de 2010 y d) Junio de 2010. Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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IV.2.2. Micropropagacion del cv. Picual
IV.2.2.1. Establecimiento de cultivos asépticos
IV.2.2.1.1. Experimento 1.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el
establecimiento in vitro de secciones nodales de material adulto

Tal y como se indico para el cv. Arbequina (Apartado I11.3.2.1.1.1), se llevé a cabo un
estudio comparativo con los tres tipos de explantos: de la copa del arbol madre antes de ser
podado (explanto C), de las ramas cortadas de la copa del arbol e inducidas a brotar en
invernadero (explanto R) y de los brotes emergidos de la base del tronco tras una poda intensa

(explanto B).

Tras 6 semanas (figura 44a), no se observaron diferencias significativas en la tasa de
brotacion, que fue superior al 67 % en todos los casos; por el contrario, si se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de necrosis, que como puede apreciarse en la
figura 44b, descendi6 progresivamente a la vez que lo hacia la posicion del explanto en la
planta madre, asi se obtuvieron porcentajes del 27 %, 12 % y 0 % para el material de la
copa, ramas y base del arbol respectivamente. No hubo diferencias significativas en el
numero medio de brotes axilares y la longitud (figuras 44c y 44d), aunque éstos valores eran
mayores para el material procedente de los brotes basales (1,8 brotes axilares/explanto y 0,9
cm de longitud) que para los explantos procedentes de las ramas (1,5 brotes axilares/explanto
y 0,7 cm de longitud) y de la copa (1,5 brotes axilares/explanto y 0,3 cm de longitud). Tras
las primeras 6 semanas, la longitud de los brotes axilares era demasiado pequea para iniciar
la fase de multiplicacion, por lo que fue necesario realizar un recultivo en el mismo medio
durante otro periodo de 6 semanas; de esta manera la fase de inicid se prolongd hasta 12

s€manas.
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Figura 44.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual: a) porcentaje de brotacion, b)
porcentaje de necrosis, c) numero medio de brotes axilares/cultivo y d) longitud media de
brotes axilares. Datos de 6 semanas.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
C: explanto procedente de la copa.

R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco.

Como podemos observar en la figura 45, tras 12 semanas se observaron diferencias

significativas en los porcentajes de necrosis, asi todo el material procedente de la copa se

necros6 (97 %), mientras que la necrosis observada para las ramas fue del 60 %; el menor

[185]



RESULTADOS

valor se obtuvo para el material procedente de la base del tronco (10 %); para estos dos
ultimos tipos de explantos (figuras 45b y 45¢), no se observaron diferencias en cuanto al
nimero medio de brotes axilares ni a la longitud de los mismos (1,8 y 2,1 cm; 1,5 y 2,8 cm

respectivamente). El aspecto de los diferentes cultivos puede apreciarse en la figura 46.
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Figura 45-. Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual: a) porcentaje de necrosis, b) niimero
medio de brotes axilares/cultivo y ¢) longitud media de brotes axilares. Datos de 12 semanas.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

C: explanto procedente de la copa.

R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco.

* nc.- no contabilizados.
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Figura 46.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in
vitro de secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual. Aspecto de los brotes
desarrollados a partir de los distintos tipos de material tras 12 semanas en el medio de
inicio.

C: explanto procedente de la copa.

R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas
intermedias.

B: explanto procedente de la base del tronco

IV.2.2.2. Fase de multiplicacion
1V.2.2.2.1. Experimento 1.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de
multiplicacion in vitro de material adulto
Se llevo a cabo el mismo experimento que en el caso del cv. Arbequina (Apartado
I11.3.2.2.2.1) ensayandose el efecto de estos cinco medios en el cv. Picual.
1. RV (Revilla y col.,1996).- Control
2. ZAD (Zachini y de Agazio, 2004)
3. RP (Roussos y Pontikis, 2002)
4. SS (Sghir y col., 2005)

5. Px (Peixe y col., 2007)
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Como podemos apreciar en la figura 47a los mejores resultados en cuanto a la tasa de
multiplicacion se obtuvieron con el medio ZAD (1,5 u.m), seguido por los medios RP y SS
(1,4 um y 1,3 u.m respectivamente); en cuanto al medio Px, aunque nos ofrecia un valor
medio de multiplicacion de 1,1 u.m a lo largo de los cuatro subcultivos y estadisticamente no
se diferenciaba de los otros medios, hay que tener en cuenta que ésta fue decreciendo
paulatinamente de manera que a partir del 2° subcultivo fue inferior a 1 (0,8 u.m). Estas tasas
medias de multiplicacion fueron significativamente diferentes a las observadas en el medio
RV (control), en el que la reactividad de los explantos fue decreciendo a lo largo del tiempo,
de manera que no fue posible mantener los cultivos.

La necrosis media observada (figura 47b) fue muy elevada y significativamente superior
en el medio RV (control) (100 % en el cuarto subcultivo) que en el resto, siendo del 6 %- 8 %
- 7% y 40 % para los medios ZAD, RP, SS y Px respectivamente.

El analisis de estos datos justifico la eleccion de los medios ZAD (Zachini y de Agazio,
2004) y RP (Roussos y Pontikis, 2002) como los mds adecuados para llevar a cabo la
multiplicacién in vitro del cv. Picual; el medio SS (Sghir y col., 2005) se descartd porque a
pesar de incluir una mayor concentracion de RZ (13,6 uM) que el medio RP, no aumentaron
las tasas de multiplicacion. El aspecto que presentaron los cultivos, en los distintos medios

puede apreciarse en la figura 48.
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Figura 47.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion in vitro de
material adulto de olivo cv. Picual. RV (Revilla y col., 1996); ZAD (Zachini y de Agazio,
2004); RP (Roussos y Pontikis, 2002); SS (Sghir y col., 2005) y Px (Peixe y col., 2007): a)
tasa media de multiplicacién y b) porcentaje de necrosis. Datos de cuatro subcultivos
sucesivos y media de los cuatro subcultivos.

*nc.- no contabilizado

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 48.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion
in vitro de material adulto de olivo cv. Picual. Aspecto de los cultivos en los
medios: a) RV (Revilla y col,, 1996); b) ZAD (Zachini y de Agazio, 2004); c) RP
(Roussos y Pontikis, 2002); d) SS (Sghir y col., 2005) y e) Px (Peixe y col., 2007).
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1V.2.2.2.2. Experimento 2.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y
suplementos hormonales de los medios RP y ZAD, sobre la tasa de multiplicacion in vitro

de material adulto

Dado que en el experimento anterior se seleccionaron los medios RP y ZAD, se llevo a
cabo un nuevo experimento con estos dos medios y en el que ademéas se combinaron medios

basales y concentraciones hormonales; asi, se ensayaron 4 tratamientos:

Medio ZAD estandar (Zachini y de Agazio, 2004).

Medio basal ZAD con la combinacion hormonal de Roussos y Pontikis (2002).

Medio basal RP con la combinacion hormonal de Zachini y de Agazio (2004).

Medio RP estandar (Roussos y Pontikis, 2002).
Como podemos observar en la figura 49, se obtuvieron diferencias significativas en las
tasas de multiplicacion, obteniéndose los mejores resultados con el medio RP estandar (1,5
u.m); la adicion de Z (13,68uM) + GAj3 (4,33 uM) + AIB (0,49 uM) al medio basal RP
produjo un descenso, no significativo, de las tasas de multiplicacion a 1,3 u.m.

Las hormonas afadidas al medio basal ZAD no afectaron a la tasa de multiplicacion
media de los cultivos, siendo en ambos casos de 1,2 u.m; sin embargo, habria que resaltar que
en el medio ZAD estandar, las tasas de multiplicacion fueron disminuyendo en el curso de los
subcultivos y previsiblemente, a la vista de la evolucion en la figura 49, no seria posible el
mantenimiento de los cultivos en este medio; con la utilizacion de RZ como unico regulador
de crecimiento los cultivos se estabilizaron, de manera que a partir del segundo subcultivo, se
mantenian aunque apenas se observaba crecimiento.

A la vista de los resultados obtenidos, parece que el medio RP era mas adecuado para la
multiplicacién que el medio ZAD, ya que existian diferencias significativas en las tasas de

multiplicacién obtenidas en ambos medios independientemente de la combinacion hormonal
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utilizada, seleccionandose a partir de este momento el medio RP como estandar para la
multiplicacion de este cultivar. El aspecto de los cultivos en los diferentes medios puede

observarse en la figura 50.

2 -
a
S 151
Q
[
2
E‘ = 1 Is
E’ S, 25
3 H 3g
< ]
g 0,5 W 4g
= .
B Media
0
Estandar RZ | Z+GA3+IBA Estindar |
ZAD | RP

Medios de cultivo

Figura 49.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y suplementos
hormonales de los medios RP (Roussos y Pontikis, 2002) y ZAD (Zachini y de Agazio,
2004) sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo, cv. Picual.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 50.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y suplementos
hormonales de los medios RP (Roussos y Pontikis, 2002) y ZAD (Zachini y de Agazio, 2004)
sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo, cv. Picual. Aspecto de los
cultivos en los distintos tratamientos:

a) ZAD + Z (13,68uM) + GA; (4,33 uM) + AIB (0,49 uM) (Zachini y de Agazio, 2004),

b) ZAD + RZ (5,7 uM),
c) RP + Z (13,68uM) + GA3 (4,33 uM) + AIB (0,49 uM) y
d) RP + RZ (5,7 uM) (Roussos y Pontikis, 2002).
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1V.2.2.2.3. Experimento 3.- Efecto de ribosido de zeatina con GAj; sobre la tasa de
multiplicacion de material adulto

Como vimos en el experimento anterior, el medio RP se seleccion6 para el
mantenimiento de los stocks del cv. Picual; sin embargo, las tasas de multiplicacion obtenidas,
no fueron demasiado elevadas. Teniendo en cuenta el efecto positivo en las tasas de
multiplicaciéon del cv. Arbequina con la adicion de GA; (ver apartado 1V.2.1.2.3.), testamos
si esta hormona podria también provocar la misma respuesta en el cv. Picual; para ello

afladimos GA ;(4,33uM) al medio estandar RP.

No se obtuvieron diferencias significativas  entre los diferentes tratamientos,
observandose una tasa media de multiplicacion de 1,5 um en ambos casos (figura 51); sin
embargo, a partir del cuarto subcultivo se observé un ligero aumento de la tasa de

multiplicacion en el medio con GAs (2,1 u.m) frente al medio estandar (1,9 u.m).

2,5
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Figura 51- Efecto de la incorporaciéon de GA; (4,33 uM) al medio estandar RP (Roussos y
Pontikis, 2002), sobre la tasa de multiplicacién de material adulto de olivo cv. Picual. Tasa de
multiplicacion durante cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro subcultivos.

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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1V.2.2.2.4. Experimento 4.- Efecto de distintas concentraciones de ribdésido de zeatina, en
medio de doble fase, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto

Como podemos observar en la figura 52, el cultivo en medio de DF produjo un aumento
significativo de las tasas de multiplicacion, de hecho en el medio s6lido RP estandar se
produjeron 1,6 u.m, mientras que en los tratamientos en medio de DF fueron superiores a 1,8
u.m

Cuando la concentracion de RZ en la fase solida fue la estandar (5,7uM), no se
observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos, obteniéndose los mejores
resultados (2,2 u.m) con RZ (0,285 uM) en la fase liquida. Por el contrario, si se obtuvieron
diferencias significativas cuando la concentracion de RZ de la fase solida fue de 2, 58 uM,
observandose la mayor tasa media de multiplicacion (2,3 u.m) con RZ (0,85 uM) en el
medio liquido. Por tanto, el cultivo de los explantos en medio RP de DF permite reducir la
concentracion de RZ a la mitad de la estdndar, produciéndose ademas un aumento
significativo de las tasas de multiplicacion de este cultivar. El aspecto que presentaron los

cultivos puede apreciarse en la figura 53.
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Figura 52.- Efecto de distintas concentraciones de RZ, en medio basal RP de doble fase,
sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo cv. Picual.

FS.- medio solido RP (estandar [RZ - 5,7 uM] y modificado [RZ - 2,85 uM)).

FL.- medio basal RP liquido y diferentes concentraciones de RZ [0,285 — 0,85 y 2,85uM]
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 53.- Efecto de distintas concentraciones de RZ, en medio basal RP de doble
fase, sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo cv. Picual.

a) medio estandar RP (Roussos y Pontikis, 2002).

b) fase liquida RZ (0,285uM)/fase solida RP estandar (RZ - 5,7uM)

c) fase liquida RZ (0,285 uM)/fase s6lida RP modificado (RZ - 2,85uM)

d) fase liquida RZ (0,85uM)/ fase s6lida RP modificado (RZ - 2,85uM)

e) fase liquida RZ (2,85uM)/ fase solida RP modificado (RZ - 2,85uM).
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IV.2.2.3. Fase de enraizamiento
1V.2.2.3.1. Experimento 1.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el
enraizamiento in vitro de material adulto

Se evalu6 el comportamiento en la fase de enraizamiento de brotes mantenidos en el
medio estandar de multiplicacién durante tres subcultivos sucesivos. Se obtuvieron unos
porcentajes medios de enraizamiento del 37 % en el medio RVr y del 60 % en el medio OMr
(figura 54). El comportamiento del material fue homogéneo en el medio OMr (56 % - 67 % -
56 %) en el que se obtuvieron los mejores resultados, mientras que en el medio RVr las tasas
de enraizamiento fueron muy variables, aunque se observé un aumento desde el 10 % al 70
% para el primer y tercer subcultivo respectivamente.

Los brotes enraizados en el medio RVr presentaron una media de 2 raices/brote con
una longitud de 1 cm, mientras en el medio OMr se desarrollaron 3 raices/brote con una
longitud de 4,6 cm (tabla 13).

El aspecto de los brotes enraizados en el medio OMr se recoge en la figura 55.

100 -
S 71517
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g -
g 50 7 5 8 sem
.g 6 sem
Z H 4 sem
é 25 A

H 2 sem
0
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OMr/OMe RVr

Medio de cultivo

Figura 54.- Efecto de los medios RVr (Revilla y col., 1996) y OMr/OMe (Canas y col., 1987)
sobre el enraizamiento in vitro, de brotes apicales de material adulto de olivo cv. Picual, durante
tres subcultivos sucesivos. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Tabla 13.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro, de material
adulto de olivo, cv. Picual. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

RVr
(Revilla y col., 1996) 2a 1b
OMr/OMe
(Caiias y col., 1987) 3a 4,6a

Figura 55.- Efecto de los medios RVr (Revilla y col, 1996) vy
OMr/OMe (Cafias y col., 1987) sobre el enraizamiento in vitro, de
brotes apicales de material adulto de olivo cv. Picual. Aspecto de los
brotes tras dos semanas en el medio de enraizamiento OMr/OMe.
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1V.2.2.3.2. Experimento 2.- Efecto de la época del aiio y de diferentes concentraciones de
acido indolbutirico en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material adulto

Como podemos observar en la figura 56a, en ausencia de auxina exogena, el porcentaje
de enraizamiento en Octubre fue de 61%; el tratamiento con AIB produjo respuestas
significativamente diferentes, asi para concentraciones entre 3,7 mM y 14,8 mM se produjo un
descenso significativo del porcentaje de enraizamiento (39 % y 33% respectivamente)
mientras que concentraciones superiores a 14,8 mM produjeron un aumento significativo del
porcentaje hasta el 83 %, cuando se utilizaron 22,2 mM de AIB.

En los ensayos de Noviembre, se observo un efecto positivo de los tratamientos con
auxina, observandose el mayor porcentaje de enraizamiento cuando las microestaquillas
eran tratadas con 14,8 mM de AIB (93%) frente al 61 % observado cuando no se utilizo
auxina (figura 56b).

El material de Marzo (figura 56¢) presentd un comportamiento erratico, asi solo a
concentraciones de 3,7 mM y de 25,9 mM de AIB se observé un aumento del porcentaje de
enraizamiento frente al obtenido en ausencia de auxina (54 %- 58 % y 46 % respectivamente).

