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RESUMO — (Caracterizacion histoquimicade la etapa temprana del desarrollo del fruto del olivo (Olea europaea
L.)). Se estudia el desarrollo a nivel histoquimico de la etapa temprana del fruto del olivo (Olea europaea L.)
variedad Picual, vigorosay elevado rendimiento graso. Paraello, se utilizaron flores de olivo recién fecundadas y
también com tres, sietey diez diastras|afecundacion. Hemos utilizado tincion com “ Sudan Black”, para hacer un
seguimiento de los lipidos en | as diferentes etapas de desarrollo del fruto del olivo. Como resultado se puede decir
que en la etapa temprana del desarrollo del fruto, el exocarpo se presenta rico en lipidos en todas las etapas de
estudio. El mesocarpo y € embrion presentan tincion no homogeénea, o sea, hay algunas regiones de ellos que
presentan lipidos, mientras que la zona vascular del mesocarpo y €l endocarpo se presentan libre de tincién y la
zonavascular del embrion se mantienericaen lipidos.
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ABSTRACT - (Histochemical characterization of the early stage of the development of the fruit of the olive tree
(Oleaeurgpaea L.)). The histochemical development isstudied of the early stage of thefruit of the olivetree (Olea
europaea L.) variety Picual, vigorous and of high fatty yield. Recently fecundated olive tree flowerswere used and
a so flowers three, seven and ten days after the fertilisation. Sudan Black reaction was used for the histochemical
detection of lipidsin the different stages of development of the olive fruit . Theresult isthat in the early stage of the
development of the fruit, the exocarp isrich in lipidsin all the study stages. The mesocarp and the embryo do not
present homogeneous coloration, that isto say, there are someregions of them that present lipids. Thevascular zone
of the mesocarp and the endocarp are presented free of coloration and the vascular zone of the embryo in the last
two study stages staysrich in lipids.
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Introducion

El olivo (Olea europaea L.) pertenece a
la familia botanica Ol eaceae, que comprende
especies de plantas distribuidas por |as regio-
nes tropicales y templadas del mundo. Las
plantas de esta familia son mayoritariamente
arbolesy arbustos aveces trepadores. Muchas
de ellas producen aceites esenciales en sus
flores o frutos, algunos de los cuales son uti-
lizados por el hombre. Botanicamente laacei-
tuna es una drupa. Se trata de un fruto con
una sola semillacompuesto por tres regiones:
endocarpo, mesocarpo y exocarpo. El endo-
carpo es el hueso, el mesocarpo la pulpa o
carne, y €l exocarpo la piel o capa exterior.
El conjunto de estas regiones se denomina
pericarpo, y tiene su origen en la pared del
ovario. El ovario tiene dos |6culos, cada uno
de los cuales contiene dos 6vulos y solamen-
te uno de los cuatro 6vulos sera fecundado y
seguira su desarrollo para formar la semilla.
(Rapoport 1997).

Lamayoriadelainformacion que hoy dia
setiene del desarrollo y maduracion del fruto
del olivo se basa mayoritariamente en para-
metros morfoldgicos externos (Barranco
1997). Se consideran diferentes fases en el
proceso de crecimiento, desarrollo y madu-
racion del fruto.

La primera parte del desarrollo eslaque
presenta un mayor interés, por ser en ella
cuando se pone en funcionamiento la maqui-
naria que regula la sintesis y almacenamien-
to de lipidos de reserva. Segin Hermoso et
al. (1997), se han descrito las siguientes fa-
ses:

Fase | de crecimiento rapido: debido a
gue después de la polinizacion la division
celular esintensay al cabo de 10 a 16 diasle
sigue una gran expansion celular. Esta fase
durade 7 a9 semanas después de lafloracion
(Rallo 1994) y terminacon €l inicio de escle-
rificacion o endurecimiento del endocarpo.
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Fase Il de crecimiento lento: en laque €l
crecimiento celular se ralentiza o detiene. Es
el periodo en el que se completa el endureci-
miento del endocarpo. El méximo crecimien-
to del embrién y la semilla coinciden con la
fase final del endurecimiento del endocarpo.

Durante esta fase se inicia la acumula-
cioén de acidos grasos

Fase Ill de crecimiento rapido: se produ-
ce un incremento notable del tamario del fru-
to como consecuencia de la acumulacion de
aceite enlas célulasdelapulpa. Estafaseter-
mina cuando se inicia el cambio de color de
la epidermis de la aceituna. La semillallega
a su madurez hacia el final de esta fase, pre-
sentando un alto porcentaje de germinacion.
En este periodo |laacumulacién de &cidos gra-
s0s al canza su cul minacion, coincidiendo con
el cambio de color en la aceituna.

Maduracion propiamente dicha del fru-
to: cuando alcanza el grado maximo de ma-
duracién (frutos de color negro) y decrece €l
potencial de germinacidn con respecto al es-
tadio anterior.

