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Il. RESUMEN EJECUTIVO

A la fecha se han realizado diversos ensayos para lograr la validacidn del
protocolo de propagacion in vitro de olivo.

Se ha logrado establecer y proliferar material de esta especie, el que actualmente
se encuentra en etapa de elongacion para su posterior enraizamiento.

Con respecto al disefo e instalacion de infraestructura para enraizamiento, ésta
cumple con todos los requisitos necesarios para lograr una buena respuesta en
enraizamiento de olivo y de otras especies.

Ademas, se determinaron los parametros bioclimaticos para llevar a cabo el
enraizamiento de olivo.



[ll. TEXTO PRINCIPAL
1. RESUMEN DE LA PROPUESTA ORIGINAL

Se planted obtener material vegetal de las variedades de olivo que tienen las
mejores posibilidades de concurrencia al mercado, tanto para produccién de aceite
como para produccién de aceitunas de mesa. Este material vegetal se puede
obtener tanto en pequeras plantaciones establecidas previamente en el pais como
importandolo desde los paises tradicionalmente productores de aceite y aceitunas.

El material vegetal que se obtenga de importacion estara restringido de
propagarse, mas alla del ensayo, durante dos anos, de allii la importancia de
obtener el material de procedencia nacional. A partir de la obtencién de este
material vegetal se procedera a sembrar diferentes secciones de tejido proliferativo
en medios de cultivo, sometiéndolo a las condiciones estandarizadas de cultivo de
tejidos en laboratorio, evaluando comparativamente cada uno de ellos, hasta
obtener un protocolo confiable que permita reproducir la técnica, tanto como sea
necesario, para la obtencion del numero total de plantas que se necesitan.

Simultdneamente, se disefara una camara de enraizamiento y aclimatacién que
permita realizar estas fases de la propagacion en forma segura, para lo cual la
camara en cuestién dispondra de controles electrénicos de las variables
temperatura basal, temperatura aérea, humedad relativa y renovacion de gases
ambientales, ademas de barreras ambientales y sanitarias.

Por ultimo el proyecto realizara ensayos con diferentes sustratos de enraizamiento
y aclimatacion que permitan hacer mas confiable y productiva esta fase abaratando
costos al disminuir el tiempo de propagacion en laboratorio.

Los objetivos generales planteados en el proyecto fueron:
1.- Desarrollo de una tecnologia nacional de propagacion in vitro de variedades
seleccionadas de olivo, que permita a cualquier laboratorio calificado aplicar la

técnica con resultados seguros.

2.- Desarrollo de una técnica de enraizamiento in vitro e in vivo y aclimatacion de
las plantulas obtenidas en ambas técnicas

3.- Disefio y evaluacién de la infraestructura necesaria para la ejecucion de esta
técnica.

4 .- Evaluacion de los ambientes de crecimiento aptos para la aclimatacion; tanto
aéreos como basales.




2. CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS DEL PROYECTO

variedades seleccionadas de olivo

OBJETIVO RESULTADOS
1. Obtencién de un protocolo de |Se determind:
establecimiento y proliferacion de las | 1.1 Un preacondicionamiento del

material vegetal

1.2. Un protocolo de desinfeccién para
cultivo in vitro de explantes de olivo.
1.3. Que el explante uninodal era el

mas adecuado para la

micropropagacion de olivo. ———
1.4. El medio de establecimiento in
vitro.

15. El manejo del repique de
explantes in vitro.

1.6. El control del pardeamiento in
vitro.

1.7. El medio de proliferacion in vitro.
1.8. La época de obtencion del
material vegetal.

2. Obtencion de un protocolo de
enraizamiento in vitro

2.1. No se alcanzd a llegar a la etapa
de enraizamiento in vitro

3. Obtencion de un protocolo de
enraizamiento in vivo. Tipificaciéon y
eleccién de los sustratos que cumplan
con las condiciones ideales para la fase
de aclimatacion y enraizamiento de
plantulas inducidas in vitro.

3.1. Se planteé6 un protocolo de
enraizamiento in vivo, el que se llevara
a cabo proximamente.

3.2. Se seleccionaron los sustratos a
utilizar en la etapa de enraizamiento y
aclimatacion.

4. Disefio y evaluacién de Ila
infraestructura que asegure la
reproductividad de la  tecnologia
(instrumentos,maquinarias,herramientas)

4.1. Se disefid y evalud la camara de
aclimataciéon para llevar cabo el
enraizamiento de olivos.

5. Determinacién de las variables
bioclimaticas para la aclimatacién vy
enraizamiento de las plantulas obtenidas
de la propagacion in vitro.

5.1.Se determinaron los siguientes
parametros:

- Temperatura basal

- Temperaturas extremas del aire

- Humedad relativa

- Régimen de renovacion de gases

- Humedad foliar

- Luminosidad




2.1. Obtencién de un protocolo de establecimiento y proliferacion de las
variedades seleccionadas de olivo

2.1.1. Ensayo |: Protocolo de desinfeccién para cultivo in vitro de explantes de
olivo:

Para la evaluacion de un protocolo de desinfeccion para cultivo in vitro de
explantes de olivo se realizaron numerosos ensayos en distintas fechas y tipos de
explante. Sus resultados y andlisis son presentados a continuacion.

2.1.1.1. Ensayo de desinfeccion 1.

En el presente ensayo se realizo la siembra de distintos tipos de explantes de olivo
los que provenian directamente de campo. La variedad no fue identificada. El
medio utilizado fue el de establecimiento descrito por RUGINI (1984). En el
cuadro 1, se puede apreciar solamente resultados de desinfeccion, ya que no fue
evaluado el porcentaje de brotacion. Como contaminacién se asumid tanto
contaminacion exégena como endégena.

Los mejores resultados se obtienen al utilizar concentraciones altas de hipoclorito
de sodio para un mismo tipo de explante (uninodal), obteniéndose 77 y 60% de
éxito para las concentraciones de 5 y 10% respectivamente. En base a ésto se
podria recomendar el uso de 5% NaCIl0 por poseer una menor dosis de este
producto y obtenerse el mismo resultado. Al comparar el porcentaje de éxito en la
desinfeccion utilizando (% de NaCl0 en distintos tipos de explantes (uninodal, una
yema y apice) es posible apreciar que no existe diferencia.

CUADRO 1. Efecto de la desinfeccion con diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio en distintos tipos de explantes de olivo.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE EXITO A LOS 44 DIAS
1 (UNINODAL, 5% NaClO) 77 a
2 (UNINODAL, 10% NaClO) 60 ac
3 (UNINODAL, 1 % NaClO) 0 b
4 (1 YEMA, 1% NaClO) 0 b
5 (APICE, 1 % NaClO) 25 bc

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
inferencia para proporciones con distribucién binomial (p <- 0,05).



2.1.1.2. Ensayo de desinfeccion 2.

En el presente ensayo se realizé la siembra de distintos tipos de explantes de olivo
los cuales provenian directamente del campo y la variedad no fue identificada. El
medio utilizado fue de establecimiento descrito por RUGINI (1984). En el
CUADRO 2 es posible apreciar que a concentraciones bajas de hipoclorito de
sodio el éxito en la desinfeccion es bajo comparado con la mayor supervivencia
alcanzada a dosis mayores de hipoclorito de sodio. Esto confirma las
caracteristicas de la desinfeccion con hipoclorito de sodio planteadas por
BIANCANI (1996) y SAN MARTIN (1996), es decir, que las concentraciones de
hipoclorito de sodio son directamente proporcionales al éxito posible de alcanzar
en la desinfeccién del material vegetal. En lo referente al tipo de explante, se
aprecia que no existe una diferencia significativa entre los distintos tratamientos y
los distintos tipos de explantes (uninodal, una yema y éapice) desinfectados, a
excepcion del tratamiento 8 en donde se aprecia una diferencia, resultando este el
de menor éxito.

Al comparar tratamientos con iguales dosis de hipoclorito de sodio, pero distinto
tipo de explante (tratamientos 8, 9 y 10), es posible establecer una diferencia
significativa entre los tratamientos 8 (uninodal) y 10 (apice), obteniéndose mejores
resultados trabajando con &pices de plantas de olivo, que con explantes
uninodales. Esto puede deberse a que los tricomas peltados que posee el olivo en
la superficie evitarian la contaminacién de estructuras que se encuentren internas
(como por ejemplo el apice), dificultando la contaminacién de éstas porque las
particulas quedarian atrapadas en las primeras cubiertas (en este caso las
bracteas que cubren el dpice), por el contrario perjudicarian la desinfeccion de
explantes que se encuentran mas expuestos a la contaminacion (explantes
uninodales) en donde los tricomas atraparian las particulas, evitando la accién del
hipoclorito de sodio.

