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1. INTRODUCCION

1.1 CONCEPTOS GENERALES

El olivo Olea europaea L., es un importante cultivo cuyo origen se remonta
probablemente a mas de 3000 afios sobre la ribera del Mar Mediterraneo
(Boskou, citado por Beltran et al., 2005), utilizado en la produccion de aceite y
como alimento humano (Wu et al., 2004). Se encuentra entre los arboles mas
antiguos que se han cultivado en el mundo (Liphschitz et al., citados por
Kapellakis et al., 2008). Actualmente mantiene su importancia encontrandose
olivares en regiones como Estados Unidos, Argentina, Nueva Zelanda o
Australia. Su habitat esta determinado por el clima mediterraneo, localizado
entre los paralelos 30° y 45° de ambos hemisferios (Trujillo y Barranco, 2004).

Existe un gran numero de cultivares de olivos alrededor del mundo
estimandose alrededor de 1200 con mas de 3000 sinonimias (Rugini y Lavee,
citados por Lopes et al., 2004). Esto lleva a la necesidad de la correcta
identificacion de las diferentes cultivares por lo que actualmente se dispone de
una gran cantidad de medios y técnicas para diferenciarlos. A nivel mundial
existen 1400 millones de olivos plantados de los cuales un 68,89% se ubican en
Europa, un 18,03% en Africa, un 9,88% en Asia, un 2,7% en América y un 0,5%
en Oceania (COlI, citado por Vilar et al., 2010).

En Uruguay en los ultimos ocho afios se han plantado aproximadamente
8000 ha, con una proyeccion para los préximos tres afios de 3000 ha
adicionales (Villamil et al., 2010). Estos indicadores son una muestra de la
dinamica de este sector agropecuario que se encuentra actualmente en un
momento de maximo desarrollo, tanto a nivel de nuevas plantaciones como en
la instalacion de almazaras de gran nivel tecnoldgico (plantas para extraccion
de aceite) y una capacidad de procesamiento acorde a los niveles de
produccion (Peverelli, 2008a).

El cultivo del olivo se incentivé a partir de la promulgacion de la Ley
Cannesa (1937) la cual proporcionaba una serie de beneficios y estimulos a la
produccion (Urbina, 1938). En los afios posteriores a la vigencia de dicha ley,
surgieron varios emprendimientos olivareros en distintos lugares del pais, como
el Mercado Olivarero del Uruguay con plantaciones en el departamento de San
José (Mercado Olivarero, 1950). Otras explotaciones importantes se
establecieron en el litoral del pais en los departamentos de Paysandu (650 ha) y
Rio Negro (100 ha) Tous et al. (2005). Acompafando este desarrollo de la
olivicultura se establecieron varias almazaras en el pais, como por ejemplo el



establecimiento Urreta S.A (departamento de Salto) (Una empresa... 2007),
CAODUSA S.A. en la localidad de Fray Marcos en el departamento de Florida
(Montafiez, s.f.).

De estas plantaciones establecidas en el pais, se desconoce su identidad
varietal, procedencia, tipo de propagacion lo que imposibilita saber como se han
adaptado a las condiciones climéticas y edéficas de los distintos puntos del pais
donde se localizan y continuan la mayoria de ellos en produccion, por lo que
constituyen un excelente material de estudio.

A nivel productivo resulta necesario realizar una identificacion de estos
olivos mediante una caracterizacion genética y morfolégica. Los marcadores
moleculares de tipo microsatélites (Cipriani et al., 2002) y los morfoldgicos
adoptados como estdndares de clasificacion (Barranco et al., 2000) para el
Comité Oleicola Internacional, basados en el andlisis de hoja, fruto vy
endocarpo, proporcionan informacién precisa que permite conocer aspectos de
las caracteristicas agrondmicas y de crecimiento del cultivo (Cavagnaro et al.,
2001). Teniendo en cuenta que desde hace varias décadas existe en el mundo
un numero reducido de variedades de olivo en produccion, en el marco de esta
linea de trabajo se realizd la tesis, que tiene como objetivo caracterizar el
material colectado de “viejos montes”, para obtener una identificacion varietal
acorde a las exigencias actuales en el mercado.

1.2 OBJETIVOS

Se plantean los siguientes objetivos: historiar a nivel internacional y
nacional el cultivo de Olea europaea L. y caracterizar a nivel morfologico y
molecular los distintos montes implantadas en nuestro pais.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

2.1.1 Clasificacion taxondmica

El olivo, Olea europaea L., pertenece a la familia Oleaceae y al orden
Lamiales (Oxelman et al., Bremer, Olmsted, citados por Sher y Weber, 2009).
La familia Oleaceae comprende méas de 30 géneros y 600 especies que en su
mayoria son arboles y arbustos (Cronquist, citado por Bracci et al., 2011),
distribuidas naturalmente por las regiones tropicales y templadas del mundo
(Trujillo y Barranco, 2004). Habiendo sido incluida en diferentes Ordenes,
actualmente existe acuerdo en que derivan del orden Lamiales, como una de
las primeras familias divergentes (Oxelman et al., Bremer et al., Olmstead et al.,
citados por Sher y Weber, 2009). Esta especie en particular es la Unica que
produce fruta comestible, por lo que es cultivada desde la antigliedad con fines
de extraccion de aceite y produccion de aceitunas para consumo de mesa
segun (Sofo et al., Wu et al., citados por Mora et al., 2007).

Trabajos realizados por Green y Wickens, citados por Rallo et al. (2003)
indican que el olivo pertenece al género Olea el cual esta dividido en dos
subgéneros Olea y Paniculatae. Green, citado por Rubio de Casas et al. (2006)
describen al género Olea incluyendo 40 taxas distribuidas a través de Africa,
Europa, Asia y Oceania. Sin embargo, Moutier et al. (2006) los clasifica dentro
de tres subgéneros: Paniculatae, Tetrapilus y Olea. Ambos autores coinciden
gue el subgénero Olea esta dividido en dos secciones: Olea y Ligustroides.

Segun Breton et al., citados por Moutier et al. (2006) al describir la
biogeografia de los taxa indica que la seccion Olea incluye el complejo O.
europaea L. para englobar a los olivos del Mediterraneo. La revision taxondmica
del género Olea incluyé a la mayoria de las especies del area mediterranea de
Africa y Asia en cuatro especies dentro del complejo: Olea europaea, Olea
capensis, Olea woodiana, Olea lancea como lo indica la Figura 1.

Dentro de Olea europaea L., existen seis subespecies que han sido
definidas usando caracteres morfolégicos (Green y Wickens, Vargas et al.,
Green, citados por Besnard et al., 2002). Cada una de esas subespecies tienen
distribucién especifica: O. europaea subsp. europaea corresponde al olivo
mediterraneo, Besnard et al. (2002), O. europaea subsp. maroccana en el sury
oeste de Marruecos, O. europaea subsp. laperrini en las montafias del Sahara,
O. europaea subsp. ceraciformis, en la Isla Madeira, O. europaea subsp.



guanchica en las lIslas Canarias y O. europaea subsp. cuspidata que se
distribuye desde el sur de Africa al sur de Egipto y desde Arabia hacia el Norte
de India y suroeste de China (Green, citado por Bracci et al., 2011). De acuerdo
a los trabajos realizados por Quézel, citado por Besnard et al. (2002) todas
estas taxas se suponen que son interfértiles con el olivo mediterraneo.

Los autores Green y Wickens, citados por Angiolillo et al. (1999)
incluyeron a la mayoria de las especies del complejo Olea dentro de la especie
O. europaea, en base a caracteres morfolégicos, carioldégicos, anatomicos,
palinolégicos y evidencias bioquimicas. Sin embargo, Zohary, citado por
Angiolillo et al. (1999) manifesto el aislamiento geografico de O. africana, O.
chrysophylla y O. ferruginea y diferencias morfolégicas de O. europaea
justificando completamente su clasificacion como especie independiente.
Besnard et al. (2002) establecié la presencia de O. europaea subsp africana
del sur este africano, O. europaea subsp chrysophylla desde el este de Africa a
Arabia. Loukas y Krimbas, citados por Angiolillo et al. (1999) afirmaron que O.
laperrinei es una forma intermedia entre O. europaea y O. chrysophylla.

Dentro del género Olea hay 35 especies de plantas incluido el olivo Olea
europaea L. se encuentran todas las variedades cultivadas de olivos de
relevancia econémica y agricola y también los olivos silvestres (acebuches).
Hay diferencias de opinion de como subclasificar dentro de la especie, pero
generalmente se considera que los olivos cultivados pertenecen a la subespecie
sativa y que los olivos silvestres (acebuches) a la subespecie sylvestris (Laguna
2007, Rapoport 2008). En el Mediterréneo existen dos formas de olivo: olivo
silvestre (Olea europaea. subsp. europaea var. sylvestris) y olivo cultivado (Olea
europaea. subsp. europaea var. europaea) coexistiendo en muchas areas
ambas especies Bracci et al. (2011).

Los olivos silvestres incluyen los verdaderos oleaster (verdaderas formas
silvestres presentes en areas naturales) y formas feral las cuales pueden
proceder de semillas de clones cultivados o productos de la hibridacion entre
los verdaderos olivos silvestres y los cultivares (Zohary y Hopf, Angiolillo et al.,
Lumaret et al., citados por Belgj et al., 2007). Segun Scheepens y Excursion
(2008) formas feral es la mezcla de de Olea europaea subp. europaea var.
sylvestris x Olea europaea subp. europaea var. europaea. Por lo tanto las
formas feral y oleaster contribuyen a la variabilidad de O. europaea segun Sefc
et al. (2000). La distincion morfologica entre estas dos formas se dificulta debido
a su fenotipo similar (Bronzini de Caraffa et al., citados por Belaj et al., 2007).

O. europaea es la Unica especie de la familia Oleaceae con fruto, una
drupa, que es comestible (Rapoport, 2008). El olivo cultivado es un exponente
de la cultura mediterranea, por su valor agronémico constituye parte esencial de



los valores ecologicos y paisajisticos del ambito mediterraneo, como se ha
expresado en la E-Conference sobre Biodiversidad en la region mediterranea
(Freitas, citado por Hernandez et al., 2004).
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Fuente: elaboracion segun Breton et al., citados por Moutier et al. (2006) y
complementado por Sher y Weber (2009).

2.1.2 Descripcion botanica

El olivo cultivado es un arbol muy longevo que tiene la capacidad de
renovar el tronco mediante rebrotes que le permiten sobrevivir, por ello en la
antigliedad fue considerado un arbol inmortal segun lo indica Rincon (s.f.) y



puede ser productivo durante cientos de afios (Trujillo y Barranco, 2004). Su
tamafio en general es mediano dependiendo de la variedad y de las
condiciones de cultivo, pudiendo variar entre de 4 a 8 m de altura; el tronco es
grueso y la corteza de color gris a verde grisaceo (Trujillo y Barranco, 2004). El
porte natural de la especie es abierto caracterizado por una ramificacion inicial
ortogedtropa, donde el peso de la copa y/o cosecha obliga al ramo inclinarse y
a dirigirse en el sentido de la mayor disponibilidad de espacio y luz, de forma
gue la copa adquiere una forma hemisférica. Se distinguen otros dos tipos de
porte: erguido donde las ramas principales crecen con tendencia a la
verticalidad y presentan una dominancia apical acusada, lloron caracterizado
por ramos y ramas de poco diametro que crecen desde el principio inclinados
hacia abajo (Barranco et al., 2000).

La forma de la copa es redondeada y la tendencia natural de la especie es
producir una copa densa, aunque la forma del arbol es influida en gran medida
por las condiciones agronomicas y ambientales de crecimiento; también las
practicas de poda permiten cambiar su forma para favorecer la penetracién de
la luz demostrando el olivo tener una gran plasticidad morfogenética. Otros
caracteres del arbol como el porte, color de la madera y la longitud de los
entrenudos varian con el cultivar Rapoport (2008).

Sus hojas sobreviven de 2 a 3 afios (perennifolias) aunque también
pueden permanecer por mas tiempo. Estas son simples, variando la forma de
eliptica a lanceolada y con bordes enteros. El limbo tiene una longitud entre 3 y
9 cm y un ancho entre 1 y 1,8 cm. La nervadura central es muy marcada y las
nervaduras secundarias muy poco aparentes. El peciolo tiene una longitud que
no supera los 0,5 cm (Trujillo y Barranco, 2004). En cada nudo aparecen dos
hojas opuestas y los planos de las hojas de dos nudos consecutivos se
disponen entre si a 90°, esta disposicion se denomina decusada (Avila, 2000).

El haz de la hoja es generalmente de color verde-oscuro brillante debido a
la existencia de una cuticula gruesa que le permite adaptarse a periodos
prolongados calurosos y con escasas precipitaciones. El envés esta cubierto
por abundantes pelos aparasolados que le confieren un color blanco-plateado.
Estos tricomas especiales tienen un soporte cubierto por una superficie en
forma de disco y conforman una capa protectora sobre la superficie de la hoja,
éstos también crecen por el haz pero en cantidad muy inferior a la del envés
(Rapoport, 2008).

La profundidad, expansion lateral y grado de ramificacion del sistema
radical del olivo se ven influenciados claramente por caracteristicas del suelo
como: tipo, profundidad, aireacion y contenido hidrico segun Trujillo y Barranco
(2004), Fernandez et al., citados por Rapoport (2008). La morfologia de la raiz



depende del modo en que se haya originado el arbol y también del suelo. Si el
arbol procede de semilla, durante los primeros afios se forma una raiz principal
(pivotante) que domina el sistema radical. En cambio, si el arbol se ha
producido por propagacion vegetativa mediante enraizamiento de estaquillas
semilefiosas (método comercial habitual de propagacion de arboles), se forman
multiples raices adventicias que se comportan en su mayoria como raices
principales en el arbol. Las raices mas jovenes de color blanco estan
recubiertas por un elevado numero de pelos y son las mas activas en la
absorcion del agua y nutrientes. Las raices maduras son de color marrén
debido a la suberizacién de las mismas (Trujillo y Barranco, 2004).

El arbol de olivo presenta dos formas diferentes, una en la fase juvenil y
otra en la fase adulta. Las diferencias entre estas fases se manifiestan en la
capacidad reproductiva (solamente en fase adulta), en el potencial para
enraizamiento (mayor en la fase juvenil) y en diferencias morfolégicas en hojas
y ramas segun Rapoport (2008). El periodo juvenil del olivo transcurre desde
qgue germina la semilla hasta que florece; dicho periodo es largo y oscila entre
12-13 afios (Bellini, citado por Garcia-Limones et al., 2007), a so6lo 4-5 afios en
climas de mayor duracion de la estacion vegetativa, especialmente cuando se
desarolla con adecuados sistemas de poda (Lavee et al., citados por Garcia-
Limones et al., 2007).

2.1.3 Biologia reproductiva

Genéticamente el olivo es un organismo diploide (2n=2x= 46) segun
Breviglieri y Battaglia, citados por Bracci (2011), con un gran numero de
variedades la mayoria de las cuales son autoincompatibles. A diferencia de
otros cultivos, el germoplasma de olivo no ha sufrido erosion genética porque
no ha ocurrido intercambio con nuevos genotipos y los genotipos mas antiguos
son capaces de sobrevivir por un largo tiempo sin cultivarse. Por lo tanto esta
variabilidad considerable ha sido preservada hasta ahora sin haber sido
explotada o estudiada (Angiolillo et al., 1999).

La polinizacion del olivo es anemdfila, el polen es muy liviano siendo
transportado sin dificultad por el viento a grandes distancias (Villemur et al.,
2006), habiendo evidencias de que puede viajar hasta 200 km (Ribeiro et al.,
citados por Belaj et al., 2007). El polen resulta sensible a las condiciones
atmosféricas sobre todo a los periodos de frio, niebla y exceso de humedad
ambiental (Villemur et al., 2006).



La polinizacion y la fecundacién son los requisitos esenciales para la
formacion y el cuajado de los frutos Rapoport (2008). La mayoria de las
variedades son capaces de dar fruto en condiciones de autopolinizacion Truijillo
y Barranco (2004).

En el olivo las interacciones entre el tubo polinico y el estilo representan
un importante punto de control de la fecundacion. Alli ocurre la seleccion de un
so6lo tubo polinico, un fendmeno llamado seleccion gamética, por el cual unos
gametos son preferidos a los otros para la fecundacion. En cambio la
autoincompatibilidad en el olivo, se expresa por el retraso de los tubos polinicos
del mismo cultivar para atravesar el estigma; por esta razon pueden no llegar a
tiempo para encontrar primordios seminales viables (Cuevas et al., citados por
Rapoport, 2008).

Como consecuencia de la fecundacion uno de los cuatro oOvulos,
designado 6vulo funcional, comienza su desarrollo como semilla y los restantes
ovulos abortan y terminan degenerando. La fecundacion y determinacion del
ovulo funcional y el desarrollo y crecimiento de éste, estimulan el crecimiento
del ovario para formar el fruto y el cuajado de este fruto. El cuajado y principio
del crecimiento de unos ovarios desencadena el proceso de abscisién de los
ovarios no fecundados y algunos fecundados pero menos desarrollados
Rapoport (2008).

Eventualmente se forman frutos partenocarpicos cuando no se ha
producido polinizacion. Estos frutos se conocen como zofairones o azofairones,
donde factores hormonales enddgenos sustituyen al estimulo del oOvulo
funcional, pero no lo suficiente para que el fruto alcance su tamafio normal; por
lo que suelen ser mas pequefios que los frutos resultantes de la fecundacion y
tienen una forma mas aplastada. Estos no tienen valor econémico y en muchos
casos no permanecen hasta la cosecha Rapoport (2008).

2.1.4 Estructuras reproductivas

2.1.4.1 Lainflorescencia

La inflorescencia del olivo es una panicula, con un eje central el cual se
ramifica. EI numero de flores por inflorescencia oscila entre 10 y 40,
dependiendo de la variedad, de las condiciones ambientales y fisiolégicas del
arbol, éstas pueden estar aisladas o formar grupos de tres a cinco flores (Trujillo
y Barranco, 2004). Las inflorescencias se desarrollan en las axilas foliares de
los nudos de crecimiento vegetativo del afio previo a la floracion Rapoport
(2008).
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En las inflorescencias se presentan flores de dos tipos: perfectas y
estaminiferas. Las flores perfectas son hermafroditas, compuestas de
estambres y pistilo bien desarrollados. Las estaminiferas o masculinas, también
conocidas como imperfectas, tienen el ovario rudimentario o ausente y parecen
formarse debido a un fallo en el desarrollo del mismo. Como consecuencia de la
falta de ovario funcional las flores estaminiferas no dan lugar a la formacion de
un fruto. La proporcion de flores estaminiferas (% aborto ovarico), asi como el
namero de flores por inflorescencia, varian segun el cultivar y el afio Rapoport
(2008).

2.1.4.2 Laflor

Las flores del olivo son pequeiias y actinomorfas con disposicién regular
de pétalos y sépalos y simetria radiada en torno al eje del peddnculo floral. El
cdliz constituido por el conjunto de los sépalos, es un pequefio tubo
acampanulado de color blanco verdoso, que se mantiene junto a la base del
ovario después de la caida de los pétalos. La corola estd compuesta por cuatro
pétalos blancos o blanco-amarillentos dispuestos en cruz unidos a su base. Los
dos estambres insertados en la corola en orientacion opuesta, se componen de
un filamento corto y una antera relativamente grande.

Los numerosos granos de polen se forman en el interior de las anteras
durante las seis semanas anteriores a la floracion. El pistilo que se encuentra
en el centro de la flor se compone de un ovario supero, estilo pequefio y un
estigma muy desarrollado bilobulado y papiloso Rapoport (2008). La floracién
del olivo ocurre en la primavera (entre octubre y noviembre), en el Hemisferio
Sur Villamil et al. (2010).

La mayoria de las variedades son capaces de dar fruto en condiciones de
autopolinizacién pero el cuajado generalmente se produce por la intervencion
de polen de otra variedad. La fructificacion ocurre en ramas del afio anterior,
circunstancia que favorece la alternancia entre cosechas, pues en un afo de
elevada produccion el crecimiento vegetativo portador de la siguiente cosecha
es reducido, efecto conocido como “veceria” Trujillo y Barranco (2004).

2.1.4.3 El fruto

El fruto (forma elipsoidal a globosa) se considera una drupa compuesto
por una sola semilla. Presenta tres tejidos principales: endocarpo, mesocarpo y
exocarpo. El endocarpo es el hueso de la aceituna, el mesocarpo la carne o



11

pulpa y el exocarpo la piel. El conjunto de estos tres tejidos se denomina
pericarpo. Su tamafio es pequefio (1 a 4 cm de longitud y 0,6 a 2 cm de
diametro) Rapoport (2008). El peso de la fruta es entre 2 y 4 g en los arboles
silvestres, si bien puede llegar a mas de 10 g en algunas variedades cultivadas
(Trujillo y Barranco, 2004).

La fase de maduracion en el olivo incluye cambios cualitativos de diversa
naturaleza en la composicion del fruto, cuyas modificaciones externas de
coloracion, caracteristicas de esta fase, se utilizan como indicadoras de dicha
maduracion. Los cambios externos en la coloracion de la aceituna comienzan
cuando el color verde intenso se transforma en un verde claro-amarillento. A
continuacion empiezan a aparecer manchas violaceas (enverado), que se van
extendiendo hasta ocupar todo el epicarpio (Barranco et al., 1998).

Paulatinamente, la pulpa adquiere coloraciones violaceas hasta llegar al
hueso y la epidermis alcanza el color definitivo, que en la mayoria de las
variedades es el negro, aunque recubierto de una capa blanquecina de pruina.
De este modo, se considera periodo de maduracion al transcurrido desde que
comienza el cambio del color externo del fruto (enverado) hasta que el color
negro o violaceo caracteristico segun el cultivar, se generaliza en la epidermis
(Lavee y Wodner, citados por Barranco et al., 1998). En la mayoria de las
variedades, la coloracion de la piel comienza en el 4pice (inicio del envero) y
contintda hacia el extremo opuesto (final del envero). El periodo de maduracion
es variable, estando afectado por las condiciones ambientales y las
caracteristicas varietales (Beltran et al., 2008).

En frutos totalmente desarrollados, la pulpa (mesocarpo) representa un 70
a 90%, el hueso un 9-27% y la semilla un 2-3% del peso total del fruto. Estos
porcentajes varian de forma notable en funciébn de la variedad, estado de
madurez del fruto, nivel de carga del arbol, etc. Los componentes mayoritarios
tanto de la pulpa como de la semilla son el agua y el aceite (Fernandez et al.,
citados por Beltrdn et al., 2008). Se ha determinado que en la pulpa el
porcentaje de agua alcanza un valor medio de 50-60% mientras que el aceite
representa el 20-30%, existiendo una relacion inversa entre si (Beltran et al.,
2008).

2.1.5 Distribucién a nivel mundial

Olea europaea L se distribuye en la zona del planeta donde habita la
civilizacion mas antigua del mundo, la Cuenca del Mediterraneo; se encuentra
presente a lo largo de toda su extension, donde la especie exhibe gran
capacidad de adaptacion a extremos meteoroldgicos y a una amplia gama de
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suelos (Hernandez et al., 2004). Es una especie termofila (Solari y Vernet,
Terral y Arnold-Simard, citados por Besnard et al., 2002) y la region donde se
encuentra esta caracterizada por inviernos suaves, veranos secos y calurosos.
Las areas que presentan este tipo de clima se localizan entre los paralelos 30° y
45° de ambos hemisferios (Trujillo y Barranco, 2004).

Si bien el origen de esta especie se circunscribe a la region mediterranea,
también se encuentran olivares en paises como los Estados Unidos, Argentina,
Nueva Zelanda o Australia (Trujillo y Barranco 2004, Figura 2). A nivel mundial
existen 1400 millones de olivos plantados, de los cuales un 68,89% se ubican
en Europa, un 18,03% en Africa, un 9,88 en Asia, un 2,7% en América y un
0,5% en Oceania (COlI, citado por Vilar et al., 2010).

AREA DE CULTIVO DEL OLIVO

Figura 2. Area de cultivo del olivo a nivel mundial

A nivel mundial el area de cultivo se ha incrementado constantemente
desde el afio 1981 con 7.787 miles de hectareas a 10.371 en el afio 2006 (COl,
citado por Peverelli 2009, Figura 3). Las ultimas cifras diponibles ubican en el
entorno de 11 millones de hectareas la superficie mundial cultivada (Ministerio
de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, citado por Vilar et al., 2010).
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EVOLUCION DEL AREA PLANTADA
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En tres paises se encuentra mas del 50% de la produccion y consumo:
Espafa, Italia y Grecia. La principal area de productiva y consumidora es la
Cuenca del Mediterraneo, mas recientemente se han sumado Estados Unidos,
Australia, Chile y Argentina, Peverelli (2009). En referencia al aceite de oliva los
principales productores son: Espafia (33%), Italia (23%) y Grecia (18%); los
principales paises consumidores son lItalia (30%), Espafia (22%) y Grecia
(10%). Si se toma en cuenta el aceituna de mesa los principales paises
productores son Espafa (20%), Turquia (15%) y Egipto (12%); sin embargo, los
principales consumidores son Estados Unidos 13%), Egipto (12%), Turquia
(11%), Italia (11%) y Espafa (11%), Peverelli (2009).

El Consejo Oleicola Internacional (COI) es el Unico organismo
intergubernamental en el mundo, en que se hayan representados los paises
productores o consumidores de aceite de oliva y aceitunas de mesa. Contribuye
de manera decisiva al desarrollo responsable y sostenible del olivar, constituye
un foro mundial donde se debaten las politicas a adoptar y se abordan los retos
a que se enfrenta el sector. Fue creado en Madrid (Espafia) en 1959 bajo los
auspicios de las Naciones Unidas (COI, 2011b).

Una vez al afo, el COIl actualiza las series estadisticas mundiales sobre
produccion y consumo entre otros. En la Figura 4 se presentan las series
disponibles que comprenden los datos mundiales de la campafia oleicola
1990/91 hasta el 2008/09. Por “campafia oleicola” se entiende el periodo de
doce meses transcurrido desde el 1 de octubre de un afio hasta el 30 de
septiembre del afio siguiente. La produccion mundial de aceite de oliva en el
afo 1990/ 91 era de 1453 millones de toneladas mientras que en 2008/09
ascendié a 2669.5 millones de toneladas. Si se toma en cuenta el consumo en
1990/ 91 era de 1666.5 millones de toneladas, pero en 2008/09 ascendi6 a
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2831.5 millones de toneladas. En la campafia 2009/10 segun datos preliminares
la produccién se ubicaria en 3024 millones de toneladas y el consumo en 2873
millones de toneladas (COI, 2011a).
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Figura 4. Produccién y consumo de aceite de oliva a nivel mundial
Fuente: elaboracion propia con datos COI (1990-2009).

El consumo de aceite de oliva extra virgen ha mostrado un significativo
aumento en los ultimos afos, especialmente en paises como EE.UU., China,
Japén, Canad4, Australia y Brasil; un ejemplo de esto es el caso de EE.UU que
presenta tasas de crecimiento del orden 10% en 10 afios, con un consumo
promedio de 0,5 litros per capita. Por otro lado existen paises cuyo consumo es
mayor, como es el caso de paises como Espafa que presenta un consumo de
aceite de oliva de 9 litros per capita por afio, Italia 11 litros per capita por afo,
mientras que Grecia consume 21 litros per capita por afio (Soto et al., 2010).

Si bien en Uruguay actualmente se consumen 0,25 litros per capita por
afo de aceite de oliva, estudios de mercado de aceite de oliva en el pais
llegaron a la conclusion de que el consumo ird creciendo poco a poco,
existiendo un fuerte potencial de desarrollo. Cada vez mas la gente valora el
uso del aceite de oliva, ya sea por sus propiedades gastronémicas, como por su
contribucion a una dieta mas saludable. En la medida que el publico comience a
distinguir las calidades como sucedio con el vino, habra mas consumo de aceite
uruguayo (Rodriguez, citado por Fernandez, 2011).
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2.1.6 Situacion actual de la Olivicultura en el Uruguay

En el afilo 2002 comenzo a adquirir fuerza el cultivo del olivo en Uruguay,
acompafado de la recuperacion de algunos viejos olivares. La difusion de las
propiedades gastronémicas y de los buenos efectos sobre la salud del aceite de
oliva, comprobados a través de la llamada dieta mediterranea, hicieron disparar
su consumo sobre todo en los paises desarrollados.

La sequia y los intensos frios que han afectados los paises de la cuenca
mediterranea (principales productores a nivel mundial), determinaron la pérdida
de alrededor de dos millones de hectareas de olivares. Esto ha alentado a
productores californianos y del Hemisferio Sur situados en latitud similar, a
incursionar en la plantacion de olivos Furtado y Quagliotti (2008).

Tommasino (2009) menciona como indicadores de este nuevo impulso a
finales de la década del 90, podrian citarse:

- la recuperacion de montes abandonados, la introduccion de variedades y su
evaluacion y la instalacion de nuevas plantaciones. En este proceso hay una
fuerte participacion de capital extranjero regional y europeo (alrededor del 80%
de los 25 millones de ddlares invertidos);

- la coordinacion con centros oleicolas internacionales y con el Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) que inicia la investigacion sobre
el rubro, bésicamente en lo relativo a la evaluacion varietal, “paquete
tecnoldgico” y calidad del aceite;

- la creacion de una gremial Unica de productores, la Asociacion Olivicola
Uruguaya (ASOLUR) que nuclea a mas de 50 productores, técnicos, viveristas y
almazaras;

- la instalacion de varias plantas de procesamiento (molinos de aceite o
almazaras). Se puede hablar del establecimiento de una cadena oleicola, en
donde ya empieza a entreverse una fuerte integracion vertical, con empresas en
produccion, con almazaras y marcas de aceite propias que comercializan a
nivel interno y exportan;

- el comienzo de la produccion de aceite a partir de las nuevas plantaciones
realizadas en 2002; el inicio de una corriente exportadora de aceite; y la
obtencion de premios internacionales.

Existen actualmente 8000 ha plantadas de olivos en diversas zonas del
pais con una proyeccion para los proximos tres afios de 3000 ha adicionales
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(Villamil et al., 2010) indicador del crecimiento de la actividad, que a partir del
2002 se expande constantemente. Estos indicadores son una muestra de la
dinamica de este sector agropecuario, que se encuentra actualmente en un
momento de maximo desarrollo, tanto a nivel de nuevas plantaciones como en
la instalacion de almazaras de gran nivel tecnoldgico y una capacidad de
procesamiento acorde a los niveles de produccion (Peverelli, 2008). En la
Figura 5 se indican las zonas donde se ubican las principales plantaciones,
estimadas a partir de la localizacion de los mayores emprendimiento
agroindustriales (plantaciones, viveros, almazaras) (ASOLUR, 2011).

Historicamente la olivicultura no ha sido una actividad de gran desarrollo
en nuestro pais y el impulso actual segun los técnicos que trabajan en el ramo,
deberia orientarse a lograr el maximo de calidad y participar en mercados de
alto poder adquisitvo tanto a nivel regional como internacional Peverelli (2008).



17

Viveros
Almazara
Vivero & Almazara

Principales dreas plantadas

Figura 5. Area de cultivo del olivo en el Uruguay

Actualmente el 87% del area cultivada son nuevas plantaciones; el
nuamero de plantas por hectarea es de 285-330 (Villamil, 2009). En relacion a
las variedades de olivo que se estan plantando, Arbequina de origen espafiol es
la méas cultivada (50,5% del area total) y es utilizada para la fabricacion de
aceite. Otras variedades espafolas como Picual (7,4%), son cultivadas con
finalidad aceitera y Manzanilla (3%) para obtener aceitunas de mesa. De ltalia,
se han introducido variedades con diferentes finalidades, como Leccino (5,3%)
(para la obtencion de aceite y aceituna de mesa), Frantoio (14%) y Coratina
(5%) (para la obtencidn de aceite), mientras que de Israel, se ha introducido al
pais la variedad Barnea (5,1%) con los fines de obtener aceite y aceitunas de
mesa. En menor medida existe una gran cantidad de variedades (Arbosana,
Koroneiki y Picholine entre otras) segin Conde et al.!

! Conde, P. 2010. Com. personal.
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2.1.7 Variedades y usos

Existe un gran numero de cultivares de olivos alrededor del mundo
estimandose en 1200 con méas de 3000 sinonimias (Rugini y Lavee, citados por
Lopes et al., 2004) lo que ha hecho que la correcta identificacion de las distintas
variedades sea una cuestion de suma necesidad y relevancia. Segun los
autores (Claros et al., Ouazzani et al., Khadari et al., Rotondi, et al., Besnard et
al., Contento et al., citados por Mora et al., 2007) en funcion de las areas
geogréficas de crecimiento, esta especie presenta diversos ecotipos. Segun
factores como uso, calidad, productividad, capacidad de adaptacion, suelo y
clima, es el tipo de variedad que se planta Peverelli (2009).

2.1.8 Referencias histéricas del uso del olivo

El olivo es un cultivo subtropical (Rallo et al., 2000), su origen se remonta
probablemente a mas de 3000 afios en la Cuenca del Mediterraneo (Boskou,
citado por Beltran et al., 2005), desde sus inicios ha sido una fuente importante
de aceite (Solari y Vernet, Terral y Arnold-Simard, citados por Bernard et al.,
2002) y como alimento humano (Wu et al., 2004). El aceite de oliva virgen es el
zumo oleoso de las aceitunas que se separa de los demas componentes del
fruto Alba (2008).

Formaba parte de muchos de los habitos humanos, que iban desde el uso
en numerosas recetas alimenticias hasta aplicaciones en el cuidado corporal
como unguentos, habiendo rastros de importaciones en grandes cantidades
desde la costa mediterranea fenicia. Han quedado claras referencias en tablillas
minoicas (1900 a.C.) sobre su importancia, en donde se describe con
perfeccion su utilizacion en la elaboracion de alimentos e iluminacion, ademas
de ser el principal objeto del comercio y probablemente la causa esencial del
florecimiento de este pueblo. El olivo fue para los griegos alimento principal del
pueblo y de los soldados, ademas de su trascendencia religiosa, médica y
social (Martinez et al., 2005).