Segun los datos disponibles sobre el
desarrollo y maduracion de la aceituna, in-
tuimos que la etapa decisiva en este proce-
so es lafase |. Sin embargo la mayoria de
los estudios relacionados con biosintesis 'y
almacenamiento de acidos grasos y otros
cambios metabdlicos se refieren a la etapa
de maduracion propiamente dicha (Donai-
re et al. 1975; Garcia-Martos y Mancha
1992; Ross et al. 1993), mientras | os esta-
dios tempranos del desarrollo apenas han
sido estudiados. De aqui nuestro interés en
fijarnos especialmente en la fase | de cre-
cimiento répido.

Paradl desarrollo de este trabajo se propo-
ne el siguiente objetivo: definir morfol bgica-
mente |la etapa temprana de desarrollo a nivel
histoquimico para hacer un seguimiento de los
lipidos en las diferentes etapas de desarrollo del
fruto del olivo.
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Material y mé&odos

Flores de alivo recién fecundadas y también
con tres, siete y diez diastras lafecundacion fue-
ron diseccionadasy muestras de diferentestejidos
(ovarios completos tras la fecundacion, pericarpo
y embriones en diferentes estadios de desarroll o)
han sido procesados para microscopia Optica
(MO).

Lasmuestrasdetejidos se colocaronen mez-
clafijadoraKarnovsky (1965) y mantenidasd 4°C
por toda la noche. Posteriormente las muestras
fueron deshidratadas en una serie de a coholes de
gradacién creciente (Johansen 1940) e incluidas
enresinaUnicryl.

Los cortes semifinos de 1mm de espesor se
realizaron con un ultramicrotomo. Los cortes se
han tefii dos con unasol ucién de Sudan Black (Sass
1951) y se han observado los cortes al microsco-
pio optico. Se redlizaron las microfotografias en
microscopio Zeiss Axioplan y utilizaron pdicula
35 mm Polaroid Color, 100 ASA.

Resultados

El estudio del desarrollo del fruto del olivo
se ha centrado en lafase primera de crecimien-
to rapido, que es la menos conacida hasta aho-
ra. Se han elegido cuatro etapas de la misma:
ovarios de olivo recién fecundados y después
detres, sietey diez dias de lafecundacién.
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EnlaTab. 1, se observael grado detincion
con Sudan Black enlas partes del fruto estudia-
das en las diferentes etapas de estudio.

En la primera etapa de las estudiadas, es
decir inmediatamente después de la fecunda-
cion, se ha observado mediante € Sudan Black
latincion en el exocarpo (Fig.1). Este alto gra-
do detincién se mantiene alo largo de las dis-
tintas etapas estudiadas. En cuanto al mesocar-
po se observa gque lareaccién del Sudan Black
no es homogénea, observandose que tanto la
zonavascular (Fig.1, flechanegra) como lare-
gion que rodea a embrién y una zona proxima
al exocarpo no se tifien. Esta distribucion celu-
lar se mantiene también en los diferentes esta-
dios estudiados. El endocarpo ho reaccionacon
Sudan Black (Fig. 2). Por tltimo, en el embrién
se observa una especia distribucion de células
tefiidas con Sudan Black enlaperiferiadel mis-
mo (Fig. 2, flechablanca).

En la segunda etapa de estudio, tres dias
después de lafecundacion, latincién en el exo-
carpo se mantiene, en € mesocarpo practica-
mente ocurre lo mismo y se visualiza una zona
muy tefiida proxima a ambos extremos del
embrién (Fig. 3y 4). En el interior del embrién
el patrén de tincién se mantiene. Conforme
avanza el desarrollo del fruto, después de siete
dias de lafecundacion, no es posible conseguir
cortes que incluyan a la vez el embrién y €l
mesocarpo con el exocarpo dado el aumento de

Tabela 1. Tincion con Sudan Black en las diferentes etapas de desarrollo del fruto del olivo. 12 etapa: ovarios de olivo
recién fecundados; 22 etapa: ovarios de olivo tres dias despues de lafecundacion; 3*etapa: ovariosdeolivo sietediastras
lafecundacion; 42 etapa: ovarios de olivo despues de diez dias de |a fecundacion.

Partes estudiadas 12 etapa 2% etapa 32 etapa 42 etapa
Exocarpo tincién positiva tincién positiva tincién positiva tincién positiva
Mesocarpo tincion no homogénea tincién no homogénea  tincidn no homogénea  tincién no homogénea

Zona vascular del mesocarpo
Endocarpo
Embrién

Zona vascular del embrion

negativa
negativa
tincion no homogénea

tincion negativa

negativa
negativa
tincion no homogénea

tincion negativa

negativa
negativa
tincion no homogénea

tincién positiva

negativa
negativa
tincion no homogénea

tincion positiva
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tamafio que sufre €l fruto. Por eso estudiamos
en distintos cortes la zona del mesocarpo y la
del embrién .

