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1. INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea L.) es un cultivo originario de la cuenca del
Mediterraneo en cuyos paises se concentra mas del 79% de la produccion mundial
siendo Esparfia e Italia donde se encuentran las principales zonas productoras (Vilar y
Cérdenas, 2016). La produccion media anual es 15 millones de toneladas de aceitunas
(FAO, 2014) de las cuales se destinan entre 6 y 12% a la elaboracion de aceituna de
mesa, Y el resto a la produccion de aceite (Vilar y Céardenas, 2016).

Actualmente, el cultivo del olivo no so6lo se sitda en la cuenca mediterrénea,
sino que se ha ido extendiendo hacia otros paises (56 estados) en sitios donde el cultivo
no parecia factible, como China y Pakistan en el continente asiatico, y recientemente se
han sumado al cultivo, paises como Yemen, El Salvador, Bulgaria, Alemania, Etiopia,
Paraguay y Canada (Vilar y Cardenas, 2016). En nuestro pais, la incorporaciéon de
variedades italianas al jardin de introduccion de INIA Las Brujas se realiz6 para ampliar
la coleccidn y evaluar el comportamiento productivo. La caracterizacion morfoldgica y
molecular es una herramienta fundamental para cumplir con los objetivos del programa
de introduccion. A través de este trabajo se genera el ajuste del rango de variacion de los
descriptores para Uruguay, que son caracteristicos de cada variedad, y resultan de la
comparacion con el desarrollo vegetativo que muestran en el pais de origen.

El principal problema de las colecciones es la correcta identificacion del
material existente, asi como de nuevas entradas. Esta identificacion resulta crucial para
cumplir con los objetivos de los programas de mejora genética por cruzamientos asi
como para la autentificacion varietal de las plantas de vivero (Trujillo et al., 2003).

Las denominaciones se basan frecuentemente en la localidad de origen del
material de propagacion (Rallo, 2005). En consecuencia, las sinonimias (nombres
diferentes para el mismo cultivar) y las homonimias (el mismo nombre para los
diferentes cultivares) son extremadamente frecuentes entre y dentro de los paises
oleicolas (Barranco et al. 2000, Bartolini, citado por Rotondi 2003) y demuestran la
importancia de la necesidad de la identificacion varietal.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar y validar morfoldgica y molecularmente las variedades italianas de
olivo introducidas en INIA Las Brujas.



1.1.1. Objetivos especificos

a. Analizar mediante marcadores morfoldgicos (hoja, fruto y endocarpo) y
moleculares (cebadores SSR, disefiados especialmente para olivos) al material genético
objeto de estudio.

b. Analisis estadistico de los resultados.

c. Verificar y/o corregir los nombres de las variedades estudiadas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GENERALES

2.1.1. Origen a nivel mundial

El olivo es originario de una zona geogréafica que comprende desde la region
sur del Caucaso a Egipto hasta poblar todos los paises riberefios del Mediterraneo.
Segun Barazani et al. (2016) el origen se ubica entre Siria y Turquia y ha sido plantado
en el Mediterraneo durante siglos.

A partir del siglo XV se ha extendido por el nuevo mundo con los viajes
oceanicos de Colon, Magallanes y Elcano y en la actualidad se cultiva en todos los
continentes (Civantos, 2008). Aunque las referencias historicas provienen de Egipto, ain
no se sabe con certeza cual es el origen del olivo domesticado. En este sentido, se ha
comprobado que dicho proceso se inici¢ a partir del olivo silvestre (acebuche, Beshard
etal., 2001).

2.1.2. Origen en Uruguay

Los inicios del cultivo del olivo en Uruguay datan del proceso fundacional de
Montevideo, a partir del afio 1726 cuando comenzo el reparto de solares eligiéndose las
tierras proximas al arroyo Miguelete. En 1780, llegaron desde Buenos Aires unas pocas
plantas (provenientes de Espafia), cuyo cultivo fue documentado por el Presbitero y
naturalista José Pérez Castellanos quien escribio el primer tratado de agricultura en
Uruguay (Pérez Castellanos, 1914).

Figuras de la historia del pais como Francisco Aguilar, Luis de la Torre y
Francisco Piria entre otros, realizaron importantes plantaciones de olivares entre 1811 y
1890. De los miles de ejemplares iniciales, hoy quedan muy pocos, algunos de los cuales
tienen mas de 150 afios (Pereira, 2016).

En 1937 se promulgd la “Ley del Fomento Olivicola” del Ministerio de
Ganaderia y Agricultura conocida como “Ley Cannesa”, y al afio siguiente el Ingeniero
Agronomo Hilario Urbina publicé la “Cartilla del Cultivo del Olivo” que promovia la
plantacion de olivos con una serie de beneficios. A partir de dicha promulgacion, entre
1940 y 1960, surgieron diversos emprendimientos en diferentes lugares del pais (Pereira,
2016).

A finales de 1960 la industria aceitera toma un gran desarrollo utilizando como
materia prima semillas que posibilitaban fabricar un aceite de menor coste, por lo que el
cultivo del olivo fue perdiendo importancia y muchas plantaciones fueron abandonadas.



A inicios del afio 2000 se retoma el cultivo inicidndose la actual etapa de auge y
consolidacién de la olivicultura (Pereira, 2016).

2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA Y SOCIAL

2.2.1. A nivel mundial

El olivo sigue siendo una especie de gran interés en todo el mundo porque es el
cultivo de arboles oleaginosos mas importante desde el punto de vista econdémico en las
zonas templadas (Diez et al., 2016). El cultivo del olivar es estratégico por ser una grasa
de consumo humano conocida, comercializada y consumida en todo el mundo. Es una
grasa cuyo consumo aporta muchos beneficios para la salud, sobre todo si se compara
con las grasas animales. Su consumo mundial presenta un pequefio incremento anual que
oscilaentre el 2 % y el 3,9 % lo que hace que sea considerado un producto atractivo para
empresas ajenas a €l y para paises no tradicionales en su cultivo (Vilar y Cardenas,
2016). En el mundo existen 11.425.00 hectareas de olivo cultivadas y los paises con
mayor area plantada son en primer lugar Espafia con 2.623.100 ha, seguido de Tlnez
con 1,87 millones ha, Italia 1,23 millones ha, Grecia y Marruecos con 1.125.000 y
1.015.100 ha, respectivamente (Vilar y Pereira, 2017). Espafia se posiciona como primer
pais productor logrando 4,5 millones de toneladas anuales, le siguen Italia y Grecia con
1,9 y 1,8 millones de toneladas respectivamente, Turquia 1,7 y Marruecos con 1,6
millones (FAQ, 2014).

2.2.2. A nivel nacional

En el Uruguay, el desarrollo olivicola alcanzado desde el afio 2002 hace que
actualmente se cuente con un nimero cercano a las 10.000 hectéareas plantadas en todo el
pais marcando un crecimiento de la actividad con nuevas plantaciones, recuperacién de
montes e instalacion de viveros y almazaras. Se han realizado plantaciones intensivas
con densidades que varian entre las 300 y 400 plantas por hectarea, distribuidas en
alrededor de 200 productores en todo el pais (Vilar y Cardenas, 2016).

El tamafio de las plantaciones es muy variable. Existen emprendimientos con
menos de 10 hectareas hasta productores de varios cientos. Dentro del sector fruticola, la
olivicultura se ubica en segundo lugar (23,7 %) siendo la citricultura (34,7 %) el rubro
de hoja perenne que ocupa la mayor superficie. Si bien la mayoria de las plantaciones se
han realizado con variedades de origen espafiol e italiano, se pueden encontrar de
diversas procedencias como Israel, Grecia, Marruecos, Francia y Argentina, entre otros.
Actualmente a pesar de contar con méas de 20 variedades plantadas en el pais, Arbequina
(Espana) representa cerca del 50 % de la superficie y Picual (Espafia), Coratina, Frantoio
y Leccino (lItalia) representan en conjunto un 40 %. De esta manera, puede afirmarse que
cinco variedades componen cerca del 90 % de la produccion (Vilar y Cardenas, 2016).



2.3. TAXONOMIA

Olea europaea L. pertenece a la familia botanica Oleaceae la cual incluye 29
géneros y mas de 600 especies de plantas distribuidas por las regiones tropicales y
templadas del mundo (Rapoport, 2017). En su gran mayoria las plantas de esta familia
son arboles y arbustos y producen aceites esenciales en sus flores o frutos los cuales son
empleados por el hombre (Barranco et al., 2008).

