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RESUMEN

La presente Tesis profundiza en el papel de la alaaidn de frio invernal
sobre los procesos de induccion floral y laten@das yemas del olivo y su relacion
con los factores que condicionan la expresion deaswraleza reproductora.

Utilizando estaquillas de 'Manzanillo de Sevillahc3 nudos, muestreadas en
arboles con alta (ON) o escasa (OFF) producciémaspodido determinar que: a) la
carga del arbol el afio previo determina el nivekimé de la floracién de retorno; b)
las yemas de los arboles OFF, que manifiestan dekderano un fendmeno de
paralatencia, entran progresivamente en endolatelucante el otofio; durante la salida
del reposo (eliminacién de la endolatencia) querrecan Cordoba desde la primera
mitad de enero hasta la primera mitad de febrerspkapa la endo- y la paralatencia; c)
las yemas de los arboles ON no entran en endolatgrmguedan inhibidas por la hoja
adyacente (paralatencia) durante el periodo inVenoanecesitando acumular frio para
brotar; d) el establecimiento de la endolatenamgt®iio) y la completa satisfacion de
las necesidades de frio para eliminar la endolaeson factores criticos para la
expresion de la naturaleza reproductora de las y&lmdos arboles OFF; e) a la salida
del reposo, las yemas de los arboles OFF y ON m@seun patrén de desarrollo
morfoldgico distinto, que configura un proceso derdnciacion de las inflorescencias
y no de induccion floral y f) durante la salida d&gposo, el desarrollo reproductor de las
yemas necesita condiciones muy estrictas para sages por lo que las temperaturas
altas y la defoliacion desde el establecimiento lalelatencia hasta la completa
satisfacion de las necesidades en frio para ldasdkl reposo y la oscuridad durante el
proceso morfogenético de diferenciacién de lasoiaficencias interfieren en la
capacidad de las yemas de los arboles OFF parasaxpsu naturaleza reproductora,

induciendo latencia secundaria o crecimiento veigeta
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Introduccién

La sucesion de afios de elevadas cosechas (afiogd¢ gale otros de escasa o
nula produccion (afio de descarga) es una cardidaripica del olivo conocida como
alternancia o veceria. El desconocimiento hastaafeeciente de las causas de la
veceria ha implicado que “ninguna estrategia haga efectiva en el control de la
alternancia del olivo” (Rallo, 1994).

En los Ultimos afios se apunta hacia un papel nrelede la presencia del fruto
en la inhibicion de la induccion floral (Lavest al, 1986; Stutte y Martin, 1986b);
Fernandez-Escobaet al, 1992) como causa de veceria. La alternancia es
fundamentalmente una sucesion de afios de elevadia g¢scasa o nula floraciéon
(Vargas, 1993; Rallet al, 1994).

Las diferencias en floracion entre arboles (n° miorescencias y n° de
flores/inflorescencia) determinadas por la cosedsh afio anterior suelen ser
compensadas en los mismos durante el desarrollasdénflorescencias y flores y
durante el cuajado y crecimiento del fruto, es rmleana elevada floracion va
acompafada de un mayor aborto ovarico y menor doigjaamano de frutos (Ait-Radi
et al, 1990; Vargas, 1993; Cuevasal, 1994; Rallcet al, 1994). Sin embargo, estos
mecanismos resultan insuficientes para regulal@sacosechas del olivo. Parece, pues,
gue el control de la veceria depende de la caphpda modular la floracién del arbol,
es decir, la formacion y desarrollo de las yemarsakes.

Desde los estudios clasicos de King (1938), AIm¢i®#0) y de Hartmann y
sus colaboradores (Hartmann, 1953; Hartmann yrigusli 1957; Hackett y Hartmann,
1963; 1964; 1967; Badr y Hartmann, 1971; Hartmamihysler, 1975) se consideraba
que la inducciodn floral era dependiente de la teatpea y que el frio invernal tenia un
papel inductor en la diferenciacion floral del olivernalizacién). Sin embargo,
estudios mas recientes (Rallo y Martin, 1991; dratlal, 1994) ponen en duda ese
supuesto y consideran que el frio invernal solameieine un papel en la salida del
reposo (eliminacion de la endolatencia) de las gemaroductoras.

La determinacion de la época de la induccion flalesempefia un papel



Introduccién

fundamental en el establecimiento de las posildasas de la alternancia en el olivo vy,
por consiguiente, en el desarrollo de practicaturales de correccion de la veceria
(Fernandez-Escobat al, 1992).

Las alteraciones asociadas con la induccion fleralel olivo tienen lugar
durante el verano anterior a partir de la fasentfiieecimiento del endocarpo (Lavete
al., 1986; Stutte y Martin, 1986b). Las giberelinagetizadas en las semillas estarian
relacionadas con la inhibicion de la inducciondlan los afios de carga (Navaetal.,
1990; Fernandez-Escobaet al, 1992). Cambios morfologicos e histoquimicos
supuestamente asociados con la iniciacion floral $ido descritos en el periodo de
mediados de octubre a mediados de noviembre (PinRejito, 1990).

En la presente tesis se pretende estudiar de uma foas profunda el papel de
la acumulacion del frio invernal en los procesosmdieiccion-diferenciacion florales y
latencia de las yemas, considerando su relacién ators factores que puedan
condicionar la expresion de la naturaleza repradactle las yemas del olivo. Entre
estos, merecen especial atencion la carga del arbel afio previo, la defoliacion, la
oscuridad y las temperaturas de forzado del crecitmiantes, durante y después del

reposo invernal.
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Revisién Bibliografica

1. Induccién floral

El desarrollo de las plantas ocurre después demlaiegenesis como resultado
de la actividad de los meristemos, por reiteradasidnes y subsecuente diferenciacion
de las células asi producidas (Fosket, 1994), pemdd a las plantas incrementar
continuamente su tamafio con el tiempo (Huala ye&ysk993). El meristemo apical
puede seguir dos programas de desarrollo basiép yTZeiger, 1991; Huala y Sussex,
1993; Meeks-Wagner, 1993; Fosket, 1994; MartingaZex y Salinas, 1996): un
programavegetativq durante el cual da origen a hojas, a entrenudosaynas laterales
0 yemas axilares y un programgproductor, durante el cual se producen bracteas
florales, inflorescencias y flores. Laansicién floral, cambio del programa de
crecimiento vegetativo al programa de desarroljoraguctor, es el mas dramatico
ejemplo de un cambio programado en el desarrolltasiglantas superiores (Fosket,
1994) y ocurre como resultado de la interacciomeemtecanismos que determinan el
estado de madurez de la planta y del meristemalapimecanismos que responden a
las condiciones ambientales (Sussex, 1989).

Para que la transicion floral pueda ocurrir, 0 gEaa que una planta pueda
responder a un estimulo inductor, es necesariotepga una cierta edad, tamafio y
desarrollo. Este conjunto de caracteristicas déterda adquisicion de la capacidad
para responder a un estimulo inductor (“ripenesgespond”) (Taiz y Zeiger, 1991;
Salisbury y Ross, 1994), de modo que muchas vestaérresponde mas al tamafo y
desarrollo de las plantas que a la edad cronold@iaiz y Zeiger, 1991). En plantas
herbaceas anuales, el desarrollo reproductor veéereontinuacion del crecimiento
vegetativo en respuesta a determinadas condicextesnas e internas. De este modo,
la fase vegetativa termina con el desarrollo danflarescencia y la iniciacion floral
(Meeks-Wagner, 1993). En plantas perennes, es Usuakistencia de una fase de
duracion variable, llamada juvenil, en que la m@asblamente presenta crecimiento

vegetativo. Esta precede a la fase adulta, cuaadplanta ya puede desarrollarse
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reproductoramente (Taiz y Zeiger, 1991; Fosket41Salisbury y Ross, 1994). En la
fase adulta, la planta puede producir estructuegetativas o reproductoras, aunque en
momentos distintos. Es decir, un cierto crecimiemémetativo adulto precede la
formacion de las estructuras reproductoras.

En las plantas lefiosas, un ramo vegetativo senarigor la accion de un
meristemo apical que diferencia entrenudos, hojapasicion lateral y yemas en la
axila de las hojas. EI mismo meristemo apical detebse transforma, en general, en
una yema apical al final del periodo de crecimiemarte de las yemas apicales y
axilares, dependiendo de la especie y de las dondi& ambientales, origina érganos
reproductores, mientras otra parte desarrolla raragstativos o no brota. En general,
la brotacion y el desarrollo de las yemas, prifoygaite las que van a dar origen a
inflorescencias o flores aisladas, solo ocurre leafi@ siguiente al que se forman
(después de un periodo mas o menos prolongadoteleci®), por lo que presentan
cierta analogia con las plantas herbaceas bief@mis Jr., 1987). Algunas de éstas
permanecen durante el invierno bajo una forma detap con entrenudos muy cortos,
mientras otras resisten al invierno bajo estrustuta reserva especializadas (bulbos,

tubérculos o rizomas) en los cuales se localizayédanas.

1.1. El meristemo apical

El meristemo apical es un conjunto de pequefiadaséigodiamétricas con
capacidad de division celular localizadas en laesxidad de los ramos y yemas
(Fosket, 1994). Segun el mismo autor, los merisem® las angiospermas tienen
normalmente una apariencia altamente estratifieadéa cual las capas mas externas
constituyen ladnica, envolviendo las restantes células del meristehmrpus; en las
capas de células de la tunica, todas las divisisoesanticlinales, mientras en el corpus
hay divisiones anticlinales y periclinales.

En el meristemo apical activo se distingue normatmeun patron de
organizacion que se superpone al determinado pocatly corpus: es laonacion
citohistolégica(King, 1983; Fosket, 1994). En esta zonacion pueadentificarse tres

zonas con distinta actividad meristeméaticaza)a centralformada por un conjunto de
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células relativamente grandes y de baja actividadstematica en comparaciéon con b)
zona periférica, alrededor de la central, presentando célulasdagiias dimensiones y
elevada actividad meristematica, a partir de ld sealesarrollan los primordios de las
hojas y c)zona subapical localizada por debajo de la zona central, resgggagor la
elongacion del tallo. Cuando cesa o se ralentizeti@idad meristemética, como en la
imposicion de la latencia, solamente es posibletifiear la organizacion tunica-corpus
(Fosket, 1994).

Alternativamente a este modelo de zonacion, VanSiéoot (1996) propone
qgue el desarrollo vegetativo del meristemo apisatentrolado por las células tipo-
-iniciales localizadas en la zona central, en udeltmque denomina dsstratificacion.

En éste, las sefales bioquimicas de control prewess de las “iniciales” se trasmiten a
sus derivadas a través a@eintinuumsimplastico (plasmodesmos), en el cual un reticulo
endoplasmatico, también continuo, asumiria un ppelamental en la comunicacion
célula a célula. A medida que las células se aldg@ata zona central, tras sucesivas
divisiones, disminuye el control por las “inicidlesaumenta su autonomia y se
incrementa su actividad mitotica, dando origensgpldmordios de las hojas.

Sea cual sea la forma de control del desarrolleleneristemo apical, tanto el
modelo de zonacion como el de estratificacion ¢derc en sefialar que durante el
crecimiento vegetativo la zona central es la qeserta menor actividad de division y
que los primordios de las hojas se originan apdetila zona periférica del meristemo
apical. Este aspecto asume particular importancraep hecho de que la transicién
morfolégica del desarrollo vegetativo al reproductel meristemo apical estd marcada
por un aumento de la frecuencia de las divisioe&dares en la zona central (Herbetrt
al., 1992; Fosket, 1994, Bijat al, 1997), que adquiere una forma de domo o cupula
caracteristica del programa reproductor, mientraspkno en la fase vegetativa
(Martinez-Zapater y Salinas, 1996).

El meristemo reproductor mantiene la identidadadechpas de la tunica, aunque
su numero se pueda reducir a una sola (Milyaevakijoxbva, 1995), pero pierde la
zonacion citohistologica (Huala y Sussex, 1993)emAds, la sincronizacion de la
division celular y una restricibn de la comunicaciéélula a célula parecen ocurrir
como consecuencia de la induccién floral (Goodwihyypdon, 1983; Juareet al.,
1995).
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1.2. Induccién — Iniciacidon — Diferenciacion

Se han utilizado diversas terminologias para caraeir las fases del desarrollo
reproductor. Segun la terminologia adoptada pddielonario de Ciencias Horticolas
(SECH, 1999), el desarrollo reproductor comprene® fases:

- Induccion (= determinacion) floral: proceso de cambio fisiol6gico interno
en el meristemo apical de una yema, que determinsatiraleza floral. La
induccion floral es previa a cualquier cambio middico en la yema.

- Iniciacion floral: primera modificacibn morfolégica o histoquimica
discernible en el meristemo, que evidencia el canrbeversible de la yema
correspondiente a la condicion floral.

- Diferenciacion floral: proceso de cambio morfoloégico en una yema de flor

caracterizado por la formacién de la estructunaflo

En las plantas lefiosas es dificil caracterizar esadollo del programa
reproductor de acuerdo con la secuencia inducai@recion-diferenciacion. Las yemas
se forman durante la estacion de crecimiento eadas de las hojas y al final de la
misma en el 4pice de los brotes. Segun las espetasscondiciones del desarrollo, las
yemas pueden seguir dos caminos: a) detener sudadtimeristematica cuando se
establece un periodo de latencia mas o menos lgrgonaneciendo como yema
indiferenciada; b) iniciar el programa de desaorodiproductor, con la diferenciacién de
inflorescencias y/o flores antes de la latencia. dstas plantas no se ha podido
identificar la induccion floral. La “prueba” de qumubo induccion floral se obtiene
cuando se observa la iniciacion morfolégica deinflsrescencias, sea en verano o en
invierno. Como estas plantas no responden a um@stiambiental concreto, como por
ejemplo el fotoperiodo, son consideradas plantatialeeutro (Berniegt al, 1993).

En las plantas bienales, que crecen como rosetastdua fase vegetativa, la
transicion del desarrollo vegetativo al reprodustaracompafiada de un cambio en la
longitud de los entrenudos, dando lugar a la forémade un brote floral, el cual se ha
considerado clasicamente como un marcador ded@didn floral (Martinez-Zapater y
Salinas, 1996).
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1.3. Regulacion de la induccion floral

La mayoria de las plantas utiliza sefiales ambiesntaara regular la induccion
floral por dos razones principales (Taiz y Zeid®91; Bernieet al, 1993):
- todos los individuos de la misma especie deberdtar sincronizadamente
para garantizar la polinizacion;
- todas las especies deben completar su reproduseiaral bajo condiciones

externas favorables.

Cualquier variable ambiental con cambios estacesnedgulares representa un
factor potencial de regulacion de la inducciéndlpisiendo los mas importantes el
fotoperiodo, la temperatura y las disponibilidatiédricas (Bernieret al, 1993). Las
plantas llamadas “autdnomas”, que no necesitan mleestimulo especifico de
fotoperiodo o temperatura para florecer (Taiz ygéei 1991; Bernieet al, 1993)
suelen ser sensibles a la radiacion (Beretie.,, 1993).

El fotoperiodo y la radiacion son percibidos pos laojas maduras; la
temperatura es detectada por todas las partesptEnka, aunque las bajas temperaturas
sean frecuentemente captadas directamente por ie€; apl déficit hidrico es
normalmente percibido por el sistema radical (Berei al, 1993). Segun los mismos
autores, hay fuertes interacciones entre los difesefactores, por lo que cada uno de
ellos puede afectar al intervalo en que los otoosedectivos. De este modo, las plantas
pueden utilizar oportunamente factores criticosrdiites para cada ambiente particular
en el cual se desarrollan.

Hay tres hipétesis fisioldgicas para explicar lduiccion floral (Bernieret al,
1993; Martinez-Zapater y Salinas, 1996):

- la hipotesis deflorigeno/antiflorigeno en la cual el promotor y el inhibidor
de la induccion floral son cada uno una hormongkansencilla y universal,
gue sigue sin ser aislada e identificada;

- la hipétesisnutricional (“nutrient diversion”) en la cual la induccion &
modificaria las relaciones fuente-sumidero den&rdadplanta, de forma que
el 4pice recibiria un mayor suplemento de asimfadtuando se dan

condiciones inductoras;
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- la hipétesis detontrol multifactorial en la cual varios compuestos quimicos
(asimilados y hormonas conocidas) participan ennthuccion floral. La
variacion genética o las condiciones en que haridocun ocurre el desarrollo
pueden determinar que alguno de los factores iaghhis en la induccion
floral se convierta en un factor limitante en algsinespecies o bajo

determinadas condiciones ambientales.

1.3.1. Regulacién ambiental

El fotoperiodo es uno de los factores ambientales mas importante$ control
del desarrollo y de la induccion floral en much&nas (Fosket, 1994). La evidencia
de que el fotoperiodo, percibido por las hojas magluconduce a la produccion de un
estimulo floral transmisible al apice ha resultdddos experimientos con injertos (Taiz
y Zieger, 1991; Bernieet al, 1993). La generalidad de las plantas lefiosas, si
embargo, son de dia neutro respecto a la deteridméatoperiddica de la induccion
floral.

Las plantas pueden tener requerimientos cualimtfgabsolutos) o cuantitativos
(facultativos) de bajas temperaturagerfalizacion) para la induccion floral. Las
plantas con requerimientos cualitativos o absoldeggsenden de un periodo minimo de
frio para florecer, mientras las plantas con requentos cuantitativos o facultativos
aumentan o aceleran la floracidon con exposiciéasabhjas temperaturas, pero acaban
siempre por florecer, incluso sin bajas temperat(Balisbury y Ross, 1994).

Entre las plantas que presentan habitualmente negertos de frio para
florecer estan las plantas anuales de siembrariraliecomo los principales cereales,
gue son en general cuantitativas, es decir, retrasdisminuyen la floracion si las
temperaturas no bajan lo suficiente (Salisbury gRa&994; Metzger, 1996). Otro grupo
importante de plantas que requieren frio para ¢lerson las bienales. En este caso, las
necesidades son en general cualitativas, es detamente producen un brote floral, en
su segundo afo, cuando las temperaturas son stditiente bajas durante un periodo
de tiempo suficiente (Salisbury y Ross, 1994; Metz$996).

Algunas plantas necesitan dias largos despuésdetip de frio para promover
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la floracién, a veces de forma absoluta, mienttees®son neutrales después de las bajas
temperaturas (Tomita, 1990; Taiz y Zeiger, 199IniNiaet al, 1994; Salisbury y Ross,
1994; Gianquinto, 1997). De esta forma, parecelgueernalizacion y el fotoperiodo
actuan como vias alternativas respecto a la flora¢Taiz y Zeiger, 1991; Bagnall,
1993), contribuyendo a la sincronizacion del dedlarrreproductor en las plantas
sembradas en diferentes fechas (Migliettal, 1993).

Las yemas de las plantas lefiosas tienen un comperte parecido a las
plantas bienales (Dennis Jr., 1987). En caso deoquea la induccion floral, originan
brotacion reproductora en el segundo afio. En ldacifalias, que presentan yemas
florales ya diferenciadas antes del invierno, ation ocurre muy tempranamente,
pero solamente después que las yemas hayan acenwiladantidad suficiente de frio
(variable segun las especies o los cultivares) lsaediminacion de la endolatencia, lo
que permite la brotacion reproductora en condicgdagorables. En otras lefiosas, las
yemas se mantienen indiferenciadas hasta el invigrrel frio invernal suele ser
considerado como un factor necesario para promlavBoracion (Garcia-Luiet al,
1992; 1994; 1995b; Chaikiattiyes al, 1994; Nufiez-Elisea y Davenport, 1994; 1995).

Un estrés hidricomoderado, que afecta mas la expansiéon celulalagiigision
celular (Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 1996), puedgilar el balance entre la actividad
reproductora y vegetativa (Tombesial, 1986), siendo en muchas plantas un factor
esencial en el control de la formacion de floreBgg@ekart al, 1993). Sin embargo, su
efecto parece relacionarse mas con la inhibicion cdecimiento vegetativo
(Chaikiattiyoset al, 1994; Drinnan y Menzel, 1994; Nunez-Elisea y &gwort, 1994),
con la promocién de la brotacion de yemas florgkesliferenciadas (Nunez-Elisea y
Davenport, 1994; Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 1996)) la sincronizacion de la
antesis después de la rehidratacién de las yemade (Drinnan y Menzel, 1994) y
con el desarrollo floral (Nakagimat al, 1993) que con la determinacién de la

naturaleza reproductora de la yema.

-11 -
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1.3.2. Regulacién hormonal

A pesar de que hasta ahora no se ha podido aiglengficar el florigeno y el
antiflorigeno, la intervencién de una o varias hamas en la regulacion de la induccion
floral ha podido ser probada en multiples expertm®rcon injertos entre plantas
inducidas y no inducidas realizadas en los afiog@articular por Chailakhyan y sus
colaboradores (revisiones de Chailakhyan, 19686 }9Beevaart, 1976).

La comprobacion de que el estimulo floral era peattu en las hojas y
translocado a los &pices, de que podia ser tradsenpor injerto a las plantas no
inducidas y de que las condiciones inductivas podé substituidas por su aplicacion
exdgena eran los requisitos necesarios para coasigee ese estimulo fuese de
naturaleza hormonal (Salisbury y Ross, 1994). &wbaggo, la naturaleza quimica e
incluso la misma existencia del florigeno contisiendo especulativa (Fosket, 1994;
Salisbury y Ross, 1994).

Durante algunos afios, se ha considerado quegibbaselinas podian satisfacer
los requisitos del florigeno dado su efecto erulzs8tuicion del estimulo promotor por
los dias largos o por las bajas temperaturas emasyglantas bienales o en coniferas
(Lang, 1957; Purvis, 1961; Pharis y King, 1985; @t al, 1989; Taiz y Zeiger, 1991;
Salisbury y Ross, 1994; Talon, 1996). Sin embasgogfecto inhibidor de la floracion
en las angiospermas lefiosas y en los frutalesmdouse aplican a yemas cultivadas
vitro (Guardiolaet al, 1982; Scorza, 1982; Yamdagni y Khangia, 198%tlal, 1994;
Basconsueloet al, 1995; Heet al, 1995; Oosthuyse, 1995; Talon, 1996) no ha
permitido que esta hormona pudiera ser consideladdormona universal de la
induccion floral” (florigeno). Ademas, parece quela&s plantas en roseta la formacion
de las flores y la elongacién del tallo son doscesos separados (Zeevaart, 1976;
Evanset al, 1990; 1994) y las giberelinas solo promueveeldagacion del tallo y no
la formacion de las flores (Wallensiek, 1985; Delameesteret al, 1995; Evans y
Blundell, 1996).

La morfogénesisn vitro ha puesto en evidencia un papel fundamental de las
citoquininas en la formacion y desarrollo de yemas florales yifiorescencias
(Srinivasan y Mullins, 1978; Jullien y Wyndaele 929 Duan y Yazawa, 1995; Galoch
et al, 1996; Harada y Murai, 1998). A pesar de la ewitkede que el transporte de las
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citoquininas a los apices se relacionan con lositegenormalmente asociados a la
induccion floral (Bernier y Kinet, 1986; Lejeuret al, 1994), su papel no parece
determinante en la induccion floral, ya que sucagion exdgena en condiciones no
inductoras no promueve la floracién (Bernier y Kjri®©86; Li y Deng, 1992; Berniet

al., 1993), en ciertas condiciones inductoras loglagsrenddgenos de las citoquininas
pueden bajar drasticamente (Bernier y Kinet, 19B@perts et al, 1991) y la
estimulacion de la actividad mitética y de la ssidedel ADN pueda observarse incluso
antes de cualquier movimiento del estimulo florakak las hojas (Jacgmaed al,
1993). El estimulo de division celular requerida fm induccion floral puede ser el
papel de las citoquininas en ese proceso (Khat, 1993; Machackovat al, 1993).