CUADRO 2. Efecto de la desinfeccién con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en distintos tipos de explantes de olivo.

TRATAMIENTOS PORCENTAJE
DE EXITO 21
DIAS (%)
DIAS (%)
6 (UNINODAL. 5% NaClO) 10 ab
7 (1 YEMA, 5% NaClO) 20 ab
8 (UNINODAL, 1 % NaClO) 0 b
9 (1 YEMA, 1 % NaClO) 10 ab
10 (APICE, 1% NaClO) 36 a

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
inferencia para proporciones con distribucién binomial (p < 0,05).



2.1.1.3. Ensayo de desinfeccion 3.

En el presente ensayo se realizd la siembra de explantes uninodales de olivo los
cuales provenian directamente de campo y la variedad no fue identificada. El
medio utilizado fue MS.

En esta experiencia es posible ratificar experiencias anteriores en donde es
posible apreciar que una concentracién elevada (tratamiento 12) tiene un mejor
efecto en la desinfecciéon de los explantes que concentraciones menores
(tratamiento 11). Es importante hacer notar que estos resultados son solo de
desinfeccion (CUADRO 3), ya que en este caso en donde se utilizdé como medio
Murashige y Skoog (macro y micronutrientes, 8 g/l de agar y pH 5,7), después de
un tiempo los explantes sufrieron una necrosis y posterior muerte.

CUADRO 3. Efecto de la desinfeccién con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en explantes uninodales de olivo.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE EXITO A LOS 8 DIAS (%)
11 (0,25% NaClO) 25 b
12 (0,5% NaClO) 67 a
13 (0,75% NaClO) 50 ab

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
inferencia para proporciones con distribucion binomial ( p < 0,05).

2.1.1.4. Ensayo de desinfeccion 4.

En el presente ensayo se realiz6 la siembra de explantes uninodales de olivo los
cuales provenian directamente del campo y las variedades utilizadas fueron:
Empeltre, Ascolano, Sevillano y una desconocida. El medio utilizado fue MS.

Este ensayo se realizd para ver la respuesta de distintas variedades a las distintas
desinfecciones con hipoclorito de sodio, ademas se realizaron tratamientos en
donde la concentracion de hipoclorito fue 0% (tratamiento testigo), para dilucidar
el origen de las oxidaciones que se producian en los explantes y se pudo
comprobar que si bien el hipoclorito de sodio es dificil de extraer de los tejidos
vegetales pudiendo causar dafio en éstos, en este caso no fue la causa de las
oxidaciones ya que en los tratamientos testigo se observaron los mismos danos,
por lo cual es posible deducir que en el medio estaria el problema (CUADRO 4).
Al examinar la composicion de los medios Murashige y Skoog (macro vy
micronutrientes, agar 8 g/l y pH 5,7) y OM (de establecimiento) se aprecia que la
concentracion de compuestos nitrogenados es, en el mejor de los casos el triple,
lo que seria la causa de las quemaduras.



CUADRO 4. Efecto de la desinfeccion con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en explantes uninodales de olivo.

TRATAMIENTO CONTAMINADOS CONTAMINADOS SECOS
VERDES SECOS
14 (DESCONOCIDA, 2,5% NaClQ) 0 9 4
15 (EMPELTRE, 2,5% NaClO) 3 5 0
16 (ASCOLANO, 2,5% NaClO) 0 15 0
17 (SEVILLANO, 2,5% NaClO) 6 9 0
18 (DESCONOCIDA, 1% NaClO) 2 13 0
19 (EMPELTRE, 1% NaClO) 2 9 0
20 (ASCOLANO, 1 % NaClO) 4 10 0
21 (SEVILLANO, 1% NaClO) 4 10 0
22 (DESCONOCIDA, 0,5% NaClO) 1 14 0
23 (EMPELTRE, 0,5% NaClO) 5 9 0
24 (ASCOLANO, 0,5% NaClO) 5 10 0
25 (SEVILLANO, 0,5% NaClO) 8 7 0
26 (DESCONOCIDA, 0% NaClO) 0 15 0
27 (EMPELTRE, 0% NaClO) 3 12 0
28 (ASCOLANO, 0% NaClQ) 0 15 0
29 (SEVILLANO. O% NaClO) 2 13 0

CONTAMINADOS/VERDES: son aquellos explantes de coloracién normal (verde) en que
puede presentar tanto contaminacién exégena y/o endégena

CONTAMINADOS/SECOS: son aquellos explantes que presentan una coloracién café (oxidados
ylo secos) que puede presentar tanto contaminacion exdgena y/o endégena

SECOS: son aquellos explantes que presentan una coloracién café (oxidados y/o Secos) y que no
presentan contaminacion exdgena, ni enddgena.

2.1.1.5. Ensayo de desinfeccion 5.

En el presente ensayo se realizd la siembra de explantes uninodales de olivo los
cuales provenian de plantas que se mantuvieron en invernadero, la variedad
utilizada es Sevillano. El medio utilizado fue medio de establecimiento descrito por
RUGINI (1984)

Para este caso los resultados son totalmente contrarios a lo que se esperaria a
pesar de las desinfecciones realizadas a las plantas madres, esto se debe a que
en la superficie el olivo posee tricomas (MARTIN, 1994) lo que dificultaria el efecto
de los desinfectantes (CUADRO 5). Es por eso que a partir de este ensayo
ademas de las desinfecciones periddicas a las plantas madres, se procedera a
escobillar bajo agua corriente a las ramillas que se utilizaran en la siembra
corroborando lo que proponen PIERIK (1990) y SEYHAN (1994), quienes
mencionan que efectuando lavados del material a utilizar previo a la desinfeccién
con hipoclorito de sodio mejora la accion de este desinfectante.



CUADRO 5. Efecto de la desinfeccion con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en explantes uninodales de olivo.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE EXITO A LOS
33 DIAS (%)

30(2,5% NaClO) 5a

31 (1,0% NaClO) 45 b

32 (0,5% NaClO) 90 b

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
inferencia para proporciones con distribucién binomial ( p < 0,05).

2.1.1.6. Ensayo de desinfeccion 6.

En el presente ensayo se realizé la siembra de explantes uninodales de olivo los
cuales provenian de plantas que se mantuvieron en invernadero, la variedad
utilizada es Sevillano. El medio utilizado fue medio de establecimiento descrito por
RUGINI (1984)

A partir de las modificaciones realizadas al proceso de pre-acondicionamiento de
las ramillas se aprecia una mejora en las desinfecciones alcanzandose un alto
porcentaje de exito (CUADRO 6). Con esto se puede reafirmar que la sanidad
inicial es un aspecto importante para tener éxito en el cultivo in vitro de olivo,
aspecto planteado por RUGINI (1990), asi como en las Gesneridceas en donde
utilizando esta técnica disminuia de manera considerable la contaminacion
(HUGUES, 1981, citado por PIERIK, 1990), y es por ésto que no se aprecia una
diferencia entre los distintos tratamientos.

CUADRO 6. Efecto de la desinfeccion con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en explantes uninodales de olivo.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE EXITO 26 DIAS (%)
33 (2,5 NaClO) 65 a
34 (1,0 NaCl0) 81 a
35 (0,5 NaCi0) 81 a

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
Inferencia para proporciones con distribucién binomial (p < 0,05).



2.1.1.7. Ensayo de desinfeccion 7.

En el presente ensayo se realizd la siembra de explantes uninodales de olivo los
cuales provenian de plantas que se mantuvieron en invermadero, la variedad
utilizada es Sevillano. El medio utilizado fue medio de establecimiento descrito por
RUGINI (1984), pero se modifico la concentracion de zeatina (0 mg/l).

De estos resultados es posible apreciar una diferencia entre los tratamientos,

alcanzandose mejores resultados mientras mas alta es la concentracidn de

hipoclorito de sodio. Esta situacion también es mencionada por BIANCANI (1996)

en la desinfeccion de ramillas de chirimoyo. Si bien los porcentajes de éxito no

son altos, esto puede deberse a que existen épocas del afio en que el material es
mas propenso a contaminacién. Esto ratificaria las épocas en que se obtienen
mejores resultados de desinfeccion (desde agosto hasta abril) para cultivo in vitro
de olivo (GARCIA-BERENGUER y DURAN, 1990) y flushes de crecimiento
vegetativo para papayos (AREVALO, 1986).

CUADROQO 7. Efecto de la desinfeccidn con distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio en explantes uninodales de olivo.