Es en Grecia donde el olivo alcanz6 su mayor relevancia a partir del siglo
IV antes de Cristo y donde estd mas ampliamente documentada su historia y
uso. Gracias a la ciencia de Hipécrates fue elevado a la categoria de
medicamento, una consideracion que mantuvo durante gran parte de la edad
media y moderna ya que se obtenian productos curativos utilizados en medicina
popular (Martinez et al., 2005).
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2.1.9 Uso actual y propiedades del olivo

Cuando el aceite se obtiene por sistemas de elaboracion adecuados y
procede de frutos de buena calidad, posee excepcionales caracteristicas
organolépticas. Es practicamente el Unico entre los aceites vegetales que puede
consumirse crudo, conservando integra su composicion quimica Alba (2008),
dentro del conjunto de las grasas y aceites tiene la peculiaridad de ser muy rico
en 4cidos grasos monoinsaturados como el oleico (Cert et al., Tous y Romero,
citados por Luna et al., 2006).

Este tipo de aceite posee 70% de &cido oleico (familia de los Omega 9),
7-8% de Acido linoleico (Omega 6) y una pequefia poporcion (0,5-1%) de Acido
linolénico (Omega 3) (Palmetti, s.f.). También es particular su contenido en
componentes menores de elevada importancia para la salud y de importancia
nutritiva, entre los que se destaca el contenido en vitaminas liposolubles y en
componentes fendlicos, a los cuales se les asigna propiedades beneficiosas
para la salud humana (Alba, 2008). Esta serie de compuestos marcan su
superioridad sobre otros alimentos grasos, como los aceites de semilla, (girasol)
gue poseen un predominio de acidos grasos polinsaturados (Cert et al., Tous y
Romero, citados por Luna et al., 2006).

La primera mencion del papel benéfico del aceite de oliva, en el ambito
cientifico, proviene del estudio de los “Siete paises” (Keys, citado por Martinez
y Manias, 2008), el cual lo llevé posteriormente a proponer que la ingestion de la
dieta que contenga una elevada proporcion de acidos grasos monoinsaturados,
era compatible con niveles adecuados de colesterol plasmatico y una baja
incidencia de infarto de miocardio. Coincidiendo con esta afirmacion, en el lli
Congreso Internacional sobre el Valor Biologico del Aceite de Oliva celebrado
en Creta en 1980, se comienzaron a aportar pruebas cientificas del valor
saludable de este producto, ya no sélo en el campo de las patologias
cardiovasculares, sino también en otros tipos de alteraciones gastrointestinales
(Ulcera péptica, litiasis biliar, etc.) Martinez y Mafias (2008). Recientemente,
resultados de estudios cientificos realizados en Francia, indicaron que un alto
consumo de aceite de oliva contribuye a prevenir infartos en personas adultas
(Samieri et al., 2011).

Otro aspecto a resaltar es la elevada actividad antimicrobiana de los
polifenoles frente a un amplio espectro de patdgenos transmitidos a través de
los alimentos, como por ejemplo Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Shigella sonnei y Salmonella enterica entre otros (Medina et al., citados
por Romero et al., 2007).
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El uso de las hojas de olivo se ha mencionado desde hace siglos para
fines medicinales lo que ha sido confirmado cientificamente en los ultimos afos,
sefialando que los extractos de hoja poseen propiedades antibacterianas,
antinflamatorias y antioxidantes. Investigaciones realizadas por el equipo
dirigido por Tania Perrinjaquet-Moccetti, Biéloga Molecular de la firma Frutarom
Switzerland Ltd., de Wadenswil, (ZH) Suiza, publicados en la revista
Phytotherapy Research, sostienen que un suplemento con extracto de hoja de
olivo ayudaria a reducir la presion y el colesterol en las personas en riesgo de
desarrollar hipertensién. Los autores atribuyen los resultados obtenidos en este
estudio, a los distintos "componentes bioactivos” de la hoja de olivo de los
cuales el mas importante es la oleuropeina. Previamente se habia demostrado
gue este compuesto actia como antioxidante y ayuda a relajar y dilatar los
vasos sanguineos (Swisslatin, 2008).

El fruto del olivo, la aceituna, ha constituido un alimento fundamental en la
dieta mediterranea; Difilo en el siglo Il antes de Cristo afirmaba que las
aceitunas eran aperitivas, astringentes y facilitaban la digestion. Actualmente es
un alimento complementario y la posibilidad de preparaciéon con los cuatro
sabores basicos: acido, dulce, salado y amargo, permite su empleo en todo tipo
de platos, lo que justifica su actual expansion por diversos paises del mundo
(Rejano y Garrido, 2008).

Segun la norma de calidad del Consejo Oleicola Internacional, citado por
Rejano y Garrido (2008) se denomina aceituna de mesa al “fruto de variedades
determinadas del olivo cultivado, sano, recogido en el estado de madurez
adecuado y de calidad tal que sometido a preparaciones acordes, resulta un
producto de consumo y de buena conservacion como mercancia comercial”.
Otro aspecto de empleo del olivo es su madera, la cual ha sido utilizada desde
hace siglos obteniéndose utensilios domeésticos y objetos de decoracion
(Martinez et al., 2005).
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2.2 DIVERSIDAD GENETICA

Por diversidad genética de una especie se entiende su variacion alélica y
genotipica. Esto abarca poblaciones determinadas de la misma especie o la
variacion genética de una poblacion resultado de miles de afios de evolucion
(Zamudio, 2009). A partir de esta diversidad la especie puede adaptarse a los
cambios que se presentan en su entorno al ofrecer la posibilidad de respuestas
diferentes a nuevas presiones de seleccion (Jiménez y Collada 2000, Hidalgo
2003).

La heterogénea organizacion genética en el olivo del Mediterraneo tiene
una compleja historia biogeogréfica, resultado probablemente de varios factores
relacionados no solo a la ocurrencia de zonas de refugio, sino también a las
condiciones biogeograficas del la Cuenca del Mediterraneo, cambios
ambientales, dispersion y seleccion por humanos, hibridacion entre distintas
taxa han contribuido a esparcir y diferenciar en poblaciones de olivos del
Mediterraneo (Besnard et al., 2002).

En este sentido, resulta necesario preservar los recursos genéticos para
salvaguardar las caracteristicas adaptativas y usar los genes de interés para
desarrollar programas de mejoramiento (Charafi et al.,, 2008), determinar las
relaciones entre las formas cultivadas y las silvestres y en algunos casos
reconstruir las historia del olivo (Bronzini de Caraffa et al., 2002).

2.2.1 Poblaciones naturales de Olea europaea

El origen de O. europaea var. sylvestris es aun poco conocido y continua
siendo controvertido entre naturalistas, botanicos y prehistoriadotes (Bervillé et
al., citados por Mataix y Barbancho, 2006).

Palamarev, citado por Mataix y Barbancho (2006) afirma que O. europaea
var. sylvestris existe alrededor de la cuenca Mediterranea desde el terciario;
ésto ha sido evidenciado a través de la palinologia detectando trazas de polen
gue datan de mas de 3.2 millones de afos (Suc, citado por Mataix y
Barbancho, 2006). Fosiles del periodo terciario (un millébn de afios atras)
demuestran la existencia de un antecesor del olivo en lItalia (Boskou, citado por
Kapellakis et al., 2008).

O. europaea var. sylvestris pareceria ser el resultado de la hibridacion
entre Olea europaea ssp. laperrinei como progenitor femenino y Olea europaea
ssp. cuspidata como progenitor masculino y deberia haber aparecido 500.000
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afios atras en el este de Africa dispersandose desde este punto hacia la
Cuenca del Mediterraneo (Bervillé et al., citados por Mataix y Barbancho, 2006).
La distribucion de la diversidad genética de poblaciones de olivos silvestres ha
sido reconstruida, sobre la base de la recolonizacion de la Cuenca del
Mediterraneo, desde refugios de la edad de hielo localizadas en regiones del
oeste y este en dicho mar (Breton et al., citados por Belaj et al., 2007). Olea
sobrevivié en la Edad del Hielo en tres refugios independientes: noroeste de
Africa, oeste y este del Mediterraneo propuesta realizada luego de la
caracterizacion genética a partir de ADN mitocondrial, por la existencia de
mitotipos especificos (Breton et al., citados por Scheepens y Excursion, 2008).
Trabajos realizados aplicando marcadores moleculares como RAPDS y SSSr
llevaron a proponer que en vez de tres serian cuatro las areas refugio, al sumar
a Corcega y Sicilia en conjunto (Breton et al., 2006b).

Los mencionados estudios basados en la variacion del ADN mitocondrial
han permitido proponer al menos dos origenes distintos del olivo silvestre del
Mediterraneo, uno en el Cercano este y otro en la zona del Maghreb (Besnard y
Bervillé, citados por Besnard et al., 2001b). A partir de estos origenes se ha
producido la dispersion por el hombre, produciéndose cruzamientos con olivos
silvestres locales. Una fuerte diferenciacion genética fue observada también por
marcadores cloroplasticos (cpDNA) entre olivos del este y oeste del
Mediterraneo, sugiriendo que estas areas han representado diferentes refugios
glaciales Besnard et al. (2002).

El andlisis de la diversidad genética citoplasmatica ha demostrado una
separacion este-oeste de poblaciones de olivos oleaster caracterizadas por dos
distintos grupos de mitotipos segun Terral et al. (2004). En las poblaciones de
oleaster, el mitotipo ME1 es el Unico presente en el Cercano este (Besnard y
Bervillé, citados por Besnard et al., 2001b), mientras que los mitotipos MOM y
MCK fueron encontrados solamente en el oeste del Mediterrdneo (Besnard et
al., 2001b).

Otros analisis de poblaciones de olivo basados en la ocurrencia de
distintas aloenzimas mostraron una clara diferenciacion genética nuclear entre
olivos silvestres del este y oeste de la cuenca Mediterranea, sugiriendo que
ellos tal vez hubiesen tenido un origen filogeografico diferente (Lumaret et al.,
2004). Evidencias de la sobrevivencia de poblaciones silvestres de olivos en el
oeste del Mediterraneo incluidas Espafia e Italia ha sido aportado por estudios
aloenzimas (Lumaret y Quazzani, Lumaret et al., citados por Belaj et al., 2007),
Inter-Simple Sequence Repeats (ISSRs) (Vargas y Kadereit, citados por Belaj et
al., 2007) y SSRs (Breton et al., citados por Belaj et al., 2007). Estos métodos
diferentes de andlisis genético nuclear, ademas de la variacion citoplasmatica,
han mostrado una clara distincion entre oleaster del este y oeste del
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Mediterraneo (Besnard et al., Lumaret et al., citados por Belaj et al., 2007).

Los acebuches u olivos silvestres formarian pequefios o grandes bosques
antes de la introduccién del olivo domesticado o cultivado. Con la llegada del
olivo, se produce la coexistencia de plantas relacionadas, que pueden
hibridarse y que revierten a niveles mas primitivos al escaparse del cultivo o al
ser estos abandonados (Loussert y Brousse, citados por Espejo, 2005).

Segun datos nucleares (RAPDs) y citoplasmaticos, muchos de los
cultivares encontrados en el oeste y muchas de las formas muestreadas en
cercanias de cultivos de olivos estarian relacionadas con olivos silvestres del
este del Mediterraneo (Besnard y Bervillé, Besnard et al., citados por Besnard et
al., 2002). Estos olivos silvestres del oeste pudieran ser la forma feral que
corresponde al resultado de la introduccion del este y al flujo de genes de olivos
cultivados hacia poblaciones silvestres, considerandose una fuente de variacion
artificial lo que oscurece el efecto de migracion (Besnard et al., 2002).

La diferenciacion nuclear genética observada entre oleaster y olivos
cultivados, puede ser atribuible mayormente al nivel de heterocigosis y
ocasionalmente a una composicion alélica distinta entre éstas dos formas
interfértiles de la misma especie. La ocurrencia de una heterocigosis mas baja
en los olivos cultivados que en los silvestres se puede deber a la accion de una
intensa seleccion (muy probablemente por tamafio de fruta y/o alto contenido de
aceite) (Lumaret et al., 2004). Estudios de variabilidad genética en olivo en base
a AFLP (Angiolillo et al., citados por Besnard et al., 2001b), indicaron que olivos
silvestres y cultivados del oeste del Mediterraneo no se agruparon juntos pero
fueron relativamente distantes.

2.2.2 Historia del cultivo y su difusién

Una planta se considera como cultivada cuando es sembrada y manejada
por humanos fuera de su hébitat silvestre. La domesticacion es el proceso
mediante el cual un organismo vivo pasa a ser dependiende de los seres
humanos estableciéndose una simbiosis organismo-hombre (Scheepens y
Excursion, 2008). Las referencias mas antiguas al olivo tanto histéricas como
religiosas proceden de Egipto, en donde se afirmaba que su descubrimiento se
debia la misma Diosa Isis esposa de Osiris, que se remontan a mas de 6.000
afos de antigliedad (Ponsich, citado por Martinez et al., 2005).

A pesar de las referencias historicas procedentes de Egipto, el origen del
olivo domesticado contintia aun confuso. El proceso de domesticacion comenzo6
a partir del olivo silvestre, lo cual ha sido corroborado por diversos y numerosos
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analsis moleculares (Besnard et al., 2001a). Segun los autores (Barranco et al.,
citados por Hernandez et al., 2004) se sostiene que se originG probablemente
hace mas de 6000 afios, como resultado de la intervencion humana en los
montes de acebuche (Olea europaea, variedad oleaster) del primitivo bosque
mediterraneo. El olivo silvestre y el cultivado no siempre pueden ser
diferenciados por criterios botanicos y su distincion es basada simplemente
porque el cultivado ha sido domesticado, mientras que el oleaster sigue siendo
silvestre (Dubur-Jarrige, citado por Mataix y Barbancho, 2006).

La domesticacion se considera universalmente que comenzo en el periodo
Neolitico en el este del Mediterraneo alrededor de 5800 afios atras Breton et al.
(2006a), en la region correspondiente a la Antigua Persia y Mesopotamia y
desde ahi se disemin¢ a Siria y Palestina (Kiritsakis, Di Giovacchino, citados por
Kapellakis et al., 2008). Claros signos de domesticacion provienen del Cercano
este durante la Edad temprana de Bronce (segunda mitad del quinto milenio
a.C.) (Liphschitz et al., Zohary y Spiegel-Roy, citados por Lumaret et al., 2004).
Los habitantes de esas areas desarrollaron el cultivo del olivo y luego lo llevaron
al norte de Africa por tierra o mar (Loukas y Krimbas, citados por Kapellakis et
al., 2008). Otros autores afirman que el olivo se originé en Africa donde los
antiguos egipcios desarrollaron y practicaron este cultivo (Balatsouras, citado
por Kapellakis et al., 2008).

Otras evidencias consideran que el cultivo del olivo se situ6 en el norte de
Palestina y en el sur de Siria durante el periodo Calcolitico en Teleilat Ghassul
al norte del mar Muerto (3700-3200 a.C.) (Zohary y Hopf, Zohary y Spiegel-Roy,
citados por Espejo, 2005) y en otros yacimientos del mismo periodo en el valle
del Jordan (Neef, citado por Espejo, 2005). En el tercer milenio a.C en la
temprana Edad del Bronce las aceitunas al igual que uvas e higos constituian
una importante aportacion a la agricultura mediterrdnea; primero en el Levante
mas tarde en la region del Egeo (Espejo 2005, Levante Mediterraneo... 2009,
Figura 6). Estudios morfologicos en fragmentos carbonizados de madera y
endocarpos de frutos de olivos en Alicante, al este de Espafia, (Terral y Arnold-
Simard, citados por Mataix y Barbancho, 2006) y en el sur de Francia, ponen en
evidencia la presencia y el uso del cultivo desde el Neolitico con un claro
incremento de su explotacion durante la Edad del Bronce (Mataix y Barbancho,
2006).
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Figura 6. Ubicacion de la zona de Levante y Mar Egeo

La importante diferencia genética entre los linajes orientales y occidentales
de la cuenca Mediterranea permite la reconstruccion de un proceso, que a partir
de hallazgos arqueoldgicos, indican que la domesticacion del olivo a partir del
acebuche silvestre comenzé en el Oriente Proximo y se expandi6
posteriormente hacia el oeste (Zohary y Spiegel-Roy, citados por Arroyo et al.,
2004). Esta expansion se desarrollé progresivamente en dos fases: hacia el
norte hasta Anatolia pasando por Chipre y hacia al sur llegando a Egipto a
través de Creta (Avila 2000, Civantos 2008). Luego el olivo fue llevado a
Espafa desde la Region de Siria, Libano y Jordania (North s.f., Rodriguez y
Ballester, citados por Beltran et al. 2005, Figura 7).
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Figura 7. Ruta de dispersion del olivo

Probablemente las civilizaciones fenicia, griega y romana expandieron el
cultivo del olivo en toda la cuenca mediterranea, entre 2500 y 2000 a.C. desde
la region propuesta como originaria del este (Bervillé et al., 2005). Segun
Espejo (2005) es posible que el cultivo haya sido desarrollado por culturas
griega, romana y arabe porque en el espafiol aparecen vocablos derivados de
esas tres culturas. La influencia romana se refleja en las palabras olivo, oliva y
6leo que vienen del latin olivum, oliva y 6leum y que a su vez provienen de la
palabra griega elaion. También es llamativo la existencia de palabras en
espafol aceite y aceituna, que proceden de los términos arabe zait y zaitum y
hebreo zeit o sait.

Existen multiples evidencias que la difusion del cultivo no tardé en
desarrollarse de este a oeste, a través de las dos orillas del Mare Nostrum. “En
este proceso, parece ser que se seleccionaron de cada zona los individuos de
semilla mas interesante y mejor adaptados al medio” sostuvo Diego Barranco.
Por consiguiente, los cultivos actuales son luego del desarrollo de cientos de
generaciones el resultado de aquellas propagaciones vegetativas,
consecuencia de un largo proceso biolégico, que tantos siglos después nos
sorprende comprobar como se ha ido consolidando en los espacios naturales
de toda la cuenca mediterranea Avila (2000). Los primeros olivicultores
(Lumaret et al., 2004) seleccionaron en bosques de acebuche (olivo silvestre)
los individuos mas interesantes por algunas caracteristicas tales como la
produccion, tamafo del fruto, contenido de aceite y adaptacion al medio. Por
medio de la propagacion vegetativa capaz de mantener las caracteristicas de
los individuos inicialmente seleccionados, se establecen las primeras
variedades Trujillo y Barranco (2004).
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Posteriormente al difundirse el cultivo por varios sucesos migratorios a
través de la Cuenca del Mediterraneo, especialmente del este al oeste (Lumaret
et al., 2004) y dada la interfertilidad de las formas silvestres y cultivadas, los
individuos inicialmente seleccionados y propagados se hibridaron con material
silvestre existente en las zonas donde llegaban las variedades inicialmente
seleccionadas. Nuevamente de los individuos resultantes se debieron
seleccionar y propagar aquellos mas sobresalientes y mejor adaptados en las
respectivas zonas (Trujillo y Barranco 2004, Figura 8). Estudios moleculares
(RAPDS y RFLP mitocondrial) sostuvieron que el propoésito de la seleccién en el
pool genético del oeste fue principalmente hacia la produccion de aceite
(Bernard et al., 2001a).

Como resultado hay un gran numero de variedades presentes en todos los
paises donde la especie es -cultivada, dificultando el mantenimiento y
preservacion del germoplasma (Carriero et al., 2002). El olivo domesticado se
caracteriza por presentar gran tamafo, dosel redondeado con largas ramas sin
espinas, frutos carnosos y ovalados que deberian eliminar la confusion Mataix y
Barbancho (2006). Sin embargo, los olivos silvestres presentan frutos pequefos
con bajo contenido de pulpa-aceite (Carriero et al., 2002), que al ser podados 0
transplantados pueden ser confundido con el olivo cultivado abandonado Mataix
y Barbancho (2006).
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Figura 8. Esquema del origen de las variedades de olivo

A partir del siglo XV con los viajes oceanicos de Colén, Magallanes, Juan
Sebastian Elcano Civantos (2008) y los misioneros, se introdujeron olivos que
se expandieron en América Espejo (2005). Estos se cultivaron en regiones con
climatologia similar a la mediterranea como en Argentina, Chile y California
Espejo (2005).

En 1560 Antonio de Rivera, Procurador General del Peru trajo desde
Sevilla (Espafia), plantas de olivo (estacas) a Lima, habiendo sobrevivido sélo
tres de ellas. Una de las tres plantas fue hurtada y llevada a Chile donde se
obtuvieron nuevos individuos a partir de estacas y al cabo de tres afios fue
devuelta al Peru, al sitio donde originalmente se habia plantado. Por esta
relacion descrita por el Inca Gracilazo de la Vega, Pérez Castellano (1914)
infiere que los olivos de Buenos Aires se trajeron desde Chile.

Jury (2001b), indica que en la Argentina el cultivo del olivo comenzo
alrededor del siglo XVI con las primeras explotaciones realizadas por los
colonizadores espafioles, quienes trajeron aceitunas para realizar conservas.
En ésta época Don Francisco Aguirre alrededor del afio 1562, introdujo las
primeras plantas desde Peru a la Provincia de La Rioja. Por sucesivas
selecciones, cruzamientos y multiplicaciones el cultivo se extendié a otras
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provincias como Cérdoba, Mendoza y San Juan, dando asi origen a “Arauco”
una variedad o ecotipo totalmente argentino (Jury, 2001a). A principios de 1700
los Jesuitas establecieron misiones en México y en Bajo California. Los Padres
Franciscanos que viajaron desde el norte de México, fundaron su primera
mision en 1769 en San Diego de Alcal& (California). Los olivos fueron entre las
pocas frutas plantadas que crecieron en esa primera mision. El cultivar “Mision”
predominé en las primeras plantaciones de San Diego, probablemente
originado por la propagacion vegetativa, de los mejores arboles de la mezcla
original proveniente de las plantas de semilla. Entre 1850 y 1900 numerosos
cultivares de paises mediterraneos fueron introducidos en California entre los
gue se destacaban mayormente Manzanilla, Barouni Ascolana y Sevillana que
conjuntamente con Mision, que se habia desarrollado en el propio territorio, con
la finalidad de mejorar la produccién de aceite (Connell, 1994).

2.2.3 Inicio del cultivo en Uruguay

Los antecedentes de la introduccion de las primeras plantas de olivos y su
cultivo sobre el Miguelete, se encuentran en “Observaciones sobre la
Agricultura”, libro escrito por el Presbitero Juan Manuel Pérez Castellanos unos
de los vecinos mas caracterizados de la zona Pérez Castellanos (1914). Esta
publicacion escrita a pedido del Gobierno Econdmico de la Provincia Oriental,
resumia sus conocimientos y experiencias adquiridas a través de cuarenta afios
en las tareas agrondémicas. Dicha obra fue redactada entre los meses de junio
1813 y febrero de 1814, pero recién en 1948 el Gral. Oribe hizo editarla de
forma de guia a los agricultores del Miguelete (Mufioz, 1992). En la citada
publicacion se daba cuenta que las primeras plantas de olivos llegaron a
nuestro pais desde Buenos Aires, alrededor del afio 1780 (provenientes de
Espafia previo paso por Perd, Chile) y las dltimas vinieron bajo forma de
estacas en 1810, siendo “mas de 250 las que brotaron en septiembre en las
costas del Miguelete”. En sus relatos hizo referencia también a otras quintas:
“Los mejores olivos que he visto por aqui son de Juan Pedro Aguirre en una
chacra enfrente a la mia, Miguelete por medio. Tienen 25 a 30 afios [...]".

Luego de la independencia de la provincia, los montes del Miguelete se
multiplicaron en numero y las especies plantadas alcanzaron su maximo
esplendor en las postrimerias del siglo XIX, sumandose a la flora autdctona
(sauces, talas, espinillos, etc.) nacida en sus orillas, el arbol frutal, maderable y
de adorno (como el olivo) y gran cantidad de especies exoéticas (Comision de
Vecinos del Barrio Atahualpa 2007, Figura 9).
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Figura 9. Los primeros ranchos construidos en el Miguelete

Fuente: Barrios y Reyes, citados por Comisiéon de Vecinos del Barrio
Atahualpa (2007).

A partir de la Guerra Grande (1843-1851) las chacras del Miguelete
empezaron a ser solicitadas por la clase alta urbana Caubarréere y Monzon
(1996). Al mismo tiempo y gracias a la prosperidad en aumento la vida social
cobré un gran impulso, puesto que el arroyo era una via de facil comunicacion,
motivo de esparcimiento propicio para excursiones en bote y para pesca,
premitiendo sus arboledas disfrutar de reuniones al aire libre. Es aqui, donde se
instalaron las villas llamadas “quintas”, mansiones grandes y muy elegantes,
habitadas al menos durante la estacion estival (cuando no todo el afio) por las
familias més adineradas de Montevideo Comision de Vecinos del Barrio
Atahualpa (2007, ver ANEXO I). Es de destacar que De La Torre en el afio
1858 quiso que se trajera 15000 estacas de olivos de Buenos, a partir de las
cuales se desaroll6 viveros para la venta de plantas (De la Torre, citado por
Mufioz, 1992).

Desde 1870 muchas quintas del Prado y sus alrededores fueron
compradas por particulares, las cuales se parcelaron y remataron. De esta
manera en estas zonas de Montevideo, convivieron grandes y lujosas quintas
veraniegas con pequefias casa habitadas por inmigrantes que mantenian su
actividad productiva para el consumo familiar Caubarrére y Monzén (1996). Mas
tarde diversos propietarios montevideanos de predios, extendieron las
plantaciones a otras zonas de la ciudad Pérez Castellanos (1914). El
empresario Juan José Arteaga fundador de la primera empresa de saneamiento
de Montevideo encargado de construir la red (1856) que hoy sigue funcionado,
en 1870 adquiri6 una quinta de 14 ha comprendida en la zona rural de este
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depto. Actualmente ésta tiene arboles de mas de 100 afos, en los que se
destaca olivos (con buenas condiciones sanitarias y productivas), manzanos y
duraznos (La quinta... 2010).

En 1811 en el departamento de Maldonado Don Francisco Aguilar y Leal
proveniente de las Islas Canarias se establecié con un contingente de colonos.
El mismo era propietario de la Quintas “La Florida”, “La Paz” y la “Azotea”
donde se dedico a las plantaciones de pinos, tabaco, olivares, papas y moreras
(para poder alimentar a los gusanos de seda). La vision que tenia del porvenir
de la patria lo lleva a escribir en Mayo de 1839 a Don Gabriel Antonio Pereira
“los gusanos de seda que he traido a Maldonado dan espléndido aumento y un
resultado como no era de esperarse las plantas de olivos, los pinos” segun Ellis
(1978).

Por otra parte en otro punto de Maldonado en 1890 Francisco Piria
adquirié una 2700 ha y fund6é un “Establecimiento Agronémico “en la zona
comprendida entre los alrededores del Cerro Pan de Azlcar y la costa atlantica,
a la que posteriormente le daria nombre (La historia... 2009). Es asi que
comenzo su obra con la formacion de un verdadero ejido de quintas y huertas,
con frutales, olivares, vifiedos y tabacos. Envié muestras de tierra a Paris para
su analisis e importd de Italia y Francia cepas, castafios y olivos. La
administracion de la produccion agricola se hacia en el establecimiento
"Central" o casas de los peones, actual establecimiento Quebrada del Castillo.
Alli se llevaba la documentacion correspondiente y diariamente se distribuia al
personal de las cuadrillas. También se efectuaba el mantenimiento y reparacion
de vehiculos, maquinarias en los talleres de carpinteria y herreria (Cronica de
... 2009).

La Asociacién Rural del Uruguay constituida a comienzos de 1870 por un
heterogéneo grupo de productores rurales, apostdé a la difusibn de nuevos
rubros de huerta, el fortalecimiento de la fruticultura y de una triada
mediterranea: la vid, el olivo y el gusano de seda (ARU, citado por Beretta
2003a, Beretta 2008). Asi en algunas notas publicadas dedicadas a la
importancia de la vid y el olivo, se expresaba: “¢,qué hacemos con esos grandes
y vigorosos almacigos de olivos y parras si las comisiones de agricultura del
interior no hacen nada para solicitar de la central el envio de algunos miles de
plantas a los departamentos para esparcir tan ricas plantaciones? En los
pueblos y ciudades del litoral y en los que cruza el ferrocarril, hagase algo en
este sentido y en menos de cuatro afios tendremos vino y aceite del pais para
llenar una parte de nuestro indispensable consumo [...]” (ARU, citado por
Beretta, 2003a).
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Juan B. Basso inmigrante italiano, funda con su hijo Domingo Basso en
1863 en la Quinta GOmez (Paso Molino) un establecimiento fruticola y horticola,
gue posteriormente se denomind Domingo Basso. En 1880 se efectia la
primera expansion del establecimiento, comprando una fraccidon de campo en
Colén (Camino Colman) y en el afio 1882 una fraccion de campo en la zona de
Sayago (Domingo Basso... 2009).

En los establecimientos de Colon y Sayago se cultivaban olivos
procedentes de Italia y Espafia para la produccién de aceitunas (Basso, 1907) y
a partir de la primera planta de produccion de aceite de oliva inagurada en el
pais (Domingo Basso... 2009) la elaboracion de aceite, el cual se vendia y tenia
muy buena aceptacion. En esa época un olivar de 8 afios producia en promedio
entre 80 y 100 kg de aceitunas aunque algunos ejemplares alcanzaron entre
120y 130 kg en dichos establecimientos (Basso, 1907).

En 1874, Francisco Vidiella, inmigrante catalan e hijo de vitivinicultores,
adquirié un predio en Coldn e inicid la introduccion de diversas cepas en forma
experimental, proceso que culmind exitosamente (Beretta y Beyhaut, 2003b) y
gue daria renombre a su establecimiento Granja Vidiella con una superficie de
25 ha (Baptista, 2003).

A solicitud de la Comisién de Agricultura, en el informe presentado en
1877 sobre su trabajo en el terreno, F. Vidiella expresd con optimismo:
“Nuestras plantaciones de vifias y olivos no dejan nada que desear, puesto que
las lindisimas filas de cepas, tiradas a cordel, estan magnificamente
engalanadas por la naturaleza”. En otra parte de ese informe, resumia la
seriedad del emprendimiento que llevaba adelante: “Nuestras labores son
largas, cientificas y costosas y no hay por qué esperar ninguna clase de
compensacion durante los primeros tres o cuatro afios de su plantacion”. Por
ultimo, describia lo avanzado del trabajo en su granja: “Ochenta mil pies de vifia
sistema Guyot y tres mil cuatrocientos olivos Niza, Sevilla y Catalufa [...]”
(Beretta y Beyhaut, 2003b).

En 1888 en el departamento de Canelones en la Localidad de Suérez,
Diego Pons (prospero comerciante hijo de catalanes) adquirio parcelas de tierra
y originé La Granja Pons (Figura 10). En ese mismo afo implantd sus primeras
cepas de vid y cuatro afios después construyé una bodega (actualmente Vifa
Varela Zarranz). También se dedicO a la produccién de ganado, forrajes,
forestacion y a la elaboracion de aceite de oliva, llegando a producir 7000 litros
anuales Pellegrino y Oliveira (2007). Es de destacar que en sus comienzos,
Diego Pons plantd muchisimos olivos, de los cuales hoy quedan algunos
ejemplares de mas de 100 afios. Luego en 1944 a partir del fallecimiento de
Diego Pons, Ramdén y Antonio Varela hijos de inmigrantes espafoles
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adquirieron La Granja Pons y continuaron con la produccién de olivos y vid?.
Actualmente se mantiene el camino de olivos (Figura 11) que acompafa las
parcelas de vid desde la formacion del establecimiento y flanquea el acceso de
alrededor de 400 m, formando un tunel de sombra y ofreciendo un entorno de
encanto a la entrada del establecimiento segun Pellegrino y Oliveira (2007).

%arela, A. 2008. Com. personal.
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Figura 10. Ex Granja Pons con olivos de 1895 actual
Vifia Varela Zarranz (depto. de Canelones)?

Figura 11. Entrada a la “Vifia Varela Zarranz’en el afio 2011

Como impulso al cultivo del olivo en 1895 el Congreso Nacional de
Ganaderia y Agricultura, reunido en Montevideo aprob6 por unanimidad de
votos las siguientes conclusiones: “Debe recomendarse y hacerse todo lo
posible para que se desarrolle en el pais el cultivo del olivo, pues ya se sabe y
no cabe duda que vegeta y fructifica admirablemente produciendo un aceite
abundante y excelente que puede competir con el mejor de Europa [...]



35

Mercado Olivarero (1950).

En el noreste del departamento de Montevideo, en el Paraje Barros
Blancos, fue inaugurada en 1915 la Escuela Agricola Jackson por la
Congregacion Salesiana, dedicada a la actividad horti-fruticola y a la formacién
de peritos agronomos en forma intensa. Hacia 1934 ya existia un olivar que
ocupaba 10 ha con el cual se elaboraba aceite de alta calidad (Historia del...
2011). Actualmente en el predio se encuentra parte de esa antigua plantacion
gue abarca una superficie de 1 ha (URUGUAY. MVOTMA. DINAMA, s.f.).

Otro incentivo a la olivicultura fue la publicacion de La Cartilla del Cultivo
del Olivo y Ley del Fomento Olivicola, publicaciéon realizada por Urbina (1938)
del Ministerio de Ganaderia y Agricultura. La mencionada ley conocida como La
Ley “Cannesa” sancionada el 10 de noviembre de 1937, promovia las
plantaciones de olivos con una serie de beneficios y estimulos, para quien las
realizara a partir de una hectarea. Se exoneraban impuestos como contribucion
inmobiliaria y a partir de cinco hectareas la patente de vehiculos de uso rural.
Se otorgaban premios de estimulo (de cien pesos y mil pesos), plantas gratuitas
y el Banco Republica ofrecia planes de crédito a los cultivadores. El vivero
Nacional de Toledo, fue el encargado de la formacién de montes madres de
olivos, para la produccion de plantas que serian entregadas a los productores.
Mientras no se dispusiera de las plantas, estas procedian de viveros
particulares compradas por el Poder Ejecutivo. En los afios siguientes a la Ley
de Fomento del olivo entre 1940 y 1960 surgieron varios emprendimientos de
plantaciones en distintos lugares del pais.