A pesar de la evidencia de un papel regulador siddamonas en la floracion,
no queda claro si en realidad las hormonas pugaEnse determinar la induccion
floral (cambio en la naturaleza de la yema) o samante regular o condicionar el
desarrollo de un meristemo previamente determin&#mun Trewavas (1986), el
control de la morfogénesis es mas una propiedadsidegma que responde a las
hormonas que de éstpsr se cuyo papel parece ser mas regulador de los fldgos
nutrientes que controlador de la morfogénesis. @ammerosas las evidencias de un
papel regulador de las hormonas en la expresida daturaleza reproductora de los
meristemos después de la induccion floral, es dexifa iniciacion morfolégica y en el
desarrollo floral, particularmente en la determidacsexual de las flores (Gargiulo,
1968; Moore, 1970; Lilov y Temenuschka, 1976; Bariviasimbertet al, 1988;
Shawkyet al, 1998; Olffet al, 1989; Singh (1989); Dickens y Van Staden, 1990;
Figueraset al, 1990; Chen, 1991; Robems$ al, 1991; Santonet al, 1991; Zhang y
Yan, 1991; Harkesst al, 1992; Kumar y Bhaft, 1992; Li y Deng, 1992; Maetti et
al., 1992; Ahireet al, 1994; Aribaud y Martin-Tanguy, 1994a; 1994b; 8awth y
Schroder, 1994; Caffaro y Vicente, 1994; Caffaral, 1994; Daoudet al, 1994; Ali y
Lovatt, 1995; Tarenghi y Martin-Tanguy, 1995; Masfianguy, 1997).

-13 -
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1.3.3. Regulacion nutricional

El fracaso en el aislamiento del florigeno llevo escepticismo sobre su
existencia (Salisbury y Ross, 1994). En su lugarha propuesto que el estimulo
fotoperidédico provoca una redistribuicion de losmalsdos dentro de la planta,
conduciendo a la induccion floral (Sachs, 1978hSacHackett, 1983). Sin embargo,
no ha sido posible determinar si el aumento deafngares solubles en el meristemo
apical en las plantas expuestas a fotoperiodoiiviis son la causa o la consecuencia
de la induccion floral (Bernier, 1988).

Un desequilibrio en la relacion C/N ha sido mucheses sefialado como un
factor de regulacion del desarrollo floral, estamha® niveles altos en nitrégeno (C/N
baja) asociados con el crecimiento vegetativo ynlgsles altos de hidratos de carbono
(C/N alta) asociados con el desarrollo reprodu@EsShamyet al, 1990; Ishiokaet al.,
1991; Rideoutt al, 1992; Kubota y Yoneda, 1993; Duan y Yazawa, 18fBneet al,
1995).

Los hidratos de carbono, particularmente la saear®s encuentran entre los
primeros compuestos que llegan a los meristemosalagi después del tratamiento
inductor (Houssat al, 1991; King y Evans, 1991; Lejeurtal, 1991; 1993; Bernier
et al, 1993; Perilleux y Bernier, 1997). Sin embargay lvarios tratamientos que
pueden provocar aumentos del nivel de azucarebleslen los meristemos sin que el
desarrollo floral ocurra (Taiz y Zeiger, 1991; Berret al, 1993). De esta forma, los
hidratos de carbono parecen necesarios para eral&séloral ulterior a la induccion
floral, pero no determinantes de su ocurrencia gdaat al, 1991; McDanielket al,
1991; Bernieet al, 1993; Garcia-Luist al, 1995a; 1995b).

Se ha relacionado también la falta o el agotamiel®#das reservas con el
comportamiento alternante de ciertas plantas, eicpliar los frutales (Goldschmidt y
Golomb, 1982; Cartechini y Tombesi, 1986; Howie Yoyd, 1989; Candolfi-
-Vasconcelos y Koblet, 1990; Reddy y Singh, 19%riy Lespinase, 1993; Lespinase
y Delort, 1993; 1994; Van der Wadt al, 1993; Chaikiattiyo®t al, 1994; Weinbaum
et al, 1994; Snowball, AM; KanduSer, 1997; Nziretal, 1997). En dos mutantes de
Arabidopsis uno deficiente (no produce) y otro con excesoHhiaooliza) de almidon,

se demora la floracion debido a una deficiencialurta incapacidad para movilizar el
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almidén (Bernieret al, 1993). Sin embargo, esta deficiencia parece icimmer
solamente el desarrollo floral, no determinandmthiccion floral, ya que la floracién

acaba siempre por ocurrir.

1.3.4. Regulacion multifactorial

La ausencia de respuesta a sefiales fotoperiodioasetas y el papel de ciertos
factores exdgenos (temperatura y estrés hidpes, se o en interaccién con el
fotoperiodo) y enddégenos (hormonales y nutricias)aéa la modulacion del desarrollo
floral mas que en la determinacion de la naturadiezka yema evidencia la complejidad
del proceso de induccion floral y refuerza la higs de una regulacion multifactorial.

La obtencion de plantas mutantes y transgénicas guevas técnicas de analisis
genética y molecular han renovado el interés pastidio de la induccion floral, en
especial sobre la expresion génica en el merisepital (Melzeret al, 1990; Zagotta
et al, 1992; Meeks-Wagner, 1993; Shannon y Meeks-Wadt@93; Chunget al,
1994; Hensett al, 1994; Jofukiet al, 1994; Ma, 1994; Miura y Worland, 1994; Eimert
et al, 1995; Haughret al, 1995; Yanget al, 1995; Mandel y Yanofsky, 1995;
Martinez-Zapateret al, 1995; Weigel y Nilsson, 1995; Wilkinson y HaugHi®95;
Allen y Sussex, 1996; Zagot&t al, 1996; Bonhommet al, 1997; Mizukami y Ma,
1997; Ruiz-Garcia et al., 1997; Sundas-Larstal, 1998).

En Arabidopsisse ha trabajado con un mutargenf que no pasa por la fase de
roseta vegetativa y produce inflorescencias inntaatiante tras de la germinacion. Para
explicar este comportamiento, Sueigal. (1992) han propuesto que la reproduccion es
el programa de desarrollo por defecto del meristapioal a no ser que el programa
vegetativo sea activado a la germinacion (ya quease de una planta anual). Una vez
que el programa vegetativo se inicia, su destimwnfpnecer vegetativo o cambiar a
reproductor) parece controlado por varios conjumtesgenes y sus correspondientes
vias de regulacion (Berniat al, 1993; Meeks-Wagner, 1993), sensibles al ambiente
(Leeet al, 1993; Meeks-Wagner, 1993).

Martinez-Zapater y Salinas (1996) proponen un nwdel regulacion para las

plantas del tipo autbnomo (aquellas que florecemda la planta ha adquirido un cierto
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desarrollo vegetativo para sustentar los frutosay $emillas) y para las plantas
dependientes de las condiciones ambientales (flotojpeo bajas temperaturas) para
florecer. En estas ultimas, la forma en la cual ¢mnes interaccionan con las
condiciones ambientales son multiples y configutan modelo multifactorial de
regulacion de la induccién floral.

De acuerdo con este modelo, hay diversas vias igagéle regulacion de la
induccion floral que actian como mecanismos deaatin o de inhibicion. Las plantas
con mecanismos de activacion muy fuertes y de icibitb débiles tienen un
comportamiento autonomo. Las plantas con mecanisieoghibicion fuertes o de
activacion débiles presentan requerimientos amédestpara florecer, en las primeras

con herencia dominante y en las ultimas con heseecesiva.

-16 -



Revisién Bibliografica

2. Latencia de las yemas

Los cambios ciclicos del clima originan periodosofables al crecimiento
separados por otros de crecimiento ralentizadmahiso, ausente (Villiers, 1975). El
exito de una especie en un determinhdbitat depende no solamente de su resistencia
a condiciones climaticas adversas, sino tambiésudeapacidad para sincronizar sus
ciclos de crecimiento y reproduccién con los cambéstacionales (Villiers, 1975;
Kobayashi, 1987; Leopold, 1996), evitar o aprovedoadiciones ambientales erraticas
y explotar otros organismos en la dispersion dedasillas (Leopold, 1996).

De este modo, el desarrollo de la latencia es twladuncion reguladora del
desarrollo mas dramatica sino también la de mascidgd adaptativa para la
supervivencia de las plantas (Villiers, 1975; Lddpdl996). Esta capacidad para
suspender todo el crecimientogluso en ausencia de factores limitantegs, ademas
de un_espectaculdipo de control, una impresionanfiema de adaptacion (Leopold,
1996).

2.1. Concepto de latencia

Para Seeley (1994), la gran divergencia sobreelasiriologias utilizadas para
describir la latencia es sintomatica del estadoccdebcimiento sobre este tema, que él
considera una “caja negra”. Ello muestra que lm@ra dificuldad en la comprension
global de la latencia se refiere al concepto dmlzt.

En un intento para uniformizar la terminologia solar latencia, Lang (1987) ha
definido latencia (“dormancy”) como: “la suspension temporal delcareento visible
de cualquier estructura de una planta conteniendmeristemo”. Para distinguir entre
los diferentes tipos de latencia, este autor pmplos términos paralatencia

(“paradormancy”),ecolatencia (“ecodormancy”) yendolatencia (“endodormancy”),
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gue define como:
- paralatencia: induccion especifica de la latencia originadayma estructura
distinta de la estructura afectada;
- ecolatencia limitacion del crecimiento asociada con factoeesbientales
desfavorables;
- endolatencia induccién especifica de la latencia dentro depftapia

estructura afectada.

Los términos para-, eco- y endolatencia serianvatgrites, respectivamente, a
los términos inhibicidbn correlativa  (“correlative inhibition”), quiescencia
(“quiescence”) yeposo (“rest”) en una de las clasificaciones anteriorgs utilizadas
en yemas (Chouard, 1956, cit. Dennis Jr., 1996).

Los fisiblogos que trabajan con semillas son los rrdticos en adoptar esta
terminologia, porque consideran que las semillas ga germinan por falta de
hidratacion y que solamente necesitan ser hidratpdea germinar estan en un estado
“no latente” (Dennis Jr., 1996). Sin embargo, @stior considera que esto es solamente
una cuestibn semantica, porque las semillas notésepueden considerarse en
ecolatencia: no germinan por falta de un factorianthl: agua.

Ademas, la inhibicion del desarrollo del embriémpuasta por el tegumento o
por otras partes de la semilla también se puedsesificar como casos de paralatencia, si
se considera la latencia del embrion en lugar daténcia de la semilla (Dennis Jr.,
1996). Con independencia de las cuestiones dentelwgia, en su estudio comparativo
entre latencia de semillas y de yemas, este aotmlwye que la latencia de yemas y

semillas son fendmenos similares pero no idénticos.

2.2. Latencia versus morfogénesis

El desarrollo de las plantas resulta de la actdiidde los meristemos
(morfogénesis). Segun Van der Schoot (1996), lstore ¢qué es la latencia? es
similar a la cuestion: ¢qué es la morfogénesis?.l&Emorfogénesis se denota

“organizacion del desarrollo” y en latencia su “suspension temporal”. De este modo,
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la morfogénesis y la latencia pueden ser modelado® dos estados alternativos de
un sistema fisiolégico semi-autonomo y dinamicameatganizado (el meristemo
apical), siendo la latencia su fase estacionaran (er Schoot, 1996).

Ademas, para el mismo autor, el estado latente epusr caracterizado
separadamente de la forma como es inducido: eats; p endolatencia son similares
en el sentido de que son fases estacionarias @esatrollo del meristemo apical. Los
mecanismos por los cuales estos estados son indubaben ser estudiados en relacion
con el contexto en el cual funcionan: supervivemgada planta o optimizacion de la
estructura de la planta. Solamente la intensidath datencia es diferente (Van der
Schoot, 1996):

- en ecolatencia, la remocion de los factores amddestlimitantes es

suficiente para retomar la actividad morfogenética;

- en paralatencia, es suficiente un cambio en lagefa de los meristemos

para que sea posible la morfogénesis;

- en endolatencia, es necesario un periodo de tieagmriado con la

progresion estacional de las condiciones ambies)talara que la actividad

morfogenética sea retomada.

2.3. Formacion de la yema

La separacion de los diversos tipos de latenciai@sa por la terminologia es
reduccionista para el estudio de la latencia: leanfi@macion de la yema es evidencia
del establecimiento de la latencia (Crabbé y Barnt®96). La formacion de la yema es
el resultado de un proceso que conduce a la sdprdsi crecimiento, determinada no
solo por una restriccion de la expansion celulawo siambién por una compleja
secuencia de efectos correlativos que origitteateroblastia o sea, desarrollo
modificado de los primordios foliares, lo que ingpliun tipo especifico de desarrollo
basico (Crabbé y Barnola, 1996).

La interaccion de factores enddgenos y exdgenoa efigacia depende del
equilibrio entre el estado de desarrollo del teydel ambiente parece determinar, pues,

un cambio en el patron del desarrollo (Smart, 1996¢ se manifiesta por una
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morfogénesis modificada de los primordios foliaflesteroblastia), caracterizada por
una reduccion generalizada de la expansion ce(alangacion de los entrenudos y
expansion foliar) que conduce a la formacion de yaraa (Crabbé y Barnola, 1996).
Segun los mismos autores, cualquier factor limitate cada uno de los subprocesos:
division celular, elongacion de los entrenudos aesion foliar, puede inhibir
globalmente el crecimiento, sin necesidad de utofacterno o externo especifico.

La relacidon entre la formacion de la yema y la cuwdn de la latencia ya habia
sido propuesta por Villiers (1975). Para este algodisminucion de la duracion del dia
seria la sefial ambiental inductora del desarra@ldadatencia en el meristemo apical,
dando lugar a la produccién de estructuras pratestgescamas) y una intensa
preparacion para el estado de reposo invernal iémpara la nueva época de
crecimiento primaveral. Después de la recepcidéredeémulo adecuado, la elongacion
de los entrenudos (proceso de expansion celulalagia inhibida, pero la divisiéon
celular y la morfogénesis continlan, produciéndoesmordios de hojas o de flores
(inflorescencias) que quedaran encerradas dentta gema. Cuando las condiciones
que inhiben el crecimiento persisten, se detienprdgia organogénesis y todas las
células del meristemo dejan de dividirse (Villiek975; Cottignies 1986; Bigras, 1996).

En los arboles, la formacion de las yemas puedansgr temprana, incluso
mucho antes del acortamiento de la duracion del Eifalos brotes en crecimiento
activo, las yemas axilares no se desarrollan debida dominancia apical o a la
inhibicion por las hojas y pueden quedar gradualen@mdolatentes con el tiempo
(Champagnat, 1983; Powell, 1987; Balandieal,, 1993; Salisbury y Ross, 1994).

En las yemas, si bien la respuesta mas comun deélaks al ABA (acido
abscisico) es la inhibicion del crecimiento (Salisby Ross, 1994) y cualquier factor
de estrés puede ser inhibidor del crecimiento cpritoer paso para la formacion de la
yema y el establecimiento de la latencia (Pow&871 Salisbury y Ross, 1994; Bigras,
1996), la parada del crecimiento y la formacionlake yemas ocurren incluso en la
ausencia de condiciones de estrés.

El hecho de que la aplicacion directa de ABA degemgalentice el crecimiento
pero no conlleve la formacion de las escamas @afstitas de la yema latente, que el
efecto de los dias cortos en el desarrollo deténéza no provoque un incremento en

los niveles del ABA en la yema (Salisbury y Ro€94)), que los niveles enddgenos del
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ABA no se correlacionen con la latencia de las ye(Barros y Neill, 1989) y que los
niveles del ABA en la yema no se relacionan com&®sidades en frio (Pongsomboon
et al, 1990) son aspectos que también sugieren quBA&Ind es un factor inductor de
latencia. Sin embargo, el ABA parece ser fundangataa inhibir el crecimiento y la
brotacién prematura, para promover la acumulac@redervas y para la defensa contra
los estreses (Kuzina y Kalinina, 1993; SalisbuBogs, 1994).

Powell (1987) considera que la disminuicion derosles de los promotores,
mas que el incremento del ABA, puede ser el fagiomario de la parada del
crecimiento y de la entrada en latencia. El efadtibidor del ABA podria deberse, de
este modo, solamente a un reducido potencial agnuento. Como la yema se forma
en cuanto termina la elongacion de los entrenuddlefs, 1975; Crabbé y Barnola,
1996) y como el principal efecto fisiologico de iberelinas es la elongacion de los
entrenudos (Fosket, 1994; Tal6n, 1996), es posjbke la reducion del potencial de
crecimiento determinada por la inhibicién de latedis de giberelinas sea un paso

fundamental en el proceso de transicion crecimiaiencia.

2.4. Endolatencia y aclimatacion al frio

Posiblemente por influencia de los estudios deatancia en semillas y del
desarrollo de modelos de prediccion de la flora@orfrutales lefiosos, se ha prestado
mas atencion a la basqueda de factores de indugadiminacion de landolatencia
Para algunos autores, incluso, solo la endolategia “verdadera” latencia (Powell,
1987). Aunque este autor sefale que la suspensiéoretimiento de los ramos y la
induccién de la endolatencia son dos procesos a#dpsmr en climas mas rigorosos
(posiblemente porque las plantas tienen que ad&psacondiciones mas extremas con
mucho mas rapidez) la suspension del crecimiengo, atlimatacion al frio
(endurecimiento) y la imposicion de la endolaterstia inducidas por la reduccion del
fotoperiodo y ocurren casi simultaneamente endagferas, por lo que es dificil asociar
cada cambio bioquimico a un proceso fisioldgicood@igras, 1996).

En este caso, el proceso de aclimatacion al fresigtencia a las bajas

temperaturas) pasa por dos fases: a) en la pritagoéanta es receptiva a la sefial de los
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dias cortos (Fuchigami y Nee, 1987; Bigras, 199@&cDbnald, 1996) o del estrés
hidrico (MacDonald, 1996) y las yemas pueden estaparalatencia y/o ecolatencia;
b) en la segunda, la bajada de la temperaturandieterla entrada en endolatencia
(Fuchigami y Nee, 1987; Bigras, 1996; MacDonald96)9 Por efecto de las bajas
temperaturas, las plantas empiezan a aclimatarséengeraturas congelantes
(“freezing”) y a la desecacion, pudiendo sobreviar periodos prolongados de
almacenamiento y desarrollando una endolatencfanmta (Fuchigami y Nee, 1987).

La busqueda de mecanismos especificos de inducci@amtenimiento y
eliminacién de la endolatencia en base a los révelequilibrios hormonales fué el
principal objectivo de los estudios de la laterimante muchos afios en la llamada
“escuela clasica” (Dennis Jr., 1994). En contraposj la “escuela francesa” (Dennis
Jr., 1994) considera la endolatencia como el Ultiestado de una cadena de
inhibiciones correlativas que comienzan con la d@mcia apical y van gradualmente
extendiéndose a los tejidos inmediatamente subteseal meristemo, quedando,
finalmente, bajo el control endogeno del meristé@lmampagnat y Céme, 1986).

Cualquier factor limitante de cada uno de los sobgsos: division celular,
elongacién de los entrenudos y expansion foliaredpu inhibir globalmente el
crecimiento, sin necesidad de un factor internaterao especifico (Crabbé y Barnola,
1996) y la persistencia de condiciones desfavosablecrecimiento, la dominancia
apical y la inhibicion por las hojas pueden seicgerites para que las yemas queden
gradualmente endolatentes con el tiempo (Powel§71®Balandieret al, 1993;
Salisbury y Ross, 1994). De esta forma, parecesfjuemportamiento de las yemas de
las plantas lefiosas se ajusta mas al modelo ésdaéla francesa” que al de la "escuela
clasica".

El ABA parece tener un papel muy importante erclaretacion al frio o, por lo
menos, en la defensa contra el estrés térmico.f&atoe Lang (1994) ha intentado
establecer un puente entre los diferentes facturesinfluyen en la endolatencia y las
diferentes técnicas utilizadas para su estudiosiemevision, este autor presenta un
vasto conjunto de experimentos fisiologicos y mol@es que muestran que muchas de
las respuestas inducibles por el ABA estan invaldas en las respuestas de las plantas
a uno o varioestreses osmoticodales como los que ocurren en las tolerancias a |

sequia, a la salinidad, a la desecacion, al febcalor.
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Hoy dia, hay considerable evidencia experimental sugiere que los niveles
del ABA aumentan no solo en condiciones de falteaglea, sino también en suelos
salinos, frio intenso con temperaturas congelagtéxluso, bajo temperaturas elevadas
e inundacion (Fosket, 1994; Kusina y Kalinina, 4;99alisbury y Ross, 1994; Rock y
Zeevaart, 1996; Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 1996jela y Tadeo, 1996). En la
practica totalidad de los ejemplos, la deficierfceal” es la deficiencia de agua en el
protoplasto: la falta de agua actua por pérdidautgescencia, activando los genes que
controlan la sintesis del ABA (Salisbury y Ros94)9

Un caso muy interesante en la respuesta de lasaplanlos estreses son las
proteinadea (“late embriogenesis abundance”), también llamattdsdrinas (Walker-
-Simmons y Goldmark, 1996), que permiten sugerat ganexion molecular directa
entre las tolerancias a la congelacién y a la @des@&c y la aclimatacion al frio,
procesos que coinciden frecuentemente con la eedacla en tejidos perennes (Lang,
1994). Las proteinakea, las glicoproteinas y otras proteinas, cuyos spoedientes
genes sintetizadores son activados por el ABA oditerentes estreses, son ricas en
glicina, hidrofilas y estables en el calor (algupagden permanecer solubles en agua
hirviendo) y una de sus funciones puede ser unaificexion de las interacciones
termodinamicas entre las moléculas y el agua, polusion de solutos o ligamiento
(“binding”) directo ( Lang, 1994; Tudela y Tade®96; Walker-Simmons y Goldmark,
1996). De este modo, pueden dar estabilidad a éashmanas y a las macromoléculas,
como las proteinas y los acidos nucleicos, durdamtelesecacion, previniendo la
desnaturalizacion o inhibiendo la formacion de takes de hielo a temperaturas
congelantes (Lang, 1994; Rock y Zeevaart, 1996¢glbug Tadeo, 1996; Wisniews&t
al., 1996).

La conexion molecular directa entre las toleran@ak congelacién y a la
desecacion y la aclimatacion al frio (Lang, 1994) iecho de que la deficiencia “real”
en los diferentes tipos de estrés sea la defi@aheiagua en el protoplasto (Salisbury y
Ross, 1994), suscita una particular atencion sebpapel del agua en la endolatencia.
Segun Guyet al (1992), la tolerancia a la congelacion es principalmente un
tolerancia a la desecacionimpuesta por la formacion de hielo extracelulaa L
desecacion puede ser un indicador de la tolerahdiago (heladas) en la produccion de
plantulas de coniferas (Deagtsal, 1990; Calmet al, 1993).

-23 -



Revisién Bibliografica

Mas recientemente, la aplicacion de la tecnica délisass de imagen por
resonancia magnética nuclear (MRI) a yemas folideesnanzano (Faust al,. 1991;
Liu et al, 1991) ha permitido determinar que la endolatenorresponde a un periodo
en que todo el agua de la yema se encuentra ligasiea, no hay agua libre (Faest
al., 1991). Aunque estas observaciones no puedamndete una relacion causal
directa entre la desecacion y el proceso de indotaiminacion de la endolatencia, por
lo menos pone de manifiesto que en este procean @stolucrados cambios en el
estado fisiologico y en el contenido del agua enylemas (Faust al, 1991; 1995;
Rinne et al, 1994). Sin embargo, el hecho de que el agua legtda durante la
endolatencia no determina la completa inhibiciéhadecimiento, sino que solamente
se reduce la expansion celular, ya que los primerdumentan de volumen durante el

invierno (Buban y Faust, 1995).

