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Il RESUMEN EJECUTIVO

A la fecha se han realizado una serie de ensayos conducentes a lograr un
protocolo de enraizamiento in vitro e in vivo del material de olivo micropropagado.

Se logré establecer el mejor tratamiento para enraizar in vitro los explantes
previamente elongados.

No se logré enraizar in vivo microestacas procedentes de la propagacion in vitro
de esta especie.

No se logré aclimatar las microestacas enraizadas in vitro.



I TEXTO PRINCIPAL
1.1 ASPECTOS METODOLOGICOS

Para llevar a cabo esta etapa complementaria del proyecto se utilizé explantes de
olivo de la variedad Sevillano que crecian en condiciones in vitro procedentes de
las etapas anteriores.

I11.1.1 Enraizamiento in vitro

Este ensayo se realiz6 con microestacas de 2 cm de longitud. Como medio de
cultivo se utilizd las sales minerales del medio de Murashige y Skoog (1962)
diluidas a la mitad de su concentracion, adicionadas de azucar (20g/l), carbén
activado (0,3g/l) y agar (7g/l).

Se ensayaron dos tratamientos auxinicos: acido naftalén acético (ANA) y acido
indol butirico (AIB), utilizando en ambos casos una concentracion de 1mg/l del
regulador de crecimiento, con veinte repeticiones por tratamiento.

El pH se ajusté en 5,8, previo a la esterilizacion de los medios de cultivo en
autoclave por un periodo de 15 minutos a 120°C. Todas las manipulaciones del
material vegetal se realizaron en una camara de flujo laminar horizontal, siguiendo
el protocolo clasico de las siembras in vitro.

Una vez establecidos los explantes en los frascos que contenian los respectivos
medios de cultivo, fueron llevados a una camara de crecimiento con ambiente
controlado, con una temperatura de 25+2°C, una intensidad luminica de 1600 lux y
un fotoperiodo de 16 horas luz por dia.

Las variables evaluadas fueron las siguientes:
- Presencia o ausencia de raiz

- Numero de raices por explante

- Largo de raices

Estas evaluaciones se realizaron cada 15 dias.

Una vez que las raices alcanzaron los 2 cm de longitud, las plantas fueron
llevadas a la camara bioclimatica bajo invernadero frio. Dentro de esta camara, se
habilitaron pequefias canastas con un sustrato compuesto de perlita y turba (3:1
v/v) donde se ubicaron las plantas durante todo el periodo de aclimatacion (Figura
1). Estas canastas estaban cubiertas por un polietileno transparente que
permitiera mantener la humedad relativa cercana al 100% (Figura 2). En esta
etapa se evalué la sobrevivencia a las condiciones in vivo al cabo de 15 dias de
trasplantadas.



Figura 1. Canasta utilizada para aclimatar microestacas micropropagadas de olivo



Figura 2. Canasta cubierta con polietileno transparente, utilizada para aclimatar
microestacas micropropagadas de olivo



[11.1.2 Pretratamiento para estimular el enraizamiento in vitro

Al igual que en el ensayo anterior, se utilizaron microestacas procedentes de la
etapa de elongacion del proceso de micropropagacion de olivo.

El pretratamiento se llevo a cabo en un ambiente estéril dentro de la camara de

flujo laminar horizontal y consistié en:

- la inmersion de la base de la microestaca en una solucién acuosa de ANA
(1mg/l) por 35 segundos, o

- la inmersién de la base de la microestaca en una solucién hidroalcohdlica de
AIB (500 mg/l) por 30 minutos.

Una vez realizado el pretratamiento correspondiente, se procedid igual que en el
ensayo anterior, teniendo la precaucién que las microestacas pretratadas con ANA
fueran llevadas al tratamiento con ANA y aquellas pretratadas con AIB fueran
llevadas al tratamiento con AIB. Se realizé un total de 20 repeticiones por
tratamiento.

Las variables evaluadas fueron las siguientes:
- Presencia o ausencia de raiz

- Numero de raices por explante

- Largo de raices

Estas evaluaciones se realizaron cada 15 dias.

111.1.3 Pretratamiento para estimular el enraizamiento in vivo

Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron aquellos explantes de 2 cm de
longitud procedentes de la fase de elongacion in vitro.