Hay unas 35 especies en el genero Olea, incluida en la especie Olea europaea
L. estan todos los olivos cultivados y también los acebuches u olivos silvestres
(Guerrero, 2003). Olea europaea L. es la Unica especie de la familia Oleaceae con fruto
comestible (Guerrero, 2003). Es una de las plantas cultivadas mas antiguas cuyos
origenes como cultivo son de unos 4000- 3000 afios A.C. (Barranco et al., 2008).

2.4. ARBOL

El olivo cultivado tiene un tamafio mediano, de unos cuatro a ocho metros de
altura segun la variedad. Tiene la capacidad de permanecer vivo y productivo por
cientos de afos. El tronco es grueso con la corteza de color gris a verde grisaceo. La
copa es redondeada, mas o menos lobulada y densa cuando ramifica naturalmente
(Barranco et al., 2008). Presenta un desarrollo variable segin la variedad y ambiente en
que se desarrolla (Guerrero, 2003).

El cultivo presenta fase juvenil y adulta, en la juvenil el potencial para enraizar
es mayor y en la etapa adulta se manifiesta la capacidad reproductiva. La transicion entre
etapas no es solo temporal, se da en torno a los cinco- ocho afios de edad del arbol (en
arboles generados de estacas semilefiosas), sino también espacial siendo las zonas mas
cercanas al suelo juveniles (Caballero y del Rio, 2017).

2.5. HOJA

Las hojas son persistentes y por lo general tienen una vida Gtil de dos a tres
afios 0 mas. Son simples, de forma lanceolada y bordes enteros. La adaptacion a
ambientes con alta transpiracion es posible gracias a su estructura anatomica. Una gruesa
cuticula presente en el haz, con color verde oscuro y el envés blanco- plateado cubierto
de pelos aparasolados. De esta manera se reduce la pérdida de agua (Barranco et al.,
2008).

2.6. RAIZ

La estructura del sistema radical varia de acuerdo al tipo de propagacion del
material. Las plantas de semilla presentan una raiz pivotante en los primeros estadios de
desarrollo (Guerrero, 2003); sin embargo, en plantaciones comerciales la mayor parte de



los arboles se obtienen por enraizamiento de estacas. Las mismas se forman en la zona
basal de la estacas, generando asi numerosas raices adventicias que actian como raices
principales multiples (Barranco et al., 2008). La profundidad, extension lateral y grado
de ramificacion dependen del tipo y caracteristicas del suelo, entre ellas, contenido
hidrico y capacidad de aireacion (Fernandez et al., citados por Barranco et al., 2008).

2.7. ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS

2.7.1. Flor, polinizacion y fecundacion

La inflorescencia es un racimo y cada racimo tiene un numero de flores
variables segun la variedad (Guerrero, 2003). Estas se desarrollan en las axilas foliares
de los nudos del crecimiento vegetativo del afio previo a la floracion. Implican flores
perfectas (hermafroditas) y estaminiferas (masculinas). Las flores son pequefias y
actinomorfas; estan compuestas por el conjunto de sépalos, cuatro pétalos blancos o
blanco- amarillentos, dos estambres insertados en la corola en orientacién opuesta,
pistilo en el centro de la flor, estigma bilobulado y papiloso y ovarios con dos cavidades
con dos 6vulos en cada una de ellas. Solamente uno de los cuatro évulos es fecundado y
seguira su desarrollo para formar la semilla (Rapoport, 2008).

El vector de polinizacion es el viento y por lo tanto las condiciones climaticas
son criticas para conseguir un buen cuajado (Pérez, 1995). Asi es que la lluvia durante la
floracion producira una reduccion importante del cuajado y por otra parte, las elevadas
temperaturas (principalmente si van acompafadas de vientos secos) originan el aborto y
caida de los frutos jovenes (Lavee, citado por Pérez, 1995). En Uruguay, con la alta
variabilidad de humedad en las primaveras, el polen puede apelmazarse y esto dificulta
la polinizacién. A su vez, en nuestro pais se ha detectado el comportamiento alternante
de las variedades (Koubournis et al., citados por Arias y Severino, 2013).

En esta especie ocurre seleccion gamética (unos gametos son preferidos ante
otros en la fecundacion) y también autoincompatibilidad ya que los tubos polinicos se
retrasan en atravesar el estigma. Asi es que no es posible la autofecundacion (Cuevas,
citado por Barranco et al., 2008). Este fenémeno tiene un control genético, y los alelos
presentes en los diferentes genotipos (variedades) hace que la autoincompatibilidad sea
propia de cada variedad (Breton et al., 2014).

2.8. FRUTO

En términos botanicos la oliva es una drupa (Guerrero, 2003), tiene una sola
semilla y estd compuesta por endocarpo, mesocarpo Yy exocarpo como tejidos
principales. El endocarpo es el carozo o hueso, el mesocarpo la pulpa o carne y el
exocarpo la piel o capa externa. El conjunto de estos tres tejidos se denomina pericarpo
y tiene su origen en la pared del ovario (Rapoport, 2008).



Los tejidos del fruto se desarrollan a partir del ovario por los procesos de
division, expansion y diferenciacion celular, a partir de la fecundacion y el cuajado
inicial. Su tamarfio es pequefio (1- 4 cm de longitud y 0,6- 2 cm de diametro, Rapoport,
2008). El peso de la fruta es entre dos y cuatro gr para los arboles silvestres mientras que
para algunas de las variedades cultivadas puede llegar a mas de diez gr (Trujillo y
Barranco, 2004). En el olivo hay formacion de frutos por partenocarpia (zofairones o
azofairones) que son mas pequefios que los frutos fecundados normales y tienen una
forma més aplastada. Generalmente estos frutos no llegan a la cosecha.

En cuanto a la maduracion de los frutos, se presentan cambios cualitativos de
diversa naturaleza en la composicién del fruto, cuyas modificaciones externas de
coloracion (caracteristicas de esta fase) son utilizadas como indicadoras de dicha
maduracion. Los cambios externos en la coloracion de los frutos comienzan cuando el
color verde intenso pasa a un verde- amarillento. A continuacion, comienzan a aparecer
manchas violaceas (enverado), que se extienden hasta ocupar todo el epicarpio
(Barranco et al., 1998).

Gradualmente, la pulpa adquiere coloraciones violaceas hasta llegar al
endocarpo y la epidermis logra el color definitivo, que por lo general es el negro aunque
recubierto de una capa blanquecina de pruina. Asi, es que se considera el periodo de
maduracion al transcurrido desde que comienza el cambio de color externo del fruto
hasta que el color violaceo o negro, el cual depende de la variedad, se generaliza en la
epidermis (Lavee y Wodner, citados por Barranco et al., 1998). Para la mayoria de las
variedades, el inicio del envero es desde el apice y continla hacia el extremo opuesto
(final del envero). El periodo de maduracion es variable y se ve afectado por las
condiciones ambientales y las caracteristicas varietales (Beltran et al., 2008).

En frutos completamente desarrollados, el mesocarpo, endocarpo y semilla se
encuentran en una proporcién de 70- 90 %, 9- 27 % y 2- 3 % respectivamente del peso
total del fruto. Estos porcentajes estan influidos por la propia variedad de la que se trate,
estado de madurez del fruto, nivel de carga en el arbol y condiciones ambientales.

Los componentes mayoritarios tanto de la pulpa como de la semilla son agua y
aceite (Fernandez et al., citados por Beltran et al., 2008). Beltran et al. (2008) afirman
que el porcentaje de agua en la pulpa alcanza un valor medio de 50- 60 %, mientras que
el aceite representa un 20- 30 %.

2.9. COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES EN ESTUDIO
2.9.1. Ascolana

Es la principal variedad de mesa y una de las mas difundidas
internacionalmente (Villamil y Conde, 2013). Es originaria de la region de Marcas en



Italia y se la emplea como aceituna de mesa debido a su bajo rendimiento en aceite
(Guerrero, 2003). El cuajado puede ser mejorado con polinizadores como Itrana y
Leccino (Villamil y Conde, 2013). Los frutos presentan una maduracion muy temprana
en verde, el tamafio de los mismos es elevado (8,8 gr aproximadamente 0 mas) y tienen
elevada relacion pulpa/ carozo. La pulpa es muy delicada y facilmente dafiada en la
cosecha (Guerrero 2003, Barranco et al. 2008). Es tolerante al frio, exigente en suelos de
calidad, poco rastica y susceptible a la sequia (Tapia y Astorga, 2003). Presenta tres
variantes: “Ascolana tenera”, “Ascolana dura” y “Ascolana semitenera” (Guerrero,
2003). Aqui se buscara identificar a cual de las tres subvariedades corresponde la
variedad denominada “Ascolana” en el jardin de introduccion.