2.5. Eliminacion de la endolatencia

La relacion de las bajas temperaturas con la indoncanantenimiento y
eliminacion de la endolatencia es conocida y eatladidesde hace mucho (Samish,
1954), siendo la base del desarrollo de los modadoprediccion de las fechas de
brotacién y floracion de muchos frutales. La eliatiidn del estado endolatente ocurre a
consecuencia de la exposicion a las bajas tempasatsiendo las mas eficientes, en
cada especie o cultivar, aquéllas justo por enaeigunto de congelacién (Samish,
1954). Segun Wisniewslkét al (1996), los estreses subletales presentan unamism
efecto, por lo que los “estreses” naturales (teatpesis congelantes, desecacion, etc.)
pueden provocar la inmediata eliminacion de la Eeocia y la posible pérdida del
endurecimiento.

Los primeros modelos de prediccion de las fechdsatacion y floracion en los
frutales estaban basados solamente en el contewioharo de horas con temperaturas
por debajo de un determinado limite (Weinbergef§0)% dentro de un intervalo de
temperaturas con diferentes eficiencias (Erez yekaw971; Richardsoet al, 1974;
Gilreath y Bucanan, 1981; Shaltout y Unrath, 1988| Real Labordeet al, 1990).

Después de la acumulacion del frio suficiente géiminar la endolatencia, la brotacion
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es estimulada por el incremento de las temperatkashigami y Nee, 1987). Por eso,
algunos modelos incorporan también una componengedmulacion de calor, después
de satisfechas las necesidades de frio para lsnakion de la endolatencia (Richardson
et al, 1975; Ashcroftet al, 1977), tornando mas fiables las previsionespbeas de
brotacion o de floracion (Carvalho, 1994).

Estos modelos de prediccion, sin embargo, afiadea pdormacion sobre el
control fisiologico de la endolatencia (Dennis Ji994), ya que, entre otras
limitaciones, no integran los factores climaticdem(peratura) con los procesos
fisiologicos (Fuchigami y Nee, 1987). Los mecanisnii@sicos de la endolatencia
permanecen sin aclarar y la mayoria de las evidenexperimentales solamente han
permitido una gran diversidad de teorias explieaiSeeley, 1994). Ademas, el
transito de la endolatencia al crecimiento en resfaua las bajas temperaturas no es

lineal a lo largo del tiempo (Seeley, 1996).

2.6. Promocion de la brotaciéon

Después de la eliminacion de la endolatencia (ataoiun de frio), las yemas se
guedan en ecolatencia hasta que las condicionesmeeratura sean favorables. Dennis
Jr. (1987) y Powell (1987) estudian este aspecto particular atencion a temperaturas
intermedias, que solo promueven el crecimiento emag parcialmente salidas del
reposo pero no contribuyen a la eliminacion denldotatencia.

Los procesos metabdlicos frecuentemente asociamwdaceliminacion de la
latencia, como el aumento de la tasa respiratdvidiefs, 1975; Tylkowski y
Wrzesniewski, 1989; Young, 1990; Corbineztual, 1991; Seshu y Dedlani, 1991; Pu
et al, 1994; Bogatek, 1995; Youngt al, 1995; MacPehearsoet al, 1997; Suttle,
1996; Myking, 1998), la activacion de la via de pemtosas-fosfato (Villiers, 1975; De
Meillon et al, 1990; Nir y Lavee, 1993; Pet al, 1994), la movilizacién de reservas
carbonadas y nitrogenadas (Villiers, 1975; Keegfaal, 1989; Arnold y Young, 1990;
Yanget al, 1991; Wege®t al, 1991; Whitworth y Young, 1992; Coleman y Chen,
1996; Crabbé y Barnola, 1996; Ndungtual, 1997; Suttle, 1996), la sintesis de ADN y
ARN (Villiers, 1975; Wanget al, 1986; Liet al, 1989; Yanget al, 1991; Wu y Fang,
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1993; Crabbé y Barnola, 1996; Tang, 1997), el imeneto en el contenido de agua
(Faustet al, 1991; Liuet al, 1991; Rinneet al, 1994; Crabbé y Barnola, 1996;
Watanabeet al, 1997; Erezt al, 1998) y el incremento de la actividad mitétiBaeél

et al, 1991, Bigras, 1996) parecen ocurrir después @dirhinacion de la endolatencia.
Esto se debe, probablemente, al efecto de un iecrtemgeneral de la actividad
metabolica (Villiers, 1975; Suttle, 1996), comouleado de un aumento de la energia
cinética de las moléculas y de la actividad enzoaasociada a la subida gradual de la
temperatura (Salisbury y Ross, 1994).

Por otro lado, los agentes mas conocidos parareima latencia, como la
anoxia, el etileno, la cianamida, los aceites nailesr y el DNOC (dinitro-o-cresol),
solamente parecen eliminar la latencia “residuata wez las yemas han salido
parcialmente del reposo (Crabbé y Barnola, 1996),Ip que cabe preguntar si son
agentes de eliminacién de la endolatencia o simmate agentes de promocion de la
brotacion, una vez eliminada la endolatencia pebkgas temperaturas. Hilhoedtal
(1996) postulan que: "como rara vez se hace landigh entre la eliminacion de la
endolatencia y la promocién de la germinacion, rramento de la actividad
metabdlica durante la germinacion es erronea yuémemente atribuido a la
eliminacién de la latencia". Esta proposicion tieka la germinacion de las semillas

parece ser adaptable a la brotacién de las yemas.

2.7. Crecimiento

Ademas de la separacion entre eliminacion de lalatehcia y la promocion de
la brotacién, hay que considerar otros dos procesparadamente: la brotacion y el
crecimiento. Esta separacion se pone de manifigstoel desarrollo anormal de las
yemas cuando son forzadas antes de satisfacer etamginte las necesidades de frio,
sea después de sujetas a temperaturas sub-lefdissiewski et al, 1996) o con
cianamida (Nee y Fuchigami, 1992).

Las yemas de plantas herbaceas perenes o bienatks plantas lefiosas
parcialmente salidas del reposo, presentan unneci&tio en roseta con expansion de

las hojas, pero reducida o nula elongacién derdtosrudos (Villiers, 1975; Doi, 1992;
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Nee y Fuchigami, 1992; Frisby y Seeley, 1993; Waaski et al, 1996). Este tipo de
desarrollo anormal puede ser eliminado prolongaigeriodo de acumulacion de frio,
con dias largos o con aplicacion exdgena de gibhase(Villiers, 1975; Erez y Lerner,
1990; Moore y Moore, 1991; Fosket, 1994; SalishuRoss, 1994; Tal6n, 1996).
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3. Latencia y diferenciacion floral

Desde hace tiempo es conocida la similitud deltefde las bajas temperaturas
en la promocién de la floracién (vernalizacion)ryla eliminacion de la endolatencia
(Dennis Jr., 1987). La principal diferencia entve tos procesos resulta del hecho que
el frio parece inducir subsecuentes cambios mayfob® en el primero, mientras
solamente promueve el crecimiento en el segunds. dspectos comunes a ambos
procesos incluyen (Metzger, 1996):

- temperaturas optimas entre 0 y 10°C;

- percepcion del estimulo del frio en las regionedastamaticas de la yema,

- la eliminacion de la latencia por acumulacion de ftomo un proceso

autonomo de la célula, o sea, no transmisible;

- tiempo necesario para satisfacer las necesidade® gara la eliminacion de

la endolatencia similar al requerido para la méxim@cion.

Como el efecto de las bajas temperaturas en la qmiom de la floracion
(vernalizacion) depende de la capacidad de divis@ualar (NUfez-Eliseat al, 1992;
Metzger, 1996) y durante la endolatencia el mamstgierde incluso la capacidad de
division celular (Bigras, 1996), la diferenciacidloral solo puede ocurrir en dos
momentos: antes o después de la endolatencia.

En los frutales caducifolios mas conocidos, lardifeiacion de los primérdios
florales (sépalos, pétalos, estambres y carpetos)séble durante el verano, de finales
de junio a septiembre (Westwood, 1982; Suseikgl, 1989; Yonemoret al, 1993;
Salisbury y Ross, 1994; Llet al, 1995; Rakngaret al, 1995) en las yemas cuya
brotacién es reproductora en la primavera siguieBite embargo, diferentes gendtipos
y diferentes condiciones ambientales pueden afedtanomento en que ocurre la
diferenciacion floral.

Los frutales de zonas templadas en condiciones treplzales suelen
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diferenciarse entre agosto y diciembre (Suriyapamfet al, 1990), aunque se haya
observado el inicio de la diferenciacion floral ggmas de manzana en junio,
prolongandose de una forma continuada durante teldotofio/invierno, hasta
completarse en principios de marzo en pleno peritedbrotacion de las yemas (Fouad
et al, 1995).

En otras caducifolias como el nogal, que a vecesgnita los sépalos formados
antes del invierno (Liret al, 1977; Schaffeet al, 1996; Polito y Pinney, 1997), la
diferenciacion floral tiene que completarse en flangvera siguiente, después de la
eliminacién de la endolatencia. En este caso seeatia también la vid que, en general,
diferencia los primordios de las inflorescenciaseénerano y las flores a finales del
invierno, justo antes y/o durante la brotacion (Ga, 1970; Pratt y Coombe, 1978;
Srinivasan y Mullins, 1981; Pouget, 1981; 1983; kygl986; Mullinset al, 1989;
Cheemeet al, 1996). Solamente algunos cultivares de vid emgqdia suelen iniciar los
sépalos en otofio, antes de la entrada en endata{€@=zsolus, 1970).

En otros frutales, entre los que podemos destasapérenifolias, las yemas
permanecen indiferenciadas hasta el invierno ynsaée a finales de esta estacion es
posible observar la diferenciacion de las infloee®ias y de los primordios florales
(Almeida, 1940; Hartmann, 1953; Troncoso, 1967;81%ullins et al, 1989; Ilwahori
et al, 1990; Guardiolat al., 1982; Davenport y Nufiez-Elisea, 1997; Fabbrilgrd,
1999; De la Rosat al, 2000). Sin embargo, en estas especies se dalmats el frio
sirve para determinar el cambio en la naturalezasigemas o solamente para eliminar
la endolatencia o promover la brotacién de yemesgigmente inducidas.

También en las plantas bulbosas bienales hay viaaitnsnes en el momento del
inicio del desarrollo reproductor. Segun Salisbyrigoss (1994), en algunas bulbosas
las yemas florales se producen antes de la coskclaplanta, en otras después de la
cosecha, durante el periodo de almacenamienton ptras después del frio invernal,
simultdneamente o incluso después de la formaaonuegvos primordios foliares. La
existencia de yemas florales en estas plantas r@erente consideradas con
necesidades absolutas de bajas temperaturas padcuézion floral) antes del periodo
de frio, parece sugerir que, por lo menos en unmie pke ellas, el frio no es un factor
determinante del cambio en la naturaleza de la yema

El papel del frio como factor inductor puede cumsrse, pero el papel del frio
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en la diferenciacién floral parece ser evidente. marfogénesis floral no parece
depender de la acumulacién de frio, pero se acelamatratamientos previos a bajas
temperaturas (Basconsuedb al, 1995). La brotacion bajo temperaturas elevadas e
para Pouget (1981; 1983), el principal factor guituye en el numero de flores por
inflorescencia en vid: con temperaturas altas heyhrotacion rapida que compite por
los asimilados con la diferenciacion de las flomgntras con temperaturas bajas la
brotacion es lenta y el numero de flores por ie#oencia es mas elevado.

Hay evidencia de que el cambio brusco de las canis de bajas temperaturas
a condiciones favorables al crecimiento (como soel@rir en la generalidad de los
estudios sobre el papel del frio en la floraciéanyla eliminacion de la endolatencia)
tiene efectos distintos segun el desarrollo flatallas yemas en el momento de la
transferencia (Lam-Yam y Parisot, 1990; [@bial, 1991; Guerriero y Bartolini, 1991;
Mori et al, 1991a; 1991b; Yoshidat al, 1991; Rawson y Zajac, 1993; Drinnan y
Menzel, 1995; Guet al, 1995; Adamst al, 1998; Bjorkman y Pearson, 1998; King,
1998). Estas observaciones dejan abierta la posiilde que las anormalidades en la
brotacion y en la floracion normalmente atribuidds insatisfacion de las necesidades
en frio sean debidas al efecto del aumento declapdraturas sobre la diferenciacion
floral. Este efecto de las altas temperaturas poeésiplicar el efecto "inductor"
cuantitativo de las bajas temperaturas en lasgdaie diferencian las inflorescencias

y/o las flores pasadas las condiciones mas segtelasvierno.
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1. Caracterizacion de las yemas axilares del olivo

durante el verano y el otofno

Las yemas del olivo constan de un conjunto de &adcinsertas en un eje con
entrenudos muy cortos, un meristemo apical y algupemordios axilares en las
bracteas mas basales. En cada nudo de la yemarhgarude bracteas, con una
disposicion decusada, o sea, cada par de bradamserto en un plano perpendicular
a los pares de bracteas de los nudos adyacentasifa, 1940).

Cuando las yemas se cortan para estudios histoKgien las secciones
longitudinales centrales estan visibles solamerds bracteas situadas en un
determinado plano, puesto que las restantes seernan localizadas en el plano
perpendicular al del corte. De esta forma, cuaridmoee se hace segun el plano en
donde se encuentran las bracteas del nudo mas (besdh Rosaet al, 2000), son
visibles los nudos de orden impar (1°, 3°, 52,Lo¥ nudos de orden par (2°, 4°, ...) no
son visibles en el corte central, pero pueden bserwados en cortes secuenciales
anteriores o posteriores a éste.

Antes del periodo invernal, las yemas estan caoidii$ usualmente por 4 pares
de bracteas, o sea, 4 nudos (Almeida, 1940; Haghestrtmann, 1963; Fabbri y Alerci,
1999), aunque ese numero pueda variar. De la 8&osk(2000) refieren la existencia
de 4 6 5 nudos en noviembre, mientras Pinney ydP@B90) sefialan 5 6 6 nudos en
las yemas de los arboles en descarga (OFF) y dnd&s yemas de los arboles en carga
(ON), a finales de noviembre.

El desarrollo morfoldgico de las yemas axilaresal®lo durante el periodo de
verano y otofio es generalmente nulo o escaso (A&ndi940; Hackett y Hartmann,
1963; Troncoso, 1966; 1967; 1968; Msallem y HellB8i88; Fabbri y Alerci, 1999). Sin
embargo, Pinney y Polito (1990) refieren la formacde un nudo adicional entre
mediados de octubre y mediados de noviembre. Eendaice, Almeida (1940) sefala la

formacion de un nudo adicional, mientras Fabbrigréi (1999) notan alguna actividad
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metabdlica en las zonas periféricas del meristgoicak pero solamente en las yemas
de los ramos vegetativos.

En el hemisfério Norte, las diferencias morfologi@ntre yemas vegetativas y
reproductoras no son generalmente visibles hastizanws (Msallem y Hellali, 1988) o
finales (Pinney y Polito, 1990) de diciembre, en@fabbri y Alerci, 1999), febrero
(Almeida, 1940; Troncoso, 1967; 1968) o marzo (Hdicly Hartmann, 1963). Las
Unicas diferencias morfolégicas sefaladas entreageragetativas y reproductoras del
olivo hasta diciembre son un mayor numero de néiokas yemas de los arboles en
descarga en otofio (Pinney y Polito, 1990), maytividad metabdlica en las zonas
periféricas del meristemo apical de las yemas dadmos vegetativos en diciembre
(Fabbri y Alerci, 1999) y las mayores dimensiorsschura maxima del apice, longitud
del entrenudo apical y longitud del primordio folapical) de las yemas de los ramos
vegetativos de agosto a diciembre (Fabbri y Alar@éf9).

La diversidad observada en el nimero de nudoslg fatha en que se aprecia
el desarrollo reproductor de las yemas de olivdejeefdiferencias en el material

utilizado (cultivar tipo de arbal en carga o en descarga; tipo de rawepetativo o

reproductor; 0 posicion de la yema en el ragpical o axilar; distal o proxima) y en las

condiciones ambientales de las regiones y del afique se realizaron los estudios.
Ademas, parece que el procedimiento de muestredepser también una fuente de
variacion en los resultados. Asi, Pinney y Polit890) y De la Rosa&t al (2000)
refieren la utilizacion de las yemas del 3° nudoeagir del apice del ramo, mientras
Fabbri y Alerci (1999) utilizaron yemas de la pamedia del ramo. Por otra parte,
Troncoso (1966; 1967; 1968) y Fabbri y Alerci (1p®@ilizaron ramos vegetativos
(verticales y vigorosos localizados en la parteesop de la copa) y reproductores
(horizontales en la parte media de la copa) de ismmarbol, mientras Pinney y Polito
(1990) y De la Rosat al (2000) emplearon ramos de arboles distintos,etevada o
escasa produccion. En otros estudios se consideranmo reproductoras las yemas
axilares de los ramos del afio de los arboles ezadgs y vegetativas las yemas apicales
de los mismos ramos (Baa@t al, 1970). Los restantes autores no especifican las
condiciones y el método de muestreo o solamentacteaizaron yemas de un
determinado tipo de arbol.

El presente estudio pretende caracterizar las yeteb®livo de arboles en
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descarga y en carga, para conocer mejor la estaudel la yema antes y durante el
reposo (desde el verano hasta diciembre), buscdifelencias morfolégicas entre las
yemas de los arboles en carga y en descarga dwraeteeriodo y, a ser posible,

clarificar las diferencias en el nUmero de nuddakelas por los diferentes autores.

1.1. Material y métodos

Los ramos para las observaciones anatdmicas peoced una plantacion en
riego de la variedad ‘Manzanilla de Sevilla’ estaida en 1974 a un marco de 6x6
metros en la finca “Alameda del Obispo” del CIFAe(@o de Investigacion y
Formacion Agraria) de Cérdoba. Este olivar se altpor el Departamento de
Olivicultura del citado Centro, siguiendo las préas$ habituales de buen manejo. En el
invierno de 1995/96 la plantacién se podo ligeramen

Para el estudio, se utilizaron 5 arboles en deac@d§F) y 5 arboles en carga
(ON) en 1996. En cada éarbol, se muestrearon swuresive 3 ramos del afo,
preferentemente en la zona media de la copa, €aitixs muy vigorosos o débiles, y se
colocaron de inmediato en un recipiente con agaea pvitar su deshidratacion. El
muestreo se realiz6 en junio (arboles OFF) o j@#idboles ON), en octubre y en
diciembre del afio 1996. En cada arbol utilizadanaecaron también 10 ramos para el
control mensual de su crecimiento (nUmero de nydosgitud).

En el laboratério, se fijaron nudos enteros de mlmssciones distintas del ramo

(Fig. 1.1): a) en posicién distas decir, el 3° 6 4° nudo bajo el apice del rgrby en

posicién proximal o sea, el 4° 6 5° nudo por encima de la inserd&ramo en la

madera mas vieja. Los ramos se cortaron segunamo ptansversal, aproximadamente
a 5mm de cada lado del nudo en la posicion seleada (Fig. 1.2 — A), y las hojas se
cortaron justo en la zona de separacion entre @blpey el limbo (Fig. 1.2 - B). El
muestreo de los arboles ON en verano solamenteead&d en julio, porque su
crecimiento hasta junio (ramos de menos de 10 nudppermitié una clara separacién
entre las yemas en posicion distal y proximal.

Los nudos, una vez cortados de la forma descutaoh fijados en F:A:E

(2:1:10:7 de formalina al 37-40%: acido acéticacgla etanol al 95%: agua destilada -
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Berlyn y Miksche, 1976). Durante cerca de 1 haag,rhuestras se sometieron a vacio
(-50KPa), para mejorar la penetracion del fijadkara cada tipo de arbol (ON y OFF),

posicion en el ramo (distal o proximal) y fechangigestreo se fijaron 15 nudos (1 nudo
por ramo muestreado en el campo), lo que suportetalnde 30 yemas. De esta forma,

se constituyeron los siguientes tratamientos:

- época del muestreoverano (junio/julio), comienzo (octubre) y findel

otofio (diciembre);
- tipo de arbalen carga (ON) y en descarga (OFF) en 1996;
- posicion de la yema en el randbstal o proximal.

o

Zona distal : 3° y 4° nudos a partir del apice del ram|

Zona proximal : 4° y 5° nudos desde la base del ramo

Figura 1.1 — Ramo del afo, ilustrando las posiciones distafoximal de las

gue se toman las yemas
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Figura 1.2 — Detalle de la toma de un nudo seleccionado fgaraLas dobles
flechas con linea descontinua indican los cortestefdos. A: Corte
transversal de la madera 5mm a cada lado del neldccsonado. B:

Corte de las hojas en la zona de separacion dmiezielo y el limbo

1.1.1. Preparacion y seccion de las yemas

Las yemas, previamente fijadas y almacenadas @utaniperiodo minimo de
aproximadamente 4 a 5 meses (muestreo de diciermbmdximo de 10 a 11 meses
(muestreo de junio/julio), se separaron con unecrtgitudinal de la madera del nudo.
Se individualizaron, de esta forma, las dos yemek miido (Fig. 1.3 - A). A
continuacion, se cortd la porcién de madera adyacara yema por encima de ésta,
segun un plano paralelo al plano de las bractdasude mas basal de la yema (Fig. 1.3
— B: Corte 1), de acuerdo con la orientacion y gragion descritas por De la Rosia
al. (2000).

La precision de este corte (debido a la pequenardiin del material) es
fundamental para que la posicion definitiva de émg en el bloque de parafina,
después de cortada en el micrétomo, posibilite memacion en el plano 6ptimo, es
decir, el plano longitudinal que pasa por el cedigda yema y de las bracteas de los
nudos de orden impar. Finalmente, se cortarondasignes de peciolo (Fig. 1.3 — B:
Corte 2) y de madera (Fig. 1.3 — B: Corte 3) bajgdma, lo mas préximo posible de la
insercion de la yema con el tallo. El corte de ylamas se hizo bajo la lupa en un

recipiente con etanol 50% y éstas se guardaronaeinpente en etanol 70%.
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Corte 1
v

Corte 2

A B
Figura 1.3 — Detalle de los cortes (dobles flechas con lideacontinua)
efectuados en la preparacion de las yemas de up fijadlo. A:
Separacion de las 2 yemas de un mismo nudo. Be€efectuados para

aislar la yema de los tejidos contiguos

Las yemas asi preparadas siguieron el procedimidataleshidratacion en
alcohol butirico terciario (ABT), descrito por Joisan (1940) y Jensen (1962) con las
modificaciones especificas para el olivo descp@msSalmerdn-Rodriguez (1994) y De
la Rosa (1996). En este procedimiento, las muesedsansferieron a soluciones cada
vez mas concentradas en ABT, con los ultimos 3 a@snja con ABT puro (Tabla 1.1).
La permanencia de las muestras en cada soluciga fuaénos 5 horas, con un minimo
de 2 y un maximo de 3 cambios por dia.

Las muestras se dejaron en reposo durante al n¥d@s en una solucién de
TBA:aceite de parafina (1:1), para reducir el eedumiento de la muestra provocado
por el cambio a la parafina (Johansen, 1940; SalmRBodriguez, 1994). Pasado ese
tiempo, se retird la mayor parte de esa soluciéradiciond parafina y las muestras se
colocaron en una estufa a 60°C, para derretir tafipa y volatilizar el ABT. Para
obtener una infiltracion completa, la parafina ambid 3 veces antes de su inclusion en
bloques sdlidos de parafina de 56-58°C de punfagién (Histosec, Merck).

Los bloques de parafina con las muestras se cortlgpués con un micrétomo
rotativo (Reichter-Jung 2040, Labetec S.A.). En purimer paso se cortd la capa
superficial de parafina y se colocaron los bloggresgua con hielo durante un minimo

de 5 horas antes de realizar el corte definitisia®peracion es para facilitar el corte
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Tabla 1.1 - Composicion (expresada en %) de las solucioaatedhidratacion
(Johansen, 1940)

Soluciones (*)

Componentes I 1 v \ VI VIl I
Agua destilada 30 15 0 0 0 0 G
Etanol 95% 50 50 45 0 0 0 0
Etanol 100% 0 0 0 25 0 0 0
ABT (alcohol butirico terciario) 20 35 55 75| 100 100 100

(*) La solucion de deshidratacion | no se presentastpugue no fué utilizada. Segin Johansen
(1940), esta solucion solamente se utiliza cuahfifador tenga baja proporcién de alcohol

de material duro (Johansen, 1940; Salmeron-Rodrjgi@94). En el microtomo, los
cortes se realizaron a 12n de grosor y se obtuvieron cintas continuas dafiparcon
cortes seriados longitudinales de las yemas.

