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Resumen

El olivo (Olea europaea L.) es un cultivo lefloso cultivado desde la
antigiiedad, y en la actualidad ocupa una superficie mundial de unos 10 millones
de hectareas. Espafia es el principal pais productor y exportador, con mas de la
tercera parte de la produccién mundial. En la fertilizacion del olivo, el fosforo no ha
sido un elemento nutritivo de gran interés puesto que no suele presentar
problemas de deficiencia. La baja concentracion ionica de este elemento en la hoja,
su bajo consumo y reutilizacion por la planta explican esto. Sin embargo, el efecto
de la fertilizacion con fosforo (P) observado en el olivo y en otras especies frutales,
aun presentando niveles de suficiencia en hoja, parece adquirir una importancia
notable en los primeros afios de floracién, lo que ha motivado el desarrollo de este
trabajo. El primer objetivo de esta Tesis Doctoral fue determinar con mayor
exactitud los niveles criticos de P, asi como inducir los sintomas de deficiencia y
toxicidad para determinar el estado nutricional al que ocurrian. Para ello, se
llevaron a cabo dos ensayos en condiciones controladas con plantas cultivadas en
maceta con sustrato inerte, que recibieron diferentes dosis de P mediante riego
(desde 0 hasta 200 o 400 ppm P, segin el ensayo). Las plantas deficientes en P
manifestaron una clorosis apical que adquiria progresivamente tonalidades rojizas
y purpuras, hasta que la hoja caia. Los sintomas de toxicidad observados fueron
similares a los de deficiencia de zinc, y las hojas amarillentas mantenian los nervios
y el tejido proximo a éstos verde, cayendo finalmente. Los niveles de concentracion
de P en hoja a los que se observaron dichos sintomas fueron de 0.025% y 0.21%,
respectivamente. El contenido de P en la planta se acumula principalmente en la
raiz. La Eficiencia de Absorcion del Fésforo (EAP) se cuantificé entre 1.34% y
4.45%, valores muy bajos. En todos los ensayos se evalud el efecto de la aplicacion
de P en el crecimiento y en el contenido total de P. Los resultados sugieren un
aumento de la concentracién de P en hoja con dosis crecientes de P aplicado (hasta
200 ppm P), o en plantas cultivadas en suelos ricos en P. El crecimiento vegetativo
disminuy6 para concentraciones de P en hoja por debajo o por encima de 0.11% a
0.13%. En campo, las aplicaciones foliares de P no aumentaron el crecimiento ni el
estado nutricional de P, probablemente por tratarse de plantas bien nutridas.

Existen diferencias varietales en la concentracion de P en hoja, presentando



‘Arbequina’ valores mayores que los de ‘Hojiblanca’ y de ‘Picual’, y que parecen
corresponderse con caracteristicas genéticas propias de cada variedad. En todos
los casos, los arboles jévenes muestran concentraciones de P en hoja muy por
encima del nivel de suficiencia establecido, disminuyendo con el tiempo hasta
valores cercanos al 0.1%. El capitulo 5 aporta informacion acerca del efecto de la
micorrizacion con Glomus intraradices en el olivo. La micorrizaciéon no aumenté el
estado nutricional de P, pero tuvo un efecto evidente en el desarrollo radical mas
que en el crecimiento del brote. Plantas inoculadas con el hongo, y cultivadas en
suelos con altos contenidos de P, mostraron un crecimiento menor que aquellas
que crecieron en suelos con bajos niveles de P. Ademas, el crecimiento vegetativo
disminuye en plantas micorrizadas y que reciben fertilizacion fosférica, dada la
interaccion entre ambos factores. Finalmente, se evaluaron los parametros de
floraciéon y su relacién con el estado nutricional de P en la planta. Hubo diferencias
varietales para el vigor y la edad a la que se produce la primera floracién. Ambos
parametros no estaban relacionados con el estado nutricional de P. No obstante, el
P parece aumentar la fertilidad de flores en ‘Arbequina’ (sin resultados
estadisticamente significativos en campo). Resultados similares se observaron en
olivos micorrizados con G. intraradices. Al menos el 80% de las variedades
‘Manzanilla de Sevilla’, ‘Arbequina’, ‘Manzanilla Cacerefia’, ‘Picudo’, ‘Castellana’,
‘Alorena’, ‘Blanqueta’ y ‘Changlot Real’ florecieron al primer afio de su plantacién.
Sin embargo, menos del 30% de las variedades ‘Cornicabra’, ‘Lechin de Sevilla’,
‘Morisca’, ‘Empeltre’, ‘Farga’, ‘Lechin de Granada’ y ‘Verdial de Badajoz’ florecieron
por primera vez pasados tres anos. La presente Tesis Doctoral supone el
establecimiento de unas pautas para la fertilizacion fosférica, considerando para
olivos jovenes unas dosis de fertirriego 6ptimas entre 100 y 200 ppm P. Pese a que
las aplicaciones de P mejoran el estado nutricional de las plantas, si dichos valores
se encuentran por encima de los de suficiencia no hay efecto en la floracion.
Ademas la micorrizacién aporta mayores beneficios cuando la inoculacion del
hongo se realiza antes de la plantacién, al permitir un buen desarrollo radical de la
planta que favorece su posterior trasplante y mayor tolerancia a estreses. Dicha
practica podria ser de interés para los 272 viveros comerciales de olivo espafioles

existentes, consiguiendo plantas de mayor calidad.



Summary

The olive (Olea europaea L.) is an evergreen tree that has been cultivated
from ancient times. It occupies a surface of around 10 million hectares all over the
world. Spain is the main olive oil producer, accounting for more than a third of
world production. Phosphorus is a mineral nutrient that does not concern about
olive fertilization point of view, since P deficiency is rare. This is because its low
leaf ionic concentration, its low consumption and its reuse by the plant. However,
some studies with olive tree and other fruit trees, even with sufficiency leaf P level,
has indicated that an increase of phosphorus in the plant is related to flower
fertility and the first flowering. This has been the hypothesis developed in our
work. The first objective of this Doctoral Thesis was to determine the P critical
levels more exactly than established ones. Also, symptoms of P deficiency and
toxicity were induced for their description and for to know the nutritional status of
the olive to which these symptoms occur. Two experiments were carried out with
potted plant in controlled conditions, using an inert substrate and with different P
doses by irrigation (from 0 to 200 or 400 ppm P, according to the trial). Deficiency
plants showed apical chlorosis that turns progressively red and purple, and finally
the petioles collapsed and the leaves fall. The symptoms of toxicity observed were
similar to those of zinc deficiency. The leaves turned yellowish with the veins and
tissues surrounding the veins green, and finally fall. Leaf P concentration in these
plants was 0.025% and 0.21%, respectively. P partitioning in plant showed a
greater accumulation on roots (>50% of total P content). In addition, the Efficiency
of Phosphorus Absorption (EPA) was quantified, presented very low values
between 1.34% and 4.45%. The effect of P fertilization on vegetative growth and
total P content in the olive was evaluated for all the trials. The results suggested an
increase of leaf P concentration with increased doses of P applied (until 200 ppm
P), or using soils with high P content. Leaf P concentration below or above which
shoot growth was reduced was 0.11% to 0.13%. In field conditions, foliar
application of phosphorus to young olive trees did not result in an increase of P
concentration nor P content in the leaf, probably due to leaf P concentration above
the sufficiency level. Differences were observed among cultivars, and ‘Arbequina’

showed higher leaf P concentration than ‘Hojiblanca’ and ‘Picual’. These



differences seem to be an intrinsic genetic character. All cultivars exhibit leaf P
concentration well above the nutritional sufficiency threshold, and then decreased
with time tending to 0.1% values. The chapter 5 provides information about the
effect of mycorrhization with Glomus intraradices on vegetative growth in the olive
tree. Inoculation with arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) did not increase the
nutritional P level, although was more effective in improving root development
than shoot development. Inoculated plants growing in a soil rich in P showed a
reduced shoot growth when compared with plants growing in a soil poor in P.
Shoot growth was also reduced when mycorrhizal plants received P applications,
due to the interaction between two factors. Finally, the influence of nutritional
status of P on flowering in the olive was evaluated, since it could increase the
flower and fertile inflorescence in the first years after transplanting. There were
cultivar differences in vigor and the time of first flowering, but no relationship with
leaf P concentration was observed. However, ‘Arbequina’ showed a tendency to
increase the flower fertility with P applied, but no significant results were found in
field conditions. Similar results were observed in olive trees that where inoculated
with G. intraradices. These results could not be verified in ‘Picual’ since no
flowering occurs by the first year. At least 80% of the cultivars ‘Manzanilla de
Sevilla’, ‘Arbequina’, ‘Manzanilla Cacerefia’, ‘Picudo’, ‘Castellana’, ‘Alorefia’,
‘Blanqueta’ and ‘Changlot Real’ flowered the first year after plantation, although
with a different intensity. On the contrary, less than 30% of the trees ‘Cornicabra’,
‘Lechin de Sevilla’, ‘Morisca’, ‘(Empeltre’, ‘Farga’, ‘Lechin de Granada’ and ‘Verdial de
Badajoz’ flowered after three years. This Doctoral Thesis supposes some guidelines
for phosphorus fertilization in olive tree, considering optimal doses for fertigation
between 100 and 200 ppm P. Although P fertilization improves the nutritional P
status in olive tree, there was no effect on flowering if the values are above the
sufficiency threshold. Moreover, plant mycorrhization before planting brings
greater benefits, due to a better root development which favors its later
transplantation and makes plants more tolerant to stresses. This practice could be
interesting for the 272 commercial Spanish olive nurseries, getting higher quality

plants.
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Introduccion general.

1.1.El cultivo del olivo. Variedades espafiolas.

El Olivo, Olea europaea L., es un arbol perennifolio y longevo que
pertenece a la familia botanica Oleaceae. Es una de las plantas cultivadas mas
antiguas, originario de una region geografica que ocupa desde el Caucaso hasta
Iran, Palestina y la costa de Siria. Se extendié desde Chipre hacia Anatolia, y a
través de Creta hacia Egipto, hasta poblar todos los paises de la Cuenca
Mediterranea. A partir del siglo XV lleg6 a América, y en la actualidad sigue
expandiéndose su cultivo en zonas no tradicionales de Sudafrica, China, Japén o
Australia (Civantos, 2008).

Su habitat se concentra entre las latitudes 302 y 452 de los hemisferios
norte y sur. Es una especie adaptada a condiciones adversas, que crece
principalmente en areas secas o poco lluviosas y suelos calcareos de la Cuenca
Mediterranea. Actualmente ocupa una superficie aproximada de 10 millones de
hectareas alrededor de todo el mundo (97% de las cuales se ubican en los
paises de la Cuenca Mediterranea), de las cuales sélo el 10% son de riego. El
patrimonio oleicola existente se estima en unos 1000 millones de arboles, que
producen una media anual de unos 15 millones de toneladas de aceitunas (con
un incremento medio anual del 4% en la ultima década), el 90% de las cuales se
destina a la produccion de aceite, (FAOSTAT, 2014). Espafia es el principal
productor de aceite de oliva, aportando unos 1401.6 miles de toneladas que
representan mas de la tercera parte de la producciéon mundial (COI, 2017). En
Andalucia, el olivar representa el 60% del area nacional ocupando 1.6 millones
de hectareas (MAPAMA, 2017). Ademas de su gran proyeccion territorial, el
cultivo del olivo supone uno de los principales sectores del sistema
agroalimentario espafnol a nivel econémico, social, medioambiental e incluso

cultural.

El area olivarera espafiola puede considerarse dividida en 10 regiones
atendiendo a las caracteristicas productivas (Ministerio de Agricultura, 1972),

de las cuales cuatro se encuentran en Andalucia (Figura 1).
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Zonas olivareras de Espana
* & del Picual 33 6* & Centro
=2 2* & del Hojitdanco =1 7* & Levante
1 65 3 6 Andalucia Occikdental () 8% & Valke del Ebro
} | 138 a* & Andalucia Oriental €2} 9% & Tortosa-Castelidn)
[0 5* u Oeste @3 10* & de ia Arbequina

Figura 1. Zonas olivareras de Espafia. 1)'Picual’ 2)’Hojiblanca’ 3) Andalucia
Occidental 4) Andalucia Oriental 5) Oeste 6) Centro 7) Levante 8) Valle del Ebro 9)
Tortosa-Castellén 10) ‘Arbequina’.