2.9.2. Bosana

Es una variedad proveniente de la zona de Cerdefia y utilizada para la
elaboracion de aceite. Es muy plastica, con adaptacion a diferentes sitios. El vigor del
arbol es medio, presenta precocidad para la entrada en produccion, alta productividad y
alternancia productiva. Es parcialmente autoincompatible, con fruto pequefio (2- 2,5 gr)
y de facil cosecha (Villamil y Conde, 2013). Alghero, Aligaresa, Bosano, Oliva blanca,
etc., son algunos de los sindnimos para Bosana (Barranco et al., 2000).

2.9.3. Canino

Proveniente de la region de Lacio, es una variedad utilizada para producir aceite
y como polinizadora. El arbol es muy vigoroso y de copa compacta. Presenta gran
adaptacion a diferentes situaciones agroclimaticas, el fruto es muy pequefio (1- 2 gr). Se
caracteriza por la alta resistencia al desprendimiento causando dificultad en su cosecha.
La maduracion es escalonada y tardia, es tolerante al frio, alternante y autoincompatible
(Villamil y Conde, 2013). Presenta sinonimias como Caninese, Montignoso, Oliva
canina, Olivastro canino, Olivella (Barranco et al., 2000).

2.9.4. Carolea

Es una variedad orginaria de Calabria (Barranco et al., 2000) y su finalidad es el
doble propdsito (aceite y mesa). El arbol es de gran vigor y productividad, con elevada
capacidad de enraizamiento, gran tolerancia a las bajas temperaturas y alta produccién
de aceite. Los frutos son de tamario elevado (4,5 gr). Se adapta muy bien a la recoleccion
mecanizada (Barranco et al.,, 2008). Caroleo, Olivo de Calabria, Calabrese,
Calamignana, Verdella, etc. son algunas de las sinonimias para esta variedad (Barranco
et al., 2000).



2.9.5. Cipressino

Es una variedad difundida en la provincia de Taranto y luego en la region de
Puglia como doble proposito. EI arbol es vigoroso, adaptable a diferentes situaciones
climaticas, alternante, autoestéril y el fruto es de tamafio pequefio (1,5- 2 gr, Villamil y
Conde, 2013). Cipressino es conocida también como Frangivento (Mazzalupo, 2012).

2.9.6. Coratina

Originaria de la regién de Puglia (Barranco et al., 2000), es una variedad
utilizada para la elaboracion de aceite. Presenta vigor medio, entrada en produccién
precoz, de productividad alta y constante. Los frutos son de tamafio medio (4 gr), de
maduracion tardia y fuerte retencion en el &rbol lo cual dificulta su recoleccion
mecanica. El contenido de aceite es elevado y posee excelentes propiedades
organolépticas y estabilidad (Barranco et al., 2008). Presenta sinonimias como Cima di
Corato, Olivo a grappoli, Racemo, Racioppa, etc. (Mazzalupo, 2012).

2.9.7. Frantoio

Es la principal variedad italiana, de las mas productivas en lItalia central,
apreciado en la region de Toscana (Guerrero, 2003). Es muy distinguida por su alta
productividad y capacidad de adaptarse a diferentes condiciones medio ambientales, sin
embargo, es sensible al frio del invierno (Barranco et al., 2008). Es una variedad
autofértil, poco alternante y presenta alta capacidad de enraizamiento. La madurez de los
frutos es escalonada y son de tamafio medio (2,5 gr), el contenido graso es medio-
elevado y el aceite es muy valorado por sus excelentes aptitudes organolépticas y su
estabilidad (Guerrero 2003, Barranco et al. 2008). Se la suele llamar Correggiolo,
Crognolo, Frantoiano, Gentile, Infrantoio, Laurino, Nostrato, Oliva Lunga, etc.
(Barranco et al., 2000).

2.9.8. Grignan

Conocida como Bersan, Gargna, Gargnano, Gargnan, Negrar, etc., es una
variedad originaria de Veneto utilizada para la produccion de aceite (Barranco et al.,
2000). Presenta gran rusticidad y se la caracteriza por la alta produccién de chupones
(Villamil y Conde, 2013). Posee ramas erectas, las hojas son pequefias y la floracién es
poco abundante por dificil fecundacion (Marsico, 1955). Su produccién mejora con la
utilizacion de polinizadores como Leccino y Pendolino. La entrada en produccién es
precoz, el rendimiento es medio y constante (Barranco et al., 2000).



2.9.9. ltrana

Es una variedad de doble propdsito originaria de Lacio, rustica, de rapido
crecimiento y elevada capacidad de enraizamiento. La productividad es elevada y
alternante, la maduracion es escalonada y tardia y los frutos presentan una elevada
resistencia al desprendimiento (Barranco et al., 2000). Aitana, Cicerone, Gaetana, Oliva
di Gaeta, Oliva di Itri, Trana, etc. son algunas de las sinonimias que presenta esta
variedad (Mazzalupo, 2012).

2.9.10. Leccino

Es sindnimo de Leccio (Guerrero, 2003), lo cual se corroborara en el presente
trabajo ya que en INIA se la introdujo como una variedad diferente a Leccino. Originaria
de la region de Toscana, también se la conoce como Colombina, Leccino di Belmonte,
Toscano, Verolana (Mazzalupo, 2012); variedad de doble propoésito (Villamil y Conde,
2013), vigorosa y de facil adaptacion a diferentes zonas de cultivo (Barranco et al.,
2000). Se trata de una variedad autoestéril que requiere de la polinizacién de otras
variedades como Frantoio, Maurino y Pendolino (Villamil y Conde, 2013). La
productividad es elevada y constante, siendo sus frutos poco resistentes al
desprendimiento. Presenta un bajo contenido de aceite, la separacion de la pulpa del
endocarpo es facil y es particularmente tolerante al frio (Barranco et al., 2008).

2.9.11. Maurino

Es una variedad originaria de la regién de Liguria, empleada para la produccién
de aceite, con un contenido de aceite medio (Mazzalupo, 2012) pero de excelente
calidad (Villamil y Conde, 2013). De porte delicado semejante a Taggiasca, pero con
ramas menos inclinadas y de ramificacion abundante (Marsico, 1955). Se caracteriza por
su alta produccion de polen, que es compatible con un gran nimero de variedades
comerciales. El fruto es pequefio (3- 5 gr) y de facil desprendimiento en la cosecha
(Villamil y Conde, 2013). Corno maurino, Fischiettara, Martina a cornetto, Olivo
femmina, Razzola, Razzuola, etc. son algunas de las sinonimias para Maurino
(Mazzalupo, 2012).

2.9.12. Moraiolo

Este olivar es originario de Toscana (Guerrero, 2003) y difundido por toda
Italia empleado para elaborar aceite. El arbol es de vigor medio y habito erecto. Marsico
(1955) afirma que es una variedad que presenta un desarrollo similar a Frantoio, en
Uruguay se ha llegado a confundirlas en el campo (Baccino et al., s.f.) pero la copa es
mas cerrada y las ramas son mas verticales. Es parcialmente autoincompatible y es bien
fecundada por Maurino, Frantoio (Villamil y Conde, 2013) y Morchiaio (Guerrero 2003,
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Villamil y Conde 2013). El fruto es pequefio (1,5- 2 gr) y de maduracion escalonada con
produccion elevada y constante (Villamil y Conde, 2013). Es tolerante a suelos con baja
humedad (Barranco et al., 2008). Sinénimos para Moraiolo son Carboncella, Marinello,
Morellino, Ogliolo, Oliva tonda, etc. (Mazzalupo, 2012).

2.9.13. Pendolino

Es una variedad de la region de la Toscana utilizada para la produccién de
aceite (Villamil y Conde, 2013) con facil adaptacion a diferentes condiciones
ambientales y edafoldgicas (Barranco et al., 2000). La entrada en produccién es precoz
al igual que la floracion. Se la utiliza como polinizadora de otras variedades ya que la
floracién es prolongada en el tiempo. La productividad es elevada y constante y los
frutos presentan baja resistencia al desprendimiento (Villamil y Conde, 2013). Algunas
de las sinonimias que presenta son: Alloro, Leccino pendulo, Leccino piangente
(Mazzalupo, 2012), Maurino fiorentino, Piangente (Barranco et al., 2000).