Las cintas de parafina con los cortes correspotelemnlas zonas relevantes para
observaciéon (eliminando los primeros y los Ultinoostes que carecen de interés) se
adhirieron a un portaobjetos con el adhesivo depbka(lg de gelatina pura disuelta en
100ml de agua destilada a una temperatura de 20@e cristales de fenol; 15ml de
glicerina — Johansen, 1940). En este paso, seadadinas gotas de una solucion de
formalina al 2% para estirar y desarrugar conveéemante las cintas de parafina.
Eliminado el exceso de formalina, los portaobjetos las muestras se dejaron secar
durante una noche sobre una placa calefactora3 é89%a cual se habia realizado todo

el trabajo de montaje.

1.1.2. Tincion de las yemas

Las tinciones que se utilizaron fueron dos: a) ger@eral — el Azul de Toluidina
(Sakai, 1973) y b) una especifica, el IIK (lodo doal Potasico), para el almidon
(Jensen, 1962).

Los portaobjetos con las cintas de parafina sedifieon Azul de Toluidina al
0,05% en tampdn citrato-fosfato (Sakai, 1973) drabts minutos, se lavaron a
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continuacion en agua corriente y se dejaron séaarea Después de secos, se procedio
al desparafinado con dos inmersiones sucesivagresat durante un periodo minimo
de 5 minutos (Salmerdn-Rodriguez, 1994). Finalmesgecolocaron los cubreobjetos,
utilizando el adhesivo sintético Eukitt. Despuéssdear durante aproximadamente 24
horas, sobre una placa calefactora a 43°C, lasa@epnes quedaron listas para su
observacién microscopica.

La tincion con lodo loduro de Potéasio (IIK) se imicon el desparafinado e
hidratacion de las muestras (Jensen, 1962). L& sk¥i soluciones utilizada en el
proceso de desparafinado e hidratacion puede seavibién para eliminar alguna
tincion previa, como se hizo en algunos casos tieestudio. Para eliminar la tincion
previa, las preparaciones se colocaron en xileno laofinalidad de despegar los
cubreobjetos, lo que puede tardar entre 3 y 5 diassecuencia y el tiempo de
permanencia en las soluciones utilizadas a cortiGndué la siguiente: xileno (5 min);
xileno (5 min); xileno: etanol 100% (1:1 en volum&B a 4 inmersiones sucesivas
durante unos segundos); etanol 100% (3 min); eta@6% (3 min); etanol 95% (2
min); etanol 70% (2 min); etanol 50% (2 min). Emegel, un paso no es suficiente para
eliminar toda la tincién, por lo que tiene que te@pe de 2 a 4 veces. Siempre que sea
necesario repetir este paso de xileno a etanol(6@¥@tacion), hay que realizar el paso
inverso de etanol 50% a xileno (deshidratacién)a Mez completamente eliminada la
tincion previa, las muestras se dejaron 3 minutoageia destilada y 5 minutos en una
solucién de 1IK (2% de loduro Potasico; 0,2% deolo@ensen, 1962). Se montaron las
preparaciones en agua para su inmediata observadidiografia al microscopio, ya

que esta tincion no tiene caracter permanentedgseolora en pocos dias.

1.1.3. Observaciones efectuadas

Las observaciones del corte longitudinal centralladggema se realizaron al
microscopio éptico. Se contaron los nudos de lasagey, utilizando un procesador de
imagen Leica Q5001W, se tomaron 3 medidas de aadhvit, W2 y W3) y 2 medidas
de longitud (H1 y H2) de la yema (Fig. 1.4).

El nUmero de yemas observadas por tratamiento eatié@ 10 y 20. A partir de
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las mediciones efectuadas, se calcularon sus megeéiasres estandar.

W3 H2
W2

H1
W1

Figura 1.4 — Representacion esquematica de una yema, ildstlas medidas
tomadas (basado en De la Resal, 2000) (Leyendan1: anchura de la
insercion de la yema con el talW.2: anchura de la yema entre las axilas
de las bracteas del primer nud3: anchura de la yema entre las axilas
de las bracteas del tercer nudht: longitud del entrenudo basal de la
yema;H2: longitud entre las axilas de las bracteas dehgriy del tercer

nudos de la yema.
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1.2. Resultados

1.2.1. Crecimiento de los ramos

El nimero de nudos y la longitud de los ramos fu@nayores en los arboles en
descarga (OFF) que en los arboles en carga (ON) 1FB). En los arboles OFF, ambos
parametros tenderon a estabilizarse a partir dedél verano (septiembre). En los
arboles ON, el nimero de nudos siguid aumentandaleotofio, estabilizandose
solamente a partir de noviembre. Como resultador@dsior aumento en el nimero de
nudos en los arboles ON durante el otofio, la ladgiedia del entrenudo disminuyiée

mas acentuadamente durante el otofio en estosfidumeen los arboles OFF (Fig. 1.5).
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Figura 1.5 — Variacion del namero de nudos (arriba, izquigrde la longitud
del ramo (arriba, derecha) y de la longitud medibeshtrenudo (abajo)
de los ramos de arboles en descarga (OFF) (cuajradmn carga (ON)

(rombos) de junio a diciembre de 1996
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1.2.2. NUmero de nudos

Las yemas en posicion proximal de los arboles estatga (OFF) en 1996
estuvieron mayoritariamente constituidas por 4 sudaientras las yemas en posiciéon
distal presentan un porcentaje mas elevado de yéonamdas por 5 nudos. Estos
valores se mantuvieron estables a lo largo delneesadel otofio (Fig 1.6). En los
arboles en carga (ON) en 1996, las yemas estanritaeigomente constituidas por 4
nudos. Solamente las yemas distales en julio tienegual numero de yemas formadas

por 4 y por 5 nudos.

Yemas proximales Yemas distales
100% 100%
80%- 80%
o o
T 60%] £ 60%;
S [
1996 OFF | 8 400 S 40%.
o (@)
o o
20% 20%
0% 0%
Jun Oct Dic Jun Oct Dic
Més del muestreo Mes del muestreo
O Yemas con 4 nudqg Yemas con 5 nud O Yemas con 4 nuddqg Yemas con 5 nudas
100% 100%
80% - 80%-
Q9 Q
£ 60%; £ 60%]
o )
1996 ON S 40%: S 40%]
(2l o
20% 20%-
0% 0%
Ju Oct Dic u Oct Dic
Més del muestreo Més del muestreo
O Yemas con 4 nudqg Yemas con 5 nudas| |@Yemas con 4 nuda@ Yemas con 5 nudas

Figura 1.6 - Porcentajes de yemas formadas4¢violeta) o5 (verde) nudos, segun el
meés del muestreo, la posicion en el ramo: prox{imglierda) o distal (derecha)
y la carga del arbol en 1996: OFF (arriba) o ONaj@p
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1.2.3. Dimensiones de las yemas

LasanchurasW1, W2 y W3 de las yemas distales fueron en génsgores en
los arboles en descarga (OFF) que en los arbolearga (ON). Esa diferencia fué mas
marcada en el otofio que en el verano, ya que edi@aneumento en los arboles OFF y
disminuyo en los ON (Fig. 1.7). En las yemas enigi@ms proximal, las diferencias
fueron menos marcadas, pero se pudieron notaiglaieistes tendencias (Fig. 1.7):

- la anchura W1 fué ligeramente mayor en los arboles en 1996;

- las anchuras W2 y W3 fueron similares en el veemambos tipos de arbol.

Posteriormente, W2 y W3 aumentaron en las yema®slarboles ON vy
disminuyeron o fueron similares en los OFF, pogle en el otofio estas

anchuras fueron superiores en los primeros.

Las diferentes medidas mostraron una tendenciatdigntre yemas en posicion
proximal y distal. La anchura W1 fué en general onan las yemas proximales que en
las distales, tanto en arboles OFF como ON, pédaticiente en diciembre. Las anchuras
W2 y W3 se comportaron de manera distinta en loslés OFF y ON. En los primeros,
las yemas distales presentaron mayores dimensionesiras en los segundos fueron
mayores las dimensiones de las yemas proximaless Efiferencias fueron mas
marcadas en otofio que en verano (Fig. 1.7).

LaslongitudesH1 y H2 de las yemas distales fueron en generabreayen los
arboles en descarga (OFF) que en los arboles ga ¢@N). Esa diferencia fué mas
marcada en el otofio que en el verano, particulaemen octubre, ya que ambas
medidas aumentaron o permanecieron estables érbdokes OFF y disminuyeron en
los ON (Fig. 1.8). En las yemas en posicion proxXirzs variaciones de las medidas
fueron mas irregulares, pero se pudieron notasitasentes tendencias (Fig. 1.8):

- lalongitud H1 fué mayor en los arboles ON;

- lalongitud H2 fué similar en el verano y mayoratoiio en los arboles ON;

- latendencia de los arboles ON fué siempre creziemtambas longitudes;

- en los arboles OFF no se observo ninguna tenderarieada. La longitud H1

aumento de junio a octubre y en diciembre fué davasimilar a junio. En

la longitud H2 ocurrié lo contrario: disminuyd piéno y aumento después.
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Yemas proximales Yemas distales
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Figura 1.7 — Medias y errores estandar de dashuras W1 (arriba), W2 (al medio) y
W3 (abajo) de las yemas de arboles en descargh yaen carga (amarillo) en
1996, en posicion proximal (izquierda) y distalr@tdna) del ramo
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Las yemas proximales y distales mostraron una temaledistinta en los
diferentes tipos de arbol. En los arboles ON, laslidas H1 y H2 aumentaron en las
yemas proximales y disminuyeron en las yemas distghresentando las primeras
valores mayores, en particular en el otofio. Eralbeles OFF, no hay una tendencia
marcada, pero en ambas medidas los valores denaasydistales son superiores a los
de las proximales. En la longitud H1, las mayordsrehcias ocurren en junio y

diciembre, mientras en la longitud H2 ocurren elilo@ (Fig. 1.8).

Yemas proximales Yemas distales
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Figura 1.8 — Medias y errores estandar de lasgitudes H1 (arriba) y H2 (abajo) de
las yemas de arboles en descarga (azul) y en ¢argarillo) en 1996, en

posicion proximal (izquierda) y distal (derechal) ideno
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1.2.4. Observaciones de almidén

Se observé una baja incidencia de la coloraciomofigzul indicativa de los
granulos de almiddn con la tincion de IIK en lasngs de ambos tipos de &rbol (en
descarga 0 en carga en 1996) hasta diciembre 1Mg- A y B). La presencia de
almidon fué mas evidente en la parte central deolaion de muestra adyacente a la
yema (Fig. 1.9 - C y D). En este caso, los grandl®salmidén son bien visibles y
relativamente abundantes.

1996 OFF 1996 ON

Figura 1.9 - Corte longitudinal central de la parte distallae yemas (arriba) y de la
parte central de la porcion del tallo adyacenta gelma (abajo) de arboles OFF
(izquierda) y ON (derecha) en 1996 (Tincién de I(Bprra = 10Qm). A y B:
coloracion negro/azul poco intensa en las yemag.DC coloracion negro/azul
intensa de los granulos de almidén
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1.3. Discusién

Las yemas del olivo durante el verano y el otofidreformadas por 4 6 5 nudos
(Fig. 1.6). Las yemas con 4 nudos predominan erpdssciones proximales de los
ramos de arboles ON y OFF y en las partes distidels arboles ON. Las yemas
formadas por 5 nudos solamente predominan en Isisipoes distales de los arboles
OFF. Estos resultados estan de acuerdo con laajieiaer de los autores que indican la
predominancia de las yemas con 4 nudos (Almeidé);18ackett y Hartmann, 1963;
Fabbri y Alerci, 1999), pero también concuerdan Bamey y Polito (1990) y De la
Rosaet al (2000) que observaron 5 nudos en las yemas, g&sfos utilizaron yemas
de la parte distal de los ramos.

La formacion de un nudo adicional entre mediado®aabre y mediados de
noviembre en arboles OFF, referida por Pinney Vitd®?¢lL990), no ocurrié en las
condiciones de este estudio, por cuanto las yemama misma posicion en el ramo y
del mismo tipo de arbol estuvieron formadas ponamero de nudos estable durante
este periodo. Este resultado esta también de axwerdla estabilidad del nimero de
nudos formados en las yemas durante el veranoip atferida por la mayoria de los
autores (Almeida, 1940; Hackett y Hartmann, 1968yn€oso, 1966; 1967; 1968;
Msallem y Hellali, 1988; Fabbri y Alerci, 1999).

El mayor numero de nudos en las yemas distalesbdéed OFF que en las de
los arboles ON esta de acuerdo con Pinney y P@E®80). Fabbri y Alerci (1999)
presentan un resultado contrario, 0 sea, las yem&ss ramos vegetativos presentaron
un mayor numero de nudos que las yemas de los regposductores. Sin embargo,
estos autores emplearon yemas de la parte cerdralamhos vegetativos (ramos
verticales, con crecimiento vigoroso y localizadoda parte alta de la copa) y de ramos
reproductores (ramos horizontales, con crecimienéalio y localizados en la parte
media de la copa) muestreados en un mismo arbokpresentando ramos de arboles
con diferente carga, como Pinney y Polito (1998h\este estudio.

Las yemas proximales (procedentes del 4° ¢ 5° daslde la insercién del ramo)
se formaron simultdneamente en primavera (Figen53mbos tipos de arboles (ON y
OFF), lo que permite comparaciones entre yemasadueisma edad procedentes de

estos arboles. Durante el periodo de formacionsti@gseyemas los arboles estuvieron
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expuestos a fotoperiodos de duracion creciente gptapetencia por asimilados entre
organos vegetativos y reproductores en los arlmmesmrga (ON) es aun limitada (Rallo
y Suarez, 1989). Estas circustancias pueden pastifjlue estas yemas estén constituidas
mayoritariamente por 4 nudos en ambos tipos delésb(Fig. 1.6) y que no se
observen diferencias en la mayor parte de las raedié las yemas (excepto en H1)
entre arboles ON y OFF en el muestreo de junio/jidigs. 1.7 y 1.8).

Con la edad el cambio mas significativo observadoeste tipo de yemas
(proximales) es la creciente elongacion de las gemedos arboles ON, reflejado por el
aumento progresivo de H1 y H2 hasta el muestreodidembre (Fig.1.8). En
contraposicion no se observa ninguna pauta clamatdificacion con la edad del n° de
nudos ni de las dimensiones en las yemas de lotear®FF (Figs. 1.6 a 1.8). Ambas
observaciones sugieren el establecimiento precedgim tipo de latencia en las yemas
de los arboles OFF y la prolongaciéon del period@ldegaciéon hasta fechas tardias en
las yemas de los arboles ON, en concordancia cqretiado de crecimiento también
mas prolongado de los ramos (Fig.1.5). La mayoredsion de las yemas proximales
de los arboles ON esta de acuerdo con los ressl@ed-abbri y Alerci (1999), a pesar
de las diferencias en el tipo de ramo y en las gemaestreadas. Sin embargo, el
aumento consistente de la longitud del eje de ymass en el presente estudio no fué
observado por aquellos autores.

Las yemas distales (procedentes del 3° ¢ 4° nudoebapice) se han formado
sucesivamente desde primavera (muestreo de jurmd/fiasta la primera mitad del
verano (muestreos de octubre y diciembre) (Fig.DiEante su formacién los arboles
estuvieron expuestos a los fotoperiodos mas lgj@usriores y posteriores al solsticio
de verano). También las yemas de los arboles Odesarrollaron durante un periodo
de fuerte competencia por asimilados entre losebrpbrtadores de las mismas y los
frutos en desarrollo situados en los ramos basipell afio anterior. En estas
circunstancias los ramos de los arboles OFF (enstdols muestreos) y los de los
arboles ON (en el muestreo de julio) presentar@mayor proporcion de yemas con 5
nudos (Fig.1.6), lo que sugiere una influenciaademéyor longitud del fotoperiodo en el
aumento del nimero de nudos y una influencia @arga de frutos en la reduccion del
namero de nudos de las yemas de los arboles OHRspomdientes a los muestreos de

octubre y diciembre. Estas yemas se formaron derrenprimera mitad del verano
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(Fig.1.5), periodo que se corresponde con unadeatpetencia por asimilados entre
organos vegetativos y reproductores (Rallo y Sydi@f9).

Las dimensiones de las yemas distales tambiéngrareflejar la influencia de
los mismos factores (exégenos y enddgenos) durantedesarrollo. Todas las
dimensiones de las yemas son mayores en los ailbelesjue en los arboles ON vy las
diferencias se acentuan entre el muestreo de julno¥ los de octubre y diciembre
(Figs. 1.7 y 1.8), en correspondencia con la veEnade la competencia por asimilados
entre organos vegetativos y reproductores en losleés ON. Por otro lado, apenas se
observan diferencias en las dimensiones de lass/dméos arboles OFF entre las tres
fechas de muestreo, lo que pudiera estar relaciooad el establecimiento precoz de
algun tipo de latencia en las yemas de los arblOks, tal como también sugerian los
datos del numero de nudos antes resefiados. Laaelonglel eje de las yemas de los
arboles OFF sefalada por Pinney y Polito (1990keobservé en este estudio, ya que
las yemas distales de los arboles OFF mostrardigen® aumento de junio a octubre
en ambas longitudes H1 y H2, pero disminuyeromuwas/o en diciembre.

En resumen, las diferencias resefiadas en estud@msop parecen estar
justificadas por el momento y el muestreo efectaaglo los mismos y subrayan la
necesidad de estandardizar las condiciones deltraogsra estudios comparativos.
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2. Establecimiento y eliminacion de la endolatencian

yemas de olivo

Los experimentos de Rallo y Martin (1991) han neakirque la brotacion de las
yemas reproductoras del olivo aumenta con la aaciard de frio, variando el
porcentaje maximo de brotacién segun la carga sl@iboles el afio anterior, mucho
mayor cuando los arboles estuvieron en fase deadgsen el afio prévio. En base a
estos resultados, concluian que la acumulaciérriddénivernal era necesaria para la
salida del reposo (eliminacion de la endolatendgalas yemas reproductoras.

Trabajos posteriores de Rallo y sus colaboraddresdiio, 1993; Rallet al,
1994; Relano, 1996; Ruiz, 1996) han confirmadoltayeun periodo desde mediados de
enero hasta mediados de febrero (variable con lévauy el afio) en el cual la
brotacion de yemas reproductoras y el intervalotelaperaturas favorables a la
brotacion aumentan. Este tiempo se ha desigpadodo de salida del reposoSin
embargo, en todos estos experimentos se inicibuelstreo en otofio avanzado y se
suponia gque las yemas estaban ya en reposo (earduidgt

La endolatencia ha sido exhaustivamente estudiadkls yemas de frutales
caducifdlios y de coniferas y en las semillas. iieio mas frecuente para determinar
el establecimiento y la eliminacién de la endoleigres el tiempo de brotacién o
germinacion en condiciones ambientales favorablesrecimiento (Saure, 1985;
Powell, 1987; Bradford, 1996; Crabbé y Barnola, 69%¥ilhorst et al, 1996;
MacDonald, 1996; Seeley, 1994; 1996). En la geitm@lde las especies caducifolias,
cuando las yemas no brotan a temperaturas eny@2® er? (Aschcroftet al, 1977;
Couvillon y Erez, 1985) 8 semanas (Shaltout y Unrath, 1983; Scalabeélil, 1992),
se considera que estan en endolatencia. Como anaalgespecies el porcentaje de
brotacion es bajo, la rapidez de la brotacion enindicador mas preciso para
determinar la eliminacion de la endolatencia (Sal@8&5).

La decapitacion del ramo y la defoliacién (hastadala natural de las hojas)
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son necesarias para eliminar los efectos correkatikel apice (dominancia apical) y de
las hojas (inhibicion correlativa) (Saure, 1985al@tré y Barnola, 1996), que son casos
de paralatencia (Lang, 1987). Aunque Rallo y Maf1i®91), Torrefio (1993), Rallet
al. (1994), Relafio (1996) y Ruiz (1996) notasen umenio de la velocidad de la
brotacién en el periodo de salida del reposo eagasdtas decapitadas, el criterio de la
defoliacion no se ha comprobado.

El presente estudio trata de establecer una metgidopara determinar el
periodo de reposo (endolatencia) en el olivo yfdm$ores que, aislada o asociadamente

a la acumulacion de frio invernal, juegan algungb@n ese proceso.

2.1. Material y métodos

Los ramos para la preparacion de las estaquill@sgste ensayo procedieron del
olivar del CIFA (Centro de Investigacién y Formacigraria) de Cérdoba, descrito en

el apartado 1.1 del capitulo anterior.

2.1.1. Preparacion de las estaquillas

Las estaquillas se prepararon a partir de ramoafietle la siguiente forma:
. en el campo:

- los ramos se cojieron uno a uno (preferentementa eona media de la
copa, evitando los muy vigorosos o débiles) y decamon de inmediato
en un recipiente con agua, para evitar su deshitiat.

. en el laboratorio:

- cada ramo se decapitd, elimindndose el 4pice yu@d rsubapical (Fig.
2.1). Cuando el ramo estaba en crecimiento acteogliminaban mas
nudos, es decir, toda la parte superior del rasnda®hojas no totalmente
expandidas;

- se eliminaron las hojas y las yemas de todos la®sjuexcepto de los
nudos superiores de la estaquilla (1 6 3, segérpm@rimento) (Fig. 2.1);
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A

Figura 2.1 — Preparacion de las estaquillas. La doble flédéatifica la zona de
decapitacion del ramo. A: Ramo del afio. B: Estémusbn 3 nudos.

C: Estaquilla uninodal

- se eliminod la parte basal sobrante de la estagd#jando solamente cerca
de 10cm de tallo sin hojas ni yemas (Fig.2.1). Estte se efectud bajo
agua para evitar la cavitacion en los vasos xilemsit

- las estaquillas preparadas de esta forma se tnataro200ppm de sulfato
neutro de oxiquinoleina, un producto con actividadengicida y
bactericida.

3.1.1. Tratamientos

El muestreo de los ramos en el campo se realizértsles en carga (ON), es
decir con cosecha abundante y en descarga (OFRER oon escasa 0 nula cantidad de
frutos. La mitad de las estaquillas de cada tiparthel (ON y OFF) se defoliaron. De

este modo, en cada fecha de muestreo se estableltsrsiguientes tratamientos:
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- arboles en carga (ON) — estaquillas con hojas;
- arboles en carga (ON) — estaquillas defoliadas;
- arboles en descarga (OFF) — estaquillas con hojas;

- arboles en descarga (OFF) — estaquillas defoliadas.

Las fechas de muestreo, que corresponden a ddeamumulacion de frio
invernal), el niumero de arboles muestreadas, ekrale nudos en las estaquillas, las
condiciones del forzado y el disefio experimentahvan con el experimento:

. campafa de 1995/96:

- muestreos semanales, desde 16 de noviembre déhaS@b1 de marzo de
1996, en 2 arboles (uno OFF y otro ON en 1995);

- estaquillas uninodales;

- forzado en cadmara de crecimiento a 30°C, en sogteatperlita hUmeda
(en bandejas cubiertas con plastico, para evitapé&didas de agua por
evaporacion), con 12 horas de iluminacion;

- disefilo en bloques al azar con 4 repeticiones (Bareeemental: 5
estaquillas por repeticion).

. campafa de 1996/97:

- muestreos mensuales, desde junio de 1996 haserdette 1997, en 8
arboles (cuatro OFF y cuatro ON en 1996);

- estaquillas con 3 nudos;

- forzado en camara de crecimiento a 20°C, en sosimfperlita himeda,
con 12 horas de iluminacion y humedad relativa sape igual a 80%;

- disefilo en bloques al azar con 3 repeticiones (Bareeemental: 4
estaquillas por repeticion, siendo una estaquiltecgdente de cada arbol

muestreada).

