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RESUMEN

Alcanzar un alto nivel de germinacion y acortar la fase juvenil improductiva del olivo, es muy
importante para los trabajos de mejora genética.

Mediante cultivo in vitro de embriones maduros, se alcanz6 un 100% de germinacién en sélo 10 dias
y transcurridos otros 50, las plantulas se pudieron trasplantar a condiciones externas.

La mitad de las plantulas se trasplantaron a macetas de 2 kg con un sustrato arenoso desinfectado de
baja fertilidad y la otra mitad a contenedores similares con el mismo suelo, pero adicionando 5
g/contenedor de un cultivo del hongo Glomus fasciculatum. Después de 180 dias de cultivo, el grupo
de plantas micorrizadas mostraron una mayor supervivencia (88% frente al 71% de las no tratadas),
peso fresco (18 g/planta frente a 2.5 g/planta), peso seco (7.6 g/planta frente a 2.5 g/planta). En
consecuencia, la micorriza afectd positivamente a la supervivencia de la plantula y su desarrollo
ayudando, por tanto, a acortar la fase juvenil del olivo.

INTRODUCCION

Para los trabajos de mejora genética del olivo es muy importante alcanzar una elevada proporcion de
germinacion de semillas en el menor tiempo posible y un acortamiento de la fase improductiva juvenil
de la planta obtenida. Mediante el cultivo in vitro de embriones maduros se han obtenido porcentajes
muy altos de germinacion (Troncoso et al., 1991; Voyiatzis y Pritsa, 1994; Voyiatzis, 1995) en pocos
dias, alcanzandose incluso un 100% (Acebedo et al., 1997). Por el uso de formas y concentraciones
apropiadas de nitrégeno (Garcia et al., 1994; Sarmiento et al., 1994) y azlcares (Garcia et al., 2002)
se ha logrado un alto crecimiento in vitro de las plantulas. Un buen sustrato (Rugini, 1984), asi como
soluciones nutritivas (Garcia et al., 1999) y fotoperiodo (Alvarado, 1994) adecuados durante la fase
que endurecimiento, también aumentan el desarrollo de la planta en condiciones de camara o de
invernadero. Con plantas en campo, las condiciones de poda y de cultivo también influencian su
velocidad del crecimiento (Lavee, 1996; Garcia-Ortiz et al., 2001; Navarro y Parra, 2001). Debido a
la existencia de una relacion entre el desarrollo de la planta y la duracién de la fase juvenil
(Natividade, 1957; Rugini, 1986; Bellini, 1993) el aumento del crecimiento indicado en los trabajos
anteriores conduce a un acortamiento del periodo juvenil de la planta de olivo (Acebedo et al., 1997;
Lifdn et al., 1999). Sin embargo, es necesario acortar aiin mas el periodo juvenil de la planta de olivo
mediante el aumento adicional de la velocidad de crecimiento. El uso de micorrizas arbusculares es
un método muy eficaz para aumentar la supervivencia y el desarrollo de muchas plantas durante su
cultivo (Hooker et al.,, 1994; Azcén-Aguilar et al., 1997) y por lo tanto, ayudaria a acortar la
juvenilidad. Por ello, el presente trabajo pretende conocer el efecto de la micorriza vesiculo arbuscular
Glomus fasciculatum sobre la supervivencia y desarrollo en la fase de endurecimiento en invernadero,
de plantulas de olivo obtenidas in vitro por germinaciéon de embriones. También, como el olivo crece
normalmente en suelos de baja calidad, los resultados obtenidos con las plantas de olivos jovenes
micorrizadas creciendo en un sustrato pobre podrian ser de interés para su aplicaciéon en condiciones
de campo.



MATERIALES Y METODOS

Plantulas de olivo, obtenidas in vitro por germinacion de embriones procedentes de cv. manzanillo, se
trasplantaron, después de 60 dias de cultivo, a condiciones externas segun Cantos et al. (1993).
Después de 20 dias de un primer periodo de aclimatacion en camara de cultivo, 16 plantas se
transfirieron nuevamente a macetas con 2 kilogramos de suelo arenoso de baja fertilidad (Tabla 1)
esterilizado en autoclave a vapor fluente, 1 hora cada dia durante tres dias sucesivos. Otras 16
plantas se pasaron a contenedores similares con la misma cantidad y tipo de suelo también
esterilizado pero micorrizado tras la esterilizacion con el hongo Glomus intraradices (aislado
11AG8903). Elinoculo de micorriza fue proporcionado por la Dra. Rosario Azcéon (E.E. Zaidin, CSIC,
Granada, Espafia) y consisti6 en una mezcla de indculo de rizosfera conteniendo esporas, hifas y
fragmentos de raiz micorrizada. Se agregaron veinte gramos de inéculo a cada contenedor. Los
contenedores con las plantas se colocaron en un invernadero donde recibieron solamente agua de la
red, manteniendo el sustrato a capacidad de campo.