Los pretratamientos se aplicaron en condiciones estériles en la camara de flujo
laminar horizontal, siguiendo el protocolo clasico para los repiques in vitro, y
consistieron en:

- el establecimiento de los explantes en un medio de cultivo compuesto por las
sales minerales de Murashige y Skoog (1962) diluidas a la mitad de su
concentracion, adicionadas de azucar (20g/l), carbén activado (0,3 g/l), agar (7g/l)
y ANA (1 mg/l), por un periodo de 5 dias. Durante este tiempo se mantuvieron en
la camara de crecimiento con ambiente controlado, con una temperatura de
25+2°C, una intensidad luminica de 1600 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz por
dia.

- el establecimiento de los explantes en un medio de cultivo compuesto por las
sales minerales de Murashige y Skoog (1962) diluidas a la mitad de su
concentracion, adicionadas de azucar (20g/l), carbon activado (0,3 g/l), agar (7g/l)
y AIB (1 mg/l), por un periodo de 5 dias. Durante este tiempo se mantuvieron en la



camara de crecimiento con ambiente controlado, con una temperatura de 25+2°C,
una intensidad luminica de 1600 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz por dia.

Una vez realizados los pretratamientos a veinte unidades experimentales por cada
uno de ellos, las microestacas fueron retiradas de los frascos de cultivo, se les
elimind todos los restos de medio de cultivo de la base y se sumergieron en una
mezcla de Benlate (1,2 g/l) mas Captan (1,2 g/l), para ser llevadas a la camara
bioclimatica bajo invernadero frio.

Dentro de esta camara, se habilitaron pequenas canastas con un sustrato
compuesto de perlita y turba (3:1 v/v) donde se ubicaron las plantas durante todo
el periodo de enraizamiento y aclimatacién. Estas canastas estaban cubiertas por
un polietileno transparente que permitiera mantener la humedad relativa cercana
al 100%. En esta etapa se evalud el enraizamiento y la sobrevivencia a las
condiciones in vivo al cabo de 15 dias de trasplantadas.



[11.2 RESULTADOS OBTENIDOS
I11.2.1 Enraizamiento in vitro
Al cabo de 15 dias de establecidos los explantes en los tratamientos con

reguladores de crecimiento auxinico, se observé enraizamiento sélo en algunos
explantes del tratamiento con ANA (Cuadro1).

CUADRO 1. Enraizamiento (%) in vitro de microestacas de olivo cultivar Sevillano

Tratamientos Enraizamiento (%)
ANA (1mg/l) 40
AlIB (1mg/l) 0

Al evaluar las caracteristicas de estas raices se pudo constatar que estas tenian
un largo promedio de 3 mm por raiz, presentando so6lo una raiz por explante
(Cuadro2).

CUADRO 2. Numero y largo de raices por microestaca de olivo cultivar Sevillano

Tratamientos | Numero de raices/microestaca | Largo de raices
(mm)

ANA (1mg/l) 1 3

AIB (1mg/l) 0 0

Si se comparan estos resultados con lo que ocurre en otras especies frutales
como son los citricos, se puede constatar que si bien en estas especies los
primordios radicales son visibles a los 8 dias, en el caso del olivo recién a los 15
dias son visibles. Sin embargo, si se compara la velocidad de crecimiento de estas
raices, ésta es superior en los olivos donde en este ensayo se pudo constatar que
al cabo de 23 dias ya alcanzaban un largo promedio de 17 mm por raiz, tasa de
crecimiento muy superior a la observada en citricos in vitro.

Una vez que las raices alcanzaron los 2 cm de longitud, las plantas se llevaron a
la camara bioclimatica para su aclimatacion a las condiciones in vivo. En esta
camara, las plantas se ubicaron en las canastas descritas en la metodologia y se
mantuvieron cubiertas con un polietileno transparente (Figura 3). Sin embargo, al
cabo de 7 dias comenzaron a manifestar sintomas de deshidrataciéon a pesar de
contar con una alta humedad relativa. Ademas, las hojas comenzaron a
abscicionar en forma progresiva, hasta que las plantas quedaron completamente



desfoliadas, para finalmente secarse completamente el tallo. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por diversos investigadores, donde se sefala que las
mayores pérdidas en la micropropagacion se obtienen en la etapa de aclimatacion.

De este modo, al cabo de 15 dias el porcentaje de sobrevivencia era
practicamente nulo, para llegar a obtener finalmente a los 20 dias la muerte total
del material vegetal.

