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Sono passati 40 anni!

Compound Olive medium (OM) Almond medium (MS) Jjy
(mg1™") (mg 1) 17

KNO, 1100 1900 o

NH NO, 412 1650

Ca(NO,), - 4 H,0 600 - ne

CaCl, - 2 H,0 440 440 e

KCl 500 —

MgSO, - 7H,0 1500 370 k

KH,PO, 340 170 t1

FeSO, -7 H,O 27.8 27.8 co

Na, EDTA 37.5 37.5

MnSO, - 4 H,0 22.3 22.3

H,BO, 12.4 6.2 ag

ZnS0O, -7 H,0 14.3 8.6

Na,MoO,- 2 H,0 0.25 0.25

CuS80,-5H,0 0.25 0.025

CoCl, - 6 H,0 0.025 0.025

Kl 0.83 0.83

Myo-inositol 100 100 10

Glycine 2 2

Thiamine - HCI 0.5 0.1

Pyridoxin - HCI] 0.5 0.5

Nicotinic acid 5

Biotin 0.05

Folic acid 0.5

Sucrose 30000

NAA —

Zeatin or 2iP 4

BAP —

Glutamine 2190

Agar 6 000

(pH) (5.8)

RUGINI OLIVE MEDIUM

The Qlive (Qlea europaea sativa L.} plays an important role in the
economies of countries in the Mediterranean area. The in vitro
culture of Olive, a particular difficult species to propagate in vitra,
required the development of a specific medium formulation. Rugini
medium is dedicated to the proliferation of the olive shoots. The
medium has an enriched compaosition compared to MS. Olive tissues
are characterized by a high content of Ca, Mg, 5, Cu and Zn. The best
nitrogen source is a combination of NO3 and NH,, supplemented
with glutamine 2,19 mg/l. The better carbon source is mannital (30-
36 gr/l) compared to sucrose. A better cytokinin to be used is zeatin:
1 mgyl if filter sterilized, 3-4 mg/l when autoclaved. TDZ and 2iP are
less effective. Shoots grow more rapidly compared to other media
The proliferation rate increases and more tender, sturdier shoots with
less basal callus are obtained

Rugini E., In vitro propagation of some olive cultivars, Scientia
Horticulturae 24, 123 (1984)

Jacoboni A., Luppine M., Rugini E., Role of basal shoot darkening
Scientia Horticolturae, 53:63 (1993)

R 0258 RUGINI OLIVE MEDIUM

R 0258.0001 11 (40249
R 0258.0010 10l (40.24 q)
R 0258.0050 501 (201.18 g)

0.5
30000 -
0.01 It
0.7
9 000 R L. 1 984 ‘ Heuchera propagation, SBW International BV
(5.8) Rugini,

Duchefa, NL

MICRO ELEMENTS

mg/l pM
CoCl,.6H,0 0.025 0.11
Cus0,.5H20 0.25 1.00
FeNaEDTA 36.70 100.00
H,BO3 12.40 200.55
KI 0.83 5.00
MnS0,.H.O 16.90 100.00
Na,Mo0,.2H,0 0.25 1.03
In50,.TH,0 14.30 49.75

MACRO ELEMENTS

mg/l mM
Cacl, 332.16 2.99
CalND,), 416.92 2.54
KCl 500.00 6.71
KH,PO, 340.00 2.50
KND, 1100.00 10.88
Mgs0, 732.60 6.09
NH,NO, 412.00 515

Total eoncentration Micro and Macro elements: 3915.34 mg/l

VITAMINS

mg/l M
Biotin 0.05 0.20
Folic acid 0.50 1.13
Glycine 2.00 26.64
myo-Inositol 100.00 554.94
Nicotinic acid 5.00 40.62
Pyridoxine HCI 0.50 243
Thiamine HCI 0.50 1.48

Total concentration Micro and Macro elements including vitamins:
4023.89 mag/l




La ricerca pubblica oggi in Italia

. . o Prodotto in vari laboratori commerciali
nella micropropagazione dell’'olivo:
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La micropropagazione dell’olivo

Fase 0 Fase 2 Fase 4
selezione e moltiplicazione ambientamento
preparazione
Fase 1
Fase 3
raccolta e

stabilizzazione radicazione




Problematiche comuni

» alcune cvs sono molto efficienti in
micropropagazione (Koroneiki, Arbequina,
Galaga);

> Necessario l'uso della zeatina, con costi molto
elevati:

> Bassi tassi di moltiplicazione (micro-
taleaggio)

» Cvs recalcitranti alla radicazione;

Prof. Micheli, UNIPG
PO LR L EELERE PR



Possibili soluzioni e innovazioni

J— ] .
S o B 1 % » Necessita di usare un ormone molto costoso, la
. s standard / &, zeatina (Z-riboside, Z- transisomer);

ZeaC=Zeatina
alternativa

> Attualmente la zeatina rimane il fitoregolatore piu
efficace nello stimolare la proliferazione di nuovi
germogli per molte varieta;

zea s ZeaC
1 subeoltura = Il subeoltura

> Incrementare l'efficacia della componente
ormonale classica del substrato (o ridurne
impiego/costo);

Naseem Ahmad
Mirostay Stinad Editors

‘%Eﬁiﬁﬁ“i"‘ . L i i
LTI > Ricorso a nuove formulazioni di zeatina (ZeaC) di

Biotechnology and

Agriculture costo inferiore rispetto agli standard conosciuti
o a mix di ormoni (es. Zea+Kin)

Prof. Micheli, UNIPG



Possibili soluzioni e innovazioni

(a} ~ ’/

Plant Cell Tiss Organ Cult (2008) 92:233-238
DOT 10.1007/s11240-007-9314-4

Stimulation of node and lateral shoot formation
in micropropagation of olive (Olea europaea 1..)
by using dikegulac

Emilio Mendoza-de Gyves - Farida Rosana Mira -
Fabrizio Ruiu - Eddo Rugini

o

Necessita di aumentare il tasso diJF
moltiplicazione riducendo la forte dominanza
apicale;

Il Dikegulac é in grado di stimolare la
moltiplicazione in vitro di germogli delle cv
Canino, Frantoio, Moraiolo, ma non in
Rosciola e Piantone di Moiano;

| Control Rosciola Dsgulac



Possibili soluzioni e innovazioni

Neem oil  Subculture  Multiplication

HorTScience 53(4):531-534. 2018, hteps://doi.org/10.21273/HORTSCI12731-17

. 1! ,
Neem Oil Used as a “Complex el ) W e )
Mixture” to Improve In Vitro Shoot ' 2 52c
Proliferation in Olive ol ? 3.4111;
Maurizio Micheli'? : :
DJ;afTim;nfoificScien:e Agrarie, Alimentari e Ambientali, Universita degli 2 8.0b
Studi di Perugia, Borgo XX Giugno 74, Perugia 06121, Italy 3 10.7 a
. horticulturae m\b\p}J
Effects of Biogenic ZnO Nanoparticles on Growth, > Verificare I'uso di sostanze naturali nel potenziare
Physiological, Biochemical Traits and Antioxidants on Olive |' efﬁca Cia d el |a com pO nente n utritiva (O | | o d | neem
q I

Tree In Vitro

Luca Regni =40 Daniele Del Buono *1(, Maurizio Micheli *(, Simona Lucia Facchin, Ciro Tolisano
and Primo Proietti

acqua di cocco, estratto di lievito)

Shoots

Shoots lenght
a as

ab

> Impiego di nanoparticelle;

OControl
o2

a6
b

mm

Cancentration ZnO-NPs (mg 1.7) Coacestration ZnO-NPs (mgl ) Concentration ZnO-NPs (mgL ")



Possibili soluzioni e innovazioni

» Impiego di microelementi rari
.plants Py

At > Controllo dei parametri ambientali (quantita e
The First Evidence of the Beneficial Effects of o
Se-Supplementation on In Vitro Cultivated Olive Tree Explants qua lita della Iuce)

Luca Regni +4(0 Maurizio Micheli **, Alberto Marco Del Pino (, Carlo Alberto Palmerini, Roberto D' Amato (&,
Simona Lucia Facchin, Franco Famiani ©*/, Alessandro Peruzzi, Hanene Mairech and Primo Proietti

Numero medio di nodi Numero medio di germogli

2 25
5 1 b
2 abe 2
. b be e be be
c ¢ 15 c c
3 ¢ ¢
1
2
0.5
1
o 0
Canino Moraiolo Sirole Canino Moraiolo Sirole
u Controllo ®AP67 EG2 u Controllo mAP67 mG2
EFFECT F ProbF Sign. EFFECT F ProbF Sign.
VARIETA 21.08377175 6.54E-09 = VARIETA 5.109045849 0.006997 ¥
LUCE 28.45386483 2.15E-11 = LUCE 7.086741016 0.001105 wx
VARIETA x LUCE 5.801497369 0.000211 == VARIETA x LUCE 2.071871128 0.086585
Residual Residual