Al final de 3 (camparfa de 1995/96)45(campafia de 1996/97) semanas en las
condiciones de forzado, se contaron las yemas dasteéEstas se clasificaron como
vegetativas cuando produjeron hojas o cuyo paréeédns basales hubiese elongado y
como reproductoras cuando produjeron inflorescenziauando mostraron elongacién
en el entrenudo basal, de forma similar al inicé estado fenolégic® de Colbrant
(1972).
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2.2. Resultados

Cuando las estaquillas se defoliaron, la brotaciten las yemas en las
condiciones del ensayo realizado en la campafia88/96 (estaquillas uninodales y
temperaturas altas) fué muy elevada durante todtoéb/invierno, con independencia
del tipo de arbol (Fig. 2.2). En las estaquillas bojas la brotacion fué mas irregular.
La desaparicion del efecto de la presencia dedgsstocurrié en la primera mitad de
febrero en los arboles en descarga (OFF) y a piogde marzo en los arboles en carga
(ON).

En 1995/96, la brotacion fué de naturaleza vegetdtasta mediados de enero
(Fig. 2.2). A partir de esta época, aument6 pragaeasente la brotacion de naturaleza
reproductora, pero de forma distinta segun el dip@rbol. En las yemas de los arboles

en descarga (OFF) la brotacion reproductora enydssas aumentdo de una forma
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Figura 2.2 — Brotacion total (circulos) y reproductora (tgéaitos) en1995/96
El crecimiento de las estaquillas con hojas (izgisie o defoliadas
(derecha), muestreadas de arboles en descardsmjaren carga (abajo)

se forz6 durante 3 semanas a 30°C
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continuada una forma continuada desde mediadoseate dasta mediados de febrero,
fecha en que alcanzé la préactica totalidad de Ewmag, con independencia de la
defoliacion. En las yemas de los arboles en cdpdy,(la brotacion reproductora en las
yemas fué generalmente baja.

La brotaciéon de las yemas en las condiciones dayenrealizado en la campafia
de 1996/97 (estaquillas con 3 nudos y temperatamateradas) estuvo también influida
por la presencia o ausencia de las hojas, perordefdiferente segun el tipo de arbol
(Fig. 2.3). La brotacién de las yemas de las esdtagdefoliadas procedentes de los
arboles en descarga (OFF) en 1996 fué relativamahite en junio, descendi6
suavemente durante los meses de verano, aumentdapoente en septiembre y
disminuy6 de nuevo de una forma acusada hastanthoge En enero empezo6 a subir
hasta alcanzar en febrero la brotacion maxima. lcdabion de las yemas de las

estaquillas defoliadas procedentes de los arbalesaega (ON) en 1996 presentd
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Figura 2.3 - Brotacion total (circulos) y reproductora (tgéuhos) enl996/97 El
crecimiento de las estaquillas con hojas (izquierda defoliadas
(derecha), muestreadas de arboles en descardsmjaren carga (abajo)

se forz6 durante 4 semanas a 20°C
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minimos en julio y octubre, pero la tendencia gainée la brotacion fué uniforme a lo
largo del tiempo. En ambos tipos de arbol, la lmidtafué en general baja en presencia
de las hojas hasta enero.

En 1996/97, el efecto de la defoliacion en las yed®los arboles en descarga
(OFF) desaparecié entre mediados de enero y medaeléebrero, en correspondencia
con el aumento de la brotacion reproductora (Fi8). En las yemas de los arboles en
carga (ON), el efecto de la defoliacion solamemtesulé a mediados de febrero, la

brotacion total no aumento y la brotacion reprodiecen las yemas fué muy baja.

2.3. Discusion

Las diferencias en el porcentaje maximo de brotad® yemas de naturaleza
reproductora fueron determinadas por la carga rthel.aEste resultado fué consistente
en ambos experimentos, independientemente de daeddia en las condiciones del
forzado. Solamente los arboles en descarga (OFFgleafio previo presentaron
brotacion elevada de yemas reproductoras, coma h&lo observado por Rallo y
Martin (1991), poniendo en evidencia el conocidbiteéalternante del olivo (veceria).

Las yemas de los arboles en descarga (OFF), cantemte a las de los arboles
en carga (ON), pasan por un periodo de endolateryciaolamente expresan su
naturaleza reproductora tras la acumulacion de fde esta forma, parece que la
endolatencia y la acumulacion de frio para la elaniéon de la endolatencia son
factores criticos en la expresién de la naturalepsoductora de las yemas de los
arboles OFF en el afio previo. Estos resultadosiromari el periodo de reposo
(endolatencia) en las yemas de los arboles en r@seh afio previo, propuesto por
Rallo y Martin (1991), Torrefio (1993), Raktb al (1994), Relafio (1996) y Ruiz (1996)
en sus experimentos y la mayor tendencia de laayeata los arboles ON para crecer
continuadamente hasta diciembre, que se obsergboapitulo anterior.

La defoliaciébn promueve la brotacién de las yemamnte todo el periodo del
muestreo en los arboles ON. En los arboles OFFefs®#0 solamente ocurre hasta
enero. La defoliacién incrementd la brotacion vatyped, pero no afectd a la brotacion

de naturaleza reproductora. El efecto de la présenausencia de las hojas sobre la
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brotacién de las yemas de estaquillas de olivoatiiahsido estudiado hasta la fecha.
Ademas, ese efecto ocurrid6 durante todo el ver&wfadoy parte del invierno,
desapareciendo mas tempranamente en las yemas debloles en descarga en el afio
previo (OFF), en las cuales la brotacién fué deunateza reproductora, a la salida del
reposo El efecto inhibidor de las hojas (que seria wsoae paralatencia - Lang, 1987)
es comun entre los frutales caducifolios duranteegdno (Powell, 1987; Crabbé y
Barnola, 1996) y ha sido referido también en mapgo Nufiez-Elisea y Davenport
(1995).

Las temperaturas elevadas (30°C) también presentar@fecto de promocién
de la brotacion de naturaleza vegetatpero en las yemas de los arboles en descarga
en el afio previo (OFF) ese efecto disminuyd a naedige se acumulé frio para la
salida del reposo, no afectando la brotacién deurgleza reproductoraAdemas de la
temperatura de forzado, el tipo (nUmero de nude®sthquilla fué también responsable
por la diferencia observada entre los niveles mésigte la brotacién total en las dos
campanfas, por dominancia apical o acrotonia emoi@don. Sin embargo, en ambos
casos la brotacion reproductora represento el 1@®%a brotacion total a mediados de
febrero. De esta forma, queda clara la necesidasstdadardizar las metodologias de

muestreo, en el tipo de estaquilla y en las coodés de forzado en estudios futuros.
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3. Efecto de las condiciones de forzado y de la gar del
arbol sobre la pauta de la brotacion de yemas segun

la acumulacioén de frio invernal

El olivo es una planta perenifolia tipica de lagisaes mediterraneas que
frutifica en las yemas axilares de los ramos del aiterior. Como las yemas de olivo
permanecen morfologicamente indiferenciadas hasse$ del invierno (King, 1938;
Almeida, 1940; Hackett y Hartmann, 1963; Troncd€i§7; 1968) y la acumulacién de
frio invernal tiene una influencia positiva en Entidad de inflorescencias (Hartmann,
1953; Hartmann y Porlingis, 1957; Hackett y Hartmah963; 1964; 1967; Milella y
Deidda, 1968; Badr y Hartmann, 1971; Hartmann y 3/éhj 1975), se ha propuesto
durante mucho tiempo un ciclo reproductor anuah pesta especie, siendo el frio
invernal el factor responsable de la induccionalloBin embargo, Hartmann y Whisler
(1975) no pudieron relacionar el habito alternal@ieolivo con las necesidades de frio.

La produccion de los arboles en un determinado esiel principal factor
responsable de la variacién de la produccion esrfiel siguiente (Rall@t al, 1994).
Este efecto de la carga de un afio sobre la pratudgl afio siguiente es la causa del
conocido fendmeno de alternancia o veceria debgligugiere ya un ciclo reproductor
bienal en esta especie. Aunque la veceria pueda ta&riadas causas y origenes
(Almeida, 1940; Milella, 1984; Vargas, 1993), estiternancia de produccion esta
asociada fundamentalmente a la variacion de ladién en afios consecutivos (Vargas,
1993) y estaria, por consiguiente, determinadaapoellos factores que afectan a la
induccion floral y al desarrollo de las correspemtieés yemas.

Otros experimentos evidencian el caracter bienatid® reproductor. Laveet
al. (1986) han asociado la presencia de frutos desddecha posterior y proxima a la
floracion con una elevacion duradera de los nivdldsacido clorogénico en hoja, en

contraposicion con bajos niveles en caso de auwsalifrutos y eliminacion de las
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inflorescencias o de los frutos recién cuajadoan@€@stos tratamientos estuvieron
relacionados con la ausencia o presencia de floradiafio siguiente, respectivamente,
estos autores han sugerido un papel inhibidoraebalorogénico en la floracion.

Lavee y Avidan (1982, cit. Ralleet al, 1994), Navarroet al (1990) y
Fernandez-Escobat al (1992) han podido comprobar también que la eliin de
los frutos solamente tenia efecto positivo en teiaition del afio siguiente cuando se
efectué antes de 6-8 semanas después de plenadigraoincidindo con la fase de
endurecimiento del endocarpo (hueso), lo que oapreximadamente durante el mes
de julio en el hemisferio norte.

Se ha podido, ademas, comprobar un efecto negdtvda aplicacion de
giberelinas desde mayo hasta noviembre (2 a 28rsentiespués de la plena floracion)
sobre la floracion del afo siguiente (Navaetoal, 1990; Fernandez-Escobaer al.,
1992). Aplicaciones en febrero incrementan la e las inflorescencias, pero no
reducen su numero (Navaret al, 1990; Fernandez-Escobar al, 1992; Lavee y
Haskal, 1993). Lavee y Avidan (1994) proponen @gediberelinas producidas en los
embriones en crecimiento inducen cambios metal®l@o las hojas, llevando a la
sintesis del &cido clorogénico, en un proceso dwgbicién por "realimentacion”
(“feedback”). Como la eliminacién de las semillastes del endurecimiento del
endocarpo (manteniendo una elevada cantidad desfreih el arbol) permite una
floracion abundante en el afio siguiente (Stutteaytid, 1986b; Fernandez-Escolwmr
al., 1992) se ha propuesto una relacion directa dagrgiberelinas producidas en las
semillas y la inhibicién de la induccion floral (aroet al, 1990; Fernandez-Escobar
et al, 1992).

Otras evidencias experimentales, como la diferedeidamafo (expresado en
peso seco) de las yemas y en los contenidos de &R arboles con y sin frutos, en
los meses de julio y agosto (Navaetoal, 1990), el efecto negativo del sombreamiento
a partir de julio sobre la floracion del afio sigiiee(Tombesi y Cartechini, 1986) o el
aumento de los niveles de ARN y ADN en la zonare¢mel meristemo apical entre
mediados de octubre y mediados de noviembre (Pigprieglito, 1990) apoyan la idea
de una regulacion de la induccién floral a pantirafio anterior a la floracion.

Se ha observado, por otra parte, una brotacioneatecy mas rapida de yemas

reproductoras con la acumulacion de frio invermaéstaquillas ubicadas en ambientes
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favorables al crecimiento (Rallo y Martin, 1991)st& pauta fué comun en ramos
procedentes de arboles con niveles alto y bajoadgacen la cosecha inmediatamente
anterior, si bien los niveles maximos de brotadényemas florales fué mayor en los
ramos de las ultimas. Observaciones posterioresdii@ 1993; Rallcet al, 1994;
Relafio, 1996; Ruiz, 1996) han confirmado esta pdatérotacion, por lo que se ha
propuesto un papel del frio invernal en la salidardposo (endolatencia) de las yemas
inducidas.

En las condiciones de Cérdoba, el periodo desdeiachesl de enero hasta
mediados de febrero (variable con el cultivar yaéb) en el cual la brotacion
reproductora y el intervalo de temperaturas favesah la brotacion aumentan se ha
designadgperiodo de salida del reposdTorrefio, 1993; Rallet al, 1994; Relafio,
1996; Ruiz, 1996). Sin embargo, Rakt al (1994) y Ruiz (1996) no han podido
establecer ninguna relacién consistente entreelatsa de salida del reposo y los tres
modelos mas utilizados para cuantificar las neeesisl en frio en el olivo: a) n° de
horas con temperaturdas/,5°C; b) n°® de horas con temperatsgd®,5°C y c) n° de dias
de frio efectivo. Estos ultimos son los dias cangeraturas minimas entre 2y 7 °C y
maximas entre 12,5y 23,5°C (Hartmann y Whisler5)9

El ciclo bienal del olivo esta, hoy dia, generalteeaiceptado, pero el papel del
frio invernal no estd, todavia, completamente escido. ¢ Sirve para: a) completar las
necesidades de la induccion floral; b) determinasdlida del reposo (endolatencia) de
las yemas préviamente inducidas o c) intervieneammos procesos? El presente

experimento profundiza en esta cuestion.

3.1. Material y métodos

El muestreo de los ramos para la preparacion destaguillas de este ensayo se
realizo en el olivar del CIFA (Centro de Investigacy Formacion Agraria) "Alameda
del Obispo" de Cordoba, descrito en el apartadolllpreparacion de las estaquillas
con 3 nudos con hojas y defoliadas se efectud esigoi el mismo procedimiento
descrito en el apartado 2.1.1 (Fig. 2.1 - B).

Los muestreos se realizaron en dos campafas ctinascl1996/97 y 1997/98,
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en 8 arboles (cuatro OFF y cuatro ON en el afiorianteLos muestreos (cantidad de
acumulacion de frio invernal) y algunas condiciodedos tratamientos variaron con el
experimento:

» campafa de 1996/97:

- muestreos desde 17 de octubre de 1996 hasta 28bderd de 1997,
siendo 3 mensuales (octubre, noviembre y diciempre)quincenales (2
en enero y 2 en febrero), en arboles en carga {G)descarga (OFF) en
1996. Estos tratamientos se designan por ON y @S&pectivamente, en
el texto que sigue;

- forzado en camara de crecimiento a 12,5, 20 y 3®iGustrato de perlita
hdimeda, con 12 horas de iluminacion y humedadvalatiperior a 60%;

- tiempo de observacién (variable con la temperat@aemanas a 30°C; 4
semanas a 20°C; hasta la brotacion a 12,5°C.

» campafa de 1997/98:

- muestreos desde 12 de diciembre de 1997 hasta #&€bro de 1998,
siendo 1 mensual (diciembre) y 4 quincenales (2remo y 2 en febrero),
solamente en arboles en descarga (OFF) en 199&.tEdamiento se
designa por OFF en el texto que sigue;

- forzado en camara de crecimiento a 15, 20 y 308Gustrato de perlita
hdimeda, con 12 horas de iluminacion y humedadvalatiperior a 60%;

- tiempo de observacién (variable con la temperat@a&emanas a 30°C; 4

semanas a 15 y a 20°C.

Ambos experimentos se realizaron segin un diseflolagues al azar con 3
repeticiones y con 4 estaquillas por repeticiéregfaquilla procedente de cada arbol
muestreada). Al final del tiempo de forzado, set@mam las yemas brotadas. En éstas,
se clasificaron como vegetativas las yemas queupgnzh hojas o cuyo par de bracteas
basales hubiese elongado y como reproductorasuegpdujeron inflorescencias o
que, por lo menos, hayan elongado el entrenudd, desdorma similar al inicio del
estado fenoldgic® de Colbrant (1972). La brotacién de las yemasadeektaquillas
con hojas de los arboles sin frutos (OFF), forzaal@9)°C, se ha considerado como
testigo de los demas tratamientos realizados emdma fecha (igual cantidad de frio
acumulado) (Rallo y Martin, 1991; Torrefio, 1993]IRkat al, 1994; Relafio, 1996;
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Ruiz, 1996).

En 1996/97 se analizaron anatdmicamente yemas gguest las diversas
condiciones de brotacion. Los ramos de arbolesaegac(ON) y en descarga (OFF)
durante 1996 se muestrearon el 9 de enero y elféhdero de 1997. A partir de los
ramos muestreados el 9 de enero se prepararonidlagagninodales con hojas segun el
meétodo descrito en el apartado 2.1.1 (Fig. 2.1.-E3jas estaquillas (con hojas) se
colocaron en las camaras de crecimiento en lasiagonds de forzado de los
tratamientos: 12,5; 20 y 30°C. En cada tipo de lafiN y OFF) y para cada
temperatura (12,5; 20 y 30°C) se fijaron 10 nudmsespondientes a los siguientes
muestreos secuenciales:

» fecha de 9 de ener¢Fl):

- F1+0: testigo;

- F1+3: yemas muestradas tras 3 dias en forzado;

- F1+49: yemas muestradas tras 9 dias en forzado;
» fecha de 7 de febrerdF2):

- F2+0: testigo;

El procedimiento de fijacion de los nudos portadate yemas en FAE, el corte
de las yemas, la deshidratacion e inclusion enfiparael corte en el micrétomo
rotativo, el montaje y las tinciones de las muessearealizaron del modo anteriormente
descrito en el apartado 1.1. También se utilizameste estudio yemas muestreadas en
otofio (antes del reposo invernal) y utilizadas lecapitulo anterior para comparacion

con su desarrollo posterior.
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3.2. Resultados

3.2.1. Brotacién

La brotacion de las yemas de las estaquillas cgas liearboles OFFen 1996
(Fig. 3.1), forzadas a 20°C (testigo), fué escasala hasta la primera mitad de enero,
fecha a partir de la cual se observd un fuerteemento de la brotacion, que fué
totalmente reproductora (Fig. 3.1). Cuando la lmiotase efectué a 12,5°C fué muy
lenta y relativamente escasa en el otofo, pero @midnggadualmente y fué mas rapida
con la acumulacion de frio invernal (Fig. 3.1 y TBaB.1). EI mayor incremento del
porcentaje de yemas brotadas a 12,5°C ocurri6 desdiados de diciembre hasta la
primera mitad de enero. En cualquiera de las fechasstreadas, toda la brotacion
observada a esta temperatura fué reproductora 3FQ. como habia ocurrido en el
testigo (20°C). Cuando el forzado se efectud a ,30€Q@rri6 brotacion vegetativa hasta
finales de enero y solamente después de la priméad de febrero la brotacion
aumentd acusadamente y fué reproductora (Fig. 3.1).

La defoliacion de las estaquillas procedentes Helés OFF en 1996 (Fig. 3.1)
provoco un aumento de la brotacién total, que fegetativa hasta que se se acumulo
suficiente frio. A partir de este momento, que pasterior con el aumento de las
temperaturas de forzado, se increment6é gradualmarteotaciéon reproductora hasta
representar la practica totalidad de la brotaci@ando se produjo la completa salida del
reposo. Esto ocurrio en la segunda mitad de en@d@58C vy en la segunda mitad de
febrero a 20 y a 30°C, épocas en las cuales lom@jes maximos de brotacion
reproductora fueron similares en las estaquillas }@in hojas. La Tabla 3.1, que se
refiere a estaquillas forzadas a 12,5°C, evidequ&la brotacion de yemas fué mas
rapida con la acumulacion de frio y que la defadia@nticipd, en general, la brotacion
de las yemas.

La brotacion reproductora de las estaquillasadmles ON fué siempre muy
baja, incluso con forzado a bajas temperaturadigiesate acumulacion de frio invernal
(Fig. 3.2). La brotacién vegetativa aumento conelmperatura de forzado y con la
defoliacion (Fig. 3.2 ). En ambos tipos de estdagii{con hojas y defoliadas) el efecto

de la fecha de muestreo (acumulacion de frio) fgé arratico, aunque se aprecié una
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Figura 3.1 — Brotacion total (circulos) y reproductora (tgafos) en estaquillas con

hojas (izquierda) y defoliadas (derechia) arboles sin frutos (OFF) en 1996

cuando se forzaron por tiempo variable a 12,5°Gbg; durante 4 semanas a

20°C (en medio) y durante 2 semanas a 30°C (abajo)
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Figura 3.2 — Brotacion total (circulos) y reproductora (tgafos) en estaquillas con
hojas (izquierda) y defoliadas (derecli&) arboles con frutos (ON) en 1996
cuando se forzaron por tiempo variable a 12,5°Gbg@; durante 4 semanas a

20°C (en medio) y durante 2 semanas a 30°C (abajo)
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Tabla 3.1 — Semanas entre la fecha del muestreo y la béotagegetativa o

reproductora en 1997 de las primeras yemas detasas forzadas a 12,5°C

Arboles OFF en 1996 Arboles ON en 1996
recha del | Estaquilla| Estaquilla| Estaquilla| Estaquilla
S Ccon S S con S
hojas |defoliadas hojas |defoliadas
Reprod.| Veget. | Reprod.| Veget. | Reprod.| Veget. | Reprod.| Veget.
17 oct 96 18 -- -- 10 -- - -- -
20 nov 96 12 - 7 6 — 11 6
18 dic 96 7 11 5 5 8 4
09 ene 97 4 -- 3 4 -- - 4 -
23 ene 97 2 8 2 3 8 8 4 3
07 feb 97 1 6 1 4 5 4 3 -
20 feb 97 0 - 0 4 1 2 3 3

mayor brotacién con la acumulacién de frio inverrad particular hasta la segunda
mitad de enero con la defoliacion o cuando se f@za temperatura mas elevada
(30°C). La Tabla 3.1, que se refiere a estaquitezadas a 12,5°C, evidencia que la
brotacion de yemas de los arboles ON fué mas raypidda acumulacion de frio y que

la defoliacién anticipd, en general, la brotaci@lds yemas, tal como ocurrié en los
arboles OFF.

En la campafa dE997/98 la brotacion de las yemas de las estaquillahofas
(Fig. 3.3) aumenté gradualmente con la acumula@énfrio invernal (fecha del
muestreo) y fué reproductora. Contrariamente aclorao en la campafia de 1996/97
(Fig. 3.1), la temperatura de forzado a 30°C neementé la brotacion vegetativa. La
brotacion reproductora de las estaquillas forzadaS°C ocurrio en las muestras de la
primera mitad de enero, mientras a 20 y a 30°Cbestacion solamente empezd a
aumentar en las correspondientes a la segunda datadero.

La defoliacion (Fig. 3.3) incremento la brotaciGegetativa, pero apenas afecto
a la brotacion reproductora. La influencia de ldolicion en el incremento de la
brotacién vegetativa se prolongé con el aumentta demperatura de forzado: hasta la
primera mitad de enero a 15°C; hasta la segundal & enero a 20°C; hasta la primera
mitad de febrero a 30°C.
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Figura 3.3 — Brotacion total (circulos) y reproductora (tgafos) en estaquillas con
hojas (izquierda) y defoliadas (dereclo®) arboles sin frutos (OFF) en 1997
cuando se forzaron durante 4 semanas a 15°C jayiba20°C (en medio) y

durante 2 semanas a 30°C (abajo)
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3.2.2. Observaciones anatbmicas

3.2.2.1. Estatus de las yemas en campo

El aspecto estructural de las yemas en los momeelasnuestreo de los ramos
en campo fué distinto entre las yemas de arbolés(Big. 3.4 - Ay C) y ON (Fig. 3.4 -
B y D) en 1996. En la primera fecha del muestredg(@nero), las yemas de los arboles
ON presentaron un meristemo apical plano y aparesriee inactivo (Fig. 3.4 - B),
mientras las correspondientes yemas de los arbOEEE mostraron una forma
redondeada del meristemo apical y la presenciandearistemo axilar en el tercer nudo
(Fig. 3.4 - A). En la segunda fecha del muestrede(Tebrero), las yemas de los arboles
ON en 1996 siguieron presentando un meristemo pfasmmarentemente inactivo (Fig.
3.4 - D), mientras las correspondientes yemas slé@idboles OFF en 1996 mostraron
una intensa actividad morfogenética, indicada etigudgar por el gran desarrollo de las
estructuras axilares (Fig. 3.4 - C).