Fuente: Blog esencia de olivo, disponible en la web http://www.esenciadeolivo.es/aceite-
de-oliva/aceite-de-oliva-en-espana/zonas-productoras-en-espana/

La primera regiéon es la conocida como zona del ‘Picual’, en la que
predomina la variedad del mismo nombre, tipica de almazara por dar aceites
de oliva de gran estabilidad. Abarca toda la provincia de Jaén y las comarcas de
Bujalance (Cordoba) e Iznalloz (Granada). La segunda region, o zona de
‘Hojiblanca’, comprende casi toda la provincia de Cérdoba con excepcion de
Bujalance y La Carlota, ademas de la comarca de Estepa (Sevilla), Loja
(Granada) y Antequera (Malaga). La variedad mas representativa es
‘Hojiblanca’, de doble aptitud (mesa y aceite). La tercera region de Andalucia
Occidental abarca las provincias de Cadiz, Huelva, Sevilla (excepto Estepa), y La
Carlota (Cérdoba). Es una de las zonas mas heterogéneas en cuanto a
variedades, pues junto a las de almazara (‘Verdial de Huevar’ y ‘Lechin de
Sevilla’), coexisten las tipicas de mesa (‘Manzanilla de Sevilla’ y ‘Gordal
Sevillana’). La cuarta region de Andalucia Oriental se extiende por la provincia

de Almeria y casi la totalidad de las provincias de Granada (excepto Iznalloz y
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Loja) y Malaga (excepto Antequera). Aparte de las variedades ya mencionadas
de ‘Picual’ y ‘Hojiblanca’, destacan otras tres propias de la zona: ‘Verdial de
Vélez-Malaga’ y ‘Alorena’, destinadas a aceite o con doble aptitud,

respectivamente.

Aunque se han delimitado estas diez zonas olivareras espafiolas en
funcién de sus caracteristicas varietales y productivas, encontramos muchas
mas variedades repartidas a lo largo de toda la geografia nacional. Asi pues,
trabajos de prospeccion e identificacion de variedades llevados a cabo han
encontrado 262 variedades distintas (Barranco, 1997). Atendiendo a la
importancia y difusién de cada una de ellas se diferencian cuatro categorias
varietales: principales, secundarias, difundidas y locales. Las variedades
principales son cultivadas en una gran superficie y se extienden, al menos, en
una comarca. Veinticuatro variedades espafiolas alcanzan esta categoria de
principal, con aptitudes de aceite y/o mesa, y con diferente extensidon segin la
zona (Tabla 1). Las variedades secundarias serian aquellas que no llegan a
dominar en ninguna comarca pero que constituyen la base de plantaciones
regulares. Finalmente, las variedades difundidas se encuentran como arboles
aislados en varias comarcas, o en una sola para el caso de las variedades

locales.

El olivo, pese a ser cultivado desde tiempos antiguos es uno de los
cultivos menos evolucionados en cuanto a mejora vegetal y al escaso
conocimiento de las variedades cultivadas en muchas regiones, 6 la adaptacion
de esas variedades fuera de su area de cultivo. Es de interés conocer las
caracteristicas agronémicas y tecnolégicas principales de las variedades como
la época de floracién, periodo de maduracién o caracteristicas del fruto, entre
otras (Rallo et al., 2005), para predecir el comportamiento de las variedades en
la zona de cultivo y adecuar las posibilidades que nos brindan con el objetivo
maximizar la rentabilidad de las nuevas plantaciones. Debemos considerar

asimismo otros factores de produccion como el manejo del cultivo o la
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recoleccion en funciéon del

sistema de plantacion

implantado,

indudablemente estaran también vinculados a las caracteristicas varietales.

Tabla 1. Destino, importancia y difusion de las principales variedades de olivo

cultivadas en Espafia.

Superficie

Variedad Destino (x1000 ha) Difusion
‘Picual’ Aceite 860 Jaén, Cordoba, Granada
‘Cornicabra’ Aceite 269 Ciudad Real, Toledo
‘Hojiblanca’ Doble 217 Coérdoba, Malaga, Sevilla
‘Lechin de Sevilla’ Aceite 105 Sevilla, Cadiz
‘Manzanilla de Sevilla’ Mesa 85 Sevilla, Badajoz
‘Morisca’ Aceite 74 Badajoz
‘Empeltre’ Aceite 72 Zaragoza, Teruel, Baleares
‘Arbequina’ Aceite 71 Lérida, Tarragona
‘Manzanilla Cacerefia’ Doble 64 Céaceres, Salamanca
‘Picudo’ Aceite 60 Coérdoba, Granada
‘Farga’ Aceite 45 Castellon, Tarragona
‘Lechin de Granada’ Aceite 36 Granada, Almeria, Murcia
‘Verdial de Huevar’ Aceite 34 Huelva, Sevilla
‘Gordal Sevillana’ Mesa 30 Sevilla
‘Verdial de Badajoz’ Aceite 29 Badajoz, Caceres
‘Morrut’ Aceite 28 Tarragona, Castellon
‘Sevillenca’ Aceite 25 Tarragona, Castellon
‘Villalonga’ Aceite 24 Valencia
‘Castellana’ Aceite 22 Guadalajara, Cuenca
‘Verdial de Vélez-Malaga’  Aceite 20 Malaga
‘Alorena’ Doble 17 Malaga
‘Blanqueta’ Aceite 17 Alicante, Valencia
‘Changlot Real’ Aceite Valencia
‘Alfafara’ Aceite 4 Valencia, Albacete

pero

Fuente: D. Barranco, 2008. Variedades y patrones. En: EI Cultivo del Olivo. 62 ed.

Concretamente, uno de los factores condicionantes de muchas especies

frutales, como el almendro o el pistachero, y también en el olivo, es el periodo

de tiempo que transcurre hasta su entrada en produccion, conocido como

periodo improductivo. Actualmente, con las nuevas plantaciones de olivar
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superintensivas en seto, con alta densidad de plantas (1500-2000 plantas/ha),
se persigue conseguir una precoz entrada en producciéon que permita retornar
la inversion en el menor tiempo posible. De este modo, las variedades mas

precoces y con periodos improductivos menores resultan de gran interés.

Otra cuestion a considerar es que el olivo es una especie con una
marcada tendencia vecera, alterando afios “de carga” con otros menos
productivos. Esto es, en un afio sin produccion se origina una elevada induccién
floral, pero al afio siguiente la induccidn floral es mucho menor por efecto de la
presencia de frutos (Fernandez-Escobar et al.,, 1992). También influyen otros
factores medioambientales como la temperatura o la luz, y factores intrinsecos
como el mayor o menor crecimiento vegetativo (Lavee, 2007). No obstante, se
han comprobado algunas alternativas eficaces para minimizar los efectos de la
alternancia o veceria como la aplicacion de giberalinas al final del verano para
reducir la induccién floral en afios de carga (Lave y Haskal, 1993; Fernandez-
Escobar et al., 1992), cosechar lo mas pronto posible, o incluso mediante una
adecuada nutriciéon y riego (Lavee, 2007). No hay que olvidar que el olivo
fructifica en ramos del afio anterior, desarrollando hasta dos inflorescencias
por nudo, compuestas de 10 a 40 flores segun la variedad y las condiciones
fisiologicas y ambientales. Dentro de una misma inflorescencia podemos
encontrar flores perfectas (hermafroditas) o imperfectas (estaminiferas o
masculinas) (Rapoport, 2008; Lavee et al, 1996). La polinizacion y la
fecundacién son requisitos esenciales para la formacion y el cuajado de frutos
(aunque en olivo se forman algunos frutos partenocarpicos, también llamados
zofairones). La polinizacion consiste en la transferencia de polen de una a otra
flor, y suele ser anemdfila. La fecundaciéon es la uniéon de una célula sexual
masculina y un 6vulo para la formaciéon del futuro embrién, pudiendo
realizarse de forma autofértil o necesitando la presencia de otra variedad para
que se produzca la fecundacién con éxito (en el caso de variedades
autoincompatibles). En condiciones ambientales adversas, como temperaturas
superiores a 302C, el polen pierde su capacidad germinativa. El estrés hidrico o
nutritivo seis semanas antes de la época de floracion también reduce el nimero

de flores por inflorescencia e incrementa el aborto ovarico (Uriu, 1960). Desde
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la iniciacion floral influyen numerosos condicionantes medioambientales, (baja
temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica, estrés hidrico), crecimiento
vegetativo, reservas de carbohidratos (Wilkie et al., 2008) para el correcto
desarrollo reproductivo, pero la fertilidad de las flores también depende de
caracteristicas genéticas propias de cada variedad, ademas de otros factores
medioambientales y nutricionales (Lavee et al., 1996; Cuevas et al., 1994; Rallo
y Fernandez-Escobar, 1985; Rallo et al., 1981; Uriu, 1960). Este ultimo aspecto
ha sido citado recientemente ante la posible implicacién del fésforo en el

desarrollo de los procesos reproductivos (Erel et al, 2016; Erel et al., 2013).

1.2.Fertilizacion del olivar. Nutrientes y floracion.

El abonado es una de las practicas mas frecuentes en agricultura,
mediante la que se aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento de las
plantas que no son aportados por el suelo. Se puede decir que hay dos
principios fundamentales de la nutricion vegetal que permanecen en la
actualidad: 1) la esencialidad de los elementos minerales (Arnon y Stout,
1939); 2) el equilibrio entre nutrientes, de modo que si uno de ellos se
encuentra en exceso o en defecto provoca desequilibrios que pueden alterar la

disponibilidad de otros nutrientes (Shear et al., 1946).

Hoy en dia, el abonado en el olivar supone entre el 5% y 10% de los
costes anuales de cultivo (Fernandez-Escobar, 2008a), lo que incentiva un
aporte excesivo de fertilizantes que para nada garantiza una produccién
maxima y/o de calidad, sino, que por el contrario, puede resultar
contraproducente desde el punto de vista agronémico por producir posibles
desequilibrios  nutritivos,  asi como también econémica vy
medioambientalmente por incurrir en gastos adicionales que no repercuten en
mayores beneficios, ademas de la contaminacién de las aguas subterraneas por
lixiviacién de ciertos elementos como el nitrégeno. Por tanto, para establecer
un buen programa de fertilizaciéon debemos basarnos en un abonado racional,
que aporte solo los elementos nutritivos requeridos, y teniendo en cuenta

otras consideraciones como el tipo de planta, su estado fisioldgico, intensidad
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de cultivo, tipo de suelo, etc. Lo ideal seria minimizar las aplicaciones de
fertilizantes que permitan corregir deficiencias y/o excesos de elementos a la
par que aumentar la productividad, maximizando de este modo la rentabilidad
de la operacion y conservando el medioambiente. Ademas, en especies lefiosas
como el olivo, a diferencia de lo que ocurre con especies herbaceas, hay que
tener en cuenta los 6rganos de reserva de los que disponen y que les permiten
vivir muchos afios, incluso ante condiciones adversas. Dichos O6rganos
(principalmente raices y tallos, aunque también las hojas) almacenan
nutrientes para su posterior utilizacion en los afnos siguientes (Rosecrance et
al., 1998; Picchioni et al., 1997; Brown et al, 1995). Si ademas de las reservas
nutritivas tenemos en cuenta la capacidad de reutilizacion de ciertos elementos
como el fosforo, por tratarse de un elemento muy mévil, o incluso las
exportaciones de nutrientes que tienen lugar por la cosecha o la poda, asi como
la dindmica de los elementos en el suelo, podemos comprobar lo complejo que
puede llegar a ser establecer una fertilizacién adecuada. Asi pues, se requiere
conocer en profundidad las necesidades nutritivas del olivar (Jiménez-Moreno
y Fernandez-Escobar, 2016; Fernandez-Escobar et al., 2015). Podemos hacer
uso de una serie de métodos que nos permiten conocer cudles son estas
necesidades nutritivas de nuestro cultivo, entre los que se encuentran la

observacion de sintomas, los analisis de suelo y los analisis foliares.