Para las estaquillas de Junio (figura 56d) se observé un aumento significativo del
porcentaje de enraizamiento en todos los tratamientos con auxina frente al control (38 %),

alcanzandose valores del 100 % cuando la concentracion de AIB fue de 25,9 mM.
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Figura 56.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones de AIB en el
enraizamiento ex vitro de microestaquillas de olivo adulto cv. Picual: a) Octubre de
2009, b) Noviembre de 2009, c) Marzo de 2010 y d) Junio de 2010.

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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IV.3. MATERIAL MICROINJERTADO
IV.3.1. Efecto de los microinjertos sucesivos en la estabilidad genética
IV.3.1.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo,
sobre la estabilidad genética de las plantas obtenidas y mantenidas en invernadero

En la tabla 14 se recogen los fragmentos de amplificacion obtenidos para cada uno de
los cebadores utilizados en los diferentes grupos de individuos; como puede observarse no se
detectaron diferencias en los patrones de amplificacion obtenidos para los marcadores:
sstOeUA-DCA3; sstOeU-DCAY; sstOeU-DCA1S; sstOeU-DCA16; ssrOeU-DCAI18 (Sefc y
col., 2000) y UDQO99-043 (Cipriani y col., 2002), cuando se compararon las plantas
resultantes de las diferentes lineas y ciclos de microinjertos sucesivos con la planta madre
adulta.

Una vez descartada la existencia de variaciones entre los individuos de las diferentes
lineas solo se tuvo en cuenta el ciclo de microinjerto del que procedian las plantas

aclimatadas, para evaluar su capacidad morfogenética.
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Tabla 14.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la estabilidad genética de las

plantas obtenidas y mantenidas en invernadero.

Fragmentos de amplificacion obtenidos con 6 loci SSR en 41 plantas procedentes de diferentes lineas y ciclos de

microinjertos sucesivos in vitro y la planta madre adulta.

Loci
ssrOeUA- ssrOeU- ssrOeU- ssrOeU- ssrOeU- UDO99-

Material Linea DCA3 DCA9 DCA15 DCA16 DCA18 043

Adulto - 231/242 185/204 246 126/148 168/178 178

1 ok ok ok ok ok ok

8 ok ok ok ok ok ok

‘E 9 ok ok ok ok ok ok

-% 13 ok ok ok ok ok ok

2 15 ok ok ok ok ok ok

E 20 ok ok ok ok ok ok
°

— 22 ok ok ok ok ok ok

23 ok ok ok ok ok ok

s 4 231/242 185/204 246 126/148 168/178 178

i 11 ok ok ok ok ok ok

& 'E 17 ok ok ok ok ok ok

; 21 ok ok ok ok ok ok

=

24 ok ok ok ok ok ok

2 231/242 185/204 246 126/148 168/178 178

8 ok ok ok ok ok ok

10 ok ok ok ok ok ok

11 ok ok ok ok ok ok

IS ok ok ok ok ok ok

g 17 ok ok ok ok ok ok

:g 18 ok ok ok ok ok ok

; 19 ok ok ok ok ok ok

QE 20 ok ok ok ok ok ok
o)

21 ok ok ok ok ok ok

24 ok ok ok ok ok ok

28 ok ok ok ok ok ok

29 ok ok ok ok ok ok

30 ok ok ok ok ok ok

7 231/242 185/204 246 126/148 168/178 178

11 ok ok ok ok ok ok

*g 15 ok ok ok ok ok ok

:g 18 ok ok ok ok ok ok

S 19 ok ok ok ok ok ok

;E 23 ok ok ok ok ok ok
-

25 ok ok ok ok ok ok

30 ok ok ok ok ok ok

o 8 231/242 185/204 246 126/148 168/178 178

i 10 ok ok ok ok ok ok

n -E 15 ok ok ok ok ok ok

‘: 25 ok ok ok ok ok ok

a 28 ok ok ok ok ok ok
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IV.3.2. Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
capacidad morfogenética
1V.3.2.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la capacidad de enraizamiento in vitro de los brotes obtenidos

Se compar6 el comportamiento en la fase de enraizamiento, en el medio RVr, de los
brotes procedentes directamente del 1°, 3° y 5° microinjertos. Como podemos apreciar en la
figura 57, el porcentaje de enraizamiento se incrementd con el numero de microinjertos,
obteniéndose unos valores del 13 %, 33 % y 62 % tras el 1°, 3° y 5° microinjerto
respectivamente, siendo este ultimo significativamente superior a los anteriores. El aspecto de
uno de los brotes del 5° microinjerto, durante las primeras fases del enraizamiento, puede

apreciarse en la figura 58.
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Figura 57.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas
de olivo cv. Arbequina, en patrones juveniles, sobre la capacidad de
enraizamiento in vitro de los brotes obtenidos en el medio RVr
(Revilla y col, 1996). Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

[204]



RESULTADOS

Figura 58.- Efecto de los microinjertos sucesivos de
yemas adultas de olivo cv. Arbequina, en patrones
juveniles, sobre la capacidad de enraizamiento in vitro
de los brotes obtenidos, en el medio RVr (Revilla y col,
1996). Aspecto de uno de los brotes del 5° microinjerto
tras dos semanas en el medio de enraizamiento.

1V.3.2.2. Experimento 2.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la capacidad de enraizamiento mediante estaquillado semilefioso de las

plantas obtenidas y mantenidas en invernadero

Se testo la capacidad de enraizamiento de estaquillas semilefiosas procedentes de las 41
plantas aclimatadas y mantenidas en invernadero obtenidas de los microinjertos 1°, 3° y 5°
(tabla 5). Como control se utilizaron estaquillas procedentes del arbol madre adulto.

Como se puede observar en el figura 59, no existian diferencias significativas entre el
material adulto (75 %) vy las plantas del 3° y 5° microinjerto, siendo la capacidad de
enraizamiento de estos materiales del 81 % y 80 % respectivamente; plantas del 1°
microinjerto, con un 30 % de enraizamiento mostraron diferencias significativas con los

otros dos grupos.
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Figura 59.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas
de olivo cv. Arbequina, sobre patrones juveniles, en la capacidad
de propagacion por estaquillado semilefioso de las plantas
obtenidas (porcentaje de enraizamiento). Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05).

Mcj.-microinjerto.

1V.3.2.3. Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
capacidad de micropropagacion de las plantas obtenidas y mantenidas en invernadero
IV.3.2.3.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos en la fase de
establecimiento in vitro

A las 6 semanas de cultivo en el medio RV se observaron unos porcentajes de brotacion
muy elevados, 98 % para las secciones nodales procedentes del 5° microinjerto y superior al
80 % en los demas (figura 60a). No se observaron diferencias en la tasa de necrosis, siendo
del 6 %, 16 % y 2 % para los explantos procedentes de material del 1°, 3° y 5° microinjerto
respectivamente (figura 60b).

Tras doce semanas, se observd un aumento en la tasa de necrosis que afectd a todos los
materiales por igual, independientemente de su procedencia, siendo del 18 %, 26 % y 16 %

para los cultivos procedentes de plantas del 1°, 3° y 5° microinjerto respectivamente (figura
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60b). No se observaron diferencias significativas en el numero medio de brotes
axilares/cultivo, aunque los mayores valores (1,6) se obtuvieron en los cultivos procedentes de
plantas del 1° microinjerto (figura 6la). La longitud media de los brotes fue
significativamente superior en los cultivos del 1° y 5° microinjertos que en los del 3°

microinjerto (1,7 - 1,9 y 1,1 cm respectivamente (figura 61b).
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Figura 60.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,
sobre patrones juveniles, en la fase de establecimiento in vitro de las plantas procedentes de
distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en invernadero, tras el cultivo en el
medio RV (Revilla y col, 1996): a) porcentaje de brotacion a las seis semanas y b)
porcentaje de necrosis a las 6 y 12 semanas. Letras distintas indican diferencias significativas
(p= 0,05). Mcj.-microinjerto.
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Figura 61. Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,
sobre patrones juveniles, en la fase de establecimiento in vitro de las plantas procedentes de
distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en invernadero, tras 12 semanas de
cultivo en el medio RV (Revilla y col., 1996): a) nuimero de brotes axilares/cultivo y b)
longitud media de brotes axilares. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Mcj.-microinjerto.
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1V.3.2.3.2. Experimento 2.- Efecto de los microinjertos sucesivos sobre la tasa de
multiplicacion in vitro

Como se puede observar en la figura 62, la tasa media de multiplicacion aumenta con el
nimero de ciclos de microinjerto, siendo mayor en el 5° microinjerto (1,9 um) y

significativamente diferente del 1° microinjerto (1,5 u.m).
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Figura 62.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo cv. Arbequina, sobre patrones juveniles, en la fase de
multiplicacidn in vitro, de las plantas procedentes de distintos ciclos de
microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en invernadero. Letras distintas
indican diferencias significativas (p= 0,05).

Mcj.-microinjerto.

1V.3.2.3.3. Experimento 3.- Efecto de los microinjertos sucesivos en la capacidad de
enraizamiento in vitro

Se observaron grandes diferencias en la respuesta de los brotes en el enraizamiento
dependiendo del medio que se utilizase (figura 63). Asi, en el medio RVr se obtuvieron los

mejores resultados, observandose una homogeneidad en el comportamiento del material
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durante las tres repeticiones del experimento; no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de enraizamiento del material procedente de las plantas microinjertadas 1, 3, y 5
veces, con unos valores del 92 % - 95 % y 94,4 % respectivamente ; el nimero de raices/brote
enraizado se incremento tras el primer microinjerto, mientras que la longitud se mantuvo en el
rango (2,1-3 cm) (tabla 15).

En el medio OMr (figura 63) se observaron diferencias significativas entre los diferentes
microinjertos, de manera que los mejores resultados se obtuvieron para los cultivos
procedentes del 1° microinjerto (37,7 %), mientras que los valores obtenidos para el 3° (14,4
%) y 5° microinjerto (21,1 %) eran inferiores; sin embargo, no se encontraron diferencias

para el nimero (1-1,7) y la longitud de las raices (4,5- 4,8 cm) (tabla 15).
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Figura 63.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv.
Arbequina, sobre patrones juveniles, en la capacidad de enraizamiento in vitro, de
las plantas procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
invernadero, en los medios OMr (Cafias y col., 1987) y RVr (Revilla y col., 1996).
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.-microinjerto.
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Tabla 15.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina
sobre patrones juveniles, en la capacidad de enraizamiento in vitro, de las plantas
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en invernadero, en
los medios OMr/OMe y RVr. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Rvr 7 358 s7e
(Revilla y col., 1996) 50 21a 21a
OMr/OMe 1° 1b 45a
(Caiias y col., 1987) 3° 1b 48a
5° 1,7a 45a

El aspecto de los brotes enraizados del 5° microinjerto, tal y como puede apreciarse en
la figura 64, fue mucho mejor en el medio RVr que en el OMr, de manera que en el primero

se observa la elongacion de los brotes y €stos presentan mayor nimero de raices.

Figura 64.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo cv. Arbequina, sobre patrones juveniles, en la capacidad de
enraizamiento in vitro, de las plantas procedentes de distintos ciclos de
microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en invernadero. Aspecto de los
brotes enraizados procedentes de plantas del 5° microinjerto tras 8
semanas en los medios de enraizamiento: a) RVr (Revilla y col,, 1996)y
b) OMr (Caias y col., 1987).
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1V.3.3. Efecto de los microinjertos sucesivos en la entrada en produccion

1V.3.3.1. Experimento 1.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo,
sobre la precocidad de entrada en produccion de plantas obtenidas y transplantadas a
campo.

Tras un afio de permanencia en campo no se observaron diferencias significativas, en
cuanto al porcentaje de arboles florecidos (figura 65 y 66), entre los que procedian de
estaquillas del arbol madre adulto y estaquillas de plantas con diferente nimero de
microinjerto, siendo del 83 % para individuos adultos y del 1° y 5° microinjerto y del 100 %
para los individuos del 3° microinjerto, independientemente de la linea (8-15) de la que
procedian. Se considera que un determinado tratamiento ha florecido cuando lo hacen, al

menos, el 50 % de los individuos que forman parte de ese tratamiento.

100

B CT
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Procedencia del material

Figura 65.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de
olivo, sobre la precocidad de entrada en floracion de plantas,
procedentes de las lineas 8 y 15 y distintos microinjertos (1°, 3° y 5°).
Porcentaje de plantas con flores tras un afio de su establecimiento en
campo en la parcela de experimentacion del BMGO (Consejeria de
Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia,
Universidad de Cérdoba e IFAPA).

Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 66.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo,
sobre la precocidad de entrada en floracion, de plantas procedentes de las
lineas 8 y 15 y distintos microinjertos (1°, 3° y 5°). Planta con flores tras un afio
de su establecimiento en campo en la parcela de experimentacion del BMGO
(Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia,
Universidad de Cordoba ¢ IFAPA).

Como puede observarse en la figura 67, el vigor de las plantas, tras un afio de
permanencia en la parcela de experimentacién, fue superior para todos los pardmetros
evaluados, en el material microinjertado que en el material adulto, aunque estas diferencias no
fueron, sin embargo, significativas; asi la altura media de las plantas (figura 67a) fue de 1,75
m para el material adulto, mientras que todas las plantas del material microinjertado
presentaron alturas superiores a 1,80 m, siendo el mayor valor para las plantas procedentes de
la linea 8 del quinto microinjerto (2 m). La superficie productiva de la copa fue de 3 m” en las
plantas procedentes de los microinjertos y 2,7 m® para las que procedian del material adulto
(figura 67b); en cuanto al diametro del tronco, para el material adulto fue de 2 cm y superior a
2,3 cm en el resto de los materiales, siendo la linea 8 del 5° microinjerto la que mostré un

mayor diametro con 2,7 cm (figura 67c¢).
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Figura 67.- Comportamiento en campo de plantas de olivo cv. Arbequina, procedentes de distintos
ciclos de microinjerto (1, 3 y 5) y de la planta madre adulta. Vigor de las plantas de distinta
procedencia tras un afio de permanencia en la parcela de experimentacion del BMGO (Consejeria de
Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, Universidad de Cordoba e IFAPA): a)
altura (m), b) superficie productiva de la copa (m?) y ¢) diametro del tronco (cm). Letras distintas
indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto
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En cuanto a la produccion media (figura 68) no se observaron diferencias significativas
entre los grupos, oscilando entre los 0,145 Kg para las plantas provenientes del arbol madre

adulto y 0,290 kg, para los individuos procedentes de las plantas del 5° microinjerto (yema 8).
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Figura 68.- Precocidad de entrada en produccion de las plantas de olivo
cv. Arbequina, procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3y 5)
y de la planta madre adulta. Produccion media (kg/arbol), de las plantas
procedentes de estaquillado semilefioso, tras un afio de permanencia en
la parcela de experimentacion del BMGO (Consejeria de Agricultura,
Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, Universidad de
Cordoba e IFAPA). Letras distintas indican diferencias significativas
(p=0,05).

Mcj.- microinjerto
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El olivo, al igual que otras especies lefiosas, sufre con la edad una pérdida progresiva
de su capacidad morfogenética (Poethig, 1990; 2003) lo que dificulta en gran medida su
propagacion vegetativa. La propagacion a partir de  individuos juveniles no resulta
demasiado util, a efectos practicos, porque se esta propagando un material del que
desconocemos su comportamiento agrondémico (Hackett, 1985). No obstante, Bonga (1982)
recomienda comenzar desarrollando métodos de propagacion para material juvenil y una vez
establecidos los parametros basicos del cultivo, aplicarlos al material adulto. Otras
recomendaciones a la hora de propagar arboles adultos son seleccionar los tejidos mas
juveniles dentro del arbol (Bonga, 1987; Franclet y col., 1987; Hackett 1987; San-José y col.,
1990; Vieitez y col., 1994; Meier y Reuther, 1994; Chalupa, 2000) o aplicarles tratamientos
de revigorizacion o rejuvenecimiento, que han demostrado ser efectivos para lograr una

mayor reactividad de los explantos (Bonga, 1982, 1987; Hackett, 1985).