Un ejemplo lo constituydé ElI Mercado Olivarero del Uruguay conformado
por un grupo de accionistas, con el apoyo crediticio de la banca privada y oficial,
que formaron una Colonia Agricola “San José de Mayo”, mediante un plan de
operaciones para la adquisicion de montes y acciones. Esta colonia ocupaba
tres fracciones de campo en Cagancha (Estacion Rodriguez, depto. de San
José) situados en el kilbmetro 84 de la carretera Montevideo-Canelones-San
José. Se pretendia abarcar 5000 ha con un total de quinientos mil olivos,
calculando solamente una produccion de 100 kg por planta (Mercado Olivarero,
1950). Entre 1948-1949 el Mercado Olivarero del Uruguay gestiono a traves de
la Embajada de Uruguay en Buenos Aires, la importacion de plantas de las
siguientes variedades: Arbequina, Picudilla, Arauco, Manzanilla, Mision y
Leccino, con destino a sus plantaciones (Mercado Olivarero, 1950).

En 1950 lleg6 a Uruguay un grupo de franceses, que habian desarrollado
actividades agropecuarias en el norte de Sudafrica y fundaron “La Estancia Los
Ranchos” en el depto de Rio Negro (Paraje Rincén de las Gallinas). Su interés
por el lugar, estaba dado por el microclima especial parecido al del



36

Mediterraneo y condiciones favorables para el cultivo que habia en la zona, por
lo que plantaron vifiedos y olivares provenientes de Europa (Zurbriggen, citado
por Cotelo, 2002). Las variedades de olivo introducidas fueron Leccino,
Taggiasca, Pendolino, Moraiolo, Frantoio, Manzanilla, Arbequina provenientes
de Espafia e Italia (Los Ranchos, 2011)

De estos olivares se extraian las aceitunas y se las vendian a Maug, una
aceitera cercana situada en Mercedes (departamento de Soriano). Pero en
determinado momento los arboles fueron abandonados, hasta que en 1994 una
descendiente de los propietarios originales, la sefiora Mireille Bertrand decidio
retomar la actividad. Alli se hizo una reconversion del monte con variedades
espafolas e italianas. En 1999 después de una importante inversion se logro
llevar la energia al establecimiento agropecuario y el proyecto del aceite se
pudo hacer realidad (Zurbriggen, citado por Cotelo, 2002). Se produjo aceite de
oliva extra virgen a partir de cuatro variedades espafiolas e italianas: Leccino,
Arbequina, Manzanilla y Taggiasca (Cotelo, citado por Cotelo, 2002).

En el litoral oeste del pais, en el departamento de Salto, en el afio 1953 el
Establecimiento Urreta S.A. instalé una moderna almazara para la extraccion de
aceite puro de oliva, utilizandose como materia prima las aceitunas que se
cosechaban en ese departamento. Segun lo indicaba la empresa el aceite
obtenido competia en calidad con los mas renombrados aceites de origen
extranjero (Una empresa... 2007). En el departamento de Florida, en 1954 en
Fray Marcos, fue creada la fabrica de aceite CAODUSA S.A. (Compafia
Agricola Olivarera del Uruguay Sociedad Andnima) que funcion6é unos pocos
afos segun lo indica (Hurgando en... 2003).

La compaiiia facilitaba la obtencién de montes de olivos de 100, 75, 50 y
25 ha de olivos, completamente sanos y en plena produccion, con facilidades
de pago, ventajas sociales y econdmicas. De acuerdo a informes técnicos
especializados por parte de la empresa, las regiones que demostraban ser mas
aptas en nuestro pais para preparar montes de olivos eran: la zona litoral norte
gue comprendia los departamentos de Paysandu, Salto y Artigas y la zona sur y
este que abarcaba Florida, Minas y Treinta y Tres. De esta forma la empresa
promociond el cultivo del olivo a gran escala en el pais, destacando la calidad
de los aceites nacionales, que en diversas exposiciones figuraron en un primer
plano en comparacion con los aceites importados Montafiés (s.f.).

En la década del 70 se inicié una camparfia a nivel mundial de desprestigio
contra el aceite de oliva, el que pasoé a ser considerado un producto nocivo para
la salud humana. Paralelamente se promocioné el consumo de otros aceites de
origen vegetal como el de girasol y de maiz, provocando una importante caida
del precio internacional del aceite de oliva que no podia competir en precio con
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los aceites antes mencionados Jury (2001a).

Actualmente se encuentran en las calles de Montevideo un ndamero
importante de olivos que son vestigios de antiguas chacras y quintas tales como
los ubicados en Gral. Hornos ex Quinta de Posse, Emancipacion ex Quinta
Canessa® y en Calle Coronel Raiz®. En la zona rural persisten restos de
antiguas plantaciones en Melilla y Paso de la Arena.

2.3 MARCADORES APLICABLES EN ESTUDIOS DE DIVERSIDAD

2.3.1 Marcadores morfoldgicos

Se consideran marcadores morfoldgicos a los caracteres de un individuo
gue se expresan en un ambiente especifico y que el hombre identifica con un
objetivo determinado. Estos fueron los primeros en ser utilizados por el hombre,
con ellos se estima la variacion morfolégica existente en una poblacion.
Tradicionalmente, la diversidad que existe dentro y entre las poblaciones se ha
determinado facilmente, no requiere de un equipo sofisticado y son la
apreciacion mas directa de un fenotipo (De Vicente y Fulton, 2003).

Asimismo, permiten un muestreo taxonémico mucho mas cuidadoso que
el que se realiza con analisis moleculares, lo que es importante para revisiones
sistematicas, estudios de la evolucion del caracter y valoracion filogenética
(Hillis y Wiens, citados por Rentaria, 2007). Otro atributo importante es que
estan al alcance para uso inmediato (De Vicente y Fulton, 2003). Sin embargo,
hay varias limitaciones para su uso, de las que la principal es precisamente que
se basan en las caracteristicas morfolégicas o expresadas en el individuo
(fenotipo). Estas son fuertemente influidas por el ambiente en que se
desarrollan, ademas generalmente solo se pueden identificar y medir en
individuos completos o adultos (Solis y Andrade, 2005), deben ser tomadas por
un experto en la especie, pueden variar en las diferentes etapas del desarrollo
de las plantas y su niumero es limitado (De Vicente y Fulton, 2003).

® Intendencia Municipal de Montevideo. CCZ 14. 2009. Datos relevados entre vecinos del lugar
(sin publicar).

* Intendencia Municipal de Montevideo. CCZ 13. 2009. Datos relevados entre vecinos del lugar
(sin publicar).
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2.3.2 Antecedentes morfoldégicos

Los primeros trabajos que se tiene conocimiento, datan del siglo | de la era
cristiana, donde Columela realiza una descripcion de variedades de olivo en
Espafia®. A comienzos del siglo XX (Ruby, citado por Idrissi y Quazzani, 2004)
fue el primero en utilizar los diferentes 6rganos del olivo (hoja, fruto y
endocarpo) para caracterizar y clasificar las variedades de esta especie. A partir
de este, diversos trabajos de identificacion varietal fueron realizados en Espafia,
Italia y Argelia a traves de combinaciones de caracteres morfolégicos,
agronémicos Yy fenologicos (Priego, Cifferri et al., Hauville, Morettini y Amellini,
Ortega, Baldini y Scaramuzzi, Rallo y Cidraes, Cimato et al., Cantini et al.,
citados por Idrissi y Quazzani, 2004). En Andalucia (Barranco y Rallo, citados
por Idrissi y Quazzani, 2004) inventariaron e identificaron 156 variedades sobre
la base de un esquema pomoldgico incluyendo un gran nimero de caracteres
relativos al arbol, rama fructifera, fruto, inflorescencia, hoja y endocarpo.

Para la caracterizacion de diez variedades de olivo en Argentina, se
utilizaron caracteres morfolégicos del endocarpo y marcadores moleculares.
Los caracteres del endocarpo mostraron diferente grado de dispersion con
respecto al valor modal. Caracteres tales como “distribucién de surcos” y “forma
de la base” presentaron un menor grado de dispersion en relacién a la moda,
mientras que 99,1% y 98% de los datos respectivos a cada caracter
coincidieron con el valor modal. Sin embargo, el caracter posicion del “diametro
transversal maximo” resultdé poco consistente ya que solo el 84,4% de los datos
coincidieron con la moda. A través del analisis de los caracteres mas confiables
del endocarpo fue posible diferenciar ocho de diez variedades analizadas. La
variedad Frantoio y Arbequina no se pudieron diferenciar a través de estos
caracteres. El andlisis de caracteres menos confiables como “ndimero de
surcos” y posicion del “diametro transversal maximo” permitiria la separacion de
estas variedades (Cavagnaro et al., 2001).

Segun Barranco y Rallo, COI, citados por Idrissi y Quazzani (2004)
utilizaron 23 caracteres morfolégicos para la caracterizacion primaria de
variedades de olivo, cada caracter presentaba de dos a cuatro categorias. Los
caracteres relativos a la hoja e inflorescencia se determinaron a partir de una
muestra de 40 hojas y 40 inflorescencias. La descripcion de frutos se realizé a
través de una muestra de 40 frutos que también se utilizaron para la

® Tapia, F.A. 2001. Prospeccion y caracterizacion morfolégica de las variedades

de olivo cultivadas en las regiones Il y IV de Chile.136p. (sin publicar).
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caracterizacion de endocarpo. Para verificar la autenticidad de las variedades
estudiadas se realiz0 la comparacion de la descripcion morfolégica obtenida
con la caracterizacion del Catalogo Mundial de variedades de olivo (COl, citado
por Idrissi y Quazzani, 2004) y las fichas varietales disponibles en la literatura.
Para la mayoria de las variedades se detectaron diferencias entre los fenotipos
con una misma denominacion (homonimia) Idrissi y Quazzani (2004).

Espada et al. (2009) aplicando el esquema pomoldgico de Barranco y
Rallo del afio 1984, identificaron y catalogaron variedades de olivos cultivados
en la comarca EI Somontano de Barbastro, Huesca, Espafa. Estos trabajos
muestran la gran utilidad de los caracteres utilizados para inventariar
variedades de diferentes regiones oleicolas de cada pais, permitiendo resolver
diversos casos de homonimia asi como de sinonimia (Rallo y Cidraes, Caballero
y Del Rio, citados por Idrissi y Quazzani, 2004). Numerosas sinonimias
(variedades con el mismo nombre que correspondian a diferente genotipo)
Matias et al. (2003) y la existencia de grupos de cultivares con caracteristicas
morfologicas similares dificultan la labor de caracterizacién e identificaciéon
(Barranco y Rallo, Fontanazza, citados por Cavagnaro et al., 2001)

El hecho de que los caracteres morfologicos sean fuertemente
influenciados por el ambiente, ha dificultado el uso de algunos descriptores
desarrollados por Barranco y Rallo en el afio 1984, para identificar variedades
cultivadas en Espafia (Cavagnaro et al., 2001). Sin embargo, estos autores
citan caracteres del endocarpo como altamente heredables, poco influenciados
por el ambiente y de valor en la distincion de variedades (Cavagnaro et al.,
2001). La mayoria de estos estudios pone en evidencia que las caracteristicas
de endocarpo son mas estables que la de fruto y hoja segun Idrissi y Quazzani
(2004). Otros de los inconvenientes se deben a la necesidad de usar un numero
elevado de caracteres y al hecho de que requieren el empleo de 6rganos no
siempre presentes (fruto y endocarpo) segun Trujillo et al. (2005).

Caracteres del endocarpo muestran una variabilidad importante entre las
variedades (Bari et al., citados por Idrissi y Quazzani, 2004). También se ha
observado fluctuaciones en los indices de la forma de fruto, hoja y de
endocarpo aun siendo de la misma variedad (Baldini y Scaramuzzi, citados por
Idrissi y Quazzani, 2004). Francisconi, citado por Idrissi y Quazzani (2004)
observo variaciones entre individuos de una misma variedad cultivadas en
diferentes altitudes.

Del analisis estadistico de los parametros morfolégicos de hojas, fruto y
endocarpo, que se estudiaron con el objetivo de conocer las caracteristicas
morfolégicas de las variedades mayoritarias del olivar de Extremadura, se
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dedujo que todos los parametros medidos fueron significativamente diferentes
para cada variedad. Sin embargo, la mayoria de ellos muestra una alta
dependencia del entorno edafocliméatico en el que se desarrollan las plantas.
Solamente se identificaron dos parametros morfolégicos: la forma del fruto
(largo/ancho) y el diametro maximo del endocarpo, claramente dependiente de
la variedad y no de la localizacion. Estos serian los pardmetros mas fijos y
adecuados para la caracterizacion varietal de las variedades estudiadas segun
Llerena (2008).

Un inconveniente de este método para diferenciar variedades es que el
analisis de algunos caracteres cualitativos se basa en apreciaciones subjetivas.
Asi por ejemplo, el endocarpo de una variedad puede parecer “ligeramente
asimétrico” o “simétrico” segun el observador que realice el estudio. Esta falta
de estandarizacion en el método para evaluar este tipo de caracteres, dificulta
el aprovechamiento de informacién sobre clasificaciones varietales provenientes
de otras regiones (Cavagnaro et al., 2001).

Para la Identificacion varietal en el programa de obtencién y control de
plantas certificadas de olivo en Andalucia, se han utilizado métodos
morfolégicos y marcadores de ADN. El material utilizado como referencia
(control) fue el identificado por el Banco de Germoplasma Mundial de Olivo del
CIFA “Alameda del Obispo” de Cdérdoba (IFAPA). En todos los casos los datos
morfolégicos coincidieron al 100% con los datos moleculares Ojeda et al.
(2006).

2.3.3 Marcadores moleculares

Histéricamente, los estudios relacionados con diversidad genética en
plantas han estado relacionados con datos arqueoldgicos, botanicos,
lingUisticos, historicos y morfolégicos. Vale decir, desde el punto de vista
agronomico y comercial, la caracterizacion del germoplasma se ha basado
fundamentalmente en caracteristicas de alta y de baja heredabilidad, medidas a
través del fenotipo (Beserra y Paredes, 2000). Tradicionalmente, los
marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento eran aquellos
controlados por genes asociados a caracteres morfolégicos, en general
fenotipos de facil identificacion visual, que contribuyeron significativamente al
desarrollo tedrico del andlisis de ligamiento y en la construccion de las primeras
versiones de mapas genéticos (Ferreira y Grattapaglia, citados por Yafies,
2002).

La revolucion en este plano se inicio con el descubrimiento y utilizacion de
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los marcadores isoenziméticos. El nUmero de marcadores genéticos disponibles
fue ampliado y la aplicacion de la técnica se expandio practicamente a todas las
especies de plantas (Ferreira y Grattapaglia, citados por Yarfies, 2002). Con la
llegada de las técnicas modernas de la biologia molecular, surgieron diversos
meétodos de mayor sensibilidad para detectar cambios en el genotipo de los
individuos (polimorfismo genético) directamente a nivel del DNA, es decir los
llamados marcadores moleculares que en general, pueden acelerar los
programas de mejoramiento genético segun Beserra y Paredes (2000). Un
Marcador molecular es cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresion de
un gen o de segmentos especificos de DNA, que puede ser detectado y su
herencia monitoreada. EI mismo recibe el nombre de marcador genético cuando
su comportamiento se rige de acuerdo con las leyes béasicas de la herencia
mendeliana (Ferreira y Grattapaglia, Villamon, citados por Yafes, 2002).

Entre las principales ventajas de los marcadores moleculares descritas por
Ferreira y Grattapaglia (1996) se pueden destacar:

- el nivel de polimorfismo de los marcadores moleculares es generalmente alto
para cada locus estudiado facilitando la construccibn de mapas genéticos,
contrariamente al limitado polimorfismo que presentan los marcadores
morfologicos, que hacen que el investigador deba recurrir a un gran nimero de
cruzamientos para el estudio de ligamientos genéticos.;

- los marcadores moleculares son neutros con relacion a los efectos fenotipicos,
con efecto epistéatico o pleiotropico minimo o nulo;

- en general los marcadores moleculares son codominantes (capaz de distinguir
entre un homocigoto y un heterocigoto) y contienen mayor cantidad de
informacion genética por locus que los marcadores morfolégicos, los cuales en
su mayoria, son dominantes o recesivos (Tanksley, Beckman y Soller, Burr et
al., Stuber, citados por Ferreira y Grattapaglia, 1996);

- los marcadores basados en el ADN pueden utilizarse en cualquier fase del
desarrollo de la planta, a partir de la etapa de desarrollo que permita extraer el
material fresco necesario para obtener una suficiente cantidad de ADN Ferreira
y Grattapaglia (1996).

Los polimorfismos en el ADN tienen su origen en cambios localizados en
las secuencias quimicas de las bases nitrogenadas que conforman la molécula.
Estos cambios se deben normalmente a: cambios en las bases (adicion,
transicion, transversion o deleccion); reorganizaciones en la secuencia del ADN
(deleccion, inversion, insercion o duplicacion de segmentos de ADN);
expansion o contraccion de numeros de unidades secuenciales de VNTRs
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(Varible Number of Tanden Repeats), como son los satélites, minisatélites y
microsatélites segun Valadez y Kahl (2000).

En los ultimos afos se han desarrollado marcadores moleculares en olivos
gue han sido satisfactoriamente aplicados para la clasificacion e identificacion
de cultivares (Busconi et al., 2006). Entre ellos se destacan: Randomly
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Wiesman et al., Mekuria et al., Belgj et al.,
citados por De la Rosa et al., 2003), Amplified Fragment Length Polymorphism
AFLP (Angiolillo et al., citados por De la Rosa et al., 2003), Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) (Besnard y Bervillé, citados por De la Rosa et al.,
2003), Simple Sequence Repeat (SSR) or Microsatellite Markers (Sefc et al.,
Cipriani et al., citados por De la Rosa et al., 2003). Los resultados de estos
estudios mostraron que los cultivares de olivo tienen un alto grado de diversidad
y que estos marcadores empleados son suficientes para detectar polimorfismo
en olivos (Wu et al., 2004). La eleccién del marcador a usar dependera de los
objetivos del estudio, del costo y de las caracteristicas que cada uno de ellos
presentan Beserra y Paredes (2000). A continuacion se detalla las
caracteristicas generales de los marcadores RFLP, ISSR, AFLPy RAPD que se
indican en el cuadro 1.



Cuadro 1. Caracteristicas generales de los marcadores moleculares

Caracteristicas ISOENZIMAS RFLP RAPD AFLP SSRs
Nivel de polimorfismo* Bajo Bajo m(Sj?ej:)a;do mo%ag?édo Alto
Dominancia* Codominante | Codominante | Dominante Dominante | Codominante
Numero de loci* Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci
Abundar]cia fn el Baja Media Muy alta Alta Media
genéma
Cantidad de ADN | - Grande Limitada Limitada Limitada
Calidad de ADN | - Buena Buena Buena .Sir.'
restricciones
Reproducibilidad Poca Buena Baja Buena Buena
Costo Bajo Costoso Medio Medio Medio
Accesibilidad tecnoldgica Alta Media Baja Media Baja

Referencias:

RFLP:  Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (Restriction fragment length polymorphism)
RAPD: Polimorfismo de ADN amplificado al azar (Random amplified polymorphic DNA)
AFLP: Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (Amplified fragment length polymorphism)

ISSR: Secuencia entre repeticiones simples (Inter-simple sequence repeat) Secuencias simples repetidas

Fuente: elaboracion segun (Besserra y Paredes 2000, Ramirez 2003,
Martinez 2006, Rentaria 2007, Hopp 2010, Ralia et al. 2011).
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De lo anterior se puede apreciar que tanto los enfoques moleculares como
morfologicos tienen ventajas y desventajas; ambos siguen desempefiando un
papel crucial en casi todos los grupos de organismos y que hasta nuestros dias
las especies se describen y se identifican en base a ambas clases de datos

(Rentaria, 2007).
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2.3.4 Microsatélites

Los microsatélites se han convertido en uno de los marcadores
moleculares mas utiles en mejoramiento de plantas, ampliamente usado para
estudiar el fingerprinting (huella genética) de los cultivares, test de paternidad y
mapeo del genoma Rallo et al. (2003). Estos consisten en motivos (grupo
constante) de secuencias constantes de 1-6 pares de bases de largo repetidas
en tandem varias veces (Cipriani et al., 2002). Sin embargo, Hopp (2010) los
define como cualquier serie de secuencias cortas repetidas (1-10 pb), mientras
gue Valadez y Kahl (2000) los definen como secuencias medianamente
repetidas ordenadas en serie; son secuencias de ADN altamente variables
(hipervariables) dispersas a través de los genomas de hongos, plantas y de
animales. Estas repeticiones cortas son abundantes y frecuentemente
esparcidas en el genoma de eucariota, altamente polimorficas disponibles para
ensayos de PCR (Polymerase Chain Reaction), usando cebadores (primers)
complementarios a las regiones flanqueantes (Cipriani et al., 2002).

El polimorfismo de los microsatélites se basa en el diferente nimero de
repeticiones de los motivos de secuencias cortas en un locus dado segun Rallo
et al. (2000). ElI origen del polimorfismo continla en debate, aunque
previsiblemente este se deba al evento de "resbalén” o “slipagge” durante la
replicacion del DNA (Schlotterer y Tautz, Zane et al., citados por Yafies, 2002),
en el cual la cadena nueva o la cadena patrén se desliza sobre la otra en al
menos un motivo, resultando en un mal apareamiento de las mismas (Moxon y
Wills, citados por Yarfies, 2002). Otras posibles causas para la generacién de
polimorfismo se deban a otros tipos de mutaciones, como las delecciones e
inserciones, ya sean en el microsatélite en si o en las regiones que lo flanquean
alterando el tamafio de la region microsatélite. La duplicacion de una secuencia
microsatélite en otra region del genoma da lugar a la generacién de marcadores
microsatélites multilocus (Jarne y Lagoda, Villamén, citados por Yarfies, 2002).

Debido a la alta conservacion de las regiones flanqueantes los
marcadores microsatélites son los elegidos en estudios sobre genética de
poblaciones y para la huella genética (fingerprinting) de individuos (Rafalski et
al., citados por Cipriani et al., 2002); teniendo un alto potencial para estudios
genéticos a nivel varietal, de especie y género (Szewc-McFadden et al.,
Smulders et al., citados por Rallo et al., 2003). Es asi, que los principales
cultivos en la actualidad cuentan con una base de datos con apreciable
cantidad de microsatélites, a modo de ejemplo es el caso de la papa (Milbourne
et al., citados por Yarfes, 2002), yuca (Mba et al., citados por Yafies, 2002),
arroz (Cho et al., citados por Yafies, 2002), trigo (Bryan et al., citados por
Yanfes, 2002) y cebada (Davila et al., citados por Yaries, 2002).
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Analizando el genoma para cada individuo con microsatélites da lugar a la
obtencion de patrones de bandas individuales y especificos. Estos patrones se
manifiestan en fragmentos de longitud variable y se observan después de tefiir
los geles con sales de plata, bromuro de etidio, por autoradiografia o por
meétodos no radiactivos (Winter y Kahl, citados por Valadez y Kahl, 2000). Los
distintos patrones de bandas que exhibe el genoma de los organismos, pueden
traducirse a arboles filogenéticos o dendogramas con el uso de métodos
estadisticos y programas de computacion, lo que permite definir de manera mas
clara la relacion a nivel de ADN entre los individuos de una determinada
poblacion (Weising et al., citados por Valadez y Kahl, 2000).

Las mayores desventajas de esta clase de marcadores moleculares son el
tiempo requerido para su aislamiento y los costos involucrados, pero estas
desventajas han sido recientemente superadas por la introduccion de
bibliotecas genéticas y secuenciacion automatica (Morgante et al., citados por
Cipriani et al., 2002). Los marcadores microsatélites se han recomendado para
generar una identificacién Unica de individuos (huella digital), obteniendo una
base de datos para caracterizacion de cultivares (Belaj et al., 2004).

2.3.5 Antecedentes en Olea europaea

Entre los marcadores utilizados en olivo, los microsatélites se han
convertido en los marcadores por excelencia, dada su naturaleza codominante,
capacidad discriminante y repetitividad entre laboratorios. El alto nimero de
microsatélites disponible actualmente permite su utilizacion rutinaria en estudios
de recursos genéticos en olivos y en programas de mejoramiento segun Trujillo
et al. (2006). En Olea europaea, estos marcadores han sido usado en diferentes
aplicaciones como en la discriminacién de cultivares Sarri et al., Fendri et al.,
citados por Bracci (2011), como en estudios de relaciones entre olivos silvestres
y cultivados (Belaj et al., citados por Bracci, 2011).

Tratandose de una especie con gran diversidad como el olivo, las tres
técnicas (RAPDs, AFLPs, SSRs) se pueden utilizar con éxito para estudios de
diversidad genética y caracterizacion varietal (Belaj et al., 2003). Sin embargo,
para la identificacion de variedades a efectos de certificacion varietal, los SSRs
ofrecen la facilidad de documentar y compartir sus resultados (Belaj et al., 2003)
y mayores ventajas dada su gran reproducibilidad Belaj et al. (2003), sea en el
mismo laboratorio o en diferentes laboratorios que realizen experimentos
idénticos Belaj et al. (2004). Ambos los AFLPs (Vos et al., citados por Belaj et
al., 2003) y los RAPDs (Fabbri et al., Mekuria et al., Gemas et al., Gonzalo-
Claros et al., Hess et al., Belaj et al., Besnard et al., Sanz-Cortés et al., citados
por Belaj et al., 2003), son muy eficientes para el estudio de las relaciones
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genéticas en olivo. Debido a su gran capacidad los AFLPs son muy eficaces
para muchas aplicaciones en olivo, pero su compleja técnica limita su utilizacion
Fendri (2008). Los marcadores RAPD seguiran siendo una buena opcion para
estudios de diversidad genética, clarificacion de sinonimias y homonimias en
olivo, por su sencillez y el bajo coste pero su uso se vera limitado en el futuro
debido a la falta de consistencia entre distintos laboratorios (Jones et al.,
citados por Belgj et al., 2003).

Los marcadores moleculares RAPDs, AFLPs y SSRs fueron comparados
en cuanto a su informacion y eficiencia en estudios de diversidad genética y
relaciones entre treinta y dos cultivares de olivo en lItalia y Espafia. EI mayor
nivel de polimorfismo detectado por los marcadores SSRs (méas que con RAPDs
y AFLPs), destacan su capacidad de discriminacion segun Belaj et al. (2003).
Este resultado esta de acuerdo con otros estudios, donde los SSRs fueron
comparados con otros sistemas de marcadores (Powell et al., Pejic et al., Belaj
et al., citados por Taamalli et al.,, 2006). Estos marcadores fueron capaces de
discriminar efectivamente varios genotipos, pero solamente los SSRs fueron
capaz de diferenciar los cultivares “Frantoio” y “Cellina” (Belaj et al., 2003). La
gran variabilidad observada en loci SSRs, fue la esperada a causa del Unico
mecanismo por el cual esta variacion se genera: deslizamiento durante la
replicacion, que ocurre mas frecuentemente que mutaciones sencillas de
nucleétidos y eventos de insercion y deleccion, los cuales generan el
polimorfismo detectable por analisis AFLP (Powell et al., Melbourne et al.,
citados por Taamalli et al., 2006).

En previo reporte de la transferibilidad de los SSRs dentro de la familia
Oleéceas (Lefort et al., citados por Rallo et al., 2003) se demostré que loci
SSRs desarrollados para Fraxinus estuvieron presentes en varias taxa dentro
del género Olea Rallo et al. (2003).Tres microsatélites aislados de Fraxinus
excelsior L. ha sido exitosamente aplicado en el olivo (Lefort et al., citados por
Cipriani et al., 2002).Treinta microsatélites aislados de olivo, usando bibliotecas
genomicas enriquecidas en repeticiones (AC) y (AG) y aplicados a una lista de
13 cultivos de diferentes regiones de Italia, se han usado para evaluar el grado
de polimorfismo de estos marcadores. Todos los cultivares fueron facilmente
separados unos de otros. Se resolvieron dos problemas de sinonimia “Frantoio”
y “Casaliva” que son considerados muy similares. Frecuentemente los cultivares
“Leccino” y “Less” son considerados algunas veces un mismo cultivar y a partir
de diferencias mostradas en 22 de los 28 loci polimorficos por lo que esa
posibilidad puede ser excluido. El alto valor de diversidad genética (h) y el poder
de discriminacion (PD) encontrados en muchos de los loci microsatélites
estudiados, los convierte en una herramienta véalida para discriminar entre los
cultivares que se propagan corrientemente (Cipriani et al., 2002).
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Cuatro microsatélites, [AS-o0lill, IAS-0lil2, IAS-0lil7, IAS-0li22,
desarrollados por el Instituto de Agricultura Sostenible (CSIC) de Cordoba,
Espafa, fueron utilizados para identificar genotipos pertenecientes al olivar de
dicha provincia. Los perfiles electroforéticos generados por las accesiones de
los cultivares Arbequina y Frantoio fueron similares a los obtenidos con las
muestras de referencia de CSIC (Cordoba), pero no se pudo verificar identidad
entre las muestras de referencia con las colectadas de Empeltre y Manzanilla. A
su vez, se confirmd la presunta sinonimia entre Frantoio y Oblonga. Las
muestras locales de Nevadillo no mostraron diferencias entre si aunque el perfil
de resultados de microsatélites fue distinto al de Picual, cultivar considerado
como sinénimo. A partir de esta serie de resultados se considero la necesidad
de profundizar los estudios tendientes a establecer la correcta identidad de los
materiales locales cuyos perfiles microsatélites presentaron diferencias con los
materiales de referencia y confirmaron la utilidad de los microsatélites como
herramienta para la identificacion y autenticacion varietal (Taborda et al., 2006).

Aplicando cinco microsatélites desarrollados para olivo, fueron estudiados
33 genotipos de 15 especies de Olea. Al menos doce de ellas fueron
exitosamente amplificadas para los cuatro loci mas polimérficos. El polimorfismo
se encontrd tanto a nivel inter como intra especifico, confirmando su utilidad
como una herramienta Gtil para estudios de biodiversidad. La identificacion de
cultivares pudo ser lograda a través de dichos microsatélites en un total de 46
cultivares. El 95% de alelos fue identificado con solo tres microsatélites (Rallo et
al., 2002).

Posteriormente con nueve pares de cebadores SSR se analizaron en 35
cultivares de Espafia e Italia de interés comercial. Todos los microsatélites
fueron polimdrficos con una media de 7,5 alelos por locus, con un poder de
discriminacion (PD) medio de 0,79. El conjunto de microsatélites aplicados
discriminé todos los cultivares estudiados. La combinacion conjunta de tres de
ellos, UDO99-009, UD099-043 y UDO99-14 hizo posible la identificacion de
todos los cultivares incluidos en este estudio (Belaj et al., 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PROSPECCION

Se emplearon para el desarrollo de los diversos analisis realizados en este
trabajo, ramas jovenes y frutos de 152 arboles provenientes de 14 sitios
diferentes, que incluyeron a plantaciones centenarias y montes implantados
posteriormente a 1950. El muestreo se realiz6 en los meses de febrero de 2006,
octubre de 2007 y diciembre 2010 y los sitios de procedencia se localizaron en
departamentos del sur, sureste y litoral oeste del pais (Figuras12-14, cuadro 2),
abarcando ambientes diversos en términos de suelo y clima; en cada sitio se
realizaron dos o0 mas visitas.

La colecta de muestras también abarcé a los restos de montes de las
viejas quintas existentes en zonas urbanas y suburbanas del departamento de
Montevideo: Sayago, Pefarol, Barros Blancos, Paso de la Arena, actualmente
incorporadas al arbolado publico. Para la ubicacion de los érboles
correspondientes a la zona urbana de Montevideo, se dispuso de la informacion
existente en la Intendencia Municipal de Montevideo (Unidad de Areas Verdes)
a través de los Sistema de Informacion Geografica Municipal (IMM.UAYV, 2006b)
y el de Areas Verdes (IMM.UAV, 2006a).
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Figura 12. Ubicacion de los sitios de colecta
en los deptos: Maldonado, Canelones, Salto y
Rio Negro (imagen modificada de Google Earth)

Referencias:
En amarilo se visualizan los puntos de recoleccion

Figura 13. Mapa satelital de los sitios de colecta en
el depto. de Mdeo (imagen modificada de Google
Earth)

Referencias:

En circulos se visualizan los puntos de recoleccion

1. Ex Quinta de Canessa 2. Ex Quinta de Posse
3. Calle Cnel. Raiz 4. Calle Oliveras

5. Quinta de Arteaga 6. Quinta de Tomasito
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Figura 14. Sitios d colecta: a) Ex Quinta de VCanessa, b) Calle Coronel
Raiz, c) Quinta de Arteaga (arbol y detalle del fruto), d) Ex Escuela Jackson,
e) Quebrada del Castillo, f) Vifia Varela Zarranz

3.2 ENTREVISTA

Las informaciones de los sitios en los cuales se encontraban los arboles
gue fueron estudiados, referidos a su historia, propietarios, fecha de plantacion,
edad estimada, productividad, destino de la produccion, manejo cultural y
sanitario, que se obtuvieron a partir de entrevistas a los productores o vecinos
de la zona de colecta.