TRATAMIENTO PPORCENTAJE DE EXITO A LOS 8 DIAS (%)
36 ( 0,5 NaClO) Oa

37 (1,0 NaClO) 14 b

38 (2,5 NaClQ) 38 ¢

Porcentajes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo al test de
inferencia para proporciones con distribucion binomial (p < 0,05)

2.1.2. Ensayo 2: Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de
establecimiento de explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

Ensayo 2.1. Ensayo de establecimiento.

El presente ensayo fue realizado para encontrar el mejor medio de establecimiento
de explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano. Estos explantes
provenian de una exitosa desinfeccion, el medio utilizado en dicha etapa fue OM (
que contenia 0,5 mgll de zeatina). El porcentaje de brotacién alcanzado en este
ensayo fue de un 100%. Los datos de este ensayo se presentan a continuacion
desglosados en dos fechas de medicién.

En el presente ensayo no fue posible realizar evaluaciones posteriores, ésto
debido a que parte de las repeticiones alcanzaron la altura necesaria para ser
transferidos a la siguiente etapa del cultivo.



En general, de este ensayo es posible decir que no existe diferencia significativa al
utilizar 0,5 mgll de zeatina (tratamiento 1) o 1,0 mgll de zeatina (tratamiento 2),
como concentraciones de zeatina para el medio de establecimiento. Por
consiguiente seria importante realizar pruebas en donde fuera posible comparar
estos tratamientos frente a un testigo, para asi poder determinar si es necesaria la

utilizacién de zeatina en el medio de establecimiento para explantes uninodales de
olivo.

CUADRO 8: Evaluacion de crecimiento promedio de brotes a los 26 dias de
inoculacion en medio de establecimiento. '

TRATAMIENTOS CRECIMIENTO PROMEDIO (cm) DE BRQTES A LOS
26 DIAS 35 DIAS

TRATAMIENTO 1 (0,5 mgll zeatina) 125 a 1,55 a

TRATAMIENTO 2 (1,0 mgll zeatina) 145 a 1.8 a

Longitud promedio de brotes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo
al test de Tukey (p< 0,05).

Ensayo 2.2. Ensayo de establecimiento.

El presente ensayo fue realizado para encontrar el mejor medio de establecimiento
de explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano. Estos explantes
provenian de una exitosa desinfeccion, el medio utilizado en dicha etapa fue OM,
pero sin la adicion de zeatina. El porcentaje de brotacién alcanzado en este
ensayo fue de un 100%. Los datos de este ensayo se presentan a continuacion
desglosados en las tres fechas de medicidon que se realizaron cada 17 dias.

De la primera evaluacion realizada es posible apreciar que ya en este nivel se
observa una diferencia significativa entre la presencia o ausencia de zeatina en el
crecimiento de los explantes, pero asi mismo no se observa una diferencia entre
las dos concentraciones de zeatina utilizadas (tratamiento 2 (0,5 mgll de zeatina) y
tratamiento 3 (1,0 mgll de zeatina). Con respecto a otras caracteristicas que
presentan los explantes es posible apreciar la aparicion del fenémeno de
vitrificacion en algunos tratamientos. En el tratamiento 1 no se aprecia vitrificacion
en los explantes, pero en los tratamientos 2 y 3 se observa vitrificacion alcanzando
el 12,5% y 33% respectivamente, por lo que la vitrificaciéon de los explantes podria
atribuirse al uso de citoquininas en los medios.

Ademas, del CUADRO 9 se puede deducir que existe diferencia significativa en el
crecimiento de brotes a los 34 dias desde que se efectud la siembra al utilizar en
el medio zeatina (tratamiento 2 y tratamiento 3), con respecto al medio que no
contenia zeatina (tratamiento 1). Ademas, es posible concluir que no existe



diferencia significativa en la concentracion de zeatina a utilizar en el medio, puesto
que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos 2 y 3 a los 34 dias de
ser evaluados. Con respecto al fendmeno de vitrificacidn éste no presenté un
incremento, alcanzando igual que en la evaluacidn anterior, un 12% en el
tratamiento 2 y un 33% para el tratamiento 3.

De la evaluacion realizada a los 52 dias de ser establecidos los explantes, algunos
de estos han alcanzado la longitud necesaria para ser transferidos a la etapa de
proliferacion, es posible observar que se mantiene la diferencia apreciada entre el
tratamiento 1 y los tratamientos 2 y 3. Con respecto a los resultados apreciados
entre el tratamiento 2 y tratamiento 3 es posible afirmar que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos. Referente a la vitrificacidon observada en los
explantes en las etapas anteriores, ésta no tuvo un incremento.

CUADROQ 9. Evaluacion del crecimiento promedio de brotes a los 17 dias de
siembra en medio de establecimiento.

TRATAMIENTOS CRECIMIENTO PROMEDIO (cm) DE BROTES A LOS

17 DIAS 34 DIAS 52 DIAS
TRAT 1 (O mgll de zeat) 0,425 a 0.51 a 0.75 a
TRAT 2 (0,5 mgll de zeat) 085 b 123 b 148 b
TRAT 3 (1,0 mg/l de zeat) 095 b 1.45 b 163 b

Longitud promedio de brotes con letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo
al test de Tukey (p < 0,05).

En general, de la etapa de establecimiento es posible concluir que existe
diferencia significativa entre los medios que contienen zeatina (tratamientos 2 y 3),
y el medio que no contiene zeatina en su composicion (tratamiento 1), en las tres
evaluaciones realizadas. Asi como es posible observar que no existe diferencia
significativa entre las distintas concentraciones de zeatina utilizadas (0,5 mgll de
zeatina (tratamiento 2), y 1,0 mg/l de zeatina (tratamiento 3)). Esto es posible
atribuirlo exclusivamente a la concentracion de zeatina existente en el medio de
establecimiento, ya que la concentracion de zeatina fue el Unico constituyente que
se modificé en los tratamientos realizados. Esto ratificaria la experiencia de
diversos autores tales como: RUGINI (1984), RAMA y PONTIKIS (1990), LEVA,
PETRUCCELLI y BARTOLINI (1994), SEYHAN y OZZAMBAK (1994), CANAS et
al. (1987, 1992), BARTOLINI, LEVA y BENELLI (1990), GARCIA-BERENGUER vy
DURAN (1990), los cuales utilizan zeatina en los distintos medios empleados en el
cultivo in vitro de olivo o se basan en medios de otros autores que también poseen
zeatina. Si bien es cierto que entre sus experiencias las concentraciones de
zeatina en algunas ocasiones son distintas, es indispensable la presencia de ésta
en las diferentes etapas (establecimiento y proliferacion). Acerca del fenémeno de
vitrificacion observado existirian numerosas causas, entre ellas: utilizacion de altos
niveles de citoquininas, baja irradiancia luminica y altas temperaturas,



esterilizaciones demasiado intensivas, utilizacion de algunos tipos de agar y
utilizacién de material joven y tierno. Este se aprecid solamente en los
tratamientos en donde se utilizd zeatina en la composicién de los medios
(tratamiento 2 y 3), como Unica diferencia entre los tratamientos. Es por esto que
frente a las multiples causas a la que es posible atribuir el fendémeno de
vitrificacién, en este caso una de las mas aceptables es la que se refiere a la
concentracién de citoquininas en el medio de cultivo (HUSSEY, 1986. citado por
PIERIK, 1990), ya que otras causas posibles de ser atribuidas son descartadas,
como es el caso de esterilizaciones demasiado intensivas, utilizacion de algunos
tipos de agar y utilizacion de material joven y tierno, por que si fueran éstas las
causas, la vitrificacion se debid observar en todos los tratamientos.

2.1.3. Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de proliferacién de
explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

El presente ensayo fue realizado para encontrar el mejor medio de proliferacion de
explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano. Estos explantes provenian
del medio de establecimiento El porcentaje de brotacion alcanzado en este ensayo
fue de un 100%.

En el CUADRO 10 es posible observar que si bien el crecimiento promedio de los
brotes es similar en los tratamientos 2 y 3, con 2 y 4 mg/l de zeatina
respectivamente, la proliferacion es mayor en el medio con 2 mg/l de zeatina.

Con respecto a otras caracteristicas que presentan los explantes es posible
apreciar la aparicién del fenémeno de vitrificacién en algunos tratamientos. En el
tratamiento 1 no se aprecia vitrificacion en los explantes, pero en los tratamientos
2 y 3 se observa vitrificacion alcanzando el 11,5% y 40% respectivamente, por lo
que la vitrificacion de los explantes podria atribuirse al uso de citoquininas en los
medios.

Considerando estas caracteristicas anteriormente mencionadas seria
recomendable el uso de 2 mg/l de zeatina en los medios de proliferacién, ya que
ademas de obtener el mayor nimero de brotes, éstos presentarian un menor
porcentaje de vitrificacion

CUADRO 10. Evaluacion del crecimiento promedio y proliferacion de brotes a los
23 dias en medio de proliferacion.