V.1. ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS ASEPTICOS

El establecimiento in vitro del material juvenil del cv. Arbequina, se ha llevado a
cabo de forma exitosa tanto en el medio IM (Rugini y col., 1984; formulacion mineral IM
suplementada con 2,3uM de zeatina) como en RV (Revilla y col., 1996; formulacién mineral
DKW suplementada con 4,4 uM de BAP y 0,05 uM de AIB), con porcentajes de brotacion
superiores al 80 %; sin embargo, la mayor longitud de los brotes desarrollados indica que el
medio RV es mdas adecuado para llevar a cabo la fase de inicio de este tipo de material.
Nuestros resultados corroboran observaciones previas de Revilla y col., (1996), también en
material juvenil del cv. Arbequina; asi, estos autores alcanzaron porcentajes de supervivencia
del 98 % con una longitud media de los brotes desarrollados del 2,9 cm, aunque estos datos
se refieren a un periodo de cultivo superior (60 dias) al utilizado en este trabajo (42 dias: 82

% brotacion y 1,5 cm).
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El cultivo de secciones nodales adultas del cv. Arbequina en el medio RV, ha puesto
de manifiesto la influencia del estado ontogenético de la planta madre en la fase de inicio;
asi, mientras que los cultivos juveniles pudieron establecerse tras 6 semanas, el material
adulto necesité un tiempo mayor, 12 semanas, para que la longitud de los brotes
desarrollados fuera suficiente para iniciar la fase de proliferacion. No se observaron
diferencias en los porcentajes de brotacion (alrededor del 80 % en ambos casos), pero si en la
incidencia de necrosis, del 60 % en el material adulto frente al 14 % del material juvenil.
También se ha constatado la influencia del genotipo; asi, en el mismo medio y condiciones de
cultivo, los porcentajes de brotacion del cv. Picual (67 %) fueron inferiores a los del cv.
Arbequina. (82 %). Estos resultados contrastan con lo observado por Revilla y col. (1996),
que no lograron establecer in vitro las secciones procedentes de brotes terminales de las
ramas laterales de un arbol adulto del cv. Arbequina, describiendo problemas de abscision de
hojas y desecacion de los explantos.

La mayor reactividad en el establecimiento in vitro del material juvenil con respecto al
adulto, ha sido también puesta de manifiesto en otras especies como  Prosopis chilensis
(Caro y col., 2002), Cedrela odorata (Petia-Ramirez, 2010) o Malosorbus florentina (Martini
vy col., 2013), en las que el material adulto presentd problemas de necrosis y produccion de
exudados fendlicos; por el contrario, Sansberro y col. (2000), en Ilex paraguariensis,
observaron como las diferencias de comportamiento entre el material juvenil y adulto no se
pusieron de manifiesto en la fase de establecimiento, sino en la de enraizamiento.

La pérdida de capacidad morfogenética de los explantos adultos se ha atribuido a la
especializacion de los tejidos que reduce la plasticidad y la capacidad de diferenciacion
celular (Pefa-Ramirez y col., 2010), lo cual, a su vez, puede ser debido a la expresion
diferencial de genes que codifican para proteinas presentes en diferentes cantidades y formas

en ambas fases (Garcia y col., 2000). En esta linea, Valdés y col. (2003) sefialan que durante
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el desarrollo se produce una reduccion en los niveles enddgenos de citoquininas,
reduciéndose de la misma manera las divisiones celulares e induccion de yemas, lo que
podria ser la causa que explique el retraso observado en la respuesta de las yemas adultas.

Con objeto de mejorar el comportamiento del material adulto, los arboles madre se
podaron severamente, utilizandose las secciones nodales de las ramas que brotaron de la base
del tronco para iniciar los cultivos; de esta manera, se observd como, en el cv. Arbequina, el
porcentaje de necrosis de los explantos basales fue inferior al de los explantos procedentes
del arbol antes de la poda (20 % frente al 60 % respectivamente). Estas diferencias podrian
estar relacionadas con el diferente grado de juvenilidad o madurez de los explantos (Hackett,
1985; Dumas y col., 1989), observandose de nuevo una notable influencia del genotipo, de
manera que para el cv. Picual, las diferencias fueron mas acusadas (90 % y 10 % para el
material de la copa y base del tronco, respectivamente).

El proceso de poda previo al establecimiento de los cultivos in vitro, ha demostrado ser
un método eficiente para incrementar la capacidad morfogenética en diferentes especies
lefiosas (Howard y col., 1989; Selby y col., 1990). Este efecto ha sido atribuido tanto a un
incremento del vigor fisiolégico de la planta, debido a una mayor disponibilidad de agua y
nutrientes (Fortanier y Jonkers, 1976), como a que los nuevos brotes que emergen procedan
de yemas que permanecerian en estado de dormicion, manteniendo caracteristicas juveniles
(Franclet, 1983) o bien de yemas de origen adventicio (Read y Bavougian, 2013). De hecho,
las podas repetidas son un método de revigorizacion que se usa de forma rutinaria para forzar
el crecimiento de nuevas ramas en la parte basal del tronco (Rey y co./, 1990; Selby y col.,
1990). En olivo se ha utilizado también en los cvs. Koroneiki (Roussos y Pontikis, 2002) y
“Galega Vulgar” (Peixe y col, 2007), aunque no se muestran datos del comportamiento de

los arboles que no fueron podados.
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Otra estrategia utilizada para aumentar la reactividad in vitro de los explantos adultos,
es el uso de yemas (explantos-R) procedentes de brotes epicormicos, obtenidos a partir de
ramas del arbol madre que son forzadas a brotar en condiciones controladas de invernadero;
en el cv. Arbequina, este tipo de explanto mostrd tasas de necrosis muy bajas (8 %) y la
longitud de los brotes desarrollados (2,1 cm) fue superior a la observada para los otros tipos
de secciones nodales (0,8 cm y 1,6 cm para las procedentes de la copa y base del tronco
respectivamente). Por el contrario, en el cv. Picual, los porcentajes de brotacion obtenidos
con este tipo de explanto, no superaron a los observados con el material procedente de la base
del tronco tras la poda severa. El diferente comportamiento entre “Arbequina” y “Picual”
puede ser debido al genotipo o bien a la diferente edad ontogenética de ambos cultivares
(Cozza y col., 1997). En cualquier caso, los datos mostrados en este trabajo estarian de
acuerdo con Vidal y col. (2003), que recomiendan el uso de explantos de las partes basal y
media del arbol porque retienen caracteristicas de juvenilidad durante prolongados periodos
de tiempo.

La induccion de brotes epicérmicos se ha utilizado para establecer in vitro el cultivar de
olivo “Kalamon” (Rama y Pontikis, 1990), aunque los autores no muestran datos del
comportamiento de otro tipo de materiales; también se ha utilizado de forma rutinaria para la
propagacion de otras especies como Arbutus unedo (Gomes y Canhoto, 2009); Acer
saccharinum, Fraxinus pennsylvanica, Carya illinoensis, Tectona grandis (Aftab y col.,
2005); Corylus avellana (Sanchez-Olate y col., 2004) y Sorbus aucuparia (Chalupa, 2002).

Finalmente, la comparacion entre el comportamiento in vitro de explantos procedentes
del arbol adulto y de los materiales sometidos a microinjertos sucesivos, en el cv. Arbequina,
ha puesto de manifiesto la ausencia de diferencias significativas, respecto a las tasas de
brotacion, de los materiales rejuvenecidos y adultos durante la fase de inicio, obteniéndose en

todos los casos, porcentajes de brotacion superiores al 80 %. En cuanto a la necrosis, salvo
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para las secciones nodales procedentes de la copa del arbol adulto (61 %), no se observaron
diferencias entre los otros tipos de yemas adultas y las procedentes del material
microinjertado (= 20% de necrosis). Curiosamente, no se detectaron diferencias entre las
plantas microinjertadas distinto nimero de veces (1, 3 y 5 microinjertos sucesivos), a
diferencia de lo observado en otras especies como Citrus reticulata y C. sinensis, en las que
los brotes escindidos del primer microinjerto y cultivados in vitro desarrollaban hojas
cloroticas con niveles de abscision del 50%, pero este valor descendia progresivamente a
medida que los brotes provenian de microinjertos posteriores de manera que, tras el quinto
microinjerto, mostraron un buen desarrollo en cuanto a tamafio, forma y aspecto de las hojas
(Huang y col., 1992a). En Ziziphus mauritiana, el microinjerto seriado de secciones
apicales y nodales sobre patrones de semilla mostrd que, independientemente del ciclo de
microinjerto, €stos sobrevivian a la fase de inicio en la misma proporcion que el material
juvenil; sin embargo, el crecimiento de la pua aumentaba a medida que lo hacia el nimero de

ciclos de microinjerto (Danthu y col., 2004).

V.2. FASE DE MULTIPLICACION

La capacidad de proliferacion de los cultivos in vitro viene determinada por el nimero
de brotes producidos a partir de cada explanto y por el nimero de nudos que se producen en
los nuevos brotes; en olivo se observa una fuerte dominancia apical, de manera, que las tasas
de multiplicacion se ven limitadas porque habitualmente s6lo se produce el desarrollo de un
brote y una escasa o nula produccion de brotes axilares (Rugini y Fedeli, 1990; Caias y col.,,
1992; Mendoza-de Gives y col., 2008). Zacchini y de Agazio (2004) evaluaron la capacidad
de proliferacion de explantos, con y sin la presencia de la yema apical, poniendo de
manifiesto como la escision del dpice influye de manera positiva en el desarrollo de las

yemas laterales; estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos con el material
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juvenil en este trabajo, asi, el cultivo de secciones subapicales en medio RV solido
proporcioné una media de 1 brote axilar/cultivo (de 1,5 cm de longitud) mientras que en el
cultivo de brotes apicales, se producia la elongacion del brote principal pero solo el 2 % de
los cultivos desarrollaban brotes axilares, de pequena longitud. En base a estos resultados, se
estableci6 como estandar la eliminaciéon de la yema apical de los explantos en la fase de

proliferacion.

V.2.1. Influencia del estado ontogenético

Se ha puesto de manifiesto la gran influencia del estado ontogenético sobre la
capacidad de proliferacion del cv. Arbequina; asi, los explantos juveniles mostraron una
mejor respuesta en el medio RV (Revilla y col., 1996), que lleva las sales minerales DKW
(Driver y Kuniyuki, 1984), que en el medio con la formulacion mineral OM (Rugini, 1984),
lo que se tradujo en un acortamiento del periodo de subcultivo en el primer medio,
alcanzando tasas de multiplicaciéon similares. Por el contrario, los explantos adultos no
respondieron bien a las sales DKW, las tasas de multiplicacion fueron disminuyendo y la
incidencia de necrosis aumentando progresivamente con el numero de subcultivos.
Experimentos posteriores, con material adulto, pusieron de manifiesto que el medio RP
(Roussos y Pontikis, 2002) que contiene las sales minerales DKW modificadas (Roussos y
col., 1999 y Roussos y Pontikis 2002) mostrd ser significativamente superior al resto de los
medios testados, tanto por las tasas de multiplicacion obtenidas (2,2 u.m) como por la
ausencia de explantos necrosados.

En relacién con el material procedente de los microinjertos, las tasas medias de
multiplicacién obtenidas con el medio RP aumentaron significativamente a partir del tercer
microinjerto (1,5, 1,7 y 1,9 u.m para el 1°, 3° y 5° microinjerto respectivamente) aunque,

sorprendentemente, fueron menores que las observadas para el material adulto. Resultados
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similares obtuvo Barcelo-Muifioz (1995) con los injertos en cascada de yemas adultas del
portainjerto de aguacate Gvar-am-13; asi, aunque se produjo un aumento de la capacidad de
enraizamiento in vitro desde el 5% para el material adulto no microinjertado, hasta el 79%
tras 17 ciclos de microinjerto sucesivos, en la fase de multiplicacion, el comportamiento del
material microinjertado fue similar al del material adulto. Probablemente, tal y como han
sefialado Bonga (1982) y  Franclet y col (1987), la aplicacion de métodos de
rejuvenecimiento provoca cambios parciales que afectan solo a algunas de las caracteristicas
juveniles. Sin embargo, Fernandez-Lorenzo y Fernandez-Lopez (2005), sefialaron que en
Castanea sativa no se observaron diferencias en la tasa de multiplicacion entre brotes
microinjertados 1, 2 6 3 veces, aunque ésta fue siempre significativamente superior a la del
material adulto. Por su parte, Ewald y Kretzschmar (1996), en Larix decidua, injertaron
meristemos de arboles de 140 afios sobre patrones de semilla in vitro, transfiriendo después
las plantas microinjertadas a condiciones ex vifro. Tras la reintroduccion in vitro, el nimero
de explantos originados se incrementd, durante los tres primeros subcultivos, en el caso del
material proveniente de los microinjertos y disminuyé de forma progresiva, tras el primer

subcultivo, en el material procedente de los arboles adultos.

V.2.2. Influencia de las sales minerales

El medio RP, que contiene la formulacién mineral DKW (Driver y Kuniyuki, 1984)
modificada por Roussos y col. (1999) y Roussos y Pontikis (2002), fue utilizado para la
multiplicacién del cv. Koroneiki obteniéndose una media de 1,5 brotes por explanto; estos
valores coinciden con lo obtenido en el cv. Picual, pero son inferiores a los obtenidos para el
cv. Arbequina, en este trabajo. Estos resultados estarian de acuerdo con lo observado por
Cozza y col. (1997), quienes afirmaron que el cultivo in vitro del olivo es muy dependiente de

la composicion de los medios de cultivo y a menudo se hace necesaria la formulacién de un
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medio especifico para cada cultivar; a conclusiones similares llegaron Das y Mitra (1990)
micropropagando diferentes cultivares de Eucaliptus teraticornis.

En el cv. Arbequina, la comparacion de las tasas de multiplicacion obtenidas en los
distintos medios, puso de manifiesto, desde el primer experimento, que en el medio RP
¢standar (Roussos y Pontikis, 2002) se obtenian resultados significativamente superiores a los
de otros medios testados. En el cv. Picual, las mayores tasas de proliferacion (1,5 u.m) se
obtuvieron en el medio ZAD (Zacchini y de Agazio, 2004) que lleva la formulacién mineral
OM (Rugini, 1984), aunque no eran significativamente diferentes de las obtenidas en los
medios RP (Roussos y Pontikis, 2002), SS (Sghir y col., 2005) y Px (Peixe y col., 2007) (1,4;
1,3 y 1,1 u.m. respectivamente); sin embargo, los medios RV (sales minerales DKW) y Px
(sales minerales OM) se descartaron debido a las elevadas tasas de necrosis observadas (84
%) en el primer medio y al escaso crecimiento obtenido en el segundo, a lo largo del tiempo
de cultivo. El cultivo continuado en los medios RP y ZAD originales y modificados
(formulacion mineral del medio RP/combinacion hormonal ZAD y viceversa), puso de
manifiesto que la formulacion mineral DKWm en el medio RP, es mas adecuada para la
proliferacion de los brotes, con independencia de la combinacién hormonal utilizada.

La formulacion mineral DKWm (Roussos y Pontikis, 2002) se basa en la formulacion
DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) pero lleva una concentracion dos veces inferior de K,SOu;
Na,Mo4+2H,0 se reduce nueve veces; el FeSO4+ 7H,O y Na,EDTA son reemplazados por
NaFeEDTA; mientras que el MgSO4+7 H,O y el H;BOs se incrementan el doble y un tercio
respectivamente. Estos nuevos balances, que afectan de manera positiva al cv. Arbequina,
son esenciales para el cv. Picual, que no prolifera en el medio RV que incluye la formulacion
DKW original. En cuanto a los medios ZAD, SS y Px, todos ellos llevan la formulacion
mineral OM (Rugini, 1984) que contiene mayores niveles de Ca*", N* y S* que las sales

DKWm del medio RP; quizas estos iones afecten negativamente al cv. Arbequina mientras
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que su efecto no estaria claro en el caso del cv. Picual, que mostraba un buen comportamiento
en el medio ZAD, tal y como se ha sefalado anteriormente.