Total Total




Possibili soluzioni e innovazioni

Micropropagazione in coltura liquida

Twin flasks . Rita™ >

Plantform

@

La coltura liquida in TIS combina i
vantaggi di:

assorbimento di nutrienti e PGR dall'intera
superficie dell’espianto;

periodico scambio gassoso dei contenitori
che evita I'accumulo di etilene;

diluizione dei fenoli che possono
determinare ossidazione e imbrunimento
dei tessuti

riduzione dei costi di produzione
(subcolture piu lunghe, aumento
proliferazione,...)




Possibili soluzioni e innovazioni @)

Micropropagazione in coltura liquida

> Plantform per la micropropagazione dell’olivo:

» I germogli di olivo si adattano molto bene alla
crescita in bioreattore con un elevato tasso di
moltiplicazione e con un’ottima qualita del
materiale propagato

Olea europaea > Possibilita di ridurre la concentrazione dei
Standard medium: Macro, micronutrients and vitamins OM medium (Rugini, 1984), . . . . . .
| F HA, 1 itol and f zeatin. In gl ;, 3 g/l gerli
S e Ot ot 5, 10 A et nutrienti e degli ormoni nel terreno liquido
the efficacy of the bioreactor on olive shoot growth.
Shoots after 4 weeks of culture with 5 pM zeatin

AT gy’ > Riduzione dei costi e migliore qualita dei
%«mim' R Plan rom [

germogli

RGR after 4 weeks.

1.59 3.84
3.72 4.32
3.63 4.49

The use of Plant Form may be considered a possible tool for improving the quality
of cultures and reduci et ion costs in olive mi i
Actually, only zeatin hor ures a good rate of olive proliferation and its high
costhas ah i




Non solo micropropagazione

Crioconservazione CI’IOteI’aPla
| Cellule piccole, di forma isodiametrica,
= con un elevato rapporto volumetrico
= nucleo-citoplasma. | vacuoli sono
- :> O ¢ | o £ piccoli e dispersi nel protoplasto.
1 S Opportuni trattamenti inducono
C @ vitrificazione di queste cellule durante
& ultra-raffreddamento in azoto liquido.
-
Micropropagazione Prelievo di mi apical Cri i Cellule del DM e della

CRIOCONSERVAZIONE DI MICROGEMME DI OLIVO

parte basale dei PF ?ﬁ\ﬁ oM

Crioterapia cs

v cM
'

Apice vegetativo prima
della crioterapia
(infetto)

Apice vegetativo
dopo crioterapia
(esente da patogeni)

Cellule piii grandi, con vacuoli grandi e

un basso rapporto volumetrico nucleo-

dolta i c i 196 » citoplasma. La vitrificazione di queste
a 2 < Cellule sottostanti il DM € | celiyle & problematica.

della parte apicale dei PF

Adv. Hort. Sci., 2007 21(4): 211-214

Annasof Applied Blology 1SN 0034786

The challenge of successful cryopreservation of olive
(Olea europaea L.) shoot tips REVIEW ARTICLE

Cryotherapy of shoot tips: a technique for pathogen eradication
to produce healthy planting materials and prepare healthy
s ux  plant genetic resources for cryopreservation
$ lale G g.c. wang'® B. Panis®, E Engelmann®=, M. Lambardi® & 1 PT. Valkonen®
Usberti 11/A, 43100 Parma, ltaly.

o Istitute la Valorizzazione del Ley delle Specie Arboree, CNR, Polo Scientifico, Via Madon. 1 Ezy laboratory of Plant Gemefic Improvemnent of Morfwest China, College of Horticuture, Northwest Agiauitural and Forest Univemity Yanging.
na del Piano, 50019 Sesto Fiorentino (F1), ltaly ‘Snaanw, Chra
2 Department of Appled Bioiogy. Universty of Hesirk, Heisink, Friznd
3 taborstory of Sopea Bt of o Mk Leunes, Begum
i ; 5 g a . 4 st de Aecherche pair e diveinppement D), Monpeller, Fance
Table 2 - Effect of zeatin concentration in the post-thaw OM medium 01 s sawrsy rsemsions, some, =y

the regrowth of olive shoot tips after PVS2 cryopreservation  * tuamaral {089 Fiomence, Baly

P.T. Lynch®, A. Siddika*, A. Mehra®, A. Fabbri**, C. Benelli***, M. Lambardi***
* Biological Sciences Research Group, University of Derby, Kedleston Roud, Derby, D
** Dipartimento di Biologia Evolutiva e Funzionale, Universita degli Studi di Parma,

Zeatin concentration Regrowth

(uM) (%)

9 6.6£6.6

18 20.0£0.0

36 20.0£11.5 r
46 38.3£6.7

Each value represents mean regrowth rate + standard error (3 replica-
tes, n = 15).