El nimero de plantas muertas y el crecimiento de tallo, brotes y crecimiento total de cada planta se
midieron en el momento 0 (inicial), 30 y 180 dias (final) del experimento. Al final de la prueba se
comprobd la presencia del hongo en las raices de la planta mediante tratamiento de las mismas con
KOH 10% en caliente, y teflido posterior con azul Trypan 0,05% en acido lactico y decoloracion con
glicerol al 50%, (Phillips y Hayman, 1970). A continuacion las raices se montaron sobre portaobjetos y
se observaron directamente al microscopio. Se analiz6 el estado nutritivo de las plantas (raices, tallo
y brotes y hojas) mediante determinacion del N fue por digestion Kjeldahl y de los nutrientes
minerales (P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn) por oxidacién con HNO3 bajo presion usando microondas
Milestone Ethos y andlisis de los extractos por ICP-OES (Hamilton, 1980).

La distribucion de tamafio de particula en las muestras del suelo (2 milimetros) se determind por el
método del hidrometro (Gee y Bauder, 1986) y las caracteristicas quimicas del suelo (Tabla 1) de
acuerdo con Page et al. (1982).

La longitud del tallo y de los brotes se midié considerando el tamafio total de la planta como la suma
de la longitud del tallo y de cada brote. El peso fresco se midié por pesada rapida y el peso seco por
pesada después de tres dias en estufa a 70°C. La hidratacién se calculé por la formula:

fw —dw
=X
fw

H 100

RESULTADOS Y DISCUSION

El suelo usado como sustrato (Tabla 1) es de textura arenolimosa, pH neutro y muy pobre en
carbonato de calcio. Posee niveles muy bajos de materia organica (OM), de N, Ca y Mg y también de
P, K, y de Fe. Por tanto, se puede considerar de fertilidad bastante baja.

La foto 1 demuestra la presencia de hifas de Glomus intraradices en las raices de las plantas de olivo
micorrizadas, indicando que la simbiosis ocurre. Por el contrario, las plantas sin micorrizar y
sometidas al mismo tratamiento con azul trypan, no presentan presencia de hifas o esporas en la raiz
(foto 2). De este modo, demostrada la colonizacién por el hongo de los tejidos de la raiz, las
diferencias que se producen entre ambos grupos de plantas se asocian con la micorriza. Como
consecuencia del trasplante murieron 7 plantas del grupo control y solamente 3 de las micorrizadas.
Este fue un primer efecto beneficioso de la simbiosis planta-hongo. Otros autores (Gianinazzzi et al.,
1990; Hooker et al., 1994; Lovato et al., 1996; Azcon-Aguilar yBarea, 1997 y Azcén-Aguilar et al.,
1997) trabajando con distintas especies, también observaron la influencia positiva de la micorriza
sobre la supervivencia de la planta en situaciones de estrés como se produce en el trasplante in vitro-
ex vitro. No se encontraron diferencias significativas entre el crecimiento, apical (tallo) y el lateral
(brotes) y, en consecuencia del crecimiento total de los dos grupos de plantas, durante los primeros
30 dias de cultivo (tabla 2). Pero al final del experimento (180 dias), el tallo de las plantas
micorrizadas habia alcanzado doble longitud que el de las plantas control (tabla 2). También el
namero de brotes laterales nuevos de las plantas tratadas fue significativamente mas alto que el de
las plantas control. No obstante, y en relacién con este mayor nimero de brotes, no existio diferencia
significativa en el crecimiento individual del brote de cada grupo de plantas. Ahora bien, debido a su



mayor numero, el crecimiento medio del conjunto de los brotes laterales de plantas inoculadas fue
mas alto que el de las control (tabla 2). El mayor crecimiento lateral y apical provocé que las plantas
micorrizadas alcanzaran después de 180 dias de cultivo una longitud tres veces mayor que las
plantas del control (tabla 2).

Debido a su mayor tamafo, las plantas micorrizadas alcanzaron pesos frescos y secos mas altos
para cada érgano considerado y en total (tabla 3). La micorriza también provoco un nivel mas alto de
hidrataciéon en la raiz y la hoja, lo que indica una absorcion mas eficiente del agua. Todos estos
hechos se relacionan con el mayor tamafio del sistema radicular efectivo que provocan las hifas del
hongo. Autores como Schubert et al., 1990; Clark yZeto, 2000 confirman esta relacion entre
ambos parametros.