Nuestras observaciones ponen de manifiesto el papel crucial de las sales minerales en el
proceso de micropropagacion, confirmando lo observado previamente en otros cultivares de
olivo; asi, Grigoriadou y col. (2002) indicaron que, para el cv. Chondrolia Chalkidikis, la
formulacion mineral WPM (Lloyd y McCow, 1980), era mas adecuada que OM (Rugini,
1984) y QL (Quoirin y Lepoivre, 1977), resultando en un mejor aspecto de los brotes
obtenidos; por su parte, Roussos y Pontikis (2002) observaron como en el cv. Koroneiki los
cultivos detenian su crecimiento tras el primer subcultivo en presencia de las formulaciones
minerales OM y WPM, mientras que con las sales minerales DKWm, se alcanzaban tasas de
proliferacion de 1,5. Resultados similares observaron Peyvandi y col. (2009a) en el cv.
Rowghani en el que el empleo de 2iP (4 mg 1), producia mayor elongacién de los brotes si
se utilizaba la formulacién mineral DKW en vez de la formulacion OM. En el cv. Picholine
Marocaine, Brhadda y col. (2003) llegaron a la conclusion de que en la fase de
proliferacion, los sales minerales '2 MS (Murashige y Skoog, 1962) y OM eran igual de
efectivas, con unas tasas de produccion de axilares del 65 % y 67 % respectivamente, pero
recomendaban el medio con las sales OM porque los brotes no mostraban sintomas de
hiperhidricidad; el uso de otros medios con las sales WPM, "*Miller (Miller, 1967) y K&H
[macros de Knop (1865) y micros de Heller (1953)] inducian clorosis, produccioén de callo

basal y reduccion del crecimiento.

V.2.3. Influencia de los reguladores de crecimiento
En el material adulto de “Arbequina” y “Picual”, la Z y el RZ son las citoquininas mas
efectivas en la fase de multiplicacion; sin embargo, no deberiamos descartar la interaccion

entre los reguladores de crecimiento y la formulacion mineral de los medios, ya que en el cv.
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Arbequina, la mayor concentracion de RZ (13,6 uM) utilizada en el medio SS (Sghir y col.,
2005) que lleva la formulacion mineral OM, no mejoro las tasas de multiplicacion obtenidas
con las sales minerales DKWm y una menor concentracion de RZ (5,7 uM) (medio RP); de
la misma manera, en el cv. Picual hemos observado que altas concentraciones de Z (13,68
uM) y RZ (13,6 uM) con la formulacion mineral OM producen tasas de multiplicacion
similares a las obtenidas con menores concentraciones de RZ (5,7 uM) cuando se utiliza en
combinacion con las sales DKWm.

Nuestros resultados corroboran observaciones previas, también en olivo, donde se ha
puesto de manifiesto que la zeatina y el ribosido de zeatina son las citoquininas mas
adecuadas para inducir proliferacion, a concentraciones que oscilan entre 1- 4mg/1 (Gonzalez-
Padilla y col., 2009) para el material juvenil; y 2-10 mg/l para el adulto (Rugini y
Fontanazza, 1981; Bartolini y col., 1990; Rama y Pontikis, 1990; Rugini, 1992; Leva y col.,
1994; Carter, 1997; Cozza y col., 1997; Briccoli-Bati y col., 1999; Briccoli-Bati y col., 2002;
Chaari y col., 2002; Grigoriadou y col,. 2002; Lambardi y col., 2002; Leva y col., 2002;
Roussos y Pontikis, 2002; Brhadda y col., 2003; Grigoriadou y col,. 2003; Leva y col., 2003;
Sghir y col., 2005; Briccoli-Bati y col., 2006; Binet y col., 2007; Grigoriadou y col,. 2007;
Donini y col., 2008 a; Brito y col., 2009; Leva 2009; Chaari-Rkhis y col, 2011). Sin
embargo, el uso de esta citoquinina natural encarece los procesos de micropropagacion
haciéndolos inviables a nivel comercial (Rugini y Baldoni, 2005), por esta razéon es
importante estudiar como disminuir los requerimientos de Z en el medio de cultivo, sin
afectar negativamente el proceso.

La combinacion RZ-BAP ha dado buenos resultados, aumentando las tasas de
proliferacion, en el cv. Chondrolia Chalkidikis, de 4,2 con el uso de Z (20 uM) a 6,8 cuando
adicionaban BAP (1 uM) como fase liquida en cultivos de doble fase (Grigoriadou y col.,

2002), y en el cv. Moraiolo, cuando afiadian BAP (0,5 mg/l) al medio basal OM con Z
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(3mg/l), respecto a la obtenida cuando se adicionaba s6lo Z (3mg/l) (Ansar y col., 2009a).
En este trabajo, el uso combinado de RZ con BAP, produjo una reduccion significativa de la
tasa de proliferacion del cv. Arbequina, con respecto al uso de RZ sola; ademas, el hecho de
que no se observaran diferencias significativas entre todas las dosis de BAP testadas (0 -
17,6 uM) parece indicar que sus efectos, si los hubo, fueron enmascarados por la accion del
RZ.

La sustitucion de la Z, por otras citoquininas sintéticas como la BAP, ha dado buenos
resultados en los cultivares Domat y Memecik (Seyhan y Ozzambak, 1994), “Kalamoén”
(Dimassi, 1999), “Galega Vulgar” (Peixe y col, 2007) y “Rowghani” (Peyvandi y col,
2009a), aunque ninguno de estos autores indica la edad ontogenética del arbol madre; sin
embargo, la edad fisioldgica de los dos ultimos cultivares (8 y 4 afios respectivamente)
parece indicar que aunque se trate de material adulto, éste es relativamente joven y debe estar
en buen estado fisiologico. En cuanto a los resultados obtenidos por Revilla y col. (1996) con
el empleo de BAP (4,4uM) y AIB (0,05uM), para el cv. Arbequina, habria que destacar que
solo obtuvieron resultados positivos en la propagacion de material juvenil, mientras que en el
caso del adulto, solo observaron crecimiento cuando las secciones fueron microinjertadas in
vitro sobre patrones juveniles. Por otro lado, los datos obtenidos en el cv. Galega Vulgar
(Peixe y col., 2007) pusieron de manifiesto que el empleo de BAP como tnico regulador de
crecimiento, no fue suficiente para alcanzar las tasas de multiplicacion obtenidas con el uso
de Z (2,28 uM), que sélo pudo igualarse combinando BAP (8,88uM) y leche de coco (50 ml
I"); en este caso, es necesario tener en cuenta que la leche de coco es un complejo que
incluye altos niveles de trans-zeatina y trans-ribosido de zeatina (Dix y Van Staden, 1982).

El uso de tidiazurén ha sido recomendado, para la micropropagacion de especies
lefiosas recalcitrantes, por su capacidad de inducir gran proliferacion de brotes axilares (Lu,

1993); en nuestro caso, la adicion de TDZ al medio de cultivo RP no incremento las tasas de
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proliferacion del cv. Arbequina, con respecto a las obtenidas utilizando solo RZ. EI efecto
inductor del TDZ, en la produccion de brotes axilares, se ha observado con concentraciones
inferiores a 1uM y también se ha indicado que la exposicion a este regulador, durante largos
periodos de tiempo, causa hiperhidricidad y desarrollo anormal de los brotes, lo que dificulta
su posterior enraizamiento (Lu, 1993); en nuestro caso, y a pesar de que se utilizaron
concentraciones elevadas (1,1— 8,8uM) durante cuatro subcultivos, no se observaron casos de
necrosis ni malformaciones de los brotes.

Aunque el uso del TDZ no estd demasiado extendido en los protocolos de
micropropagacion del olivo; se ha utilizado en los cvs. Arbequina, Picual y Empeltre (Garcia-
Férriz y col., 2003) obteniéndose tasas de multiplicacion que fluctuaron entre 2,5 y 2,8
cuando se afiadia TDZ (1uM) al medio OM suplementado con BAP (1uM). Por su parte,
Roussos y Pontikis (2002) utilizaron RZ (5,7 uM) y TDZ (1uM) alternativamente, para la
multiplicaciéon del cv. Koroneiki, sin que se produjera una disminucion en las tasas de
proliferacion; sin embargo, la aplicacion de este mismo sistema, en el cv. Arbequina,
durante cuatro subcultivos sucesivos, si redujo de forma significativa la tasa de
multiplicacion.

Las giberelinas pueden ser utilizadas para aumentar la longitud de los brotes durante la
fase de proliferacion; tal practica resulta recomendable cuando el uso de elevadas
concentraciones de citoquininas induce la produccion de brotes de pequefio tamaiio (Valles y
Boxus, 1987). La capacidad de las giberelinas para inducir la elongacion de los brotes (Little
y McDonald, 2003) se ha puesto de manifiesto en el cv. Arbequina, en el que el uso
combinado de RZ (2,85 uM) y GAj3 (2,17 uM) permitié reducir a la mitad la concentracion
estandar de RZ utilizada en el medio RP, manteniéndose las tasas medias de multiplicacion
por encima de 2 u.m; se trataria de un efecto sinérgico entre ambos reguladores puesto que en

ausencia de RZ no se observo elongacion de los brotes. Sin embargo, la adicion de GA;
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(4,33 uM) al medio estandar RP no tuvo efectos positivos en la multiplicacion del cv. Picual,
esta concentracion de giberelinas fue propuesta por Zacchini y de Agazio (2004) para el cv.
Nebbiara, en el que obtuvieron brotes axilares de 2,57 cm de longitud tras 1 mes de cultivo de
las secciones nodales en el medio de proliferacion ZAD (formulacion mineral OM adicionada
con Z (13,68uM), GA;s (4,33 uM) y AIB (0,49uM). Esta respuesta cultivar-dependiente, a
la incorporacion de giberelinas al medio de cultivo, concuerda con lo observado en otros
genotipos de olivo; asi, la Z combinada con GAj3 mejoro la tasa de multiplicacion en el cv.
Chondrolia Chalkidikis (Grigoriadou y col., 2002), mientras que en el cv. Kalamon (Dimassi,
1999), la combinacion de GAs; y BAP producia una reduccion del ntimero de brotes
desarrollados, aunque no afectaba a la longitud media de los mismos. En el cv. Koroneiki,
Donini y col. (2008b) observaron como la adicion de GAj3 (10 uM) al medio de cultivo,
producia tasas de supervivencia menores (53,5 %) a las obtenidas con solo Z (5-20p M)
(82,57 %). Por otro lado, Chaari-Rkhis y col. (2006) indujeron floracion in vitro, en varios
cultivares de olivo, con el uso de 10 mg/l de GAj. En otras especies como Larix decidua,
también se ha descrito un efecto negativo de las giberelinas GAs y GA4; que causaban un
gran declive en la viabilidad de los brotes generados, dicho efecto se potenciaba cuando eran
utilizadas conjuntamente con zeatina (Ziauka y Kuusiene, 2009).

Los brasinosteroides son un grupo de reguladores de crecimiento con efectos
especificos en la elongacion celular, mediante la activacion de expansinas, de forma analoga
a la accion de auxinas, o activando la XTH (xiloglucanoendotransglicosilasa /hidrolasa) de
forma analoga a las giberelinas (Taiz y Zieger, 2010). Asimismo, tienen un efecto especifico
en los procesos de division celular activando una ruta especifica y pudiendo sustituir a las
citoquininas (Taiz y Zieger, 2010).

Con respecto a su uso en cultivo in vitro, pueden promover la elongacion de los brotes

cuando se usan en pequenas cantidades (0,1 uM- 1 puM) y en combinacién con otros
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reguladores de crecimiento; asi, se ha descrito un comportamiento sinérgico de los BR
cuando se aplican conjuntamente con giberelinas en los procesos de elongacion de los
segmentos de hipocdtilo de frijol chino y de pepino (Gregory y Mandava, 1982; Katsumi,
1995). El uso de 27-epibrasinolido, junto con zeatina y GAj, favorece la elongacion de las
hojas en brotes de Capsicum annuum, cvs. “Jupiter” y “Pimiento Perfection”, pero inhibe el
desarrollo de los brotes; sin embargo, cuando se usa como unico regulador de crecimiento
produce elongaciéon de los brotes en el primer cultivar y no se observaron efectos en el
segundo (Franck-Duchenne y col., 1998); en Arachis hypogaea, el uso de “brasin” (brassin 2,
3, 23B-tetrahidroxy- 24p-methyl-B-homo-7 oxa-5-cholestan-6-one) junto con BAP y acido B-
naftoxiacético, estimulaba el crecimiento de las yemas regeneradas a partir de cultivos de
callo (Ponsamuel y col., 1998), y en la micropropagacion del hibrido FHIA-21 de banana
(Musa spp.), tuvo un efecto positivo en todas las fases de la micropropagacion, cuando se
adicionaba conjuntamente con BAP, AIA y ANA (Jiménez-Terry y col., 2001). Finalmente,
Pereira-Netto y col. (2006) observaron que la adicién de 28-homocatasterona a los medios
de cultivo, estimulaba la elongacion de los brotes de Malus prunifolia y que dicha
elongacion iba acompanada de un incremento en la produccion de etileno.

En nuestro caso, la adicion de 24-epibrasinolido (BR) al medio RP estandar (5,7 uM
de RZ) produjo una reduccion de las tasas de multiplicacion del cv. Arbequina, a medida que
se incrementaba la concentracion de BR, llegando a ser toxica si era utilizada a una
concentracion 3uM (necrosis del 80 %); sin embargo, cuando la concentraciéon de RZ era
menor a la estdndar (2,85 uM vs. 5,7 uM), se producia un ligero aumento de la tasa de

multiplicacion al incorporar 0,01uM de BR.
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V.2.4. Influencia de la fuente de hidratos de carbono

Otra diferencia importante entre los medios utilizados en la fase de proliferacion, es la
fuente de carbono; en nuestro caso, se utiliz6 manitol en los medios ZAD, RP y Px (0,2 M;
0,11 M y 0,165M respectivamente) y sacarosa en los medios RV y SS (0,09M en ambos
casos), obteniéndose las mayores tasas de multiplicacion con el medio RP, tal y como se ha
sefialado anteriormente (apartado V.2.2). Sin embargo, no se deberia obviar la interaccion
fuente de carbono-sales minerales; asi, mientras que el medio RP lleva las sales minerales
DKWm, los medios ZAD y Px, menos efectivos en la multiplicacion, llevan las sales OM.
Por su parte, Leva y col. (1994) observaron en el cv. Maurino, que la longitud media de los
brotes aumentaba de 3,9 cm a 4,6 cm, cuando la sacarosa (34 g/l) era sustituida por manitol a
la misma concentracion; estos mismos autores, tras estudiar la evolucion de los explantos en
el tiempo, determinaron que la exposicidn a elevadas concentraciones de sacarosa durante
periodos prolongados reduce el metabolismo de los tejidos, mientras que el empleo de
manitol, a largo plazo, incrementa las tasas de proliferacion, la calidad y uniformidad del
material. En el cv. Rowghani, Peyvandi y col. (2009a) también constataron que el uso de
manitol en lugar de sacarosa, ademas de incrementar el crecimiento de brotes axilares,
producia material mas homogéneo y uniforme, con menor cantidad de callo basal. Este efecto
positivo del manitol en los procesos de micropropagacion del olivo, puede deberse a que es
facilmente asimilable y movilizado, al ser la principal forma de transporte de carbohidratos,
via floema, en esta especie (Conde y col., 2007).

El manitol ha sido muy utilizado en el cultivo in vitro de diferentes cultivares de olivo:
“Maurino” (Leva y col., 1994); “Nocellara Etnea” y “Nocellara del Belice” (Cozza y col.,
1997); "Manzanillo” (Garcia y col, 2002b); “Koroneiki” (Roussos y Pontikis, 2002);
“Nebbiara” (Zachini y De Agazio, 2004); “Rowghani” (Farahani y col., 2008); “Frantoio”,

“Piantone di Moiano” y “Rosciola” (Mendoza-de Gyves y col., 2008) y “Raggia” (Varlaro y

[233]



DISCUSION

col., 2009), entre otros. Finalmente, en el cv. Meski, Chaari y col. (2002) senalaron que la
glucosa (30 g/l), como fuente de hidratos de carbono, mejora las tasas de multiplicacion y la
longitud de los brotes obtenidos en el medio OM suplementado con otros azucares (30 g/l

manitol; 30 g/l sacarosa 6 14 g/l manitol +8 g/1 sacarosa + 8 g/l glucosa).