2.9.14. Seggianese

También es una variedad de la regién de Toscana, utilizada para la produccion
de aceite. EI arbol es vigoroso y de copa densa. Es una variedad autoincompatible, con
una productividad elevada y alternante (Villamil y Conde, 2013). Posee una maduracién
de frutos precoz; éstos son pequefios (1,5- 2 gr), con un dificil desprendimiento en la
cosecha. Segun Mazzalupo (2012) algunas de las sinonimias que recibe esta variedad
son Olivastra seggianese, Giogliaia, Olivastra di Montalcino, Olivastra di Seggiano, etc.

2.9.15. Taggiasca

Es la variedad mas difundida en la region de Liguria (Marsico 1955, Villamil y
Conde 2013). El arbol alcanza buen desarrollo, tronco muy ramificado y las ramas
tienen tendencia a hacerse péndulas. El fruto es cilindrico y pequefio, de pulpa poco
consistente con buen contenido de aceite (Marsico, 1955); la maduracién es tardia y
escalonada (Villamil y Conde, 2013). Algunas de las sinonimias que presenta esta
variedad son Lavagnina, Olivo de taggia, Pignola di Oneglia (Barranco et al. 2000,
Mazzalupo 2012).

2.10. PRINCIPALES TIPOS DE MARCADORES Y SU USO EN EL OLIVO

Existe una gran diversidad de cultivares y esto hace que sea necesario la
conservacion y el estudio de estos, por eso se crearon los bancos de germoplasma
(colecciones en campo). El principal problema de las colecciones es la correcta
identificacion del material existente, asi como de nuevas entradas. Esta identificacion
resulta crucial para cumplir con los objetivos de los programas de mejora genética por

11



cruzamientos asi como para la autentificacion varietal de las plantas de vivero (Trujillo
et al., 2003).

Las denominaciones se basan frecuentemente en la localidad de origen del
material de propagacion (Rallo, 2005). En consecuencia, las sinonimias (nombres
diferentes para un mismo cultivar) y las homonimias (el mismo nombre para los
diferentes cultivares) son extremadamente frecuentes entre y dentro de los paises
oleicolas (Barranco et al. 2000, Bartolini, citado por Rotondi 2003) y demuestran la
importancia de la necesidad de la identificacion varietal. A su vez, la aparicion de
mutaciones clonales, que pueden tener o no alguna expresion fenotipica, hacen que la
caracterizacion de los olivares sea un proceso desafiante que requiere experiencia tanto
en identificacion morfoldgica como molecular (Cantini et al. 2008, Diez et al. 2012).
Debido a la riqueza del germoplasma, el olivo es un caso inusual entre los cultivos
horticolas y su biodiversidad puede representar una rica fuente de variabilidad para su
mejoramiento genético (Baldoni et al., 2009).

2.10.1. Marcadores morfoldgicos

Los marcadores morfoldgicos fueron el primer tipo de marcadores que el
hombre utilizd. Se consideran marcadores morfologicos a los caracteres de un individuo
que se expresan en un ambiente especifico y que el hombre identifica con un objetivo
determinado. Este tipo de marcadores son muy utilizados para estimar la variacion
morfolégica existente en una poblacién (Solis y Andrade, 2005).

La caracterizacion agro- morfoldgica de las accesiones de germoplasma es
fundamental para proporcionar informacién a programas de fitomejoramiento (Badenes,
citado por Mnasri et al., 2017). Los métodos de identificacion morfol6gica mas
empleados en olivo incorporan un gran namero de caracteres del arbol, ramo, fruto,
endocarpo, hoja y de la inflorescencia (Barranco y Rallo, 1984). Sin embargo los
métodos morfoldgicos poseen ciertos inconvenientes, tales como su dependencia de las
condiciones ambientales (Trujillo et al. 2003, Ganino et al. 2006), la necesidad de usar
un namero elevado de caracteres y el hecho de que requieren el empleo de 6rganos no
siempre presentes como fruto y endocarpo (Trujillo et al., 2003).

El esquema pomoldgico empleado por Barranco y Rallo (1984) ha demostrado
ser muy util para la identificacion de materiales y el establecimiento de las sinonimias
correspondientes (Trujillo et al., 2003). Ganino, citado por Dominguez (2012), hace
referencia a que ha habido 18 sistemas diferentes desde Pitton de Tournefort en el afio
1719 (quien hizo la primera clasificacion del olivo), usandose éstos a lo largo de las
décadas para la identificacion de los olivares (Barranco y Rallo 1984, Tous y Romero
1993, Cantini et al. 1999, Barranco et al. 2000). Esta evaluacién permite una
caracterizacion rapida, econoémica y eficaz de los genotipos.
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En el caso del olivo, los 6rganos mas frecuentes utilizados para la evaluacién
son: hojas, inflorescencias, frutos completos, carozos (endocarpo) y las semillas
(Barranco y Rallo 1984, Barranco et al. 2000). Actualmente, el Consejo Oleicola
Internacional (COI) utiliza el sistema de clasificacion de variedades descripto por
Barranco et al. (2005) aunque su utilidad sea frecuentemente reforzada por la utilizacion
de marcadores moleculares (Fendri et al., 2010). En tal sentido, los caracteres del
endocarpo han sido reconocidos como los mas eficaces, debido a su alta capacidad de
discriminacion, baja sensibilidad a condiciones ambientales, capacidad de conservacion
a largo plazo y facilidad de intercambio entre colecciones (Cavagnaro et al. 2001, Fendri
et al. 2010).

Tradicionalmente los olivos, al igual que otras especies arboreas, se
caracterizaban por rasgos morfologicos. Sin embargo, ciertas limitaciones asociadas con
estos rasgos los han hecho menos populares en la caracterizacion de germoplasma y en
el analisis de la diversidad. La disponibilidad de técnicas moleculares ha proporcionado
herramientas mas fuertes y confiables para la caracterizacion de germoplasma
(Mazzalupo et al., 2014).

2.10.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen cuya expresion
permite un efecto cuantificable u observable (caracteristicas fenotipicas), que ademas
puede detectarse facilmente. Este tipo de marcadores pueden evaluarse desde los
primeros estadios de desarrollo y pueden aplicarse utilizando muestras de todo el
individuo o s6lo de una parte de él (Solis y Andrade, 2005).

Estos marcadores pueden representar con precision la diversidad genética de la
coleccion original y estan libres de los problemas relacionados a las interacciones
ambientales y con la falta de datos (Cavagnaro et al. 2001, Diez et al. 2012). La
aplicacion de herramientas moleculares ha superado las limitaciones de la descripcion
morfolégica (Rotondi et al. 2003, D’Imperio et al. 2011, Trujillo et al. 2014).

La caracterizacién molecular de accesiones de olivos en colecciones ex situ
representa una herramienta poderosa para distinguir diferentes genotipos y reconocer
duplicaciones y errores, proporcionando asi nuevos medios de identificacién a los
investigadores (Belaj et al., 2016).

El uso de marcadores moleculares ha arrojado luz sobre la presencia de muchos
casos de homonimia en numerosas colecciones, y en todos los casos se ha demostrado
que los nombres genéricos de los olivares incluyen diferentes genotipos (Fendri et al.
2010, Trujillo et al. 2014). Con el fin de distinguir entre los diferentes genotipos que
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Ilevan el mismo nombre, se ha sugerido afiadir al nombre general también el sitio de
difusion principal (Barranco y Rallo, citados por Belaj et al., 2016).

Las técnicas mas importantes incluyen el polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion (RFLP), polimorfismo amplificado al azar del ADN (RAPD),
polimorfismo del largo del fragmento amplificado (AFLP), secuencias simples repetidas
(SSR) y, mas recientemente, polimorfismo del nucleétido simple (SNP, Belaj et al.,
2016).

Entre los marcadores moleculares mas Utiles y apreciados se encuentran los
denominados microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR; del inglés, “Simple
Sequence Repeat”). Dichos marcadores son muy utilizados ya que poseen grandes
ventajas, como el hecho de ser muy polimdrficos, multi- alélicos codominantes, faciles
de interpretar y susceptibles de automatizacion. Ademas, el andlisis requiere una
cantidad escasa de ADN, extraido generalmente de un material disponible a lo largo del
afio como es el caso de las hojas en olivo. A su vez, son consistentes y
sorprendentemente transferibles, traspasando en muchas ocasiones las barreras entre
especies, géneros e incluso grupos bastante alejados evolutivamente (Rallo et al., 2000).