Este ensayo se repitid posteriormente lograndose los mismos resultados.
111.2.2 Pretratamiento para estimular el enraizamiento in vitro

En este ensayo, se obtuvo 0% de enraizamiento con ambos pretratamientos y sus
respectivos tratamientos posteriores. Con esta inmersién de la base de la estaca
en una solucion auxinica lo que se pretendia era cumplir con los requisitos
auxinicos descritos por Hartmann et al (1997), para la fase del enraizamiento
denominada auxina-activa, durante la cual se requiere una provision continua de
auxina para formar raices, a partir de una yema terminal o auxina exégena. Sin
embargo, estos tratamientos no dieron el resultado esperado lo que podria
deberse a varios factores, entre otros, que la concentracién de auxina no haya
sido suficiente, que faltara algun cofactor de enraizamiento o bien que la enzima
polifenol oxidasa que participa en formacion del complejo co- factor+auxina no
haya estado disponible.

De todas maneras este material vegetal sin enraizar fue llevado a la camara
bioclimatica para su enraizamiento in vivo y posterior aclimataciéon, obteniéndose
los mismos resultados descritos en el ensayo anterior.

I11.2.3 Pretratamiento para estimular el enraizamiento in vivo.

Con este ensayo se perseguia el mismo objetivo que en el ensayo anterior, es
decir que la auxina estuviera disponible para la fase auxina-activa del proceso de
rizogénesis.

Sin embargo, no se obtuvo los resultados esperados y al cabo de 5 dias de ser
trasplantadas las microestacas comenzaron a manifestar sintomas de
deshidratacion y a los 10 dias comenzaron a abscicionar sus hojas para quedar al
cabo de 15 dias completamente desfoliadas. Por lo tanto, en las dos variables
evaluadas, enraizamiento y sobrevivencia a las condiciones in vivo se obtuvo 0%.
Este ensayo se repitid, lograndose los mismos resultados ya descritos.



Figura 3. Vista general de la camara bioclimatica con el sistema utilizado para
enraizar y aclimatar microestacas micropropagadas de olivo.



[11.3 PROBLEMAS ENFRENTADOS

Se habia considerado la posibilidad de evaluar el efecto del reactivo Putrescina
como estimulador del enraizamiento segun lo cita MENCUCCINI (1995), en un
trabajo sobre enraizamiento de olivo in vitro. Dicho reactivo fue encargado al
proveedor de Sigma en agosto del presente afio, comprometiéndose a entregarlo
en 15 dias, sin embargo hasta la fecha este reactivo aun no esta disponible en el
pais ni en el extranjero.
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I11.5 DIFUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

I11.5.1 RUIZ, L. 1998. "Efecto de la aplicacién de AIB y época de recoleccion sobre
el enraizamiento de estacas semilefiosas de olivo (Olea europaea L.) del cultivar
sevillano." Se adjunta resumen y tapa del Taller de Titulacion.

l11.5.2 CASTRO, M., CARTER, E. y RUIZ, L. 1998. "Micropropagacion de olivo
(Olea europaea L.). lll Encuentro Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal. 1-5
junio, La Habana, Cuba. 124 y125 p. Se adjunta resumen del trabajo presentado y
tapa del libro de resumenes del Congreso.

I11.5.3 CASTRO, M. y RUIZ, L. 1998. "Efecto de la aplicaciéon de AIB y época de
recoleccidn sobre el enraizamiento de estacas semilefiosas de olivo (Olea
europaea L.) del cultivar sevillano." IX Congreso Latinoamericano de Horticultura y
XLIX Congreso Agronomico de Chile. Se adjunta resumen del trabajo presentado.




[11.6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- Con el tratamiento con acido naftalén acético (ANA) se obtuvo 40% de
enraizamiento de microestacas de olivo del cultivar sevillano in vitro.

- [Estas microestacas enraizadas no lograron sobrevivir en la etapa de
aclimatacion in vivo.

- No se logré enraizamiento in vitro de microestacas de olivo del cultivar
sevillano con los pretratamientos de inmersién en soluciones auxinicas.

- No se logré enraizamiento in vivo de microestacas micropropagadas de olivo
del cultivar sevillano.

- El porcentaje de enraizamiento in vitro logrado (40%) no es suficiente para ser
utilizada esta técnica a escala comercial.
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[11.8 ANEXOS

Resumen y tapa del Taller de Titulacion de RUIZ, L. 1998. "Efecto de la
aplicacion de AIB y época de recolecciéon sobre el enraizamiento de estacas
semilefiosas de olivo (Olea europaea L.) del cultivar sevillano."

Resumen del trabajo presentado y tapa del libro de resumenes del llI
Encuentro Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal. 1-5 junio de 1998. La
Habana, Cuba.