TRATAMIENTOS CRECIMIENTO PROMEDIO DE NUMERO PROMEDIO DE
BROTES (CM) BROTES

TRAT 1 (0 mg/l zeatina) 0,8 a 1,5 a

TRAT 2 (2 mg/l zeatina) 12 b 23 b

TRAT 3 (4 mg/lzeatina) 1,1 b 16 a




Considerando que la longitud promedio obtenida en la etapa de proliferacion fue
de solo 1,2 cm, en el mejor de los casos, se decidié someter este material a un
ensayo de elongacion que se esta llevando a cabo actuaimente, ya que con ese
largo (1,2 cm), no es posible llevar este material a enraizamiento, ya sea in vitro o
in vivo.

2.2. Disefio y evaluacién de la infraestructura necesaria para la aclimatacion vy
enraizamiento de plantulas de olivo..

Tal como fue descrito en el informe de avance entregado, el proyecto desarroll6
una camara de aclimatacién y enraizamiento, en base a los siguientes principios:
Aislaciéon del ambiente exterior,

Control de la temperatura del sustrato,

Control de la Humedad Foliar, y

Control de la renovacion atmosférica,

para cada uno de estos pardmetros la camara cuenta con un controlador
electronico que permite mantenerlo en los niveles deseados.

Debido a la falta de material proveniente de la propagacion in vitro se probo la
camara con estacas in vivo en tres ciclos de propagacion, cada uno de los cuales
incorporé un ensayo de mezclas de sustratos, dosificacion de tratamiento
hormonal para el enraizamiento y regulacién de los controles ambientales.

Se ensayaron mezclas de sustratos en base a perlita y turba en las siguientes
proporciones:

PERLITA | TURBA
1 1
2 1
3 1

De la misma forma se ensayd 3 concentraciones de Acido Indol Butirico (IBA) para
el tratamiento inductor del enraizamiento, estas concentraciones fueron 2000,
2500 y 3000 ppm.

También se ensayo la respuesta de 3 diferentes variedades a estos tratamientos,
de esta manera los ensayos combinados quedaron de la siguiente forma:

2.2.1. Primer ensayo de enraizamiento: Variedad y Concentracion de IBA

Se inicid el 9 de Junio y empezd el enraizamiento hacia el 24 de Julio
efectuandose la evaluacion definitiva el 8 de Agosto.

Se realizé6 una evaluacion cualitativa de enraizamiento en 20 repeticiones para
cada tratamiento




CUADRO 11. Porcentaje de enraizamiento in vivo de tres variedades de olivo,
tratadas con tres dosis de acido indol butirico.

Dosis IBA |SEVILLANO |EMPELTRE |ASCOLANO
(ppm)

2000 10 5 0

2500 30 25 20

3000 50 45 30

2.2.2. Segundo ensayo de enraizamiento: Sustrato y concentracion de IBA

Se inici6 el 9 de Junio y empezd el enraizamiento hacia el 24 de Julio
efectuandose la evaluacion definitiva el 8 de Agosto.

Se realizd una evaluacidon cualitativa de enraizamiento en 20 repeticiones para

cada tratamiento

CUADRO 12. Porcentaje de enraizamiento in vivo de olivo variedad Sevillano,
tratadas con-tres dosis de acido indol butirico y tres tipos de sustratos.

Dosis de IBA (ppm) | 3Perlita:1Turba (v/v) |2Perlita:1Turba (v/v) | 1Perlita:1Turba (v/v)
2000 30 20 10
2500 40 20 10
3000 55 30 20

2.2.3. Tercer ensayo de enraizamiento:

El tercer ensayo se realizd una vez determinadas las concentraciones de IBA mas
eficientes y elegida la mezcla de sustrato mas adecuada .

Este ensayo consistid en ver la respuesta cualitativa al enraizamiento, sobre 100
repeticiones, de la variedad Sevillano con una concentracion de IBA de 3000 ppm
y un sustrato de 3 partes de perlita por 1 de turba.

Se inici6 el ensayo el 29 de Agosto y se realizd la evaluacidon definitiva el 20 de
Octubre con un periodo total de 52 dias con un resultado de un 72 % de

enraizamiento.

Cabe destacar que para este ensayo se utilizd material vegetal creciendo en
invernadero y obtenido de la porcion basal de las plantas por lo que se asume se
trataba de material juvenil.




2.3 Evaluaciéon de los ambientes de crecimiento aptos para la aclimatacion y
enraizamiento; tanto aéreos como basales.

A través de los ensayos anteriores se determind, mediante apreciaciones
cualitativas de la especie, la mejor respuesta del material vegetal a los cambios
climaticos, variando los controles que se tenian sobre la temperatura del sustrato,
la humedad foliar y las renovaciones atmosfeéricas.

Esta apreciacion de mejor respuesta del cultivo se encontré en los parametros que
se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO 13. Parametros de terminados como ideales para la propagacion de
olivos

Temperatura del sustrato 25°%
Renovaciones atmosféricas 30 a 40 renovaciones / hora
Humedad foliar Sensibilidad sensor en 7 (corresponde

aproximadamente a 2,5 micro mhos)
Tiempo de aspersion por ciclo 10 seg.

Este control de los parametros anteriores permite mantener el sustrato con un
variacion de 3 grados sobre la temperatura fijada y la interaccion de los controles
de humedad foliar y renovacion atmosférica permite que la humedad relativa oscile
entre 40 y 70% en dias soleados y entre 60 y 80 % en dias nublados.

Es destacable la importancia de la alta renovacién atmosférica que se ha forzado
en estos ensayos ya que esto ha permitido erradicar el peligro de ataque fungoso
en la zona aérea.

En cuanto a los ambientes basales se ha podido determinar que dentro de los
sustratos probados el que ha dado mejores resultados es la mezcla de 3 partes de
perlita por 1 de turba, esta mezcla tiene las siguientes caracteristicas:

pH 14,17

C.E. : 3,28 mmhos
H.R. : 59,80 %
Porosidad 142,08 %

Sin embargo, otros estudios permiten deducir que una C.E. inferior a la mostrada
por este sustrato podria ser aun mejor, lo cual se lograria con distintas clases de
turbas.

Con respecto a la evaluacion de aspectos luminicos, la camara de enraizamiento y
aclimatacién esta situada en el interior de un pequefo invernadero cubierto con
polietileno de 0,15 mm con filtro U.V. y una malla de semi sombra (de 50% de




sombreamiento), durante el periodo de ensayo de la Camara se hicieron
mediciones de luminosidad la cual se mantuvo entre 10.000 y 20.000 lux durante
el dia, no observandose ningun indicio de quemadura en el material vegetal que
hiciera pensar en una sobre exposicion, de manera que podemos deducir que esta
luminosidad es aceptable para el proceso.



3. ASPECTOS METODOLOGICOS DEL PROYECTO
3.1. Propagacion in vitro de olivo

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Micropropagacion de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Catélica de Valparaiso. La fuente de explantes
fueron: material de campo proveniente de San Felipe de las variedades Sevillano,
Empeltre, Ascolano y una no identificada, como también plantas de olivo de la
variedad Sevillano, material que fue adquirido en un vivero de la zona, y que en
"este momento se encuentra en el invernadero del Laboratorio de
' Micropropagacién, donde se les realizaron continuas desinfecciones (mezcla
Benlate - Captan) para mantener una adecuada sanidad del material (ANEXO).

3.2. Ensayo 1. Protocolo para la eleccion del mejor explante para cultivo in vitro
de olivo y desinfeccion de éste.

Hasta el momento las investigaciones realizadas mencionan al Olive Medium
como el que presenta mejores caracteristicas para el desarrolio de explantes
uninodales de olivo.

CUADRO 14: Composicién del Olive Medium (OM) descrito por RUGINI (1984).

CONSTITUYENTES CONCENTRACISN EN EL MEDIO
(mgll)
MACRONUTRIENTES
NH4NO3 100
KNO3 500
KH2PO4 50
MgS04 7 H20 250
CaCl2 2 H20 40
FeS0O4 13.9
NAEDTA 18,6
MICRONUTRIENTES
Kl 0.2075
H3B03 1.55
ZnS04 4 H20 265
MnS0O4 4 H20 4.25
CUS04 5 H20 0,006
NaMOQO4 2 H20 0.0625
CoCl2 6 H20 0,006
VITAMINAS
Tiamina HCI 10
Piridoxina 0.125
Acido Nicotinico 0:125
Azucar 20000
Agar 6000

Myo-Inositol 50




3.2.1. Ensayo 1.1.

En el presente ensayo se investigd el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para los distintos tipos de material a utilizar. Los compuestos y dosis a utilizar
fueron extraidos de RUGINI (1984) e indicados en el CUADRO 14, con algunas
modificaciones. Para esta experiencia no se conté con un tratamiento testigo
(desinfeccion con 0% de hipoclorito de sodio puesto que segun las experiencias
este se descartd). De esta manera se probaron las siguientes desinfecciones.