Actualmente, los microsatélites son probablemente los marcadores mas
apropiados para los estudios genéticos en el olivo, debido fundamentalmente, a su alto
polimorfismo y reproducibilidad. Muchos autores han informado sobre el desarrollo de
SSR en el olivo y varios de ellos estan actualmente disponibles para el analisis de ADN
(Sefc et al. 2000, Cipriani et al. 2002, de la Rosa et al. 2002).

La presencia de germoplasma redundante, es decir, accesiones que difieren
sutilmente del perfil principal de cada cultivar, es frecuente de encontrar en bancos de
germoplasma de olivo. Se han encontrado redundancias potenciales utilizando SSR
(Haouane et al. 2011, Trujillo et al. 2014). La escasa diferencia genética que se ha
encontrado entre algunos cultivares descarta muy probablemente la posibilidad de
arboles que se reproduzcan sexualmente (Diez et al. 2011, Atienza, citado por Belaj et
al. 2016), pero otras razones podrian explicar estas posibles redundancias (Trujillo et al.,
2014). Entre ellos, la existencia de casos de sinonimia podria ser una causa plausible de
una diferenciacion genética tan baja entre los cultivares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION DE MUESTRAS DEL MATERIAL VEGETAL

Para poder cumplir con los objetivos de este trabajo se emplearon 16 variedades
italianas pertenecientes al jardin de introduccion de INIA Las Brujas. Estas fueron
introducidas en el afio 2002 (Frantoio y Leccino) junto con otras variedades espafiolas,
en el afio 2005 (Ascolana, Bosana, Canino, Cipressino, Coratina, Grignan, lItrana,
Maurino, Moraiolo, Pendolino, Seggianese y Taggiasca) desde el CORIPRO (Italia) y en
el afio 2007 desde un vivero nacional la variedad Carolea. El disefio de plantacién fue
completo al azar, con tres repeticiones. EI marco de plantacion fue de 7 metros por 5
metros.

Figura No.1. Panorama del jardin de introduccion de INIA Las Brujas,
Canelones.

3.2. CARACTERIZACION MORFO- AGRONOMICA

La caracterizacion morfologica se basé en descriptores morfologicos
desarrollados para el Consejo Oleicola Internacional (Barranco et al., 2000). Los
caracteres morfologicos evaluados incluyeron 23 caracteristicas cualitativas y 8
caracteristicas cuantitativas. Cuatro de las cualitativas (longitud de hoja, ancho de hoja,
peso del fruto y peso del endocarpo) fueron generadas por medidas cuantitativas. Los
caracteres cuantitativos fueron analizados conjuntamente y separados de los cualitativos.
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3.2.1. Caracteres de la hoja

Se muestrearon 40 hojas adultas de cada arbol tomadas de la zona media de 8-
10 brotes del afio, elegidos de entre los mas representativos del arbol a la altura del
observador. La longitud, ancho (caracteres agronomicos) y forma son caracteres
cuantitativos.

Forma: determinada por la relacién entre la longitud (L) y el ancho (A).
e Eliptica(L/A<4cm)_1

e Eliptico- lanceolada (L/A 4- 6 cm) _ 2
e Lanceolada (L/A>6cm) _3

1 2 3
Figura No.2. Forma de la hoja.
Longitud
e Corta(<5cm)
e Media (5- 7 cm)
e Larga(>7cm)

Ancho

e Estrecha (<1 cm)
e Media (1- 1,5 cm)
e Ancha(>1,5cm)
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3.2.2. Caracteres del fruto

Se colectaron 40 frutos de cada variedad en estudio. La toma de muestras se
efectud en la zona media del arbol, eligiéndose los més representativos, eliminando los
pequefios y los grandes. La descripcion del fruto se realizé en el estado maximo de
madurez. En algunos caracteres se hace referencia a dos posiciones. Se le llama posicién
“A” a aquella en la que el fruto presenta generalmente mayor asimetria al sujetarlo por
sus extremos entre los dedos indice y pulgar. La posicién “B” es la que resulta de girar
90 grados la anterior quedando la parte méas desarrollada hacia el observador.

Peso
e Bajo(<2qr)
e Medio (2-4qr)
e Alto(4-6qgr)
e Muy alto (> 6 gr)

Forma (posicion A): determinada en funcion de la relacion entre la longitud (L)
y el ancho (A).

e Esférica(L/A<125cm) 1
e Ovoidal (L/A1,25-1,45¢cm) _2
e Alargada (L/A>1,45cm)_3

1 2 3
Figura No.3. Forma del fruto (posicion A).

Simetria (posicion A): determinada por la correspondencia entre sus dos
mitades longitudinales.

e Simétrico

e Ligeramente asimétrico
e Asimétrico
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1 2 3

Figura No.4. Simetria del fruto (posicion A).

Posicion del diametro transversal maximo (posicion B): segin su situacion
puede estar.

e Hacia la base (1)
e Centrada (2)
e Hacia el apice (3)

1 2 3

Figura No.5. Posicion del diametro transversal
maximo (posicion B) del fruto.

Forma del apice (posicion A)

e Apuntado (1)

e Redondeado (2) . l
1 2

Figura No.6. Forma del &pice del fruto
(posicién A).
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Forma de la base (posicion A)

e Truncada (1)
e Redondeada (2)

1 2

Figura No.7. Forma de la base del fruto
(posicion A).

Pezon: este caracter del punto estilar del fruto incluye tres categorias.

e Ausente (1)
e Esbozado (2)
e Evidente (3)

1 2 3

Figura No.8. Estados del pezdn del fruto.

Presencia de lenticelas

e Escasas
e Abundantes
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Tamafo de las lenticelas

e Pequefias
e Grandes

3.2.3. Caracteres del endocarpo (hueso)

El endocarpo representa la porcion interna, lignificada del fruto, que protege la
semilla. Por lo general 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 “A” corresponde normalmente a la de maxima asimetria y es aquella en
que la sutura carpelar queda a la vista del observador. La posicion “B” procede de un
giro de 90 grados de la anterior, de modo que la porcion méas desarrollada queda hacia el
observador.

La caracterizacién de los endocarpos se efectud para la muestra de los 40 frutos
antes mencionada. Para ello se los colocé en frascos, y estos a su vez fueron llevados a
autoclave para lograr un facil desprendimiento de la pulpa. Posteriormente se los puso
en estufa para permitir el secado de cada endocarpo y se los cepillé para eliminar restos
de pulpa en los surcos.

Los caracteres del endocarpo son de alto poder discriminante en la
identificacion de variedades. Peso, longitud y ancho son caracteres agronémicos al igual
que para el fruto y el resto son morfolégicos.

Peso
e Bajo(<0,3gr)
e Medio (0,3- 0,45 gr)
e Alto (0,45- 0,7 gr)
e Muy alto (> 0,7 gr)

Forma (posicion A): determinada en funcion de la relacién entre la longitud (L)
y el ancho (A).

Esférica (LIA<1,4cm) 1
Ovoidal (L/A1,4-18cm) _2
Eliptica (L/A 1,8-2,2cm) _3
Alargada (L/A>2,2cm)_4
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1 2 3 4
Figura No.9. Forma del endocarpo (posicion A).

Simetria (posicion A): determinada por la correspondencia entre sus dos mitades
longitudinales.
e Simétrico (1)

e Ligeramente asimétrico (2)
e Asimétrico (3)

1 2 3
Figura No.10. Simetria del endocarpo (posicion A).
Simetria (posicién B)

e Simétrico
e Ligeramente asimétrico

Posicion del diametro transversal maximo (posicién B).

e Hacia la base (1)
e Centrada (2)
e Hacia el apice (3)
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1 2 3

Figura No.11. Posicion del diametro transversal maximo
del endocarpo (posicion B).

Forma del pice (posicion A)

e Apuntado (1)
e Redondeado (2)

Figura No.12. Forma del apice del endocarpo
(posicion A).

Forma de la base (posicion A)
e Truncada (1)

e Apuntada (2)
¢ Redondeada (3)
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1 2 3

Figura No.13. Forma de la base del endocarpo
(en posicion A).

Superficie (posicion B): segun la profundidad y abundancia de los haces
fibrovasculares.

e Lisa
e Rugosa
e Escabrosa

Numero de surcos fibrovasculares: los que se observan desde el punto de
insercion del peddnculo.

e Bajo(<7)
e Medio (7- 10)
e Alto (> 10)

Distribucioén de los surcos fibrovasculares

e Uniforme
e Agrupados junto a la sutura

Terminacion del apice

e Sin mucroén (1)
e Con mucron (2)
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1 2

Figura No.14. Terminacion del apice
del endocarpo.