Non solo micropropagazione

Miglioramento genetico...

Coltura di embrioni Coltura degli embrioni in
immaturi
(da Rugini ¢ De Pace, 2015)

provetta con doppia fase :A,)
solido/liquido OM + 10
ma/L di GA3 per ottenere | A. 3
5 ... E al servizio delle Tecniche di Evoluzione Assistita (TEA)...

i cloni da uno stesso
P Trapianto del singolo

genotipo, dissezionando i
e e
Fepicatilein microtalee nn’;} o "'m“
ninodali | Fiantiness
uninodali 5 1 Piantinegia

ambientatee

microtalee uninodali SR
sottopostead un
Coltura degliembrioni Ly direttamentein oty lungo fotoperiodo
in amuitiwells» per ©aluce continua,
ottenere un solo peraccelerare la

individuo per genotipo crescita
Incrocio J £ S |
maggio/giugno agosto ottobre dicembre

Gend Primers GenBank -
name Accessions S |
fwd: CCAACAACCCAACTTGTTAAAA -

2"EO™M ey CGACAGAATAATTTGACCAAAAG 29279

Bashir et al. 2021

DNA-free genome editing
e molecular farming ...

1 2 3 4
'--

6 7 B 9 10

B Non trattato

Bl Olivo Canino wr
mm Olivo AT 17}

ol

> >
O < i
& & N a7 Ly
concentrazione TSP

OD (620 nm vs 540 nm)
=

.



Quali dubbi?

Stages : rigid (irriversible)

>

Maturity Senescence
.. .. . Reproductive .
Rigid Transition vegetative P / Aging Senescence
Vegetative

L > <% L L

4
v
A

Phases : flexible (reversible)




Confronto del
comportamento delle
varieta soggette a
diverse subcolture

(Arbequina, Coratina e
Frantoio)

- agronomy ﬁﬁb\py
Article

Micropropagation Effects on Juvenile Traits, Flower
Differentiation, and Tree Architecture in Young

Olive Trees

Davide Neri 12, Tonino Cioccolanti 2, Giuseppe Zuccherelli 3, Oriano Navacchi 3,
Veronica Giorgi (¥ and Enrico Maria Lodolini **

Confronto tra
materiale derivante
da
micropropagazione e
da talea
(Arbequina)

Confronto tra
materiale
micropropagato con
differente carattere
di “giovanilita)

(Arbequina)



Shoot length (cm)

ab

Arbequina Coratina

% of shoots

Frantoio

2

m— Arbequina
== Coratina
EEm Frantoio

2 3 4

Number of leaves per node

— 2000
== 2007

-— 2010

3
Number of leaves per node

4

- agronomy ﬁfp@
Article

Micropropagation Effects on Juvenile Traits, Flower
Differentiation, and Tree Architecture in Young

Olive Trees

Davide Neri 12, Tonino Cioccolanti 2, Giuseppe Zuccherelli 3, Oriano Navacchi 3,
Veronica Giorgi 12 and Enrico Maria Lodolini %*

Materiale propagato in vitro (Arbequina, Coratina
e Frantoio) da diversi anni (2000, 2007, 2010);

Sono stati condotti rilievi sulla crescita delle
giovani piantine sull’ espressione della giovanilita
(3 o + foglie per nodo);

Effetto limitato del carattere giovanile
(Arbequina plasticita superiore);

La presenza di 3-4 foglie per nodo correlata al
fattore genetico;



- agronomy [MbPL
Article

Micropropagation Effects on Juvenile Traits, Flower
Differentiation, and Tree Architecture in Young

Olive Trees

Confronto tra materiale micropropagato con
differente carattere di “giovanilita’)

Davide Neri 1%, Tonino Cioccolanti 2, Giuseppe Zuccherelli 3, Oriano Navacchi 3,
Veronica Giorgi ') and Enrico Maria Lodolini *#