V.2.5. Efecto de la textura del medio

El cultivo alternado de secciones subapicales en medio liquido y con agitacion (5
rpm) y posterior trasferencia a medio solido, produjo una notable mejora en las tasas de
multiplicacién del material juvenil de olivo, con respecto a las obtenidas en el medio solido
de la misma composicion. Ademas, el mayor crecimiento observado no se debid solo a un
incremento en la elongacion de los entrenudos, sino a un mayor nimero de nudos, que son la
fuente de explantos para continuar el proceso de multiplicacion. Este efecto positivo fue
menos evidente en las secciones apicales, en las que, ni siquiera a las concentraciones mas
elevadas de BAP (4,4uM), se pudo romper la fuerte dominancia apical que presenta el olivo
cuando se cultiva in vitro, ya descrita por otros autores (Rugini y Panelli 1993). No se
observaron diferencias significativas, en cuanto a las tasas de multiplicacion, entre las
diferentes concentraciones de BAP (0 — 4,4uM) incorporadas al medio liquido, lo que
indujo a pensar, que el efecto podria deberse a que la textura del medio permite una mayor
superficie de contacto con el explanto, de manera que se producia una mayor absorcioén de
nutrientes y reguladores de crecimiento y una mejor oxigenacion (George, 1993). Sin
embargo, a las mayores concentraciones de BAP (4,4 uM), se observo la aparicion de
sintomas de hiperhidricidad, fendémeno que describié Gaspar (1991) como un problema que
afecta a los cultivos en medio liquido, especialmente cuando poseen elevadas
concentraciones de citoquininas. No obstante, en olivo se observd como los problemas de

hiperhidricidad desaparecieron cuando los explantos se transfirieron a medio sélido. La
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aparicion de hiperhidricidad ya se habia descrito en el cv. Chondrolia Chalkidikis cuando se
cultivaba en medio liquido (WPM) con elevadas concentraciones de reguladores de
crecimiento [Z (20uM), GA (10uM) y ANA (0,3uM)] (Grigoriadou y col., 2007); estos
autores describen graves malformaciones en las hojas, a saber, hojas mas delgadas,
parénquima en empalizada con una sola capa, parénquima esponjoso con grandes espacios
intercelulares y cavidades subestomaticas llenas de una sustancia mucilaginosa de tipo
fibrilar, que taponaba la abertura estomatica; ademas, afirman que aunque los sintomas de la
hiperhidrataciéon no sean siempre visibles a nivel macroscopico, son responsables de la
mayoria de los problemas de aclimatacion y supervivencia que presentan las plantulas tras el
cultivo en medios liquidos. Resultados similares se han observado en aguacate (Barcelo-
Mufioz, 1995) y otras especies como Prunus tenella (Bouza y col., 1997) y Centaurium
erythraea (Piatczak y col., 2005) tras el uso de medios liquidos, aunque las malformaciones
desaparecian cuando los cultivos se pasaban a medios solidos sin hormonas.

El sistema de rotacién, también juega un papel importante porque impide que los
explantos estén continuamente sumergidos; asi en el cultivo in vitro de piha (4Ananas
comosus), Firoozabady y Gutterson (2003) observaron mayores tasas de crecimiento con el
empleo de medios liquidos, pero si el explanto permanecia totalmente sumergido se presentan
elevadas tasas de necrosis y reduccion del crecimiento de los brotes desarrollados, por lo que
los autores propusieron el uso de un biorreactor con un sistema de agitacion; otra estrategia
para evitar que los explantos se sumerjan en el medio liquido es el uso de soportes de
celulosa (Prasad y Dutta- Gupta, 2006). El medio liquido ha sido utilizado con éxito para
mejorar la fase de multiplicacion en diversas especies como Camelia sinensis (Sandal y col,
2001); Drosera anglica y D. binata (Kawiak, 2003) y Gladiolus hybridus (Prasad y Dutta-

Gupta 2006), entre otras.
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La inclusion de una capa de medio liquido sobre una base solidificada con agar, es un
tratamiento que mejora el crecimiento de las plantas cultivadas in vitro (Maene y Debergh,
1985; Molnar, 1987); de hecho, esta técnica ha sido usada con éxito en los protocolos de
micropropagacion de diferentes especies lefiosas como Coryllus avellana (Diaz-Sala y col.,
1990a), Pyrus communis (Rodriguez y col., 1991), Quercus suber (Romano y col., 1992),
Persea americana (Barcelo-Muinoz y col., 1999), Pyrus pyrifolia (Kadota y col, 2001) y
Vitis vinifera (Couselo y col., 2006), entre otras. En Chimonantus praecox, ademas del
incremento en las tasas de proliferacion, se produjo una reduccion de los problemas de
necrosis apical que se observaban tras el cultivo en medio solido (Kozomara y col., 2008).

En este trabajo se observd, por primera vez, cémo el empleo de medios de doble fase
produjo un aumento significativo de las tasas de multiplicacion in vitro del cv. Picual, con
respecto al uso del medio RP so6lido; ademas, este efecto positivo se observd en todos los
tratamientos independientemente de la concentracion de RZ en la fase liquida, aunque los
mejores resultados (2,3 u.m) se obtuvieron cuando las concentraciones de RZ fueron de
2,85uM y 0,58uM en las fases solida y liquida respectivamente; por tanto, el empleo de
medios de DF permite obtener mayores tasas de multiplicacion con concentraciones de RZ
inferiores a la estandar de Roussos y Pontikis (2002).

No se observaron diferencias en la morfologia de los cultivos desarrollados en los
medios de doble fase, solo se constatdé una mayor longitud de los brotes en relacion a los
obtenidos en medio sélido; por el contrario, en Persea americana, de la Viia y col. (2001),
observaron que el material cultivado en medio de doble fase presentaba un brote principal
con brotes axilares a lo largo de su eje, cuyo tamano decrecia de la base al apice; por el
contrario, aquéllos que crecian en medio solido so6lo desarrollaron brotes axilares en la zona
basal, ademas, en estas condiciones, el 30 % de los cultivos presentaban sintomas de necrosis

apical tras 3 subcultivos; estas diferencias en los patrones de proliferacion observados fueron

[236]



DISCUSION

atribuidos a diferencias en el potencial hidrico de los medios de cultivo. En esta misma
especie, Pliego-Alfaro y col. (1987) observaron que el cultivo continuado en condiciones de
doble fase producia hiperhidricidad y un deterioro en el aspecto de los brotes y por
consiguiente una reduccion en las tasas de crecimiento; en el caso del cv. Picual, tras 7
subcultivos sucesivos en medio de doble fase, no se observaron sintomas de hiperhidricidad;
por el contrario, el aspecto de los cultivos mejor6 notablemente con respecto a los brotes que
crecian en medio solido, que presentaban hojas de aspecto clordtico. El efecto positivo de los
medios de doble fase sobre las tasas de proliferacion se ha atribuido a la mayor disponibilidad
de nutrientes y hormonas en la fase liquida (Smith y Spomer, 1995); por otra parte, Viseur
(1987) observo que, al final del periodo de subcultivo, se producia un incremento del pH de
los medios de doble fase, mientras que cuando el medio era solido, el pH desciende en este

mismo periodo.

V.3. FASE DE ENRAIZAMIENTO
V.3.1. Enraizamiento in vitro

En este trabajo se testaron dos sistemas de enraizamiento, uno de ellos propuesto por
Canas y col., (1987) en el que la fase de induccion (14 dias) de los primordios radiculares se
realiza en el medio OMr [ sales minerales OM (Rugini, 1984) con AIB (4,9uM)] y la fase

1/4

de elongacion de las raices se realiza, en ausencia de auxina, en el medio OMe [ ™ sales

minerales OM y Z (6,8uM)], durante 6 semanas mas; por el contrario, en el protocolo,

1/2 .
2 sales minerales

propuesto por Revilla y col. (1996), los brotes se cultivan en medio RVr |
DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) y AIB (0,49 uM]) y se incuban una semana en oscuridad,
seguida de 7 semanas en condiciones de luz.

En el cv. Arbequina se observd una respuesta diferente a ambos métodos, relacionada

con el estado ontogenético del material de partida. Asi, para el material juvenil, el sistema
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propuesto por Cafas y col. (1987) resultd ser mas efectivo que el de Revilla y col. (1996), lo
que se reflejo en los porcentajes de enraizamiento y en el nimero de raices desarrolladas en
cada caso (94 % y 3 raices/brote enraizado y 62 % 'y 2 raices/brote enraizado,
respectivamente). EI mayor nimero de raices en el medio OMr, puede ser debido a la
retirada de la auxina en la segunda fase del proceso de enraizamiento, ya que la presencia de
auxina, que en un primer momento activaria la produccion de los primordios radiculares,
posteriormente inhibiria su elongacion (De Klerk y col., 1999). Por el contrario, el material
adulto respondi6é mejor a la exposicion a bajas concentraciones de AIB (0,49 uM) mantenida
durante todo el proceso, obteniéndose porcentajes de enraizamiento del 71 % y 37 % en los
métodos RVr y OMr, respectivamente. En general, el material juvenil se muestra menos
dependiente, de la cantidad de auxina utilizada en la fase de enraizamiento, que el material
adulto (Davies y Joiner, 1980), porque la concentracion de auxina enddgena es superior en
la base de estaquillas juveniles en relacion a las adultas (Osterc y col., 2009); sin embargo,
tal y como se ha sefialado anteriormente, el material adulto del cv. Arbequina responde mejor
a concentraciones bajas de auxina durante largo tiempo. Por otra parte, para el material
adulto, la exposicion durante 8 semanas a concentraciones de AIB (4,9 uM) en el medio
RVr, no elevo el nimero de estaquillas enraizadas sino que solo estimuld la produccion de
callo basal (datos no mostrados), un proceso que, en algunas especies, ha estado asociado a la
aparicion de raices, mientras que en otras, se ha observado el efecto contrario (Hartmann y
col., 2011); en cualquier caso, es necesario tener en cuenta que hay otros factores enddgenos
en la estaquilla, diferentes a la auxina, que pueden favorecer (Kling y col., 1988) o inhibir el
enraizamiento (Cuir y col., 1993; Paton y col., 1970) .

La capacidad de enraizamiento del material adulto rejuvenecido del cv. Arbequina, se
testo en el medio RVr, en dos momentos diferentes del proceso de rejuvenecimiento;

inicialmente, se utilizaron brotes recién emergidos de las yemas microinjertadas y
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posteriormente, brotes obtenidos tras la aclimatacidn, mantenimiento en invernadero y
reintroduccion in vitro, de las plantas resultantes. La capacidad de enraizamiento, de los
brotes procedentes directamente de los microinjertos se incrementd progresivamente a
medida que aumentaba el nimero de microinjertos sucesivos, desde el 13 % para el primer
microinjerto hasta el 61,5 % en el quinto microinjerto. Estos datos concuerdan con lo
observado en otros casos en los que también se ha usado esta técnica, aunque los resultados
obtenidos dependen de la especie en cuestion; asi, en Ziziphus mauritiana (Danthu y col,
2004) el porcentaje de enraizamiento de las estaquillas era del 4 %, 29 % y 40 % para el
primer, segundo y tercer ciclo de microinjerto respectivamente; en Faidherbia albida,
Danthu y col. (2002) consiguieron la restauracion total de la capacidad de enraizamiento tras
cuatro ciclos de microinjertos sucesivos; en Garcinia indica, tras la realizacion de cinco
microinjertos se consiguid aumentar hasta un 75% la capacidad de enraizamiento in vitro de
brotes, que no enraizaban antes de ser microinjertados (Chabuskswar y Deodhar, 2006); en
Sequoia sempervirens, Huang y col. (1992b) observaron como la capacidad de
enraizamiento in vitro aumentd desde el 22 % para el material adulto hasta el 100 % para el
cuarto y quinto microinjerto; finalmente, en Citrus reticulata, la capacidad de enraizamiento
aumentd de forma progresiva hasta alcanzar valores de 45 %, 50 % y 69 % para el quinto,
sexto y séptimo microinjerto, respectivamente (Huang y col., 1992a). Por el contrario, en
Juglans regia (Dolcet-San Juan y col., 2004) y Castanea sativa (Fernandez-Lorenzo y
Fernandez-Lopez, 2005) no se logré aumentar la capacidad de enraizamiento in vitro de los
brotes tras la realizacion de dos y tres microinjertos seriados, respectivamente.

Por otra parte, es interesante sefialar que se han encontrado diferencias de
comportamiento entre cultivares de una misma especie; asi, en aguacate, un solo ciclo de
microinjerto fue suficiente para alcanzar el 50 % de enraizamiento del portainjerto Duke-7

(Pliego-Alfaro y Murashige, 1987) mientras que para el portainjerto GvarAm-13, fueron
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necesarios 13 microinjertos sucesivos sobre patrones juveniles para obtener un 56 %
(Barcel6-Mufioz y col.,1990); en Hevea brasiliensis, Perrin y col. (1997) consiguieron
aumentar hasta el 60 % el porcentaje de enraizamiento del clon PB 235 con un solo ciclo de
microinjerto y hasta un 34 % el del clon GT1 tras seis microinjertos sucesivos; finalmente,
tras la realizacion de tres microinjertos sucesivos, se obtuvieron porcentajes de enraizamiento
del 70 %, 60 % y 50 % para los cultivares de Annona cherimola "Fino de Jete”, “Bonita” y
“Pazicas”, respectivamente (Padilla y Encina, 2011).

La evaluacion de la capacidad de enraizamiento del material obtenido tras la
reintroduccion in vitro del material procedente de los distintos microinjertos, produjo
resultados muy interesantes; asi, el porcentaje de enraizamiento fue superior en el material
rejuvenecido (> 90%) que en el adulto (71 %). Sorprendentemente, no se observaron
diferencias significativas entre los porcentajes de enraizamiento de las plantas
microinjertadas diferente nimero de veces, de manera que las diferencias observadas entre
los distintos ciclos de microinjertos antes del proceso de aclimatacion, desaparecieron cuando
las plantas se mantenian creciendo en invernadero. Estos datos concuerdan con lo observado,
en el mismo cultivar, por Revilla y col (1996), quienes encontraron que el primer
microinjerto aumento el porcentaje de enraizamiento in vitro del 2 % al 50 % (material adulto
vs. material microinjertado); el segundo ciclo de microinjerto no produjo un aumento
adicional del porcentaje de enraizamiento de los brotes obtenidos, sin embargo, cuando estos
brotes eran enraizados y aclimatados y se mantenian creciendo en invernadero, las
microestaquillas derivadas de ellos mostraban porcentajes de enraizamiento in vitro
proximos al 100 %. En esta misma linea, Ewald y Kretzschmar (1996) alcanzaron
porcentajes de enraizamiento del 50 % en material procedente de un arbol de Larix decidua
de 140 anos, que habia sido microinjertado, aclimatado y reintroducido in vitro, mientras que

las estaquillas procedentes del arbol madre no enraizaron.
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En este trabajo también se han observado diferencias en la capacidad de enraizamiento
entre los dos cultivares evaluados; asi, el cv. Arbequina mostré mejor comportamiento en el
medio RVr (71%) que en OMr (37 %), mientras que en el cv. Picual se obtuvieron resultados
opuestos. Se observo, ademas, un comportamiento erratico de ambos cultivares en los
medios menos adecuados, de manera que durante las tres repeticiones del experimento los
porcentajes de enraizamiento oscilaron entre el 30 % - 70 % para el cv. Arbequina (medio
OMr) y entre el 10 % -76 % para el cv. Picual (medio RVr); estos resultados estarian de
acuerdo con Rugini y Fedeli (1990), quienes sefialaron que el olivo presenta resultados
inconsistentes en cuanto a capacidad de enraizamiento, incluso con el empleo de la misma
técnica; en base a nuestros resultados, podriamos anadir que este hecho se acentiia cuando los

medios de cultivo no son los mas adecuados.