La diversidad y poder discriminante de las caracteristicas morfologicas fue
determinado a partir del indice de Shannon’s (Hj) que es una medida de la diversidad de
cada caracteristica morfolégica en todas las muestras de olivo estudiadas:

K
Hj = —z Pk log, px
k=1

Donde: py es la frecuencia del k ésimo estado, N es el tamafio de la muestra y
K es el nimero total de estados del j ésimo caracter (Lewontin, 1972).

La probabilidad de confusion (Cj) de una caracteristica morfoldgica es una
estimacion de la posibilidad que dos variedades de las 16 estudiadas para una
caracteristica muestren los mismos estados. Este parametro se calcula segun lo descripto
por Tessier et al. (1999):

K
Ci = Z Npx—1
) = Pk N_1
k=1
Donde: py es la frecuencia del k ésimo estado, N es el tamafio de la muestra y
K es el nimero total de estados del j ésimo caracter.
El poder discriminante (Dj) del j ésimo caracter morfoldgico se calcula como:

Dj =1 - Cj indicando la proporcion de pares distinguibles de individuos (Belaj et al.,
2011).
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3.3. CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE MICROSATELITES

Las muestras de hojas se tomaron de brotes jovenes de 25 cm de longitud
aproximadamente con suficientes hojas jovenes, en su maximo desarrollo foliar para la
mayoria de los casos. Luego de etiquetarlas y envolverlas en papel humedecido (para
evitar la deshidratacion), se las guardd en bolsas de pléstico. Las muestras fueron
transportadas lo més rapidamente posible al laboratorio donde se realizo la extraccion de
ADN con el material fresco.

3.3.1. Extraccién v cuantificacion del ADN

Se utilizé el protocolo descripto por de la Rosa et al. (2002) de uso corriente en
el Laboratorio de Biotecnologia.

El mismo consistié en rotular tubos eppendorf de dos mililitros a los que se le
adiciono 700 pl de buffer de extraccion a 60° C (Anexo 1). Por otro lado, se pesé
aproximadamente 150 mg de tejido fresco por muestra, cortado en pequefios trozos con
tijera desinfectada con alcohol 70 % y posteriormente colocados en un mortero para
pulverizar con nitrégeno liquido. Se coloco el tejido vegetal pulverizado en los tubos
con el buffer. Se homogeneizaron los tubos y se los incub6 una hora a 60° C (vértex
cada 20 minutos). Se dej6 enfriar a temperatura ambiente para luego agregarle 600 pl de
cloroformo/ alcohol isoamilico (CIA 24:1) frio a cada muestra hasta formar una
emulsion mediante vortex (una vez) e inversion (durante diez minutos).

Luego se centrifugd por diez minutos a 13000 rpm a 4° C, se recogid el
sobrenadante (fase acuosa) y se lo colocé en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml
rotulado previamente. Se repitié el protocolo desde el agregado de los 600 pl de
cloroformo alcohol isoamilico (CIA 24:1) hasta la recogida del sobrenadante para
colocarlo en un nuevo tubo, pero esta segunda vez la centrifugacion fue de ocho
minutos. Se estimd el volumen colectado, ya que en funcion de éste se determina el
volumen a agregar de acetato de amonio e isopropanol; la relacion fue de 0,08
volimenes de acetato de amonio y 0,54 volumenes de isopropanol. Se mezcl6
invirtiendo suavemente e incub6 por toda la noche a 0° C. Al dia siguiente se centrifugd
durante cinco minutos a 13000 rpm a 4° C y se descartd el sobrenadante. Se le agrego
500 ul de etanol 70 % (frio), se agitd suavemente y se dejo incubar 15 minutos a -20° C
para la precipitacion de los &cidos nucleicos. Luego se retird del freezer y se centrifugo
por tres minutos a 13000 rpm a 4° C. Se descart6 el sobrenadante cuidadosamente para
no perder el pellet. Posteriormente se agregd 500 ul de etanol 95 % frio, se agitd
suavemente y luego se incubd durante 15 minutos en freezer. La ultima centrifuga fue de
tres minutos a 13000 rpm a 4° C, luego se descartd el sobrenadante teniendo cuidado de
no perder el pellet. Finalmente, se dejo el pellet en la camara de flujo hasta que se
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evapord el alcohol. Se procedio a la resuspension en 100 pl de agua MQ autoclavada y
se incubd durante toda la noche a 0° C.

Para evaluar la concentracion de ADN obtenido se realiz6 la medicion en
Nanodrop 2000 Spectrophotometer- Thermo Scientific. Para ello se utilizaron dos
microlitros de ADN (de la extraccién) de cada muestra y se compar6 con un patron de
agua MQ autoclavada. Posteriormente, se procedio a la evaluacion de la calidad del
ADN gendmico obtenido, mediante la electroforesis en gel de agarosa (SBS, China) al 2
% y buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio en una concentracion final de 50 pm/
ml.

3.3.2. Seleccion de cebadores SSR

La caracterizacion molecular se realiz6 mediante la amplificacion via PCR de
diez pares de cebadores SSR, seleccionados previamente de un grupo de 33, como los de
mayor poder discriminante, para variedades procedentes de bancos de germoplasma
(Trujillo et al., 2014), que aseguraban una probabilidad de identificar diferencias de
secuencias cercanas al 100 %.

Cuadro No.1. Caracteristicas de los 10 pares de cebadores SSR seleccionados.

Fuente Serie cebadores Secuencia del F,O n/\{ard y Reverse Motivo de repeticion TR (pb)
(5-3) reportado
Sefc et al. (2000) ssrOeUA-DCA3 F: CCCAAGCGGAGGTGTATATTGTTAC (GA)s 227-255
AJ279854 R: TGCTTTTGTCGTGTTTGAGATGTTG
ssrOeUA-DCA9 F: AATCAAGTCTTCCTTCTCATTTCG (GAYs 160-214
AJ279859 R: GATCCTTCCAAAAGTATAACCTCTC
ssrOeUA-DCA11 F: GATCAAACTACTGCACGAGAGAG (GA):o(GGGA)s 126-185
AJ279861 R: TTGTCTCAGTGAACCCTTAAACC
ssrOeUA-DCA16 F: TTAGGTGGGATTCTGTAGATGGTTG (GT)a(GAs» 122-228
AJ279865 R: TTTTAGGTGAGTTCATAGAATTAGC
ssrOeUA-DCA18 F: AAGAAAGAAAAAGGCAGAATTAAGC 158-193
AJ279867 R: GTTTTCGTCTCTCTACATAAGTGAC  (CAMCTICAN(GAN
Carriero et al.
(2002) GAPU71B F: GATCAAAGGAAGAAGGGGATAAA GA(AG)s(AAG)s 118-147
R: ACAACAAATCCGTACGCTTG
GAPU101 F: CATGAAAGGAGGGGGACATA (CT) 175-215
R: GCGACTTGTTGTGCAGATTG
GAPU 103A F: TGAATTTAACTTTAAACCCACACA (TC)e 133-208
R: GCATCGCTCGATTTTTATCC
Cipriani et al. UDO99-011 F: TGCGCATGTAGATGTGAATATG (CT)(CA)o(CT)(CA). 103-142
(2002) R: GACTGACTCCCTTTAAACTCATCAGG CT(CA)CT(CA)»
UDO099-043 F: TCGGCTTTACAACCCATTTC (GT)sz 182-225

R: TGCCAATTATGGGGCTAACT
(TR) Tamafio del rango reportado
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3.3.3. Amplificacién por PCR, electroforesis y analisis de fragmentos

Tras confirmar la presencia de ADN en la electroforesis, se diluyd cada muestra
en agua MQ para lograr la concentracion necesaria para la reaccion de PCR. Dicha
reaccion o “mix” fue realizada con reactivos Invitrogen e iniciadores extendidos con
M13, para 20 pl de volumen total por muestra. Se emple6 12,09 ul de agua MQ
(QIAGEN), 2 pl de Buffer 10X, 0,6 pl de MgCl> (50 mM), 1,6 pl de dNTPs (2,5 mM de
cada nucledtido), 0,11 ul de enzima Taq polimerasa (5 u/ ul), 0,8 pl de cebador forward,
0,055 pl de cebador reverse, 0,745 pl de M13 y 2 ul de ADN gendmico (10 ng/ pl.). Las
reacciones de amplificacion se realizaron mediante un termociclador Palm Cycler
(Gradient Thermal Cycling) siguiendo el siguiente perfil de temperaturas y tiempos:
desnaturalizacion inicial a 95° C por cinco minutos (un ciclo), seguido por 35 ciclos de:
95° C por 20 segundos, 52° C por 30 segundos y 72° C por 30 segundos. Finalmente el
ultimo ciclo fue a 72° C por ocho minutos. Los productos de la amplificacion fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa (SBS, China) al 3 %, empleando como
buffer TBE 1X. Para poder conocer el tamafio de los fragmentos amplificados (pb) se
empled como referencia un marcador de peso molecular conocido de 20 pb (O’Range
Ruler DNA Ladder, Thermo Scientific).