CUADRO 15. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccidon de
distintos tipos de explantes de olivo variedad desconocida.

TRATAMIENTO TIPO DE EXPLANTE NUMERO DE CONCENTRACION DE
REPETICIONES NaClO (%)
1 UNINODAL 9 5
2 UNINODAL 10 10
3 UNINODAL 10 1
4 1 YEMA 10 1
5 APICE 8 1

La solucidon desinfectante, ademas de contener las dosis de hipoclorito de sodio,
se le adicion6 una gota de Tween 20 y 4 g de Acido citrico. Los explantes se
mantuvieron en esta solucion por 10 min. Posteriormente fueron sometidos a un
enjuague con agua destilada estéril bajo camara de flujo laminar. Fueron
mantenidos en una solucion de acido ascérbico (400 mg/l) mas Acido Citrico (400
mg/l) estéril hasta el momento de la siembra. Por medio de cortes se obtuvieron
los explantes (los cortes se realizaron sumergiendo previamente la hoja del bisturi
en una solucién de Acido ascdrbico (400 mg/l) y Acido Citrico (400mg/l) para
disminuir el grado de oxidacién de los tejidos sometidos a cortes). Luego se
procedioé a inocular un explante por tubo que contiene una alicuota de 10 cc del
medio de establecimiento (RUGINI, 1984), y se colocd una tapa de papel aluminio.
Después de la siembra se mantuvieron en oscuridad por 15 dias en una camara
de crecimiento a una temperatura de 27°C (+ 2°C).

3.2.2. Ensayo 1.2.

En el presente ensayo se investigo el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
de distintos tipos de material a utilizar. Los compuestos y dosis a utilizar fueron
extraidos de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia
no se contd con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de
sodio puesto que segun las experiencias este se descartdé). Se probaron las
siguientes desinfecciones como lo indica el Cuadro 16.



CUADRO 16. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
distintos tipos de explantes de olivo variedad desconocida.

TRATAMIENTO REPETICIONES TIPO DE EXPLANTE CONCENTRACION

6 10 UNINODAL 5
7 10 1 YEMA 5
8 10 UNINODAL 1
9 10 1 YEMA 1

10 11 APICE 1

La solucion desinfectante, ademas de contener las distintas dosis de hipoclorito de
sodio, se le adiciond Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucion por 10 min. A los explantes, luego de su desinfeccion,
se les realizd el mismo tratamiento que en el ensayo 1.1.

3.2.3. Ensayo 1.3.

En el presente ensayo se investigd el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para explantes uninodales de olivo. Los compuestos y dosis a utilizar fueron
extraidos ‘de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia
no se contd con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de
sodio puesto que segun las experiencias este se descarto).

CUADRO 17. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
explantes uninodales de olivo variedad no identificada.

TRATAMIENTO CONCENTRACION NaClO (%) REPETICIONES
11 0.25 12

12 0.5 12

13 0.75 12

A la solucion desinfectante ademas, de contener las distintas dosis de hipoclorito
de sodio, se le adicioné6 Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucién por 10 min. A los explantes, luego de su desinfeccion,
se les realizd el mismo tratamiento que en el ensayo 1.1.

3.2.4. Ensayo 1.4.

En el presente ensayo se investigo el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para los explantes uninodales de olivo. Los compuestos y dosis a utilizar fueron
extraidos de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia



no se contd con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de
sodio puesto que segun las experiencias este se descartd). El Cuadro 5 indica las
desinfecciones que se probaron.

CUADRO 18. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
explantes uninodales de olivo de las siguientes variedades: Empeltre, Ascolano,
Sevillano y una desconocida.

TRATAMIENTO VARIEDAD CONCENTRACISN NaClO (%) REPETICIONES
14 DESCONOCIDA 2.5 13
15 EMPELTRE 2.5 8
16 ASCOLANO 25 15
17 SEVILLANO 2.5 15
18 DESCONOCIDA 1.0 15
19 EMPELTRE 1.0 11
20 ASCOLANO 1.0 14
21 SEVILLANO 1.0 14
22 DESCONOCIDA 0.5 15
23 "EMPELTRE 0.5 14
24 ASCOLANO 0.5 15
25 SEVILLANO 0.5 15
26 DESCONOCIDA 0.0 15
27 EMPELTRE 0.0 15
28 ASCOLANO 0.0 15
29 SEVILLANO 0.0 16

La solucion desinfectante, ademas de contener las distintas dosis de hipoclorito de
sodio, se le adiciond Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucion por 10 min. A los explantes luego de su desinfeccién
se les realizd el mismo tratamiento que en el ensayo 1. 1.

3.2.6. Ensayo 1.5.

En el presente ensayo se investigd el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para los explantes uninodales. Los compuestos y dosis a utilizar fueron extraidos
de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia no se
conté con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de sodio,
puesto que segun las experiencias éste se descarto).




CUADRO 19. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTO CONCENTRACIiSN NaCl0 (%) REPETICIONES

30 2.5 . 20
31 1.0 20
32 0.5 20

A la solucién desinfectante, ademas de contener las distintas dosis de hipoclorito
de sodio, se le adicioné Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucion por 10 min. A los explantes luego de su desinfeccion
se le realizé el mismo tratamiento que en el ensayo 1.1.

3.2.6. Ensayo 1.6.

En el presente ensayo se investigo el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para explantes uninodales de olivo. Los compuestos y dosis a utilizar fueron
extraidos de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia
no se contd con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de
sodio puesto que segun las experiencias este se descarto).

CUADRO 20. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTO CONCENTRACISN NaClo (%) REPETICIONES
33 25 23
34 1.0 22
35 0.5 21

A la solucién desinfectante, ademas de contener las distintas dosis de hipoclorito
de sodio, se le adiciond Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucion por 10 min. A los explantes, luego de su desinfeccidn,
se le realizo el mismo tratamiento que en el ensayo 1.1.

3.2.7. Ensayo 1.7.

En el presente ensayo se investigo el éxito de diferentes pruebas de desinfeccion
para explantes uninodales de olivo. Los compuestos y dosis a utilizar fueron
extraidos de RUGINI (1984), con algunas modificaciones. Para esta experiencia
no se contd con un tratamiento testigo (desinfeccion con O% de hipoclorito de
sodio puesto que segun las experiencias este se descarto).



CUADRO 21. Tratamientos realizados para probar el efecto de la desinfeccion de
explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTO CONCENTRACION NaCl0 REPETICIONES
36 0.5 55
37 1.0 43
38 2.5 51

A la solucién desinfectante, ademas de contener las distintas dosis de hipoclorito
de sodio, se le adicioné Tween 20 y 4 g de Acido citrico y se mantuvieron los
explantes en esta solucién por 10 min. A los explantes, luego de su desinfeccion,
se le realizé el mismo tratamiento que en el ensayo 1.1.

3.3. Ensayo 2. Protocolo para la eleccion del mejor medio de establecimiento
para cultivo in vitro de explantes uninodales de olivo.

3.3.1. Ensayo 2.1.

En el presente ensayo se determind el mejor medio de establecimiento. Esto
basado en el medio de establecimiento indicado por RUGINI (1984), pero
modificandose las dosis de zeatina. Para determinar cual de los medios fue el
mas eficiente se trabajo con material proveniente de desinfecciones exitosas
(realizadas sobre el medio de olivos (OM) con 0,5 mgll de zeatina), Estos
explantes fueron transferidos bajo camara de flujo laminar a tubos que contenian
10 cc del medio a testear (previamente autoclavados por 15 min a 120°C). Al ser
transferidos al nuevo medio fue renovado el corte basal y humedecido en una
solucion antioxidante. Luego que los explantes se inocularon en el medio a
testear, se mantuvieron en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad a 27°C (x 2°C). Las evaluaciones que se realizaron en
este ensayo fueron: el porcentaje de brotacién y una comparacién de los distintos
medios a testear en fechas pre-establecidas. Ademas se determind si el medio
produjo alguna reaccién anormal en el explante como cambios de color,
quemaduras en las puntas de las hojas y si se produjo el fenémeno de vitrificacion.