Cuadro 2. Identificacion y localizacion de los lugares prospectados
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Sitios de colecta Abreviaturas de cada sitio No. de plantas Localizacién
de colecta seleccionadas
1. EEFAS (Facultad de 9 Ruta 31 km 21 (San Antonio,
Agronomia San Antonio) EEFAS Salto)
) Ruta 37 km 4 (Piriapolis,
2. Quebrada del Castillo Q. del Castillo 6 Maldonado)
. Ruta 39 y Ruta 9 (San Carlos,
8. Granja de Cohen G. de Cohen 8 Maldonado)
. Calle Emancipacion entre Av.
4. ExQuinta de Canessa Ex Q. de Canessa 6 Garzén y G. Pérez (Montevideo)
. Ruta 33 km 19 (Sauce,
5. Quinta de Tarallo Q. de Tarallo 6 Canelones)
g . Ruta 6 a 300 m de Ruta 11 (Sta.
6. Quinta *Villa Margarital Q. Villa Margarita 4 Rosa, Canelones)
Ruta 8 km 17 (Barros Blancos,
7. Ex Escuela Jackson Ex Esc. Jackson 14 Montevideo)
. Gral. Hornos entre Guzméan y
8. ExQuinta de Posse Ex Q. de Posse 16 Obera (Montevideo)
. Cnel. Raiz entre Edison y Gral.
9. Calle Coronel Raiz C. Cnel. Raiz 10 Batlle y Ordéfiez (Montevideo)
. Calle Oliveras esq. A. Recalde
10. Calle Oliveras C. Oliveras 5 (Montevideo)
. Cno. de la Granja y Rey del Monte
11. Quinta de Arteaga Q. de Arteaga 14 (P° de la Arena-Montevideo)
12. Vifia Varela Zarranz 11 Ruta 74 km 29 (Joaquin Suarez,
V. Varela Zarranz Canelones)
13. Establecimiento a2 A 30km al sur de Fray Bentos (R.
Los Ranchos E. Los Ranchos de las Gallinas, Rio Negro)
. . . Cno. de la Granja y Cno. Pérez
14. Quinta de Tomasito Q. de Tomasito 1 (P° de la Arena, Montevideo)
TOTAL 152

3.3 METODOLOGIA DE MUESTREO

Para la realizacion del muestreo en el caso de caracteristicas que no han
sido analizadas anteriormente y que no se disponia de informacion sobre la
variacion existente en poblaciones de la misma especie, se tomé al azar un
namero de ejemplares equivalente al 30% del total existente en cada sitio segun
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lo sugerido por el Depto. Biometria Estadistica y Computacion (2006)°

La determinacion de los arboles que serian muestreados se realizé en
cada sitio en el momento de la visita, seleccionandose por produccion de fruta y
estado fitosanitario general, segun lo detallado por Barranco et al. (2000). Cada
ejemplar seleccionado como muestra fue marcado con cinta y se le asigné un
codigo para su posterior identificacion, en caso de nuevas visitas a los sitios de
colecta, donde la primera letra y nimero correspondian a un sitio de colecta
determinado y la siguiente letra y nUmero a la muestra especifica. Se extrajeron
de los cuatro puntos extremos opuestos de cada arbol, hojas jovenes para la
caracterizacion molecular, hojas adultas y frutos para el estudio morfologico.

3.4 METODOLOGIA DE RECOPILACION DE DATOS HISTORICOS

La recopilacién de los antecedentes historicos del cultivo de olivo en
Uruguay se inicio con la busqueda de citas bibliograficas en diversas fuentes de
informacion. En la seccion “Archivos historicos” de la Biblioteca Nacional se
obtuvieron datos de la introduccion de las primeras plantas al pais, incentivos
del gobierno a la olivicultura, ubicacién de viveros, quintas y emprendimientos
olivicolas en distintos lugares del pais.

Posteriormente en la Biblioteca de la Intendencia Municipal de Montevideo
(I.M.M) se accedi6 a la informacion de las antiguas quintas que existieron en la
ciudad. En la Unidad Areas Verdes de la I.M.M se accedi6 al Sistema de
Informacion Geogréafica Municipal (IMM.UAV, 2006b) y al Sistema de Areas
Verdes a través de la Base de datos Oracle (IMM.UAV, 2006a), se ubicaron los
ejemplares existentes en las aceras de la ciudad, en los Barrios de Belvedere,
Paso Molino, Sayago y Pefarol. En otras redes informéticas, se obtuvieron los
datos recabados por la Comisién de Vecinos del Barrio Atahualpa, sobre la
ubicacién de las antiguas quintas en las cercanias del Arroyo Miguelete
(Montevideo). Por esta via se obtuvieron referencias de otros emprendimientos
en el territorio nacional.

Conjuntamente con el Ing. Agr. Jorge Peverelli, se localizaron restos de
antiguos olivares, en los departamentos de Maldonado y Canelones. Sus
propietarios informaron la época de plantacion y origen de los montes. En el
establecimiento del Ing. Agr. Daniel Varela (Vifia Varela Zarranz) obtuvimos
registros de plantaciones de la zona. Testimonios de antiguos viveristas, como
Eduardo y Natalia Scholderle, del Vivero Toledo Chico (con mas de 100 afios
de existencia), brindaron datos de otras plantaciones como la ex Escuela
Jacckson (Barros Blancos, Montevideo) citando diversos antecedentes y
publicaciones depositadas en la Biblioteca de la Asociacion Rural del Uruguay.
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En la Estacion Experimental San Antonio (Salto) de la Facultad de
Agronomia, la Ing. Agr. Beatriz Vignale, facilité el acceso al Jardin de
Introduccion del citado centro y a una serie de registros de olivos plantados en
ese lugar desde el afio 1943. En la zona rural del departamento de Montevideo,
a través del conocimiento de plantaciones, aportadas por Ing. Agr. Carlos
Mantero del Departamento Forestal, se ubicaron establecimientos en el Paso de
la Arena, donde resultd de gran valor la informacién basada en la tradicion oral
de los lugareiios que indicaron la ubicacion de viejos arboles y/o antiguas
quintas en distintas zonas de la ciudad.

La informacion del cultivo en el mundo y particularmente en América se
obtuvo de libros y publicaciones cientificas y de los datos de acceso electrénico
disponibles en el Consejo Oleicola Internacional (C.O.I).

3.5 ALMACENAMIENTO DEL MATERIAL

El material de campo colectado se colocé en bolsas de nylon etiguetadas
con el cddigo asignado a cada muestra y se almacenaron en conservadoras de
plastico a 5°C. Una vez en el laboratorio las muestras de hojas jévenes
(destinadas a analisis molecular) se etiquetaron y se colocaron en envases con
silica gel a -80°C. Las muestras de hojas y frutos para analisis morfolégico se
rotularon y almacenaron en bolsas de nylon a -20°C.

3.6 REGISTRO DE MUESTRAS

Los datos recabados de cada ejemplar muestreado se registraron en en
una base de datos conteniendo informacion referente a: lugar de colecta,
ubicacion del arbol en el monte, caracteres morfologicos de hoja, fruto y
endocarpo. En el laboratorio se analizaron y registraron los datos de hoja y
fruto. Luego se aplico la técnica de extraccion de la pulpa del fruto y se tomaron
los datos morfolégicos del endocarpo. El total de muestras obtenidas en cada
sitio de colecta (hoja, fruto y endocarpo) fueron fotografiadas y digitalizados
(cdmara digital Nikon modelo Coolpix 5200, Japon) con una sensibilidad de 5.1
mega pixeles.

® Gravina, V. 2006. Com. personal.
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3.7 MATERIAL DE REFERENCIA PARA ESTUDIO MORFOLOGICO

Para la caracterizacion morfologica de cada muestra, se compararon los
resultados obtenidos de hoja, fruto y endocarpo con los estandares propuestos
por Barranco et al. (2000). La muestra de Razzo fue comparada con la variedad
de referencia Frantoio (Barranco et al., 2000) ya que esta presenta como
sinonimia “Razzo” y con la informacion de referencia para Razzo segun lo
indicado por Cimato et al. (2001).

3.8 MATERIAL DE REFERENCIA PARA ESTUDIO MOLECUAR

A los efectos de obtener los perfiles moleculares SSR de referencia se
utilizaron muestras identificadas varietalmente. Las variedades Arbequina,
Frantoio, Picual, Barnea, Coratina y Arbosana, fueron proporcionadas por el
vivero Santa Rosa (Ruta 11, km 118.6, Santa Rosa, Canelones), importadas de
los paises de origen. Cinco muestras provenientes del establecimiento “Los
Ranchos” (Taggiasca, Leccino, Arbequina, Pendolino y Manzanilla) y las
variedades Arbequina, Frantoio, Picual, Barnea, Coratina y Arbosana del
establecimiento Accioén Forestal (Ruta 7, Km 113, Dpto. Florida). Estas plantas
se originaron de estacas y/o por micropropagacion, siendo las variedades que
actualmente se cultivan en el pais.

3.9 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Para caracterizar morfologicamente el material colectado, se emple6 una
serie de caracteres preestablecidos de hoja adulta, fruto y endocarpo,
estructurados en base a descriptores cualitativos y cuantitativos especificos. En
el caso de caracteres cuantitativos se utilizaron escalas de nivel con intervalos
suficientemente amplios (Espada et al., 2009). Estos permitieron calificar
medidas reales segun una escala de categorias convencional y creciente. Para
los caracteres cualitativos, las categorias establecidas fueron muy sencillas y
claramente identificables (Barranco et al., 2000). De cada arbol muestreado se
tomaron hojas y frutos para su caracterizacion. Se colectaron 40 hojas adultas
por arbol caracterizandolas en funcion de cuatro caracteristicas discriminantes:
longitud (1), ancho (a), forma (I/a) y curvatura longitudinal del limbo.

También se colectaron la mayor cantidad de frutos disponibles por arbol
(méx. 40) (Barranco et al., 2000) para el Comité Oleicola Internacional (COI).
Los frutos se colectaron cuando concluido el envero, en los cuales se midieron
6 caracteristicas: forma (longitud/ancho) en posicion A, simetria en posicion A,
posicion del didmetro transversal maximo en posicion B, forma del apice en
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posicion A, forma de la base en posicion A 'y pezon (Barranco et al., 2000) para
el Comité Oleicola Internacional (COI).

Luego del registro de las caracteristicas pomoldégicas (fruto) se procedio a
la extraccion de la pulpa y acondicionamiento del endocarpo para su
caracterizacion morfolégica. Para ello se aplic6 el siguiente protocolo:
inicialmente se colocaron los frutos en solucion de NaOH al 10% durante 42 hs
y luego se separé manualmente la pulpa. Los endocarpos se colocaron en
solucion NaOH al 5% por 12 hs. Después se trataron con acido citrico al 5%
durante 24 hs. Finalmente se lavaron con agua destilada y se secaron al aire de
acuerdo a lo estipulado por Cavagnaro et al. (2001). Los caracteres utilizados
para la caracterizacion de endocarpo fueron: forma (longitud/ancho) en posicién
A, simetria en posicion A, posicion del didmetro transversal maximo en posicion
B, apice en posicion A, base en posicion A y terminacion del apice en posicion
A.

Si bien todos los caracteres aportan informacion para la diferenciaciéon de
variedades, son los caracteres medidos en endocarpos los mas ampliamente
utilizados Trentacoste y Puertas (2002). Estos caracteres han sido calificados
como los de mayor poder discriminante, por ser de alta heredabilidad y poco
influenciados por el ambiente; basado en estas propiedades han sido
considerados especialmente utiles para  discriminar  variedades
morfolégicamente distintas Cavagnaro et al. (2001).

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de hoja, fruto y endocarpo,
formaron parte de la base de datos con la cual se realizaron mediante
herramientas estadisticas, comparaciones entre y dentro de los sitios de colecta
y comparaciéon con los estandares del COIl (Barranco et al., 2000) para cada
variedad. A continuacién se detallan los caracteres aplicados y sus
correspondientes variantes (estados) para hoja, fruto y edocarpo, que se
analizaron en cada una de las muestras obtenidas (Barranco et al., 2000).

3.9.1 Caracterizacion de hoja

Los caracteres forma, longitud y ancho son cuantitativos y la curvatura
longitudinal del limbo es cualitativo (Barranco et al., 2000, Figuras 15-16).

3.9.1.1 Forma

Determinada por la relacion entre la longitud (L) y ancho (A):
Eliptica (L/A < 4) (1)



Eliptico-lanceolada (L/A 4-6) (2)
Lanceolada (L/A > 6) (3)

P

1 2 3

Figura 15. Forma de hoja

3.9.1.2 Longitud

Corta (<5 cm)
Media (5-7 cm)
Larga (> 7 cm)

3.9.1.3 Ancho

Estrecha (< 1 cm)
Media (1-1,5 cm)
Ancha (> 1,5 cm)

3.9.1.4 Curvatura longitudinal del limbo

La torsion de su eje longitudinal permite clasificar la lamina foliar como:
Epinastica (1)
Plana (2)
Hiponastica (3)
Helicoidal (4)
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1 2 3 4
Figura 16.Curvatura longitudinal del limbo

A partir de la media del largo y ancho de hojas de cada éarbol, se calculo

el coeficiente de relacion largo/ancho foliar. Con este coeficiente se compararon
las muestras dentro y entre cada sitio de colecta y con los datos del COI.

3.9.2 Caracterizacion de fruto

Se tomO una muestra de frutos de la zona media de ramos fructiferos
elegidos en diferentes puntos del arbol. La descripcion del fruto se realiz6
aproximadamente cuando concluyé el envero o cambio de color, criterio que
permite caracterizar el comienzo de la maduracion. Al mencionar algunos
caracteres de fruto se detallaba que dicha medida se obtenia en una posicion
determinada del mismo. Las posiciones de referencia se denominaron como Ay
B, llamandose posicién "A" aquella en la que el fruto presenta generalmente
mayor asimetria al sujetarlo por sus extremos entre los dedos indice y pulgar y
posicién "B" es la que resulta al girar 90° la posicién anterior, quedando la parte
mas desarrollada hacia el observador (Barranco et al., 2000, Figuras 17-
22).

3.9.2.1 Forma (en posicion A)

Determinada en funcién de la relacién entre longitud (L) y ancho (A):
Esférica (L/A< 1,25) (1)
Ovoidal (L/A 1,25-1,45) (2)
Alargada (L/A>1,45) (3)
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1 2 3
Figura 17.Forma del fruto (en posicién A)

3.9.2.2 Simetria (en posicion A)

Determinada por la relacion entre sus dos mitades longitudinales:
Simétrico (1)
Ligeramente asimétrico (2)
Asimétrico (3)

1 2 3

Figura 18.Simetria del fruto (en posicion A)

3.9.2.3 Posicidn del diametro transversal maximo (en posicion B)

Seguln su situacion puede estar:
Hacia la base (situado hacia el pedunculo) (1)
Centrada (2)
Hacia el apice (3)
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1 2 3
Figura 19. Posicion del didmetro transversal

maximo (en posicion B) del fruto
3.9.2.4 Apice (en posicion A)

Apuntado (1)
Redondeado (2)

1 2

Figura 20. Apice del fruto (en posicion A)

3.9.2.5 Base (en posicién A)

Truncada (1)
Redondeada (2)
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1 2
Figura 21. Base del fruto (en posicién A)

3.9.2.6 Pezdn

Este caracter del punto estilar del fruto puede estar de la siguiente forma:
Ausente (1)
Esbozado (2)
Evidente (3)

1 2 3
Figura 22. Estados del pezon del fruto

3.9.3 Caracterizacion de endocarpo

El endocarpo consiste en la porcion interna lignificada del fruto que
protege la semilla. Usualmente se denomina hueso, al conjunto integrado por el
endocarpo y la semilla. Al igual que en el fruto, en algunos caracteres se hace
referencia a dos posiciones. La posicion "A" corresponde a la de maxima
asimetria y es aquella en que la sutura carpelar queda a la vista del observador.
La posicion "B" resulta de un giro de 90° respecto a la anterior, de modo que la
porcion mas desarrollada queda hacia el observador (Barranco et al., 2000).
Estos caracteres del endocarpo son mas confiables en la identificacién de
variedades (Cavagnaro et al., 2001, Figuras 23-28).
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3.9.3.1 Forma (en posicion A)

Determinada en funcion de la relacion entre longitud (L) y ancho (A):
Esférica (L/IA < 1,4) (1)
Ovoidal (L/A 1,4-1,8) (2)
Eliptica (L/A 1,8-2,2) (3)
Alargada (L/A > 2,2) (4)

m

L.

1 2 3 4
Figura 23.Forma del endocarpo (en posicién A)

3.9.3.2 Simetria (en posicion A)

Determinada por la correspondencia entre sus dos mitades longitudinales:
Simétrico (1)
Ligeramente asimétrico (2)
Asimétrico (3)

1 2 3
Figura 24. Simetria del endocarpo (en posicion A)



3.9.3.3 Posicidn del diametro transversal maximo (en posicion B)

Segun su situacion puede encontrarse:
Hacia la base (situado hacia la insercion) (1)
Centrada (2)
Hacia el 4pice (3)

1 2 3
Figura 25. Posicion del diametro transversal
méaximo del endocarpo (en posicion B)

3.9.3.4 Apice (en posicion A)

Apuntado (1)
Redondeado (2)

1 2
Figura 26. Apice del endocarpo (en posicion A)

3.9.3.5 Base (en posicion A)

Truncada (1)
Apuntada (2)
Redondeada (3)



1 2 3
Figura 27. Base del endocarpo (en posicion A)

3.9.3.6 Terminacion del apice

Sin mucroén (1)
Con mucroén (2)

Figura 28. Terminacion del apice del endocarpo

3.10 CARACTERIZACION MOLECULAR-MICROSATELITES

3.10.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

63

El material vegetal objeto de este trabajo, no habia sido anteriormente
estudiado en el Laboratorio de Biotecnologia (Departamento de Biologia
Vegetal) de la Facultad de Agronomia. Por tal motivo fue necesaria una puesta
a punto de todas las etapas del analisis molecular. Para extraer y cuantificar el
ADN (acido desoxirribonucleico) gendmico se probaron 2 protocolos: uno fue el
de Ferreira y Grattapaglia (1996) de uso frecuente en dicho laboratorio para
marcadores RAPD vy el otro fue el método de extraccion Doyle y Dolyle del afio
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1990, modificado por Cipriani et al. (2001) especialmente diseflado para
marcadores SSR y AFLP. La principal diferencia entre ambos protocolos era la
cantidad inicial de material vegetal necesario para obtener niveles y calidad de
ADN suficientes para la amplificacion. El protocolo de Ferreira y Grattapaglia
(1996) fue altamente eficiente en calidad y cantidad de ADN partiéndose de una
cantidad de inicial de 100 mg de tejido fresco, con algunas modificaciones dada
la caracteristica oleosa del material vegetal por lo que fue adoptado finalmente
para la realizacion de los estudios moleculares.

Dicho protocolo consistio en pesar primeramente 100 mg de tejido fresco
(hojas jovenes) por muestra, cortado en pequefios trozos con tijera
entomoldgica y luego colocado en tubos eppendorf conteniendo Nitrégeno
liquido donde se maceré manualmente con un piston de teflon para obtener una
optimizacion del macerado. Al tejido vegetal triturado se le adicion6 700 pl de
buffer de extraccion CTAB (Bromuro de Cetil-Trimetil-Amonio) 2X [1,4 M NaCl,
20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 0,2% Mercapto-etanol, 2% (w/v) CTAB pH 8,0],
se agitdé en vortex manteniéndolo posteriormente a 60° C en bafio maria
durante 1 hora (invirtiéndose los tubos cada 15 minutos). Luego de dicho tiempo
se retird del bafio y se enfridé durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
adicionarle luego 600 ul de Cloroformo/Alcohol Isoamilico (CIA 24:1; vi/v) a cada
muestra, agitandose nuevamente cada diez minutos para emulsionar las fases.
Seguidamente se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos a 5°C,
transfiriéendose posteriormente el sobrenadante (aproximadamente 800 ul) a
nuevo tubo eppendorf al que nuevamente se agregd 600 ul de CIA, agitdndolos
del mismo modo y centrifugado a 12000 rpm durante 5 minutos. Luego se retird
la fase superior y el sobrenadante se transfirid6 a un nuevo tubo agregandosele
una fraccion equivalente 2/3 del volumen de sobrenadante (aproximadamente
400 pl) de una solucion acuosa de Isopropanol (2-Propanol) frio (-20 °C). Se
mezclo suavemente y se dejé a -20° C durante una hora para la precipitacion de
los &cidos nucleicos. Pasado dicho tiempo se retird del freezer y se centrifugd
durante 5 minutos a 7500 rpm. Posteriormente se elimind la fase liquida
(Isopropanol) adiciondndose 700 pl de Etanol 70% frio. Se agité suavemente y
centrifugd a 15000 rpm durante 1 minuto. Se retir6 nuevamente la fase acuosa
y se agrego Etanol 95% en la misma cantidad y centrifugandose en las mismas
condiciones. Finalmente se eliminé la fase acuosa quedandonos con el
precipitado colocandose los tubos que lo contenian en forma invertida en estufa
a 37°C durante 1 hora. El “pellet” obtenido se resuspendio en 50ul de Tampdn
TE (Tris-HCL 10mM, EDTA 1mM, ph 8,0) almacenandose cada tubo con el
ADN en solucion a —20°C.

La evaluacion de la calidad del ADN obtenido y su cuantificacion se realizé
mediante electroforesis en gel de agarosa (Fermentas, USA) al 1% de buffer
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TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA, pH 8,5), teflido con Bromuro de
etidio a una concentracién final de 50 um/ml. La cuantificacion se realizd
mediante la comparacion visual del ADN obtenido con cuatro patrones de
concentraciones conocidas: 10, 50, 100 y 200 ng/ul de ADN gendmico
comercial (Fago A DNA, Fermentas, USA). En cada posillo se cargdé 2 pl de
ADN y 3 pl de Loading Buffer 6X (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% Bromophenol
blue, 0,03% Xylene cyanol FF, 60% Glycerol, 60 mM EDTA) (6X DNA Loading
Dye, Fermentas, USA). Se dej6 migrar durante una hora a 70V (voltaje
constante). Se us6 marcador de peso molecular conocido de 25-700 pb (DNA
Ladder, Low Range, Fermentas, USA)

3.10.2 Selecciéon de microsatélites

La caracterizacion del material genético usando microsatélites se realizé
de acuerdo a las especificaciones de Cipriani et al. (2002) usando 10 del grupo
de los 30 pares de cebadores por su poder discriminante, descriptos por estos
autores del Centro Nacional de Investigacion (Scandici) de Firenze, Italia
(cuadro 3).
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Cuadro 3. Secuencias de cebadores del0 microsatélites para “Frantoio”

UD099-006
F-TCAGTTTGTTGCCTTTAGTGGA 3 Cne? | son74 | 172 | 170174 0.68
R-TTGTAATATGCCATGTAACTCGAT

UD099-007

F-TGTGTTCTTTATTTGAAGGAATCTT 7 GN21 | 94141 | 120 | 1081120 0.67
R-TCGCTTTTGTGTTACATATTCG

UD099-008

F-AAAAACACAACCCGTGCAAT 3 (AC)13 | 160-170 | 159 | 160/165 075
R-AAATTCCTCCAAGCCGATCT

UD09S-009

F-TTGATTTCACATTGCTGACCA 6 (AG)16 | 83119 | 119 | 103/119 0.74
R-CATAGGGAAGAGCTGCAAGG

UDO99-011 (CT)7(CA)10

F-TGACTCCCTTTAAACTCATCAGG 5 | A§§PTZ;C py| 105132 | 115 | 1150124 075
R-TGCGCATGTAGATGTGAATATG 2CT(CA) 9

UD099-014

F-TTCCCCTTATTCAATGTGAACC 3 (GN10 | 95105 | 103 | 95/105 0.74
R-ACTGCAGTTTGGGAATCAAA

UD099-028

F-CTGCAGCTTCTGCCCATAC 4 (CA23(TA)3 | 136-172 | 152 154 0.74
R-GCAGATCATCATTTGGCACT

UD099-031

F-TATCCTCTATGTGGCGATG 5 (TO2L ) gass | 1510 | 1475 0.85
R-TTGGTTAAAAGGATTGATACA (TATE) '
UD099-035

F-AATTTAATGGTCACACACAC 5 (CA)I5 | 136-168 | 145 | 136/168 0.62
R-ATTGCGAAATAGATCTACGA

UD099-043

F-TCGGCTTTACAACCCATTTC 5 @N12 | 179210 | 174 | 1791219 075
R-TGCCAATTATGGGGCTAACT

Fuente: elaboracién segun Cipriani et al. (2002).
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3.10.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) y electroforesis

La amplificacion de los 10 pares de iniciadores microsatélites fue realizada
a través del Protocolo Doyle y Doyle del afio 1990, modificado por Cipriani et al.
(2002). Para realizar la reaccion de PCR (Polymerase Chain Reaction) la
amplificaciébn de los pares de iniciadores microsatélites fue realizada segun
Cipriani et al. (2002). La reaccién de PCR se efectu6 sobre un volumen final de
20ul, conteniendo 11,92 pl de agua destilada autoclavada, 2 pl de buffer PCR
(20 X), 0,8 pl de MgCl, (1,5 mM), 1,6 pyl de dNTPs (2,5 uM de cada dNTP), 1,2
ul de c/cebador (5 ng/ ul), 0,25 ul de Tag ADN polimerasa [INVITROGEN] (1,25
unidades) y 1 ul de ADN genomico (10 ng/ul). Las reacciones de amplificacion
fueron efectuadas usando un termociclador Biometra ® Personal Cycler
siguiendo el siguiente perfil de temperaturas y tiempos: 95T durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de (94T por 45 segundos, 57C por 45 segundos y 72C
por 45 segundos) finalizando con 72C por 8 minutos. Los productos de
amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
(Fermentas, USA) al 3% empleando como tampén TBE 1X (0,045M Tris-Borato,
0,001M EDTA pH 8,0). Como referencia para estimar el tamafo (pb) de los
productos amplificados se us6 marcador de peso molecular conocido de 25-700
pb (DNA Ladder, Low Range, Fermentas, USA). En las migraciones
electroforéticas se incluyeron amplificaciones de materiales de referencia,
obtenidos en el Vivero Santa Rosa S.A.las variedades Arbequina, Arbosana,
Barnea, Coratina, Picual y Frantoio y las provenientes del Establecimiento “Los
Ranchos” Taggiasca, Leccino, Arbequina, Pendolino y Manzanilla cuyos perfiles
de productos de amplificacion se conocia (Rallo et al. 2000, Cipiriani et al. 2002,
Baldoni et al. 2009). Las 169 muestras fueron analizadas con los diez pares de
cebadores y las provenientes de sitios de Montevideo (65) fueron amplificadas
una segunda vez. El grado de resolucion de la electroforesis estuvo cuantificado
por los niveles de bandas del patron de peso molecular Fermentas MPM Low
Range (25-700 pb con intervalos de 50 y 100 pb). Los patrones de bandas
obtenidos fueron utilizados para la identificacion del material colectado a nivel
varietal cuyo origen se desconocia.

3.11 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados de las muestras obtenidos se compararon entre y dentro de
los sitios de colecta y se cotejaron con las muestras de variedades conocidas.

Los resultados obtenidos a partir de los caracteres morfologicos de hoja
(/a), fueron analizados estadisticamente mediante el programa Statistica
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(version 5.0) realizado por StatSoft (1995) y mediante el programa G-Stat
Student (versién 2.0), de libre distribucibn a la comunidad cientifica,
desarrollado por Molina y Marino (2002). Los caracteres de variacion continua
se analizaron en funcion de su media, varianza y desvio estandar. A partir de
estos pardmetros se realizaron comparaciones de medias dentro y entre
arboles obsrvando si existian diferencias significativas entre ellas (Test-t de
Student para muestras dependientes, con un grado de significacion (p < 0.05)
StatSoft (1995); las varianzas de las medias de cada muestra se analizaron
mediante la modalidad Analisis de varianza (ANOVA: “Analysis of Variance”),
determinando los porcentajes de distribucion de las varianzas Molina y Marino
(2002). De este modo se pudo cuantificar donde se encuentran los mayores
grados de varianzas, si dentro de los arboles o entre arboles. Este indicador nos
permitié extraer hipotesis referidas a si los datos pertenecen a diferentes
variedades (cuando la varianza es mayor entre arboles) o si hemos analizado
datos que pertenecen a la misma variedad (cuando la varianza es mayor dentro
de cada arbol).

Para los datos de variacion discreta, se confeccionaron matrices de
presencia/ausencia de los estados de cada caracter morfologico y molecular,
para cada muestra y se calcularon coeficientes de similitud entre las mismas. La
matriz de resultados obtenida fue analizada mediante el programa SIMQUAL
del paquete “Numerical Taxonomy System for Personal Computer” (NTSYS-pc
version 1.8). (Rohlf, 1994) y las similitudes entre las accesiones fueron
estimadas usando el coeficiente de asociacion de Jaccard (CAJ) (Jaccard,
citado por Jackson, 1989), el cual se calcula como:

CAJ = a/ (n-d), donde:

a: es el numero de coincidencias positivas ( la presencia de una banda en
ambas muestras),

d: es el numero de coincidencias negativas (la ausencia de una banda en
ambas muestras) ,

n: es el total de la muestra, incluyendo el nimero de coincidencias y
discordancias.

Este coeficiente se caracteriza por no considerar las coincidencias
negativas (0,0) como elemento en favor de la similitud. Los valores de similitud
obtenidos a partir de la aplicacion de este coeficiente varian entre 0 (minima
similitud) y 1 (maxima similitud). Posteriormente a partir de la matriz de
asociacion obtenida se realiz6 un andlisis de agrupamiento usando el método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method), técnica de ligamiento promedio
(“average linkage”) aritmético “no ponderado”.
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De acuerdo a la base matemética del coeficiente de asociacion se
esperaba que las muestras de las mismas variedades presentaran mayores
similitudes y las de distintas variedades menores semejanzas.

Esta metodologia permitio agrupar las muestras analizadas a nivel
morfolégico y molecular, previa construccion de matrices de similitud y de
dendrogramas, por su parecido o diferencia.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE HOJA

4.1.1 Comparacion del caracter forma de hoja a nivel de variedades

Para caracterizar la variable forma de hoja por arbol se estimo el
coeficiente largo/ ancho (l/a), partiéndose de las medidas individuales
respectivas y determinandose: media, valor minimo, valor maximo y varianza
del citado coeficiente.

Se emplearon como materiales de control para éste pardmetro los
obtenidos en Los Ranchos (5 variedades) en donde se colectaron hojas en 5 a
14 arboles por variedad. Por otra parte también se colectdé material procedente
de EEFAS. Las hojas colectadas de siete variedades de EEFAS, procedian de
un solo ejemplar existente de cada una. Los valores obtenidos en todas las
muestras analizadas con el cociente largo/ancho de hoja, resultaron
ampliamente informativos por su variacion numérica y distribucion, tanto en la
dispersién de valores de este descriptor como a nivel de cada sitio y por arbol.

Las 42 muestras provenientes del establecimiento Los Ranchos estaban
clasificadas y correspondian a las variedades Taggiasca (14 arboles), Leccino
(13 arboles), Arbequina (5 arboles), Pendolino (5 arboles) y Manzanilla (5
arboles). Los valores medios del pardmetro largo/ancho hallados para cada
variedad en el total de arboles muestreados, estuvieron comprendidos entre
3,78 (Pendolino) y 6,06 (Manzanilla) detectdndose mas de una forma de hoja.
Las variedades, Taggiasca, Leccino y Arbequina se clasificaron como eliptica-
lanceolada; Pendolino forma eliptica y Manzanilla forma lanceolada

Para completar el cuadro de comparaciones entre variedades fueron
contrastados los resultados de las medidas obtenidas en Vifa Varela Zarranz
(11 muestras) que morfologica y molecularmente se caracterizaron como
pertenecientes a la variedad Frantoio (Pereira et al., 2007) (valor medio del
cociente I/a de hojas 3,97 y forma eliptica) (cuadro 4 y Figura 29).
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Cuadro 4. Estadistica descriptiva de forma de hoja (largo/ ancho) por variedad
de muestras colectadas en Vifia Varela Zarranz y establecimiento Los Ranchos

Bliptica Iaﬁgz:i)?:(;a IaEI(i:ZEi)(I::(;a Iailci’;tci)(lzaat;a Eliptica Lanceolada
11 14 13 5 5 5
3,69 4,08 3,89 5,27 3,63 5,60
4,25 4,45 4,19 6,09 3,93 6,51
3,53 3,64 3,69 5,32 3,63 5,61
4,90 4,86 4,42 6,11 391 6,61
0,17 0,10 0,06 0,11 0,01 0,13
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Figura 29. Dispersion de valores del descriptor I/a por arbol de variedades de
olivos localizados en el establecimiento Los Ranchos y Vifia Varela Zarranz

Mediante el T-test de comparacion de medias, Pendolino, Arbequina y

Manzanilla, se pueden distinguir de las otras variedades del establecimiento Los
Ranchos, mientras que Taggiasca y Leccino se diferencian de las tres restantes
pero no entre si. El test de comparacion de medias de Frantoio, resultd en
diferencias significativas con los valores de Arbequina y Manzanilla, pero no lo
fue con las de Taggiasca, Leccino y Pendolino (cuadro 5).
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Cuadro 5. Comparacién de medias (T-test) de muestras colectadas en Vifa
Varela Zarranz y Los Ranchos

Diferencias minimas significativas con una p< 0,05

Referencias:
Ndmeros en rojo significa que hay diferencias entre medias
Numeros en negro significa que no hay diferencias entre medias

El andlisis de varianzas de las muestras de las diferentes variedades de
los sitios Vifia Varela Zarranz y establecimiento Los Ranchos, realizado a partir
de las hojas colectadas y el célculo del coeficiente I/a, mostrd que el 84,29% de
la varianza estuvo localizada entre grupos (variedades) y el restante 15,71%
dentro de las mismas (cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de varianza (%) entre y dentro de muestras colectadas
en Vifia Varela Zarranz y Los Ranchos

Entre Grupos (%1'82232) 5 55714 51,4772 0,0004E-14
Dentro Grupos 5,1951 48 0,10824
(15,71%)
Total (corr.) 33,0520 53




74

4.1.2 Comparacién del caracter forma de hoja por sitio de colecta

Al analizar muestras provenientes de montes que estaban tipificados
varietalmente a priori, como las de EEFAS, las medidas del coeficiente de
largo/ancho por variedad (arbol) estuvieron comprendidos entre hojas cuyo
valor promedio varié entre un minimo de 3,34 (40 hojas por arbol) (variedad
Grosso Andrea) y un méaximo de 6,13 (variedad Razzo). De acuerdo a los
intervalos del valor forma de hoja fijados por Barranco et al. (2000) para el COl,
la variedades Grosso Andrea y Correggiolo se clasificaron como eliptica, Razzo
de forma lanceolada y las restantes variedades de este sitio como eliptica-
lanceolada (cuadro 7, Figura 30).