En las migraciones de ADN se incluyd como material de referencia a la
variedad Arbequina (espafiola) cuyo perfil de largos de fragmentos de amplificacién con
cada uno de los pares de cebadores SSR se conocia.

Los cebadores fluorescentes empleados (M13) fueron FAM (azul) y HEX
(verde). La longitud de este cebador es de 18 pb por lo cual en el andlisis post
secuenciacion, se debio restar este numero de bases al tamafio de fragmento obtenido.

El analisis de tamafio de los fragmentos amplificados via PCR de cada muestra
con los diez pares de cebadores SSR, se llevd a cabo en la Universidad de Yale
(Connecticut, EEUU) en un secuenciador modelo 3730xlI 96- Capillary Genetic
Analyzer y se utilizd el programa Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems) para el
andlisis de los resultados. PowerMarker V3.23 (Liu, 2002) fue utilizado para calcular los
parametros de diversidad genética para cada locus microsatélite. También se calculd el
contenido de informacion polimérfica (PIC, Botstein et al., 1980) y el poder
discriminante (Dj) para cada locus (Tessier et al., 1999).

3.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS MORFOLOGICOS Y
MOLECULARES

Para los caracteres morfolégicos de endocarpo, las similitudes entre las
muestras se estimaron utilizando el coeficiente de asociacion de Jaccard (lj, Jackson,
1989). Este coeficiente mide el grado de similitud entre dos conjuntos sea cual sea el
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tipo de elementos utilizados, siempre toma los valores 0 y 1 correspondiendo este ultimo
a la igualdad total entre ambos elementos a comparar con una formulacion equivalente a:

lj=c/(@a+b-c)

Donde: “a” es el nimero de estados de un carécter presente en una sola de las
muestras (A).

“b” es el nimero de estados de un caracter presente en una muestra
diferente a la anterior (B).

“c” es el nimero de estados de un caracter presentes en ambas muestras
(AyB).

En este sentido O significa que las muestras no presentan caracteres de estados,
en comun y tiende a uno a medida que aumenta el niUmero de muestras con caracteres
con el mismo estado. A la matriz de similitud obtenida mediante este coeficiente se le
aplicé un analisis de cluster basado en el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Average) implementado en el Software NTSYS-v2.02 (Rohlf, 1998).

Los genotipos de cada variedad fueron discriminados por comparaciones
“apareadas” de sus perfiles SSR. Para evaluar las relaciones genéticas entre los
diferentes genotipos, se elaboré una matriz conteniendo sélo los diferentes perfiles SSR
contabilizando a los alelos amplificados presentes (1) o ausentes (0). Esta matriz fue
usada para realizar un analisis de cluster basado en el algoritmo UPGMA empleando el
indice de similitud de Dice (1945) implementado en el Software NTSYS-v2.02 (Rohlf,
1998).

Indice de Dice = 2C / (A+B)

Donde: “A” y “B” son el nUmero de genotipos SSR presentes en las muestras A
y B respectivamente.

“C” es el nimero de genotipos SSR compartidos por las dos variedades.

Este coeficiente, al igual que el anterior varia entre cero y uno segun el grado de
similitud (0 = nulo, 1 = total).
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4. RESULTADOS

4.1. DESCRIPCION MORFO- AGRONOMICA

4.1.1. Caracteres cualitativos

Los 23 caracteres cualitativos estudiados mostraron variabilidad morfoldgica y
el nimero de estados por caracteristica fue clasificado del uno al cuatro (Cuadro No.2).

Cuadro No.2. Informacion estadistica de los 23 caracteres morfoldgicos
cualitativos.

No. Caracter Abrev. Estado del caracter Kj Hj Dj
1 2 3 4
1 Longitud de hoja LH Corta Media Larga 3 0,361 0,128
2 Ancho de hoja AH Estrecha Media Ancha 3 0,043 0,073
3 Forma de hoja (longitud/ ancho) FH Eliptica Eliptico-lanceolada Lanceolda 3 0,749 0,254
4 Peso del fruto PF  Bajo(<2gr) Medio (2- 4 gr) Alto (4-69r) Muyalto(>6gr) 4 1,509 0,546
5 Forma del fruto FF Esférico Ovoidal Alargado 3 1,370 0,578
6 Simetria del fruto (posicién A) SF Simétrico  Ligeramente asimétrico  Asimétrico 3 1,021 0,394
7  Didmetro maximo transversal del fruto  DMF Hacia la base Centrado Hacia el &pice 3 1,622 0,615
(posicion B)
8 Forma épice del fruto (posicion A) FAF  Apuntado Redondeado 2 0,323 0,111
9 Forma base del fruto (posicion A)l FBF  Truncada Redondeada 2 0,261 0,084
10 Punto estilar del fruto PEF Ausente Esbozado Evidente 3 1,328 0,564
11 Lenticelas del fruto LF Escasas Abundantes 2 0,978 0,381
12 Tamafio lenticelas fruto TLF  Pequefias Grandes 2 1,221 0,527
13 Peso del endocarpo PE Bajo (<0,3gr, Medio (0,3- 0,45 gr) Alto (0,45- 0,7 gr)Muy alto (> 0,7 gr) 4 1,814 0,691
14 Forma del endocarpo (posicion A) FE Esférico Ovoidal Eliptico Alargado 4 1,761 0,673
15  Simetria del endocarpo (posicion A) SEA  Simétrico  Ligeramente asimétrico  Asimétrico 3 1,176 0,501
16 Forma épice del endocarpo (posicion A) FAE  Apuntado Redodeado 2 0,502 0,197
17 Forma base del endocarpo (posicion A) FBE  Truncada Apuntada Redondeada 3 1,212 0,541
18  Simetria del endocarpo (posicién B) SBE  Simétrico  Ligeramente asimétrico 2 0,341 0,119
19 Superficie del endocarpo SE Lisa Rugosa Escabrosa 2 0,515 0,204
20 Diametro maximo transversal del DME Hacia la base Centrado Hacia el apice 3 1,025 0,446
endocarpo (posicion B)
21 NUmero surcos del endocarpo NSE Bajo (<7) Medio (7- 10) Alto (> 10) 3 1,099 0,427
22 Distribucion surcos del endocarpo DSE  Uniforme Agrupados 2 0,274 0,090
23 Terminacién de apice TA  Sinmucrén Con mucrén 1 - --
Total 62
Promedio 0,932 0,370
Min. 0,043 0,073
Méx. 1,814 0,691

(Kj) nimero de estados observados, (Hj) indice de informacion de Shannon’s, (Dj) poder discriminante.

A partir de los 23 caracteres cualitativos de hoja, fruta, y endocarpo (40
muestras de cada uno, de un arbol por variedad, se obtuvieron 42240 datos. Las hojas
presentaron en su mayoria (93%) longitud media (LH), ancho (AH) medio (99,5 %) y
forma (FH)eliptico- lanceolada (80 %). Los frutos tuvieron un peso (PF) medio (3,43
gr), forma ovoidal (FF) para més del 53 % de las muestras, simetria (SF) ligeramente
asimétrica (75,7 %), didmetro maximo transversal (DMF) hacia la base (54 %), forma
del apice (FAF) y base (FBF) redondeado (94 %) y truncado (96 %) respectivamente,
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punto estilar (PEF) ausente y esbozado en un 54 y 36 % respectivamente para cada uno
de los estados y abundante presencia de lenticelas (76 %, LF) de tamafio pequefio (59 %,
TLF).