La observaciéon de sintomas no es el método mas fiable, a pesar de ser
ampliamente utilizado. Para un buen diagnéstico nutritivo basado en dicha
observacion, se requieren buenos conocimientos del cultivo, aparte de que la
ausencia de sintomas no tiene porqué ser sin6nimo de un buen estado
nutritivo, ya que los sintomas suelen aparecer cuando los desequilibrios son ya
muy acusados. El andlisis del suelo tiene su utilidad para poder conocer
posibles limitaciones del mismo, sobre todo antes del establecimiento del
cultivo. Sin embargo, la dindmica de los nutrientes en el suelo es bastante
compleja y no siempre se corresponde con el contenido de nutrientes en la
planta (por bloqueos, adsorciones o formas no asimilables). El analisis foliar
resulta el mejor método para el estado nutritivo de la plantacion (Fernandez-

Escobar et al,, 2009), permitiendo identificar desérdenes nutritivos, detectar
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niveles bajos o excesivos de nutrientes o incluso medir la respuesta al abonado.
Para ello, se comparan los niveles obtenidos para cada elemento nutritivo con
los niveles criticos establecidos para cada uno de ellos (Tabla 2), esto es, los
niveles por debajo de los cuales la produccién o crecimiento disminuye. El
procedimiento de muestreo de hojas debe ser el adecuado, seleccionando hojas
con peciolo de la parte central de los brotes del afio. En el olivo se recogen en
Julio, cuando las concentraciones de elementos en hoja son estables, ya que los
nutrientes en las hojas del crecimiento del afio evolucionan estacionalmente

(Fernandez-Escobar et al., 1999; Brown, 1994).

Tabla 2. Interpretacion de los niveles de nutrientes en hojas de olivo recogidas en
Julio, expresados en materia seca.

Elemento Deficiente Adecuado Toxico

Nitrégeno, N (%) 1.4 1.5-2.0 -
Fésforo, P (%) 0.05 0.1-0.3 -
Potasio, K (%) 0.4 > 0.8 -
Calcio, Ca (%) 0.3 >1 -
Magnesio, Mg (%) 0.08 >0.1 -
Manganeso, Mn (ppm) - > 20 -
Zinc, Zn (ppm) - >10 -
Cobre, Cu (ppm) - >4 -

Boro, B (ppm) 14 19-150 185

Sodio, Na (ppm) - - >0.2

Cloro, Cl (ppm) - - >0.5

Fuente: Fernandez-Escobar (2008a), elaborado a partir de datos recopilados en Chapman
(1996), Childers (1966) y Beutel et al. (1983).

El nitrégeno (N) es el elemento nutritivo requerido en mayores
cantidades, pero en olivares de secano el potasio (K) es el que puede presentar
el principal problema (Restrepo-Diaz et al, 2008). El fésforo (P) no es un
macronutriente que preocupe desde el punto de vista de la fertilizacion del
olivar, puesto que no suele haber respuesta en crecimiento ante la fertilizacién
fosférica en condiciones de campo (Fernandez-Escobar, 2008a; Hartmann et

al., 1966). Si el terreno es calizo, se pueden encontrar deficiencias de hierro y/o

10
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boro, mientras que en suelos acidos lo que cabe esperar son deficiencias en

calcio.

Los nutrientes también juegan un papel importante en el desarrollo de
los procesos reproductivos, no so6lo en el crecimiento vegetativo. De este modo,
una correcta fertilizaciéon con N aumenta el numero de inflorescencias por
brote, las flores fértiles por inflorescencia y los frutos cuajados por olivo
(Pastor et al,, 1998). No obstante, se ha demostrado que el exceso de dicho
nutriente puede repercutir en la calidad de la flor al disminuir la longevidad de
los primordios seminales (Fernandez-Escobar et al., 2008b). El fésforo también
parece afectar al desarrollo de los procesos reproductivos, como asi lo indican
estudios recientes en olivo (Erel et al., 2016; Erel et al., 2013). Anteriormente
se han asociado incrementos de P en el contenido de la planta con un mayor
nimero de inflorescencias y cuajado de frutos en los primeros afios del
establecimiento de una plantacién de manzanos (Neilsen et al., 1990a ; Taylor y
Goubran, 1975). El potasio es un elemento muy demandado por los frutos a
medida que éstos se van desarrollando, lo que implica unas grandes
extracciones de este elemento en olivo (Fernadndez-Escobar et al., 2015). En
cuanto a los micronutrientes, destaca el boro por su implicacién en los
procesos reproductivos, cuando las necesidades en este elemento para la
planta son maximas. Al ser uno de los nutrientes menos mdviles, su deficiencia
puede acarrear irregularidades en el crecimiento y floracion (polinizacion y
cuajado de frutos), aunque en suelos calizos donde se desarrolla la mayoria del
olivar andaluz, no suele haber problema. Del mismo modo, un exceso de B
resulta contraproducente, ya que su toxicidad puede provocar la muerte de las

plantas, particularmente en las jovenes (Benlloch et al., 1991).

1.3.Nueva Olivicultura.

El aceite de oliva, producto clave de la Dieta Mediterranea, cada vez es
mas apreciado por sus propiedades y beneficios saludables. En Espafa es un
producto amparado por 29 Denominaciones de Origen Protegidas (DOP), 12 de

las cuales son andaluzas (Tabla 3). Se reconoce asi el aceite virgen extra como

11



Introduccion
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un alimento de calidad superior y diferenciada, debido a sus caracteristicas
propias y diferenciales por el medio geografico en el que se producen las
materias primas, por como se elaboran los productos, y por la influencia del

factor humano que participa en las mismas.

Este incremento de la conciencia sobre los beneficios saludables del
aceite de oliva esta haciendo que el area de cultivo del olivo se expanda en
numerosos paises. La mayoria de las nuevas plantaciones se caracterizan por
marcos de plantacion mucho mas pequefios (sistemas intensivos,
superintensivos o en seto), con alta densidad de plantas que deben ser
suministradas anualmente de los viveros comerciales de olivo. Estas nuevas
plantaciones priman el aumento de la productividad y el descenso de los costes
de produccién, dos condicionantes claves que estimularon la creaciéon de un
conjunto de estrategias, desarrolladas a partir de la década de los 70 en
respuesta a una importante crisis del sector, y conocidas como “Nueva

Olivicultura” (Rallo, 1998).

Entre los cambios mas destacables que pueden atribuirse a la “Nueva
Olivicultura” cabe sefalar: a) la expansion del area bajo regadio; b) el
establecimiento de plantaciones con mayor densidad de arboles de un pie
adaptados a la recoleccion mecanica; c) el desarrollo de una industria
viveristica adaptada a la obtencién de plantas de un tronco y entrada precoz en
produccion; y d) la adopcion de practicas de produccion, recoleccion y post-
cosecha tendentes a mejorar la calidad del aceite de oliva.

Bajo estas premisas, la olivicultura en Espafia ha experimentado en las
ultimas décadas importantes cambios tecnoldgicos, entre los que destaca la
reconversion del olivar tradicional por otros sistemas mads intensivos (con
densidades entre 200 y 500 arboles/ha). Algo después, en torno a los 90, se
implanto el sistema de alta densidad o superintensivo con plantaciones en seto,

donde las densidades alcanzadas son muy superiores (1500-2000 arboles/ha).
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Tabla 3. Aceites de oliva (virgen extra) con Denominaciones de Origen Protegidas

(DOP) en Espafia.

Denominacion de Origen Protegida

Zona de produccion

Antequera

Baena

Estepa

Lucena

Montes de Granada
Montoro-Adamuz
Poniente de Granada
Priego de Cérdoba

Sierra de Cadiz

Sierra de Cazorla

Sierra de Segura

Sierra Magina

Aceite del Bajo Aragén
Sierra del Moncayo

Aceite de la Alcarria
Aceite Campo de Calatrava
Aceite Campo de Montiel
Montes de Toledo

Aceite de L’Emporda
Aceite de Terra Alta
Aceite de Baix Ebre-Montsia
Les Garrigues

Siurana

Aceite de Navarra

Aceite de la Comunitat Valenciana
Aceite de Monterrubio
Gata-Hurdes

Aceite de Mallorca

Aceite de la Rioja

Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia
Andalucia

Aragén

Aragbén

Castilla La Mancha
Castilla La Mancha
Castilla La Mancha
Castilla La Mancha
Catalufia

Catalufia

Cataluiia

Catalufia

Catalufia
Comunidad Foral de Navarra
Comunidad Valenciana
Extremadura
Extremadura

Islas Baleares

La Rioja

Fuente: Elaboraciéon propia a partir del mapa de aceites con DOP publicado por el
Ministerio de Agricultura, Alimentacidén y Medio Ambiente (datos actualizados a marzo de

2015).

13



Introduccion

Estos avances tecnoldgicos, ligados a las mejoras en la productividad,
han favorecido que exista una tendencia creciente en la evolucién de la
superficie plantada de olivar, mucho mas acusada en las producciones por la
implantacién de sistemas de cultivo con altas densidades y con riego (Figura 2).
Se podria decir que las nuevas plantaciones de olivo demandan ciertas
caracteristicas (mayor precocidad de entrada en produccion, aptitud mecanica
que facilite la recoleccidn, tolerancia a ciertas enfermedades y buenos aceites,
principalmente con elevados rendimientos grasos y alto contenido en acido

oleico) que también son perseguidas por los programas de mejora actuales.
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Figura 2. Evolucién de la superficie (miles de ha.) y produccion (miles de t.) del
olivar en Espafia.

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos estadisticos de la FAO (Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura), disponibles en la web:
http://www.fao.org/statistics/es

Por otra parte, las nuevas plantaciones de olivar actualmente suelen
establecerse mediante estaquillas semilefiosas enraizadas bajo nebulizacion
(Caballero y Del Rio, 1994; Caballero, 1980; Cimato y Fiorino, 1980), y las altas
densidades de plantacién requieren gran numero de plantas que deben ser
suministradas por los viveros de olivos anualmente. En consecuencia, seria

conveniente mejorar los métodos de multiplicacién, o el crecimiento
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inmediatamente posterior de las plantas necesario antes de su venta, para

satisfacer la avida demanda actual.

Este método de propagacion consta de tres fases (Caballero y Del Rio,
2008): a) Enraizamiento de las estaquillas; b) Endurecimiento, para promover
el buen funcionamiento del sistema radical obtenido; c) Crecimiento de los
plantones, cultivados en maceta o bolsas de plastico a un solo brote.

Con el fin de acortar lo maximo posible este proceso se empezaron a
enraizar estaquillas mas pequefias (con dos nudos en lugar de cuatro),
obteniendo asi el doble de plantas con el mismo material vegetal de partida. En
la ultima fase del proceso, el crecimiento se puede forzar mediante
intervenciones de poda a un solo brote, utilizando sustratos ricos en materia
orgdnica o aplicando los nutrientes mediante un ligero abonado, e incluso
inoculando las plantas con hongos micorrizicos arbusculares, que ademas de
mejorar la absorcién de fésforo permiten un mayor desarrollo radical (Tang et
al., 2009; Subraimanian y Charest, 1997) y que puede ser muy beneficioso para

conseguir un establecimiento de la plantacién exitoso.

1.4.El fésforo (P) como elemento nutritivo de interés en la fertilizacion
del olivar.

El fésforo es un macronutriente que juega un papel fundamental en
muchos procesos fisiolégicos de la planta. Es un constituyente estructural de
macromoléculas como los acidos nucleicos, y forma parte de nucleoproteinas,
fosfolipidos y otras enzimas involucradas en procesos energéticos. Todo ello
estd directamente correlacionado con el desarrollo de la planta (Zeng et al,
2014), particularmente del sistema radical (Rausch y Bucher, 2002;
Schachtman et al., 1998). Ademas, los intrincados mecanismos involucrados en
mantener la homeostasis de fésforo inorganico (Pi) dentro de la planta ponen
de manifiesto la complejidad de la adquisicion y translocacion de Pi
(Raghothama, 1999). En el olivo, al igual que ocurre en otras especies lefiosas,
el P se recicla con facilidad al ser un elemento movil (Kurita et al, 2014;

Barrelet et al, 2006; Eschrich et al, 1988), aunque poco se ha estudiado sobre
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la nutricion del P en plantas lefiosas (Rennenberg y Herschbach, 2013).

La concentracién de P en el suelo suele ser menor que la de otros
macronutrientes (Bieleski, 1973), y una elevada porcién se encuentra en
formas no disponibles para su absorciéon por las plantas (Holford, 1997).
Ademas, el movimiento de fosforo en el suelo tiene lugar por difusion,
principalmente, y la velocidad de este proceso suele ser baja (Schachtman et al.,
1998). La consecuencia mas inmediata de esto es que el P constituye uno de los
elementos minerales limitantes para la produccién de muchos cultivos (Vance
et al, 2003), aunque en el olivo los requerimientos son bajos (Jiménez-Moreno
y Fernandez-Escobar, 2016; Rennenberg y Herschbach, 2013). Por esta razon,
los fertilizantes fosféricos son ampliamente aplicados en numerosos cultivos
agricolas (Shen et al., 2011). Otras estrategias para la adquisicién y utilizacién
de P por las plantas lefiosas incluyen la simbiosis con hongos micorrizicos
arbusculares (Smith y Read, 2008), de los que se hablara con mas detalle en el

apartado siguiente.

