


Propagación in vitro de olivos ‘CORNICABRA’
Fernández-Aparicio Ruiz, M.; Domenech Menor, B.; Porras Soriano, A.; Porras Piedra, A.;
Soriano Martín, M.L. España.

Foro del Olivar y el Medio Ambiente
lsoriano@ita-cr.uclm.es
RESUMEN.
Las cualidades que ofrece la propagación in vitro llevan a considerar necesario aplicar esta técnica en olivos de la variedad Cornicabra, para poder obtener plantas fitosanitariamente sanas, que permitan realizar sobre ellas experimentos con la seguridad de que su estado sanitario no influye en los objetivos buscados.
Aunque la propagación in vitro del olivo no es fácil de conseguir, en este trabajo se han hecho, aprovechando la experiencia ofrecida por autores como Murashige, Rugini, Lloyd, García-Berenger o Fiorino, notables progresos en la puesta a punto de una metodología que permita propagar estaquillas uninodales de cv. Cornicabra. En él se presentan los ensayos realizados y se ofrecen los resultados obtenidos.

SUMMARY.
The properties offered by in vitro propagation leads to consider this technique neccessary to be applied on olive trees cv. Cornicabra, in order to obtain healthy plants which allows to make experiments in which the healthy state of the plants will not be an influential factor on the objetives searched for.

In spite of in vitro propagation is not an easy technique to be carried out, in this work a remarkable progress has been achieved in the development of a methodology which permits to propagate single-node woody explants of Cornicabra cultivar, following the experiences of authors like Murashige, Rugini, Lloyd, García-Berenger or Fiorino. This work shows the essays carried out and the results obtained.

1.- introducción. conceptos básicos

La micropropagación es una técnica de propagación vegetativa basada en la capacidad de multiplicación que poseen las células vegetales cuando son sometidas a condiciones nutritivas y ambientales adecuadas y son estimuladas con determinados reguladores de crecimiento.

Es una técnica, que debe realizarse en instalaciones específicas, donde se mantienen condiciones asépticas en todas las manipulaciones para evitar las contaminaciones por hongos y bacterias, que se desarrolla fuera del ambiente natural, en cámaras de ambiente controlado en las que se mantienen a niveles óptimos para el crecimiento, en la que no participan los órganos reproductores de la planta, sino que se realiza por medio de una estimulación de la inducción de yemas, que dan lugar a nuevos brotes que, una vez enraizados, forman las nuevas plantas.

Es un sistema de propagación que puede hacerse en un relativamente corto espacio de tiempo, cuyas ventajas pueden ser entre otras la obtención de plantas de las mismas características genéticas que las de origen, la facilidad de enraizamiento en aquellas especies difíciles de enraizar por medio de técnicas convencionales, la producción de plantas en cualquier época del año, el mantenimiento de las especies por tiempo indeterminado para ser utilizadas en el momento requerido por el productor y la inducción de características de interés agronómico mediante la realización de microinjertos.

El proceso de micropropagación incluye una primera fase de preparación de la planta madre, una segunda fase de establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia, una tercera fase de multiplicación de brotes, una cuarta fase de enraizamiento y por último, cuando las plantas están formadas, un proceso de aclimatación a las condiciones de intemperie, para lo cual, una vez enraizadas, cuando sus hojas estén bien desarrolladas, los explantos se deben transferir a un sustrato limpio, no necesariamente estéril, que esté libre de organismos patógenos, en contenedores cubiertos por un plástico, para mantener la humedad relativa elevada hasta que comience su desarrollo.

Al hacer propagación in vitro es de suma importancia el medio de cultivo, el cual es una combinación sólida o líquida de nutrientes y agua, que incluye sales inorgánicas, carbohidratos, vitaminas y aminoácidos, suplementados con algún regulador de crecimiento y con otras sustancias.

La diferencia principal entre los medios surge por ser variables los requerimientos nutritivos de las especies, y ser específicos para la parte de la planta que se esté cultivando y para la respuesta que se desea obtener.

Al preparar el medio de cultivo, después de añadir todos sus componentes, se debe proceder a ajustar el pH, ya que su valor final es importante pues puede afectar, entre otros, a los enzimas y a algunos componentes del medio de cultivo.