3.2.2.2. Desarrollo en condiciones de forzado

El desarrollo anatémico de las yemas muestreadasielenero estuvo influido
por la temperatura y por la carga del arbol (OFBN) en el afio anterior (Fig. 3.5). En
las yemas de los arboles OFF, la actividad de krgstemos axilares del tercer nudo se
inicié pronto tanto a temperaturas bajas (12,5%)a moderadas (20°C), originando
un primordio axilar (Fig. 3.5 - A), mientras quetemperaturas altas (30°C) no se
observo ninguna variacién, incluso después de Qatieel forzado (Fig. 3.5 - & Fig.
3.4 - A). El meristemo apical continu6 con formamibada en el centro (Fig. 3.5-Ay
C). En las yemas de los arboles ON en 1996 el taprsapical continué plano (Fig 3.5
- B y D), las bracteas aparecieron erguidas y elsg elongd (Fig. 3.6 - B y C).
Solamente en condiciones de temperatura alta y agomtiempo de forzado fué
perceptible la formacion de un primordio axilar edrtercer nudo (Fig. 3.5 - D), pero
con un aspecto distinto del que se observo en dosles OFF (Fig. 3.5 - A). La
posicién erguida de las bracteas y la elongacidlogsientrenudos no se observo en los
arboles OFF (Fig. 3.6 - A). En los arboles ON ambagacteristicas fueron mas
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aparentes al aumentar la temperatura y el tiemgordado (Fig. 3.6 - By C).

1996 OFF 1996 ON

& - i
st 1V
,Nl {4

D

e C =

Figura 3.4 - Corte longitudinal central de la parte distallde yemas el 9 de enero
(arriba) y el 7 de febrero de 1997 (abajo) de hbwlés OFF (izquierda) y ON
(derecha) en 1996 (Tincion: Azul de Toluidina). gkesencia de un meristemo
axilar en el tercer nudo (circulo) y aspecto dét&éfflecha) de las yemas de los
arboles OFF el 9 de enero. B: aspecto plano dektaero apical (flecha) de las
yemas de los arboles ON el 9 de enero. C: desaraailar en el tercer nudo
(circulo) y aspecto del apice (flecha) de las yedwmdos arboles OFF el 7 de
febrero. D: aspecto plano del meristemo apicaklie de las yemas de los
arboles ON el 7 de febrero
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1996 OFF - 1996 ON

Figura 3.5 - Corte longitudinal central de la parte distalla® yemas muestreadasdel
de eneroy forzadas durante 3 dias a 20°C (arriba) y dar@ntlias a 30°C
(abajo) de los arboles OFF (izquierda) y ON (dempamn 1996 (Tincion: Azul
de Toluidina) (Barra = 1Q0n). A: desarrollo de un primordio axilar en el tarc
nudo (circulo) y aspecto abombado del apice (flededas yemas de los arboles
OFF forzadas a 20°C durante 3 dias. B: aspectm glah meristemo apical
(flecha) de las yemas de los arboles ON forzada6°&€ durante 3 dias. C:
meristemo axilar en el tercer nudo (circulo) y aspeabombado del 4pice
(flecha) de las yemas de los arboles OFF forzad28°@ durante 9 dias. D:
desarrollo de un primordio axilar en el tercer ngcioculo) y aspecto plano del
meristemo apical (flecha) de las yemas de los é@sb@N forzadas a 30°C
durante 9 dias

-70 -



Parte Experimental

Figura 3.6 - Corte longitudinal central de las yemas muedasaen campo el 9 de
enero y forzadas en diferentes condiciones (Tindanl de Toluidina) (Barra =
50Qum). A: yema de arbol OFF forzada a 20°C durant&@8. d: yema de arbol
ON forzada a 20°C durante 3 dias. C: yema de &bbolorzada a 30°C durante
9 dias

La pauta morfogenética durante la salida del replesias yemas de los arboles
OFF fué completamente distinto del que ocurrié digrda formacion de las yemas
indiferenciadas (sea en arboles OFF u ON) antesedeko. En estas yemas (Fig. 3.7 -
Ay B), la formacion de un quinto nudo antecedeadquier actividad axilar en el tercer
nudo y las bracteas se formaron a partir de laaszperiféricas del meristemo apical y
aparecieron siempre por encima de la zona centralsd meristemo. La formacion de
un quinto nudo en las yemas de los arboles OFF sallda de la endolatencia fué
posterior al desarrollo del primordio axilar entefcer nudo (Fig. 3.7 - C) y los
primordios de las bracteas se formaron en los dndel meristemo apical,
manteniendose la zona central de ese meristemenmima del nivel de las bracteas
(Fig. 3.7 - D).
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Figura 3.7 - Corte longitudinal central de la parte distalla® yemas antes del reposo
(arriba) y a la salida del reposo (abajo) (Tinciézul de Toluidina) (Barra =
100um). A: inicio de la formacién del nuevo par de le@s del quinto nudo en
las zonas periféricas del meristemo apical (flegreges de cualquier actividad
axilar en el tercer nudo (circulo), en yemas meesiss en octubre/diciembre.
B: primordios de las bracteas del quinto nudo yméamlos (flechas), sin ninguna
sefial de actividad en las axilas del tercer nu@toulo) ni en la zona central del
meristemo apical (estrella) en yemas muestreadasctubre/diciembre C:
desarrollo de un primordio axilar en el tercer ngcieculo) en yemas de arboles
OFF muestreadas el 9 de enero y forzadas a 204DtduB dias. D: desarrollo
del par de bracteas del quinto nudo (flechas) sifldamcos del meristemo apical
(estrella) en yemas de arboles OFF muestreadadeskefiero y forzadas a 20°C

durante 9 dias
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3.2.3. Observaciones de almidén

3.2.3.1. Estatus de las yemas en campo

La presencia del almidon esta indicada por la eclon negro/azul de los
granulos de almidén obtenida con la tincion de Il&. presencia del almidon en las
yemas en las fechas del muestreo de los ramosmodaé distinta entre las yemas de
arboles OFF (Fig. 3.8 - Ay C) y ON (Fig. 3.8 - BDY el afio anterior. En el muestreo
del 9 de enero, el almidon en los arboles OFF fu§ elevado en toda la yema,
principalmente en la parte central del eje de lagyg en las bracteas (Fig. 3.8 - A). En
el muestreo del 7 febrero permanecio elevado eoréateas y parte central del eje de la
yema, pero no en las zonas axilares y apicalesactividad morfogenética (Fig. 3.8 -
C). En los arboles ON en 1996, la tincion de lIK fooco intensa en ambas fechas,
indicando una baja presencia de granulos de almeéddas yemas de esos arboles (Fig.
3.8-ByD).

3.2.3.2. Evolucién en condiciones de forzado

Las condiciones del forzado de crecimiento afeatdaopresencia del almidon
en las yemas de los arboles OFF y ON (Fig. 3.@¥el anterior. En las yemas de los
arboles OFF muestreadas el 9 de enero, se obseadraeducion marcada de la
intensidad de la coloracion negro/azul de los duinde almidon tras 9 dias de forzado,
tanto en condiciones de temperatura baja (Fig:- B)9como elevada (Fig. 3.9 - C). No
obstante, algunos granulos de almidon permanecigsibles. En las yemas de los
arboles ON muestreadas el 9 de enero, la intensidadd tincion de IIK permanecio
baja tras 9 dias de forzado a 12,5°C (Fig. 3.9 y Bgsaparecié completamente de la
yema cuando se forzé a 30°C (Fig. 3.9 - D).

En la parte central de la porcion del tallo adyszenm la yema, la intensa
coloracién negro/azul determinada por la presedeiaos granulos de almidén se
manifestd con independencia de la temperatura @do y del tipo de arbol (Fig.
3.10).
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1996 OFF 1996 ON

7 de
febrero

100um D

Figura 3.8 - Corte longitudinal central de la parte distallde yemas el 9 de enero
(arriba) y el 7 de febrero de 1997 (abajo) de lbwlés OFF (izquierda) y ON
(derecha) en 1996 (Tincién de IIK). A: coloracidagmo/azul intensa de las
yemas de los arboles OFF muestreadas el 9 de detoloracion negro/azul
poco intensa de las yemas de los arboles ON madsaseel 9 de enero. C:
coloracion negro/azul intensa en las bracteastg pentral del eje de la yema y
poco intensa en las zonas axilares (circulo) yadgmc(estrella) de las yemas de
los arboles OFF muestreadas el 7 de febrero. rawbn negro/azul poco

intensa de las yemas de los arboles ON muestreadate febrero
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1996 OFF

Figura 3.9 - Corte longitudinal central de la parte distalla® yemas muestreadas el 9
de enero de 1997 de arboles OFF (izquierda) y @ke@tha) en 1996 y forzadas
durante 9 dias a 12,5°C (arriba) y a 30°C (abdjojcion de IIK) (Barra =
100um). A: granulos de almidén negro/azul dispersoy@mas de los arboles
OFF forzadas a 12,5°C. B: coloracién negro/azubpotensa en yemas de los
arboles ON forzadas a 12,5°C. C: granulos de aimitggro/azul dispersos en
yemas de los arboles OFF forzadas a 30°C. D: aiasdacualquier coloracion
negro/azul en yemas de los arboles ON forzada8@ 30
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1996 OFF _ 1996 ON

Figura 3.10 - Parte central de la porcion del tallo adyacentea yema en el corte
longitudinal central de las yemas muestreadasdsl &nero de 1997 de arboles
OFF (izquierda) y ON (derecha) en 1996 y forzadasmte 9 dias a 12,5°C
(arriba) y a 30°C (abajo) (Tincién de IIK) (Barral®Qum). A: granulos de
almidén con coloracién negro/azul de muestras deatboles OFF forzadas a
12,5°C. B: granulos de almidén con coloracion niegnd de muestras de los
arboles ON forzadas a 12,5°C. C: granulos de aimiga coloracion negro/azul
de muestras de los arboles OFF forzadas a 30°@Qrdnulos de almidén con

coloracion negro/azul de muestras de los arbolesotddas a 30°C
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3.3. Discusioén

Los resultados obtenidos en este estudio muestemanente que el frio
invernal per seno tiene efecto inductor en el olivo. La naturalegproductora de la
yema queda determinada por la ausencia de losfen@l afio anterior, confirmandose
el ciclo reproductor bienal del olivo demonstragootros experimentos (Laves al.,
1986; Stutte y Martin, 1986b; Navareb al, 1990; Fernandez-Escobetral, 1992). La
plena satisfacion de las necesidades de frio iaveynel forzado de crecimiento a
temperaturas supuestamente inductoras (12,5°Cr-\BHdrtmann, 1971; Hartmann y
Whisler, 1975) no fueron suficientes para inducipremover el desarrollo de las
inflorescencias en las yemas de arboles con f{@dg en el afio anterior (Fig. 3.2).

El aumento gradual de la brotacién reproductorgs(FB.1 y 3.3) y de la
disminuicion del tiempo requerido para esa brota¢i@abla 3.1) con la acumulacion de
frio muestra que éste es necesario para eliminaendolatencia de las yemas
reproductoras del olivo, tal como ha sido propugstoRallo y Martin (1991), Torreio
(1993), Ralloet al (1994), Relafno (1996) y Ruiz (1996).

En las fechas mas tempranas, es decir, antesageraulacion de frio suficiente,
la defoliacién y las temperaturas altas del forza#o crecimiento provocaron un
aumento de la brotacion vegetativa y/o una dismianide la brotacion reproductora
(Figs. 3.1 y 3.4). El efecto de estos factores @nmiodificacion del desarrollo
reproductor esperado en las yemas de los arboled{Sfinuye con la acumulacién de
frio, sugiriendo que es la acumulacion de frio lze cdetermina el aumento de la
brotacion reproductora y la reduccion de la brdtaociegetativa. Esta interpretacion
llevé a la conclusion de que la acumulacion de ifmeernal (vernalizacion) seria un
estimulo inductor necesario para la floracion dilop muy generalizada hasta
mediados de los afios 80 (Hartmann, 1953; HartmaRoningis, 1957; Hackett y
Hartmann, 1963; 1964; 1967; Milella y Deidda, 19@adr y Hartmann, 1971,
Hartmann y Whisler, 1975).

Sin embargo, si el frio acumulado hubiera sidoagltdr determinante de la
induccion floral, la brotacion reproductora una aezmulado frio suficiente, es decir
para la misma fecha de muestreo, hubiera sido denenpara cualquier temperatura de

forzado. Los resultados indican que el aumentoaderhperatura de forzado provoco
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una menor brotacién reproductora para fechas detneoeentre el 9 de enero y el 7 de
febrero de 1997 (Fig. 3.1) y diferencias similagasenero de 1998 (Fig. 3.3). Por otro
lado, la brotacion maxima alcanzada en las estaguibn hojas y defoliadas una vez
acumulado el frio necesario fué analoga, con indégecia de la temperatura de
forzado (Figs. 3.1 y 3.3). Estos resultados cordarercon un proceso de salida del
reposo (Saure, 1985).

El creciente y lento aumento de la brotacion tdt@da de naturaleza
reproductora) a 12,5°C de las yemas con hojassd@twmles OFF (Fig. 3.1 y Tabla 3.1)
es otra indicacion del papel del frio invernal areliminacion de la latencia y no en la
induccién floral. Si la temperatura de 12,5°C fuieskictiva (Badr y Hartmann, 1971,
Hartmann y Whisler, 1975), la brotacion reprodugtseria elevada para todas las
fechas del muestreo. De esta forma, como esa lirotse va incrementando a lo largo
del tiempo, la acumulacion de frio invernal juega papel fundamental en la
adquisicién de la capacidad de brotacién de lasagaeproductoras del olivo. Como la
temperatura de 12,5°C parece tener un doble padal gatisfacion de las necesidades
en frio y en la promocion de la brotacion (RallMgrtin, 1991), la lenta promocién del
crecimiento por la temperatura de 12,5°C podriaesggonsable del menor efecto de la
defoliacion en condiciones de forzado a esa teryraréf-ig. 3.1).

Las observaciones anatomicas de las yemas de bodesirOFF en el afo
anterior confirmaron que la eliminacion de la eatkricia empezo en la primera mitad
de enero y que la actividad morfogenética subséeusm condiciones naturales o en
condiciones de forzado a temperaturas bajas o mdaeifué particularmente evidente
en el domo apical y en las axilas (Figs. 3.4 y.3.8% observaciones anatoémicas de las
yemas de los arboles ON solamente evidenciarorelomgacion de las bracteas y de
los entrenudos en condiciones de forzado (Fig.. E8jas observaciones estan de
acuerdo con las descripciones del inicio del deBarreproductor (Almeida, 1940;
Hackett y Hartmann, 1963; Troncoso, 1967; 1968;IMsay Hellali, 1988; Pinney y
Polito, 1990; De la Rosa, 1996; Fabbri y Alerci99pPy vegetativo (Arzee, 1952;
Troncoso, 1966; 1967; 1968; Fabbri y Alerci, 1988)as yemas del olivo.

Las observaciones de almidon confirman que el @mise acumula en gran
cantidad en las yemas de los arboles OFF (Sarmetrdb, 1976; De la Rosat al,
2000), pero no en los arboles ON (Sarmiestt@l, 1976) (Fig. 3.7). En condiciones
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naturales, esa acumulacion en las yemas de lokar®&F parece continuar (Fig. 3.7),
lo que esta de acuerdo con Sarmiegital (1976), pero en condiciones de forzado el
almidon se moviliza rapidamente (Fig. 3.8), comsartaron De la Rosat al (2000).

El conjunto de los resultados de la brotaciéon deyéanas y de las observaciones
anatomicas de los arboles OFF evidencia un pajtiglocde las condiciones del forzado
de crecimiento a la salida del reposo sobre lacidpa de las yemas para expresar su
naturaleza reproductora. La presencia de la hojJasybajas temperaturas parecen
fundamentales para inhibir la brotacion (paralaeeng ecolatencia), como un
mecanismo complementario/alternativo para impedia brotacion extemporanea y
asegurar que el desarrollo metabdlico y/o morfaldgse procese adecuada y
progresivamente segun la evolucion de las condisiatimaticas en ambiente natural.
La brotacion extemporanea provocada por la defdhay las temperaturas altas
interrrumpe ese proceso, inhibiendo o modificandoeh desarrollo metabdlico y/o
morfoldgico o induciendo latencia secundaria oionemnto vegetativo.

Un estudio anatomico descriptivo mas completoddslarrollo morfoldgico y
fisiolégico de las yemas en condiciones naturalesnycondiciones de forzado a
temperaturas diferenciadas, con y sin presencla teja, durante el periodo de inicio
de enero hasta mediados de febrero serd de toudests para determinar el modo
como la temperatura alta y la defoliacion afectrcapacidad de las yemas de los

arboles OFF para expresar su naturaleza reprodictor
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4. Influencia de la defoliacion, oscuridad y durad@n del
almacenamiento a 5°C y de las condiciones de forzad
sobre la pauta de brotacion de las yemas segun la

acumulacién de frio invernal

Las yemas axilares del olivo permanecen morfoldge#e indiferenciadas
hasta finales del invierno (King, 1938; Almeida,409 Hackett y Hartmann, 1963;
Troncoso, 1967; 1968) y la acumulacion de frio meétiene una influencia positiva en
la cantidad de inflorescencias (Hartmann, 1953frikamn y Porlingis, 1957; Hackett y
Hartmann, 1963; 1964; 1967; Milella y Deidda, 19@&adr y Hartmann, 1971,
Hartmann y Whisler, 1975). De esta forma, se h@ymsto durante mucho tiempo un
ciclo reproductor anual para esta especie, siehfilim énvernal el factor responsable de
la induccion floral.

El efecto de la carga de un afio sobre la produagbafio siguiente es la causa
del conocido fendmeno de alternancia o vecerialdal y sugiere un ciclo reproductor
bienal en esta especie. A partir de mediados dafos 80, varios experimentos han
comprobado el caracter bienal del ciclo reprodudebrolivo (Laveeetal., 1986; Stutte
y Martin, 1986b; Tombesi y Cartechini, 1986; Nawvaet al, 1990; Pinney y Polito,
1990; Fernandez-Escobetral, 1992; Lavee y Haskal, 1993). Se ha observadoptpa
parte, una brotacion creciente y mas rapida de geem@oductoras con la acumulacion
de frio invernal en estaquillas ubicadas en ambgefavorables al crecimiento (Rallo y
Martin, 1991). Esta pauta fué comin en ramos peuted de arboles con niveles alto y
bajo de carga en la cosecha inmediatamente antsribien los niveles maximos de
brotacion de yemas florales fué mayor en los ragmdas ultimas. Observaciones
posteriores (Torreflo, 1993; Rallet al, 1994; Relafio, 1996; Ruiz, 1996) han
confirmado esta pauta de brotacién, por lo que aseropuesto un papel del frio
invernal en la salida del reposo (endolatencidasigemas inducidas.
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Los resultados del capitulo anterior de este estwdinfirmaron el efecto
inhibidor de una gran cantidad de frutos sobrddeacion del afio siguiente y el ciclo
reproductor bienal del olivo. Sin embargo, los nasmesultados evidenciaron que las
condiciones del forzado de crecimiento despuésaddiminacion de la endolatencia
fueron condicionantes de la expresion de la namaateproductora de las yemas de los
arboles sin frutos el afio previo, hasta alcanza surficiente acumulacion de frio
invernal.

Con el presente experimento se pretende profunddrarel efecto de la
temperatura sobre el desarrollo reproductor dgdasas de los arboles sin frutos el afio
anterior, intentando establecer si: a) son las sbagmperaturas necesarias para
completar las necesidades de la induccion florl) son las altas temperaturas que
inhiben o modifican el curso de la diferenciaci@rdl. Para aclarar en definitivo esta
cuestion, son criticas las siguientes condiciones:

- disponer de un tratamiento efectivo de eliminaaiénla endolatencia, que

no sea inductivo;

- efectuar el forzado de crecimiento en condiciones go modifiquen el

desarrollo morfolégico de las inflorescencias enylamas de arboles OFF a
la salida del reposo.

La temperatura de 5°C ha probado ser efectivalpagalida del reposo, aunque
actuando de una forma mas lenta que las tempesatntee 10 y 13°C (Torrefio, 1993).
Por otro lado, esta temperatura no tendria el @fectuctor de la floracion propuesto
por Badr y Hartmann (1971) y Hartmann y Whisler78P para la temperatura de
12,5°C. Como la presencia de luz parece ser fundampara la induccion floral
(Ruffaldi, 1958; Tombesi, 1984), el almacenamieptevio a 5°C en la completa
oscuridad parece ser el tratamiento adecuado paséaser las necesidades en frio para
eliminar la endolatencia, sin que el frio pueda Seductor”. Las condiciones de
forzado de crecimiento a temperatura moderada Q26)2con hojas han probado ser
adecuadas para promover la brotacion de las yeatidas del reposo, sin modificar el

desarrollo reproductor esperado de las yemas delthotes OFF (capitulo 3).

-81-



Parte Experimental

4.1. Material y métodos

Las estaquillas con 3 nudos, preparadas segunsetarprocedimiento descrito
en el apartado 2.1.1 (Fig. 2.1 - B), procedian ol@élar del CIFA (Centro de
Investigacion y Formacion Agraria) de Coérdoba, descen el apartado 1.1. Los
muestreos en campo se realizaron mensualmentetul@ece 1997 a marzo de 1998,
en 4 arboles OFF en 1997. Después de preparadasstiuillas en sustrato de perlita
hameda se almacenaron a 5°C, con humedad relatpegicr a 90%, con 12 horas de
luz o en la completa oscuridad. Las fechas del tregesy la duracion del
almacenamiento a 5°C se presentan en la Tabla A.iffinal del periodo de
almacenamiento, las estaquillas se tranferieronos @chmaras de crecimiento con
diferentes temperaturas de forzado: 15 y a 30°C.

En cada transferencia, para cada condicion de Iparg cada temperatura de
forzado de crecimiento, los tratamientos de defali@ realizados segun un disefio en
bloques al azar con 3 repeticiones (parcela eleahefit estaquillas por repeticion,
siendo 1 estaquilla procedente de cada arbol neaekty, fueron fueron los siguientes:

» estaquillas con hojas durante el almacenamientdoyzado de crecimiento;

» estaquillas con hojas durante el almacenamientcefgliddas durante el

forzado de crecimiento;

» estaquillas defoliadas durante el almacenamieeldgrzado de crecimiento.

Tabla 4.1- Fechas del muestreo y duracion del almacenam#&bt@

Fecha del Duracion del almacenamiento a 5°C
muestreo (semanas)

8 de octubre de 1997 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20

5 de noviembre de 1997 0, 2, 4, 8, 12, 16

3 de diciembre de 1997 0, 2, 4, 8, 12

7 de enero de 1998 0,2, 4,8

5 de febrero de 1998 0, 2, 4

5 de marzo de 1998 0
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Al final de 2 (30°C) 64 (15°C) semanas en condiciones de forzado, seroonta
las yemas brotadas. En éstas, se clasificaron gegetativas las yemas que produjeron
hojas o cuyo par de bracteas basales hubiese dmrygaomo reproductoras las que
produjeron inflorescencias o que, por lo menosahaiongado el entrenudo basal, de
forma similar al inicio del estado fenologiBode Colbrant (1972).

En la tercera fecha de muestreo (3 de diciembEO8&), se almacens a 5°C un
namero adicional de estaquillas correspondientelfeaentes condiciones de luz y
defoliacion, con la finalidad de muestrear yemas paservacion anatomica en la fecha
del muestreo y al final de las 12 semanas de almaatento. Los procedimientos de
fijacion, seccién, montaje y tincion de las muestrse realizaron del modo
anteriormente descrito en el apartado 1.1. La dmaitilizada para observar las
diferencias en las yemas segun las condicionesndalyo fué la de IIK, especifica para

el almidon.