CUADRO 22: Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de
establecimiento en explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTOS CONCENTRACION DE ZEATINA N° DE REPETICIONES
(mg/l)
TRATAMIENTO 1 0,5 11

TRATAMIENTO 2 10 11




3.3.2. Ensayo 2.2.

En el presente ensayo se determind el mejor medio de establecimiento para
explantes uninodales de olivo, esto basado en el medio de establecimiento
indicado por RUGINI (1984), pero modificandose las dosis de zeatina. El material
para este ensayo proviene de desinfecciones exitosas (realizadas sobre el medio
de olivos (OM) con 0,5 mgll de zeatina). El protocolo a seguir para la siembra de
los explantes es el mismo realizado en el ensayo 2.1.

i
I

CUADRO 23: Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de
establecimiento en explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTOS CONCENTRACION DE ZEATINA N° DE REPETICIONES
(mgfl)

TRATAMIENTO 3 0,5 12

TRATAMIENTO 4 1,0 12

3.3.3. Ensayo 2.3

En el presente ensayo se determind el mejor medio de establecimiento para
explantes uninodales de olivo, esto basado en el medio de establecimiento
indicado por RUGINI (1984), pero modificandose las dosis de zeatina. El material
para este ensayo proviene de desinfecciones exitosas (realizadas sobre el medio
de olivos (OM) con 0 mg/l de zeatina). El protocolo a seguir para la siembra de los
explantes es el mismo realizado en el ensayo 2.1.

CUADRO 24. Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de
establecimiento en explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE ZEATINA (mg/l)  N° DE REPETICIONES
TRATAMIENTO1 O 8
TRATAMIENTO 2 0.5 8

TRATAMIENTO 3 1.0 8




3.4. Ensayo 3. Protocolo para la eleccion del mejor medio de proliferaciéon para
cultivo in vitro de explantes uninodales de olivo.

En el presente ensayo se utilizd el medio basal descrito por RUGINI (1984) pero
evaluando tres concentraciones de zeatina: 0, 2 y 4 mg/l. Para esto los explantes
fueron transferidos bajo camara de flujo laminar a tubos que contenian 10 cc del
medio a testear. Al ser transferidos al nuevo medio se renové el corte basal y de
humedecid la base en una solucidn antioxidante. Luego que los explantes se
inocularon en el medio a testear, se mantuvieron en una camara de crecimiento
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas oscuridad a 27°C .

Las evaluaciones que se realizaron en este ensayo a los 25 dias de establecidos
los tratamientos fueron: la sumatoria de la longitud de los brotes obtenidos y el
numero de explantes.

Ademas se determind si el medio produjo alguna reaccién anormal en el explante
como cambios de color, quemaduras en las puntas de las hojas y si se produjo el
fenomeno de vitrificacion.

CUADRO 25. Tratamientos realizados para encontrar el mejor medio de
proliferacion en explantes uninodales de olivo de la variedad Sevillano.

TRATAMIENTOS CONCENTRACION DE ZEATINA N° DE REPETICIONES
(mg/l)
TRATAMIENTO 1 0 15
TRATAMIENTO 2 2 15
TRATAMIENTO 3 4 15

3.5. Obtencién de un protocolo de enraizamiento in vivo

Caracterizacion y eleccion de los sustratos que cumplan con las condiciones
ideales para la fase de aclimatacion y enraizamiento de plantulas inducidas in vitro }

3.6. Determinacion del estado fenoldgico para realizar el transplante.

No se pudo determinar las caracteristicas del material vegetal apto para realizar el
transplante de la condicién in vitro a la condicién in vivo, debido al lento desarrollo
de las plantulas en la condicién in vitro.



3.7. Evaluacién de un proceso de induccion radical in vitro previo al enraizamiento.
No se realizé esta actividad por la misma razén que la anterior.
3. 8. Eleccidn de sustratos.

Se realizd una seleccion de sustratos a través de 2 ensayos en los cuales se
evalliio el resultado de enraizamiento en 20 repeticiones con el mismo material e
igual concentracion de auxinas.

3.9. Se tipificaron 6 mezclas de sustratos de acuerdo con ‘los siguientes
parametros:

A partir de los ensayos para la determinacién de sustrato se eligié una mezcla de 3
partes de perlita y una de turba, la que fue tipificada de acuerdo a su porosidad,
capacidad hidrica, conductividad eléctrica y acidez.

3.10. Se evaluaron en los 6 sustratos tipificados, una de las variedades de olivo
seleccionadas vy otra especie testigo que tenga caracteristicas similares al olivo en
cuanto al .tiempo de aclimatacién pero que no presente dificultades en su
propagacién, a su vez todos los ensayos seran sometidos a dos tratamientos
auxinicos diferentes en su concentracion.

Se realizd un ensayo con 6 mezclas de sustratos: 3 que incluian perlita y turba, 1
con perlita y arena, 1 de turba sola y 1 de perlita sola.

Se utilizd la variedad Sevillano de olivos y Ligustrinas para evaluar las
caracteristicas rizogénicas de cada uno. Cada tratamiento tuvo 20 repeticiones.

La evaluacién solo se realizd desde el punto de vista cualitativo, es decir, se
considerd solamente el porcentaje total de estacas enraizadas.

3.11. Eleccidon de tratamientos auxinicos..

Se selecciond los productos auxinicos y las dosis de ellos con los que se esta
evaluando el enraizamiento in vivo de las diferentes variedades de olivo.

3.12. Establecimiento en camara de enraizamiento.
En todos los ensayos se procedié a hacer una evaluacion intermedia del proceso
de enraizamiento analizando las estacas con una lupa cada 15 dias durante el

proceso.

3.13. Determinacion de las variables bioclimaticas para la aclimatacion de las
plantulas enraizadas in vitro e in vivo:

Para la determinacion de estas variables se procedié de la siguiente forma:




La variable temperatura del sustrato se mantuvo constante a 25°C durante todos
los ensayos ya que se determind que habia suficiente claridad en la bibliografia al
respecto.

La humedad relativa se mantuvo entre 40 y 70% producto de la regulacion del
control de humedad foliar y de una renovacién forzada de la atmésfera entre 30 y
40 veces por hora, en este ultimo parametro se produjo una fuerte variacion con
respecto a lo programado ya que se aumentd el intercambio gaseoso en mas de
10 veces.

Los registros de variables no fueron confiables a través del adquisidor
computacional, de manera que se procedi6 a realizar registros manuales en virtud
de los cuales se fueron ajustando los controles de humedad foliar y renovacion
forzada de atmosfera.

3.14. Disefio y evaluacion de la infraestructura que asegure la reproductividad de
la tecnologia (instrumentos, maquinarias, herramientas):

La camara de enraizamiento y aclimatacion se disefio y fabricd rigurosamente de
acuerdo a lo programado.

La base de 1 por 2 m se construyé en fibra de vidrio, la clpula sobre la base de 1

por 1 por 2 m se construyd con perfiles de aluminio y placas acrilicas dejando 4
ventanas de inspeccion.

En la base se distribuyd la calefaccion basal con una muy densa red de alambre
que asegura homogeneidad en la temperatura del sustrato. Esta red de
calefaccion esta controlada por un termostato de bulbo. En el centro de la Cupula
se dispuso un extractor y en los costados distales se perforaron 8 toberas de
entrada de aire de manera tal que la renovacion atmosférica es forzada por el
extractor obligando al flujo de entrada a pasar por entre todas las plantulas que
estén sometidas al proceso. El extractor esta controlado por un temporizador que
alterna 6 ciclos de 10 minutos por hora y en cada uno de estos ciclos existe un
porcentaje de tiempo de marcha y otro de parada de manera de poder regular el
réegimen de renovacion atmosférica entre 1 y 40 renovaciones por hora distribuida
en 6 partes iguales durante la misma.

En los costados de la clpula, hacia adentro y por sobre las ventanas de
inspeccion, hay dos lineas hidraulicas conectadas a una bomba y donde estan
distribuidos homogéneamente 4 aspersores a cada lado, estos aspersores emiten
una fina neblina con un caudal de 7 I/h cada uno. Los aspersores estan
controlados por un aparato llamado controlador de humedad foliar, el cual a través
de un sensor que simula una hoja, determina cada vez que éstas necesitan agua y
manda una orden para que se produzca la inyeccién, el controlador posee dos
comandos: uno de sensibilidad donde se fija el grado de humedad minimo que el




sensor debe tener y el otro de tiempo donde se fija el tiempo que durara la
aspersion cada vez.

Aparte de los mecanismos que controlan las variables ambientales, se integrod
dentro y fuera de la camara una serie de sensores de luz, temperatura, humedad
relativa, caudal de inyeccién y percolacion total, los que estan conectados a un
computador para que registre la evolucion de estas variables pero los datos que
arroja este sistema no son confiables a pesar de que el fabricante del sistema ha
corregido numerosas veces su instalacion. i
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5. PROBLEMAS ENFRENTADOS

El principal problema enfrentado para cumplir con el objetivo de establecimiento de
material de olivo in vitro fue el alto porcentaje de contaminacion obtenido, lo que
ocasiond por una parte un atraso en los tiempos preestablecidos, y por otra parte
el no lograr alcanzar a cumplir todos los objetivos planteados inicialmente.