Ante este escenario, el interés de la fertilizacion fosforica se pone de
manifiesto en cuanto hay estudios que asocian un aumento en la concentraciéon
de P en hoja, por encima del nivel de suficiencia establecido, con un adelanto e
incremento de la floracién, sobre todo en los primeros afios del establecimiento
del cultivo (Rickard, 2000; Neilsen et al., 1990a; Reddy y Majmudar, 1985;
Williams y Thompson, 1979; Taylor y Goubran, 1975). Dado que la floracién y el
cuajado de frutos son los principales procesos que influyen en la productividad
de los frutales, y, particularmente, en el olivo donde las etapas de crecimiento
vegetativo y reproductivo estdn estrechamente relacionadas (Dag et al., 2010;
Castillo-Llanque et al., 2008), este planteamiento resulta de gran interés, puesto
que de verificarse esta posible reduccion del periodo improductivo, se
conseguirian importantes beneficios econdémicos para el olivo que
contribuirian a aumentar la rentabilidad del cultivo.

Asimismo, el nivel de floracion esta relacionado negativamente con el

cuajado de los frutos (Lavee et al, 1996), éste ultimo influenciado por el niimero
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de inflorescencias mas que por el nimero de flores/inflorescencia (Reale et al.,

2006).

Los efectos obtenidos con la aplicacion de P son diferentes segtin se trate
de cultivos anuales o perennes, entre especies frutales diferentes, e incluso
entre variedades dentro de una misma especie (Raese, 1998; Freeman y
Carlson, 1994). En olivo también hay estudios que indican que el P podria
afectar al desarrollo reproductivo (Erel et al., 2016; Erel et al., 2013), por lo que
es licito pensar que incrementos en el contenido de P en olivos jévenes podrian
aumentar el nimero de inflorescencias y adelantar la floracién.

Otra de las consecuencias de la aplicacion de fésforo es el incremento en
longitud de la raiz, como asi se ha demostrado en cerezo (Neilsen et al., 1990b)
o en el manzano (Neilsen et al, 1990a), y que pudiera asociarse a un
incremento en los niveles de citoquininas. La raiz es el 6rgano de la planta
donde se encuentra el mayor contenido de fésforo (Jiménez-Moreno y
Fernandez-Escobar, 2016; Bath, 1981). Estos estudios mostraron que en
plantas con alto contenido en P tiene lugar una mayor traslocaciéon a otros
organos (tallos y hojas), frente a aquellas cuyos niveles internos de P son
menores, donde casi todo el P absorbido permanece en la raiz. Anteriormente,
Wittwer (1969), en una revision sobre el papel del fésforo en la producciéon de
cultivos horticolas, concluyé que la aplicacion de fosfato en el momento del
establecimiento del cultivo acelera la regeneracion de las raices que pueden
dafiarse al ser trasplantadas, e incluso conduce, a veces, a una precocidad en la
floracion y fructificacion. Resultados similares fueron obtenidos por Wojcik y
Klamkowski (2005), que destacan el efecto positivo de la aplicacién de fosfato
en el momento del establecimiento del cultivo cuando el crecimiento en raiz es
limitado. Como vemos, la longitud de las raices es uno de los factores mas
importantes en la absorcion de P (Guangli et al., 2009). Ensayos con diferentes
cultivos en campo indican una estrecha relacién entre la longitud radical y el P
absorbido, mientras que en maceta, las diferencias en la absorcién de P se
relacionan con cambios en volumen de suelo mas que con la densidad radical

(Otaniy Ae, 1996).
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1.5.Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) asociados al cultivo del
olivo.

El olivo es una planta micotréfica, es decir, tiene la capacidad de obtener
nutrientes estableciendo simbiosis con hongos (Roldan-Fajardo y Barea, 1985).
Estas asociaciones micorrizicas son conocidas por su papel beneficioso en la
nutricion de las plantas, que al desarrollar un sistema radical mas ramificado y
con mayor longitud de raiz, pueden explorar un mayor volumen de suelo
respecto a otras plantas no micorrizadas (Citernesi et al.,, 1998; Smith y Read,
1997). Otros beneficios de la inoculaciéon con micorrizas son un mayor ratio de
supervivencia y desarrollo de las plantas propagadas, mejoran el
establecimiento de la plantacién, protegen contra estreses biéticos y abidticos,
en concreto la resistencia de la raiz frente a patégenos y tolerancia a la sequia
(Wu et al., 2013) y salinidad (Porras-Soriano et al., 2009), e incluso mejoran la
estructura del suelo (Azcén-Aguilar y Barea, 1997). Algunos autores sugieren
beneficios adicionales, como incrementos significativos en crecimiento,
precocidad, producciéon (Calvente et al, 2004, Estaun et al., 2003; Roldan-
Fajardo y Barea, 1985), que pudieran tener su origen causal en esa mejor

nutricion fosférica.

En lo que se refiere a la absorcion de P por la planta, como también
ocurre para otros nutrientes poco moviles, la micorrizaciéon constituye una
alternativa valida al uso de tratamientos quimicos, ya que permite la absorcion
desde fuentes de P organicas, que de otro modo no estarian disponibles para la
planta. No obstante, es necesario conocer la compatibilidad entre el hongo y la
especie a inocular, e incluso variedades dentro de la misma especie, para tener
ciertas garantias de que la micorrizacion resulte efectiva (Chatzistathis et al.,

2013).

No es la primera vez que se sugiere la inoculacién rutinaria de plantas
jovenes en vivero (Montes-Borrego et al., 2014; Porras-Soriano et al., 2009;
Estaun et al., 2003; Plenchette, 2000), tanto por mejorar su respuesta en vivero
como posteriormente al trasplante en campo (Meddad-Hamza et al, 2010;

Carretero et al., 2009; Dag et al., 2009; Binet et al,, 2007; Calvente et al., 2004;
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Azcon-Aguilar y Barea, 1997). Pero si es conveniente sefialar algunas
consideraciones a tener en cuenta que pueden interferir en una micorrizacién
exitosa, aparte de las relaciones entre el hongo y la planta huésped ya citadas.
Una de las cuestiones a considerar mas restrictivas es la fertilizacion con P en
plantas micorrizadas, ya que se producen interacciones negativas entre ambos
factores, de modo que un incremento del P desciende los niveles de
colonizacion micorrizica (Schreiner, 2010; Schreiner y Linderman, 2005; Barea,

1991).

En vista de los datos de que disponemos, la simbiosis micorrizica puede
ser considerada como un factor esencial para fomentar la sanidad y
productividad de las plantas, cuya incorporacion en las empresas viveristicas

de olivo puede resultar de gran interés para conseguir plantas de calidad.
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Capitulo 2

2.1.Objetivos.

Ante el escenario mostrado en el Capitulo 1, y por las razones que alli se

detallan, hay una necesidad actual de establecer un mayor conocimiento de la

nutricion fosférica en olivo para un mejor manejo de la fertilizaciéon, asi como

tener en consideracion su posible efecto sobre la floracion, teniendo en cuenta

las diferencias varietales que pudieran existir, lo que permitiria reducir el

periodo improductivo de nuevas plantaciones con los consiguientes beneficios

agrondémicos y econdmicos asociados para el manejo del cultivo.

Asi pues, los principales objetivos concretos que se persiguen son:

1)

2)

3)

4)

Determinar con mayor exactitud los niveles criticos del P, asi como
describir los sintomas de deficiencia y toxicidad en olivo y el estado
nutricional para que tienen lugar. Para ello es de utilidad analizar y
describir la distribucién del P en cada érgano de la planta. Este

objetivo se aborda en el Capitulo 3.

Cuantificar la Eficiencia de Absorcion del Fosforo (EAP), esto es, el P
absorbido por la planta respecto al total aplicado. Este objetivo se

aborda en el Capitulo 3.

Evaluar el efecto de la aplicacion del fésforo a distintas dosis y
formas de aplicacion en el crecimiento y contenido total de P en
olivos jovenes (o concentracion de P en hoja para condiciones de
campo), tanto en condiciones de umbraculo (maceta) como en
campo, durante los primeros afios del establecimiento de la
plantacion. Se pretende, ademas, conocer cdmo influyen los factores
tipo de suelo, variedad y micorrizacién en dicha fertilizacion

fosférica. Este objetivo se aborda en los Capitulos 3,4 y 5.

Evaluar los parametros de floracién en olivos joévenes a nivel
cuantitativo y cualitativo, asi como su relacion con el estado

nutricional de P de la planta bajo condiciones de cultivo en

31



Objetivos

32

umbraculo y en campo, para verificar nuestra hipétesis de partida
que asocia incrementos en la concentraciéon de P en hoja con un
adelanto e incremento de la floracién en los primeros afios del
establecimiento del cultivo. Este objetivo se aborda en los Capitulos

4y5.

2.2.Esquema de la tesis.
La tesis se presenta en 7 capitulos que contribuyen a la consecucion de

uno o varios de los objetivos especificos ya citados en el apartado anterior.

Inicialmente, una introduccién general ocupa el Capitulo 1, subdivida
en cinco apartados que tratan sobre: 1.1) El cultivo del olivo y sus variedades;
1.2) La fertilizacion del olivar. Los nutrientes en la floracién; 1.3) Nueva
Olivicultura; 1.4) El Fosforo como elemento nutritivo de interés; y 1.5) Los

hongos micorrizicos asociados al cultivo del olivo.

El presente capitulo, Capitulo 2, que incluye los objetivos y el esquema

general de la tesis.

En el Capitulo 3 se incluyen ensayos en los que se realizan aplicaciones
de P, mediante fertirriego, a diferentes dosis en macetas con sustrato inerte, y
con la variedad ‘Picual’, para inducir sintomas de deficiencia y toxicidad asi
como determinar los niveles criticos de P. Esta informacién resulté de gran
utilidad para los siguientes ensayos, permitiendo acotar las dosis de P 6ptimas
para el olivo segin la respuesta vegetativa obtenida. También se pone de
manifiesto una baja Eficiencia de Absorcién del Fosforo (EAP) y los principales
6rganos a los que se distribuye el P dentro de la planta, con las implicaciones

que ello conlleva y que asi se mencionan.

En el Capitulo 4 se evalia y compara el efecto de la aplicacion de fésforo
foliar en las variedades ‘Hojiblanca’, ‘Picual’ y ‘Arbequina’, frente a la respuesta
varietal propia (sin afiadir P) de las 24 variedades principales espafolas. Se

consideran aspectos vegetativos y reproductivos, en relacion a los contenidos y
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concentraciones de P del olivo. La ausencia de respuesta ante la fertilizacion
fosférica y las diferencias varietales en la primera floracion, son dos aspectos

clave que aqui se discuten.

El Capitulo 5 incluye informacion relativa a cuatro ensayos, tres en
maceta y uno en campo, que son complementarios y consideran cada uno de
ellos diferentes factores para la evaluacion final del efecto del fésforo en el
crecimiento vegetativo y en la floracion (variedad, dosis de P, micorrizacién con
Glomus intraradices, y tipo de suelo segin su nivel en P). El conjunto nos
permite comprender diferentes relaciones e interacciones de gran utilidad para
su aplicacién en la nutricién fosférica, destacando el papel de las micorrizas
bajo ciertos condicionantes para su incorporacién en el sector viveristico de

una forma mas efectiva.

Para finalizar, se presenta una discusién general de todos los trabajos y

las conclusiones finales en los Capitulos 6 y 7, respectivamente.

Los capitulos 3 y 4 corresponden a articulos que ya han sido publicados
en revistas con indice de impacto en el JCR, e incluidas en el primer y segundo
cuartil de su area tematica (Horticultura). El capitulo 5, estructurado con un
formato similar a los dos anteriores, se basa en otro articulo enviado
posteriormente y que continua pendiente de aceptacion. El titulo
correspondiente a cada capitulo aparece al principio de los mismos (ver “Tabla

de Contenidos” al inicio).
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Capitulo 3

Respuesta de plantas jovenes
de olivo (Olea europaea L.) a
la aplicacion de fosforo







Este capitulo corresponde al articulo “Response of Young olive plants (Olea

europaea) to phosphorus application” publicado en 2016.