Cuadro 7. Estadistica descriptiva de forma de hoja (largo/ ancho) de muestras
colectadas en EEFAS

5,03 4,60 4,58 5,04 3,34 4,50 3,72 4,62 6,13
|aEr|1i<‘;Jetic>(:|3-cj |aEr|1i<‘;Jetig|2_d |aE|r|1icF)c§ic(J:|2-ci |aEr|1i<‘;Jc§ig|2-cj Eliptica | | aﬁg‘;ﬂf:& .| Eliptica |aEr|1Tc§ic(;|2-d Lanceolad
a a a a a
40 40 40 40 40 40 40 40 40
4,80 437 4,44 477 315 431 3,60 4,42 5,87
5,25 483 473 5,31 3,53 4,70 383 4,82 6,39
353 3,67 3,21 3,33 2,60 2,83 3,08 3,00 4,58
6,44 6,44 5,80 7,00 5,88 5,55 4,40 6,11 8,13
0,50 0,51 0,20 0,70 0,36 0,39 013 0,39 0,66




75

8.5

75 T

E
&
2
S 55
<
g ] ]
<
% 45 o m| O m|
g
: L L L
E 3.5 o
&
25
15 T +1.96*Std. Dev
Arbequina S1M3 Grosso Andrea Correggiolo Razzo [ £1.00*Std. Den
O Mean

Sim2 Sevillana Moraiolo Sta. Catalina

Arboles analizados

Figura 30. Dispersion de valores del descriptor I/a por é&rbol de olivos
localizados en EEFAS

Al realizar comparaciones apareadas para las medias del parametro forma
de hoja por variedad mediante un T-test con un intervalo de confianza de 95%,
se observo que las variedades Grosso Andrea y Corregiollo con forma de hoja
eliptica eran estadisticamente diferentes de Razzo, con forma de hoja
lanceolada. Las restantes muestras se agruparon presentando una misma
forma de hoja eliptica-lanceolada (Arbequina, sevillana, Moraiolo, Santa
Catalina, S1IM2, S1M3). La comparacién de medias de cada arbol mediante el
T-test vario entre las variedades. Para el caso de Grosso Andrea, Corregiollo y
Razzo sus medias fueron completamente diferentes a las demas, mientras que
en Moraiolo, Santa Catalina, Arbequina y Sevillana sus medias no se
diferenciaron estadisticamente de Santa Catalina, Moraiolo, Sevillana y
Arbequina respectivamente. Las muestras S1M2 y S1IM3 cuya identidad varietal
se desconocia sus medias fueron estadisticamente iguales de Moraiolo y Santa
Catalina y entre si (cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias (T-test) de muestras colectadas en EEFAS

1
0,012 1
0,000 0,891 1
0,938 0,013 0,002 1
0,000 0,000 0,000 0,000 1
0,000 0,513 0,499 0,002 0,000 1
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1
0,008 0,909 0,776 0,013 0,000 0,397 0,000 1
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Diferencias minimas significativas con una p< 0,05

Referencias:
Numeros en rojo significa que hay diferencias entre medias
Numeros en negro significa que no hay diferencias entre medias

Al mismo tiempo el analisis de varianza del coeficiente I/a en este sitio de
colecta mostré que la varianza se reparte 57,72% entre arboles y el 42,28%

dentro de los mismos (cuadro 9).

203,5224

Cuadro 9. Comparacién de varianza (%) de muestras colectadas en EEFAS

Entre Grupos (57,72%) 8 25,443 59,906 0,0004E-57
Dentro 149,0593
Grupos (42,28%) 351 0.4247

Total (corr.) 352,5817 359
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Las muestras provenientes de predios cuya identificacion varietal se
desconocia, mostraron un patron diferente. Las muestras procedentes de ex
Quinta de Posse (cuarenta hojas de cada una de los 16 arboles) el valor
largo/ancho de hoja estuvo comprendido entre 2,62 y 4,03 y una media para el
sitio de 3,30 (forma eliptica). En referencia a la forma variaron desde eliptica a
eliptica-lanceolada (cuadro 10, Figura 31).

Cuadro 10. Estadisitica descriptiva de forma de hoja (largo/ ancho) de muestras
colectadas en ex Quinta de Posse

3,17 3,44 3,11 4,03 3,51 3,19 3,5 3,08

Eliptica-

Eliptica Eliptica Bliptica | |anceolada

Eliptica Eliptica Eliptica Eliptica

40 40 40 40 40 40 40 40
3,06 3,28 2,97 3,89 3,35 3,06 3,29 3,01
3,28 3,60 3,24 4,18 3,66 3,33 3,70 3,15
2,60 2,23 2,14 2,93 2,73 2,57 2,19 2,55
4,06 4,71 4,42 5,00 4,78 4,00 4,70 3,46

0,12 0,25 0,18 0,21 0,23 0,18 0,40 0,05
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2,98 3,39 3,46 3,40 2,62 4,01 2,81 3,11
Eliptica Eliptica Eliptica Eliptica Eliptica Iaﬁg’;tci)tl::(;a Eliptica Eliptica
40 40 40 40 40 40 40 40
2,85 3,25 3,25 3,27 2,49 3,86 2,68 2,94
3,12 3,52 3,68 3,52 2,76 4,16 2,94 3,29
1,92 2,53 2,42 2,67 1,79 3,21 1,69 2,00
4,00 4,38 4,93 4,09 3,75 5,00 3,70 4,70
0,18 0,17 0,46 0,14 0,17 0,22 0,16 0,29
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Figura 31. Dispersion de valores del descriptor I/a por arbol de olivos
localizados en ex Quinta de Posse

En el test de comparacion de medias se presentaron diferencias
significativas entre la mayoria de los arboles, excepto las muestras S8M10,
S8M11 y S8M12 que fueron similares entre si y con S8M2, S8M5 y S8M7. Las
diferencias entre medias muestrales (por arbol) variaron entre 14/15 para la
muestra S8M4 y 8/15 para la muestra S8M12 (cuadro 11).



Cuadro 11. Comparacion de medias (T-test) de muestras colectadas en ex

Quinta de Posse

80

1
0,007 1
0,500 0,005 1
0,000 0,000 0,000 1
0,000 0,542 0,000 0,000 1
0,776 0,039 0,368 0,000 0,008 1
0,007 0,687 0,005 0,000 0,915 0,014 1
0,187 0,000 0,750 0,000 0,000 0,096 0,000 1
0,065 0,000 0,150 0,000 0,000 0,021 0,000 0,248
0,024 0,607 0,007 0,000 0,222 0,034 0,359 0,000
0,021 0,842 0,011 0,000 0,776 0,045 0,836 0,001
0,006 0,669 0,003 0,000 0,224 0,052 0,398 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,830 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,619 0,007 0,958 0,000 0,002 0,437 0,016 0,737
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1
0,000 1
0,002 0,542 1
0,000 0,922 0,560 1
0,000 0,000 0,000 0,000 1
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1
0,074 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 1
0,169 0,011 0,014 0,010 0,000 0,000 0,013 1

Diferencias minimas significativas con una p< 0,05

Referencias:
Nameros en rojo significa que hay diferencias entre medias
Ndmeros en negro significa que no hay diferencias entre medias

Los andlisis de varianza en este sitio de colecta mostraron que se reparte
25,64% entre arboles y el 74,36% dentro de los mismos. Este modo de particion
de la varianza llevaria a proponer que los arboles de este sitio son de la misma
variedad y se observa variacién en la forma de la hoja a nivel intra varietal
(cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacion de varianza de muestras colectadas en ex Quinta de
Posse

Entre Grupos (3;;"232) 11 3,129 14,6706 0,0002E-20
Dentro 99,8156
Grupos (74,36%) 468 02133

Total (corr.) 134,2342 479
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4.1.3 Comparacion del caracter forma de hoja entre sitios de colecta

El andlisis de las 152 plantas en 14 sitios resultdé en que todas las clases
de formas de hoja pudieron ser identificadas. Se realizO un andlisis de
estadistica descriptiva utilizando las medidas largo/ancho de la hoja,
agrupandolas por sitio de colecta variando entre 3,0 (muestras de ex Escuela
Jackson) y 5,02 (Quinta de Arteaga). El valor minimo I/a por arbol fue 1,0
(Granja Cohen) y el maximo/arbol fue 9,5 (Granja de Cohen). Las varianzas de
I/a por arbol estuvieron comprendidas entre 0,19 (Calle Coronel Raiz) y 0,57
(Granja de Cohen). Estos dos valores son buenos indicadores para describir el
muestreo realizado en este trabajo como sumamente variable y heterogéneo.
Los valores I/a promedio por sitio fueron entre 3,00 (ex Escuela Jackson) y 5,02
(Quinta de Arteaga).

En el diagrama de cajas se observo que los sitios de colecta ex Escuela
Jackson, ex Quinta de Posse y Calle Coronel Raiz, se alejaron de los demas ,
por presentar forma de hoja eliptica, (valores de 3,00, 3,30 y 3,31
respectivamente) con un rango de variacion que estuvo cercano al limite de
eliptica (I/a<4) a eliptica-lanceolada (I/a 4-6) para las muestras de ex Quinta de
Canessa y Quinta de Tarallo Las demas muestras, Quebrada del Castillo,
Granja de Cohen, Quinta Villa Margarita, Calle Oliveras y Quinta de Arteaga
fueron eliptica-lanceolada (cuadro 13 ,Figura 32) .



Cuadro 13. Estadistica descriptiva de forma de hoja (largo/ ancho) por sitio de colecta

4,14 4,40 3,98 3,90 4,02 3,00 3,31 4,75 5,02
IaEIring:c-ia Iailézg(f:éa Bliptica Bliptica IaEllri’;tti)[I::c-ia Eliptica Eliptica Ialfllri’;tti)(l::c-ia IaEIrizg(I::c-ia
6 8 6 6 4 14 10 5 14
4,07 4,31 3,91 3,83 3,93 2,95 3,00 4,05 4,71
4,22 4,48 4,05 3,97 4,10 3,05 3,62 5,45 5,34
2,94 1,00 2,96 2,42 2,72 1,35 2,75 3,99 3,87
7,00 9,50 6,00 6,00 5,56 5,08 4,18 5,43 6,21
0,34 0,57 0,29 0,34 0,3 0,40 0,19 0,32 0,30

€8
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Figura 32. Dispersion de valores del descriptor I/a por sitio de colecta

La tabla de comparacion de medias de cada sitio de colecta mediante el T-
test fue variable con un promedio de medias para todos los puntos de muestreo
de 3,98 (forma eliptica) variando entre los sitios de colecta con ninguna
semejanza en medias sobre 9 comparaciones para las hojas provenientes de la
ex Escuela Jackson y 2 para las colectadas en la ex Quinta de Canessa (cuadro
14).



Cuadro 14. Comparacion de medias (T- test) de muestras por sitio de colecta

1
0,023 1
0,156 0,033 1
0,162 0,013 0,605 1
0,483 0,067 0,792 0,729 1
0,000 0,000 0,000 0,001 0,030 1
0,015 0,000 0,054 0,018 0,176 0,012 1
0,015 0,000 0,130 0,180 0,003 0,029 0,836 1
0,106 0,221 0,119 0,060 0,020 0,007 0,019 0,000 1
0,079 0,069 0,077 0,022 0,248 0,000 0,000 0,000 0,975 1

Diferencias minimas significativas con una p< 0,05

Referencias:
Numeros en rojo significa que hay diferencias entre medias
Ndmeros en negro significa que no hay diferencias entre medias

G8
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Finalmente acuerdo al analisis de particion de la varianza por la
metodologia ANOVA, el 70,14% de la varianza se distribuye entre muestras y el
29,86% dentro de las muestras de las distintas localidades (cuadrol5).

Cuadro 15. Comparacion de varianza (%) entre y dentro de sitios de colecta

Fuente de Suma de 7
it e G.L Cuadrado Medio Valor -F Valor-p
Entre Grupos 45,2663 12 3,7722 18,0094 0,0003E-15
(70,14%)
Dentro Grupos 19,27 92 0,2095
(29,86%)
Total (corr.) 64,5363 104

4.1.4 Comparacion de medias de forma de hoja de muestras colectadas (T test

P. Statistica)

Con el fin de identificar similitudes y diferencias se realizd el Test de
comparacion entre medias (diferencias significativas con una p< 0,05) de forma
de hoja (largo/ancho) con el Programa Statistica. Se contrasté los individuos de
cada sitio de colecta entre si y luego con los resultados obtenidos en las
variedades del establecimiento Los Ranchos (Taggiasca, Leccino, Pendolino,
Arbequina y Manzanilla).

Al comparar las variedades de EEFAS con las del establecimiento Los
Ranchos las muestras S1M3 y S1M8 (Sta. Catalina) coincidieron en forma de
hoja con Taggiasca, mientras S1M5 (Grosso Andrea y S1M7 (Corregiolo),
coincidieron en forma de hoja con Pendolino. El resto de las muestras
coincidieron con dos o tres variedades que no siempre correspondieron a la
misma forma de hoja que presentaba la muestra comparada.

Las muestras colectadas en la Quinta de Posse en funcion de los valores
forma de hoja (l/a), algunas de ellas (S8M2, S8M5, S8M6, S8M7, S8M9,
S8M10, S8M13, S8M16) segun el T-test de comparacion de medias resultaron
semejantes a la variedad Pendolino, coincidiendo también en la forma de hoja
(eliptica). Sin embargo con el mismo test, otras muestras no coincidieron con
ninguna variedad del establecimiento Los Ranchos. Unicamente las muestras
S8M4 y S8M11 coincidieron con Leccino y Pendolino y S8M14 coincidié con
Taggiasca, Lecccino y Pendolino. Cuando se comparo la forma de hoja de
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estas tres muestras con las variedades a las que se asemejaban no siempre
hubo coincidencia en las formas.

En Vifia Varela Zarranz segun los valores de forma de hoja (I/a), hubieron
muestras (S12M1, S2M2, S2M4, S2M6) que segun el test de comparacion de
medias dieron semejantes solo a la variedad Pendolino, coincidiendo también
en la forma de hoja (eliptica). La muestra S12M7 fue semejante a dos
variedades y coincidié en forma de hoja con ambas (Taggiasca y Leccino). Sélo
cinco muestras (S12M11) y (S12M3, S12M5, S12M8, S12M10) coincidieron
segun test con dos (Arbequina, Manzanilla) a tres variedades (Taggiasca,
Leccino y Pendolino) respectivamente. Cuando se comparé la forma de hoja de
estas cinco muestras con las variedades a que se asemejaban, no siempre
hubo coincidencia en las formas. El resto de los diez sitios de colecta,
presentaron muestras semejantes con una 0 mas variedades y casos de
muestras que no se parecieron a ninguna de las variedades del establecimiento
Los Ranchos (cuadro 16).



Cuadro 16. Test para muestras dependientes comparadas con variedades del establecimiento Los Ranchos

Semejanzas
Pendolino Manzanilla Taggiasca Taggiasca Leccino Arbequina
- Pendolino Arbequina Pendolino Manzanilla
Grosso S1M6 S1mM4
S1M3 Andrea S1im12 Moraiolo S11M10 S2m4 Sevillana
S1M9
Sta. Catalina Correggiolo S2M6
| samz2 | S3M4 S11M4
SaM1L S1IM5
S9M5 S4M5 S4am4 S11M6
S5M3 S5M5 S11Mm7
S6M2 S7M2 S11M9
S6M4 S8M4 S11M16
S7M4 S8M11l S12M11
S7M13 S11M3 Lobos6
S8m2 Lobos8
S8M5
S8M6
S8M7
S8M9
S8M10
S8M13
S8M16
S9M3
SOM7
Si12M1
S12M2
S12M4
S12M6
LOBOS33

No. muestras

26 5 4 25 1 5 1 1 11 10 1 22 1 1
*Diferencias entre medias son significativas con una probabilidad menor a 0,05

88
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4.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE FRUTO

4.2.1 Comparacion de los caracteres de frutos por sitio de colecta

Se analizaron seis caracteres del fruto por sitio de colecta, que mostraron
un total de 15 estados, variando entre dos y tres por caracteristica. En la
obtencion de muestras para forma de fruto, se presento la dificultad de estar
presentes en el momento adecuado para su recoleccion (envero), por lo que en
la mayoria de los sitios estudiados no se pudo recolectar 40 frutos por arbol, por
lo que no se pudo analizar los resultados en funcion de las cifras obtenidas.

En la Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia San Antonio
(EEFAS) se realizo la caracterizacion de fruto en tres muestras S1M3 (muestra
de variedad no identificada), S1M4 (Sevillana) y S1IM9 (Razzo) que tuvieron
similitud en: simetria, posicion del diametro transversal maximo y forma de
apice. Las muestras S1IM3 y S1M4 (Sevillana) se diferenciaron entre si por la
forma de la base y pezon; si comparamos S1M3 y S1M9 (Razzo) se
distinguieron por los estados de forma del fruto, base y pezén (cuadro 17).

Cuadro 17. Estados de los caracteres del fruto analizados por muestra
colectada en EEFAS

FRUTO

Forma Simetria @. transv.max. | Forma apice | Forma base P Fotos de
(A) (A) (B) (A) (B) muestras
S1M3 Ovoidal Simétrico Centrada Redondeado | Redondeada Ausente '
S Ovoidal Simétrico Centrada Redondeado Truncada Esbozado S/ foto
Sevillana
S1M9 - s
Esférica Simétrico Centrada Redondeado Truncada Ausente

Razzo

En la ex Quinta de Pose se realiz6 la caracterizacion de fruto de nueve
muestras (S8M1, S8M2, S8M3, S8M4, S8M5, S8M6, S8M7, SBM8 y S8M10)
gue mostraron coincidencia en los estados de los siguientes caracteres:
simetria (asimétrico), posicion de didmetro transversal maximo (centrado),
forma del 4pice (apuntado), forma de la base (truncada) y pezon (esbozado). La
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forma del fruto en estado alargada fue lo que permitié distinguir S8M2, S8M3 y
S8M10 del resto de las muestras que presentaron forma ovoidal (cuadro 18).

Cuadro 18. Estados de los caracteres del fruto analizados por muestra
colectada en ex Quinta de Posse

Ovoidal Asimétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado

Alargada Asimétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado

En el establecimiento Los Ranchos en todas las variedades muestreadas
los estados mas frecuentes fueron: la forma alargada, el estado simétrico,
diametro transversal maximo centrado, forma de la base truncada y pezon
esbozado (cuadro 19).
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Cuadro 19. Estados de los caracteres del fruto analizados por muestra
colectada en el establecimiento Los Ranchos

Lig.
Alargada . g Centrado Redondeado Truncada Esbozado
asimétrico
Lig. -
Alargada o Hacia apice Redondeado Truncada Esbozado
asimétrico
Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado
Alargada Simétrico Centrado Redondeado Truncada Ausente '
Alargada . ng. . Hacia apice Apuntado Truncada Esbozado o
asimétrico
Alargada ; ng. . Centrado Redondeado Truncada Esbozado .
asimétrico it
i
Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Truncada Esbozado .
Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Evidente S/Foto
Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado .
Ovoidal Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado S/Foto
Ovoidal Simétrico Centrado Apuntado Truncada Ausente
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4.2.2 Comparacion de los caracteres de fruto entre sitios de colecta

Las muestras de fruto de la Quinta de Tarallo, ex Quinta de Posse y calle
Coronel Raiz, fueron las mas uniformes, presentando un solo estado en cinco
de las seis, el resto de los sitios lo fueron en uno o dos caracteres. La forma del
apice y forma de la base fueron los caracteres que tuvieron menor variabilidad,
al encontrarse en seis de los siete sitios muestreados un soélo estado. La
mayoria de los sitios de colecta coincidieron en presentar en mayor porcentaje
los estados forma de fruto alargada, simetria en estado simétrico y asimétrico,
diametro transversal maximo centrado, forma de apice redondeada y forma de
base truncada.

Los sitios que se diferenciaron en algunos de estos estados fueron Granja
Cohen donde el 75% de las muestras presentaron forma del fruto esférica y en
la ex Quinta de Posse donde se observo que el 67% de frutos era de forma
ovoidal. La Quinta de Arteaga presentd variabilidad en el diametro maximo
donde aparecen los estados: centrado y hacia la base cada uno en un 50% y
resultados completamente diferentes se observaron en la Quinta de Tarallo
donde fue el Unico sitio donde aparecio la forma de base redondeada.

Sdlo dos estados del caracter pezén: ausente y esbozado, se observaron
en todos los frutos obtenidos, no apareciendo ninguno que presentara el estado
evidente. Las muestras de la ex Quinta de Posse y de la calle Coronel Raiz
presentaron pezon esbozado, no diferenciandose ambos por esta caracteristica,
pero si se diferenciaron totalmente de las muestras de la Granja Cohen donde
el pezon estuvo ausente El resumen de los resultados obtenidos en los demas
sitios de colecta se presenta en el (cuadro 20).
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Cuadro 20. Porcentaje en que aparecen los diferentes estados de los
caracteres del fruto en cada sitio de colecta

Alargado 75 80 100 33 100 70
Ovoidal 25 25 20 67 30
Esférico 75

Simetrico 100 75 60 100

Lig.
asimétrico 25 40 33 40
Asimétrico 100 67 60
Centrado 75 75 80 100 100 100 50
Hacia apice 25 20

Hacia base 25 50
Redondeado 75 100 100 100 40
Apuntado 25 100 100 60
Truncado 100 88 100 100 100 100

Redondeada 13 100
Ausente 50 100 80 50 20
Esbozado 50 20 50 100 100 80

4.2.3 Comparacion de los caracteres de frutos a nivel de variedades

Los frutos tomados de las muestras identificadas a nivel varietal tanto del
establecimiento Los Ranchos como de EEFAS, fueron las mas uniformes,
presentando un solo estado en la mayoria de los caracteres analizados, con
excepcion del caracter pezon donde los frutos de las variedades Taggiasca,
Pendolino y Manzanilla presentaron dos estados: ausente y esbozado. La
variedad Taggiasca, también se diferencié por presentar dos estados en los
caracteres simetria, diametro transversal maximo y forma del apice, siendo la
mas variable de acuerdo a los seis caracteres de fruto.
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Entre las muestra de la misma variedad, se pudieron observar
determinados estados de caracteres que aparecieron con mayor frecuencia,
como en la simetria el estado simétrico, el diametro transversal maximo
centrado, la forma de apice redondeado, pezén esbozado y forma de base
truncada que estuvo presente en la totalidad de las variedades.

En el caracter forma de fruto los estados alargado y ovoidal aparecieron
en el mismo numero de variedades permitiendo diferenciarlas, Taggiasca,
Leccino y Pendolino (alargada) y Arbequina, Manzanilla y Sevillana (forma
ovoidal). La forma esférica solo aparecio en la muestra de Razzo, siendo el
estado de éste caracter propio de dicha variedad.

El estado del caracter simetria, ligeramente asimétrico permitié diferenciar
a Leccino del resto de las variedades que presentaron en todas sus muestras el
estado simétrico. Por diametro transversal maximo y forma de la base no se
pudieron diferenciar las variedades, ya que todas presentaron los mismos
estados (centrado y truncado respectivamente).

La forma de apice apuntada permiti¢ diferenciar las variedades Pendolino
y Manzanilla de la mayoria de las muestras de Taggiasca y de la totalidad de
las muestras de Leccino y Arbequina, Sevillana y Razzo, con forma de &pice
redondeada (cuadro 21).
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Cuadro 21. Porcentaje en que aparecen los diferentes estados para cada uno
de los caracteres del fruto analizados a nivel de variedades

Sitios de colecta
GRS Estaldos de Tagg:_asca LEch:_lno Peéldlt_)llno Artéecl]_uma Maé]zfm"a Sevillana Razzo
de fruto 0s (= Les (= Lo (= Les (= Lo (E.Los | ‘FEras) | (EEFAS)
caracteres | Ranchos) | Ranchos) | Ranchos) | Ranchos) | Ranchos)
Alargado 100 100 100
Forma -
Ovoidal 100 100 100
A
Esférico 100
Simétrico 50 100 100 100 100 100
Simetria Lig.
(A) asimétrico 50 100
Asimétrico
. (TS, Centrado 70 100 100 100 100 100 100
max. Hacia apicce 30
® Hacia base
Forma Redondeado 70 100 100 100 100
apice (A) | Apuntado 30 100 100
Forma base | Truncado 100 100 100 100 100 100 100
() Redondeada
" Ausente 30 50 50 100
Pezén
Esbozado 70 100 50 100 50 100

4.2.4 Comparacion de los estados de los caracteres del fruto obtenidos en las

muestras identificadas a nivel varietal con la informacién de referencia

Se realiz6 una comparacion de caracteres de los frutos obtenidos de
olivos de identidad varietal conocida, con la informacion de referencia Barranco
et al. (2000) para el COIl y también con otra referencia (Cimato et al., 2001) se
compar6 Razzo. En la mayoria de los casos se presentaron mas de una
coincidencia en los caracteres de fruto, aunque en ninguna muestra la
coincidencia fue total. En los estados de las caracteristicas forma del fruto y
pezon no hubo coincidencia con la bibliografia de referencia.
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Los caracteres que presentaron coincidencia con los datos de Barranco et
al. (2000) para el COI en el total de los frutos muestreados por variedad fueron:
forma de fruto (Sevillana), simetria (Leccino, Arbequina y Manzanilla), diametro
transversal maximo (Leccino, Manzanilla y Sevillana), forma del &pice (Leccino,
Arbequina y Razzo), forma de la base (Taggiasca, Leccino, Arbequina,
Pendolino y Manzanilla) y pezon (Razzo).

Las variedades en que todos sus frutos se diferenciaron en algunos de los
estado de caracteres, con los datos el COIl fueron: Taggiasca, Leccino,
Arbequina, Pendolino, Manzanilla y Razzo para forma del fruto; Pendolino,
Sevillana y Razzo para simetria; Arbequina, Pendolino y Razzo para didmetro
transversal maximo; Pendolino, Manzanilla y Sevillana para forma del apice;
para forma de la base Sevillana y Razzo y para pezén, Leccino, Arbequina,
Pendolio, Manzanilla y Sevillana (Barranco et al., 2000).

Para Taggiasca los caracteres que coincidieron en un mayor porcentaje
con la bibliografia fueron simetria, diAmetro transversal maximo, forma de la
base y del apice (4/6). En las muestras de Leccino los caracteres que
coincidieron con la citada referencia fueron: simetria, didmetro transversal
méaximo, forma del apice y forma de la base (4/6), no coincidieron forma del
fruto y pezon (2/6). Los caracteres de Arbequina que coincidieron con la
referencia fueron forma de la base, forma del apice y simetria (3/6), excepto
forma del fruto, diametro transversal maximo y pezén (Barranco et al., 2000).

En otras variedades como Pendolino sélo coincidié con un caracter (1/6),
(forma de la base). Todos los frutos de la variedad Manzanilla coincidieron en
todas las muestras los caracteres simetria, diametro transversal maximo, forma
de la base (3/6), no coincidiendo forma de fruto y del apice (3/6); en el caracter
pezon la mitad de las muestras presento el estado ausente lo que coincide con
la referencia del COI. Entre los fruto de Sevillana hubo coincidencia con la
referencia en los caracteres forma del fruto, diametro transversal maximo (2/6) y
fueron diferentes en simetria, forma del apice, forma de la base y pezon (4/6)
(Barranco et al., 2000).

Debido a que Razzo presenta como sinonimia Frantoio, se comparon las
muestras con las referencias del COI para Razzo (Barranco et al., 2000) y con
las referencias de Frantoio (Cimato et al., 2001). Las muestras fueron iguales a
las referencias (Barranco et al., 2000) de la variedad Frantoio en los caracteres
forma del apice y pezon y diferentes en la forma del fruto, simetria, diametro
transversal maximo y forma de la base. Segun (Cimato et al., 2001). Los
caracteres simetria, diametro transversal maximo y forma de la base
presentarian mas de un estado en la variedad Razzo. En dicha variedad hubo
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coincidencia en diametro transversal maximo y forma de apice y diferencias en
forma de fruto, simetria y forma de base (cuadros 22-29).

Cuadro 22. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad

analizadas Taggiasca con la informacion de referencia

Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado | Truncada Ausente
Alargada a sirl'r_1i3t. rico Hacia apice | Redondeado | Truncada Esbozado
Alargada asirlr_1igt.rico Hacia apice Apuntado Truncada Esbozado
Alargada a sirl'r_1i3t. rico Centrado Redondeado | Truncada Esbozado
Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado
Alargada Simétrico Centrado Redondeado | Truncada Esbozado
Alargada Simétrico Centrado Redondeado | Truncada Ausente

Cuadro 23. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad

analizada Leccino con la informacion de referencia

. Lig.
Ovoidal ot Centrado Redondeado Truncada Ausente
Lig.
Alargada e Centrado Redondeado Truncada Esbozado
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Cuadro 24. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad
analizada Arbequina con la informacion de referencia

Esférica Simétrico Hacia base Redondeado Truncada Ausente

Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Truncada Esbozado

Cuadro 25. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad
analizada Pendolino con la informacion de referencia

Ovoidal Asimétrico | Hacia apice | Redondeado Truncada Ausente

Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Evidente

Alargada Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado

Cuadro 26. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad
analizada Manzanilla con la informacién de referencia

Esférica Simétrico Centrado Redondeado Truncada Ausente

Ovoidal Simétrico Centrado Apuntado Truncada Esbozado

Ovoidal Simétrico Centrado Apuntado Truncada Ausente




Cuadro 27. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad

analizada Sevillana con la informacién de referencia

Ovoidal

Asimétrico

Centrado

Apuntado

Redondeada

Ausente

Ovoidal Simétrico

Centrado

Redondeado

Truncada

Esbozado

Cuadro 28. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad

analizada Razzo con la informacion de referencia

. Lig. P
Ovoidal el Hacia apice | Redondeado | Reondeada Ausente
Esférica Simétrico Centrado Redondeado Truncada Ausente

Cuadro 29. Comparacion de los caracteres obtenidos del fruto de la variedad

analizada Razzo con la informacién de referencia

(s Lig.
Eliptica A Centrado Redondeado | Redondeada s/d
Asimétrico | Centro-apical Lig. apuntada
Esférica Simétrico Centrado Redondeado Truncada Ausente
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4.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE ENDOCARPO

4.3.1 Comparaciodn de caracteres de endocarpo por sitio de colecta

Se analizaron seis caracteres del endocarpo a 73 muestras provenientes
de todos los sitios de colecta, que mostraron un total de 17 estados, variando
entre dos y cuatro por caracteristica.

En la Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia San Antonio
(EEFAS) se realiz6 la caracterizacion del endocarpo en tres muestras S1IM3
(muestra de variedad desconocida), S1M4 (Sevillana) y S1IM9 (Razzo) que
mostraron similitud en: simetria (simétrico), forma del apice (redondeado) y
terminacion del apice (sin mucron).

Las muestras S1M3 (muestra de variedad desconocida) y S1M4
(Sevillana) se diferenciaron entre si por la forma del endocarpo (eliptica una y
ovoidal la otra) y la forma de la base (redondeada y truncada respectivamente).
Si comparamos S1M3 con S1IM9 (Razzo) se distinguieron entre si por: forma
del endocarpo (eliptica y esférica respectivamente); posicion del didmetro
transversal maximo una centrado y hacia la base el otro) y forma de la base
(redondeada y truncada respectivamente). Por otra parte S1M4 (Sevillana) se
diferencio de S1M9 (Razzo) solo en dos caracteres: la forma del endocarpo
(ovoidal una y esférica la otra) y posicion de diametro transversal méaximo
(centrado y hacia la base respectivamente) (cuadro 30).
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Cuadro 30. Estados de los caracteres de endocarpo analizados por
muestra colectada en EEFAS

Eliptica Simétrico Centrado Redondeado | Redondeada | Sin mucrén
Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Truncada Sin mucrén
Esférica Simétrico Hacia base Redondeado Truncada Sin mucrén

Provenientes de la ex Quinta de Posse (S8) se realiz6 la caracterizacién
de nueve muestras de endocarpo (S8M1, S8M2, S8M3, S8M4, S8M5, S8M6,
S8M7, SBM8 y S8M10) que mostraron coincidencia en: forma (eliptica), simetria
(ligeramente. asimétrico), forma de apice (redondeado) y terminacién de apice
(con mucrén) excepto S8M10. Por otra parte si tomamos en cuenta: S8M1,
S8M2, S8M3, S8M4, S8M5, S8M6 estas coincidieron en todas las
caracteristicas descriptas para endocarpo. Por Ultimo la muestra S8M7 se
diferencié del resto de las muestras del sitio por presentar el caracter forma de
la base (A) de tipo redondeada (cuadro 31).
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Cuadro 31. Estados de los caracteres de endocarpo analizados por muestra
colectada en ex Quinta de Posse

ENDOCARPO
Forma Simetria @. transv. max. | Forma apice Terminacion Fotos de

(A) (A) (B) (A) BolmaiuaoElcy apice muestras
S8M1
S8M2 Li
S8M3 Eliptica 9. Centrado Redondeado Truncada Con mucrén
S8M4 asimetrico
S8M5
S8M6
S8M7 Eliptica | Lig.asimétrico Centrado Redondeado | Redondeada Con mucrén
S8M8 Eliptica | Lig.asimétrico| Hacia apice | Redondeado Truncada Con mucrén

- Lig. . .
S8M10 Eliptica asimétrico Centrado Redondeado Truncada Sin mucrén

En el total de las variedades colectadas en el Establecimiento Los
Ranchos, los estados mas frecuentes fueron: forma (alargada), simetria
(ligeramente asimétrico), didmetro transversal maximo (centrado), forma de
apice (redondeado) y terminaciéon de apice (con mucrén). Tanto para las
muestras de: Leccino, Arbequina y Manzanilla (S13M46) hubo total coincidencia
en: forma (eliptica), simetria (ligeramente asimétrico), posicion de diametro
transversal maximo (centrado). En las variedades Leccino y Pendolino no hubo
variacion entre muestras de la misma variedad, no asi para Taggiasca,
Arbequina y Manzanilla en las que hubo variaciones intra varietales.

Se presentaron sélo dos formas de endocarpo: elitica en Arbequina y en la
muestra de Manzanilla S13M46 y alargada en Taggiasca, Leccino, Pendolino y
S13M42 de Manzanilla. La posicion del diametro transversal maximo (B) (hacia
el 4pice) de la mayoria de las muestras de Taggiasca (S13M3, S13M4, S13M5,
S13M6, S13M8, S13M9, S13M10, S13M11, S13M12, S13M13), permitio
diferenciarlas de las otras variedades (Leccino, Arbequina, Pendolino y
Manzanilla) que presentaron posicion de diametro transversal maximo centrado.
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Sdlo dos muestras de Taggiasca (S13M7, S13M15) presentaron diferencia en la
forma de base (A) (redondeada) y en la posicion del diametro transversal
méximo B (centrado) (cuadro 32).