160

a a) b b)
__ et a 140 - b L
£l 1L i 1
% 12r 1 5 100 - g
E 10 =
s =)
Z 8l 2
§ s ‘_‘é; 60 -
E 4l & af
* 2 20 -
E Cutting 2LN 3LN Cutting 2LN 3LN
W Basal [0 Median [N Distal
30 100 — *,b_;
a a)
. . . . . W Cuttin; S
Altezza e diametro maggiori nelle piante vitro- 3 &
. . o

derivate; £ .
& § eof
s =

La distribuzione delle branche lungo I' asse e % 5

maggiormente uniforme nelle piante é -

H 3
micropropagate z =i
ottenute da micropropagazione 0

Le piante
mostrano un numero superiore di ramificazioni
secondarie

Basal

Portion of the central leader

Median

Distal

Cutting

2LN

3LN




Confronto tra materiale derivante da -agrononzy [MbPI

=

micropropagazione e da talea Arice ) _ _
. Micropropagation Effects on Juvenile Traits, Flower
(Al’beq ul na) Differentiation, and Tree Architecture in Young

Olive Trees

25 . 2010 [0 2011 N 2012 Davide Neri 1%, Tonino Cioccolanti 2, Giuseppe Zuccherelli 3, Oriano Navacchi 3,

Veronica Giorgi ') and Enrico Maria Lodolini *#

N
=]

» La prima fioritura & stata osservata dopo due anni
dalla messa a dimora, sia le piante derivanti da vitro
sia da talea ;

3

o

» Dai risultati del fertility index si evince che la
coltura in vitro ha indotto alcuni caratteri di
giovanilita, ma in condizioni ex vitro le piante
sono in grado di maturare rapidamente,
mostrando anche un maggior vigore.

Fruit production (t ha-1)

o

Cutting Micropropagated

> La produzione cumulata nei tre anni di indagine

N 2010 2011 2012 non evidenzia differenze significative tra

. . materiale derivante da micropropagazione e da
50 | » talea.

40 . . .

> Le piante ottenute da micropropagazione

mostrano un numero superiore di ramificazigni

30
I] _ [ secondarie
ol l: - ﬂ
0 1 2 3 B 5 0 1

20
0r [ —
\
0
o 1 2 3 4 5 2 3 4 5

Fertility index Fertility index Fertility index

Frequency (%)




Confronto tra materiale derivante da
micropropagazione e da talea

)
—_ (Arbequina)
300

« micropropagated
250
200
., -l
E . R*=0.9018
S R
b .
: \i\
\
§ LR \ o™
TR
= 50
g y =-2.6839x + 26058
@ R =0.7972
o
o 50 100

- agronomy [MDPI

L
Article

Micropropagation Effects on Juvenile Traits, Flower
Differentiation, and Tree Architecture in Young

Olive Trees

Davide Neri 1%, Tonino Cioccolanti 2, Giuseppe Zuccherelli 3, Oriano Navacchi 3,
Veronica Giorgi ') and Enrico Maria Lodolini *#

» Le piante vitro-derivate hanno una forma piu

conica rispetto a quelle da talea, rendendo tali
piante piu adatte per I’ olivicoltura
superintensiva;

> Le piante micropropagate presentano una

maggiore uniformita nella distribuzione dell’
apparato radicale, con un maggior numero di
radici secondarie.



Ancora dubbi?

> Il materiale di propagazione derivante da vitro non mostra alcuno svantaggio
rispetto al materiale derivante da talea;

> Per alcune varieta (vedi Arbequina), il materiale da micropropagazione risulta essere di
qualita superiore rispetto a quello derivante da talea;

» E' necessario approfondire gli studi e ampliare le conoscenze anche su altre varieta;

> E’ fondamentale farlo, e farlo ora, per rispondere alla forte domanda del mercato;




Obiettivi della ricerca?

> Affiancare ai programmi di conservazione della biodiversita’, attivita’ di
caratterizzazione e valorizzazione della stessa, anche ai fini del miglioramento
genetico;

» Ampliare il panorama varietale micropropagato;

» Conservazione e crioconservazione del materiale vegetale;
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Grazie per |I'attenzione

«La micropropagazione nella produzione di
piante di olivo per i sistemi intensivi e loro

comportamento in campo»

Zuccherelli K., Silvestri C., Lambardi M.