V.3.2. Enraizamiento ex vitro

Para el enraizamiento ex vitro del material juvenil se utilizé la concentracion de auxina
recomendada por Caballero (1981) y Caballero y del Rio (1994) para la propagacion,
mediante estaquillado semilefioso de arboles adultos, y aunque este material estd mas
lignificado que el procedente de cultivo in vitro, no se observaron casos de necrosis u otros
dafios fisiologicos en las microestaquillas. A esta concentracion de AIB (14,8 mM = 3 g/l),
los porcentajes de enraizamiento fueron superiores (= 90 %) a los obtenidos para el material
adulto (= 77 %).

Los resultados en el enraizamiento ex vitro del material adulto, pusieron de manifiesto
un comportamiento estacional reflejado en la respuesta a concentraciones crecientes de
auxina. Asi, durante los meses de otofio las microestaquillas del cv. Arbequina alcanzaron
porcentajes de enraizamiento elevados, incluso en ausencia de auxina exogena (70 %) y

ademads, la presencia de este regulador no increment6 significativamente este pardmetro; sin
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embargo, durante el mes de Marzo se produjo un descenso del numero de estaquillas
enraizadas en todas las dosis testadas, mientras que, a finales de primavera (estaquillas de
Junio), el porcentaje de enraizamiento volvid a aumentar y se mostré independiente de la
cantidad de auxina utilizada. La buena capacidad de enraizamiento obtenida en ausencia de
auxina, podria deberse a que el material procedia de stocks in vitro en proliferacion activa, y
por lo tanto, en muy buen estado fisiolégico. Los porcentajes de enraizamiento obtenidos en
este trabajo, coinciden con los valores estipulados para este cultivar (78 %) por del Rio y
Caballero (2005a), con material procedente del BMGO (Consejeria de Agricultura, Pesca y
Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, Universidad de Coérdoba e IFAPA).

El material adulto de “Picual” mostré6 un comportamiento similar, presentando los
mayores porcentajes de enraizamiento en los meses de otofio y observandose un descenso en
el invierno, época en la que, ademas, el material no responde ni siquiera a las mayores
concentraciones de auxina. Para este cultivar, los porcentajes de enraizamiento obtenidos ex
vitro (= 80 %), fueron superiores a los obtenidos in vitro (= 60 % en el mejor de los casos) y
se asemejan a los datos publicados en el “Catalogo de las Variedades de Olivo en Espafia”, en
el que se considera al cv. Picual como una variedad de facil enraizamiento (del Rio y
Caballero, 2005a). En otras especies como Siratia grosvenorii (Yan y col., 2010), también se
observo un mejor comportamiento de las plantulas cuando las microestaquillas se enraizaban
ex vitro, lo que se tradujo en un aumento de las tasas de supervivencia al transplante porque
las plantulas asi obtenidas no presentaban callo en su base y poseian raices secundarias.

El efecto de la época del afio en la capacidad de enraizamiento de estaquillas de olivo,
ya fue observado por Hartman y Loreti (1965), quienes sefialaron que el periodo primavera-
verano era mejor que el de otofo- invierno; en esta linea, del Rio y Caballero (2005a)
afiadieron que la capacidad de enraizamiento era minima durante la fase de reposo invernal.

No obstante, del Rio y col. (1991) sefialan que el tipo de ramo utilizado puede modificar
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dicha pauta, ya que las estaquillas tomadas de setos vigorosos, proporcionan elevados
porcentajes de enraizamiento practicamente durante todo el afio. En nuestro caso, las
estaquillas provenian de stocks mantenidos in vitro, en crecimiento activo, aunque en estos
materiales también se han descrito comportamientos estacionales; asi, en los cvs. Frantoio,
“Dolce Agogia” y “Moraiolo”, Mencuccini (2003) observdé que los porcentajes de
enraizamiento in vitro, en los tres casos, eran menores en el mes de Enero, incrementandose
progresivamente en Mayo para alcanzar los valores maximos en Septiembre. Por su parte,
Leva (2011), con objeto de obtener respuestas mas uniformes en el enraizamiento ex vitro de
material micropropagado, utilizO6 ANA (2,7 mM) e incubacion en condiciones de luz
continua, constatando diferencias de comportamiento segun el genotipo; asi mientras que en
los cvs. Coratina, “Maremmano”, “Maurino”, “Picholine” y “S. Francesco” se obtuvieron
porcentajes de enraizamiento que oscilaban entre 62 % - 76 %, en los cvs. Correggiolo y
“Frantoio” los valores obtenidos fueron del 28 % y 40 %, respectivamente.

Finalmente, aunque el enraizamiento ex vifro no es una practica comun en los procesos
de micropropagacion de olivo, en este trabajo ha quedado demostrado que el proceso es mas
efectivo que el enraizamiento in vitro, ya que permite llevar a cabo simultdneamente los

procesos de enraizamiento y aclimatacion.

V.4. ESTABILIDAD GENETICA Y PRECOCIDAD DE ENTRADA EN
PRODUCCION DEL MATERIAL PROCEDENTE DE LOS MICROINJERTOS

SERIADOS

V.4.1. Efecto de los microinjertos sucesivos en la estabilidad genética

Un problema, sefialado por Ponsoby y Mantell (1993), en la utilizacion del injerto

como sistema de propagacion, seria la posible confusion entre los brotes procedentes del
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patron y de la variedad; en el caso de los citricos, se ha propuesto el empleo de patrones con
hojas trifoliadas (“Troyer”, “Carrizo” y “Sacaton”), que son facilmente distinguibles de la
variedad (Edris y Burger, 1984). En nuestro caso, y no existiendo marcadores morfologicos,
se utilizaron como patrones los hipocotilos de plantulas de semilla germinadas in vitro; sin
embargo, la emergencia de brotes por debajo de la zona de insercion entre el patron y la pua,
de naturaleza adventicia, hizo necesario examinar los cultivos periddicamente durante las
primeras semanas para eliminarlos.

Por otra parte, el cultivo in vitro puede generar variabilidad genética en las plantas
micropropagadas (Larkin y Scowcroft, 1981), y como sefalaron Rani y Rania (2000), un
protocolo de micropropagacion s6lo puede ser utilizado con fines comerciales cuando, tras el
analisis de las plantas micropropagadas, se descarte la produccion de variaciones
somaclonales. De esta manera, la evaluacion de las plantas procedentes de los microinjertos
se realizo desde diferentes puntos de vista: por una parte se analizaron a nivel genético,
utilizando como marcadores los SSRs; y por otro, se tuvo en cuenta su comportamiento

agronomico, tras un afio del transplante a campo.

Los microsatélites (SSRs) son uno de los marcadores mas utilizados hoy en dia en la
identificacion varietal (Ortiz y col., 2000), por presentar caracteristicas como el ser
codominantes, polimorficos y reproducibles. Ademas, de entre las técnicas de identificacion
molecular méas empleadas en olivo (RAPDs, AFLPs y SSRs), Belaj y col., (2003)
determinaron que, aunque con las tres técnicas fueron capaces de discriminar entre 32
genotipos muy eficientemente, solo con los SSRs fueron capaces de diferenciar los cultivares
italianos “Frantoio” y “Cellina”, que se encuentran genéticamente emparentados; el poder
de discriminacion de los SSRs es elevado, de manera que se han utilizado también para la
realizacion de test de paternidad de determinados individuos procedentes de semilla

utilizados en los procesos de mejora (de la Rosa y col, 2004). El andlisis genético de los
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individuos procedentes de los microinjertos se realizd utilizando 6 marcadores SSRs; dichos
marcadores se encuentran en la lista de los 9 SSRs usados en la certificacion varietal de olivo
por el BMGO (Ojeda y col., 2006). Con los seis primers utilizados no se detectaron
diferencias entre el arbol madre adulto y los individuos procedentes de los microinjertos
sucesivos; ademads, el tamafio de los fragmentos de amplificacion obtenidos se encuentra
dentro del rango establecido para este cultivar por Sefc y col. (2000) (para los loci DCA-3;
DCA-9; DC-A15; DCA-16 y DC-A18) asi como por Cipriani y col. (2002) (para el loci
UDO-043). Estos resultados no excluyen la existencia de otro tipo de variaciones en el
genoma nuclear, pero considerando que las caracteristicas morfologicas y el comportamiento
agronémico de las plantas procedentes de los microinjertos fue similar al de las plantas
obtenidas mediante estaquillado semilefioso a partir del mismo arbol donador, podriamos
afirmar que la técnica del microinjerto sucesivo in vitro no generd variabilidad entre las
plantas obtenidas por este sistema. Estos resultados concuerdan con lo observado
previamente tanto en “Arbequina” (Garcia-Férriz y col., 2001) como en otros cultivares de
olivo, tales como “Maurino” (Leva y col., 2002; 2003; Leva y Petruccelli, 2012), “Picual” y
“Empeltre” (Garcia-Férriz y col., 2001), en los que se constatd que las plantas
micropropagadas mediante induccion de brotes axilares no mostraban diferencias en el patron
de bandas (RAPDs) con respecto a la planta madre; igualmente, en Olea maderensis 'y O.
europaea Ssp. europaea var. sylvestris, no se encontraron diferencias en los niveles de
ploidia ni en las secuencias génicas analizadas mediante SSR, entre la planta madre y la
descendencia micropropagada (Brito y col., 2010). Leva (2009) se basoé solamente en criterios
morfologicos, habitos de crecimiento y productividad, para afirmar que las microplantas del
cv. Maurino, producidas por induccién de yemas axilares, estaban dentro de tipo; sin
embargo, utilizando este mismo sistema de evaluacion si detectaron variaciones entre las

plantas producidas por embriogénesis somatica, afirmando que la variabilidad producida
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depende del método de micropropagacion utilizado. El criterio morfoldégico, como unico
parametro de evaluacion, no deberia ser considerado, puesto que el aspecto de las plantas
puede estar influenciado por las condiciones de cultivo (Garcia y col, 2002b; Peyvandi,
2009b). Sin embargo, en los cultivares Zard y “Rowghani” (Yari y col., 2011a; Farahani y
col., 2011b) y “ Dezful” (Peyvandi y col, 2009b; Yari y col., 2011b; Farahani y col., 2011c),
se detectaron diferencias morfoldgicas entre los individuos micropropagados, relacionadas
con el numero y forma de las hojas, longitud de los entrenudos, numero y longitud de los
brotes axilares y capacidad de enraizamiento, tras permanecer durante varios meses en
condiciones in vitro; por otra parte, y aunque estas diferencias eran mayores a medida que se
incrementaba el nimero de subcultivos (Peyvandi, 2009b), el momento de su aparicion
dependia de cada cultivar (Yari y col., 2011a). Las diferencias morfoldgicas observadas, se
correspondian con diferencias a nivel genético; asi, ninguna de las plantas analizadas fue
exactamente igual, en relacion al patron de bandas obtenido mediante RAPDs, a la planta

madre (Peyvandi y col., 2009b; Farahani y col.,, 2011c).

V.4.2. Efecto de los microinjertos sucesivos en la entrada en produccion

Una vez descartada la existencia de variaciones genéticas, con respecto a los
marcadores utilizados en este trabajo, entre las plantas obtenidas tras el proceso de
rejuvenecimiento in vitro por microinjertos sucesivos, éstas se mantuvieron en invernadero
climatizado y se establecieron como arboles cabeza de clon, para ser propagadas por
estaquillado semilefioso. El comportamiento de las plantas asi obtenidas, se compard con el
de plantulas procedentes de estaquillado semilefioso del arbol madre adulto original. Una vez
aclimatadas, y tras 1,5 afios de permanencia en invernadero, cuando las plantas tenian un

metro de altura, fueron plantadas en campo para evaluar su comportamiento agronémico.
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Los resultados han mostrado que, al afio de la plantacion en campo, no existian
diferencias significativas entre tratamientos para ninguna de las variables estudiadas
(floracion, produccion, vigor, tasa de crecimiento), lo que indica que, en las condiciones de
nuestro ensayo, todos los tratamientos han mostrado una pauta similar en parametros de
crecimiento y precocidad de entrada en produccion. En cuanto a la cantidad de fruto, los
valores fueron similares en todos los casos y aunque las diferencias no eran significativas, los
arboles procedentes de los microinjertos produjeron mas, en valor absoluto, que las plantas
controles (0,1454 kg vy 0,2975 kg para las plantas controles y del 3° microinjerto,
respectivamente); estas cantidades, siendo bajas, concuerdan con los resultados obtenidos por
Briccoli-Bati y col. (2002) en el cv. Nocellara Etnea, del que se recolectaron 0,15 kg/arbol y
1,48 kg/arbol en el segundo y tercer afio, respectivamente, y el cv. Carolea, que no comenzé
a producir hasta el tercer afio (0,18 kg/arbol) de su establecimiento en campo.

“Arbequina” estd considerada como una variedad de precoz entrada en produccion,
entre 2-3 afios dependiendo de las condiciones ambientales de cultivo y considerando el 1°
afio productivo cuando se obtienen entre 1-2 kg por arbol (del Rio y col., 2005b). Es decir,
desde un punto de vista agronémico, las bajas producciones obtenidas, harian recomendable
esperar al ano siguiente para decir que estas plantas han entrado en produccion; no obstante,
a efectos de los objetivos del ensayo, el que no se observen diferencias respecto al control
sugiere que no deben aparecer diferencias a posteriori. Estos resultados estarian de acuerdo
con los obtenidos en otros cultivares de olivo, como “Maurino” (Leva y col, 2002; 2003),
"Nocellara Etnea” y “Carolea” (Bricoli- Bati y col., 2002), en los que se observd que su
propagacion mediante brotes axilares no alteraba la entrada en produccion de las plantas
obtenidas. Por su parte, Rugini y col, (1995) describieron un componente varietal en el
comienzo de la floracién en plantas micropropagadas; asi, observaron que las plantas de

“Canino” florecian masivamente tras 18-20 meses en condiciones de campo, mientras que el
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cultivar Dolce Agogia era mas tardio; resultados similares se observaron en los cultivares
Nocellara Etnea y “Carolea” (Briccoli-Bati y col., 2006)

En otras especies, en las que también se ha evaluado el comportamiento agronémico de
las plantas micropropagadas frente a las obtenidas por métodos clasicos de propagacion
vegetativa, se han observado diferencias notables; asi, plantas de Prunus armeniaca,
obtenidas in vitro, eran mas vigorosas, entraban antes en produccion y producian mas
cantidad de fruto, que las plantas de la misma edad producidas por métodos de injerto
tradicionales (Pérez-Tornero y col, 2006); en Sorbus aucuparia (Chalupa, 2002), el
crecimiento de las plantas micropropagadas fue similar a aquéllas que procedian de semilla;
por otra parte, las mayores tasas de crecimiento observadas en las plantas micropropagadas
de Vaccinium macrocarpon fueron atribuidas, por Debnath (2008), al efecto rejuvenecedor
de la zeatina presente en los medios de proliferacion.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que las plantas de olivo, cv.
Arbequina, obtenidas tras la aplicacion del método de rejuvenecimiento de microinjertos
sucesivos in vitro, no presentan caracteristicas juveniles ni retraso en su entrada en
produccion respecto a las obtenidas por estaquillado convencional, a partir del mismo arbol

madre.
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1- Se ha establecido un protocolo para la micropropagacion de olivo juvenil, constatandose la
alta capacidad morfogenética de este material y el buen comportamiento en cada una de las

fases del proceso, destacando lo siguiente:

— El establecimiento in vitro puede llevarse a cabo en el medio RV (Revilla y col.,
1996) con resultados satisfactorios en brotacion de yemas y elongacion de brotes, sin
que sean relevantes en este material problemas tales como contaminaciones
endogenas, presencia de compuestos fendlicos o necrosis de los cultivos.

— Se pone de manifiesto la gran dominancia apical de este material in vitro y aunque la
BAP, a las concentraciones testadas, no es capaz de romperla, las tasas de
multiplicacion obtenidas son buenas, sin necesidad de afiadir Zeatina o Ribosido de
zeatina al medio de cultivo.

— Los resultados en multiplicacion se pueden mejorar tras la decapitacion de los brotes
y cuando el cultivo en medio s6lido se alterna con el cultivo en medio liquido con
agitacion en rotor, durante 2 semanas.

— El enraizamiento puede realizarse tanto in vitro como ex vitro y, en ambos casos, los

porcentajes de enraizamiento obtenidos son muy elevados, 95-100 %.