Las muestras de la variedad Arbequina, fueron homogéneas en la mayoria
de los estados de los caracteres, excepto en forma de la base en que se
presentaron los estados truncada (S13M29) y apuntada (S13M31). Tomando en
cuenta sélo la forma de base truncada S13M29 se pudo diferenciar de las
demas variedades. La forma de 4pice apuntada de las muestras de la variedad
Leccino y de la variedad Pendolino permitio separarlas del resto de las
variedades que presentaron forma de apice redondeada.

La terminacion del &pice sin mucrén en ambas muestras de Arbequina
(S13M29 y S13M31) permitio diferenciarlas de las demas variedades, las cuales
mostraron presencia de mucron. El estado asimétrico en el caracter simetria (A)
en las muestras S13M36 y S13M37 de la variedad Pendolino, permitié
diferenciarlas de las demas variedades (Taggiasca, Leccino, Arbequina,
Manzanilla).
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Cuadro 32. Estados de los caracteres de endocarpo analizados por muestra
colectada en el establecimiento Los Ranchos

Lig. o .
Alargada asimétrico Hacia apice Redondeado Apuntada Con mucrén
Lig. .
Alargada asimetrico Centrado Redondeado | Redondeada | Con mucrén I
Lig. .
Alargada asimétrico Centrado Apuntado Redondeada | Con mucrén H
P Lig. ! .
Eliptica asimétrico Centrado Redondeado Truncada Sin mucrén r
- Lig. : .
Eliptica asimétrico Centrado Redondeado Apuntada Sin mucrén .
Alargada Asimétrico Centrado Apuntado Redondeada | Con mucrén I
Lig. .
Alargada asimétrico Centrado Redondeado Apuntada Con mucrén .
P Lig. .
Eliptica asimetrico Centrado Redondeado | Redondeada | Con mucrén .
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4.3.2 Comparacion de los caracteres de endocarpo entre sitios de colecta

La caracteristica forma de endocarpo presentdé menor variacion en sus
estados, apareciendo predominantemente la forma eliptica en la mayoria de los
sitios colectados, con excepcién en los sitios de Granja Cohen donde la forma
de endocarpo mas frecuente fue ovoidal (S3M1, S3M2, S3M4, S3M5, S3M6,
S3M7) y fué el Unico sitio donde sélo dos muestras (S3M3, S3M8) presentaron
forma de endocarpo esférica y en la Quinta de Arteaga donde la forma de
endocarpo mayoritaria fue alargada (S11M2, S11M4, S11M5, S11M7, S11M9,
S11M10) presentandose en menor proporcion la forma eliptica (S11M3, S11M6,
S11M14, S11M16).

En el caracter simetria se presentaron promedialmente en mayor
proporcion los estados simétricos (46,88%) y lig. asimétrico (45,63%); mientras
que el estado asimétrico solo aparecio en Quinta de Arteaga en la mayoria de
sus muestras (60%) (S11M2, S11M3, S11M6, S11M7, S11M9, S11M10).

El caracter didmetro transversal maximo, presentd principalmente dos
estados: centrado y hacia apice por sitio de colecta, salvo en Granja Cohen
(S3M1, S3M2, S3M3, S3M4, S3M5, S3M6, S3M7, S3M8) donde sbélo aparecid
el estado centrado (100%) y en la calle Oliveras (S10M1, S10M2, S10M3,
S3M4, S3M5) donde el 100% de las muestras exhibian el estado hacia el apice,
pudiéndose diferenciar ambos sitios de colecta. El caracter diametro transversal
maximo en su estado hacia la base (S11M3, S11M10) (20%), al igual que la
forma de base apuntada (S11M7, S11M9) (20%) solo se observd en las
muestras mencionadas de la Quinta de Arteaga. Este sitio de colecta presento
mayor variabilidad en estas dos caracteristicas, al presentar los tres estados de
cada una de las mismas.

Las muestras (S2M1, S2M2, S2M3, S2M5) de Quebrada del Castillo y las
de Quinta de Tarallo (S5M3, S5M4) mostraron forma de base redondeada,
llegandose a diferenciar de las muestras de la calle Coronel Raiz (SO9M2, S9M4,
S9M10) y Calle Oliveras (S10M1, S10M2, S10M3, S10M4, S10M5) que
presentaron en un 100% base truncada.

Las caracteristicas forma de 4pice redondeada (70,31%) y terminacion del
apice con mucrén (72,06%), fueron las que aparecieron en mayor frecuencia en
los sitios de colecta. S6lo en la exQuinta de Canessa, la totalidad de las
muestras (S4M1, S4M3, S4M4, S4M5, S4M6) presentaron la terminacion del
apice sin mucrén, lo que permitio diferenciarla del los demas sitios de colecta.
(cuadro 33).



Cuadro 33. Caracterizacion de los sitios de colecta a través de seis caracteres de endocarpo

o o | ey | e |seesn |
1,536+/-
0,229

2,45+/-

0,345
75 100 100 100 46,88
25 100 100 100 40 45,63
60 7,50
50 100 80 50 89 67 70 63,25
50 20 50 11 33 100 10 34,25
20 2,50
25 87,5 80 50 100 100 100 20 70,31
75 12,5 20 50 80 29,69
62,5 20 89 100 100 10 47,69
100 37,5 80 100 11 70 49,81
20 2,50
25 87,5 100 11 27,94
75 12,5 100 89 100 100 100 72,06
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4.3.3. Comparacion de los caracteres de endocarpo a nivel de variedades

En las muestras de las variedades analizadas se presentaron, sea en
mayor o menor frecuencia, todos los estados de cada caracteristica evaluadas
segun los estandares del COI.

Los caracteres que coincidieron en presentarse en mayor frecuencia entre
las variedades fueron: forma del endocarpo (alargada), simetria (ligeramente
asimétrico) (57,14%), forma del apice (redondeado) (71,23%), diametro maximo
(transversal centrado) (62,34%) y terminacion del apice (presencia de mucrén)
(57,14%); a partir de los cuales no se pudieron diferenciar las variedades en
gue estos estados aparecieron.

Observando los estados de los caracteres, para forma de endocarpo no se
pudieron diferenciar entre las muestras de Taggiasca, Leccino y Pendolino que
presentaron en su totalidad la forma alargada de endocarpo, sin embargo si se
diferencio Arbequina con forma eliptica, mientras que en Manzanilla se observé
variabilidad con respecto a la media presentando en sus muestras ambas
formas (alargada y eliptica).

Los estados de forma del endocarpo (esférica) y el didmetro transversal
méaximo (hacia la base) solo aparecieron en la variedad Razzo, mientras que la
forma ovoidal del endocarpo sélo se presentd en la variedad Sevillana,
pudiendo ser estos estados discriminativo para separar estas variedades.

En simetria (A), Pendolino mostré el estado asimétrico diferenciandose de
Taggiasca, Leccino, Arbequina y Manzanilla que fueron ligeramente
asimétricos. Las dos muestras de EEFAS, Razzo y Sevillana no se
diferenciaron entre si por este caracter presentando ambas el estado simétrico,
pero si se diferenciaron de las variedades de Los Ranchos que presentaron
estado asimeétrico y ligeramente asimétrico.

Todas las muestras de Leccino y Pendolino mostraron forma de base
redondeada, por lo cual se diferenciaron de Sevillana y Razzo que mostraron
forma de base truncada. Taggiasca fue la Unica variedad que presento en la
mayoria de sus muestras (81,82%) forma de base apuntada, excepto la
muestra S13M7 con forma de base redondeada. Arbequina y Manzanilla
mostraron ser mas variable al presentar sus muestras mas de un estado en
esta caracteristica; Arbequina presentd forma de base truncada y apuntada,
mientras que Manzanilla fue apuntada y redondeada.



108

Con forma de &pice redondeado, Taggiasca, Arbequina, Manzanilla,
Sevillana y Razzo no se llegaron a diferenciar; tampoco se pudieron separar por
esta caracteristica Leccino y Pendolino entre si que mostraron apice apuntado.
Taggiasca mostré un mayor porcentaje de muestras (81,82%) con diametro
transversal maximo hacia el apice, diferenciandose del resto de las variedades
que presentaron didmetro transversal maximo centrado, con excepcion de
Razzo con el diametro hacia la base. La mayoria de las variedades no se
diferenciaron en la terminacion del &apice por presentar mucron, salvo
Arbequina, Sevillana y Razzo en las cuales el mucrén estuvo ausente
(cuadro 34).



Cuadro 34. Porcentaje en que aparecen los diferentes estados para cada uno de los caracteres del endocarpo

analizados a nivel de variedades

2,245+/-0,029 2'01";82/ -
1,507
1,355
3,00+/-0,314 3&28;" 3,311+/-0,621
100 100 28,57
100 100 100 100 57,14
100 14,29
18,18 100 100 100 100 100 62,34
81,82 23,38
100 14,29
100 100 100 100 100 71,23
100 100 28,57
50 100 100 35,71
18,18 100 100 50 38,31
81,82 50 50 25,97
100 100 100 42,86
100 100 100 100 57,14

60T
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4.3.4 Agrupamiento de las muestras de endocarpo por igualdad en los estados
de cada caracteristica

El agrupamiento de las muestras de endocarpo en base a los caracteres
forma de endocarpo, simetria, forma de base, forma de apice, diametro
transversal maximo y terminacién del apice, permitié ver la variabilidad existente
dentro y entre los sitios de colecta, observandose 30 categorias.

Dentro de cada sitio de colecta no todos los endocarpos fueron iguales y
muestras de diferentes sitios se agruparon al presentar los mismos estados de
los caracteres. El Unico sitio que presentd sus muestras de endocarpo
homogeneas para los diferentes caracteres fue calle Oliveras (S10), con forma
eliptica, simetria ligeramente asimétrico, apice redondeado, base truncada,
diametro transversal maximo hacia el apice y terminacion del apice con mucrén.
En el mismo grupo, compartiendo los estados de los caracteres, se presentd
una muestra del sitio Coronel Raiz (S9M4) y otra muestra de ex Quinta de
Posse (S8MS8).

En el total de las 73 muestras de endocarpo, los estados que aparecieron
con mayor frecuencia fueron la forma eliptica (36 muestras), el estado
ligeramente asimétrico (43 muestras), apice redondeado (50 muestras), forma
de la base redondeada y truncada (33 y 26 muestras respectivamente),
diametro transversal maximo centrado (48 muestras) y terminacion del &pice
con mucrén (53 muestras).

Sélo en dos sitios de colecta, la mayoria de sus muestras abarcaron los
estados menos frecuente. Estos fueron, Quinta de Arteaga (S11) con forma
alargada, simetria asimétrico y forma de apice apuntado y Granja de Cohen
(S3) con endocarpos de forma ovoidal y esférica, que también lo presentaron
respectivamente la variedad Sevillana (S1M4) y Razzo (S1M9), del sitio de
colecta EEFAS (cuadros 35-42).
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Cuadro 35. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los

estados de cada caracteristica

Simetria

")

Forma

@. transv. max.

®)

Forma base

(A

Forma apice

(A

Redondeado

Hacia apice

Eliptica

Hacia apice

Hacia apice

Terminacion

P Muestra Endocarpo
apice
Sin mucrén S4M5
S1M3
A
S4M4 3
Sin mucrén |
S4M3
S4M6
Sin mucrén S2M3
S5M4
Sin mucrén S4aM1
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Cuadro 36. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma

G

Simetria

()

Forma apice

G

Redondeado

Forma base

Q)

@. transv. max. | Terminacion

®)

Hacia apice

apice

Muestra

Endocarpo

S10M3
S10M1
S10M2
S10M4
S10M5
S9mM4
S8M8

S8M3

S8M6
S8M2
SOM2
SgM1
S9M10
S8M4
S8M5
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Cuadro 37. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma Simetria Forma Forma @. transv. max. | Terminacion
(A) (A) apice (A) base (A) (B) apice

Muestra Endocarpo

S8M10

S13M29
Arbequina

S8M7

Redondeado S1imM14

S11M16

S13M46
Manzanilla

S13M31
Arbequina
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Cuadro 38. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma Simetria Forma apice Forma base | @.transv. max. | Terminacién
L Muestra Endocarpo
) ) ) ® apice P
Hacia apice S2M5
Eliptica Hacia apice S11M6
Asimétrico
Hacia base S11M3

Cuadro 39. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Simetria Forma apice Forma Base | @.transv. max. | Terminacion
(A) (A (A) apice Muestra Endocarpo
S3M4
Sin mucrén S3M5
S3M6
Redondeado S1M4
Sevillana
Sin mucrén
S3M2
S3m7

S3M1




115

Cuadro 40. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma Simetria Forma épice | Formabase | @.transv. max. | Terminacion

A) A A ) ®) apice Muestra Endocarpo

S13M42
Manzanilla

S13M3-M6
S13M8-
M13
Taggiasca

S13M15- s
M7
Taggiasca

S11M4

Redondeado Hacia apice

S11M5

S13M16-
M21
Leccino
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Cuadro 41. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma Simetria Forma apice Forma base @. transv. Terminacion
(A) (A) A) (A) max. (B) apice Muestra Endocarpo

Hacia base S11M10

S13M36-
M37
Pendolino

Asimétrico

S11M7

S11M9

S11M2

Cuadro 42. Agrupamiento de las muestras de endocarpo por coincidencia en los
estados de cada caracteristica

Forma Simetria | Forma apice Forma base | @. transv. max. | Terminacion

P Muestra Endocarpo
() A ) () (B) apice P

Sin mucrén SIM9

Razzo

Redondeado
S3M3
Sin mucrén

S3M8
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4.3.5 Dendograma de endocarpo

En el analisis de agrupamiento usando el metodo UPGMA, se observaron
dos grandes grupos que se separaron con un coeficiente de similitud de 0,46. El
grupo uno constituido por la mayoria de las muestras de los siguientes sitios de
colecta: EFFAS (S1), Quebrada del Castillo (S2), Granja de Cohen (S3), ex
Quinta de Canessa (S4) y Quinta de Tarallo (S5), que presentaron en comun el
estado simétrico, la forma del apice redondeado, con excepcion de S4M1 que
presentd 4pice apuntado, que junto con el caracter posicion del didmetro
transversal maximo hacia 4pice lo separaron de las muestras S4M3, S4M4 y
S4M6 con forma de 4pice redondeado y diamétro transversal maximo centrado.
La muestra S4M5 del mismo sitio de colecta fue diferente por presentar la forma
de la base truncada.

El estado terminacion del apice con mucrén estuvo presente en todas las
muestras, menos en S5M4 que fue la Unica que presenté presencia de mucron,
al igual que S5M3 (grupo dos), pero de la cual se diferencié (coeficiente
similitud de 0,46) en la forma del 4pice y en la posicion del diamétro transversal
maximo.

En el grupo dos, aparecen las muestras de los siguientes sitios de colecta:
Establecimiento Los Ranchos (S13), Quinta de Arteaga (S11), Quinta de Posse
(S8) y Coronel Raiz (S9) y las muestras (S2M1, S2M2, S2M5) de Quebrada del
Castillo y (S3M1) de Granja de Cohen. Este grupo se subdivide en dos
subgrupos A y B con un coeficiente de similitud de 0,39, cuyas muestras
difieren totalmente en la forma del apice (A), apuntado en €l subgrupo A y
redondeado en el subgrupo B.

Muestras mas homogéneas en las caracteristicas forma del endocarpo y
posicidon del diametro transversal maximo se presentaron en el subgrupo B, en
gue aparecieron soélo dos estados en cada una, también en simetria y forma del
apice (A), con soélo un estado el de ligeramente asimétrico y redondeado
respectivamente; mientras que en el subgrupo A se presentaron hasta tres
estados por caracteristica, con excepcion de la forma del 4pice (s6lo apuntado)
y en la terminacion del apice con mucron.

En el subgrupo A la muestra S3M1 difiere de las demas muestras
incluidas en este subgrupo (coeficiente de similitud de 0,36), por ser la Unica
con forma de endocarpo ovoidal; a su vez queda separada de las muestras del
mismo sitio de colecta ubicadas en el grupo uno al ser totalmente diferente en
forma y terminacion del 4pice.
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En la variedad Leccino las muestras S13M16, S13M17, S13M18, S13M19,
S13M20 y S13M21 se agruparon con total similaridad al igual que las muestras
S13M36 y S13M37 de la variedad Pendolino. Ambos grupos presentaron
similaridad entre ellos (coeficiente 0,115), lo que concuerda pues ambas
variedades se diferencian en un soélo caracter: el de simetria. En Quinta de
Arteaga las muestras S11M6, S11M4 y S11M5 fueron diferentes a S11M2,
S11M7, S11M9, S11M3 y S11M10 con un coeficiente de similitud cercano a
0,34; S11M6 fue la tnica con la posicion del didmetro transversal maximo hacia
el apice.

En el subgrupo B aparecieron las variedades Taggiasca, Arbequina y
Manzanilla correspondientes al establecimiento Los Ranchos. Se observo un
agrupamiento con total similitud de las muestras S13M3, S13M4, S13M5,
S13M6, S13M8, S13M9, S13M12, S13M13 de la variedad Taggiasca,
separandose de S13M10, S13M7 y S13M15 por presentar diferencias con estas
en uno o mas caracteres (forma del endocarpo, forma de la base y/o diametro
transversal maximo). Las muestras de Arbequina S13M29 y S13M31 se
separaron por presentar diferencias en el caracter forma de la base, al igual que
las muestras de Manzanilla (S13M42 y S13M46) que presentaron las mismas
diferencias.

En el sitio de colecta Quinta de Posse (S8) la muestra S8M10 quedd
separada del resto de las muestras de este sitio (coeficiente de similitud de
0,19), debido a que la misma difiere en las siguientes caracteristicas: forma de
la base, posicion diametro transversal maximo y terminacion del apice. La
muestra S8M8 fue la mas diferente al resto de las muestras con un coeficiente
de similitud de 0,23, diferencidndose por ser la Unica muestra de la salida con la
posicion del diametro transversal maximo hacia el apice. Las muestras S8M1,
S8M2, S8M3, S8M4, S8M5 y S8M6 con igualdad en las caracteristicas del
endocarpo quedaron juntas.

En el sitio de colecta Quinta de Arteaga (S11) las muestras S11M14 y
S11M16 quedaron agrupadas, pero separadas de las demas muestras de ese
sitio con un coeficiente de similitud de 0,39, de las cuales difirieron totalmente al
presentar forma de apice redondeado y forma de endocarpo eliptica.

Las Unicas muestras que quedaron agrupadas fueron las de la calle
Oliveras, presentando total homogeneidad en los caracteres, éstas a su vez se
agruparon con las muestras S8M8 y S9M4 de Quinta de Posse y calle Coronel
Raiz respectivamente, presentando los mismos estados en las diferentes
caracteristicas del endocarpo (Figura 33).



Distancia de Jaccard
Figura 33. UPGMA a partir de 17 estados de endocarpo de los diferentes sitios de colecta
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4.3.6 Comparacion de los estados de caracteres del endocarpo de muestras
de variedades conocidas con la informaciéon de referencia

Al compararse los seis caracteres del endocarpo de las muestras de
variedades conocidas con los datos de Barranco et al. (2000) para el COI, en
ningun caso hubo una coincidencia en el total de los caracteres, como maximo
coincidieron cinco caracteres y como minimo uno. La mayoria de las muestras
de Taggiasca (S13M3, S13M4, S13M5, S13M6, S13M8, S13M9, S13M10,
S13M11, S13M12, S13M13) coincidieron en simetria, forma del apice (A), la
base (A), el diametro transversal maximo (B) y la terminacion del &pice. Sin
embargo, S13M7 y S13M15 sélo coincidieron en simetria, forma del apice y
terminacion del apice.

En Leccino todas las muestras coincidieron en: forma de la base (A),
diametro transversal maximo (B) y terminacion del apice. En Arbequina todas
las muestras coincidieron en forma del apice (A), diametro transversal maximo
(B) y terminacion del apice; en Pendolino coincidieron en la simetria (A) y
terminacion del apice. En Manzanilla la muestra S13M46 coincidid en en
simetria (A), forma del apice (A) y terminacion del apice y la muestra S13M42
ademas de coincidir en las mismas caracteristicas concordo en la forma de la
base (Barranco et al., 2000, cuadros 43-48).

Las muestras de EEFAS: Sevillana y Razzo coincidieron solo en un
caracter, diametro transversal maximo y forma del apice respectivamente. Para
la comparacion de la muestra de Razzo, se tom6 como referencia a Cimato et
al. (2001) para dicha variedad (cuadro-49) y (Barranco et al., 2000) para
compararla con la variedad de referencia Frantoio, ya que ésta presenta como
sinonimia “Razzo”, coincidiendo sdélo en forma del 4pice (A) (cuadro 50).
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Cuadro 43. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Taggiasca con la informacién de referencia

Ovoidal Lig. asimétrico Hacia &pice Redondeado Apuntada Con mucrén
Alargada Lig. asimétrico Hacia apice Redondeado Apuntada Con mucrén
Alargada Lig. asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén

Cuadro 44. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Leccino con la informacion de referencia

Eliptica

Asimétrico

Centrado

Redondeado

Redondeada

Con mucrén

Alargada

Lig. asimétrico

Centrado

Apuntado

Redondeada

Con mucrén

Cuadro 45. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Arbequina con la informacién de referencia

Ovoidal

Simétrico

Centrado

Redondeado

Redondeada

Sin mucrén

Eliptica

Lig. asimétrico

Centrado

Redondeado

Truncada

Sin mucroén

Eliptica

Lig. asimétrico

Centrado

Redondeado

Apuntada

Sin mucroén
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Cuadro 46. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Pendolino con la informacién de referencia

Eliptica

Asimétrico

Hacia apice

Redondeado

Apuntada

Con mucrén

Alargada

Asimétrico

Centrado

Apuntado

Redondeada

Con mucrén

Alargada

Asimétrico

Centrado

Apuntado

Redondeada

Con mucrén

Cuadro 47. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo

de la variedad analizada Manzanilla con la informacion de referencia

Ovoidal Lig. asimétrico Hacia apice Redondeado Apuntada Con mucrén
Alargada Lig. asimétrico Centrado Redondeado Apuntada Con mucrén
Eliptica Lig. asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén

Cuadro 48. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Sevillana con la informacién de referencia

Alargada

Lig. Asimétrico

Centrado

Apuntado

Apuntada

Con mucrén

Ovoidal

Simétrico

Centrado

Redondeado

Truncada

Sin mucrén




Cuadro 49. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo

de la variedad analizada Razzo con la informacién de referencia
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ENDOCARPO
Cimato et al. Forma Simetria @. transv. max. Forma éapice Terminacion
2001 (A) *) ®) A AT R () apice
Razzo Eliptica Lig. asimétrico Hacia apice Redondeado Apuntada Con mucrén
- Esférica Simétrico Hacia base Redondeado Truncada Sin mucrén

Cuadro 50. Comparacion de los estados de caracteres obtenidos del endocarpo
de la variedad analizada Razzo con la informacion de referencia para Frantoio

ENDOCARPO
Barranco et al. Forma Simetria @. transv. max. | Forma apice Terminacion
(2000) ®?) ) ®) A) OTIE LG (Y apice
Frantoio Eliptica Lig. asimétrico Hacia apice Redondeado Redondeada Con mucrén
- Esférica Simétrico Hacia base Redondeado Truncada Sin mucrén

4.3.7 Comparacion de los estados en los caracteres de endocarpo de
muestras no identificadas con la informacién de referencia

Al realizar comparaciones a partir de endocarpo de las 47 muestras
analizadas, de las cuales se desconocia su identificacion varietal, sélo nueve de
ellas coincidieron con los estados de caracteres descriptos por Barranco et al.
(2000) para COl, para alguna variedad comercial actual.

Tres muestras de la Granja de Cohen (S3M4, S3M5 y S3M6) presentaron
los estados de los seis caracteres iguales a Arbequina (Barranco et al., 2000,
cuadro 51).

Una muestra proveniente de la Quinta de Tarallo (S5M4) podria ser
clasificada como de la variedad Frantoio por cinco de los seis estados, aunque
el caracter que no es coincidente con el patrén varietal es simetria en posicion
(A), Barranco et al. (2000) lo define para COI como ligeramente asimétrico para
la variedad mencionada y la muestra analizada se catalogd como simétrico.
Una diferencia clasificada por algunos autores (Cavagnaro et al., 2001) como
sumamente subjetiva (cuadro 52).
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Una muestra de la ex Quinta de Posse (S8M7), resto de las mas antiguas
plantaciones realizadas en nuestro pais coincidié con la actual variedad
Leccino, que se cultiva en Europa desde hace mas de tres siglos (Belaj et al.,
2003) a lo largo de toda la cuenca Mediterrdanea con diferentes
denominaciones. El origen de las primeras plantaciones de olivos en la época
colonial, se efectu6é a partir de la introduccion de estacas provenientes de
Espafia (Pérez Castellanos, 1914) e ltalia (Basso, 1907), por tanto dicha
variedad es posible que sea una de las mas antiguas y que se plantan en la ex
Banda Oriental (cuadro 53).

Las muestras provenientes de la Quinta de Arteaga, resultaron variables
para los caracteres de endocarpo. Dos muestras (S11M14 y S11M16) fueron
coincidentes con la tipificacion varietal de Leccino (excepto en simetria en
posicion A) y otras dos (S11M7 y S11M9) con la de las variedades Sevillana y
Gordal Sevillana o Sevillano (segun su sinonimia), con diferencia también en la
simetria (cuadro 54).

Cuadro 51. Caracterizacion de las muestras analizadas a través de seis
caracteres del endocarpo para la variedad Arbequina

ENDOCARPO
Barranco et al. Forma Simetria @. transv. max. Forma apice Forma base Terminacion
(2000) (A) (A) (B) (A) (A) apice
Arbequina Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Redondeada Sin mucrén
S3M4 Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Redondeada Sin mucrén
S3M5 Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Redondeada Sin mucrén
S3M6 Ovoidal Simétrico Centrado Redondeado Redondeada Sin mucrén
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Cuadro 52. Caracterizacion de las muestras analizadas a través de seis
caracteres del endocarpo para la variedad Frantoio

Eliptica Lig. asimétrico Hacia apice Redondeado Redondeada Con mucrén

Eliptica | Simétrico | Hacia apice | Redondeado | Redondeada | Con mucrén

Cuadro 53. Caracterizacion de las muestras analizadas a través de seis
caracteres del endocarpo para la variedad Leccino

Eliptica Asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén

Eliptica Lig. asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén
Eliptica Lig. asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén
Eliptica Lig. asimétrico Centrado Redondeado Redondeada Con mucrén

Cuadro 54. Caracterizacion de las muestras analizadas a través de seis
caracteres del endocarpo para las variedades Sevillana y Gordal Sevillana o
Sevillano

Alargada Lig. asimétrico Centrado Apuntado Apuntada Con mucrén

Alargada Lig. asimétrico Centrado Apuntado Apuntada Con mucrén
Alargada Asimétrico Centrado Apuntado Apuntada Con mucrén
Alargada Asimétrico Centrado Apuntado Apuntada Con mucrén

Al considerar conjuntamente caracteres de endocarpo y fruto de las nueve
muestras que se les habia asignado identificacion varietal primeramente, cinco
la mantuvieron (S3M4, S3M5, S8M7, S11M14, S11M16) al considerar por lo
menos cuatro de los seis caracteres de fruto. Esta disminucion de coincidencias
es atribuible al efecto del ambiente sobre los caracteres de fruto, que los
convierte en un elemento de clasificacion menos conservado que el endocarpo
(cuadro 55).



Cuadro 55. Caracterizacion de las muestras analizadas a través de seis caracteres de endocarpo y fruto

ENDOCARPO FRUTO
Ba;rtrzr;co Forma Simetria @. transv. | Forma apice | Forma base | Terminacion Forma Simetria @. transv. | Forma apice | Forma base Pezén
(2000‘)* (A) (A) max. (B) (A) (A) apice (A) (A) max. (B) (A) (B)

Arbequina* | Ovoidal Simétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Sin mucrén Esférico Simétrico | Hacia base | Redondeado | Truncada Ausente
S3M4 Ovoidal Simétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Sin mucrén Esferica Simétrico | Hacia base | Redondeado | Truncada Ausente
S3M5 Ovoidal Simétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Sin mucrén Esferica Simétrico | Hacia base | Redondeado | Truncada Ausente
S3M6 Ovoidal Simétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Sin mucrén Esferica Simétrico Centrado | Redondeado | Truncada Ausente

Leccino Eliptica Asimétrico | Centrado | Redondeado | Redondeada | Con mucron | Ovoidal a sir!r_'nlgf - Centrado | Redondeado | Truncada Ausente
S8M7 Eliptica asi n&legt rico Centrado | Redondeado | Redondeada | Con mucrén | Ovoidal Simétrico Centrado Apuntado Truncada Ausente
S1imM14 Eliptica asin&?trico Centrado | Redondeado | Redondeada | Con mucrén | Ovoidal Asimétrico | Centrado Apuntado Truncada Esbozado
- Lig 2 ) Lig
S11M16 Eliptica asimétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Con mucrén | Ovoidal el Centrado | Redondeado | Truncada Ausente
. (e Lig. Hacia 2 . Lig. Hacia
*
Frantoio Eliptica T apice Redondeado | Redondeada | Con mucrén | Ovoidal - apice Redondeado | Reondeada | Ausente
S5M4 Eliptica Simétrico gsiccls Redondeado | Redondeada | Con mucrén | Alargada Simétrico Centrado | Redondeado | Redondeada | Esbozado
Sevillenca* Lig 3 . o
Alargada LD Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Ovoidal Asimétrico Centrado Apuntado Truncada Ausente
Sevillene* asimetrico
S11mM7 Alargada | Asimétrico | Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Alargada asi r:’n_:e% ico Centrado | Redondeado | Truncada Esbozado
S11M9 Alargada | Asimétrico | Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Alargada | Asimétrico | Hacia base | Apuntado Truncada Esbozado
Gordal
- . . . .
S_ewllz_am_a Alargado .ng' . Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Ovoidal f ng . Gt (e Redondeada | Redondeada | Ausente
sinonimia asimétrico asimétrico | o Centrado
Sevillano
S11M7 Alargada | Asimétrico | Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Alargada asinlglé%rico Centrado | Redondeado | Truncada Esbozado
S11M9 Alargada | Asimétrico | Centrado Apuntado Apuntada | Con mucrén | Alargada | Asimétrico | Hacia base | Apuntado Truncada Esbozado

9cT
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4.4 CARACTERIZACION MOLECULAR

4.4,1 Patrones de bandas obtenidos a partir de los pares de cebadores
utilizados

Se analizaron mediante amplificacion via PCR de 10 pares de cebadores
microsatélites, 111 muestras de olivos de diversas procedencias (cuadro 2). Los
mayores porcentajes de amplificacion con las condiciones descriptas se
obtuvieron para el par de cebadores UDO99-031 en el que el 94,8% (73/77) de
las muestras exhibieron productos de amplificacion. Los demas cebadores
presentaron también un porcentaje de amplificacion comprendido entre 76,19 y
94,8, con un promedio para los diez pares de cebadores de 84,7% (cuadro 56).

El rango de fragmentos obtenidos en pares de bases para cada uno de los
pares cebadores estuvo dentro del rango esperado segun Cipriani et al. (2002),
entre los que estuvo incluido, el perfil esperado para la variedad Frantoio
tomada por el citado autor como referencia (cuadro 56, Figura 34).

Cuadro 56. Comparacion entre el rango obtenido y el rango esperado para cada
cebadoe y el perfil de Frantoio

Rango : mu’:gt'ras
Cebadores obr\s’:rr]\?:do ef[:()sge)u.io Erear::lt:iﬁ an(anli:asgas mu’(\elgfras r_nuzgt'ras F{,Zﬁa:gn '::ﬁa:;n
(pb) (Cipriani et (pb) cuenta las | €7 bandas | sin bandas
al., 2002) o)

- 1501174 | 1501174 | 150174 111 01 20 81,98 18,02
U009 | sana 94/141 | 108/120 111 91 20 81,98 18,02
o | 160170 | 160170 | 160/165 109 93 16 85,32 14,68
U095 | 830 83/119 | 103/119 90 7 19 78,88 21,12

105/132 | 105132 | 115/124 110 98 12 89,09 10,91
e | 951105 95/105 95/105 11 101 10 90,99 9,01

- 136/172 | 136/172 154 101 88 13 87,12 12,88
U9 | 114155 | 114155 | 1471155 77 72 5 93,51 6,49
US> | 136/168 | 136/168 | 136/148 111 94 17 84,68 15,32
s | 179210 | 179219 | 1791219 105 80 25 76,19 2381
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Figura 34. Productos de PCR de Var. Frantoio con diferentes cebadores

Referencias:
(6) UDO99-006 (7) UDO99-007 (8) UDO99-008 (9) UDO99-009 (11) UDO99-011
14) UDO99-014 (28) UD0O99-028 (35) UD0O99-035 (43) UDO99-043

4.4.2 Tamano (pb) v frecuencia de alelos (%) obtenidos en los diferentes
cebadores para el total de muestras

Se detectaron un total de 41 alelos (bandas) para los 10 loci analizados en
las muestras estudiadas. Cada par de cebadores correspondié a un locus
génico, resultando en promedio 4 bandas (alelos) por locus, con un maximo de
6 bandas entre 136 y 172 pb para el par UD0O99-028 y entre 136 y 168 pb para
el par UD099-035 y un minimo de 2 bandas entre 160 y 170 pb para el UDO99-
008 (cuadro 57).

La frecuencia de los distintos alelos fue variable segun el par de cebador
empleado, siendo los menos frecuentes los alelos 150 pb (1,02%) en el cebador
UDQ99-011, el alelo 136 pb (1,38%) en el cebador UDO99-031 y el alelo 148
pb (2,14%) en el cebador UDO99-035. Las mayores frecuencias se observaron
en el alelo de 179 pb (85,62%) del par UD0O99-043 y en el alelo de 100 pb
(82,26%) amplificado con el par UDO99- 009 (cuadro 57).



