ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE DIFERENTES

|
g

La Mayora

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterrdnea  WRIVERSIDAL

CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora (IHSM-UMA-CSIC), Departamento de Botanica y Fisiologia Vegetal,

INTRODUCCION < <4

El olivo (Olea europaea) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundia
En este contexto, la embriogénesis somatica a partir de tejidos adultos se perfi
estudio tiene como objetivo establecer cultivos in vitro de diversos genotipos ¢
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posteriormente como fuente de explantes en la induccion de embriogénesis somatica.

MATERIALES y METODOS <«

Se recolectaron ramas de crecimiento nuevo de cuatro variedades, tres susceptibles a X.
fastidiosa: ‘Oliana’, ‘Canino’, ‘Ogliarola’; y una resistente: ‘Leccino’. Las ramas se
sometieron a un protocolo de desinfeccion que incluyo el frotado con etanol al 70% e
inmersion en hipoclorito sédico (NaClO, 0,5%, 10 min) seguido de 3 lavados con agua

destilada. Posteriormente, se seccionaron en fragmentos noc
la desinfeccion. Los explantes se cultivaron en medio de Revil

ales de 1,5-2 cm y se repitio
a et al.! (DKW suplementado
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con 1 mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) y 0,01 mg/L d

durante 6 semanas. Luego, se transfirieron a medio RP? con 1 mg/L de ribdsido de zeatina

(RZ) para elongacion (6 semanas). Finalmente, los brotes

seccion nodales (21,5 cm, 2 nudos) y se mantuvieron en medio RP con 2 mg/L de RZ
durante 8 semanas, tal y como recomiendan Vidoy et al.3 para el cv Arbequina. Tras este

periodo,

los explantes con desarrollo adecuado (brotes axilares 21,5 cm)
individualizaron y subcultivaron para la multiplicacion del material, con subcultivos cada 8
semanas. Para mejorar la introduccion y posterior elongacion del cv. ‘Leccino’ se testo el
uso de %RP y 0,5 mg/L de RZ. Igualmente, se testd el uso del cultivo en doble fase (RP
liguido con 0,1 mg/L RZ) para mejorar la tasa de multiplicacion en el resto de cvs.
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RESULTADOS <«
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Figura 2. Porcentajes de formacidn de brotes y de necrosis. Longitud media de Figura 3. Porcentaje de formacion de brotes y de
brotes axilares (mm) con niUmero de hojas observadas en diferentes variedades necrosis observados en el cultivar ‘Leccino’ iniciado in
de olivo establecidas in vitro en medio DKW + 1 mg/L BA + 0,01 mg/L IBA. Datos vitro en medio DKW y % RP + 0,5 mg/L RZ. Prueba de
tomados a las 6 semanas. Prueba de ¥2 (p < 0,05). x* (p <0,05).
15 Nimero medio de brotes axilares Longitud media de brotes axilares (cm)
a4
o g 1.0 mm Medio sélido ’g 3 o
92 1 Doble fase % Py == Medio solido
E‘ "E-’ % C—— Doble fase
(7)) —_—
e 3 T X 2
Qo0 2 ©
Es > 8
22 05 S5
S 1
0.0 — 0 '
Oliana Canino Ogliarola : Oliana Canino Ogliarola Oliana Canino Ogliarola : Oliana Canino Ogliarola
_ . _ Subcultivo 1 ; Subcultivo 2
Subcultivo 1 : Subcultivo 2 '
Canino Ogliarola Figura 4. Parametros de

!

lll\l\kl‘ ]

l\llll

IIIIIIIIIIIlllII‘H!I‘lllIlllIIIIIII||IlIIIIIIlllllllllllllll'lll!lllll|lIllIlllIlIlIl'l!!l|H|I|||:<|

8 L 9 s [ g
u_l_‘_Lll_LllJll|l|||||||||n|||nn||m|nnlnnlnnlumuu\

!I|!\II:ll||I||_\||lllllll\llll‘llll\llll‘lll

6

Medio solido Doble fase Medio sdlido

Doble fase

Medio sélido

Referencias:

1. Revilla, M.A.; Pacheco, J.; Casares, A. y Rodriguez, R. 1996. In vitro reinvigoration of mature olive trees (Olea europaea L.) through micrografting. 32: 257-261.

de brotes axilares, longitud
media de brotes axilares, tasa
de multiplicacién (niumero de
brotes nuevos/ numero de
explantos iniciales) y aspecto
de tres cultivares de olivo:
‘Oliana’, ‘Canino’ y ‘Ogliarola’,
cultivados en medio sdlido
(RP + 2 mg/L RZ) y medio de
doble fase (solido + liquido
RP + 0,1 mg/L RZ).

e L
) ) i
pich \
Y 3
; ‘ ]
—
g”

Doble fase

2. Roussos, P. A. and Pontikis, C. A. (2002). In vitro propagation of olive (Olea europaea L.) cv. Koroneiki. Plant Growth Regul. 37, 295-304.
3. Vidoy-Mercado, I., Imbroda-Solano, I., Pliego-Alfaro, F., Barceld-Mufoz, A. (2012). Acta Horticulturae, 949: 27-30

XVI Reunién de la
Sociedad Espafiola de

Cultivo in Vitro de
Tejidos Vegetales

. No obstante, |la emergencia de Xylella fastidiosa representa una seria amenaza para su sostenibilidad.
a como una herramienta biotecnolégica para la conservacion y mejora genética de la especie. Este
e olivo, evaluando su comportamiento y capacidad de micropropagacion, para utilizarlos
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Figura 1. Esquema del protocolo estandar seguido para establecer el material vegetal de olivo in vitro.
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Figura 5. Porcentajes de
supervivencia y aspecto
observados en el cultivar
‘Leccino’” durante la fase
de elongacion, -cultivado
en medios RP y %% RP
suplementados con 1 mg/L
de ZR tras 7 semanas.
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CONCLUSIONES <<%

El genotipo es un factor determinante en el establecimiento in vitro de olivo.
Los cultivares susceptibles a X. fastidiosa se establecieron bien en el medio de
Revilla et al.}, mientras que para ‘Leccino’, se usé 2 RP suplementado con 0,5
mg/L ZR en la fase de establecimiento o 1 mg/L ZR en la elongacion. Para la
fase de multiplicacidon, ‘Oliana’ y ‘Canino’ proliferaron adecuadamente en el
medio RP + 2 mg/L RZ, a diferencia de ‘Ogliarola’', que mostroé limitaciones. El
cultivo en doble fase no mejord en ningun caso los resultados de control.

Proyecto: “Research actions for reducing the impact on agricultural and natural ecosystems of the harmful plant pathogen

Xylella fastidiosa” (REACH-XY - CUP B93C22001920001)
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