Lazonavascular del mesocarpo en detalle
se presenta libre de tincion (Fig. 5, flechas ne-
gras) con células arededor con tincién negra.
En el embrién la zona vascular se hace patente
con coloracion negra (Fig. 6, flechas blancas)
pero blanca alrededor (Fig. 6, flechas negras).
El endocarpo no se tifien con Sudan Black
(Fig.6). Por ultimo hemos estudiado el embridn
avanzado después de los diez dias de fecunda-
cion observando que las éreas correspondien-
tesalazonavascular presentan una coloracion
semejante a la observada en etapas anteriores
(Fig. 7). Aqui se hacen bien evidentes que las
células del endocarpo no se presentan tefiidas
con Sudan Black (Fig. 7).

Discusion

L os cambios morfol 6gicos que experi-
mentan los tejidos del fruto del olivo du-
rante su desarrollo vienen acompafados de
modificaciones en su composicioén quimi-
ca, reflejo del metabolismo que tiene lugar
durante este proceso de diferenciacion. Los
estudios microscopicos y histoquimicos
realizados nos proporcionan un medio efi-
caz para conocer los cambios que tienen
lugar en la etapa temprana del desarrollo
del fruto.

Segun Bronner (1975), el Sudan Black
es unareaccion utilizada para la deteccion
histoquimica de lipidos, dando lugar una
coloracién azul-negra a las preparaciones.
Ademas se ha descrito (Noher de Halac et
al. 1992) que los sitios que aparecen blan-
cos con Sudan Black indican presencia de
materiales polares como polisacaridos in-
solubles.

Se ha descrito (Rapoport 1997) que en
el ovario del olivo tras la fecundacién de
los cuatro évulos uno de ellos, el designa-
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do 6vulo funcional, empieza su desarrollo
como semillay los otros tres abortan y ter-
minan degenerando. Nuestros resultados
ponen de manifiesto este hecho ya que fre-
cuentemente aparecen regiones vacios que
creemos corresponden a ovarios abortivos
y no a problemas de fijacion, ya que en
otros casos se puede observar un embrion
en desarrollo en buen estado de preserva-
ciény fijacion.

El exocarpo del fruto del olivo contie-
ne lipidos como demuestra su alta reacti-
vidad con latincion utilizada. EI mesocar-
po, aunque puede parecer homogéneo en
una primera aproximacion, esta constitui-
do por células de distinto contenido como
se observa con la tincion a lo largo de su
evolucion. En todos los momentos del de-
sarrollo del fruto estudiados la zona vas-
cular del mesocarpo aparece libre de tin-
cion con Sudan Black . A medida que el
fruto avanza en el desarrollo se observa
unos grupos celulares proximos al embrién
muy ricos en lipidos que no sabemos a que
pueden corresponder. También es de des-
tacar la diferenciacién de la zona vascular
del embrion que presenta una distribucion
de su contenido de lipidos diferente al ob-
servado en el mesocarpo. El endocarpo pa-
rece ser una region con pocos lipidos ya
que no se tifien con Sudan Black.

Se puede decir que en la etapa temprana
del desarrollo del fruto del olivo, el exocarpo se
presenta rico en lipidos en todas las etapas de
estudio. El mesocarpo y €l embrion presentan
tincién no homogeénea, o0 sea, hay algunas re-
giones de ellos que presentan lipidos'y otras no
presentan, mientras que la zona vascular del
mesocarpo y el endocarpo se presentan libre de
tincion y la zona vascular del embridn en las
dos ultimas etapas estudiadas se mantiene rica
en lipidos |o que caracteriza la espécie en estu-
dio que pertenece a la familia botanica Olea-
ceae.
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Figuras 1-2. Ovério de olivo recién fecundados. 1) Destaca € ato grado de tincién en el exocarpo (EX) y en €
mesocarpo (M) en las zonas proximas a exocarpo sin embargo las zonas proximas a embrion (E) y rodeando la zona
vascular (flechas) no tefiidas. 2) Notese que en e embridn (E) las células de la perferia aparecen més tefiidas (flecha
blanca) y em otras partes libres de tincion (flecha negra El endocarpo(EN) se presenta libre de tincion).

Figuras3-4. Ovériodeolivotresdiasdespuésdelafecundacion. 3) El exocarpo(EX) estdmuy tefiido. En el mesocarpo
aparecen tefiidas las células de uma zona muy préxima al embrién (estrella). Las zonas vasculares (flechas) aparecen
libres de tincion. Laregion en la periferia del embridn aparece muy tefiida.4) Laregion en la periferiadel embridn esta
muy teflida asi como uma zona del mesocarpo(M) préoximaal embridn (estrella). El endocarpo (EN) no aparece tefiido.

Figuras 5-6. Embrién de olivo siete dias después de la fecundacién. 5) Exocarpo (EX) tefiido, zona vascular del
mesocarpo libre de tincion (flechas). 6) La zona vascular del embridn aparece tefiida (flecha blanca) mientras que las
células que las rodean no presentam tincion (flechas negras). El endocarpo (EN) aparece libre de tincion.

Figura 7. Embrién de olivo diez dias después de la fecundacion. Las células que rodean la zona vascular (flechas
negras) y €l endocarpo (EN) no presentan tincion. La zona vascular aparece tefiida (flechas blancas).
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