Puede acceder al mismo en el enlace siguiente:

http://hortsci.ashspublications.org/content/51/9/1167.abstract

HorTSaewce 51{9): 1167-1170. 2016. doi: 10.21273/HORTSCI11032-16

Response of Young Olive Plants (Olea
europaea) to Phosphorus Application

Maria José Jiménez-Moreno and Ricardo Fernandez-Escobar!
Departamento de Agronomia, Campus Universitario de Rabanales,
Universidad de Cordoba, Edificio C 4, Carretera Madrid-Cadiz, km 396,
14071 Cordoba, Spain

Additional index words. phosphoms nutrition, phosphorus uptake efficiency, phosphorus
excess, Zn deficiency

Abstract. Mist-rooted *Picual” olive cuttings growing in 1.1-L pots containing a mixture of
washed sand and perlite were used to induce symptoms of phosphorus (P) deficiency and
toxicity and to determine the nutritional status to which these symptoms occur. Plants
were growing in a growth chamber at 25 °C day/15°C night with a 14-hour photoperiod.
From late spring to the autumn, plants were placed in a shade house protected from the
rain. In the first experiment, plants received the application of 0, 100, 200, or 400 ppm P,
and in the second experiment, 0, 12.5, 25, 50, 100, or 200 ppm P. Shoot growth was
measured weekly and leaf samples were collected at different dates to determine P
concentration. At the end of each experiment, planis were harvested and P was
determined to obtain the P uptake by the plants. Phosphorus uptake efficiency (PUE)
was estimated as PUE = (P uptake/P applied) x 100. P content increased in plants with
the amount of P applied, and accumulated mainly in the roots. Vegetative growth showed
a quadratic response, indicating a reduction of growth at the lowers and highest doses of
P application. Leaf P concentration below or above which shoot growth was reduced was
0.11% to 0.13%. Symptoms of P deficiency and toxicity were observed in only a few
plants. Leaf P concentration of deficient plants was 0.025%, and that of toxicity 0.21%.
Toxicity symptoms were similar to that of zine (Zn) deficiency. PUE was very low, 1.34%
to 4.45%, suggesting the low P requirements of the olive.

Received for publication 16 June 2016. Accepted for publication 22 July 2016.
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Capitulo 4

Influencia del estado
nutricional de fosforo en la
floracion del olivo (Olea
europaea L.)







Este capitulo corresponde al articulo “Influence of nutritional status of

phosphorus on flowering in the olive (Olea europaea L.)” publicado en 2017.

Puede acceder al mismo en el enlace siguiente:

http: //www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423817303102

Scientia Horticulturae 223 (2017) 14

Contents lists available at ScienceDirect

Scientia Horticulturae

journal homepage: www.elsevier.com/locate/scihorti

Influence of nutritional status of phosphorus on flowering in the olive (Olea @Cm“m
europaea L.)

M.J. Jiménez-Moreno, R. Fernandez-Escobar®

Departamento de Agronomia, Campus Universitario de Robanales, Universided de Cdndoba, 14071, Cdrdoba, Spain

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Two different field experiments were carried out during four years with one-year-old olive trees recently planted.
Phosphorus nutrition In the first experiment, ‘Hojiblanca’, ‘Picual’ and ‘Arbequina’ received several foliar applications along each
Leaf phosphorus season of 0, 100 or 200 ppm phosphorus. The second experiment was established with 24 olive cultivars to

Phosphorus application

determine the effect of cultivars in the nutritional status of phosphorus and flowering. No phosphorus fertilizers
First flowering

were applied in this experiment. Foliar application of phosphorus to young olive trees during several seasons did
not increase phosphonis concentration in leaves, This lack of response to phosphorus application could be
because these trees have high levels of phosphorus in leaves. Consequently, no effect on vegetative growth or
flowering was observed in response to phosphorus application. Differences in vigor, phosphorus level, and the
time of first lowering were observed among cultivars, but no relationship was found between leal phosphorus
concentration and vigor or the time of first flowering, Results indicate that if the nutritional status of phosphorus
in olive trees is above the sufficiency threshold phosphorus does not affect flowering. The time of first flowering
seems to depend on the cultivar.

Received 6 March 2017. Received in revised form 19 April 2017. Accepted 15 May 2017.
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Interaccion entre la micorrizacion con Glomus intraradices y el
fosforo en plantas de olivo de vivero.

5.1.Resumen.

La micorrizaciéon con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en plantas
de vivero se ha convertido en una practica habitual en viveros de olivo, ya que las
asociaciones micorrizicas aumentan la tolerancia de la planta ante estreses
bidticos y abidticos tras el trasplante. Las plantas de vivero en maceta también
requieren fertilizacion debido a que las raices se encuentran confinadas en una
limitada cantidad de suelo. Dado que el olivo es una especie con bajos
requerimientos de fésforo, y que los HMA afectan a la absorcién de nutrientes,
resulta de interés estudiar la posible interaccion entre ambos factores. Para
desarrollar estos estudios se realizaron tres experimentos diferentes con plantas
en maceta que crecieron en umbraculo, y otro experimento en condiciones de
campo. La inoculacién con Glomus intraradices no afect6 al nivel de fosforo en las
plantas pero redujo el crecimiento vegetativo del brote en aquellas plantas que
crecieron en un suelo rico en fosforo. Cuando el sustrato utilizado era pobre en
fésforo, el crecimiento vegetativo del brote fue similar al control pero el desarrollo
radical fue mayor. La micorrizacién también incrementé la fertilidad de las flores
en ‘Arbequina’. El crecimiento del brote se redujo cuando se uso sustrato
esterilizado, lo que sugiere la recomendacién de suelos naturales. Ya que no se
observé efecto de la micorrizacidn cuando la inoculacion se realiz6 en el momento
de la plantacidn, se recomienda la inoculaciéon durante el periodo de crecimiento

en vivero para mejorar la calidad de la planta.

5.2.Introduccion.

Espafia es el principal productor de aceite, acaparando mas de la tercera
parte de la produccién mundial con unas 1401.6 miles de toneladas (COI,
2017). En Andalucia (al sur de Espafa), los olivares estdn ampliamente
difundidos (1.6 millones de ha), representando el 60% del area nacional

oleicola (MAPAMA, 2017). En esta region, la olivicultura abarca diferentes
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sistemas de cultivo, desde el monocultivo extensivo hasta el cultivo marginal 6
los olivares modernos intensivos y superintensivos. Debido a una mayor
concienciacion sobre los beneficios para la salud del aceite de oliva, el area de
crecimiento de este cultivo se esta expandiendo en muchos paises. Las nuevas
plantaciones, algunas de ellas con altas densidades de plantacion (1500-2000
arboles-ha'1), requieren un gran numero de plantas que son suministradas

anualmente por los viveros comerciales de olivos.

Los nuevos olivares se suelen establecer con plantas procedentes de
nebulizacién obtenidas mediante estaquillas semilefiosas. Las estaquillas
enraizadas se ponen en bolsas de plastico con sustrato. Estas plantas se suelen
fertilizar durante el periodo de crecimiento en el vivero con un fertilizante
compuesto que contiene varios elementos minerales. Las plantas en maceta
suelen requerir fertilizacion debido a que las raices se encuentran en una
limitada y confinada cantidad de suelo y paralelamente ocurre un rapido

crecimiento vegetativo.

Puesto que el olivo es una planta muy micotréfica (Roldan-Fajardo y
Barea, 1986), en los ultimos afios muchos olivares nuevos se han establecido
con plantas que incorporaban hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
comerciales en el mismo envase durante el periodo en vivero para facilitar su
establecimiento (Azcon-Aguilar y Barea, 1997; Calvente et al., 2004; Binet et al.,
2007; Dag et al.,, 2009; Meddad-Hamza et al, 2010). Es bien sabido que las
asociaciones micorrizicas incrementa la tolerancia de las plantas a la sequia
(Wuetal, 2013) y la salinidad (Porras-Soriano et al., 2009), protege de ataques
de nematodos (Castillo et al,, 2006), y afecta a la absorcién de nutrientes (Dag

et al., 2009; Chatzistathis et al., 2013).

El fosforo es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas y,
consecuentemente, es un factor limitante ante condiciones de deficiencia de
fésforo. Sin embargo, el olivo es una especie con bajos requerimientos en

fésforo, como ocurre con otras plantas lefiosas (Rennenberg y Herschbach,
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2013), incluyendo plantas jovenes de olivo en maceta (Jiménez-Moreno y
Fernandez-Escobar, 2016). Algunos trabajos indican una posible reduccién de
la colonizacién de HMA causa por la aplicacién de fésforo en viiedos (Schreiner
y Linderman, 2005; Schreiner, 2010). Si esta interaccion existe, podria ser
mayor en plantas en maceta, reduciendo los beneficios de la micorrizacion en

plantas de vivero.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de la micorrizacion
de plantas de olivo de vivero y su interaccién con la nutricidon fosférica, asi

como evaluar los resultados de la inoculacién con HMA en vivero y en campo.

5.3.Materiales y métodos.

5.3.1. Disenio experimental.

Cuatro experimentos diferentes se desarrollaron para estudiar el efecto
de la micorrizacién en plantas jévenes de olivo. Un primer estudio preliminar
se llevd a cabo con plantas de olivo en condiciones de umbraculo. Se usé una
mezcla de arena de rio lavada y turba (2:1 en volumen) como sustrato para las
macetas, que fue autoclavada (dos ciclos separados 24 horas a 1212C durante
90 minutos). En marzo de 2011, al momento del trasplante en maceta, se
realiz6 la inoculacién con Glomus intraradices (Mycosim Tri-ton), mezclando el
sustrato anterior con 6 g/L del producto comercial siguiendo las
recomendaciones del fabricante, que garantiza un minimo de 150 esporas/gy
al menos 650 unidades infectivas/g (esporas + hifas + fragmentos de raices
micorrizadas). Las estaquillas enraizadas bajo nebulizacién de ‘Picual’
crecieron posteriormente en macetas de 1.1 L. Las plantas se regaron una o dos
veces a la semana, dependiendo de sus requerimientos, con 100 mL de agua
por maceta, y mensualmente con una solucién nutritiva sin fésforo para
prevenir deficiencias nutricionales. Esta solucién estaba compuesta por 2.5 mM
Ca(NO3)z, 2.5 mMKNOs3, 1.0 mM MgS04, 12.5 mM H3BO3, 1.0 mM ZnS0g4, 0.2 mM
(NH4)sM07024, 10 mM &cido Fe-etilendiamina-di-o-hidroxi-fenilacético y 0.5

mM KCl. El experimento se realizd en base a un disefio factorial con dos
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factores y diez repeticiones. Un factor fue la micorrizacién de las plantas (-HMA
6 +HMA), y el otro fue la aplicaciéon de 0, 100 6 200 ppm P, usando acido
ortofosférico (H3P0O4) como fuente de P. Se realiz6 una aplicacién de la solucién
de P cada semana, alternando con una aplicacion de agua. El experimento dur6
4 meses, aunque se mantuvo sin nuevos aplicaciones hasta el afio siguiente

para comprobar si se producia la floracién de las plantas, aunque no fue asi.

El segundo ensayo fue similar al primero, también con olivos de la
variedad ‘Picual’, pero en esta ocasion el sustrato estaba compuesto de suelo
natural del campo experimental del Campus de Rabanales, Universidad de
Coérdoba, Espafia (Tabla 11). El experimento se establecié en enero de 2014
bajo condiciones de umbraculo, mediante un disefio experimental factorial con
dos factores (micorrizacién y aplicacion de fésforo: 0 6 200 ppm P), y ocho
repeticiones. Duré 8 meses. Para verificar que las raices fueron micorrizadas,

se llevd a cabo un método de tincion de raices.

Tabla 4. Caracteristicas quimicas de los suelos usados.

HH! caco, CEZ(L5) POlsen Arcilla Limo  Arena

(%) (dS/m)  (mg/kg) (%) (%) (%)
Suelo

7.4+0.01 43.5+04 0.14+0.00 4.2+0.2 40.0+0.4 27.5+0.7 32.5+1.0
bajo en P
Suelo

7.1+0.08 1.5+0.6 0.13+0.01 26.1+2.7 36.33+09 18.7+0.3 45.0+1.0
altoen P

HH = Humedad Higroscopica; 2CE = Conductividad Eléctrica.
El suelo con alto nivel de P se utilizé en los ensayos 2 y 4, y ambos suelos en el ensayo 3.

El suelo con alto nivel de foésforo se tomé del campo experimental del Campus de
Rabanales, Universidad de Cérdoba, Espafia, y el suelo con bajo nivel de fésforo pertenecia
a una finca ubicada en Santa Cruz (Cérdoba).

El tercer experimento fue un factorial con ocho repeticiones y dos

factores: micorrizacién (-HMA 6 +HMA) y tipo de suelo (con alto o bajo nivel de

fésforo, como se indica en la Tabla 1). No se afiadieron aplicaciones de P. El
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experimento se inici6 en mayo de 2015 bajo condiciones de umbraculo con

variedades de olivo ‘Picual’ y ‘Arbequina’, y duré 6 meses.