2- La evaluacion del comportamiento del material adulto, de los dos cultivares estudiados, ha

puesto de manifiesto diferencias entre ellos y con el material juvenil, asi:

— El establecimiento in vitro de material adulto puede llevarse a cabo, al igual que el
material juvenil, en el medio RV (Revilla y col., 1996), aunque requiere tiempos
superiores de respuesta.

— El origen del explanto en el arbol madre es determinante para el éxito de la fase de
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establecimiento de los cultivos asépticos en ambos cultivares, siendo explantos
adecuados para el inicio, las secciones nodales procedentes de brotes epicérmicos
inducidos en las ramas intermedias, o procedentes de ramas brotadas en la base del
tronco, tras una poda severa.

Se ha puesto de manifiesto la dependencia del uso de Ribdsido de Zeatina en la fase
de proliferacion in vitro de ambos cultivares, y la mayor capacidad de multiplicacion
del cv. Arbequina frente al cv. Picual.

Las tasas de multiplicacion pueden ser incrementadas en el material adulto del cv.
Arbequina con la adicion de GA; al medio. En el cv. Picual, que no responde a este
regulador, se observa un notable aumento de la proliferacién con el empleo de medio
de doble fase.

Los requerimientos para el proceso de enraizamiento difieren para ambos cultivares,
asi en “Arbequina” se obtienen mejores porcentajes de enraizamiento y un
comportamiento mas uniforme, tras la exposicion durante todo el proceso a bajas
concentraciones de auxina e incubacion en oscuridad, durante la primera semana del
cultivo; mientras que “Picual” requiere la exposicion a concentraciones elevadas de
auxina durante dos semanas, seguido del cultivo en ausencia de auxina.

En ambos cultivares se ha observado un buen comportamiento en el enraizamiento ex
vitro de microestaquillas procedentes de los stocks de proliferacion, constatandose un
efecto estacional, con un aumento de los porcentajes de enraizamiento a partir del mes
de mayo, alcanzandose los valores méaximos durante el otofio y produciéndose una

caida en invierno.
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3- Es posible obtener cierto grado de rejuvenecimiento, en material adulto de olivo, tras la
realizacion de microinjertos sucesivos in vitro, y el proceso de rejuvenecimiento afecta de

distinta forma a diferentes caracteristicas o comportamientos del material.

— Los microinjertos sucesivos in vitro no producen alteraciones genéticas detectables,
con los marcadores utilizados, en las plantas resultantes.

— El microinjerto no tuvo efectos positivos en las fases de establecimiento ni
multiplicacion in vitro.

— El porcentaje de enraizamiento in vitro de los brotes procedentes de las secciones
nodales microinjertadas, aumenta con el numero de ciclos de microinjerto. Dichas
diferencias desaparecen tras la aclimatacion y reintroduccion in vitro de las plantas
rejuvenecidas, alcanzandose en todos los casos porcentajes de enraizamiento propios
del material juvenil.

— No se observaron diferencias en el comportamiento en campo, entre las plantas
procedentes de las plantas rejuvenecidas y las procedentes del material adulto; aunque
las diferencias no fueron significativas, el vigor de las plantas rejuvenecidas fue
superior al del material adulto. Tras un afio de su establecimiento en campo, tanto las

plantas adultas, como las rejuvenecidas entraron en produccion.
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ABA
ADN
ATA
AIB
ANA

ANOVA

AP1

ARN
AtCKS
ATP
BAP
BMGO
BN

BR

CAL

CF

CG
Chs
CiFT
CKX
CO
COl
CR
CsAPI
CsTFL

Cv

Abreviaturas

Acido abscisico

Acido desoxirribonucléico
Acido indol-3-acético
Acido indol-3-butirico
Acido naftalenacético

Analisis Normalizado de la Varianza

APETALALI (gen de Arabidopsis, que regula la formacion de meristemos
florales)

Acido ribonucléico

Gen de la citoquinina oxidasa de A4. thaliana
Adenosina trifosfato

6-bencil-aminopurina.

Banco Mundial de Germoplasma de Olivo
Medio de cultivo de Bourgin y Nitsch (1967)
24-epibrasinolido

CAULIFIOWER (gen de Arabidopsis, que regula la formacion de
meristemos florales)

Cambio de fase

Cianidina-3-glucosido

Chalcona-sintetasa

Gen de citricos, homologo de FT
Citoquinina-deshidrogenasa

Proteina CONSTANS, implicada en floracion
Consejo Oleicola Internacional

Cianidina-3- rutindsido

Gen relacionado con la floracion de Citrus sinensis
Gen relacionado con la floracién de Citrus sinensis

Cultivar

[c]



Abreviaturas

dATP Desoxiadenosina trifosfato

dCTP Desoxicitidina trifosfato

DF Doble fase

dGTP Desoxiguanosina trifosfato

DHFR Dihidroflavonol-reductasa

DHRZ Dihidro ribdsido de zeatina

DKW Medio de cultivo de Driver y Kuniyuki (1984)

DMSO Dimetilsulfosido

dTTP Desoxitimidina trifosfato

ECO Embriogénesis ciclica de olivo

EPC Early Phase Change (cambio temprano de fase)

ES Embriogénesis somatica

FAL Fenilalanina-amonioliasa

FT Flowering Time, gen inductor de la floracion

FUL FRUITFULL (gen de la familia MADS-box, que controla el desarrollo de
organos florales)

g Unidad de fuerza centrifuga relativa (FCR)

GA; Acido giberélico

H Histonas

HPLC Cromatografia liquida de alta definicion

KDa Kilodalton

K&H Medio de cultivo que contiene los macros de Knop y micros de Heller

KIN Kinetina

LFY LEAFY (gen de Arabidopsis, que regula la produccion de meristemos
florales)

MADS-box Familia de factores de transcripcion basada en la similitud de las secuencias de
sus genes

Man Manitol

[d]



MdATFL

Mori |
Mpa

MS
MSAP
mtDNA
MY B-prot
NTP

OM

OMe

OMr

PCR

PIB
Proteinas-G
PtFT

QL
QRCPE
RAPD
RT-PCR
Rubisco
RZ

Sac
SDS-PAGE
SH

SN

Abreviaturas

Microinjerto

Gen de Malus x domestica, denominado Terminal Flower

Gen que regula la duracion de la fase juvenil en Oriza sativa
Megapascal (1 Pa=1kg/(m.s?)

Medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962)

Fragmentos de amplificacion sensibles a metilacion

ADN de origen mitocondrial

Proteinas de la familia MYB

Nucledétidos trifosfato

Medio de cultivo de olivo (Olive Medium (Rugini ,1984))
Medio de elongacion de raices de olivo (Cafas y col., 1987)
Medio de induccidn de raices de olivo (Canas y col., 1987)
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Producto Interior Bruto

Proteinas reguladoras ligadas a guanosina trifostato

Gen relacionado con la floracion de Poncirus trifoliata, homologo de FT
Formulacion mineral de Quoirin y Lepoivre (1977)

Gen de Quercus robur que se expresa preferentemente en la copa
Random Amplified Polymorphic DNA

PCR en tiempo real

Ribulosa-1,5-difosfatocarboxilasa

Ribdsido de zeatina

Sacarosa

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
Medio de cultivo de Schenk y Hildebrant (1972)

Seccion nodal
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SQN

SSRs
TDZ
TFL
Tp

TPA

WPM

XHT

Abreviaturas
SQUINT (gen de Arabidopsis, que regula la produccion de meristemos
florales)
Microsatélites (Simple Sequence Repeats)
Tidiazurén
Terminal Flower (gen de Arabidopsis que regula el crecimiento)
Teopod (gen relacionado con la juvenilidad en Zea mays)
Transporte polar de auxinas
Voltio
Medio de cultivo de lefiosas (Lloyd y McCow, 1980)
Xiloglucanoendotransglicosilasa/hidrolasa
Zeatina
6-(y,y-Dimetilalil amino) purina

5-metilcitosina
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Tabla 1.- Zonas olivareras del territorio espafiol ((Ministerio de Agricultura (1972), en
Civantos, (2004)).

Tabla 2.- Micropropagacion de material juvenil (A) y adulto de olivo (B), mediante

brotacion de yemas axilares.

Tabla 3.- Duracion del periodo juvenil en algunas especies lefiosas (Clark, 1983).

Tabla 4.- Caracteristicas diferenciales de las fases juvenil y adulta en distintas especies:
A) Morfologicas; B) Citologicas e histologicas; C) Fisiologicas y D)
Bioquimicas y moleculares.

Tabla 5.- Procedencia de las 41 plantas de olivo aclimatadas y mantenidas en
invernadero, obtenidas tras los cinco ciclos de microinjerto sucesivos.

Tabla 6.- Composicion de los medios de cultivo utilizados en las fases de inicio y
multiplicacion in vitro de olivo.

Tabla 7.- Composicion de los medios de cultivo utilizados en la fase de enraizamiento.

Tabla 8.- Composicion de los diferentes medios de cultivo utilizados en la fase de
multiplicacion de material adulto de olivo.

Tabla 9.- Secuencias de los cebadores utilizados en los andlisis de conformidad
genética en los individuos procedentes de los microinjertos in vitro.

Tabla 10.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro de
brotes apicales de material juvenil de olivo. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05).

Tabla 11.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro de
material adulto de olivo, cv. Arbequina. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Tabla 12.- Efecto de la adicion de GA; al medio de proliferacion sobre el
enraizamiento in vitro, en el medio RVr (Revilla y col., 1996), de material
adulto de olivo, cv. Arbequina. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Tabla 13.- Efecto de los medios RVr 'y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro, de
material adulto de olivo, cv. Picual. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Tabla 14.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
estabilidad genética de las plantas obtenidas y mantenidas en invernadero.

Fragmentos de amplificacion obtenidos con 6 loci SSR, en 41 plantas,
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procedentes de diferentes lineas y ciclos de microinjertos sucesivos in vitro
y la planta madre adulta.
Tabla 15.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv.
Arbequina sobre patrones juveniles, en la capacidad de enraizamiento in
vitr,o de las plantas procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5)
y mantenidas en invernadero, en los medios OMr/OMe y RVr. Letras

distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 1.- Evolucion de la produccion de aceite de oliva en la Union Europea y los
principales paises productores de FEuropa en el periodo 1990-2013.
http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-
figures?lang=es ES (Fuente COI, informe: Noviembre 2013, consultado el
26/11/2014).

Figura 2.- Esquema de la expresion de las caracteristicas juveniles y adultas en una planta
adulta joven (A) y adulta en floracién (B). Los procesos requeridos durante todas
las fases de desarrollo para el crecimiento del meristemo apical y la iniciacion de
organos laterales se ilustran con lineas en negro (Poethig, 1990).

Figura 3.- Hojas de Acacia heterophylla mostrando la transicion desde la forma juvenil
(hojas compuestas) hasta la forma adulta (filodios). Las caracteristicas de las
hojas juveniles son retenidas en las partes superiores de las formas intermedias

(Taiz y Zeiger, 2010).

Figura 4.- Modelos alternativos de maduracion (Hackett y col., 1992).

Figura 5.- Gradiente de juvenilidad en plantas lefiosas (Bonga, 1982). A.- zona de unidn raiz-
tallo. B.- meristemo apical del tallo. C, D, E y F.- meristemos laterales. E.- brotes
epicormicos. P y S.- brotes procedentes de arboles severamente podados. R.-
brotes procedentes de la raiz. SP.- esferoblastos.

Figura 6.- Material vegetal de olivo, en distintos estados ontogenéticos (juvenil, adulto y
adulto microinjertado) utilizado en los experimentos llevados a cabo en este
trabajo.

Figura 7.- Ramas de olivo del arbol madre: a) inmediatamente tras su recoleccion; b) tras la
eliminacion de las hojas.

Figura 8.- Secciones nodales de olivo: a) preparadas para ser desinfectadas, b) cultivadas en
el medio de inicio.

Figura 9.- Aislamiento de embriones de olivo y establecimiento in vitro: a) semillas a las que
se les habia eliminado el mesocarpo; b) rotura del endocarpo; c) embridn tras la
imbibicion; d) detalle de embrioén y cotiledones aislados y e) embriones en el
medio de germinacion.

Figura 10.-Realizacion de los microinjertos in vitro de material adulto de olivo: a) material
vegetal: plantula juvenil (portainjerto) y seccion nodal adulta (pua); b) incision

longitudinal en hipocétilo y preparacion de la base de la ptia en forma de cuia; c)
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la parte basal de la pua se aloja en la incision del hipocotilo y d) estabilizacion de
la unidon mediante un anillo de silicona.

Figura 11.- Brotes de naturaleza adventicia, en los microinjertos de material adulto de
olivo, emergiendo del patron: a) en la zona de unidn patron-pua; b) por debajo
de la zona de union.

Figura 12.- Aspecto del microinjerto de material adulto de olivo tras a) seis y b) doce
semanas en el medio de cultivo.

Figura 13.- Realizacién de microinjertos sucesivos in vitro de secciones nodales adultas de
olivo sobre patrones juveniles. Establecimiento de la linea-1. El proceso entero se
repite con 30 secciones nodales del mismo arbol madre adulto para establecer 30
lineas diferentes, con sus respectivos ciclos de microinjerto.

Figura 14.- Aclimatacion de los brotes enraizados procedentes de microinjertos de yemas
adultas de olivo, cv. Arbequina, sobre patrones juveniles: a) brote en el medio de
cultivo; b) eliminacion del medio de cultivo mediante lavado; c) trasplante a
sustrato y d) colocacion en el tinel de aclimatacion.

Figura 15.- Plantas procedentes de las distintas lineas y ciclos de microinjerto sucesivos, de
yemas adultas de olivo del cv. Arbequina, sobre patrones juveniles: a) trasplante a
maceta y b) crecimiento en invernadero climatizado.

Figura 16.- Tambor rotatorio (5 rpm) utilizado para el cultivo de los explantos de olivo en
medio liquido.

Figura 17.- Plantas de olivo, cv. Arbequina, procedentes de los microinjertos 1°, 3° y 5°
propagadas por estaquillado semilefioso: a) creciendo a un solo eje en
invernadero climatizado y b) trasplantadas a la parcela experimental del BMGO
(Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia,
Universidad de Cordoba e IFAPA).

Figura 18.- Efecto de los medios IM (Rugini, 1984) y RV (Revilla y col., 1996) sobre el
desarrollo durante la fase de establecimiento in vitro, de secciones nodales de
material juvenil de olivo: a) porcentaje de brotacion; b) porcentaje de necrosis; c)
numero medio de brotes axilares/cultivo y d) longitud media de los brotes
axilares. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 19.- Efecto de los medios OM (Rugini, 1984) y RV (Revilla y col., 1996) sobre la
capacidad de proliferacion de brotes subapicales de material juvenil de olivo: a)
numero medio de brotes axilares/cultivo y b) longitud media de los brotes

axilares. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 20.- Aspecto de brotes juveniles de olivo tras un periodo de cultivo de 16 y 8
semanas en los medios OM (Rugini y col., 1984) y RV (Revilla y col., 1996),
respectivamente.

Figura 21.- Efecto del cultivo alternado en medio basal RV liquido con diferentes
concentraciones de BAP y agitacién en rotor y posterior transferencia a medio
estandar RV solido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes subapicales
de material juvenil de olivo: a) nimero medio de brotes axilares/cultivo, b)
longitud media de brotes axilares y c¢) numero medio de hojas/brote axilar.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Control.- 8 semanas
en medio RV solido (Revilla y col., 1996).

Figura 22.- Efecto del cultivo alternado en medio basal RV liquido con diferentes

concentraciones de BAP y agitacion en rotor y posterior transferencia a medio
estandar RV soélido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes subapicales de
olivo juvenil. Aspecto de los cultivos en los distintos tratamientos.
Control.- cultivo de explantos durante 8 semanas en medio estandar RV so6lido
(Revilla y col., 1996). Tratamientos.- cultivo en medio basal RV liquido con
agitacion en rotor y diferentes concentraciones de BAP (0; 0,4— 1,3 y 4,4 uM)
durante dos semanas, alternado con recultivo durante 6 semanas en medio
estandar RV solido.