4.2. Resultados

4.2.1. Brotacion

La brotacién de las yemas de las estaquillas cgas e 15°C fué reproductora
(Fig. 4.1). Esta se incrementd a partir de la prammitad de enero con mucha
consistencia y regularidad. La defoliacion provaxpefecto positivo en la brotacion
vegetativa en octubre, noviembre y enero, peroumo hingun efecto en la brotacion
reproductora a esta temperatura (Fig. 4.1). Comergeratura de 30°C, la brotaciéon
reproductora solamente aumentd marcadamente a gart primera mitad de febrero
(Fig. 4.1). Hasta esta época, la defoliacion tumoefecto positivo en la brotacion
vegetativa, pero su efecto se anulé cuando ladéotdué reproductora (Fig. 4.1).

Las curvas de brotacion total y reproductora deeltaquillas procedentes de
ramos con tratamientos de frio natural (en campaitificial (almacenamiento a 5°C,
con y sin luz) mostraron una misma pauta (Fig..4\) obstante, la brotacion fué
mayor y mas rapida al disminuir la duracion detamaiento de frio artificial (muestreos

mas tardios) y consecuentemente aumentar la dordeiofrio natural recibido en el
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arbol. El almacenamiento en la oscuridad redujagemeral la brotacion respecto al

almacenamiento con luz hasta enero (Fig. 4.2).
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Figura 4.1 — Brotacion total (izquierda) y reproductora (i@ de las yemas
de arboles OFF en 1997, forzadas a 15°C durantendres (arriba) y a
30°C durante 2 semanas (abajo), con hojas (cuasjradalefoliadas

(triangulos)
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Figura 4.2 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (adv@) en condiciones de
forzado a 15°C durante 4 semanas, con acumulaeidriodnatural (control) y
con frio artificial complementario (almacenamiersdb®C) en estaquillas con
hojas almacenadas con luz (arriba) y en oscuridadjd) muestreadas desde
octubre hasta febrero
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La brotacion a 15 y a 30°C de las yemas de laguhtes almacenadas durante
diferentes periodos a 5°C, con luz y en la oscdrida presentan en las Figuras 4.3, 4.4,
4.5, 4.6 y 4.7. Estos graficos corresponden a lagstneos de 8 de octubre, 5 de
noviembre, 3 de diciembre, 7 de enero y 5 de febrespectivamente. En un analisis
global, se pueden resaltar los siguientes aspectos:

- En cualquier fecha, con luz o en la oscuridad,rtaaeion reproductora a

15°C siguio siempre el patron de la brotacion total

- Para fechas de muestreo antes de diciembre, sslyelmas con hojas

durante el almacenamiento a 5°C (con luz o en darmkad) y forzadas a
15°C dieron lugar a brotacién reproductora. A pai#i diciembre, las yemas
defoliadas durante el almacenamiento a 5°C (corolen la oscuridad) y
forzadas a 15 °C proporcionaron brotacion repranact

- La defoliacién y las temperaturas altas de forzé@RYC) estimularon la

brotacién vegetativa. Ese efecto tendié a dismicom la acumulacién de

frio, es decir, con el tiempo de almacenamient8G (8n los muestreos hasta
diciembre) y con la fecha del muestreo. En diciemlese efecto solo se
observé a la temperatura de forzado de 30°C.

- La brotacion reproductora fué nula con la defofiagy las temperaturas altas

de forzado (30°C), hasta febrero. En esta fechérdtacion reproductora
aumentd notablemente cuando se forzo a 30°C, indepgemente de la

defoliacion y del almacenamiento en la oscuridad.

- 86 -



15°C

30°C

15°C

30°C

Parte Experimental

0 2 4 8 12
Semanas a 5°C
‘ —1— Hoj —— Hoj-Def —— Def‘

16 20

100% 100%
S
= 80%- G 80%
e 3
= 60%/ S 60%
NS &
& 40% | = 40%H
‘5’ c
= Ne)
oM 20%- 'g 20%
0%- =P LI S 0%-
0 2 4 8 12 16 20 0 2 4 8 12 16 20
Semanas a 5°C Semanas a 5°C
== Hoj —x— Hoj-Def —A— Def —{1=—Hoj —¢— Hoj-Def —— Def
100% ElOO%
[e]
= 80%- S 80%
2 8
c 60%- S 60%-
0 2
S 40%- c 40%
5 he)
@ 20%- & 20%
(o]
0% - : : : : . . 0 0% +——————————————
0 2 4 8 12 16 20 0 2 4 8 12 16 20
Semanas a 5°C Semanas a 5°C
—1— Hoj —¢— Hoj-Def —A— Def —1— Hoj —<— Hoj-Def —A— Del
100% ©100%
[e]
< 80%-| S 80%
e 3
< 60%-| 5 60% |
he] o
& 40%-| < 40%
o S
0 20%- & 20%/] %
o
0% . : : . . ; mn 0%
0 2 4 8 12 16 20 0 2 4 8 12 16 20
Semanas a 5°C Semanas a 5°C
—[— Hoj —%— Hoj-Def —A—Def‘ | —0—Hoj —— Hoj-Def —— Def|
100% 9100%
o
= 80% | g 80%-
° 8
= 60%- S 60%
he] o
& 40% = 40%-
o ]
@ 20%| 8 20%]
o
0%- Q0%+~

0 2 4 8 12
Semanas a 5°C

‘ —— Hoj —%— Hoj-Def —A— Dei‘

16 20

Con
luz

Con
luz

Sin
luz

Sin
luz

Figura 4.3 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (dér@ de las yemas de
arboles OFF en 1997, muestreadas en camp® @t octubre de 1997y

almacenadas durante diferentes periodos a 5°Cl¢zog en la oscuridad) y

forzadas a 15°C durante 4 semanas 0 a 30°C d@aetmanas. (LeyendHDj:

almacenadas y forzadas con hojdej-Def: almacenadas con hojas y forzadas

con defoliacidonDef: almacenadas y forzadas con defoliacion)
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Figura 4.4 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (dér@ de las yemas de

arboles OFF en 1997, muestreadas en campo dgd noviembre de 199%

almacenadas durante diferentes periodos a 5°Cl¢zog en la oscuridad) y

forzadas a 15°C durante 4 semanas 0 a 30°C d@aetmanas. (LeyendHDj:

almacenadas y forzadas con hojdej-Def: almacenadas con hojas y forzadas

con defoliacidonDef: almacenadas y forzadas con defoliacion)
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Figura 4.5 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (dér@ de las yemas de
arboles OFF en 1997, muestreadas en cam@® dd diciembre de 199%
almacenadas durante diferentes periodos a 5°Cl¢zog en la oscuridad) y
forzadas a 15°C durante 4 semanas 0 a 30°C d@aetmanas. (LeyendHDj:
almacenadas y forzadas con hojdej-Def: almacenadas con hojas y forzadas

con defoliacidonDef: almacenadas y forzadas con defoliacion)
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Figura 4.6 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (dér@ de las yemas de

arboles OFF en 1997, muestreadas en camp@ de enero de 1998y

almacenadas durante diferentes periodos a 5°Cl¢zog en la oscuridad) y

forzadas a 15°C durante 4 semanas 0 a 30°C d@aetmanas. (LeyendHDj:

almacenadas y forzadas con hojdej-Def: almacenadas con hojas y forzadas

con defoliacidonDef: almacenadas y forzadas con defoliacion)
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Figura 4.7 - Brotacion total (izquierda) y reproductora (dér@ de las yemas de
arboles OFF en 1997, muestreadas en campd @& febrero de 1998y
almacenadas durante diferentes periodos a 5°Cl¢zog en la oscuridad) y
forzadas a 15°C durante 4 semanas 0 a 30°C d@aetmanas. (LeyendHDj:
almacenadas y forzadas con hojdej-Def: almacenadas con hojas y forzadas

con defoliacidonDef: almacenadas y forzadas con defoliacion)
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4.2.2. Observaciones de almidén

La baja intensidad de la coloracion negro/azul leotincién de IIK indica una
baja presencia de granulos de almidon en las yemastreadas el 3 de diciembre (Fig.
3.8 - A). Al final del periodo de almacenamientdb® (12 semanas), aumento la
presencia de granulos de almiddn, pero solo erpeesde luz y de las hojas (Fig. 4.8 -
B vs Figs. 4.8 - Cy D).

En la zona central de la porcion del tallo contiguéa base de la yema, la
presencia de los granulos de almidén es visiblel enuestreo de 3 de diciembre, pero
en cantidad poco elevada (Fig. 4.9 - A). Al final gheriodo de almacenamiento,
aumento la intensidad de la coloracion negro/aaullas granulos de almidén en
presencia de luz, con independencia de la defohia@iigs. 4.9 - By s Fig. 4.9 - D).
En presencia de luz y de las hojas (Fig. 4.9 -d8)amento pareci6 mas marcado que

en presencia de luz y con defoliaciéon (Fig. 4.9.- C
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Figura 4.8 - Corte longitudinal central de la parte distalygenas de arboles OFF en
1997, muestreadas el 3 de diciembre (A) y alma@nad 5°C durante 12
semanas (B, C y D) (Tincion de 1K) (Barra = 1@@). A: coloracion negro/azul
poco intensa en las yemas muestreadas el 3 denbiggcontrol). B: coloracion
negro/azul de los granulos de almidon presentda parte central del eje de la
yema y en las bracteas (flechas), después del afmagento con luz y con
hojas. C: coloracion negro/azul de los granulosatieidén apenas visible,
después del almacenamiento con luz y sin hojasoracion negro/azul de los

granulos de almidén ausente, después del almacentnsin luz y con hojas
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Figura 4.9 - Parte central de la porcion del tallo contiguka dase de la yema en el
corte longitudinal central de las yemas de arbOIEE en 1997, muestreadas el 3
de diciembre (A) y almacenadas a 5°C durante 12usasn(B, C y D) (Tincion
de 1K) (Barra = 10Qm). A: coloracion negro/azul presente en cantidad
moderada en las muestras del 3 de diciembre (dprBracoloracién negro/azul
de los granulos de almidon presentes en gran ceahtidlespués del
almacenamiento con luz y con hojas. C: coloracegravazul de los granulos de
almidén en gran cantidad, después del almacenameemt luz y sin hojas. D:
coloracion negro/azul de los granulos de almidorseate, después del

almacenamiento sin luz y con hojas
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4.3. Discusion

La disminuicion del efecto de la defoliacion solarérotacion vegetativa a 15°C
en los muestreos hasta el 3 de diciembre confiraelas yemas de los arboles OFF
pasan por un periodo de endolatencia, que se estalprogresivamente durante el
otofio (Fig. 4.1). En el muestreo de 7 de ener&fedto de la defoliacion sobre la
brotacién vegetativa se incrementé de nuevo, sgaesh el muestreo de 5 de febrero y
se anulé completamente en el muestreo de 5 de rffeizot.1), sugiriendo un periodo
de salida del reposo (eliminacion de la endolaggre las yemas de los arboles OFF
desde la primera mitad de enero hasta por lo memediados de febrero. En el
muestreo de 5 de marzo, la brotacibn es maxima @a teeproductora,
independientemente de la defoliaciébn y de la temtpea de forzado (Fig. 4.1),
sugiriendo que en el periodo de salida del repestasl yemas reproductoras del olivo
se solapan la endo- y la paralatencia, hasta Ipledtansatisfacion de las necesidades de
frio.

En los muestreos realizados en octubre y noviendsestaquillas almacenadas
sin hojas tuvieron una brotacion vegetativa sienghegada a 15°C (Figs. 4.3 y 4.4),
confirmando que esos muestreos se realizaron aigésestablecimiento de la
endolatencia y sugiriendo que ésta se establecntduel mes de noviembre. La
brotacion vegetativa a 15°C se redujo en las e#iEgjugue fueron previamante
almacenadas con hojas (Figs. 4.3 y 4.4), evidedoiah papel del frio (sea natural o
artificial) en el establecimiento de la endolatangisugiriendo un papel activo de la
hoja en ese proceso. En el muestreo del 3 de dicee(frig. 4.5), la defoliacion tuvo un
efecto promotor de la brotacion vegetativa a 15°€spdés del periodo de
almacenamiento, pero fué independiente de la priesate las hojas durante dicho
periodo, confirmando que este muestreo se reasizeényel periodo de endolatencia. En
el muestreo del 7 de enero (Fig. 4.6), el efecttad#efoliacion sobre la promocion de
la brotacion vegetativa a 15°C ocurrié desde el emamdel muestreo hasta mitad del
periodo de almacenamiento. Ese efecto de la deidfiafué independiente de la
presencia de las hojas durante dicho periodo yrdéation reproductora (con o sin
hojas) correspondio a la brotacion total en las agenalmacenadas con hojas,

confirmando el inicio del periodo de salida delasp a partir de la primera mitad de
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enero. A partir del muestreo del 5 de febrero .(Bid), el efecto de la defoliacion
(antes o después del periodo de almacenamientoy Eobrotacion vegetativa tendié a
anularse, sugiriendo el final del periodo de satiehreposo en la primera mitad de
febrero.

El paralelismo entre la pauta de entrada y sakli@aspposo con frio natural y con
frio artificial (Fig. 4.2) probé que el almacenamtie previo de las estaquillas a 5°C fué
un tratamiento efectivo en el establecimiento yniglacion de la endolatencia. Sin
embargo, el frio artificial no fué tan efectivo coral frio natural, ya que el nivel de la
brotacién fué mayor en condiciones naturales. [E$teto estd de acuerdo con lo
observado por Torrefio (1993). La oscuridad duraht#macenamiento ha limitado un
poco la capacidad de brotacion de las yemas perla posibilidad de expresar su
naturaleza reproductora, puesto que en estas eomekcla brotacion reproductora se
observo en todos los casos en que también ocust® tgpo de brotacion en el
almacenamiento con luz (Figs. 4.3 a 4.7). De estad, se comprob6 una vez mas que
el frio no es critico para completar la induccidordl, que estd completa antes de la
primera fecha del muestreo (8 de octubre).

Otro aspecto interesante de los resultados de esttelio se refiere a que
solamente las yemas que pasaron por un periodo ndelagencia (estaquillas
muestreadas en octubre y noviembre y almacenaddsofas o estaquillas muestreadas
a partir de diciembre) produjeron inflorescenc@amfirmando que el establecimiento
de la endolatencia es un factor critico en la esiprede la naturaleza reproductora de
las yemas del olivo. Por otro lado, la brotacigoroductora maxima de las yemas que
pasaron por un periodo de endolatencia ocurrio eesireos después del 5 de febrero,
cuando se completd el periodo de salida del reposa, independencia de las
condiciones del almacenamiento o del forzado @ify.a 4.7). Como en el periodo de
salida del reposo la brotacion reproductora a 168@ o sin hojas) siguio la pauta de la
brotacion total (con hojas), mientras a 30°C lddmion reproductora solamente ocurrio
al final de dicho periodo (con o sin hojas), quedafirmado que las altas temperaturas
interfieren con la capacidad de las yemas de lndés OFF para expresar su naturaleza
reproductora hasta la completa salida del reposo.

De esta forma, si el frio invernal tiene algun pajeterminante en el desarrollo

reproductor de las yemas del olivo, ese papel saitampuede ser de establecimiento y
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eliminacién de la endolatencia, en la justa medidaque el establecimiento de la
endolatencia por el estimulo del frio y la satigfacde las necesidades en frio para
eliminar la endolatencia son factores criticos @oadicionan la expresion de la
naturaleza reproductora de las yemas. En conclusida posibilidad de expresion de la
naturaleza reproductora (diferenciacion morfoléglealas inflorescencias) puede estar
condicionada por algo que ocurre en el otofilo amtéposiblemente en la segunda
mitad de noviembre), eso es una sefal de quedfistamente, ocurrié ya la iniciacion
floral, aunque sin el caracter de irreversibilidadbyacente en el concepto clasico de
iniciacion floral.

La presencia de granulos de almidén, indicadagooloracion negro/azul de la
tincion de 11K, muestra que hay una acumulaciomldedon en las yemas y en la parte
central de la porcion del tallo contigua a la bdsda yema, cuando las estaquillas se
almacenan a 5°C en presencia de hojas y con lumntguperiodos suficientemente
largos (Figs. 4.8 y 4.9). Sin embarg,almidén no es un factor necesaripara que
ocurra el desarrollo de las inflorescencias, pugsten el caso del almacenamiento sin
luz (Fig. 4.8 - D y 4.9 - D) se observo brotaci@productora, a pesar de que no se
apreci6 vestigio alguno de almiddgl almidon tampoco es un factor suficientgara
gue ocurra desarrollo floral, puesto que el forzad®D°C en el muestreo de diciembre
inhibié cualquier desarrollo de las inflorescenciasluso en la situacion mas favorable
a su acumulacién: almacenamiento con luz y consh@gjms. 4.8 - By 4.9 - B). Como,
por otro lado, en el forzado a 15°C la mayor cadtidle almidéon en la yema
corresponde a un nivel mas elevado de brotaciorodeptora, el papel del almidén
parece estar de acuerdo con Bereteal (1993), cuando refieren que la movilizacion
del almidén parece ser condicionante del desarftdtal, pero no determinante de la

induccién floral.
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5. Influencia de la oscuridad en la salida del resm

El efecto negativo del sombreamiento sobre la ¢iéradel afio siguiente ocurre
a partir de julio (Tombesi y Cartechini, 1986) yoga la idea de una regulacion de la
induccion floral a partir de una época muy tempranegel afio anterior a la floracion
(Laveeetal., 1986; Stutte y Martin, 1986b; Navarbal, 1990; Pinney y Polito, 1990;
Fernandez-Escobaat al, 1992; Lavee y Haskal, 1993). Aquel efecto seialebuna
reduccion de la fotosintesis y, en consecuenciayjna menor disponibilidad de
asimilados (Ruffaldi, 1958; Tombesi, 1984; Tomhe€iartechini, 1986).

La presencia o ausencia de los frutos en el afgrianse ha relacionado con
distintos patrones de acumulacion de nitrégenonfi®ato et al, 1977; Lavee y
Avidan, 1994) y de almidon (Sarmiergbal, 1976; Cartechini y Tombesi, 1986), con
las relaciones nitrégeno proteico/nitrégeno amini@®@armiento et al, 1977),
almidon/azicares solubles (Sarmiemtioal, 1976), azlcares reductores/azicares no
reductores (Sarmientet al, 1976; Mazuelogt al, 1983) y con la composicidén en
aminoéacidos (Catalinat al, 1978) en las hojas, en la corteza, en las yeamas las
raices. No obstante, la disponibilidad de asimBado parece ser determinante del
comportamiento alternante del olivo (Stutte y Marfi986a; 1986b).

En los resultados obtenidos en el capitulo antsgoronfirmé que la oscuridad
limité la acumulacion de almidén en las yemas digboy condicioné el nivel maximo
de la brotaciéon reproductora de las yemas de tag@lias muestreadas de arboles sin
carga (OFF) en el afio anterior, pero no eliminéapacidad de formar inflorescencias.

En este experimento, se pretende determinar etoetkr la oscuridad en los
procesos de induccién-diferenciacion floral y conéir con plantas enteras {ivo) los
resultados obtenidos previamente con explantogitfo), que apuntan en el sentido de

qgue la disponibilidad de asimilad@s la movilizacion de las reservas) condiciona el

desarrollo de las inflorescencias, no la capacii#alds yemas en producirlas
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5.1. Material y métodos

El estudio se realizd con olivos en maceta de @ubr&’ en descarga (OFF) de 3
afios de edad. En este estudio, el tratamiento deidad se realizdé envolviendo los
ramos con 2 bolsas de plastico negro, mientragatdniiento testigo correspondié al
ambiente luminoso dentro del umbraculo del Depatamde Agronomia (ETSIAM)
de la Universidad de Cdrdoba, local donde se paepay se cuidaron y se mantuvieron
las macetas para este ensayo.

Las fechas de inicio y la duracion de los periodies sombreamiento se
presentan en la Tabla 5.1. La asignacion de magetes cada fecha de inicio y
duracion del tratamiento se realizo aleatoriamdpbe.cada fecha de inicio y duracién
del tratamiento se realizaron 3 repeticiones (&4olEn cada arbol se aplicaron todos
los tratamientos, con un minimo de 3 ramos poaitn&nto, asignados aleatoriamente.
Los tratamientos aplicados en cada arbol fuerorsitpsentes: a) testigo, con hojas; b)
testigo, con defoliacion; ¢) oscuridad, con hoyag) oscuridad, con defoliacion.

El ndmero total de yemas, el nimero de yemas tastad el nimero de

inflorescencias se contaron en el estado fenolapdooton verde (abril).

Tabla 5.1- Fechas de inicio y duracién del periodo de s@aimiento

Fecha del Duracion del sombreamiento
muestreo (semanas, aprox.)

27 de noviembre de 1997 4, 8, 12

23 de diciembre de 1997 4, 8

19 de enero de 1998 4

12 de febrero de 1998 4
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5.2. Resultados

Cuando el tratamiento de oscuridad fué aplicad®d/edle noviembreen ramos
con hojas, toda la brotacién fué reproductora (¥ify.- azulvs amarillo). La oscuridad
no influencio la brotacion en presencia de las $)ogaando el tratamiento duré 4 6 8
semanas, pero cuando el tratamiento fué mas prdiongl2 semanas), hubo una
tendencia para su reducion. La defoliagu@n seno influencid la brotacion total, pero
redujo marcadamente la brotacion reproductora (Bid. - fucsia). Cuando el
tratamiento de oscuridad fué aplicado en ramosliddfs, las diferencias entre la
brotacion total y reproductora fueron equivaleratiesfecto de la defoliacigper se(Fig
5.1 - fucsiavs verde). Solo en el tratamiento mas prolongadosgi@anas) hubo una
mayor reducion de la brotacion (total y reprodugtaiebida a la oscuridad.

Cuando el tratamiento de oscuridad fué aplicad®3etle diciembreen ramos
con hojas, toda la brotacion fué reproductora (¥ig.- azulvs. amarillo). La oscuridad
no influencié la brotaciébn en presencia de las $)ofaando el tratamiento durd 4
semanas, pero cuando el tratamiento fué mas prdion(8 semanas), la brotacion fué
mas reducida. La defoliacigmer seno influencio la brotaciéon total, pero reduci6 la

brotacion reproductora (Fig. 5.2 - fucsia). Cuaralotratamiento de oscuridad fué
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Figura 5.1 — Brotacion total (izquierda) y reproductora (dé@ de las yemas de
arboles OFF en 1997 con 3 afios de edad, cultivwdasacetas y mantenidas en
las condiciones del umbraculo, con hojas (azul)etoltadas (fucsia), o tras
periodos de duracién variable del tratamiento deiedad, con hojas (amarillo)

o defoliadas (verde), desde27 de noviembre de 1997
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Figura 5.2 — Brotacion total (izquierda) y reproductora (dé@ de las yemas de
arboles OFF en 1997 con 3 afios de edad, cultivwdasacetas y mantenidas en
las condiciones del umbraculo, con hojas (azul)etoltadas (fucsia), o tras
periodos de duracién variable del tratamiento deiedad, con hojas (amarillo)
o defoliadas (verde), desdE23 de diciembre de 1997

aplicado en ramos defoliados, el efecto de la cdadren el tratamiento mas
prolongado (8 semanas) se acentué marcadamergéeion al efecto de la defoliacion
per se principalmente en la brotacién reproductora (big.- fucsiavs. verde).