Resumen del trabajo presentado al IX Congreéo Latinoamericano de
Horticultura y XLIX Congreso Agronémico de Chile. 30 noviembre — 3
diciembre de 1998.
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6. RESUMEN

En el invernadero y Laboratorio de Micropropagacion de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Catolica de Valparaiso, se realizé un estudio de
propagacion de olivo (Olea europaea L.) cultivar Sevillano, con el objetivo de
evaluar el enraizamiento de estacas semilenosas dentro de una camara de
polietileno bajo nebulizacion, durante el periodo comprendido entre
noviembre de 1997 y junio de 1998.

El estudio consisti® en la evaluaciéon del efecto de cinco épocas de
recoleccion de estacas (noviembre, diciembre, enero, febrero y marzo) y de
tres dosis de auxina, AIB (0 ppm, 2000 ppm y 4000 ppm), sobre el porcentaje
de enraizamiento, el porcentaje de pudricion y el numero y longitud promedio
de raices por estaca, realizando mediciones a los 30, 60 y 90 dias de iniciado

el ensayo.

Los resultados obtenidos para las variables “porcentaje de enraizamiento’,
“namero de raices” y “longitud promedio de raices” no permiten establecer
una influencia marcada del AIB sobre la totalidad de los tratamientos, ya que
solo en algunas épocas de recoleccion la auxina ejercié una influencia
notoria. Asi, a los 90 dias de establecidas las estacas, los mayores
porcentajes de enraizamiento los obtuvieron las recolectadas en diciembre
con 2000 y 4000 ppm de AlB, en enero con 4000 ppm de AIB y en marzo con
2000 y 4000 ppm de AIB, en un rango que fluctué entre 60,87 % y 85,71 %.
Con relacién al numero de raices, los mejores resultados obtenidos fueron de
estacas recolectadas en marzo con 2000 y 4000 ppm de AIB. Con respecto a
la longitud promedio de raices, los mejores resultados fueron obtenidos por
estacas recolectadas en diciembre con 2000 y 4000 ppm de AlB, enero con
4000 ppm de AIB y marzo con 0, 2000 y 4000 ppm de AIB. Con relacion al
porcentaje de pudricion, no hubo efecto significativo de la dosis de AlB; las
estacas mas afectadas fueron las recolectadas en noviembre con 0 y 2000
ppm de AIB, en enero con 0 y 4000 ppm de AIB y en febrero con 2000 ppm
de AIB.




[Il ENCUENTRO LATINOAMERICANO
DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

- 3RD LATIN-AMERICAN MEETING
- ON PLANT BIOTECHNOLOGY

JUNIOZJUN T-5

PALACIO DE CONVENCIONES DE LA HABANA

Havana International Conference Center




de las pasifloras comestibles, dirigido al logro de variedades promisorias,
principalmente en cuanto a calidad de frutos y resistencia a enfermedades.
La posibilidad de incrementar, mediante mutaciones inducidas,
la variabilidad genética de los cultivos requiere precisar previamente la dosis
6ptima del agente mutagénico que un cierto explante de un determinado
cultivo puede tolerar. Semillas parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.)
con 14% de humedad fueron sometidas a las dosis de 0; 100; 200; 300; 400
y 500 Gy de rayos v, usando la fuente de Cobalto 60 del CENA/USP.
Los tratamientos, con 4 réplicas cada uno, en disefio completamente
aleatorizado, constaron de 25 semillas / tratamiento / repeticion, las cuales
fueron sembradas en cajones de madera mantenidos en invernadero,
conteniendo una mezcla de suelo, arena y estiércol. La germinacién se inicié
a los 15 dias. Como indicadores de dafios se usaron los parametros de
porcentaje de germinacién, presencia de manchas cloréticas en el follaje,
altura de plantas y sobrevivencia, y fueron medidos peri6dicamente.
Los resultados obtenidos permiten concluir lo siguiente: a) la dosis de 200 Gy
afect6 severamente la germinacién, altura de plantas y sobrevivencia;
b) la dosis de 300; 400y 500 Gy resultaron letales; c) la dosis letal 50 esta
entre 100 y 200 Gy.

MICROPROPAGACION DE OLIVO (Olea europaea L.)