También es conveniente considerar que el ambiente necesario para la micropropagación requiere que la temperatura a la que está sometido el explanto se adapte al intervalo característico de cada especie, el cual varía en función del genotipo, del órgano del que se ha extraído, de la época del año, de la edad de la planta madre, del fotoperíodo, etc. También hay que considerar la irradiación o cantidad de luz que incide sobre las plantas en los cultivos in vitro, que puede ser inferior a la que necesitan las plantas in vivo, y que como dato indicar que es habitual usar sólo un 10% o incluso menos de dicho valor, que el mejor fotoperíodo es el que se corresponde con las necesidades de las plantas madre, y que para la propagación in vitro la esterilización, tanto del material vegetal como de los medios frescos, es esencial.

La propagación in vitro del olivo, aunque no es fácil de conseguir, y aunque varios medios de cultivo han sido desarrollados para esta especie, tales como el Medio de Iniciación de Rugini (MIR), el Olive Medium (OM), el de Murashige y Skoog (MS), el de Lloyd y McCown, el de García-Berenguer, el de Fiorino y Leva, aún hoy la propagación in vitro del olivo mediante el cultivo de estaquillas uninodales con proliferación de brotes laterales, sigue presentando dificultad para la mayoría de los cultivares de olivo, particularmente cuando el material procede de plantas maduras. En este trabajo se han llevado a cabo por los autores, gracias a los proyectos subvencionados 1FD97-0763-CO3-E-03 y 1FD97-1957, unos primeros ensayos de propagación in vitro de olivo “Cornicabra”.
materiales y métodos

( Explantes: se han utilizado diferentes tipos de material vegetal para la obtención de los explantes, los cuales han sido recogidos de plantaciones tradicionales de olivos Cornicabra, del término municipal de Pozuelo y de Infantes, ambos de la provincia de Ciudad Real. El material vegetal recogido en campo ha sido el siguiente:

1. Brotes basales de 25-30 cm de longitud, cogidos de la base del tronco (“chupones”), fueron fragmentados en estaquillas de 7-10 cm de longitud a los que se retiraron las hojas, se pulverizaron con oxicloruro de cobre 50% PM (8 g/l de Cupravit de Bayer) y se insertaron por su base en una caja de plástico (40 x 20 cm) con tapadera de cristal, conteniendo perlita estéril, humedecida con agua esterilizada. Las estaquillas se mantuvieron durante dos meses para su brotación en una cámara de crecimiento a 27 ºC (2, 16 horas de luz fluorescente y próxima a ultra-violeta, a 36 (E.m-2 . s-1 y 100 % de humedad relativa.

2. Fragmentos de madera (“zuecas”), cogidas con un hacha de la base del tronco (“peana”) de, aproximadamente, 15-20 x 8-12 cm, los cuales fueron limpiados con un cepillo de fibra de dureza media y con jabón, aclarados bajo el agua del grifo y pulverizados con oxicloruro de cobre 50% PM (8 g/l). Las zuecas fueron enterradas parcialmente en perlita estéril, y mantenidas en las mismas condiciones que las descritas en el apartado anterior.

Las siguientes fotografías muestran los trabajos realizados para conseguir el material vegetal utilizado en los ensayos.
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Figura 1.- Material vegetal usado para la obtención de explantes. Parte superior: estaquillas. Parte inferior: zuecas.

( Desinfestación de material vegetal:. los nuevos brotes obtenidos a partir de las estaquillas y de las zuecas, cuando tenían un desarrollo de 2-4 nudos, se extirparon y se divideron en fragmentos de 2 nudos, eliminándoles, además, las hojas.

Estas estaquillas binodales eran desinfestadas sumergiéndolas en etanol 96º (80%), durante 2-3 segundos, y seguidamente en hipoclorito sódico (20%) durante 20 minutos, con agitación magnética a 37 (1 ºC. En condiciones asépticas, se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se dejaron secar y se cortaron en estaquillas uninodales de 1-2 mm de longitud.

( Medio inicial: las estaquillas uninodales de “Cornicabra” fueron cultivadas in vitro según la técnica descrita por Rugini (1984).