Para solucionar ésto, se adquirid plantas de olivo las que se mantuvieron
protegidas bajo un invernadero y con constantes desinfecciones en base a
fungicidas y a partir de este material se continué con los ensayos de desinfeccidn,
llegando finalmente a establecer un protocolo de desinfeccién para este material
vegetal.

Por otra parte, esto significd que no se alcanzara a aclimatar material procedente
de cultivo in vitro, razén por la cual se decidié utilizar estacas para la evaluacion
de la camara bioclimatica. Sin embargo, se ha planteado un ensayo de
enraizamiento de material procedente de cultivo in vitro, el que se ha presentado
como parte de un ensayo de enraizamiento de estacas, que esta llevando a cabo
una egresada de nuestra Facultad ( se adjunta copia de la pauta de taller de
titulacion) -

El principal problema enfrentado para la consecucion del objetivo de evaluacion de
las infraestructuras de aclimatacion - enraizamiento y los ambientes aptos para la
aclimatacion, fue las constantes fallas del sistema de medicion y registro digital de
las variables, el cual se descalibra con frecuencia arrojando datos alejados de la
realidad por lo cual fue necesario reforzar el sistema de control de variables a
través de instrumentos alternativos.




6. CUADRO RESUMEN DE COSTOS
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7. DIFUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

7.1. CARTER, E. 1997. “Micropropagacion de olivo (Olea europea L.) “ Taller de
Licenciatura, Facultad de Agronomia, Universidad Catdlica de Valparaiso. 44p. Se
adjunta fotocopia de la tapa y del resumen.

7.2. CASTRO,M. y CARTER,E. 1997. "Micropropagacion de olivo (Olea europea i
L.)* Trabajo presentado en el XLVIIl Congreso Anual de la Sociedad Agrondmica ﬂ |
de Chile, realizado en Arica entre el 26 y el 28 de noviembre de 1997. Se adjunta
resumen del trabajo expuesto y el material audiovisual utilizado.




8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Existe una influencia en la época que se extrae el material vegetal para el
establecimiento de olivo in vitro. La mejor época es en primavera hasta fines de
verano, es decir, en épocas donde se produce crecimiento vegetativo.

La eleccion del tipo de explante a utilizar también influye en el éxito de la
desinfeccién, para lograr un alto porcentaje de establecimiento; asi como la
cantidad de material que se puede obtener del stock de plantas que se posea.

El pre-acondicionamiento del material con que se trabajara juega un rol importante
en la desinfeccidon de explantes uninodales de olivo, ésto debido a que mejora la
accion posterior del tratamiento de desinfeccidn con hipoclorito de sodio.

La etapa de desinfeccion seria una de las etapas criticas para la propagacion in
vitro de explantes uninodales de olivo.

En la etapa de establecimiento y proliferacién de explantes uninodales de olivo
revierte importancia la composicion del medio, siendo un aspecto importante a
considerar la presencia de zeatina que posea el medio.

La infraestructura disefiada (camara bioclimatica), cumple con todos los requisitos
fijlados en el proyecto para lograr una buena respuesta del material vegetal al
enraizamiento y su futura aclimatacién. Si bien es cierto no se pudo, durante la
duracion del proyecto, llevar acabo la prueba de la camara con material de
procedencia in vitro, es altamente probable que la respuesta de esta
infraestructura sea igualmente adecuada.

Es necesario insistir en el perfeccionamiento de sistemas digitales de registro que
permitan conocer con mayor precision la evolucion de cada variable.

La evaluacién separada de ambientes de crecimiento aéreos y basales, constituye
uno de los objetivos mas importantes del proyecto ya que permite protocolizar la
fase de enraizamiento y aclimatacién de cualquier cultivar.

En este aspecto el proyecto no obtuvo todos los resultados esperados por la falla
del sistema de registro de variables, lo cual impidié hacer un analisis mas exacto
de la evolucién de cada una de estas variables, sin embargo se realizaron las
mediciones de variables con instrumentos alternos con lo cual se obtuvieron
algunos resultados ya detallados en

" Cumplimiento de los Objetivos del Proyecto".

Sin embargo podemos resumir los logros en este aspecto, en la necesidad de que
una camara de enraizamiento y aclimatacién tenga: un control de temperatura del
sustrato, un control de la renovacion atmosférica y un control de la lamina de agua




Jue mcja las ncjas gue 3e autoajuste segun las condiciones de evaporacion de la
camara.

Con 2sics ires controles se gedra obtener un ambiente absolutamente controlado
de ia fase aérsa del prcceso, impidiendo gor un lado la deshidratacion de nuestro
material vegetai y por otro lado frenada la proliferacion de patdégenos en la fase.

En cuanto a los ambientes radiculares o basales sera necesario insistir en la
busqueda de nuevas mezclas que teniendo un elevado grado de retencion hidrico
tengan a su vez una importante porosidad, tal como la perlita, pero que en la
mezcla mantengan una acidez entre pH 5 — 5,5 y una conductividad eléctrica no
mas alta de 1,5 mmhos, con la busqueda de estos parametros se pretende
mantener una alta acidez que limite la proliferacion patdégena sin afectar el tejido
vegetal y una baja conductividad para evitar la toxicidad que una alta
concentracion de sales acarrea.




9. ANEXOS

- Plantas madres dentro del invernadero frio, desde donde se obtuvo material
vegetal con que se trabajo.

- Explantes uninodales en donde se realizé una exitosa desinfeccion.
- Explantes uninodales pertenecientes al ensayo de establecimiento.
- Plantula de olivo in vitro en etapa de elongacion.

- Tapa y resumen taller de titulacion

- Resumen trabajo y material audiovisual usado en el XLVIIl Congreso Anual de la
Sociedad Agronomica de Chile.

- Analisis Fitopatoldgicos.

- Pauta de Taller.



Plantas madres dentro del invernadero frio desde donde se obtuvo el
material vegetal con se trabajo.




Explantes unidodales en donde se realiz6 una exitosa desinfeccion.




Explantes unidodales pertenecientes al ensayo de establecimiento.




Plantula de olivo in vitro en etapa de elongacion.
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6. RESUNME

Esta investigacion es la primera etapa de un proyecto que tiene como objetivo establecer un
protocolo para la propagacion in vitro del olivo (Olea europea L.).

E| material vegetal utilizado para esta investigacion fue: )
- Material proveniente de campo de las variedades Sevillano, Ascolano y Empeltre.
. Stock de plantas madres de la variedad Sevillano mantenidos en un invernadero frio

perteneciente al Laboratorio de Microprppagacién de la Facultad de Agronomia de la
UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO.

En esta etapa se desarrollo el protocolo para determinar el tipo de explante a utilizar. Los
tipos de explantes testeados fueron: uninodales, una yemay apices. -

El tratamiento de desinfeccion a seguir se basd en una primera instancia en la utilizacion de
hipoclorito de sodio en la desinfeccion de tres tipos de explantes (una yema, apice Y
uninodal), luego las experiencias se centraron en pruebas de desinfeccion para explantes
uninodales de olivo, ya que estos fueron los que presentaron mejores resultados. Junto con
esto se realizo un pre-acondicionamiento para el material vegetal con que s€ experimentara.

T UAYM

Encontrandose que la mejor concentracién de desinfectante a utilizar es 2,5% de hipoclorito
de sodio.

La determinacion de un medio de establecimiento para explantes uninodales de olivo se
baso en el medio disefiado por RUGINI (1 984), pero se medificaron las concentraciones de

zeatina que contenia este medio, obteniéndose como la concentracion de zeatina optima a
utilizar 0,5 mg/l.




47.0 Microprepagacién de olivo ( Olea curopaca L. ).
Ménica Castro V.' y Evelyn Carter R.

! Laboratorio de Micropropagacién , Facultad de Agronomia. Universidad Catélica de Valparaiso.
Casilla 4 — D Quillota.

Esia investigacion es la primera etapa de un proyecto que tiene como objetivo establecer un
protocolo para la propagacion i vilro del olivo.

El material vegetal utilizado fue : material proveniente de campo de las variedades
Sevillano, Ascolano y Empeltre; y plantas madres de la variedad Seviilano, mantenidas en un
invernadero frio. ‘

En esta etapa se determin el tipo de explante a utilizar; para esto se testd 3 tipos de material:
uninodal, yema y épice caulinar.