El cuarto ensayo se llevé a cabo desde marzo de 2014 en condiciones de
campo durante 20 meses. Se establecié en el campo experimental del Campus
de Rabanales, Universidad de Cérdoba, Espafia (37254’N, 4243’W). Los arboles
fueron plantados a 2.5 x 1.5m de distancia, con riego por goteo. Las
caracteristicas del suelo estan resumidas en la Tabla 11 como suelo alto en P.
Se usaron estaquillas de seis meses de edad con una altura media de 76 cm, que
se inocularon al trasplante incorporando en cada hoyo de plantacion, de
aproximadamente unos 3 L de capacidad, 8 g del producto comercial (Mycosim
Tri-ton), siguiendo una vez mas las recomendaciones del fabricante. El disefio
experimental fue un factorial con dos factores: variedad de olivo (‘Picual’ 6
‘Arbequina’) y micorrizacién (-HMA 6 +HMA), con cuatro bloques y tres arboles
por unidad experimental. La micorrizaciéon se realizé en el momento de la
plantacién, aplicando el hongo en el hoyo de plantacién. No se aplicé fésforo en

este ensayo.

5.3.2. Limpieza y tincién de las raices micorrizadas.

Las raices se lavaron a fondo con agua para deshacerse de cualquier
particula de suelo. Después, se tomaron muestras de cada planta de las raices
pequeiias, finas y sin lignificar, que fueron identificadas y se cortaron en piezas
de 1 cm de longitud aproximadamente. Las raices se tifieron siguiendo el
método de Phillips y Hayman (1970), modificado por el procedimiento descrito
por Koske y Gemma (1989). La técnica de tincién consisti6 en poner
fragmentos de raiz en un bafio de agua con una soluciéon de KOH al 10% (902C
durante 30 minutos) para vaciar las células de su contenido citoplasmatico y
asi mejorar la observacién de la simbiosis flingica. Después, los fragmentos de
raiz fueron enjuagados con agua para eliminar cualquier resto de KOH, y luego
se sumergieron en HCL 0.1 N (a temperatura ambiente durante 5 minutos)
para acidificar las raices y conseguir una mejor tincidon. Luego se realiz6é un

nuevo enjuague con agua. La tincion de las muestras se hizo con azul de trypan
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al 0.05% en lactoglicerol calentado a 902C en un bafio de agua. Tras esto, las
muestras de raices estaban preparadas para su observacion al microscopio
optico. La presencia e intensidad de colonizacion de HMA se estim6 a partir de

32 fragmentos montados en un portaobjetos con una gota de glicerol.

5.3.3. Medidas de crecimiento y determinacion de P.

Se midi6 el crecimiento vegetativo total tanto en campo (altura del
arbol) como en maceta (considerando la suma del brote principal mas los
laterales). Se cogieron hojas de tres meses de edad, totalmente expandidas en
Julio para determinar la concentraciéon de P en el experimento de campo. Al
final de los ensayos en maceta, las plantas se destruyeron y las hojas, tallos y
raices se separaron independientemente de cada planta, se lavaron con agua
destilada, se secaron a 802C durante 72 horas, se molieron y almacenaron en
un horno a 602C hasta su analisis. Las muestras almacenadas se calcinaron en
un horno-mufla a 600°C durante 12 horas y se disolvieron en HCI 0.1 N. La
determinacion de fésforo se realiz6 usando el método de colorimetria descrito

por Murphy y Riley (1962).

La floracion se cuantificé contando las inflorescencias y flores totales y
fértiles, considerando como inflorescencia fértil aquella que al menos tiene una

flor perfecta (Rallo y Fernandez-Escobar, 1985).

5.3.4. Analisis estadisticos.

Se realizo el analisis de varianza de los datos usando el programa
estadistico “Statistix” version 9.0 (Analytical Software, Tallahssee, FL). Todos
los valores porcentuales se transformaron usando el arcoseno de la raiz
cuadrada antes del analisis. Cuando se observé un valor de F significativo en el
analisis de varianza, la separacion de medias entre tratamientos se obtuvo por
contraste polinémico para factores cuantitativos, o mediante test F para

factores cualitativos.
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5.4.Resultados.

En el ensayo preliminar, la concentracién y contenido de P incrementé
significativamente con la cantidad de P aplicado, pero las plantas control
mostraron valores por encima del rango de suficiencia, indicando que eran
plantas bien nutridas (Tabla 12). No se observé efecto de la micorrizacion en
estas plantas. Ademas, la interaccidn entre factores resulté no significativa. El
crecimiento vegetativo no se afectd por la aplicacion de P, probablemente
porque todas las plantas estaban bien nutridas en fésforo, pero la

micorrizacion causd una disminucion significativa del crecimiento del brote

(Tabla 13).

Esta disminuciéon del

crecimiento vegetativo en plantas

micorrizadas podria deberse a la esterilizacion del sustrato de dichas plantas.

Tabla 5. Concentracion de fésforo (% ps) en hojas, tallos y raices, y contenido total
de la planta (mg) para la micorrizacién y P aplicado en el primer experimento.

Concentracion de P (% ps) Contenido
] ] dePenla
Mo Mok Tl TS e ol
Micorrizacion
-HMA 0.13a 0.13a 0.14a 0.13a 0.31a 33.96a
+HMA 0.13a 0.12a 0.12a 0.12a 0.31a 3423 a
P aplicado (ppm)

0 0.11 0.10 0.11 0.10 0.12 21.29
100 0.13 0.12 0.13 0.13 0.33 38.32
200 0.14 0.14 0.14 0.14 0.48 42.68

Significacion? L** L** NS | P LH*e Q* L** Q*
CV(%)? 4.4 10.3 10.9 5.2 7.1 4.4

1 #* #**Significativo para valores de P <0.05, <0.01, 6 <0.001, respectivamente; L = lineal,
Q = cuadratica, NS = no significativo.

2Coeficiente de variacion.
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Tabla 6. Crecimiento vegetativo a los cuatro y doce meses tras el inicio de los
tratamientos para la micorrizacion y P aplicado en el primer experimento.

Crecimiento vegetativo (cm)

Cuatro Doce
meses meses
Micorrizacién
-HMA 65.13 a 98.45 a
+HMA 56.49b 83.60b
P aplicado (ppm)

0 56.83 83.13
100 62.26 92.14
200 63.35 97.76

Significacion?! NS NS
CV(%)? 5.7 29

1 NS = no significativo.

2Coeficiente de variacion.

En el segundo experimento, no se encontraron interacciones entre la
micorrizacién y la aplicaciéon de fésforo. La concentraciéon y contenido de P
aumenté con la aplicacion de P (Tabla 14). El fésforo se acumuld
principalmente en las raices, como ocurria en el primer experimento. En este
ensayo, el crecimiento vegetativo no se vio afectado por la micorrizacién y
descendi6 con aplicaciones de P (Tabla 15). En este experimento las raices se
lavaron y tifieron para examinar la presencia e intensidad de colonizacion de
HMA. La Figura 8 muestra la formacion de vesiculas de Glomus intraradices en

el sistema radical.
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Tabla 7. Concentracion de fésforo (% ps) en hojas, tallos y raices, y contenido total
de la planta (mg) para la micorrizacion y P aplicado en el segundo experimento.

Concentracion de P (% ps) Contenido
Hojas Hojas Tallos Tallos . de Penla
nuevas viejas nuevos viejos Raices p(l;rg)a
Micorrizacion
-HMA 0.14 a 0.15a 0.13a 0.08a 0.18a 29.45a
+HMA 0.13a 0.13a 0.12a 0.08 a 0.17 a 28.99 a
P applied (ppm)
0 0.12 0.12 0.12 0.08 0.11 25.40
200 0.15 0.16 0.13 0.09 0.24 33.04
Significacion?! L** L** NS NS | P L*
CV(%)? 6.2 6.9 11.1 10.4 14.2 4.6

1 #* #**Significativo para valores de P <0.05, <0.01, 6 <0.001, respectivamente; L = lineal,

NS = no significativo.
2Coeficiente de variacion.

Tabla 8. Crecimiento vegetativo final (cm) a los ocho meses, para la micorrizacion
y P aplicado en el segundo experimento.

Crecimiento vegetativo (cm)

Micorrizacién
-HMA 27.70 a
+HMA 3214 a
P aplicado (ppm)
0 ppm 34.14
200 ppm 25.66
Significacion?! L**
CV (%)2 4.9

** Significativo para valores de P< 0.01; L = lineal.

2Coeficiente de variacion.
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Figura 3. Imagenes de trozos de raices tefiidas demostrando ausencia (A) y
presencia (B) de micorrizacion por el indculo (Glomus intraradices). Las micorrizas
se identifican por la presencia de hifas (flecha) y grandes vesiculas (estrella).
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En el tercer ensayo, hubo una interaccidon significativa para el
crecimiento vegetativo entre el tipo de suelo y la micorrizacién en ‘Picual’
(Figura 9). La inoculacién con HMA en suelos con altos niveles de P reduce el
crecimiento de las plantas en comparacién con la inoculacién en suelos con
bajo nivel de P. El crecimiento del brote de ‘Arbequina’ fue muy pequefio,
probablemente debido a que estas plantas florecieron y al bajo vigor de esta
variedad. El efecto de la inoculacién con HMA fue evidente en el desarrollo
radical. Las plantas micorrizadas que crecieron en suelos con bajo nivel de P
mostraron un sistema radical mas ampliado y compacto que el de las plantas
control (Figura 10). No se observaron diferencias claras en plantas que
crecieron en suelos con alto nivel de P. Las raices de estas plantas mostraron
un crecimiento intermedio al que mostraron las plantas de suelos con bajos
niveles de P. La concentracién y contenido total en la planta de P fue mayor en
plantas que crecieron en suelo con alto nivel de P que en las que lo hicieron en
suelo con bajo nivel de P para ambas variedades (Tablas 16 y 17), pero no se

vieron afectadas por la micorrizacidn.
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25

‘Arbequina’
20 O-HMA

®m+HMA
15 -

Crecimiento vegetativo
(cm)

a a
0 — [ s |
a

'Picual’

ab ab

Crecimiento vegetativo

Bajo Alto
Nivel de P en el suelo

Figura 4. Crecimiento vegetativo final, a los seis meses, de ‘Arbequina’ y ‘Picual’
para la micorrizacion y nivel de P en el suelo. Diferentes letras encima de las barras
indican diferencias significativas para valores de P < 0.05.
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‘Arbequina’

+HMA -HMA

Figura 5. Desarrollo radical de plantas de olivo micorrizadas y no micorrizadas de
las variedades ‘Arbequina’ a los seis meses desde su micorrizacion con Glomus
intraradices.

Tabla 9. Concentracion de fésforo (% ps) en hojas, tallos y raices, y contenido total
en la planta (mg) para la micorrizacion y P aplicado en ‘Arbequina’ en el
experimento 3.

Concentracién de P % (dw)?! Contenido

Hojas Hojas Tallos Tallos dePen la
nuevas viejas nuevos viejos Raices p(l;r;t)a

Micorrizacién
-HMA 0.09 a 0.08 a 0.05a 0.07 a 0.07 a 14.07 a
+HMA 0.10 a 0.08 a 0.11a 0.06 a 0.07 a 14.19 a
Nivel de P en el suelo
Bajo 0.08b 0.07b 0.07 a 0.03b 0.05b 8.80b
Alto 0.11a 0.08 a 0.08 a 0.10 a 0.09 a 19.47 a
CV(%)? 9.9 6.2 89.9 9.4 6.1 7.5

1Letras diferentes en la misma columna y factor indican diferencias significativas para
valores de P < 0.001.

2Coeficiente de variacion.
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Tabla 10. Concentracion de fésforo (% ps) en hojas, tallos y raices, y contenido
total en la planta (mg) para la micorrizacion y P aplicado en ‘Picual’ en el
experimento 3.

Concentracién de P % (ps)? Contenido

Hojas Hojas Tallos Tallos ; de Penla
nuevas viejas nuevos viejos Raices p(l;rgja

Micorrizacién
-HMA 0.08a 0.06b 0.09a 0.04a 0.09 a 1890 a
+HMA 0.09 a 0.07 a 0.09 a 0.05a 0.08 a 22.29a
Nivel de P en el suelo
Bajo 0.08b 0.06b 0.08a 0.04b 0.05b 13.50b
Alto 0.09 a 0.08a 0.10a 0.06 a 0.12a 27.69 a
CV(%)? 6.6 4.8 45.9 5.9 12.5 7.3

1Letras diferentes en la misma columna y factor indican diferencias significativas para
valores de P < 0.001.