Cuadro 57. Tamafio (pb) y frecuencia (%) de los alelos obtenidos para diez cebadores con el total de individuos

Media
alelos

|

Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec | Alelos | Frec
(pb) | &) | (Pb) | () | (D) | (%) | (pb) | (%) | (@b) | (%) | (pb) | (%) | (D) | (%) | (pb) | (%) | (pD) | (%) | (pb) | (%)
150 |23,26| 94 439 | 160 |76,88| 83 2,84 | 105 |3333| 95 9,95 | 136 | 4,57 | 114 |24,31| 136 |59,49| 179 |85,63
164 | 3,49 | 100 |28,02| 170 |[24,19| 100 |82,27| 122 | 9,23 | 100 |74,13| 140 |1257| 136 | 1,39 | 140 |11,23| 190 | 2,50
174 | 73,26 | 120 | 8,79 110 | 7,09 | 132 |56,41| 105 |1592| 150 | 6,29 | 140 |26,39| 148 | 2,14 | 200 | 4,38
141 | 58,79 119 | 7,80 | 150 | 1,03 160 | 18,29 | 150 |29,86| 150 | 8,02 | 219 | 7,50
170 | 50,86 | 155 |18,06| 160 | 3,21
172 7,43 168 | 16,04
4 2 4 4 3 6 5 6 4
4

6T
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4.4.3 Tamaiio (pb) y porcentaje de bandas polimérficas

Las frecuencias de pares de cebadores que amplificaron bandas
(polimérficos) variaron entre un minimo de 9,86% (UD099-009) y un maximo de
78,02% (UDO99-007) con un promedio para todos los cebadores de 32,04%
(cuadro 58).

Cuadro 58. Rango de tamafio de bandas polimorficas porcentaje de
polimorfismo para cada cebador

150/174
UDO099-007 94/141 91 71 78,02
160/170 93 17 18,27
UDO99-009 83/119 71 7 9,86
105/132 98 38 38,77
95/105 101 20 19,80
140/172 88 24 27,27
UDO099-031 114/155 72 51 70,83
UDO099-035 136/168 94 22 23,40
179/219 80 11 13,75
87,9 28,3 31,42

Fuente: elaboracion segun Cipiriani et al. (2002).
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4.4.4 Perfil de bandas (pb) obtenido para cada sitio de colecta con los distintos
pares de cebadores

Las materiales provenientes de la Estacion Experimental de San Antonio
de la Facultad de Agronomia Salto (EEFAS) correspondian en su mayoria a
muestras identificadas varietalmente al tratarse de un Jardin de Introduccion,
excepto las muestras S1IM2 y S1M3. Los pares de cebadores UDO99-007,
UDQ099-014 y UD0O99-035 amplificaron en el total de las muestras por lo menos
una banda. En los productos de amplificacion obtenidos en las distintas
muestras, se observo variabilidad (polimorfismo promedio de 19.5%)
presentando diferencias de bandas entre muestras para un mismo cebador.

La variedad Razzo (S1M9) amplificé en solo tres cebadores. Esta se
diferencio del resto de las muestras, al amplificar con el par UDO99-007 dos
bandas (120-141 pb), con el par UDO99-014 con una sola banda (105 pb) y con
el par de cebadores UD099-035 amplificé dos bandas (140-168 pb).

Para el par de cebadores UD0O99-035, Arbequina y Santa Catalina (ambas
con doble banda) se pudieron diferenciar entre si y con el resto de las muestras.
En la variedad Moraiolo, UD099-043 amplific6 dos bandas (179/200 pb), que
permitio distinguirla de las demés muestras. Sevillana se diferencio al presentar
solamente una banda con los pares de cebadores UD0O99-008, UD0O99-009,
UDO99-031 y con el cebador UDO99-028 dos bandas (140/172 pb), en donde
el alelo 140 fue Unico en esta variedad (cuadro 59).



Cuadro 59. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta de EEFAS (Salto) para los distintos pares
de cebadores

150/174

u%%)?g- 94/141 94/141 | 94/141 | 94/141 | 94/141 | 94/141 | 94/141 | 94/141 | 94/141 | 120/141
160/170 0

u%tggg- 83/119 - 83/119 | 83/119 100/119 “ 100/119 “

105/132

100/105

140/172

136/155 140/155 | 140/155 140/155 140/155

140/155 | 140/155 | 140/155

150

160 150 160/168 | 140/168

150/160

140/168

179/219

(AN
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En los sitios de colectas correspondientes a viejos olivares de fines del
siglo XIX y principios del siglo XX, se observaron diferentes resultados. Los
olivos provenientes de la Quebrada del Castillo (Piriapolis, depto. Maldonado)
en cinco de los diez pares de cebadores (UDO99-007, UD0O99-008, UDO99-
011, UDO99-014, UD0O99-028), se obtuvieron patrones polimérficos de bandas
en la mayoria de las muestras, con un polimorfimo promedio de 23%. El par de
cebador UD099-006 amplifico un fragmento de 174 pb en la muestra S2M6 que
la permitié diferenciarse del resto. Finalmente en este sitio el par de cebadores
UDQ99-028 fue el Unico presente en todas las muestras, amplificando dos
perfiles de bandas diferentes (136/150 pb y 136/172 pb) permitié formar entre
los ejemplares dos grupos (cuadro 60).

Cuadro 60. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta
Quebrada del Castillo

QUEBRADA DEL CASTILLO
Rango
Cebadores | observado
SoM1 | S2M2 | s2m3 | s2ma | s2Ms | S2me
U%8$9' 1201141 | 1201141 | 141 0 o |120141| o
U%‘ggg‘ 160/170 | 160/170 | 160 0 170 | 160/170 | 160
UDOYY-
P 100 0 100 0 0 0 0
122132 -
U%?ZQ' 95/105 | 95/100 | 105 0 95/105 | 95/105 | 105
136/172
UDOY9-
P 150 0 150 0 150 0 150
UDOY9-
o013 0 0 0 0 0 0

Todas las muestras colectadas en ex Quinta de Canessa amplificaron
entre uno y dos alelos para todos los pares de cebadores, observandose un
patron similar de bandas en 9 (S4M1 a S4M9) de las 14 muestras analizadas y
un polimorfismo promedio de 6%.

Los productos de amplificacion obtenidos a partir de los pares de
cebadores UD0O99-006 (150/174 pb) y el UDO99-035 (136/148 pb), permitieron
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distinguir S4M13 de las deméas muestras. La muestra S4M10 se diferencié al
amplificar solo una banda con el cebador UDO99-007 (100 pb) y en el par
UDQ99-031 un fragmento de 140 pb (cuadro 61).

En los productos de amplificacion obtenidos en las muestras de la ex
Quinta de Posse, se observdo muy poca variabilidad (polimorfismo promedio de
2%), al presentar un patron de bandas similar entre muestras para un mismo
cebador, con excepcion del par de cebador UDO99-011 que presentd dos
patrones de bandas. Este cebador presentd una banda en 132 pb, que estuvo
presente en las muestras S8M1 a S8M9, S8M13 y S8M14 y dos bandas en
105/132 pb en las muestras S8M10, S8M 11, S8M12 (cuadro 62).

La mayoria de las muestras obtenidas en la calle Coronel Raiz
presentaron un patron similar de bandas en los diferentes pares de cebadores
(polimorfismo promedio de 6%). Con los pares de cebadores UDO99-007,
UDO099-008, UDO99-031 y UDO99-035, se pudieron diferenciar algunas
muestras al exhibir patrones de bandas dobles y simples. Con el UDO99-007
las muestras S9M1 y SO9M2 se diferenciaron del resto al presentar doble banda
(100/141 pb). Las muestras SOM9 y S9M11 fueron las Unicas que presentaron
dos bandas de (160/170 pb) con el cebador UDO99-008. Finalmente con el par
UDO099-035, se diferencié la muestra S9M2 al amplificar dos bandas en
136/140 pb (cuadro 63).



Cuadro 61. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta ex Quinta de Canessa para los distintos
pares de cebadores

150/174

U%ggg- 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141

160/170

&
105/132

100

170

U[())(;]Q- s 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 114/150 | 140 150 150 150 114/150
UDO99-
035 136/148 136 136 136 136 136 136 136 136 136 136 136 136 136/148 136

GET



Cuadro 62. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta ex Quinta de Posse para los distintos
pares de cebadores

UE())(S?Q- 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141

i
105/132

100

170

U%gfg' 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150 | 140/150
UDO99-
P 136 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136

9ET



Cuadro 63. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta Coronel Raiz para los distintos pares de

cebadores

100/141

100/141

160/170

UDO99-

009

100

114/150

114/150 | 114/150 | 114/150

136/140

136/140

LET
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Las muestras provenientes de la Quinta de Arteaga, que amplificaron para los
diez pares de cebadores, presentaron fragmentos que permitieron detectar la
presencia de tres grupos de olivos. Los diferentes perfiles de bandas en los pares de
cebadores UDQO99-006, UDO0O99-007, UDO099-011, UDO099-028, UDO099-031 vy
UDQO99-043 permitieron detectar la variabilidad genética existente, con un
polimorfismo promedio del sitio de 16%. Asi las muestras S11M1, S11M2, S11M3,
S11M4 conforman un grupo, por otro lado S11M5, S11M6, S11M7, S11M8, S11M9,
S11M12, por ultimo se agruparon S11M10 y S11M11. Con el patrén de bandas
obtenido en los pares de cebadores UDO99-006 (174 pb) y UDO99-011 (105/132 pb)
se distinguieron S11M1, S11M2 y S11M3 de las demas muestras del sitio. Las
muestras S11M10 y S11M11 con el par UDO99-043 se diferenciaron del resto al ser
las unicas que amplificaron dos bandas (179/219 pb). Con el par UD0O99-028 las
muestras S11M5, S11M6, S11M7, S11M8, S11M9 y S11M12 (Figura 34) se
separaron del resto por tener fragmentos que amplificaron con diferente largo en
pares de bases (cuadro 64).



Cuadro 64. Perfil de bandas (pb) obtenido en muestras del sitio de colecta Quinta de Arteaga para los distintos pares

de cebadores

UDO99-
007

UDO99-
009

150/174

100/141 | 100/141

100/141 | 100/141 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141 | 100/141

160 s/d

100

s/d
-

UDOY® | 114150 | 1141150 | 1141150 | 1141150 | 140 | 140 | 140 | 140 | 140 0 | 114150 | 1147150 | 140
W% 136 136 136 | 136 | 136 136 | 136 136 136 136 136 136

136
179/219

6€T
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4.4.5 Comparacion de los fragmentos amplificados (pb) entre sitios de colecta para
los diez pares de cebadores

Observando el largo de los fragmentos amplificados con cada par de cebadores
expresados en pares de bases (alelos) se pudo ver la variabilidad existente entre los
diferentes sitios de colecta. El par UDO99-006 con el alelo de 174 pb estuvo
presente todas las muestras Los productos de amplificacion de todos los pares de
cebadores, obtenidos en las antiguas quintas de Montevideo (ex Quinta de Canessa,
ex Quinta de Posse, calle Cnel. Raiz, calle Oliveras y Quinta de Arteaga) se
dividieron entre aquellos que fueron comunes y los que permitieron diferenciar dichas
muestras. Las bandas coincidentes fueron las obtenidas con los pares UDO99-007
(100 y 141 pb), UDO99-008 (160 pb), UDO99-009 (100 pb), UDO99-011 (132 pb),
UDO99-014 (100 pb), UDO99-035 (136 pb) y las del par UDO99-043 la banda 179
pb.

Las muestras de la Granja de Cohen no amplificaron los pares de cebadores
UDO99-009, UDO99-031 y UDO099-043, mientras que en el establecimiento Los
Ranchos y Vifia Varela Zarranz el cebador UD0O99-009 amplificé dos alelos (110/119
pb) que no estuvieron presentes en las antiguas quintas de Montevideo. Las
muestras del Jardin de Intruduccion de EFFAS, Quebrada del Castillo y Quinta de
Tarallo fueron las Unicas que presentaron la banda 150 pb para el cebador UDO99-
035, que permitid diferenciarlos del resto de los sitios (cuadro 65).



Cuadro 65. Perfil de bandas (pb) obtenido para todos los sitios muestreados

144"



UDO099-031

142

A"
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UDO99-035

143
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4.4.6 Comparacion de los fragmentos amplificados (pb) dentro de cada sitio de
colecta para los cebadores UD099-028 y UDO99-014

Dentro de las sitios de colecta del sur del pais como en Quinta de Arteaga
(S11) y ex Escuela Jackson (S7) se encontr6 homogeneidad y heterogeneidad
para un mismo cebador. En el caso del par de cebador UD0O99-028, se observé
variacion dentro del sitio para las muestras provenientes de Quinta de Arteaga
(S11), pero no asi para los materiales provenientes de la ex Escuela Jackson

(S7) donde amplificé las mismas bandas en cada una de las muestras (Figuras
35 -36) .

Figura 35. Productos PCR con el cebador UD0O99-028 aplicados a
las muestras de la Quinta de Arteaga (Montevideo Rural)

{1 i

Figura 36. Productos PCR con el cebador UD099-028 en muestras
provenientes de la ex Escuela Jackson (depto. Canelones)

Entre diversos sitios de colecta con un mismo par de cebadores se
encontro variabilidad, como para el caso del par de cebador UD0O99-014 que al
analizarse 2 muestras en el sitio 2 (Quebrada del Castillo), en el sitio 3 (Granja
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de Cohen), en el sitio 5 (Quinta de Tarrallo) y una muestra de la Quinta de
Tomasito, se observd variabilidad dentro de los sitio de colecta amplificando
entre una y dos bandas por muestra en 95/100/105 pb (Figura 37).

Sitio 2 Sitio 3 Sitio 5 Tomasito

*300°

Figura 37. Productos PCR con el cebador UD099-014
en siete muestras provenientes de cuatro sitios de colecta
del sur y sureste del pais

4.4.7 Comparacion de los fragmentos amplificados (pb) entre variedades de
Los Ranchos y Santa Rosa para los diez pares de cebadores

Entre las muestras identificadas varietalmente estaban: las provenientes
del establecimiento Los Ranchos donde se analizaron ocho muestras de las
variedades, Taggiasca, Leccino, Arbequina, Pendolino y Manzanilla y la
variedad Frantoio proveniente del Vivero Santa Rosa. Cada par de cebadores,
resulté con grados diferente de eficiencia para distinguir las variedades.

Con el cebador UDO99-006 las variedades Leccino, Arbequina vy
Pendolino se diferenciaron entre si al presentar cada una un perfil diferente de
alelos. En cambio las variedades Taggiasca y Manzanilla mostraron un mismo
patréon de bandas (150/164 pb), por lo que este cebador no permitié
distinguirlas, al igual que con el cebador UDO99-043 que también present6 un
mismo perfil (179/219 pb). Ambas variedades se diferenciaron con los
cebadores UD099-009, UDO99-028 y UDO99-035.

El par UDO99-031 separd a Leccino (140/155 pb) y Frantoio (114/147 pb)
entre ellas y con las demas variedades. Lo mismo ocurrid con el par UDO99-
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043, con el cual Leccino present6 también un perfil de bandas propio (200/219
pb), que lo permitié diferenciar de las demas variedades incluida Frantoio.

Con los pares de cebadores UD0O99-007, UDO99-008, UD099-011 y
UDO099-014 no se distinguieron entre si las variedades del establecimiento Los
Ranchos, al amplificar en cada una los mismos alelos. Los pares de cebadores
UDO99-007, UDO99-008, UD0O99-014, UD0O99-028, UD099-031 y UDO99-035
presentaron un perfil de bandas que diferenciaron a Frantoio de las variedades
de Los Ranchos (cuadro 66).

Cuadro 66. Perfil de bandas (pb) obtenido en establecimiento Los Ranchos y
vivero Santa Rosa para los distintos pares de cebadores

150/174

U%%)?g. 120/141 | 1201141 | 120/141 | 120/141 | 120/141 | 120/141 | 120141 | 120/141 | 94/141

160/170

105/122

95/105

150/172

114/155 155 155 140/155 | 140/155 155 155 155 155 114/147

UDO99-
031

UDO99-
035

136/168 | 140/168 | 140/168 168 168 140 140 168 168 136/168

179/219
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4.4.8 Comparaciéon de los fragmentos amplificados (pb) entre variedades de
Los Ranchos para el cebador UDO99-028

El par UDO99-028 resulté uno de los de mayor poder de discriminacién al
distinguir por un lado a Taggiasca y Leccino (ambas con el mismo alelo en 160
pb) de Arbequina, Manzanilla y Pendolino variedades que presentaron patrones
diferenciales de bandas (Figura 38).

Figura 38. Productos PCR con el cebador
UDO099-028 empleado en variedades
provenientes del establecimiento Los Ranchos

Referencias:
(1)Taggiasca (2)Leccino (3)Arbequina
(4) Manzanilla (5)Pendolino

4.4.9 Comparacion de los fragmentos amplificados (pb) para tres pares de
cebadores entre muestras de la variedad Arbequina

La sensibilidad de los pares de cebadores empleados se pudo confirmar
cuando se usaron clones de la variedad Arbequina, proporcionados por el
vivero Olivos del Este. Los patrones de bandas resultaron ser idénticos para los
pares de cebadores UD099-014, UD0O99-028 y UD0O99-043 (Figuras 39-41).
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Figura 39. Productos de amplificacién con par de cebadores UD099-014

Referencias:
(1) Marcador Leader de 1 Kb (2-7) plantas Multiplicadas “In Vitro” de Arbequina (8) planta obtenida por estaca de
Arbequina

Figura 40. Productos de amplifiacion con par de cebadores UD099-028

Referencias:
(1) Marcador Leader de 1 Kb (2-7) Plantas Multiplicadas “In Vitro” de Arbequina (8) Planta obtenida por estaca de
Arbequina
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Figura 41. Productos de amplificacién con el par de cebadores UD0O99-043

Referencias:
(1) Marcador Leader de 1Kb (2-7) Plantas Multiplicadas “In Vitro de Arbequina (8) planta obtenida por estaca de
Arbequina

4.4.10 Comparacion de los fragmentos amplificados (pb) entre muestras de la
variedad Arbequina de tres sitios de colecta con seis cebadores

Comparando las muestras de la variedad Arbequina de diferentes
procedencias, se observo variabilidad para cada uno de los pares de cebadores
empleados. Los clones de Arbequina fueron mas homogéneos, presentando los
mismos alelos por cebador. La variabilidad entre ellos estuvo al haber
cebadores que no amplificaron como lo fue el cebador UDO99-009 que no
produjo fragmentos en dos muestras (1 estaca ex vitro Arbequina y 2 hija in
vitro vivero). Para las demas muestras de Arbequina Santa Rosa (S1M1,
S13M30 y S13M31), las diferencias encontradas entre ellas fueron en el
namero de alelos amplificados por cebador (entre uno y dos) y en largo de los
fragmentos (pb).

El cebador UDO99-011 varié debido a que en los clones de Arbequina se
presentd un solo fragmento de 132 pb, mientras que las muestras provenientes
del vivero Santa Rosa y la del establecimiento Los Ranchos (S13M30 y
S13M31), se observaron dos fragmentos de 105/132 y 105/122 pb
respectivamente. El par de cebadores UD099-043 no presento variabilidad al
amplificar un mismo fragmento (alelo de 179 pb) en las diferentes muestras. El
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par UDO99-028, exhibio distintos patrones de bandas dentro de la variedad
Arbequina segun la procedencia, observandose muestras que amplificaron uno
y dos fragmentos de longitudes diferentes en pares de bases (cuadro 67).



Cuadro 67. Comparacion del rango (pb) obtenido en muestras de cuatro sitios con el rango observado para cada
cebador

VIVEROS DEL ESTE

UDO99-

007 94/141 94/141 94/141 120/141 | 120/141 0 0 141 0 0 0
U%(ggg- 100/119 100/119 0 119 119 0 0 119 119 119 119

105/132

95/105

150/172

TGT
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4.4.11 Productos de amplificaciéon obtenidos con el par de cebadores UDO99-
028 para once variedades

Con el par de cebadores UDO99-028 en once variedades comparadas, se
observaron siete patrones de bandas diferenciales y so6lo algunas variedades no
pudieron ser reconocidas entre ellas (Figura 42).

Figura 42. Productos de amplificacién con par de cebadores UDO99-28

Referencias:
(1) Marcador Leader de 1 Kb (2) Arbequina (3) Leccino (4) Picual (5) Razzolla (6) Hojiblanca
(7) Frantoio (8) Coratina (9) Manzanilla (10) Ogliarola (11) Barnea (12) Koroneiki

4.4.12 Comparacion de los perfiles de bandas (pb) de las muestras de vivero
Santa Rosa v Vifia Varela Zarranz con el perfil de referencia para
Frantoio

El andlisis del perfil de los fragmentos de la variedad Frantoio procedente
del vivero Santa Rosa y de la muestra de Vifla Varela Zarranz (S12M10),
generados para los diez cebadores, se encontrd diferencias entre ambas,
coincidiendo solo en el par de cebador UD0O99-043 con un fragmento de 179
pb. Ambas muestras no estuvieron comprendidas dentro del perfil de Frantoio
descripto por Cipriani et al. (2002), para los pares de cebadores UD0O99-007,
UDO99-028. También la muestra de Frantoio del vivero Santa Rosa no
coincidié con el perfil descripto para los cebadores UD099-011 y UDO99-035
(cuadro 68).
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Cuadro 68. Comparacion de la variedad Frantoio procedente del vivero Santa
Rosa y muestra de Vifia Varela Zarranz con datos de referencia

Perfil de V. V.
Frantoio ZARRANZ
Cebadores (pb)
Cipriani et

al. (2002) | Frantoio | S12M10

150/174

UDO99-

007 108/120 94/141 120/141

UDO99-

008 160/165 160 170

UDO99-

009 103/119 100/119 110/119

115/124

UDO99-

014 95/105 100 95/105

154

UDO99-

031 147/155 147/155 140/155

UDO99-

035 136/148 136/168 140

UDO99-

043 179/219 179 179

4.4.13 Comparacién del perfil de bandas (pb) obtenido para el total de pares de
cebadores de variedades comerciales con datos de referencia

A los efectos de obtener estdndares de amplificacion de las variedades
comerciales que se plantan actualmente en el pais, se emplearon los diez pares
de cebadores aplicados en la caracterizacibn molecular a hojas frescas de
Arbequina, Frantoio, Picual, Coratina, Arbosana y Barnea, provenientes del
establecimiento Accion Forestal, situado en Casupa, Ruta 7 Km. 113 Dpto. de
Florida, con un desarrollo vegetativo de ocho a diez afios. En el mismo ensayo
se incluyé una muestra de Arbequina procedente del Centro de Nacional de
Scandicci, Firenze, Italia, proporcionada por el Ing. Agr. Jorge Peverelli de
vivero Santa Rosa S.A.
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Los diez pares de cebadores se aplicaron eficientemente obteniéndose en
las seis variedades, perfiles de bandas, acordes a los descriptos en trabajos
similares (Baldoni et al., 2009, cuadro 69, Figura 43)

Cuadro 69. Perfiles de bandas obtenidos en muestras de diferentes variedades
del establecimiento Accién Forestal (Casupa- Florida) y el rango observado
para cada cebador

150/174

U99‘ 04/141 | 941141 | 94141 “““ 94/141

160/170

UDO99- | 83119 | 10019 | 100119 100/119

105/132
100

140/172

u%gfg- 114/155 | 114/147 | 147/155 | 114/147 | 114/151 114 114/147
U°99' 136/168 136 136/168 | 136/168 168 168 136

179/219
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Figura 43. Patrones de bandas generados por el par de cebadores UD099-28
(1-8) y UD099-31 (9-16)

Referencias:

(M) Marcador de Peso Molecular 1Kb (1 y 9) Coratina (2 y 10) Arbequina (3 y 11) Arbequina * (4 y 12) Barnea (5 y 13)
Picual (6 y 14) Arbosana (7 y 15) Frantoio (8 y 16) controles negativos (*) Arbequina procedente del Centro de Nacional
de Scandicci Firenze- Italia

El polimorfismo hallado entre variedades, coincidid con resultados de
estudios previos obtenidos sobre diferentes germoplasmas, utilizando
marcadores SSR (Cipriani et al., 2002), RAPDs (Fabbri et al., citados por
Cipriani et al., 2002) e Isoenzimas (Quazzani et al., Trujillo y Rallo, citados por
Cipriani et al., 2002 y confirma que el olivo es una especie con una elevada
variabilidad genética (Baldoni et al., 2009).

4.4.14 Estimacion de la distancia Jaccard para las diferentes variedades v sitios
de colecta

En la Figura 44 se observa el agrupamiento obtenido mediante el método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method) a partir de la matriz de distancias de
Jaccard (indice de Similaridad), calculadas con las combinaciones multiloci
resultado de la aplicacion de los diez pares de cebadores SSR a las 115
muestras de Olivos.

En el dendograma se formaron dos grupos con la mayor diferencia 0,419
(0,42). En el grupo 1 quedaron agrupadas las muestras de Vifa Varela Zarranz
(1, 3, 9 y 10), del establecimiento Los Ranchos (Arbequina, Manzanilla,
Taggiasca, Leccino y Pendolino), Granja de Cohen (1, 3, 5y 7), Q. del Castillo
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(2 y 6), EFFAS (Razzo) y Q. de Tarallo (4 y 6). No estuvieron presentes tanto
las muestras de los sitios de colecta del departamento de Montevideo, como las
muestras de las variedades comerciales de uso actual, Arbequina, Arbosana,
Frantoio, Picual, Barnea y Coratina procedentes de del Establecimiento Accion
Forestal (A.F.), Arbequina de vivero Santa Rosa (Sta Rosa), Barnea y
Manzanilla del vivero Olivos del Este (O.E.)

Dentro de este grupo se diferenciaron con una distancia de 0,394 las
muestras 9,3 y 1 de Vifia Varela Zarranz con la muestra 10 del mismo sitio y de
la variedad Arbequina procedente del establecimiento Los Ranchos. Esta ultima
variedad fue la que presentd un menor coeficiente de similitud con las
variedades  Manzanilla, Taggiasca, Leccino y Pendolino, las cuales se
agruparon con una menor diferenciay en donde Leccino y Pendolino no se
diferenciaron (fueron iguales). La variedad Razzo presentd una diferencia de
0,371 con las variedades del establecimiento Los Ranchos y Viiia Varela
Zarranz.

El grupo 2, fue mas heterogéneo, subdividiéndose en varios subgrupos y
en donde se presentaron agrupadas la mayoria de las variedades de uso actual
(sefializadas en color rosado). Estas se separaron de las muestras de EEFAS
(Santa Catalina, Arbequina, Moraiolo, Grosso Andrea, Corregiolo, S1IM1 y
S1M2), con una distancia de 0,34 y mostrando una mayor diferencia con los
sitios de colecta del departamento de Montevideo

Las muestras de las variedades de Arbequina y Arbosana de Accion
Forestal, se agruparon con una distancia de 0,16, presentando la mayor
diferencia (0,36) con las demas variedades de uso actual. Le sigui6é Frantoio de
Accion Forestal que se separ6 con una distancia de 0,32. Las variedades
Picual, Coratina, Barnea de Accioén Forestal, Arbequina de Sta. Rosa y Barnea,
Manzanilla de O.E se agruparon con una menor diferencia (0,29). Las muestras
de una misma variedad pero de diferentes sitios, como Arbequina de Accion
Forestal y de Sta Rosa al igual que Barnea de Accidon Forestal y Barnea de
Olivos del Este no se agruparon juntas, presentando diferencias.

La ex Quinta de Canessa mostro variabilidad al distribuirse con mayores
distancias las muestras 13, 12, 10 y 11, siendo esta ultima la mas diferente;
mientras que nueve de sus muestras (de la uno a la nueve) fueron
homogéneas. Comparando las muestras de la ex Quinta de Posse, calles
Oliveras y Cnel Raiz, fueron las que se presentaron mas similares que el resto
de las ex Quintas. Unos de los sitios que presentdé mas variabilidad fue la ex
Quinta de Arteaga, al distribuirse sus muestras en tres subgrupos que se
separaron entre si con distancias de 0,29 y 0,33.
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5. DISCUSION

Las caracteristicas utilizadas en este trabajo se pueden clasificar en tres
categorias, morfolégicas de variacion cuantitativa, morfoldégicas de variacion
cualitativa y moleculares de variacion discreta. Las morfolégicas cuantitativas
son faciles de medir y analizar por el hecho de tener una escala de
cuantificacion numérica; por tales motivos los resultados del analisis de hoja
han sido sumamente informativos en los materiales estudiados (Barranco et al.,
2000).

5.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Las caracteristicas morfoldgicas cualitativas fueron variables en su poder
discriminante ya que varias de ellas se basan en apreciaciones subjetivas. Asi
por ejemplo, el endocarpo de una variedad puede parecer ‘ligeramente
asimétrico” o simétrico”, segun el observador que realice el estudio. Esta falta
de estandarizacion en el método para evaluar este tipo de caracteres, dificulta
el aprovechamiento de informacién sobre clasificaciones varietales provenientes
de otras regiones. Este aspecto es de particular importancia para los
productores locales ya que muchas de las variedades fueron introducidas
originalmente desde paises de la cuenca Mediterranea y su verificacion podria
ayudar al ordenamiento local de ellas; asi también se podrian aclarar problemas
de sinonimia y homonimia que existen entre los cultivares de procedencias
diferentes (Cavagnaro et al., 2001).

Se poseian diversos grados de informacién de las muestras analizadas en
relacion a su identificacion varietal. Un grupo de ellas, las provenientes de
EEFAS vy el establecimiento “Los Ranchos”, estaban anotadas en planos o
Listas de Introduccion, por su nombre de variedad. Otras, como los olivares
centenarios de zonas urbanas y sub-urbanas de Montevideo y restos de
antiguas plantaciones que no se explotan actualmente, carecian de informacion
alguna. En el caso de Viia Varela Zarranz, no se tenia certeza de la identidad
varietal de los arboles alli presentes, pero segun la tradicion oral se les atribuia
esa identidad a la variedad Frantoio'.

5.1.1 Analisis de hoja

El tratamiento estadistico del coeficiente largo/ancho de hoja, ha sido
diferente al aplicado hasta el momento, ya que la practica usual era clasificar
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las hojas segun la variacion del mismo en eliptica cuando era menor a 4,
eliptica-lanceolada cuando estaba comprendido entre 4 y 6 y lanceolada
cuando era mayor a 6. La transformacion del parametro de variacion continua
en discreta, le quitaba muchas posibilidades de discernimiento a la variabilidad
de la hoja. Con los diferentes tratamientos estadisticos aplicados media,
varianza, desvio estandard, valores maximos y minimos, comparacion entre
medias y descomposicion de la varianza, se logré una mayor informacién en
comparacion con el tratamiento anterior el cual era mucho mas limitado.

Las particularidades que presentaron las distribuciones de varianzas, son
Utiles en el momento de orientarnos en la composicion varietal de los diversos
sitios de colecta. En los sitios en los cuales las muestras pertenecian a
diferentes variedades, como era de esperar, la mayor parte de la variabilidad
estuvo entre grupo (entre arboles). En el caso de EEFAS, se analizaron hojas
provenientes de diferentes variedades, pero de cada variedad se tomo una sola
muestra distribuyéndose la varianza de modo mas proporcional dentro y entre
las muestras (42,28 y 57,72 % respectivamente) (cuadro 9). Al analizar
muestras que provenian en un numero elevado de arboles de diversas
variedades (establecimiento “Los Ranchos” y Viiia Varela Zarranz), la varianza
se distribuia mayormente entre grupos (84,29% entre arboles) (cuadro 6),
resultado de que se estaba analizando hojas provenientes de variedades
diferentes con una base genética diferente.

En los sitios que segun informaciones previas se encontraban olivos de la
misma variedad, que por antecedentes historicos se les atribuyeron origenes
comunes, sus muestras tuvieron una parte importante de su variabilidad dentro
de grupos (cada arbol) y una menor proporcién entre grupos (entre arboles).
Estos resultados se observan en las muestras de la ex Quinta de Posse, en el
cual una parte importante de su variabilidad estuvo dentro de grupos (cada
arbol) 74,36% y una menor proporcion entre grupos (entre arboles) 25,64%
(cuadro 12).

Cuando este andlisis se realiz6 con todas las muestras estudiadas, que
provenian de sitios donde existia una sola variedad, sitios con multiples
variedades, representadas por uno o varios ejemplares, las varianzas se
distribuyeron casi un 29,86% dentro de los grupos (cada arbol) y 70,14% entre
los mismos (cada sitio de colecta) (cuadro 15. Estos resultados hacen posible
afirmar que la colecta realizada y la metodologia aplicada, consistente en
obtener hojas de un nimero de arboles (=10) y en cada uno de ellos obtener
una muestra de hojas (= 40), nos permitio observar una gran proporcion de
variabilidad en el parametro largo/ancho de hoja, que dada la naturaleza del
material, mayormente de propagacion vegetativa, tiene una estrecha base
genética.
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El test de comparacion de medias del coeficiente (I/a), calculado a partir
de hojas, también estuvo de acuerdo a lo esperado segun el origen de las
muestras. Cuando se aplicé a las muestras provenientes de varios arboles de
diferentes variedades, se logro distinguir cuatro de ellas entre si, solamente no
se pudo diferenciar Taggiasca de Leccino. El resto de las variedades pudieron
ser distinguidas entre si (cuadro 5). Al citado cuadro comparativo, al
agregarsele las muestras de “Vifia Varela Zarranz” (S12M10), pudo ser
distinguida con el mismo indicador de Arbequina y Manzanilla, pero no se logré
diferenciarla de Taggiasca, Leccino y Pendolino.

Estos resultados son un avance primario en la consideracion de este
coeficiente largo/ancho de hoja (indicador de su forma) como variable continua
y no discreta por categorias que consideraba tres grupos segun el valor del
cociente: eliptica, eliptica-lanceolada y lanceolada. La descomposicion de
categorias en valores del cociente y su analisis posterior a partir de estudios de
su media, valor minimo, valor maximo, varianza y comparacion de medias, lo
vuelve mucho mas versatil y practico para estudios primarios caracterizacion
varietal. Ademas al considerar que se estdn tomando cuarenta medidas de
largo y ancho y si en un sitio o variedad se estudian los datos de 15 a 20 olivos,
los resultados obtenidos estan sostenidos por un paquete de datos
comprendido entre 600 y 800 medidas, valor que escapa a cualquier duda de su
significacion y validez.

