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Un sistema de multiplicacion totalmente c u It IVO INn Vi t YO

eficaz a nivel comercial y apto para la
propagacion a gran escala de olivo adulto,
asegurando garantia sanitaria y genética.

El olivo ha sido propagado
por medios convencionales (esta-
quillado), no siendo eficaces y
con éxito limitado para algunas
variedades. La mejora de técnicas
como la propagacion in vitro seria
la més (til para estos cultivares.

Hasta la fecha, varias técni-
cas para la micropropagacién del
olivo han sido descritas (Rugini,
1986; 1990; Cafas y Benbandis,
1988). Sin embargo €l caracter ju-
venil del material micropropaga-
do o el bgo rendimiento de los
métodos, ha impedido su uso co-
mercial. Ahora divulgamos un pro-
cedimiento eficiente para propa-
gacion in vitro de material adulto
de alivo.

Material inicial

Los brotes y apices termina-
les fueron recogidos de éarboles
adultos cultivados en campo de
las variedades Arbequina, Picual
y Empeltre, injertadas sobre plan-
tas de acebuche de dos afios. La
conformidad varietal de las plan-
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tas seleccionadas fue autentifica-
da previamente por marcadores
(RAPD). Un afio més tarde, los
nuevos brotes (5-10 centimetros)
fueron esterilizados en superficie y
se utilizaron como material de par-
tida para el cultivo in vitro.

En el experimento fueron uti-
lizados explantes uninodales. Para
establecer el cultivo in vitro. Estos
fueron cultivados en el medio de
Rugini a la mitad de concentracion
(ROM), (Rugini, 1984) suplemen-
tado con un miligramo BAP. Des-
pués de las tres semanas de culti-
Vo, las yemas brotadas fueron trans-
feridas al medio de multiplicacién.

m Hasta la fecha, variastécnicas
para la micropropagacion del olivo
han sido descritas; sin embargo, el caracter
juvenil del material micropropagado
0 el bajo rendimiento de los métodos,
ha impedido su uso comercial

Para inducir la multiplica-
cién, dos medios basicos fueron
comparados. medio modificado del
MS (Murashige y Skoog, 1962)
(micro y elementos macro del ¥)
y medio para olivo de Rugini
(ROM). Ambos medios fueron su-
plementados con tres concentra-
ciones de BAP (1, 2.5, y 5uM) so-
lamente o combinados con 1 uM
de Thidiazuron (TDZ).

Los medios fueron solidifica-
dos agregando agar (0.8% w/v) y
el pH fue gjustado en 5.8. Los ex-
plantes permanecieron bajo ilumi-
nacién por 16 horas diarias (Gro-
lux, 80 mmol m-2 sec-1) a una
temperatura de 25+2°C. Se com-
pararon periodos de multiplica-
cion de 14 y 28 dias. EIl DNA de
las plantas propagadas in vitro y
plantas adultas de campo (cedidas
por el Banco de Germoplasma de
Cérdoba) de Arbequina, Picua y
Empeltre fue comparado genética-
mente mediante técnica RAPD.

Para la extraccion se utilizo
el método de Murray y Thompson
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con modificaciones. En la reaccion
de PCR se utilizaron 8 oligonuclet-
tidosdeloskitsA, K, X y Z (tecno-
logias de Operon, Alameda, Cdlif.).
La amplificacion tuvo lugar segln
lo descrito por Belgj y col. (2000).
El DNA se corri6 en gel de polya
crylamida y se tifio segun lo des-
crito por Bassam y col. (1991).

Resultados

Establecimiento in vitro del
cultivo: La brotacion de los ex-
plantes nodales en el medio del
OS alcanzd cerca del 80% para
las tres variedades probadas. Des-
pués de tres semanas de iniciada

la brotacion las plantulas alcanza-
ron una longitud media de 15mm.
Tasa de proliferacion: Las
yemas brotadas se repicaron a los
medios de la multiplicacion para
inducir crecimiento axilar del bro-

B Para el experimento que se describe,
los brotesy apices terminales fueron
recogidos de arboles seleccionados adultos
cultivados en campo de las variedades
Arbequina, Picual y Empeltre, injertadas
sobre plantas de acebuche de dos afios