2Coeficiente de variacion.

Las plantas de ‘Arbequina’ florecieron después de un afio en este ensayo.
En dichas plantas, la micorrizacion incremento significativamente la fertilidad
de las flores e inflorescencias, mientras que no se observo efecto por el tipo de

suelo (Tabla 18). Las plantas de ‘Picual’ no florecieron.
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Tabla 11. Inflorescencias y flores totales, y porcentaje de inflorescencias fértiles y
flores perfectas en ‘Arbequina’ para la micorrizacién nivel de P en el suelo del
experimento 3.

Inflorescencias  %lnflorescencias %Flores
totales?! fértiles Flores totales perfectas
Micorrizacién
-HMA 6.73 a 68.95b 75.76 a 16.83 b
+HMA 7.53a 90.19 a 94.50 a 23.83a
Nivel de P en el suelo
Bajo 7.59 a 78.21a 87.16 a 21.28a
Alto 6.67 a 80.93a 83.09a 19.38a
CV (%)? 234 25.4 17.5 34.5

1Letras diferentes en la misma columna y factor indican diferencias significativas para
valores de P < 0.05.

2Coeficiente de variacion.

No se observé efecto de la micorrizacion en el crecimiento vegetativo y
la acumulacién de P en hoja en ambas variedades en el experimento
desarrollado en condiciones de campo (Tabla 19). Como ocurrié en el ensayo
anterior en condiciones de umbraculo, s6lo ‘Arbequina’ florecié durante el
desarrollo de este experimento en campo. Los parametros de floraciéon de
‘Arbequina’ mostraron una tendencia a incrementar el nimero y la fertilidad de
flores e inflorescencias con la inoculacion de HMA, pero no hubo diferencias
significativas, probablemente debido a la alta variabilidad obtenida, como asi lo

indican los altos coeficientes de variacion (Tabla 20).
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Tabla 12. Crecimiento vegetativo, y concentraciéon y contenido de P en hoja, en
‘Arbequina’ y ‘Picual’ segin su micorrizacion en condiciones de campo del
experimento 4.

‘Arbequina’ ‘Picual’

Crecimiento Concentracion Contenido Crecimiento Concentracion Contenido
vegetativol P (%ps) en de P (mg) vegetativo P (%ps) en de P (mg)

(cm) hoja en hoja (cm) hoja en hoja

Micorrizacion
-HMA 103.73 a 0.37 a 3.74 a 109.10 a 0.18 a 1.77 a
+HMA 105.00 a 0.36a 3.71a 125.98 a 0.18 a 1.63 a
CV(%)2 2.8 3.3 6.4 6.0 1.4 5.7

1Letras diferentes en la misma columna y factor indican diferencias significativas para
valores de P < 0.05.

2Coeficiente de variacion.

Tabla 13. Inflorescencias y flores totales, y porcentaje de inflorescencias fértiles y
flores perfectas en ‘Arbequina’ segin su micorrizaciéon en condiciones de campo
del experimento 4.

Inflorescencias  %]Inflorescencias Flores %Flores
totales?! fértiles totales perfectas
Micorrizaciéon
-HMA 7.36a 75.64 a 63.95a 19.33 a
+HMA 9.11a 78.77 a 72.41a 2190a
CV(%)? 25.3 3.6 15.5 30.3

1Letras diferentes en la misma columna y factor indican diferencias significativas para
valores de P < 0.05.

2Coeficiente de variacion.

5.5.Discusion.

La inoculacién de plantas jévenes de olivo con Glomus intraradices no
incrementa el fosforo ni en las variedades ‘Arbequina’ y ‘Picual’ ni en las
plantas que crecen en suelos con altos o bajos niveles de foésforo. Estos
resultados estan en desacuerdo con otros presentados para olivos (Dag et al,

2009) y otras especies (Ortas et al, 2011; Ortas y Ustuner, 2014). Esta
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discrepancia puede deberse, al menos parcialmente, al hecho de que el efecto
del HMA depende de las especies micorrizicas tanto como de la variedad de
olivo (Chatzistathis et al, 2013). El fésforo en la planta solo incrementé cuando
se aplico fertilizante fosforico o cuando las plantas de olivo crecieron en un

suelo rico en fosforo.

Los tratamientos afectaron el crecimiento vegetativo de las plantas de
olivo. La aplicacion de fertilizantes fosforicos no increment6 el crecimiento e
incluso pudo reducirse como ocurri6 en el segundo experimento. Estos
resultados eran esperados ya que en la mayoria de los experimentos usamos un
sustrato rico en fésforo y las plantas estaban por encima de los niveles criticos
de suficiencia para el P (Beutel et al, 1983) incluso en plantas control. Una
reduccidn del crecimiento a altos niveles de P también ha sido observada en
plantas jovenes de olivo (Jiménez-Moreno y Fernandez-Escobar, 2016) ya que

el olivo tiene bajos requerimientos de P para su crecimiento vegetativo.

La inoculacion con HMA reduce el crecimiento del brote en plantas
cultivas en un sustrato con suelo rico en fésforo en comparacion de aquellas
plantas que crecen en un suelo pobre en P. Ademas, el crecimiento radical
aumenta en plantas inoculadas que crecen en suelo pobre en P. Un sistema
radical bien desarrollado es importante para tolerar estreses, particularmente
después del trasplante. En el olivo, la respuesta del crecimiento a la
colonizacion con HMA fue mas efectiva en mejorar el desarrollo radical que el
crecimiento del brote (Porras-Soriano et al.,, 2009), pero nuestros resultados
indican que esto es mas efectivo dependiendo de la riqueza de P en el suelo.
Dichos resultados coinciden con Chen et al. (2017) que indic6 que la
colonizacién micorrizica a bajos niveles de P era mayor que a altos niveles de P
en semillas de Poncirus trifoliata, siendo mas efectiva que el nivel de P en
regular la formacion de raices laterales. Resultados similares se obtuvieron con
la aplicacién de fésforo en vifiedos (Schreiner y Linderman, 2005; Schreiner,
2010), que reducian la colonizacion de HMA. En nuestro trabajo, la aplicaciéon

de fosforo no afect6 al crecimiento. Dag et al. (2009), sin embargo, también
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recomienda frenar la fertilizaciéon después del enraizamiento para promover la

inoculacién de HMA en estaquillas de olivo.

El crecimiento del brote también se redujo tras la inoculacion de HMA
cuando se uso sustrato estéril. Aunque la mayoria de los viveros de olivo usan
suelo natural como sustrato, total o parcialmente, algunos de ellos usan un
sustrato inerte para el crecimiento de las plantas normalmente mezclado con
fertilizantes y, otras veces, con HMA. Los resultados sugieren usar suelo natural

si se tiene intencién de inocular con HMA.

No se observd efecto en el crecimiento de las plantas cuando la
inoculacién con HMA se realizé en el momento de la plantacién, aplicando el
hongo en el hoyo de plantaciéon. Los resultados sugieren que la inoculacién es
mas favorable en el vivero, para que las plantas puedan incrementar el
volumen radical antes de su trasplante. Finalmente, la inoculacién con HMA
increment6 la fertilidad en ‘Arbequina’. Este efecto podria ser de interés
cuando el aborto ovarico aumenta tras un periodo de sequia durante la

diferenciacién floral (Uriu, 1960).
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Discusion General.

La fertilizacion con fosforo (P) no ha sido objeto de gran interés en arboles
frutales, incluyendo el olivo (Olea europaea L.), debido a que las deficiencias
nutritivas en este elemento son raras. Ademads, tampoco se han observado
respuestas en crecimiento ante aplicaciones de P en condiciones de campo
(Fernandez-Escobar, 2008; Hartmann et al, 1966). Esto, unido a que la
concentracion iénica de P en la planta es baja en comparacién con otros
macronutrientes, asi como el P extraido por la cosecha y la poda (Fernandez-
Escobar et al,, 2015), y a que se trata de un elemento muy moévil que es reciclado
con facilidad por la planta (Kurita et al., 2014; Barrelet et al., 2006; Eschrich et al.,
1988), hace que su consumo sea bajo y no sea un elemento que preocupe desde el
punto de vista de la fertilizacién. Sin embargo, hay estudios que asocian un
aumento de la concentraciéon de P en hoja, por encima del nivel de suficiencia
establecido, con un adelanto e incremento de la floracién, sobre todo en los
primeros afios del establecimiento del cultivo. El efecto de la fertilizaciéon con P
observado en olivo y otros frutales en la floraciéon, ain presentando niveles
suficientes en hoja, parece adquirir una importancia notable en los primeros afios
de cultivo (Erel et al., 2016; Erel et al., 2008; Neilsen et al., 1990; Taylor y Goubran,
1975). Esta reduccién del periodo improductivo supondria beneficios econémicos
importantes para el agricultor, ademas de los mayores rendimientos productivos
posteriores. Los resultados del presente trabajo permiten evaluar y comprender
mejor dicha relacion entre el estado nutricional de P y la floracion en olivos

jovenes.

La aplicacion de fésforo en un amplio rango de dosis, desde 12.5 ppm a 400
ppm P, mediante el agua de riego y usando plantas pequefias procedentes de
estaquillas semilefiosas (con pocas reservas nutritivas) cultivadas en macetas, con
sustrato inerte y en condiciones controladas (camara de crecimiento), permitié
establecer con mayor exactitud los niveles criticos del P, niveles por debajo de los
cuales la producciéon y crecimiento disminuyen, asi como la descripciéon de
sintomas de deficiencia y toxicidad y en qué estado nutricional de P en el que

tenfan lugar. La Unica referencia para la deficiencia de P en olivo fue citada por
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Hartmann y Brown (1953), en condiciones de cultivo muy similares a las de
nuestros ensayos, y donde observaron que las hojas de plantas deficientes en P
mostraban un tamafio mas pequefio y un crecimiento menor de la planta, pero sin
las tonalidades purpuras que se describen tipicamente para otros cultivos. Estos
sintomas se manifestaban para concentraciones de P en hoja del 0.03 % (ps),
resultados que concuerdan con los obtenidos en nuestro trabajo (0.025% P). Estos
valores tan bajos explican la dificultad de encontrar sintomas de deficiencia en
olivo, incluso en plantas jovenes. Por otra parte, se manifiestan sintomas de
toxicidad de P similares a los descritos recientemente por Fernandez-Escobar et
al., (2016) para la deficiencia de zinc, resultados esperados por el antagonismo de
altos niveles de P con otros micronutrientes (Marschner, 2012; Shane et al., 2004;
Safaya, 1976; Cakmak y Marschner, 1987). Dichos sintomas no habian sido
descritos en olivo hasta ahora, y se manifiestan para concentraciones de P en hoja
en torno al 0.21% (ps), el doble del nivel de suficiencia establecido de 0.1%.

Cabe cuestionarse la exactitud del intervalo de suficiencia establecido por
Beutel et al. (1983) para valores de concentraciéon de P en hoja del 0.1-0.3%, y que
no indicaba concentraciones téxicas. En plantas muy pequefias, la limitada
capacidad de almacenamiento de P en otros 6rganos, principalmente raices (donde
se localiza mas del 50% del contenido total de P en la planta) y tallos, podria
explicar la acumulacién de P en exceso en las hojas. Algo similar ocurre cuando se
fertiliza con P ciertas especies Proteaceas adaptadas a ambientes pobres en
nutrientes como describe Shane et al. (2004). Esto mismo podria explicar el hecho
de que los arboles muy jovenes tengan concentraciones en hoja mas elevadas que
los arboles adultos, como se pone de manifiesto en los siguientes ensayos, incluso
en condiciones de campo. En arboles adultos en condiciones de campo es usual
encontrar arboles asintomaticos cuyo estado nutritivo de P es inferior a estos
valores establecidos en el intervalo de suficiencia (Fernandez-Escobar, 2008a;
Hartmann et al., 1966).

Los resultados aportados y la descripcion de sintomas son imprescindibles
para un correcto diagnéstico del estado nutritivo del cultivo y un abonado racional

que maximice los rendimientos.
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La determinacién de la distribucién del P a cada uno de los 6rganos de la
planta y la cuantificacion de la Eficiencia de Absorcion del Foésforo (EAP)
contribuyen a conocer con mas detalle la nutricién del fésforo en el olivo. La
cuantificacion de la EAP obtenida, esto es, el fosforo absorbido respecto al total
aplicado, pone de manifiesto unos valores inferiores al 5%, muy bajos si lo
comparamos con la eficiencia de absorcién de otros nutrientes, como el nitrégeno
(Fernandez-Escobar et al, 2014). Aunque dicha eficiencia tiende a aumentar algo
con aplicaciones de dosis mayores, enseguida desciende incluso a valores menores
que para dosis minimas. Esta tendencia era de esperar por el comportamiento
similar que muestran otros nutrientes en especies frutales (Weinbaum et al,

1992).