5.1.2 Andlisis de fruto

Los analisis basados en los caracteres de fruto y endocarpo aplicados,
aportaron informaciéon muy valiosa, desde el punto de vista de la cantidad de
aspectos que se observaban simultdneamente en todas las muestras obtenidas.
Del total de sitios relevados, se obtuvieron muestras de fruto en siete de ellos
(Quebrada del Castillo, Granja de Cohen, ex Quinta de Canessa, Quinta de
Tarallo, ex Quinta de Posse, Calle Cnel. Raiz, Quinta de Arteaga). En cuanto a
las variedades, se obtuvieron frutos para ser analizados morfolégicamente del
establecimiento “Los Ranchos”, ademas de Sevillana y Razzo de EFEFAS.
Pero a los efectos del objetivo de este trabajo, en el que se pretende reconocer
los distintos estados de los caracteres empleados para la caracterizacion de
frutos en los viejos olivares de nuestro pais, significan un aporte a considerar,
ya que muchos de ellos llevan decenas de afios sin ningun tipo de manejo
agronémico e igualmente fue posible obtener frutos para su estudio con la
metodologia propuesta.

Los seis caracteres de fruto empleados, que mostraron 15 estados
diferentes, (variando entre 2 y 3 por caracter) fué un indicador de la existencia
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de variabilidad entre las muestras analizadas. Esa variabilidad tuvo
particularidades dependiendo de las procedencias y composicion de las
muestras obtenidas. Segun los antecedentes bibliograficos, los caracteres de
fruto se esperaban que presentaran variabilidad al estar influenciados por el
ambiente y considerarse menos conservados (Cavagnaro et al. 2001, Idrissi y
Quazzani 2004).

Si nos orientamos por sitio de colecta, encontramos desde muestras que
fueron altamente homogéneas, como las procedentes de: Chacra de Tarallo, ex
Quinta de Posse y de la Calle Cnel. Raiz que presentaron un solo estado en
cinco de los seis caracteres estudiados. En el caracter pezén fue posible
distinguir en la mayoria de los sitios de colecta (4/7) muestras con estados
distintos (ausente y/o esbozado); en forma del fruto predoming la forma
alargada en cinco de siete sitios (71,4%), la forma esférica y ovoidal solo
presentaron mayoria en un solo sitio (14,3%). Finalmente en simetria el 57,1%
fue mayoritariamente simétrico y 42,9% fueron mayoritariamente asimétricos,
respectivamente en los sitios de Granja Cohen, ex Quinta de Canessa, Calle
Cnel. Raiz y Quinta de Arteaga (cuadro 20).

En otro tipo de muestras ocurri6 lo contrario, la gran mayoria de los
caracteres del fruto entre cuatro y cinco de seis caracteres se mostraron
variables (Quebrada del Castillo, Granja Cohen, ex Quinta de Canessa y Q. de
Arteaga respectivamente). Este Ultimo sitio de colecta que fue analizado en
diversas visitas, presentd un alto nivel de variabilidad en todos los niveles de
caracterizacion que fueron empleados tanto morfoldgicos (cuadro 20) como
moleculares (cuadro 64).

Las muestras de las variedades, colectadas en el establecimiento Los
Ranchos (Pendolino y Manzanilla) presentaron un alto nivel de homogeneidad
coincidiendo en 5 caracteres de los seis estudiados. Sin embargo, dentro de la
variedad Taggiasca las diez muestras de fruto fueron clasificadas en cinco
caracteristicas diferentes, so6lo coincidiendo en dos de los seis caracteres
analizados (forma de fruto alargada y forma de base truncada) (cuadro 19).

Al compararse las caracteristicas del los frutos de variedades conocidas
(sitios de colecta Los Ranchos y EEFAS) con la informacion de Barranco et al.
(2000) para cada variedad, no hubo una total coincidencia en las mismas. La
forma de fruto y pezon fueron las caracteristicas con menor coincidencia, salvo
Sevillana que coincidié en la forma del fruto (cuadro 27) y Razzo en el pezén
(cuadro 28). Las de mayor coincidencia fueron forma de la base (B) y forma del
apice (A), en tres variedades para los dos caracteres (cuadros 22-24) y en una
variedad para uno de los dos caracteres indistintamente (cuadros 25- 26).
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Esta falta de coincidencia puede ser debida a que la identificacion a traves
de estos parametros morfolégicos como los de fruto, que estan fuertemente
influenciados por el ambiente, dificultando el uso de descriptores desarrollados
por Barranco y Rallo en el afio 1984 en Espafa, para identificar variedades
(Cavagnaro et al., 2001). Las condiciones ecologicas y de cultivo en nuestro
pais, diferentes a lo de los paises de origen de esas variedades, pueden
tambier explicar variaciones observadas respecto a las descripciones de
catalogos internacionales, lo que hace necesario la validacibn de estos
caracteres en las condiciones ambientales de Uruguay.

5.1.3 Analisis de endocarpo

El andlisis de caracteres de elevado poder discriminante como los del
endocarpo: forma, simetria, forma de base, forma de 4&pice, diametro
transversal maximo) (Cavagnaro et al., 2001), mostro variabilidad dentro y entre
los sitios de colecta, permitiendo agrupar el material en 30 categorias de
estados de caracteres (cuadros 35-42). Segun los antecedentes bibliograficos,
los caracteres de endocarpo se esperaban que fueran mas Utiles que los de
fruto, al estar menos influenciados por el ambiente y considerarse mas
conservados (Cavagnaro et al. 2001, Idrissi y Quazzani 2004).

Del andlisis de resultados por sitio de colecta se obtuvieron grupos de
muestras que presentaron diferentes grados de variabilidad: observandose un
sitio (Calle Oliveras) que mostré un estado en los seis caracteres analizados,
otro en el que se encontraron tres caracteres monomorficas y tres variables y
un maximo de dos estados en un tercio del total de caracteristicas (ex Granja
de Posse), la Quinta de Tarallo donde hubieron cuatro caracteres monomorficas
y en la Calle Cnel Raiz se observaron cinco caracteres invariables. Otra
distribucion de resultados se observo en las muestras provenientes de la Quinta
de Arteaga que presentaron una mayor variabilidad, en la que cinco de los seis
caracteres estudiados fueron variables, con sdélo un caracter monomorfico. En
un grupo intermedio se encontraron los endocarpos de Quebrada del Castillo,
Granja Cohen y ex Quinta de Canessa con dos y tres caracteres monomaorficos
y el resto variables (cuadro 33). Estas diferencias pueden ser atribuidas tanto a
posibles origenes diversos de las plantaciones, como a que en dichos sitios se
encuentran plantados variedades diferentes.

Entre los sitios de colecta sin identificacion varietal, los caracteres simetria
(A) y forma de la base (B), presentaron dos estados cada uno de ellos en
similares proporciones (entre un 45% y 49%), lo que los hace menos
discriminantes. Los estados que resultaron ser mas frecuentes entre los sitios,
fueron: didmetro transversal maximo (B) centrado (63,25%), apice (A)
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redondeado (70,31%) y terminacion del 4pice con mucrén (72,06%), los que los
ubica a nivel de sitios de muestreo como los mas homogéneos y de mayor
poder discriminante. La forma del endocarpo eliptica fue la méas frecuente en el
75% de los sitios, diferenciandose la Granja de Cohen y Quinta de Arteaga,
sitios donde exclusivamente aparece la forma ovoidal y la forma alargada
respectivamente (cuadro 33). Este dltimo caracter separé primariamente los
endocarpos en tres categorias diferentes, pudiendo ser discriminativo entre los
sitios y no estaria sujeto a errores por apreciaciones subjetivas, por ser un
caracter cuantitativo.

Los resultados de los andlisis de Quinta de Arteaga (S11) resultaron
completamente diferentes a los demas sitios. Presentaron variabilidad en cinco
de los seis caracteres estudiados, siendo s6lo monomorfico para la terminacion
del apice con mucrén. Este fue el Unico sitio donde se presento la forma del
endocarpo alargada y en el resto de los cuatro caracteres estuvieron presentes
todos los estados posibles (2 y 3 segun el caracter). Esta serie de parametros
conviertiron a este sitio en el de mayor diversidad a nivel de endocarpo (cuadro
33).

Al efectuar las comparaciones de los estados del endocarpo de las 47
muestras sin identificar analizadas, excluyendo el caracter simetria, un caracter
cuyos estados presentan diferencia clasificada por algunos autores (Cavagnaro
et al., 2001) como sumamente subjetiva, sélo nueve de ellas coincidieron con
lo descripto por Barranco et al. (2000) para el COI, para alguna variedad
comercial actual (cuadros 51-54). Segun Cavagnaro et al. (2001), la
identificacion de plantas a través de los datos morfologicos ha sido dificil debido
a gque estos parametros estan fuertemente influenciados por el ambiente, lo cual
también puede estar ejerciendo su influencia en los resultados obtenidos en
este trabajo.

Cuando se analizaron los resultados de muestras -caracterizadas
varietalmente, procedentes del establecimiento Los Ranchos, EFFAS, los
estados que aparecieron en mayor frecuencia fueron: forma apice (A)
redondeado (100% en Taggiasca, Arbequina, Manzanilla, Sevillana y Razzo),
diametro transversal maximo (B) centrado (100% en Pendolino, Arbequina,
Manzanilla, Sevillana) y presencia de mucron en la terminacion del apice (100%
en Taggiasca, Leccino, Pendolino, Manzanilla), estados que no permitieron
discriminar las variedades que los presentaron (cuadro 34).

Las variedades Sevillana y Razzo procedentes de EEFAS, presentaron
mayores diferencias; los estados forma del endocarpo fueron ovoidal y esférica
respectivamente y el didmetro transversal maximo hacia la base sélo aparecio
en la variedad Razzo, pudiendo ser estos estados discriminantes para separar
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estas variedades del resto y entre ellas mismas (cuadro 34). Sin embargo, estos
estados en ambas variedades no concuerdan totalmente con los datos del COI
para dichos caracteres (cuadros 48-49).

Entre las variedades los estados de los caracteres forma del apice (A)
(redondeada) y didmetro transversal méaximo (B) (centrado) resultaron los
mayoritarios con una frecuencia de 71,23% y 62,3% respectivamente. Ambos
estados fueron predominantes en cinco de las siete variedades estudiadas,
siendo al igual que a nivel de localidades los mas discriminantes. Terminacion
del &pice (con mucrén) y simetria (A) (ligeramente asimétrico), mostraron menor
poder discriminante apareciendo promedialmente en un 57,14 % cada uno de
ellos, siendo el estado prevalente en cuatro de siete variedades, pero ambos
caracteres conjuntamente discriminaron las distintas variedades. Finalmente el
caracter forma de la base (A) presentd los tres estados posibles, en
proporciones comprendidas entre 25,97% y 38,31% (cuadro 34).

Cuando se compararon los seis caracteres del endocarpo de las muestras
tipificadas varietalmente con los estandares de Barranco et al. (2000) para cada
variedad, en ningun caso la coincidencia fue total, con un maximo de cinco
coincidencias en el caso de Taggiasca (cuadro 43) y un minimo de un soélo
caracter para las muestras de Razzo y Sevillana, (cuadros 49 -50))
respectivamente. Al considerar los estados que estuvieron en mayor acuerdo
con la citada clasificacion, en el caracter terminacion del 4pice el estado con
mucron fue el de mayor coincidencia (cuadros 43-47), excepto para las
variedades Razzo y Sevillana (cuadros 48-50). La poca coincidencia puede
deberse a la variabilidad existente entre lo arboles de una misma variedad, la
existencia de homonimias (una misma denominacion para diferentes
variedades) y sinonimias (diferentes denominaciones para una misma variedad)
(Mehri et al., Trigui et al., citados por Fendri, 2008), muy frecuentes en el olivo
(Belaj et al., Khadari et al., Rallo et al., Noormohammadi et al., citados por
Fendri, 2008), o como al cambio de denominaciones que han tenido las
variedades comerciales actuales, a partir de procesos de seleccion originados
en antiguas fuentes de germoplasma como las que originaron las plantas que
se introdujeron al pais en la época de instalacion de este olivar.

Al considerar todos los caracteres del endocarpo en conjunto, a nivel de
variedades se dieron combinaciones de estados que las diferenciaron (cuadro
34). Todas las variedades tuvieron por lo menos un caracter con estados
diferentes, mientras que Razzo se diferencié por dos caracteres de un total de
seis. Las muestras que presentaron similitud en los caracteres del endocarpo
con las variedades, cuando se compararon con los caracteres de fruto no hubo
una total coincidencia en la mayoria de los casos (cuadro 55).
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5.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

5.2.1 Andlisis molecular

Se analizaron mediante amplificacion via PCR de 10 pares de cebadores
microsatélites, 115 muestras de olivos de diversas procedencias que no se
pudieron amplificar en su totalidad. La dificultad de amplificacion para algunas
muestras pudo deberse a la baja calidad y cantidad del ADN extraido de las
mismas.

Los fragmentos obtenidos estuvieron comprendidos entre 83-219 pb
(cuadro 56) y los diez pares de cebadores en todos los materiales analizados
produjeron 40 fragmentos diferentes (promedio de 4 bandas-alelos por locus-
par de cebadores). El nUmero de bandas por locus varié entre un minimo de 2
bandas entre 160 y 170 pb para el UD0O99-008 méaximo de 6 bandas para los
pares de cebadores UD0O99-028 y UD099-035, comprendidos entre 136-172 pb
y 136-168 pb respectivamente (cuadro 57). Para los diez pares de cebadores se
obtuvieron bandas polimérficas, variando entre un minimo de 9,86% (UDO99-
009) y un maximo de 78,02% (UDQO99-007) (cuadro 58). Estos pardmetros son
similares a los obtenidos por Cipriani et al. (2002), aplicando 30 pares de
debadores SSR a 12 variedades de olivo, entre los cuales se encuentran los
diez pares empleados en este trabajo.

Los porcentajes de amplificacion para los pares de cebadores estuvieron
comprendidos en términos relativos entre 76,19% (80/105 muestras-UDO99-
043) y 93,51% (72/77 muestras-UD099-031) con un promedio total de
amplificacién de 84,97 (cuadro 56). En términos absolutos el par de cebadores
gue fue mas eficiente en amplificar fragmentos fue el UD0O99-014 (amplificé 101
de 111 muestras sometidas al proceso de PCR representando un 90,99%).
Estos porcentajes, dado que era la primera vez estos materiales se analizaban
en el laboratorio y con una técnica sumamente sensible a los factores de
secuencias de SSR y trabajando con un sélo protocolo de amplificacion, se
consideran muy buenos. En una instancia de verificacion de resultados,
efectuada con las muestras provenientes de sitios de Montevideo, el porcentaje
de amplificacion estuvo cercano al 100%. Estos datos ponen en evidencia la
total puesta a punto y funcionamiento de la técnica de microsatélites en olivos
en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia.

Todos los productos de amplificacion con los pares de primers SSR fueron
acordes a los perfiles esperados, segun lo descripto por los autores (Rallo et al.
2000, Cipriani et al. 2002, Baldoni et al. 2009, Figura 34, cuadro 56). Estos
resultados nos permiten considerar con certeza las interpretaciones, que se han
efectuado de los perfiles, obtenidos, aunque los productos de PCR se
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separaron en geles de agarosa al 3% en buffer TAE 1X y los motivos de
repeticion que se han amplificado son de menos de 10 pares de bases. La
separacion de fragmentos es un punto fundamental para interpretar
eficientemente los resultados dado que las diferentes fuentes de variabilidad
genética (mutaciones en su amplio sentido) afectan el nimero y constitucion de
los motivos de repeticion, lo cual se ve reflejado en el largo de los productos de
amplificacion,por lo que se requieren metodologias de andlisis sumamente
sensibles.

La identificacion de variedades se logra con el uso de diferentes
cebadores. Un ejemplo de estos casos lo observamos con el par UD0O99-028
con el cual se pudo apreciar la variabilidad existente dentro de un mismo sitio
de muestreo (Quinta de Arteaga (Figura 35). Sin embargo, este mismo par de
cebadores no fue suficiente para detectar polimorfismo dentro de las muestras
provenientes de la ex Escuela Jackson (Figura 36).

Otra alternativa se observd con pares de cebadores que permitieron
detectar variabilidad entre diferentes sitios de colecta. Cuando se compararon
los productos de amplificacién obtenidos a partir de muestras de Quebrada del
Castillo, Granja Cohen, Quinta de Tarrallo, Calle Coronel Raiz, ex Escuela
Jackson y Granja Tomasito, se observaron fragmentos de diferentes tamafos
(alelos) entre sitios cuando se utilizo él par de cebadores UD099-014 (Figura
37).

Con un mismo par de cebadores no siempre se logré diferenciar una
variedad de otra. Las muestras identificadas a nivel varietal de los diferentes
sitios de colecta se pudieron diferenciar mediante la combinacion de diversos
pares de cebadores. En la variedad Leccino del establecimiento Los Ranchos
con los pares de cebadores UD099-031, UD099-043, se diferencié de las
demas variedades del mismo sitio, por presentar un perfil de fragmentos de
amplificacién particular (cuadro 66). Con el par de cebador UDO99-006 se
lograron distinguir entre si Taggiasca (150/164 pb), Arbequina S13M31 de Los
Ranchos (164 pb), Frantoio de Varela Zarranz (150/160 pb) (cuadro 66) y Santa
Catalina de EEFAS (150 pb) (cuadro 59). Sin embargo, con este cebador, no se
logré distinguir Arbequina de las variedades Sevillana, Grosso Andrea,
Moraiollo y Corregiollo presentes en EEFAS, al amplificar los mismos pares de
bases (150/174) (cuadro 59).

La capacidad diversa de identificacion varietal de los pares de cebadores
utilizados, se pudo confirmar cuando se emplearon para clones de la variedad
Arbequina procedentes del vivero Olivos del Este y la muestra de estaca de
Arbequina SRM3 (vivero Santa Rosa), en donde los patrones de bandas
resultaron idénticos en los pares de cebadores analizados UDO099-014 y
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UDOO099-028 (Figuras 39-40). Con los mismos pares de cebadores, se pudo
detectar variabilidad genética en una misma variedad de diferente procedencia,
como ha sido el caso de la variedad Arbequina de los sitios de colecta EEFAS,
Los Ranchos, Viveros del Este y Vivero Santa Rosa (cuadro 67).

Analizando los sitios de colecta, donde no se conocia la identidad varietal
de sus muestras, todos los pares de cebadores amplificaron en la mayoria de
los mismos. Asi por ejemplo el cebador UDO99-006 se logré amplificar en todos
los sitios de muestreo, el alelo de 174 pb se observo en todos ellos; en cambio
el cebador UDO99-009 no amplificé en la Granja. de Cohen, Quinta de Tarallo y
Villa Margarita. Los distintos cebadores mostraron alelos en comun para los
lugares donde se obtuvieron muestras y otros fueron poco frecuentes como el
alelo 200 pb del cebador UDO99-043 presente solo en la calle Oliveras y el 160
pb del cebador UDO99-028 en la Quinta de Arteaga y establecimiento Varela
Zarranz (cuadro 65).

Comparando las bandas amplificadas por cebador en estos sitios de
muestreo, se pudo detectar variabilidad existente dentro y entre los mismos.
Esta variabilidad, fue menor en algunos sitios como en las ex Quinta de
Canessa y ex Quinta de Posse donde mas del 60% de los individuos
presentaron los mismos patrones de bandas. Estos sitios sélo se diferenciaron
en el nimero de alelos amplificados para los cebadores UD0O99-011 y UDO99-
031 (cuadros 61-62) El parecido entre los olivos existentes en dicho sitio puede
deberse a un origen en comun de los arboles alli plantados.

En cambio en otros sitios se observé mayor variabilidad en las muestras
obtenidas, como fue el caso de la calle Crel. Raiz, Oliveras, Quinta de Tarallo,
V. Margarita y Quinta de Arteaga. En esta Ultima, segun los perfiles de bandas
obtenidos, se pudo identificar tres grupos de arboles que fueron un indicador de
la variabilidad existente (cuadro 64, Figura 35). Esta mayor variabilidad
presente en estos Ultimos sitios, podria sugerir que las plantaciones se
efectuaron a partir de estacas de procedencias o variedades diferentes.

El polimorfismo hallado entre variedades coincide con resultados de
estudios previos obtenidos sobre diferentes germoplasmas, utilizando
marcadores SSR (Cipriani et al.,, 2002), RAPDs (Fabbri et al., citados por
Cipriani et al., 2002) e Isoenzimas (Ouazzani et al., Trujillo y Rallo, citados por
Cipriani et al., 2002) y confirma que el olivo es una especie con una elevada
variabilidad genética (Baldoni et al., 2009). Esta variabilidad permite obtener un
elevado numero de fragmentos polimorficos con relativamente pocos
iniciadores, permitiendo asi selecciones mas rigurosas de los marcadores
considerados para la caracterizacion de cultivares.
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Como forma de comprobar la sensibilidad y capacidad de discriminacion
de los diez pares de cebadores elegidos para este trabajo, se utilizaron
muestras de las seis variedades de mayor uso en el ultivo de olivo en Uruguay
(87% del area plantada) (Villamil, 2009, cuadro 69). En la Figura 44 se observa
el agrupamiento obtenido mediante el método UPGMA a partir de la matriz de
distancias de Jaccard, calculadas con las combinaciones multiloci resultado de
la aplicacion de los diez pares de cebadores SSR.

El dendrograma con las seis variedades comparadas y la referencia de
Arbequina obtenida del CNR (Consiglio Nazionale delle Ricerche) de Italia, al
igual que otras variedades comerciales de origenes diferentes, se agruparon
conjuntamente (barras rosadas en el dendrograma), siendo un indicador de la
utilidad de los marcadores SSR como herramienta para el ordenamiento de las
variedades locales, tanto en jardines de colecciones varietales, viveros
comerciales y certificacion varietal del material que se comercialice.

En el citado dendrograma se observa que las muestras de olivos
procedentes de antiguas plantaciones de diferentes épocas, desde la
introduccion de la olivicultura al pais hasta la actualidad, se agruparon
mayormente en forma conjunta. Este agrupamiento se produjo primariamente
por sitio de colecta, en los cuales los olivos en su mayoria eran similares entre
si; por otro lado la variedad Frantoio (barra rosada superior) llamativamente se
situd entre ellos, lo que estaria sugiriendo una similitud genética, fruto de un
posible origen en comun (Figura 44).

Los niveles de polimorfismo detectado en dichas muestras fue variable y
se detectaron diferentes patrones moleculares en los sitios estudiados.
Respecto a los olivares existentes en las calles de Montevideo y a los
materiales tomados como referencia, los resultados obtenido a partir de
caracteres de endocarpo, habian permitido observar algunas similitudes con
variedades (cuadros 51-54). Al considerar los resultados de marcadores
microsatélites, dicha similitud no fue posible de confirmar, pese a que dentro y
entre los diferentes sitios se lograron prtoductos de amplificacion con todos los
pares de cebadores, con niveles de polimorfismo variables y promedio
comprendidos entre 2 y 16% (cuadros 61-64). Estas dos caracteristicas
genéticas y el modo de propagacion vegetativa por estacas de esta especie,
sugieren la ocurrencia de multiples eventos de introducion. En los olivares de la
calle Cnel. Raiz se detectaron varios genotipos diferentes, principalmente con
los pares de cebadores UD099-028 y UDO99-31, pero los niveles promedio de
polimorfismo no superaron el 14,4% de las muestras analizadas (cuadro 63).

Una situacion diferente se encontro en la zona rural de Montevideo (Paso
de la Arena) en la Quinta de Arteaga, cuyos origenes se remontan a fines del
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siglo XIX. En dicho predio se encuentran varias especies frutales y una fila de
olivares (21), de gran frondosidad y con abundantes frutos. En todas las
muestras, que amplificaron para los diez pares de cebadores, se detectd un
elevado nivel promedio de polimorfismo (16%), encontrandose pares de
cebadores con niveles de polimorfismo comprendidos entre 17% y 45% (cuadro
64).La naturaleza del predio, tipo de suelo y ausencia total de manejo de los
olivos, contrastd con el estado sanitario y frondosidad de los mismos, a los que
se le agrego el alto nivel de variabilidad detectado tanto a nivel de caracteres
morfologicos (hoja y endocarpo) como moleculares.

Estos resultados moleculares, tanto los provenientes de las viejas chacras
de orillas del Arroyo Miguelete de la época colonial, como las de la zona Rural
(ej. Quinta de Arteaga), nos permitieron identificar la existencia de un reservorio
genético de Olea europaea L, adaptado a las condiciones edéficas y climaticas
del sur del pais, que han superado el paso de los siglos.

Las técnicas moleculares desarrolladas recientemente permiten obtener
marcadores mas consistentes y que detectan un mayor grado de polimorfismo
que los marcadores RAPD. La técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) (Bessera y Paredes, 2000) permite aumentar varias veces el
namero de fragmentos amplificados y ademas es mas confiable que los RAPD.
Los microsatélites han sido utilizados con éxito para diferenciar variedades en
cultivos (Thomas y Scott, 1993), sin embargo el desarrollo de estos marcadores
es muy costoso y en olivos fueron por ejemplo aplicados por Cipiriani et al.
(2002).

La particularidad de los resultados obtenidos entre las muestras
analizadas, puede explicarse por la época histérica en las cuales fueron
plantadas. Los olivares mas antiguos son fruto de un proceso de seleccién de
genotipos realizado sobre la base genética existente en la época que fueron
obtenidos. Con el pasaje del tiempo, las nuevas variedades se obtuvieron sobre
una base genética cada vez més estrecha, lo que ha llevado a la homogeneidad
a la que han tendido las variedades. El continuo proceso de eleccion de
caracteristicas fenotipicas diferenciales sobre los genotipos existentes y la
propagacion por estacas de las variedades obtenidas, las han hecho
diferenciarse en forma progresiva desde el punto de vista genético. Esto ha sido
observado en comparaciones realizadas entre variedades comerciales y los
olivares silvestres de la zona en la cual fueron obtenidas (Diez et al., 2011).
Esto fue detectado en el dendrograma de agrupamiento obtenido a partir de
marcadores microsatélites que presentd la misma estructura que el obtenido
con las muestras analizadas en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

El analisis estadistico de los datos del coeficiente largo/ancho de
hoja procedentes de las distintas muestras, considerandolo como una variabe
continua, permitio distinguir variabilidad con medias estadisticamente
diferentes, constituyendo un analisis primario de caracterizacion varietal.

Los analisis morfologicos basados en los caracteres de fruto y endocarpo,
aportaron informacion desde el punto de vista de la variabilidad encontrada,
permitiendo agrupar los genotipos en diferentes categorias sin llegar a una
identificacion varietal. A nivel de variedades se dieron combinaciones de
estados que las diferenciaron, sin embargo, estos estados de caracteres
presentaron diferencias con los datos de referencia de COI.

Las muestras que presentaron similitud en los caracteres del endocarpo
con las variedades, no coincidieron con la mayoria de los caracteres de fruto. Al
considerar los resultados de marcadores microsatélites, dicha similitud no fue
posible de confirmar.

Se logré la puesta a punto y funcionamiento de la técnica de microsatélites
en olivos en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia.
Todos los productos de amplificacion con los pares de primers SSR estuvieron
dentro de los rangos esperados, segun lo descripto por los autores.

Las variedades se identificaron con el uso de diferentes cebadores y se
logré detectar variabilidad genética en una misma variedad de diferente
procedencia. Sin embargo, los materiales no identificados no fue posible
clasificarlos a nivel varietal

La particularidad de los resultados obtenidos entre las muestras
analizadas, puede explicarse en base a que los olivares mas antiguos son fruto
de un proceso de seleccion de genotipos realizado sobre la base genética
existente en la época que fueron obtenidos. Con el pasaje del tiempo, las
variedades han tenido un proceso de mejora sobre una base genética cada vez
mas estrecha, lo que ha llevado a la homogeneidad a la que han tendido las
variedades. El continuo proceso de eleccidn de caracteristicas fenotipicas
diferenciales sobre los genotipos existentes y la propagacion por estacas de las
variedades obtenidas, las han hecho diferenciarse en forma progresiva desde el
punto de vista genético.
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Tampoco es descartable que algunas de las formas variables observadas
en difersos sitios de muestreo, pueda haberse debido a semillas provenientes
de los antiguos arboles, que fructificaron y originaron nuevas formas
genotipicas, con frutos, endocarpos e informaciones genéticas diferentes del
resto.

El relevamiento primario de los olivares establecidos en nuestro territorio
desde la época del proceso fundacional de Montevideo a la actualidad,
constituye una fuente de germoplasma valiosa tanto por la variabilidad
detectada en este trabajo, como por el proceso de adaptacion y sobrevivencia
gue ha soportado lo que la convierte en un material mercedor de ser estudiado
en mayor profundidadad, en todos sus aspectos con fines de clasificacion mas
precisa y recuperacion del mismo.

Estas perspectivas han sido evaluadas a nivel internacional por diferentes
especialistas que han examinado este texto y constituyen una tarea
imprescidible para aportar elementos a la nueva olivicultura de nuestro pais,
gue a diario encuentra dificultadas por la manera exponencial en que se ha
desarrollado y por las falta de respuestas disponibles por ausencia de
investigacion basica sobre el tema.
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7. RESUMEN

El creciente interés por el olivo (Olea europeae L) en Uruguay, refuerza la
necesidad de estudiar la adaptacion de esta especie exoética a nuestras
condiciones Este trabajo es el primer antecedente a nivel nacional de historia
del cultivo, su caracterizacion morfologica y molecular de olivares centenarios
ubicados al sur del pais, los cuales se han adaptado a las condiciones
edafoclimaticas. Utilizando descriptores para los caracteres morfoldgicos, se
caracterizaron diferentes muestras de hojas, fruto y endocarpo de arboles
centenarios de los sitios de colecta seleccionados. A su vez se analizo desde el
punto de vista molecular la variabilidad genética de las muestras centenarias y
de variedades comerciales certificadas. Se utilizaron diez microsatélites (SSRs)
previamente descritos para el estudio de variedades de olivos. La metodologia
de extraccion del ADN vy condiciones de amplificacion por PCR, fue
perfeccionada a partir de protocolos utilizados en trabajos anteriores. Los
resultados morfologicos permitieron detectar variabilidad entre y dentro de los
sitios de colecta. Los caracteres mas conservados del endocarpo, permitieron
agrupar las muestras en 30 categorias, sin embargo no se logré confirmar la
identificacion de las muestras a nivel varietal. A su vez se encontraron
diferencias con la referencia bibliografica de las variedades analizadas. El
porcentaje promedio de amplificacion para los pares de cebadores fue de un
84,97%. Los productos de amplificacién con los pares de cebadores SSRs
fueron acordes a los perfiles esperados, segun lo descripto por los autores. La
combinacién de diferentes cebadores permitié identificar variedades, detectar
variabilidad genética entre variedades y dentro de una misma variedad de
diferente procedencia. Entre y dentro de sitios de colecta, se manifestaron
diferentes niveles de variabilidad genética, que no permitid llegar a una
identificacion varietal de cada muestra. La varibilidad observada en los
caracteres morfologicos de endocarpo, se confirmé con los resultados
obtenidos a nivel molecular. Por lo que ambas metodologias fueron
complementarias y aportaron mayor certeza a los datos obtenidos. Los
resultados en la variabilidad genética y morfolégica encontrada pudo deberse a
gue en el pais existen diversos materiales (introducidos con los inmigrantes),
procedentes de semilla o estacas. Estos genotipos se han diferenciado de los
nuevos materiales que son producto de un proceso de mejora genética a partir
de la seleccién en olivares antiguos. Estos arboles centenarios de olivos,
adaptados a nuestras condiciones ambientales constituyen un resevorio
genético, los cuales pueden aportar a la nueva olivicultura.

Palabras clave: Olea europaea; Historia; Caracteres morfoldgicos;
Microsatélites.
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8. SUMMARY

Increasing interest in olive (Olea europeae L) cultivation in Uruguay
emphasizes the need to study the adaptation of this exotic species to our
conditions. This work is the first record of olive cultivation history in Uruguay,
as well as a morphological and molecular characterization of centennial olive
groves located in various parts of the country and adapted to diverse soil and
climate conditions. Using descriptors for different morphological characters,
multiple categories for leaf, fruit and endocarp samples from selected
sampling sites were obtained. Simultaneously, genetic variability was
determined through molecular markers in the samples and in certified
commercial varieties used as reference material for comparison. Ten pairs of
SSR primers previously described in the study of olive varieties were used.
DNA isolation and PCR amplification methods were optimized from different
protocols. Morphological results detected variation within and among
sampling sites. Endocarp characters, more conserved and less sensitive to
environmental effects, allowed grouping of samples in 30 different
categories. Varietal identification of these samples through comparison with
standard characters published by the International Oil Council (COI) was not
possible. Average amplification percentage for the ten SSR primer pairs was
high, obtaining amplification products with all primer pairs in 84,97% of the
samples. Fragment sizes were in agreement with the expected profiles found
in the literature. SSR profiles using the ten primer pairs allowed variety
identification and detected genetic variability among and within varieties.
Different levels of genetic diversity within and among sampling sites were
detected, which allowed varietal identification of some of the samples.
Variability observed in endocarp morphological characters was confirmed by
molecular markers results. Therefore, both methods are complementary and
gave more accuracy to our results. The levels of morphological and genetic
variability detected might be due to the fact that olive germoplasm from many
varieties was introduced in the form of cuttings in different events into our
country, mainly by European immigrants. Genotype differences among these
materials and new varieties may be the result of breeding through selection
in old olive groves. These ancient olive trees, which are adapted to our
environment, represent a genetic reservoir that will constitute an important
input for modern olive cultivation, both because of its diverse origins or
because of coming from seeds produced by the very first olive trees,
contributing to the morphological and genetic diversity found in this study.

Keywords: Olea europaea; History; Morphological characters; Microsatellite.
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Ampliacion del plano anterior para permitir la lectura de
las familias que tenian sus quintas sobre el Arroyo Miguelete.

Fuente: Comision de Vecinos del Barrio Atahualpa (2007).
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