El efecto de identicos periodos de 4 semanas deuotlad en diferentes
momentos vario con la fecha en la cual se inictdaghmiento y con la defoliacion (Fig.
5.3). Cuando los tratamientos se iniciaron en molbre o diciembre (Fig. 5.3 - arriba),
solamente la defoliaciéper seprovocd una reducion de la brotacion reproductora.
Cuando los tratamientos se iniciaron en enerosdairidad aplicada a ramos defoliados
incrementd la brotacién vegetativa y solo cuandmdauridad se aplicé en febrero
ocurrié su efecto en la reducién de la brotacigmmaguctora (Fig. 5.3 - abajo). En esta

fecha, la defoliaciéper seno afecto la brotacion.
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Figura 5.3 — Brotacion total y reproductora de las yemasrbelés OFF en 1997 con 3
afios de edad, cultivadas en macetas y manteniddasenondiciones del
umbraculo, con hojas (azul) o defoliadas (fucsia)tras 4 semanas del
tratamiento de oscuridad, con hojas (amarillo) folaslas (verde), con inicio en
diferentes fechas: 27 de noviembre (izquierdaba)yi23 de diciembre (derecha,

arriba); 19 de enero (izquierda, abajo) y 12 decieb(derecha, abajo)
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5.3. Discusioén

Los resultados obtenidos con plantas en macetasvp) confirmaron el efecto
de la defoliacion en la promocién de la brotaciégetativa (Figs. 5.1 a 5.3), cuando se
efectué antes de febrero (paralatencia - Lang, J19B5e efecto de la defoliacion se
reflejé en la disminuicion de la brotacion repradua hasta la misma fecha, sugiriendo
un papel importante de las hojas en la expresiola saturaleza reproductora de las
yemas, probablemente como productoras de asimil&te efecto de la defoliacion

sobre la reducién de la brotacion de naturalezedetora de las yemas hasta febrero

no fué debido a la falta de acumulacién de frioema| ya que todas las plantas

recibieron la misma cantidad de frio (frio naturalgonfirmando resultados
anteriormente realizados en condiciones de camalto(R Martin, 1991).

La oscuridad solamente presentd un efecto de r@dlude la brotacion, en
particular la reproductora, cuando los tratamiemtessombreamiento se iniciaron en
noviembre y diciembre y se prolongaron hasta feboecuando se iniciaron después de
mediados de enero (Figs. 5.1 a 5.3). Solo en fepetefecto del sombreamierger se
fué primordial respecto a la defoliacién (Fig. 5.8uando el sombreamiento se aplicé
durante la endolatencia, no hubo ningun efecto tivegale la oscuridad sobre la
brotacién (total o reproductora), siempre que abmiento termind antes de mediados
de enero (Fig 5.1 - 4 y 8 semanas y Fig. 5.2- 4as@as). Como los resultados anteriores
del capitulo 3 indicaron que la eliminacién de hm@atencia ocurria a partir de la

primera mitad de enero, la luz y, en consecueflgigroduccion de asimiladaeria un

factor que_condiciona la expresion de la naturatepaoductora de las yemas después

de la eliminacién de la endolatencia y durantdaflrehciacion de las inflorescencias

En las condiciones de este estudio, el sombreamé@mainte el invierno probo,
una vez mas, que el frio no es un factor de inductioral, ya que las yemas fueron
capaces de brotar reproductoramente en cuantoim@clla endolatencia, aunque
permanecieran en la oscuridad durante 2 meses,pani@do supuestamente inductor.
Aunque Fabbri y Benelli (2000) refieran la positéd de translocacion del estimulo
inductor de los ramos con luz a los ramos defodadosombreados, los resultados
identicos obtenidos con explantos (capitulo 4)dabque tal posibilidad no ocurre en el

olivo durante el periodo de acumulacién de friceimal.
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Los resultados de los diversos estudios realizaslosel presente trabajo
configuran una mejor comprension de los acontecitogeque ocurren en las yemas del
olivo en el curso de su desarrollo, desde quersesaio hasta que brotan en la primavera

del afio siguiente.

La carga del arbol fué el factor determinante de labrotacion reproductora
en el afo siguiente (floracion de retorno)La brotacion reproductora fué siempre
elevada después de un afio con pocos frutos (eardascOFF) y baja después de un
afio con una gran cosecha (en carga - ON), indepaiediente de la cantidad de frio
acumulado y de las condiciones de forzado, o s¢@s eesultados excluyen el papel del
frio en la induccion floral (Figs. 2.2, 2.3. 3.123 3.3). Este efecto de la carga del afio
anterior confirma la tendencia alternante (veceri@)ciclo reproductor bienal del olivo
(Laveeet al, 1986; Stutte y Martin, 1986b; Navarbal, 1990; Fernandez-Escobestr
al., 1992).

El efecto de la carga del arbol se hizo sentir Ba @poca muy temprana,
marcando una diferencia objetiva en multiples asigedel desarrollo de las yemas del
olivo a partir del verano del afio anterior que satuvo en el otofio/invierno y que se
tradujo en la diferente floracion de retorno enm@aera. Los aspectos en que se notd
esa influencia fueron:

- El ndmero de nudos, el tamafio y el crecimientoadeybmas axilares del
olivo antes del reposo invernaLas yemas distales de los arboles OFF
presentaron mayor numero de nudos y mayor tamafie tas
correspondientes yemas de los arboles ON, de arwenmd Navarroet al
(1990) y Pinney y Polito (1990). Las yemas proxesatle los arboles ON
mantuvieron una tendencia continuada para elomgaentrenudos (Fig. 1.8)
y para formar mas nudos durante el otofio (Fig., 1lab)pesar de la
competencia por los asimilados con los frutos egcigriento y maduracion,

mientras las yemas de los arboles OFF (distale®xirpales) variaron muy
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poco a lo largo del tiempo (Figs. 1.6 a 1.8). Bs@yor tendencia para el
crecimiento de las yemas de los arboles ON durahigtofio fué notada
también por Fabbri y Alerci (1999).

La latencia de las yemas axilares del olita disminuicidén consistente de la
brotacién de las yemas de estaquillas defoliaddsslérboles OFF a partir
del inicio del otofio (Fig. 2.3) confirma que lasmgs de los arboles OFF
pasan por un periodo de endolatencia, como propdado y Martin (1990),
Torrefio (1993), Rallet al. (1994), Relafio (1996) y Ruiz (1996). Como la
defoliacion de los arboles ON provoc6 una brotagegular a lo largo de
todo el periodo del estudio desde el verano hastadel invierno (Fig. 2.3),
estas yemas no pasaron por ningun periodo de d¢edoila quedando
inhibidas por las hojas, es decir, en paralatencia.

Las necesidades de frio de las yemas axilares tieb.oLa entrada en
endolatencia y la completa satisfacion de las ndadss de frio para eliminar
la endolatencia fueron factores criticos para tdwion reproductora de las
yemas de los arboles OFF (Figs. 2.2, 2.3, 3.1,4313, La endolatencia esta
plenamente establecida en diciembre (Figs. 2.3y3411), periodo en que
supuestamente se inicia el estimulo inductor de bajgs temperaturas
(Hackett y Hartmann, 1963); Cimato y Fiorino, 1986sallem y Hellali,
1988). El periodo de salida del reposo ocurre desgemera mitad de enero
hasta la primera mitad de febrero (Figs. 2.2,2.3, 3.3, 4.1), periodo en que
la disminuicion del numero de dias de frio efectprovoca una reducién
proporcional de la floracion (Hartmann, 1953; Hatm y Porlingis, 1957;
Hackett y Hartmann, 1963; 1964; 1967; Milella y dma, 1968; Badr y
Hartmann, 1971; Hartmann y Whisler, 1975). De &staa es perfectamente
admisible que se hayan interpretado estos ressltadmo un estimulo de
vernalizacion. Las yemas de los arboles ON (veigasdtno necesitaron del
estimulo del frio para brotar (Figs. 2.2, 2.3 y)3@mo habia observado
Hartmann (1953). El frio parece tener pues un pdpelmaduracion” para
impedir la brotacion extemporanea o de "sincron@ecpara garantizar la
polinizacion simultanea. Ambas estrategias sonsaems para el desarrollo

de las yemas reproductoras (supervivencia de l&cegp mientras el
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desarrollo de las yemas vegetativas (supervivataiandividuo) no necesita
de condiciones tan estrictas.

La morfogénesis de las yemas axilares del olivpules de la eliminacion
de la endolatenciaLa actividad morfogenética fué notable en el dapical

y en las axilas de las bracteas (formacién de pdios$) de las yemas de los
arboles OFF (Figs. 3.5 y 3.7) desde el comienzdaddesaparicion de la
endolatencia (a partir de la primera mitad de enérsta mayor actividad en
la zona central del meristemo apical configura wtrgm de desarrollo
reproductor (Herberet al, 1992; Fosket, 1994; Martinez-Zapater y Salinas,
1996; Bijuet al, 1997). El desarrollo de las yemas de los arbOlesfué
notable en las bracteas y en los entrenudos (etd@a quedando la zona
central del meristemo apical con una forma plangs(RB.5 y 3.6) (Martinez-
Zapater y Salinas, 1996).

La acumulacién de almidén en las yemas axilaresotleb después de la
eliminacion de la endolatenciala acumulacion de almidon solamente
ocurrio en las yemas axilares de los arboles Opé&riir de la primera mitad
de enero, época del inicio de la actividad morfégjea (eliminacion de la
endolatencia) (Fig. 3.8). Esta acumulacién ocuenéambiente natural (Fig.
3.8) o con tratamientos de frio artificial, siemppge hubo presencia de luz y
de hojas (Fig. 4.8). Sin embargo, la brotacionadpctora fué reducida hasta
mediados de febrero con el forzado a temperatilias o que sugiere que el
almidon es necesario para el desarrollo de lasradgtencias a la salida del
reposo de las yemas de los arboles OFF y no p&aardear el cambio en su
naturaleza, de acuerdo con Houstaal (1991), McDanielet al (1991),
Bernieret al. (1993) y Garcia-Luigt al. (1995a; 1995b). La acumulacion de
almidon a partir del inicio del periodo de salidal tkposo de las yemas de
los arboles OFF sugiere que a partir de ese momes#s yemas son
sumideros fuertes (contrariamente a las yemas sl@rlaoles ON) y que la
adquisicién de la "fuerza de sumidero" es una @ues®ia y no la causa de
la induccion floral. Esto estd de acuerdo con bseovaciones de Stutte y
Martin (1986a; 1986b) que cuestionaban la dispbddd de asimilados

como causa de alternancia.
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La defoliacion estimuld la brotacion vegetativa El efecto promotor de la
defoliacion ocurrid en las yemas de los arboles @HRBN, pero en periodos y con
intensidades distintas. Este efecto pone de matdfian fenOmeno de paralatencia
(Lang, 1987). En las yemas axilares de los arb@e§ la brotacion de yemas
vegetativas se estimulé de una forma regular artgoldel periodo estudiado, indicando
que la latencia de esas yemas es fundamentalmem&so de paralatencia (Figs. 2.3 y
3.2). En las yemas axilares de los arboles OFEfegekto estimulante de la defoliacion
sobre la brotacion vegetativa fué elevado en edn@rdisminuy6 durante el otofio y
aument6 de nuevo en enero (Figs. 2.3, 3.1, 3.3y 4.B a 4.6), evidenciando que la
latencia en el verano es fundamentalmente paralatesn el otofio es progresivamente
endolatencia y en el invierno se solapa la enduté#ey la paralatencia, en particular
durante el periodo de salida del reposo.

Este comportamiento del olivo respecto a la defaiano se habia estudiado
hasta el presente. El establecimiento progresivia éamdolatencia durante el otofio es
similar al que ocurre en la generalidad de losafest caducifolios (Saure, 1985; Powell,
1987; Crabbé y Barnola, 1996) y configura la enwoleia como el ultimo estado de
una cadena de inhibiciones correlativas que coraieepn la dominancia apical y van
gradualmente extendiéndose a los tejidos inmedaitensubyacentes al meristemo,
quedando, finalmente, bajo el control endégenondetistemo (Champagnat, 1983;
Champagnat y Céme, 1986), como defiende la "eséaiaesa” (Dennis Jr., 1994).

El solape endo- y paralatencia ocurre durante rsbghe de salida del reposo de
las yemas de los arboles OFF, o sea, entre la @imigad de enero y la primera mitad
de febrero y coincide con el periodo en que seiania actividad morfogenética
(desarrollo de las inflorescencias) en las yembdasadel reposo (Figs. 2.3, 3.1, 3.3,
3.4, 35,41y 4.3 a 4.6). A medida que aumentaclanulacién de frio invernal, se
incrementa el nimero de las yemas que salen dekaefiniciando su desarrollo
reproductor) y disminuye el efecto estimulante @edéfoliacion sobre la brotacion
vegetativa. Aunque el desarrollo de las inflores@n ha comienzado en fechas
diferentes segun la temperatura de forzado, etetstimulante de la defoliacion sobre
la brotacion vegetativa empezé a disminuir en cuasd inicid, para la misma
temperatura de forzado, el aumento de la brotaejroductora.

El efecto de paralatencia en el periodo de salelarebposo sugiere que la
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eliminacién de la endolatencia de cada yema indalidle los arboles OFF parece
preceder a la capacidad para expresar su natur@pmaductora, que necesita la hoja
adyacente, posiblemente como fuente de asimiladm® @l desarrollo de la

inflorescencia y como medio adicional para evitabsotacién extemporanea.

La acumulacion de frio invernal no juega papel algno en la induccion

floral . Las pruebas que conducen a esta proposicionas@syv

- El porcentaje maximo de floracién esta determinpdo la carga del arbol
en el afio previo y no se incrementa con la prolenyade la exposicion a
bajas temperaturagFigs. 2.2, 2.3 y 3.1 a 3.3), como sefialaron Gmat
Fiorino (1986), Rallo y Martin (1991) y Fabbri yekti (1999).

- La brotacion reproductora de las yemas de un mianml que recibieron
igual cantidad de frio fué diferente segun la terapga de forzado(Figs.
3.1, 3.3, 4.1 y 4.3 a 4.6). Esta variacion de amioén con las temperaturas
de forzado configura un proceso de eliminacion alerdolatencia (Saure,
1985).

- Diferencias en el numero de nudos y en el tamaflagigemas, debidas a la
diferente condicion del arbol, fueron observadateardel periodo de reposo
invernal (Figs. 1.6 a 1.8), confirmando las observaciorees\dvarroet al
(1990), Pinney y Polito (1990) y Fabbri y AlercB@o).

- Diferencias en la respuesta a la defoliacion indigae el frio invernal es
fundamental en el establecimiento y eliminaciotadendolatencia (Figs. 2.3,
3.1,3.3y4.1a4.6).

- Durante el periodo de acumulacion de frio, la osdad no afecté a la
capacidad de las yemas para producir inflorescen¢kgs. 4.2 a 4.6). El
efecto de los tratamientos de oscuridad pruebalajieduccion floral esta
completa en otofio, incluso antes del inicio deigaer de acumulacién de
frio invernal. Los resultados con explantos (cdpii) eliminan cualquier
duda sobre la posibilidad de translocacion dehrgt inductor de las hojas
iluminadas a las sombreadas, referida por FabBenelli (2000).

- El desarrollo morfologico de las yemas en el momelat la eliminacion de

la endolatencia se mostro diferente segun la coadidel arbol(Figs. 3.4 a
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3.6). En los arboles OFF, el desarrollo morfolégictable en la zona central
del meristemo apical configura un proceso de dedameproductor (Herbert
et al, 1992; Fosket, 1994; Martinez-Zapater y Salirk896; Biju et al,
1997). Este tipo patron de desarollo fué similadesdcrito por Vigodsky de
Philippis (1937; 1938), Almeida (1940), Hartmann9%1), Hackett y
Hartmann (1963), Troncoso (1967; 1968), Msallemejiati (1988), Fabbri y
Alerci (1999) y De la Rosat al. (2000).

El efecto de las temperaturas altas, de la defadiacy de la oscuridad
ocurrieron con posterioridad a los cambios morfot@y que caracterizan
las diferencias entre yemas de arboles OFF y OM adlida del reposo
(eliminacion de la endolatencidlrigs. 3.1, 3.3, 4.1, 4.3a 4.6 y5.1 a 5.3). Se
puede discutir la irreversibilidad de la "estrutumndulada con 3
protuberancias, de las cuales la central es la dedarrollada" (Fig. 4.5),
descrita por Vigodsky de Philippis (1937; 1938).pbede discutir también si
las protuberancias laterales son primordios detdmacde un nuevo nudo
(Almeida, 1940) o primordios de sépalos de una téwminal (Hartmann,
1951). Sin embargo, como las yemas de los arbos@desarrollan esta
estrutura ondulada, la reducién de la brotacidnodyrtora y/o la promocion
de la brotacion vegetativa con temperaturas attafliacion y oscuridad
después de la salida del reposo resultan de ureswode inhibicion o
reversion del desarrollo reproductor y no de un kianincompleto en la
naturaleza de la yema. La reversion del desarfltal puede conseguirse
por “golpes” ambientales, tales como cambios absiph el fotoperiodo o
temperatura, incluso cuando ocurren muy tarde efesdrrollo de la yema
floral (Battey y Lyndon, 1990), como el caso extoerde Impatiens
balsamina que puede revertir después de diferenciar los mbses
(Krishnamoorthy y Nanda, 1968). Por ello, si lagsaodiferenciacion floral
puede revertir, ¢porqué poner tanto enfasis enirtavérsibilidad" para

defenir la iniciacion floral o el final de la indtién floral?.

-110 -



Discusién General

Las condiciones del forzado de crecimiento condigian la expresion de la
naturaleza reproductora de las yemas axilares de doarboles OFF El efecto de las
temperaturas altas, de la defoliacion y de la edadrdurante el periodo de salida del
reposo (de primera mitad de enero a primera migaftlorero) en la disminuicién de la
brotacién reproductora evidencia la sensibilidadl gleceso de desarrollo de las
inflorescencias a las condiciones ambientales (Bids 3.3, 4.1, 4.3 a 4.6 y 5.1 a 5.3).
Esta sensibilidad a los factores ambientales derantlesarrollo de las inflorescencias
explicaria también el efecto de la insuficientenaglacion de frio invernal en el aborto
de yemas y aborto ovarico (Milella y Deidda, 19§82n la reducion del nimero de
flores por inflorescencia (Porlingis y Therios, ®R7Este ultimo efecto es similar al que
ocurre en vid (Pouget, 1981; 1983). La presencigadéiojas y la radiacion parecen
fundamentales en la produccion de los asimiladasegsgios al desarrollo de las
inflorescencias (Figs. 3.8, 3.9, 4.8 y 4.9), peao demanda de asimilados o la
movilizacion de reservas no fué determinante delbia en la naturaleza de las yemas
como sefialaron Stutte y Martin (1986a; 1986b) Haessal (1991), McDaniekt al
(1991), Bernieet al (1993) y Garcia-Luist al. (1995a; 1995b).

Las temperaturas bajas fueron necesarias paréida dal reposo (endolatencia)
de las yemas reproductoras del olivo y la preseteitas hojas parecen ser necesarias
para evitar la brotacidbn extemporanea de las ye(pasalatencia) y permitir el
desarrollo reproductor normal de las yemas axildeetos arboles OFF. Por otro lado,
las temperaturas altas y la defoliacion antes dpbso invernal o de la completa
satisfaciéon de las necesidades en frio para laasalel reposo parecen inducir una
latencia secundaria y/o brotacion vegetativa, swlan yemas que habian iniciado la
diferenciacion de las inflorescencias. Esta redpussra posiblemente un medio para
prevenir el desarrollo reproductor en condicionesfalvorables. De esta forma, las
plantas dan prioridad a la supervivencia del imiliwi (crecimiento) cuando "sienten”
que el cambio en las condiciones ambientales ppeder en peligro la estrategia de
supervivencia de la especie (reproduccion).

El desarrollo (fisiol6gico y morfoldgico) reprodoctde las yemas de los arboles
OFF necesita por lo tanto condiciones muy estriptas expresarse, lo que determina
que la respuesta de cada yema al estimulo de ¢eaton(condiciones de forzado)

depende de su estado de desarrollo en el momentueemecibe ese estimulo. Este
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hecho, que se ha observado reiteradamente enrabtgot estad de acuerdo con el
propuesto efecto "devernalizante” y las anormabdaen la brotacion y la floracion
(que se atribuyen generalmente a un efecto induatompleto o parcial) observados
en multiples experimentos. En estos, las respuestefologicas resefiadas cuando se
promueven transferencias bruscas de temperatujas @atemperaturas altas resulta
mas del efecto negativo de las temperaturas alt@s dgl efecto positivo de la
acumulacion de frio, como sugieren los resultadoswmerosos ensayos (Lam-Yam y
Parisot, 1990; Doet al, 1991; Guerriero y Bartolini, 1991; Macet al, 1991a; 1991b;
Yoshidaet al, 1991; Rawson y Zajac, 1993; Drinnan y Menze@5t %Guoet al, 1995;
Adamset al, 1998; Bjorkman y Pearson, 1998; King, 1998).

En estudios futuros parece importante estandarizaral maximo las
condiciones del muestreo y del forzadoprincipalmente si se pretenden comparar
diferentes cultivares o resultados obtenidos eintts afios o regiones.

Las estaquillas con 3 nudos en condiciones dedorzan temperaturas entre 15
y 20°C fueron explantos adecuados para los estddientrada y salida del reposo. En
dichos estudios, el efecto de la defoliacion sddterotacion vegetativa mostré ser una
herramienta muy util para determinar el momentdadentrada en endolatencia y el
periodo de salida del reposo. Uno o dos muestreosiusales de estaquillas de arboles
OFF forzadas en las condiciones mencionadas c@s lyoflefoliadas desde finales de
octubre o principios de noviembre hasta finalesetieero, podran dar una informacion
muy precisa de la fecha del establecimiento dentkolatencia y del periodo de salida
del reposo (inicio, final y su correspondiente diga).

La posicion de la yema en el ramo también demasrduente de variabilidad
en los resultados. Estudiar la entrada y salidarelebso en diferentes posiciones
(proximal media y distal) puede ser necesaria paracterizar el estatus o la intensidad
de la endolatencia en las yemas a lo largo del raomgue sea dificil de concretar. En
todo caso, estudios comparativos (cultivar, afngjorg...) unicamente se deberan
realizar sobre yemas muestreadas en la misma @osiel ramo.

Otro importante aspecto a resaltar fué que lodestpara determinar la época
de induccidn floral basados en las diferenciasGmiats en el desarrollo de las yemas

del olivo solamente tienen sentido cuando éstasepden de arboles con distinta carga
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el afio anterior (OFKs. ON).

En resumen las yemas del olivo se forman durante la prim@aveerano y
otofio y su capacidad para producir infloresceneiada primavera siguiente queda
determinada por la carga del arbol: en afios cogacalevada (ON), la floracion de
retorno es escasa, mientras los afios con pocos {{QFF) determinan una floracién de
retorno abundante. El desarrollo de las yemasldes OFF y ON empieza a diverger
desde el verano y mantiene esta pauta hasta layera siguiente, cuando se aprecia la
diferencia en la floracién de retorno. En estequj las diferencias mas evidentes han
sido: a) las yemas de los arboles ON tienden aecmrarante el otofio, mientras las
yemas de los arboles OFF entran progresivamenemd@olatencia; b) las yemas de los
arboles ON pasan el invierno inhibidas por las $\¢aralatencia) y no necesitan frio
para brotar (vegetativamente), mientras las yeneatosl arboles OFF pasan por un
periodo de endolatencia y necesitan acumular &ra protar (reproductoramente).

A la salida del reposo, las yemas de arboles OFSeptan un patrén de
desarrollo morfolégico reproductor (diferenciaciae las inflorescencias). Los
tratamientos con defoliacion y oscuridad pruebae gste patron de desarrollo habia
sido determinado en el otofio y que, por lo tardantuccion floral estaba completa
antes del estimulo del frio invernal. Durante ldidsa del reposo, el desarrollo
reproductor de las yemas necesita condiciones siuigtas para expresarse, por lo que
las temperaturas altas y la defoliacién desde tabkximiento de la latencia hasta la
completa satisfacion de las necesidades en fria lpasalida del reposo y la oscuridad
durante el proceso morfogenético de diferenciad®ias inflorescencias interfieren en
la capacidad de las yemas de los arboles OFF gprasar su naturaleza reproductora,

induciendo latencia secundaria o crecimiento veéigeta
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