De estos resultados se deriva una cuestion muy importante en cuanto a un
uso mas sostenible y responsable de los fertilizantes fosféricos en olivo vy,
probablemente, en otras plantas lefiosas. En tanto que la EAP es tan baja s6lo
quedan dos opciones: 1) buscar alternativas para mejorar dicha eficiencia
mediante ingenieria genética (Thornton et al., 2014); o 2) aplicar P sélo cuando sea
estrictamente necesario para asegurar unos crecimientos y productividades
adecuadas. Con ello conseguiriamos reducir las aplicaciones de P para disminuir
posibles efectos contaminantes en el medioambiente, asi como no malgastar un
recurso finito que puede pasar a ser disponible para otros cultivos con mayores
necesidades en P y que pueden ver limitada su productividad de aqui a 50 o 100
afios cuando se agoten las reservas de fosfato a la velocidad de uso de fertilizantes
fosféricos actuales que ademas va en aumento (Dawson y Hilton, 2011; Cordell et

al,, 2009; Gilbert, 2009).

Las dosis 6ptimas se sitdan entre los 100 y 200 ppm P, segin la respuesta
vegetativa y el contenido de P total en la planta obtenidos, y podrian ser las mas
idoneas para conseguir los beneficios de floracién deseados en el establecimiento
de la plantacion. Una vez establecidas las dosis 6ptimas para la fertilizaciéon con P y
habiendo verificado los bajos requerimientos de P en olivo, como ocurre para otras

plantas lefiosas (Rennenberg y Herschbach, 2013), la cuestién comun para el resto
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de los experimentos de este trabajo es: ;como se ve afectado el desarrollo
vegetativo y/o reproductivo por la dosis de P aplicada o por el contenido total de P
de la planta, que a su vez pudiera ser alterado por dichas aplicaciones? En general,
el crecimiento vegetativo no se vio afectado por la aplicaciéon de P. En el capitulo 3
se obtuvo una respuesta cuadratica con maximos para concentraciones de P en
hoja de 0.11-0.13% (ps). En el capitulo 4 no hay respuesta al crecimiento ni en
macetas ni en condiciones de campo, aunque en todos los casos los valores de
concentracion de P en hoja indican que son plantas bien nutridas y el estado

nutricional es el mismo para todas las dosis de P aplicadas.

En ensayos posteriores se introducen otros factores que pueden influir en la
nutricién fosférica, y por tanto, en el crecimiento vegetativo y/o una mayor
floracién. De este modo se consideran suelos naturales con contenidos de P
diferentes (altos y bajos) como otra fuente de P para la planta, asi como la
inoculacién de olivos con hongos micorrizicos arbusculares (Glomus intraradices)
estrechamente vinculados a la nutricién del P. Ademads, se incluyen ciertas
variedades para determinar posibles diferencias en su comportamiento. En el
capitulo 5 se incluyen diferentes experimentos considerando estos factores
citados. El efecto de la micorrizacion en el crecimiento vegetativo muestra
interacciones con el estado nutricional del P de las plantas, de modo que se ve
reducido en plantas que crecen en sustratos ricos en P frente aquellas inoculadas y
que crecen en suelos pobres en P. Resultados similares se observaron con
aplicaciones de P en vifiedos (Schreiner, 2010; Schreiner y Linderman, 2005).

Destaca la efectividad de las micorrizas en el desarrollo radical atin cuando
no se observa respuesta en el crecimiento del brote (Porras-Soriano et al., 2009),
mas aun en suelos con bajos niveles de P, como ya se ha mencionado (Chen et al,
2017). Los resultados obtenidos sugieren que la micorriza es menos efectiva
cuando se usa un suelo esterilizado, asi como cuando la micorrizacién se realiza en
el momento del trasplante directamente en el hoyo de plantacion. Estas
consideraciones son de especial relevancia para el sector viveristico, a los que se
aconseja usar suelos naturales con unos niveles moderados de P y realizar la

inoculacion en etapas iniciales del estaquillado, preferiblemente tras su enraizado
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para permitir un mayor volumen radical que serd beneficioso para un posterior

trasplante y establecimiento de la plantacion.

‘Arbequina’ mostré un crecimiento menor que ‘Picual’ y ‘Hojiblanca’, lo que
era de esperar por su bajo vigor (Del Rio et al., 2005), pero la concentraciéon de P
(% ps) en hoja fue mucho mayor. No obstante, las aplicaciones de P en campo no
consiguieron aumentar la concentracién ni el contenido de P en hoja, a diferencia
de los resultados obtenidos en maceta. El factor micorrizaciéon en ningin caso
aumento el estado nutritivo de las plantas, lo que difiere de resultados previos
obtenidos para el olivo (Dag et al., 2009) y otras especies (Ortas y Ustuner, 2014;
Ortas et al, 2011). ;Existe entonces alguna relacién entre el bajo vigor de
‘Arbequina’ y su elevada concentracion de P en hoja? Para responder a esta nueva
pregunta se llevé a cabo un ensayo comparativo de las 24 principales variedades
espafolas en el que no se aplicé P adicional, pudiendo comprobar que ambos
factores son independientes y que tienen su origen en otras caracteristicas
varietales, posiblemente genéticas.

La concentracién y contenido de P en la planta, a diferencia de la tendencia
general del crecimiento vegetativo, si que aumenta con dosis crecientes de P
aplicado o cuando se usan suelos con altos niveles de P. Ademas de las diferencias
varietales de las que se ha hablado, destacando ‘Arbequina’ frente a las
concentraciones de P en hoja de ‘Hojiblanca’ y de ‘Picual’, es importante sefialar
que dichas concentraciones disminuyen con el paso de los afos para todas las
variedades. Este hecho corrobora las altas concentraciones de P en plantas
jovenes, que decrecen a medida que el olivo aumenta su desarrollo radical y, por

tanto, su capacidad de almacenamiento.

En los ensayos desarrollados para este trabajo se ha encontrado una cierta
relacién entre la concentracion de P en hoja y la fertilidad (capitulo 4). Hay
variedades, como el caso de ‘Arbequina’, que presentan de forma natural mayor
contenido de P y se corresponden con variedades conocidas como mas precoces en
la entrada en produccidn. Ante ese escenario y otras observaciones similares que

aseguraban incrementos en la floracion del olivo mediante incrementos de la
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concentracion de P en hoja a partir de aplicaciones de fertilizantes fosféricos (Erel
et al., 2016; Erel et al, 2008; Neilsen et al., 1990; Taylor y Goubran, 1976;), era
necesario establecer la correlaciéon entre ambas variables. Ensayos previos con
aplicaciones de P foliares no obtuvieron los resultados esperados en floracidn,
pero pusieron en evidencia las diferencias entre variedades, asociando mayores
concentraciones de P en hoja en aquellas variedades mas precoces como
‘Koroneiki’ 6 ‘Arbequina’ frente a ‘Hojiblanca’ y ‘Picual’ (Jiménez-Moreno y
Fernandez-Escobar, 2012). Los resultados obtenidos indican que no existe tal
relacion entre el fésforo y la fertilidad de las flores, la cual depende de diversas
variables como las caracteristicas genéticas, ambientales o factores nutricionales
(Fernandez-Escobar et al,, 2008; Lavee et al., 1996; Cuevas et al., 1994; Uriu, 1960).
No obstante, la inoculacién con HMA si que incrementé la fertilidad de las flores e
inflorescencias en ‘Arbequina’, lo que puede ser interesante en periodos de sequia
durante la diferenciacién floral, en los que se incrementa el aborto ovarico (Uriu,

1960).

Actualmente, la intensificacion de los sistemas productivos impone este tipo
de actuaciones agronomicas que estan aun por definirse con mayor certeza. Los
programas de mejora actuales (Ledén-Moreno, 2012) también persiguen
caracteristicas de este tipo, y de verificarse estas relaciones supondria un primer
paso para la eleccion del material vegetal de dichos programas, permitiendo un

gran ahorro de recursos y de tiempo.
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Capitulo 7

Conclusiones Finales.

De este trabajo de Tesis Doctoral se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Los sintomas de deficiencia de P en olivo se manifiestan por una clorosis apical
que progresivamente va adquiriendo tonalidades rojizas y purpuras, hasta que
finalmente el peciolo se colapsa y la hoja se cae. Las hojas con sintomas de
toxicidad van amarilleAndose manteniendo verdes las venas y el tejido de
alrededor de éstas, hasta que acaba cayendo (sintomas similares a la
deficiencia de zinc). Dichos sintomas aparecen para concentraciones de P en

hoja de 0.025y 0.21% (ps), respectivamente. (Capitulo 3)

2. El nivel de suficiencia se establece en el intervalo de concentraciones de P en
hoja de 0.11 a 0.13%, por debajo o por encima de los cuales, respectivamente,
disminuye el crecimiento vegetativo. Estos niveles acotan con mas exactitud el

rango de suficiencia establecido hasta ahora de 0.1 a 0.3% (ps). (Capitulo 3)

3. La Eficiencia de Absorcion de Fosforo (EAP) para el olivo es muy baja
comparada con otros macronutrientes, menor al 5%, y disminuye ain mas con

aplicaciones de P a dosis crecientes. (Capitulo 3)

4. Mas de la mitad del contenido total de P en la planta (mg) se encuentra en las
raices, seguido por las hojas y tallos. El porcentaje de P que va a la raiz aumenta

con dosis crecientes de P aplicadas. (Capitulos 3y 5)

5. La dosis 6ptima de aplicacién de P en plantas jovenes se sitdan entre 100 y 200
ppm P. Dosis mayores o menores disminuyen el crecimiento vegetativo.

(Capitulos 3 y 5)

6. La concentraciéon de P en hoja aumenta con dosis crecientes de P aplicado
mediante el agua de riego en maceta, pero no ocurre lo mismo con las

aplicaciones foliares en campo. (Capitulos 3,4y 5)
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10.

11.

12.

13.

80

Existen diferencias varietales para la concentraciéon de P en hoja que vienen
determinadas por caracteristicas genéticas propias de cada variedad.
‘Arbequina’ presenta valores mucho mayores que ‘Hojiblanca’ y ‘Picual’, que
pudieran inferirle cierta precocidad en la floracion. Los factores P y floracion
no se correlacionan entre si cuando se comparan las 24 variedades principales

espafolas. (Capitulos 4y 5)

Pese a las diferencias varietales, todas las concentraciones de P en hoja
disminuyen con el paso de los afios, manteniendo niveles muy elevados cuando
las plantas son jovenes, que decrecen progresivamente, a partir del tercer o
cuarto aio, tendiendo a valores en torno al 0.1% de suficiencia establecido.

(Capitulo 4)

El vigor del arbol no esta relacionado con la concentracién de P en hoja, ni

tampoco con su precocidad. (Capitulo 4)

Hay cierta relacion entre la concentraciéon de fésforo en hoja y la fertilidad de

las flores de ‘Arbequina’, aunque no siempre es significativa. (Capitulos 4 y 5)

El uso de sustratos esterilizados o con altos contenidos de P, aunque sea por la
aplicacion de fertilizantes fosforicos, tiene un efecto negativo en la
micorrizacion de plantas de olivo con Glomus intraradices, y debiera ser tenido
en cuenta para un correcto manejo e implementacion de olivos micorrizados en

viveros comerciales. (Capitulo 5)

El efecto de la micorrizacion con Glomus intraradices fue muy evidente en el
desarrollo radical, pero no mostré diferencias en el crecimiento del brote.

(Capitulo 5)

No se observo respuesta en el crecimiento vegetativo ni en el aumento de P de
la planta en condiciones de campo, donde la inoculacién del hongo se realizo6 al
momento del trasplante, aplicando el HMA en el hoyo de plantacién. Los

resultados sugieren realizar la inoculacion desde el inicio en el vivero. Asi, el
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volumen radical puede desarrollarse suficientemente antes del trasplante y

permite un mejor establecimiento y tolerancia a estreses. (Capitulos 5)

14. La micorrizacion con Glomus intraradices en olivos de la variedad ‘Arbequina’

incrementa la fertilidad de las flores e inflorescencias. (Capitulo 5)
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