Los niveles de nutrientes también fueron afectados por la micorriza (tablas 4 y 5). Cuando el
contenido nutriente se considera a nivel relativo como porcentaje de peso seco o ppm, solo los
valores de P y Fe de las plantas micorrizadas fueron claramente mas altos que el de las control (tabla
4). Pero si se compara la cantidad total por planta de cada elemento, las plantas micorrizadas,
debido a su mayor tamafo, tuvieron niveles mas altos que el control para todos los nutrientes
considerados, particularmente P y Fe. Debido a la fertilidad baja del sustrato (tabla 1) y al riego
solamente con agua, las plantas control se desarrollaron (tablas 2 y 3), menos que las plantas de
olivo regadas con soluciones nutritivas (Troncoso et al., 1986; Sarmiento et al., 1994), lo que
demostré la baja fertilidad del sustrato y malas condiciones de cultivo. A pesar de las malas
condiciones indicadas, las plantas de olivo inoculadas con Glomus intraradices mejoraron la
supervivencia después del trasplante in vitro-ex vitro y aumentaron su desarrollo (tablas 2 y 3). La
influencia positiva de la micorriza en el desarrollo vegetal fue resefiada por Abbott y Robson, (1984)
para cultivos bajo condiciones de pobre fertilidad. El efecto positivo de la micorriza fue relacionado
con una mejor hidratacién de los tejidos de la raiz y de la hoja (tabla 3) y una absorcion,
principalmente P y Fe, mas alta de nutrientes (tablas 4 y 5). Rosendahl y Rosendahl 1991;
Subramanian et al.,, 1997; Abdel-Fattah y Shabana 2002 resefiaron la influencia positiva de la
micorriza en el contenido de agua de la planta y Timmer y Leyder, (1978); Tinker, (1980); Alleny
Cunningham, (1983); Pons et al., (1983); Barea, (1991); Tobar et al., (1994 a, b); Azcén et el al.,
(1996) relacionaron la micorriza con un mejor estado nutritivo de la planta. Clark yZeto (2000)
achacaron este buen comportamiento de la simbiosis planta-hongo con una mayor colonizacion del
volumen de suelo, absorcién y excrecion de algunos compuestos quimicos.

Asi, las micorrizas mejoran la supervivencia y el desarrollo de plantulas de olivo en condiciones de
suelo pobre con escasa fertilidad. Este comportamiento puede ser de gran interés para un mayor
acortamiento de la fase juvenil y la mayoria del cultivo en plantas de olivo en suelos de baja fertilidad
natural.

TABLA 1. Caracteristicas del suelo usado como sustrato.

Arena | Limo | Arcilla |pH | CaCO; | OM N P K Ca Mg Fe
% % % % % % | mgkg® | mgkg® | mgkg™ | mgkg™® | mgkg™
76 8 16 7 1 0.8 | 0.03 16 199 161 113 20

TABLA 2. Valores medios de crecimiento de plantas de olivo no micorrizadas (control) y micorrizadas.
Letras diferentes en horizontal indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01) entre
plantas control y micorrizadas.

. Tratamiento
Dias desde el Plantas no Plantas
trasplante N o
micorrizadas micorrizadas

Tallo (cm) 6.43 a 6.56 a
0 Brote (cm) 0.40 a 0.43a
Brote (n°) 0.25a 03la
Total (cm) 6.59 a 7.21a
Tallo (cm) 7.55a 7.34 a
30 Brote (cm) 157a 23la
Brote (n°) 114 a 1.27 a
Total (cm) 8.88 a 9.61la




Tallo (cm) 2122 a 4476 b
180 Brote (cm) 6.06 a 8.42 a
Brote (n°) 1.62a 6.00 b
Total (cm) 31.33a 91.03 b

TABLA 3. Pesos fresco y seco e hidratacion de plantas de olivo micorrizadas y no micorrizadas
después de 180 dias de cultivo. Letras diferentes en horizontal indican diferencias significativas (p<
0.01) entre el control y las plantas micorrizadas.

. Tratamiento
Dias desde el
trasplante F?'a”‘?‘s no .P'a’?‘as
micorrizadas micorrizadas
p.f. (9) 3.0a 69b
Raiz p.s. (9) 10a 1.8 ab
H (%) 66.6 a 73.9b
p.f. (9) 15a 57b
Tallo y brotes | p.s. (9) 0.8a 3.0b
H (%) 46.6 a 473 a
p.f. (9) 15a 55b
Hoja p.s. (9) 0.8a 24b
H (%) 46.6 a 56.4 b
p.f. (9) 6.0a 18.1b
Total planta | p.s. (9) 26a 72D
H (%) 56.6 a 60.2 ab

TABLA 4. Contenido de nutrientes en plantas de olivo no micorrizadas y micorrizadas después de 180
dias de cultivo.

% p.s. ppm
N P K Ca Mg Fe Mn Cu Zn B
No micorrizadas 1.66 |0.04 [0.77 |0.86 |0.15 568 66 16 11 17
Micorrizadas 146 |0.10 |0.78 |0.85 |0.15 | 1023 | 48 22 10 15

TABLA 5. Contenido total de nutrientes en las plantas no micorrizadas y micorrizadas después de 180
dias de cultivo.

mg por planta ug por planta
N P K Ca Mg Fe Mn Cu Zn B
No micorrizadas 40 1 20 22 4 1 0.2 0.04 | 0.03 | 0.04
Micorrizadas 110 7 56 61 11 7 0.3 | 0.15 | 0.07 | 0.10
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