T REPRODUCCION "IN VITRO" I

te. Catorce dias de periodo de mul-
tiplicacion fueron escasos para in-
ducir la proliferacion de los brotes.
Tras cuatro semanas en medios de
la multiplicacién, se contabilizaron
las tasas paralos distintos medios.
Los mejores resultados se ob-
tuvieron usando el medio ROM.
Todas las concentraciones de BAP
ofrecieron mejores resultados com-
binadas con TDZ. Sin embargo, 5
UM de BAP resulté excesivo, pro-
duciendo vitrificacion seguida por
la muerte de la planta. El nimero
més ato de brotaciones axilares
fue obtenido cuando los explantes
fueron cultivados en el medio que
contenia el 1uM BAP combinado
con el 1uM TDZ. En este medio, la
tasa de multiplicacion para las tres
variedades fluctué entre 2.5y 2.8.
Desarrollo de las plantas:
Para permitir el alargamiento de
los brotes, los explantes fueron re-
picados a medio del alargamiento
(EM), compuesto por las sales 'y
vitaminas de MS modificado sin
reguladores del crecimiento y con
sucrosa del 3%. Las plantas en este
medio fueron cultivadas 28 dias.
Cuando los brotes alcanzaron
45 mm de longitud fueron coloca-
dos durante 5 dias en una solucion
no estéril con sacarosa a 2%, 15
UM de AIB y 10 el pM de AlA.
Posteriormente se lavaron en una
solucién de benomilo 1g/l. Y se
repicaron a una mezcla de turbay
fibra de coco (50:50) manteniendo
una humedad relativa del 100%.
En el plazo de 25-35 dias, el 75%
de las plantas producen raices. La
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aclimatacion se prolong6é durante
55 dias sin problemas de patologias.
Conformidad varietal: Las
plantas enrai zadas demostraron un
desarrollo normal y fueron anali-
zadas (PCR-RAPD) un mes des-
pués de la aclimatacion. Las plan-
tas cultivadas in vitro dieron el
mismo patron de bandas tras la
amplificacion que el obtenido de
las plantas del banco de germo-
plasma de Cordoba. Fueron identifi-
cados por € uso de 4 OPAs (OPA-
01; OPA-19; OPK16; OPX-01).
Produccion en campo: Tres
anos después, las plantas proce-
dentes de micropropagacion han
producido normalmente, tanto las
variedades mencionadas como otros
cultivares multiplicados mediante
€l mismo sistema (Frantoio, Hoji-
blanca, Manzanillay Alfafarenca).
Hoy, méas de 350.000 plantas
han sido llevadas a campo, no
mostrandose ningun problema de
conformidad. De edtas plantas apro-
ximadamente un 15% han entrado

B Estesistema, al igual que el estaquillado
semiherbéceo, favorece la pronta entrada
en produccién, pero con la ventaja afiadida
sobre el estaquillado estandar de unatotal
garantia sanitaria y homogeneidad genética

ya en produccién. Asi se ha con-
seguido poner a punto un sistema
de multiplicacion eficaz de mane-
ra comercial y apto para propaga-
cién a gran escala de olivo adulto,
asegurando garantia sanitaria y
genética de la planta producida.

Discusion y conclusiones
La concentracién moderada
de BAP combinado con TDZ dio
las tasas més altas de brotaciones
axilares y evitd sintomas de vitri-
ficacion en los 3 cultivares de oli-
vo, mejorando las técnicas de mi-
cropropagacion de olivo propues-
tas hasta la fecha. La fuerte res-

puesta del olivo a TDZ esté en €l
acuerdo con los resultados descritos
por Mencuccini y Rugini (1993).
En otros trabajos la zeatina se
muestra como la citoquinina més
eficaz (Rugini, 1986) mientras que
en el resto de trabajos el material
tenia caracter juvenil o las técni-
cas eran poco eficientes

El procedimiento descrito en
este trabajo permitio la micropro-
pagacion de olivos adultos con
una eficiencia suficiente como pa-
ra aplicar su uso a nivel comer-
cial. Este sistema, como el esta-
quillado semiherbéceo, favorece la
pronta entrada en produccion, pe-
ro con la ventgja afiadida sobre el
estaquillado estandar de una total
garantia sanitaria y homogeneidad
genética (multiplicacion clonal).
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