El tratamiento de desinfeccion a seguir se baso en una primera instancia en la utilizacidn de
hipociorito de sodio para la desinfeccion de los 3 tipos de explantes mencionados, luego las
experiencias se centraron en pruebas de desinfeccion para explantes uninodales de olivo, ya que
éstos fueron los que presentaron los mejores resultados. Se encontré que la mejor concentracion de
desinfectante fue 2,5 % de hipoclorito de sodio. &

La determinacién del medio de establecimiento para explantes uninodales de olivo se basé en

el medio descrito por Rugini ( 1984 ), modificandose las concentraciones de zeatina, obteniéndose
los mejores resultados con 0,5 mg/l de zeatina.

Financiado por : Proyecto FIA C%6 —1—-A —016.

48.71 Induccién fieral y produccién del Olivo durante el fenémeno El Nino.

Francisco de Sales Tito Salas.

Proyecto Caraveli de Ayuda en Accion. Bella Unién, Arequipa, Pert

En prevencién de las anomalias climaticas causadas por el fenomeno El Nifio, que perturban
de un modo particular la produccion olivicola, debido a la carencia de frio invernal para la induccién
floral v a la mayor proliferacion de insectos dafiinos por las elevadas temperaturas, se planificé un
ensayo demostrativo destinado a contrarrestar estos efectos nocivos. En un huerto de seis has. y 600
olivos de la variedad Gordal Sevillana, de 20 afios de edad, ubicado a una altitud de 225
m.s.nm. , en el fundo Chevalier — Bella Union, se desarrollé un cronograma especial de manejo
técnico, a fin de inducir la floracién y el cuajado. El plan incluyo cinco aspectos técnicos
fundamentales - 1. Agoste forzado de tres meses; 2. Manejo de poda y fertilizacién; 3. Riego (¢l
1° a mediados de Agosto ); 4. Control de plagas; 5. Aplicacién de estimulantes y abono foliar.
A pesar de la intensidad del actual evento El Nifio, los resultados preliminares son promisorios,

observandose una satisfactoria produccion floral y cuajado de frutos en un 80 % de los arboles
tratados.
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INTRODUCCION

En Chile existen alrededor de 3000 hectareas de olivo, distribuidas entre
laTy la VII region. Sin embargo, la III region es la que concentra
" alrededor del 40% del total de la superficie, siguiéndole la I Region con
~un 30%.

En cuanto a produccion, el mayor porcentaje de las plantaciones esta
destinado a la produccién de oliva de mesa, y solo un 20% esta destinado
al aceite de oliva.

Las principales variedades para aceituna de mesa son Sevillano y Azapa,
mientras que para aceite lo son las variedades Empeltre y Liguria.

En general la olivicultura en Chile es bastante tradicional, incluso se
puede decir que presenta caracteristicas de marginalidad. Esto se debe a
que el olivo es una especie bastante rustica, pues por una parte al ser
bastante tolerante a la sequia, ha hecho que se establezca en zonas de
secano y en suelos con menores potencialidades y, por otra parte, porque
se ha invertido poca tecnologia en su cultivo, traduciéndose todo esto en
producciones bajas y de pobre calidad.

En el afio 1995 el Ministerio de Agricultura inicia el Programa de
Desarrollo para la Olivicultura Nacional, el que se enmarca dentro de una
politica global de transformacién y modemizacion de la agricultura
chilena.

En la busqueda de nuevas opciones productivas, el olivo resulta ser en
nuestro pais una interesante alternativa productiva, tanto para la
producciéon de aceites finos como de frutos, fundamentalmente por las
atractivas perspectivas econémicas que posee y ademas porque Chile
cuenta con condiciones edafoclimaticas excelentes para el establecimiento
de huertos de alta produccién y calidad.



Sin embargo, es indispensable la modernizacion de los sistemas de
produccién e industrializacion existentes para poder optar a competir con
los exigentes mercados internacionales.

Dentro de este contexto, los centros de investigacion juegan un rol
fundamental en el crecimiento y desarrollo de la olivicultura nacional, ya
que son los encargados de buscar las soluciones a las principales
limitaciones existentes como son la falta de variedades de buen
rendimiento y calidad, malos manejos a nivel de huerto y vivero,
tecnologia obsoleta para los procesos industriales, entre otros aspectos.

Es por esto que resulta ser de gran importancia el desarrollo de nuevas y
mas modernas técnicas de propagacion del olivo, que estén orientadas a la
obtencion de plantas de alta calidad y en gran cantidad, producidas
dentro de un periodo relativamente corto que permita satisfacer las
crecientes demandas.



OBJETIVOS GENERALES

e Desarrollar una técnica de enraizamiento de estacas de olivo de
material proveniente de campo e in vitro

e Obtener estacas enraizadas de olivo bajo condiciones bioclimaticas
especificas. '

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de 3 dosis de IBA v de 5 épocas de recoleccion en el
enraizamiento in vivo de estacas semilefiosas.

e Evaluar el efecto de 3 dosis de IBA en el enraizamiento in vivo de
microestacas provenientes de material propagado in vitro



MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizara en el Laboratorio e Invernadero de
Micropropagacion de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Catélica de Valparaiso durante el periodo comprendido entre los meses de
Octubre de 1997 y Febrero de 1998.

Ensayo 1

Enraizamiento de estacas semilefiosas

El material vegetal a utilizar corresponde a estacas semilefiosas y
subterminales de 15 cm de longitud de la variedad Sevillano. Su
recoleccion se llevara a cabo durante 5 meses, realizando una recoleccion

por mes.

Las estacas seran desinfectadas con una solucion fungicida compuesta por
Captan y Benlate en concentraciones de 1.8 g/l de cada uno de ellos.

Posteriormente las estacas serdan sometidas a un tratamiento auxinico
consistente en la aplicacion de acido indol-3- butirico (IBA).

Se aplicara 2000 ppm de solucion de IBA a un tercio de las estacas, a otro
tercio 4000 ppm y al otro tercio no se le aplicard IBA (testigo).

La aplicacion de auxina se realizard sumergiendo por 5 segundos la base
de las estacas recién cortadas (2 cm) en la solucion.

Las estacas seran colocadas en un medio de enraizamiento compuesto por
Perlita y Turba (3:1)



Ensayo 2

Enraizamiento de microestacas

Se utilizaran microestacas propagadas in vitro de la variedad Sevillano.

El tratamiento auxinico a realizar es el mismo al del ensayo 1.

Ias microestacas seran colocadas en el mismo medio de enraizamiento del
ensayo 1 y se mantendran cubiertas con un envase plastico por un lapso
de una a dos semanas.

El proceso de enraizamiento, tanto de las estacas del ensayo 1 como de las

microestacas del ensayo2, se llevard a cabo dentro de una camara
bioclimatica que cuenta con las siguientes estructuras:

1. Sistema de calefaccion basal:

El sustrato se mantendra a una temperatura constante de 25°C.

2. Sistema de humidificacion de las hojas mediante nebulizacion:

La nebulizacion se llevara a cabo en forma intermitente y controlada por
un sensor de humedad, con el objeto de mantener una alta humedad
relativa y de disminuir la temperatura de las hojas.

3. Sistema de renovacion de gases ambientales:

El aire sera renovado 40 veces por hora.




DISENO ESTADISTICO

El ensayo 1 sera realizado con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial compuesto por 15 tratamientos, con 24 repeticiones
por tratamiento. Los tratamientos resultan de la combinacion de tres

concentraciones de IBA y 5 fechas de recoleccion (Cuadro 1).

La distribucion de los tratamientos se muestra en el cuadro 3.

El ensayo 2 sera realizado con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial compuesto por 3 tratamientos. Los tratamientos

consisten en la aplicacion de 3 dosis de [BA (Cuadro 2)

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos del Ensayo 1.

FECHA  DE|DOSISDEIBA - |TRATAMIENTO
RECOLECCION  [(ppm)- =5 % o o vl oy
0 1
OCTUBRE 2.000 2
4.000 3
0 4
NOVIEMBRE 2.000 5
4.000 6
0 7
DICIEMBRE 2.000 8
4.000 9
0 10
ENERO 2.000 11
4.000 12
0 13
FEBRERO 2.000 14
4.000 15




Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos del Ensayo 2.

'DOSIS DE IBA (ppm) . |- TRATAMIENTO
0 A
2000 B
4000 C

Cuadro 3. Distribucion aleatoria de los tratamientos del Ensayo 1.

PARAMETROS A EVALUAR :

- Porcentaje de enraizamiento
- Numero de raices

- Longitud de las raices

- Porcentaje de supervivencia

MEDICIONES:
Se realizaran a los 30, 60 y 90 dias después del establecimiento.
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