Figura 23.- Efecto del cultivo alternado en medio basal RV liquido con agitacion en rotor y
distintas concentraciones de BAP y posterior transferencia a medio estandar
RV so6lido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes apicales de material
juvenil de olivo: a) longitud media del brote principal, b) nimero medio de
hojas del brote principal y ¢) nimero medio de brotes axilares/cultivo. Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Control.- 8 semanas en
medio RV soélido (Revilla y col., 1996).

Figura 24.- Efecto del cultivo alternado, en medio basal RV liquido con agitacioén en rotor y
distintas concentraciones de BAP y posterior transferencia a medio estandar RV
solido, sobre la capacidad de proliferacion de brotes apicales de material juvenil
de olivo. Aspecto de los cultivos en los distintos tratamientos. Control.- cultivo
de explantos durante 8 semanas en medio estandar RV soélido (Revilla y col.,

1996). Tratamientos.- cultivo en medio basal RV liquido con agitacion en rotor y
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diferentes concentraciones de BAP (0; 0,4 — 1,3 y 4,4 uM), durante dos semanas,
alternado con recultivo durante 6 semanas en medio estandar RV soélido.

Figura 25.- Efecto del tipo de explanto (brote apical vs subapical) sobre el enraizamiento in
vitro de material juvenil de olivo en el medio OMr/OMe (Cafias y col., 1987).

Figura 26.- Enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material juvenil de olivo,
procedentes de cultivos en medio estandar de proliferacion RV (Revilla y col,
1996) tras la inmersion durante 10 seg en una solucion de AIB (14,8 mM). Como
control se utilizaron brotes procedentes de los mismos stocks de proliferacion,
enraizados in vitro en el medio OMr/OMe (Canas y col., 1987). Letras distintas
indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 27.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Arbequina: a) porcentaje de
brotacion, b) porcentaje de necrosis, c¢) nimero medio de brotes axilares/cultivo y
d) longitud media de brotes axilares. Datos de 6 semanas. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05). C: explanto procedente de la copa. R:
explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas

intermedias. B: explanto procedente de la base del tronco.

Figura 28.- Aspecto de los brotes adultos de olivo cv. Arbequina, desarrollados tras 6
semanas en el medio de inicio RV (Revilla y col., 1996).

Figura 29.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo, cv. Arbequina: a) porcentaje de
necrosis, b) nimero medio de brotes axilares/cultivo y c) longitud media de
brotes axilares. Datos de 12 semanas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05). C: explanto procedente de la copa. R: explanto
procedente de los brotes epicérmicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco

Figura 30.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Arbequina. Aspecto de los
brotes desarrollados a partir de los distintos tipos de material tras 12 semanas en
el medio de inicio RV (Revilla y col., 1996). C: explanto procedente de la copa.
R: explanto procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas

intermedias. B: explanto procedente de la base del tronco
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Figura 31.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion in vitro
de material adulto de olivo cv. Arbequina. RV (Revilla y col., 1996); ZAD
(Zachini y de Agazio, 2004); RP (Roussos y Pontikis, 2002); SS (Sghir y col.,
2005) y Px (Peixe y col., 2007): a) tasa media de multiplicacion y b) porcentaje
de necrosis. Datos de cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro
subcultivos.*nc.- no contabilizado. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Figura 32.-Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion de
material adulto de olivo cv. Arbequina. Aspecto de los cultivos en los medios: a)
RV (Revilla y col., 1996); b) ZAD (Zachini y de Agazio, 2004); c) RP (Roussos y
Pontikis, 2002); d) SS (Sghir y col., 2005) y e) Px (Peixe y col., 2007).

Figura 33.- Efecto del cultivo alternado en presencia de RZ o TDZ y de la combinacion RZ y
GA3 en la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina.
Tratamientos: control.- medio RP estandar (5,7 uM de RZ); RZ/TDZ.- cultivo
alternado en medio RP estandar y medio basal RP con TDZ (1 uM); RZ+GAs;.-
cultivo en medio RP estandar + GAj3 (4,33 uM). Datos de cuatro subcultivos
sucesivos y media de los cuatro subcultivos. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Figura 34.- Efecto del cultivo alternado en presencia de RZ o TDZ y de la combinacion RZ y
GA; en la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina.
Aspecto de los cultivos en los medios de cultivo RP estandar (izquierda) y RP +
GA;3 (4,33uM) (derecha).

Figura 35.- Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina y GAj; incorporadas
al medio basal RP, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv.
Arbequina. Datos de cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro
subcultivos. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 36.- Efecto de distintas concentraciones de ribdsido de zeatina y GAj3 (2,17 y 4,33
uM) incorporadas al medio basal RP, sobre la tasa de multiplicacion de material
adulto de olivo cv. Arbequina. Aspecto de los cultivos en los diferentes
tratamientos: a) RP- estandar; b) RZ (2,85 uM)); ¢) RZ (4,28 uM) y d) RZ (5,7
uM).

Figura 37.- Efecto de distintas concentraciones de ribdsido de zeatina y GAj incorporadas

al medio basal RP, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv.
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Arbequina. Aspecto de los cultivos con GAj; (4,33 uM) como unico regulador de
crecimiento.

Figura 38.- Efecto de distintas concentraciones de bencilaminopurina ¢ tidiazurén junto con
ribésido de zeatina, sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo, cv.
Arbequina: a) medio basal RP suplementado con RZ (2,85 uM) + BAP (0- 1,1-
2,2-4,4- 8,8 y 17,6 uM); b) medio basal RP suplementado con RZ (2,85 uM) +
TDZ (0- 1,1- 2,2- 4,4- 8,8 y 17,6 uM). Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05). Control: medio RP estandar (5,7 uM).

Figura 39.-Efecto de distintas concentraciones de ribosido de zeatina y 24- epibrasinodlido,
sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv. Arbequina. Tasa de
multiplicacién y aspecto de los cultivos en: a) medio RP estdndar (RZ, 5,7uM)
adicionado con varias concentraciones de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1- 0,3- 1 y 3 uM)
y b) medio RP modificado (RZ, 2,85uM) adicionado con varias concentraciones
de BR (0- 0,01- 0,03- 0,1- 0,3- 1 y 3 uM). Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05). *nc.- no contabilizado

Figura 40.- Efecto de los medios RVr (Revilla y col., 1996) y OMr/OMe (Canas y col., 1987)
sobre el enraizamiento in vitro de material adulto de olivo, cv. Arbequina, durante
tres subcultivos sucesivos y media de los tres subcultivos. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05)

Figura 41.- Efecto de los medios RVr y OMr/OMe sobre el enraizamiento in vitro de
material adulto de olivo, cv. Arbequina. Aspecto de los cultivos tras cuatro
semanas en los medios de enraizamiento: a) RVr (Revilla y col., 1996) y b)
OMr/OMe (Canas y col., 1987).

Figura 42.- Efecto de la adicion de GA; al medio de proliferacion sobre el posterior
enraizamiento in vitro, en el medio RVr (Revilla y col., 1996), de material adulto
de olivo, cv. Arbequina. Porcentaje de enraizamiento tras 3, 4 y 5 subcultivos en
los medio RP-estandar (Roussos y Pontikis, 2002) y RP adicionado con GAj
(4,33uM). Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 43.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones de acido
indolbutirico, en el enraizamiento ex vitro de microestaquillas de material adulto
de olivo , cv. Arbequina: a) Octubre de 2009, b) Noviembre de 2009, ¢c) Marzo de
2010 y d) Junio de 2010. Letras distintas indican diferencias significativas (p=
0,05).
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Figura 44.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro
de secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual: a) porcentaje de
brotacion, b) porcentaje de necrosis, c¢) numero medio de brotes axilares/cultivo y
d) longitud media de brotes axilares. Datos de 6 semanas. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05). C: explanto procedente de la copa. R:
explanto procedente de los brotes epicérmicos inducidos a partir de las ramas
intermedias. B: explanto procedente de la base del tronco

Figura 45.- -. Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro
de secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual: a) porcentaje de
necrosis, b) nimero medio de brotes axilares/cultivo y ¢) longitud media de
brotes axilares. Datos de 12 semanas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05). C: explanto procedente de la copa. R: explanto
procedente de los brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias.
B: explanto procedente de la base del tronco.* nc.- no contabilizados.

Figura 46.- Efecto del origen del explanto en el arbol madre en el establecimiento in vitro de
secciones nodales de material adulto de olivo cv. Picual. Aspecto de los brotes
desarrollados a partir de los distintos tipos de material tras 12 semanas en el
medio de inicio. C: explanto procedente de la copa. R: explanto procedente de los
brotes epicormicos inducidos a partir de las ramas intermedias. B: explanto
procedente de la base del tronco.

Figura 47.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion in vitro
de material adulto de olivo cv. Picual . RV (Revilla y col., 1996); ZAD (Zachini y
de Agazio, 2004); RP (Roussos y Pontikis, 2002); SS (Sghir y col., 2005) y Px
(Peixe y col., 2007): a) tasa media de multiplicacion y b) porcentaje de necrosis.
Datos de cuatro subcultivos sucesivos y media de los cuatro subcultivos. *nc.- no
contabilizado. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). .

Figura 48.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre las tasas de multiplicacion in vitro
de material adulto de olivo cv. Picual. Aspecto de los cultivos en los medios: a)
RV (Revilla y col., 1996); b) ZAD (Zachini y de Agazio, 2004); c) RP (Roussos y
Pontikis, 2002); d) SS (Sghir y col., 2005) y e) Px (Peixe y col., 2007).

Figura 49.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y suplementos
hormonales de los medios RP (Roussos y Pontikis, 2002) y ZAD (Zachini y de
Agazio, 2004) sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo

cv. Picual. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).
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Figura 50.- Efecto de las combinaciones entre formulaciones basales y suplementos
hormonales de los medios RP (Roussos y Pontikis, 2002) y ZAD (Zachini y de
Agazio, 2004) sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo
cv. Picual. Aspecto de los cultivos en los distintos tratamientos:

a) ZAD + Z (13,68uM) + GAs (4,33 uM) + AIB (0,49 uM) (Zachini y de Agazio,
2004); b) ZAD + RZ (5,7 uM); ¢) RP + Z (13,68uM) + GAj3 (4,33 uM) + AIB
(0,49 uM) y d) RP + RZ (5,7 uM) (Roussos y Pontikis, 2002).

Figura 51.- Efecto de la incorporacion de GA; (4,33 uM) al medio estandar RP (Roussos y
Pontikis, 2002), sobre la tasa de multiplicacion de material adulto de olivo cv.
Picual. Tasa de multiplicacion durante cuatro subcultivos sucesivos y media de
los cuatro subcultivos. Letras distintas indican diferencias significativas (p=
0,05).

Figura 52.- Efecto de distintas concentraciones de RZ, en medio basal RP de doble fase,
sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo cv. Picual. FS.-
medio s6lido RP (estandar [RZ - 5,7 uM] y modificado [RZ - 2,85 uM]). FL.-
medio basal RP liquido y diferentes concentraciones de RZ [0,285 — 0,85 y
2,85uM]. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 53.- Efecto de distintas concentraciones de RZ, en medio basal RP de doble fase,
sobre la tasa de multiplicacion in vitro de material adulto de olivo cv. Picua: a)
medio estandar RP (Roussos y pontikis, 2002); b) fase liquida RZ (0,285uM)/fase
solida RP estandar (RZ - 5,7uM); c) fase liquida RZ (0,285 uM)/fase s6lida RP
modificado (RZ - 2,85uM); d) fase liquida RZ (0,85uM)/ fase so6lida RP
modificado (RZ - 2,85uM) y e) fase liquida RZ (2,85uM)/ fase solida RP
modificado (RZ - 2,85uM).

Figura 54.- Efecto de los medios RVr (Revilla., 1996) y OMr/OMe (Cafias y col., 1987)
sobre el enraizamiento in vitro de brotes apicales de material adulto de olivo cv.
Picual. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05)

Figura 55.- Efecto de los medios RVr (Revilla., 1996) y OMr/OMe (Caias y col., 1987)
sobre el enraizamiento in vitro de brotes apicales de material adulto de olivo cv.
Picual. Aspecto de los brotes tras dos semanas en el medio de enraizamiento
OMr/OMe.

Figura 56.- Efecto de la época del afio y de diferentes concentraciones de AIB en el

enraizamiento ex vitro de microestaquillas de olivo adulto, cv. Picual: a) Octubre
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de 2009, b) Noviembre de 2009, c) Marzo de 2010 y d) Junio de 2010. Letras

distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 57.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, cv. Arbequina,

en patrones juveniles, sobre la capacidad de enraizamiento in vitro de los brotes
obtenidos, en el medio RVr (Revilla y col., 1996). Letras distintas indican

diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 58.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,

en patrones juveniles, sobre la capacidad de enraizamiento in vitro de los brotes
obtenidos, en el medio RVr (Revilla y col., 1996). Aspecto de uno de los brotes

del 5° microinjerto tras dos semanas en el medio de enraizamiento

Figura 59.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,

Figura 60.-

sobre patrones juveniles, en la capacidad de propagacion por estaquillado
semilefioso de las plantas obtenidas (porcentaje de enraizamiento). Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto.

Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,
sobre patrones juveniles, en la fase de establecimiento in vitro de las plantas
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
invernadero, en el medio RV (Revilla y col., 1996): a) porcentaje de brotacion a
las seis semanas y b) porcentaje de necrosis a las 6 y 12 semanas. Letras

distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto.

Figura 61.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,

Figura 62.-

sobre patrones juveniles, en la fase de establecimiento in vitro, de las plantas
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
invernadero, tras 12 semanas de cultivo en el medio RV (Revilla y col., 1996):
a) nmimero de brotes axilares/cultivo y b) longitud media de brotes axilares.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto.

Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,
sobre patrones juveniles, en la fase de multiplicacion in vitro, de.las plantas
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
invernadero. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.-

microinjerto.

Figura 63.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,

sobre patrones juveniles, en la capacidad de enraizamiento in vitro de las plantas

procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
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invernadero, en los medios OMr (Canas y col., 1987) y RVr (Revilla y col.,
1996). Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,05).

Figura 64.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo cv. Arbequina,
sobre patrones juveniles, en la capacidad de enraizamiento in vitro de las plantas
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3, 5) y mantenidas en
invernadero. Aspecto de los brotes enraizados procedentes de plantas del 5°
microinjerto tras 8 semanas en los medios de enraizamiento a) RVr (Revilla y
col., 1996) y b) OMr (Caiias y col., 1987).

Figura 65.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
precocidad de entrada en floracion de plantas, procedentes de las lineas 8 y 15y
distintos microinjertos (1°, 3° y 5°). Porcentaje de plantas con flores tras un afio de
su establecimiento en campo en la parcela de experimentacion del BMGO
(Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia,
Universidad de Cordoba e IFAPA). Letras distintas indican diferencias
significativas (p= 0,05).

Figura 66.- Efecto de los microinjertos sucesivos de yemas adultas de olivo, sobre la
precocidad de entrada en floracion, de plantas procedentes de las lineas 8 y 15 y
distintos microinjertos (1°, 3° y 5°). Planta con flores tras un afio de su
establecimiento en campo en la parcela de experimentacion del BMGO
(Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia,
Universidad de Cordoba e IFAPA).

Figura 67.- Comportamiento en campo de plantas de olivo cv. Arbequina, procedentes de
distintos ciclos de microinjerto (1, 3 y 5) y de la planta madre adulta. Vigor de las
plantas de distinta procedencia tras un afio de permanencia en la parcela de
experimentacion del BMGO (Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural
de la Junta de Andalucia, Universidad de Cordoba e IFAPA): a) altura (m), b)
superficie productiva de la copa (m”) y c) didmetro del tronco (cm). Letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto

Figura 68.- Precocidad de entrada en produccion de las plantas de olivo cv. Arbequina
procedentes de distintos ciclos de microinjerto (1, 3 y 5) y de la planta madre
adulta. Produccion media (kg/arbol), de las plantas procedentes de estaquillado
semilenoso, tras un ano de permanencia en la parcela de experimentacion del

BMGO (Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de
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Andalucia, Universidad de Cordoba e IFAPA). Letras distintas indican

diferencias significativas (p= 0,05). Mcj.- microinjerto
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