V.M. Castro; R. E. Caner; G. L. Ruiz

Laboratorio de Micropropagacién, Facultad de Agronomia, Universidad
Catodlica de Valparaiso, Chile

Esta investigacién es la primera etapa de un proyecto que tiene como
objetivo establecer un protocolo para la propagacién in vitro del olivo.
El material vegetal utilizado fue: material proveniente de campo de las
variedades Sevillano, Ascolano y Empeltre; y plantas madres de la variedad
Sevillano, mantenidas en un invernadero frio. Inicialmente se determiné el
tipo de explanta a utilizar, para ésto se test6 3 tipos de material, uninodal,
yema y apice caulinar. El tratamiento de desinfeccién a seguir se basé en una
primera instancia en la utilizacién de hipoclorito de sodio para la
desinfeccién de los 3 tipos de explantes mencionados, luego las experiencias
se centraron en pruebas de desinfeccién para explantes uninodales de olivo,
ya que éstos fueron los que presentaron los mejores resultados. Se encontré
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que la mejor concentracién de desinfectante fue 2,5% de hipoclorito de sodio.
La determinacién del medio de establecimiento para explantes uninodales
de olivo se bas6 en el medio descrito por Rugini (1984), modificindose las
concentraciones de zeatina, cbteniéndose los mejores resultados con 0,5 mg/1
de zeatina. De los ensayos realizados en la etapa de proliferacién utilizando
el mismo medio basal la mejor respuesta se obtuvo con 4 mg/1 de zeatina.
Para aumentar la longitud de las microestacas obtenidas en la etapa
de proliferacién, se realizé un ensayo utilizando brotes de 5, 10, 15 mm de
longitud, los que fueroh subcultivados sobre el medio de elongacién descrito
por Rugini y Fontanaza (1981). Sin embargo, no se obtuvieron resultados
satisfactorios.

PROPAGACION in vitro DE PORTAINJERTOS DE ROSA (Rosa canina)
V.M. Castro; M.L. Jorquera

Laboratorio de Micropropagacién, Facultad de Agronomia, Universidad
Catélica de Vaiparaiso, Chile

Se realizaron dos ensayos con el objetivo de desarrollar un sistema de
micropropagacién de esta especie para la posterior obtencién de plantas
libres de virus, siguiendo la técnica de aislamiento de meristemas. El primero
consistid en evaluar 5 concentraciones de Bencil amino purina (BAP) en la
etapa de proliferacién sobre botes axilares de rosa, para esto se realizaron
5 mediciones semanales a partir de 12 dfas de la siembra. Los resultados de
este ensayo indicaron que la concentracién de 1 ppm de BAP fue la que
entregé el mayor promedio de niimero de brotes de portainjerto de rosa,
necesitindose mas tiempo en dicha etapa para determinar el efecto de esta
concentracién sobre la tasa de crecimiento de brotes. El segundo ensayo
se realizé para evaluar, en la etapa de aislamiento meristematico,
una concentracién de BAP solo v/s BAP + GA, en medios de elongacién
para los meristemas, para lo cual se efectuaron 14 mediciones a partir de
los 73 dias después de la siembra. Los resultados indicaron que existi6 efecto
de la combinacién de BAP + GA, en la sobrevivencia de los meristemas,
siendo significativamente distinto en las ltimas 9 semanas de evaluacién
sobre el tratamiento de BAP solo. Con respecto a la tasa de crecimiento
promedio, no se verificé ningun efecto de los tratamientos sobre la variable
respuesta.
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Con el objetivo de evaluar el enraizamiento de estacas semilefiosas de olivo cultivar
Sevillano, se recolectaron estacas en 5 épocas y se aplicaron 3 dosis de AIB ( 0 ppm, 2000
ppm y 4000 ppm).Las variables medidas fueron porcentaje de enraizamiento, porcentaje de
pudricion y nimero y longitud promedio de raices por estaca. Las evaluaciones se realizaron a
los 30, 60 y 90 dias. A los 90 dias de establecidas las estacas, los mayores porcentajes de
enraizamiento los obtuvieron las recolectadas en diciembre con 2000 y 4000 ppm , en enero
con 4000 ppm y en marzo con 2000 y 4000 ppm, en un rango que fluctud entre 60,87% y
85,71%.El mayor nimero de raices se obtuvo con estacas recolectadas en marzo con 2000 y
4000 ppm, mientras que el mayor largo promedio de raices se alcanzO con estacas
recolectadas en diciembre con 2000 y 4000 ppm, enero con 4000 ppm y marzo con 0, 2000 y
4000 ppm de AIB. El porcentaje de pudricion fue mayor en estacas recolectadas en
noviembre con 0 y 2000 ppm, en enero con 0 y 4000 ppm y en febrero con 2000 ppm de AIB.
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