Dichas estaquillas uninodales fueron subcultivadas en placas de Petri cada cuatro semanas en el siguiente medio inicial: Medio de Rugini (4,023 g/l), sacarosa (20 g/l), Inositol (0,05 g/l), Zeatina (0,5 mg/l), Tiamina·HCl (10 mg/l), carbón activo (3 g/l) y Phytoagar (6 g/l).
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Figura 2.- Proliferación de brotes (Fase I).

( Medio de formación del callo: los brotes de 4 semanas, con 2-3 nudos, obtenidos de cultivos en el Medio Inicial fueron transplantados a vasos de cultivo (100 ml) conteniendo el medio Murashige y Skoog (1/2 MS), sacarosa (2 %), ácido indolacético (1 mg/l) y agar (0,7%), donde se mantuvieron durante 15 días.
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Figura 3.- Formación del callo.

( Medio de formación de las raíces: cuando la base de los explantes estaba hinchada, fueron transplantados al medio de elongación de raíces, compuesto por MS medio basal (1/4), sacarosa (2%), zeatina (1mg/l), carbón activo (0,02%) y agar (0,7%), donde se mantuvieron durante tres semanas.
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Figura 4.- Formación y elongación de raíces.

( Condiciones de cultivo: todas las fases fueron realizadas en una cámara de crecimiento a 25 (1 ºC, 16 horas de luz con lámparas fluorescentes (3’6 (E.m-2. s-1). En la fase inicial se colocaron 8-10 explantes en placas petri conteniendo 8 ml de medio. En las fases siguientes se utilizaron vasos de propagación de 175 ml, conteniendo 30 ml de medio y en los que se colocaron de 3-5 explantes. Todos los medios fueron ajustados a pH 5.8, antes de esterilizarlos en el autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. Las sustancias termolábiles fueron añadidas posteriormente filtrándolas.

( Fase de endurecimiento: las plantas que a las tres semanas presentaron raíces fueron transplantadas a vasos de vidrio de 250 ml conteniendo una capa de gravilla en su base de 2 cm, sobre la cual se dispuso una mezcla de perlita: arena: turba (1:1:1). Las plantas se mantuvieron durante un mes en la cámara de crecimiento, en el interior de una caja de plástico transparente, a 23 (2 ºC, 16 horas de fotoperíodo (36 (E.m-2 . s-1) y 100% de humedad relativa. Posteriormente se transplantaron a macetas de 400 ml y se colocaron en un invernadero a 20 (5º C, donde fueron regadas y fertilizadas (solución Hogland) periódicamente.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

( En total se ha utilizado 106 explantes procedentes de las estaquillas sometidas a brotación y 159 explantes obtenidos de las zuecas brotadas. La evolución de los mismos figura en el siguiente cuadro:
Procedencia del explante
Nº explantes
% contaminación
% proliferación
% formado callo
% formado raíces
% superado el endurecimiento

Estaquilla
106
41.5 a
34.9 a
40
20
70

Zueca
159
21.38 b
52.20 b
En proceso
En proceso
En proceso

( Uno de los principales problemas encontrados en el proceso de propagación in vitro de Cornicabra han sido las contaminaciones de los explantes iniciales, las cuales se han reducido significativamente cuando la producción de los mismos es de brotes procedentes de zuecas. Este material, además, ha demostrado mayor vigor y superior capacidad de proliferación, con respecto a los explantes procedentes de brotes de estaquillas semileñosas.
( Se ha conseguido la propagación in vitro de olivos cv. Cornicabra, lo que abre grandes posibilidades para el estudio de esta variedad encaminado a la producción de plantas comerciales fitosanitariamente sanas.
( El porcentaje de plantas enraizadas a partir de los explantes obtenidos de brotes de estaquillas ha resultado algo bajo (20%) con respecto al obtenido en otros cultivares de olivo (Rugini 1984), lo que podría deberse a la hormona utilizada, que ha sido IAA (ácido indoalcético), mientras que otros investigadores han conseguido superiores porcentajes de enraizamiento con NAA (ácido naftalenacético).
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