RESUMEN

El olivo (Olea europaea L.) es uno de los cultivos mas antiguos y mas
importantes en la cuenca mediterranea. El tiempo que transcurre entre la realizacion del
cruzamiento para generar variabilidad genética y la fijacién del genotipo que se va a
cultivar es uno de los factores que determinan las estrategias a seguir en un programa de
mejora genética. Este factor es aun mds importante en plantas lefiosas, con ciclos
vitales largos, como en el olivo. Por este motivo, en este trabajo se pretende analizar el
uso de la haplo-diploidizacién a partir del cultivo de poliembriones como una
herramienta que podria ser de utilidad en los programas de mejora de olivo, ademas de

estudiar la influencia del genotipo en la respuesta a la embriogénesis somdtica en olivo.

Se han optimizado las técnicas de cultivo in vitro de embriones inmaduros de
olivo y se ha realizado la evaluacion del grado de poliembrionia en la coleccion mundial
de olivo. Tan solo se detectd poliembrionia de forma espontdnea en 27 de las 80
variedades estudiadas. Las plantas obtenidas a partir del cultivo in vitro de los
poliembriones fueron evaluadas mediante citometria de flujo para determinar su nivel
ploidico. Como resultado de este analisis, y en contra de lo esperado, no se obtuvo
ninguna planta haploide, lo que puso de manifiesto que el cultivo de poliembriones no
puede ser utilizado como herramienta para generar haploides de olivo, que serian de

gran utilidad en programas de mejora.

Por otra parte se ha evaluado la influencia del genotipo del cultivar y se han
optimizado también los medios y las condiciones de cultivo para la respuesta a la
embriogénesis somatica a partir de cotiledones y radiculas de los distintos cultivares de
la coleccion mundial de olivo. Cuando se cultivaron embriones maduros, 13 de las 33
variedades evaluadas dieron lugar a plantulas de olivo, siendo la radicula la zona del
embrion con mayor capacidad embriogénica. Cuando se utilizaron embriones

inmaduros, Picual fue la variedad que mejor respondi6 a la embriogénesis somatica.

Los resultados de este trabajo han puesto de manifiesto la enorme dificultad de
trabajar en condiciones de cultivo in vitro con una especie tan compleja y desconocida a
nivel genético como el olivo, y pueden servir de base en posteriores aproximaciones

encaminadas a la generacion de haploides de olivo.



SUMMARY

Olive (Olea europaea L.) is one of the oldest crops in the mediterranean area.
The time needed between the initial crosses and getting genetic variability and fix the
genotype at the end is one of the factors in choosing the strategy in a plant breeding
programme. Moreover it is crucial in a wooden plant with long life-cycle like olive. For
this reason we aimed to use in this work the haploid-diploidisation as a helpful tool to
be used in breeding programmes. We also studied the influence of the genotype in the

response to the somatic embryogenesis in olive.

We set up the techniques for in vitro culture of olive immature embryos and the
test of the poly-embryo degree in the world germoplasm bank of olive. We only
detected spontaneous poly-embryos in 27 out of 80 olive varieties. These plants were
evaluated by flow cytometry to quantify the ploidy level and they all were diploids. This
means that the culture of olive poly-embryos cannot be used as a tool in plant breeding
programmes to generate haploids, which will be an extraordinary tool in plant breeding

programmes.

On the other hand we also evaluated the influence of the genotype and the
culture conditions in the response to the somatic embryogenesis from cotyledons and
roots using the olive germoplasm bank. In the case of using mature embryos, 13 out of
33 analysed varieties generated olive plants. Roots were the area of the mature embryo
with a higher embryogenic potential. In the case of using immature embryos, Picual was

the variety with a higher response to somatic embryogenesis.

Our results pointed the enormous difficulty of olive in vitro culture due to the
fact that olive is a very complex and unknown at the genetic level, but they can still be
taken into account for some other approaches to generate olive haploids for breeding

programmes.
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