Las caracteristicas morfolégicas de los endocarpos presentaron estados bien
diferenciados; el peso (PE) mayoritario (42 %) fue elevado (0,58 gr), la forma (FE)
eliptica (39 %) y ovoidal (37 %), simetria en posicion A (SAE) y B (SBE) ligeramente
asimétrica (63 % y 93 % respectivamente), forma del &pice (FAE) redondeado (89 %)
mientras que la base (FBE) fue mayormente redondeada (48 %) y truncada (47 %). La
superficie de los endocarpos (SE) fue mayormente rugosa (88 %), diametro maximo
transversal (DME) hacia el apice (68,5 %), nimero de surcos fibrovasculares (NSE)
medio (entre 7 y 11, 73 %) y su distribucion (DSE) casi totalmente uniforme (95 %).
Todas las variedades presentaron un Unico estado para terminacion del apice, con
mucron (monomorfica).

Cabe destacar que el mayor poder discriminante (Dj, Cuadro No.2) lo
presentaron los caracteres del endocarpo que son muy heredables y conservados y por
lo tanto, poco afectados por las condiciones ambientales (Barranco y Rallo, 1984). Peso
y forma (posicion A) fueron los de mayor Dj con un valor de 0,691 y 0,673
respectivamente.

De los 23 caracteres medidos y presentados en el Cuadro No.2, se observaron
62 estados y particularmente para endocarpo, las 11 caracteristicas medidas mostraron
30 estados, lo cual refleja la gran variabilidad presente en la coleccion del jardin de
introduccion de INIA Las Brujas. En Anexos 3 se detallan los estados mayoritarios de
los caracteres morfoldgicos medidos para hoja y fruto.

4.1.2. Caracteres cuantitativos (agronémicos)

El maximo coeficiente de variacion se observo en el peso del fruto (PF) con un
48,08 % mientras que el mas bajo fue para el ancho del endocarpo (AE) con 14,2 %. El
peso (PE) y longitud del endocarpo (LE), 38,5 % y 18,8 % respectivamente, fueron
caracteres que también presentaron gran variacion (Cuadro No.3).
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Cuadro No.3. Informacion estadistica de los ocho caracteres morfoldgicos
cuantitativos.

No. Caracter Abrev. Promedio (desvio estandar) Rango CV(%)
1 Longitud de hoja (cm) LH 6,13 (0,92) 4,30-9,10 14,92
2 Ancho de hoja(cm) AH 1,34 (0,20) 0,90- 2,0 14,86
3 Longitud del fruto (cm) LF 2,12 (0,36) 1,26- 3,27 16,93
4 Ancho del fruto (cm) AF 1,63 (0,27) 0,17-2,58 16,52
5 Peso del fruto (gr) PF 3,40 (1,63) 0,96- 10,03 48,08
6  Longitud del endocarpo (cm) LE 1,48 (0,28) 0,83-190 18,78
7 Ancho del endocarpo (cm)  AE 0,84 (0,12) 0,57- 1,10 14,2
8 Peso del endocarpo (gr) PE 0,58 (0,22) 0,20- 1,21 38,45

(CV) Coeficiente de variacion

(1) Ascolana (2) Bosana (3) Canino (4) Carolea (5) Cipressino (6) Coratina (7)
Frantoio (8) Grignan (9) Itrana (10) Leccino (11) Leccio (12) Maurino (13)
Moraiolo (14) Pendolino (15) Seggianese (16) Taggiasca.

Figura No.15. Muestras de endocarpo de variedades italianas de olivo del
jardin de introduccion de INIA Las Brujas.

Se pudo identificar correctamente todas las variedades estudiadas, lograndose
precisar la nomenclatura de algunas de ellas que aparecian previamente como

31



confusas. La variedad catalogada en INIA Las Brujas como Ascolana mediante los
caracteres morfoldgicos de hoja, fruto y mayormente endocarpo se clasific6 como
Ascolana semitenera o Ascolana dura (ambas con iguales caracteristicas morfoldgicas)
siendo elevado el porcentaje de coincidencias con Mazzalupo (2012) como se puede
apreciar en el Cuadro No.4. El andlisis comparativo basado en caracteres cualitativos
tiene algunas particularidades. En el caso de endocarpo, el estado que se asigna la
mayoria de las veces resulta de una observacion visual (subjetiva), que depende de
quien la realiza (Cavagnaro et al., 2001). Esta limitante intentdé minimizarse, al
realizarla una sola persona, con un entrenamiento previo sumamente riguroso a partir
de la observacion y clasificacion de cientos de frutos y endocarpos de procedencias y
variedades diversas, y siempre comparando con los catalogos respectivos como lo son
Barranco et al. (2000), Mazzalupo (2012), Barranco et al. (2017). En la comparacion
de variedades basandose en los estados de caracteres de endocarpo, aplicando el
coeficiente de Jaccard, todos los resultados obtenidos tienen el mismo “peso” en el
resultado final del coeficiente (Cuadro No.4).

No obstante hay ciertos caracteres del endocarpo, como el peso, que si bien se
categorizan pasando de continuos a discretos, tienen una base de caracterizacion
sumamente precisa (peso en gramos o medidas en centimetros). De este modo se han
observado cuatro estados diferentes en la muestra analizada, en frecuencias diferentes, lo
que le confiere un alto poder discriminante (Dj= 0.691). En el mismo caso se encuentra
la forma, que resulta del cociente de la medida del largo/ ancho del endocarpo que luego
es convertida en estados discretos segln categorias preestablecidas. También en los 640
endocarpos analizados se distinguieron cuatro categorias diferentes por lo cual el estado
forma tiene un alto poder discriminante (Dj= 0.673).

La superficie y el peso del endocarpo son un caso diferente. La superficie se
trata de un carécter discreto con categorias sumamente diferenciadas (lisa, rugosa y
escabrosa). El peso, es un caracter cuantitativo que fue determinante al igual que la
superficie cuando se clasificd con precision que las muestras tomadas de la variedad
Ascolana no correspondieron a la subvariedad “tenera” (que en todos los catalogos y en
muestras analizadas en el Laboratorio de Biotecnologia presentaron peso “muy elevado”
y superficie “escabrosa”). Los endocarpos estudiados, fueron en su totalidad de
superficie “rugosa”.
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Cuadro No.4. Caracteres del endocarpo estudiados en las 16 variedades.

Caracter morfologico

Variedad Peso Forma (A) Simetria (A) Forma apice (A) Forma base (A) Superficie DMT (B) No. surcos Term. apice
Ascolana  Elevado Owoidal  Lig.asim.  Redondeado = Redondeada  Rugosa Centrado Medio Con mucrén
Bosana Muyelevado Eliptica  Lig. asim.  Redondeado Truncado Rugosa H.é&pice Medio Conmucron
Canino Bajo Owvoidal Lig. asim.  Redondeado = Redondeada  Rugosa H.apice Medio Conmucron
Carolea Muyelevado Eliptica  Lig. asim. Apuntado Redondeada  Rugosa H.base Medio Conmucron
Cipressino  Elevado Owvoidal  Lig. asim.  Redondeado Truncada Rugosa H.base Medio Conmucron
Coratina Muy elevado Alargada Lig. asim. Apuntado Apuntada Rugosa H.é&pice Medio Conmucron
Frantoio Elevado Owoidal  Lig. asim.  Redondeado =~ Redondeada  Rugosa H.&pice Medio Conmucrdn
Grignan Elevado Owvoidal Asimétrico  Redondeado = Redondeada  Rugosa H. base Alto  Con mucron
Itrana  Muyelevado Owoidal Asimétrico Redondeado  Redondeada Escabrosa H.apice Medio Con mucrdn
Leccino Elevado Eliptica  Lig. asim.  Redondeado =~ Redondeada  Rugosa H. apice Alto  Con mucron
Leccio Elevado Eliptca  Lig. asim.  Redondeado Truncada Rugosa H.éapice Medio Conmucron
Maurino Medio Owvoidal Asimétrico  Redondeado Truncada Rugosa H.é&pice Medio Conmucron
Moraiolo  Elevado Esférica  Lig. asim.  Redondeado Truncada Rugosa H.dapice Medio Conmucron
Pendolino Medio Eliptica  Asimétrico Redondeado  Redondeada  Rugosa H.apice Medio Conmucrén
Seggianese  Elevado Esférica  Simétrico  Redondeado Truncada Rugosa H.base Medio Conmucron
Taggiasca  Elevado Eliptica  Lig. asim.  Redondeado Truncada Rugosa H.éapice Medio Conmucrén
Dj 0,691 0,673 0,501 0,197 0,541 0,204 0,446 0,427 0

(A) posicién A (B) posicion B (DMT) Diametro maximo transversal (Term. apice) Terminacion del apice (Lig. asim.) Ligeramente asimétrico

(H. apice) Hacia el apice (H. base) Hacia la base (Dj) Poder discriminante.

Los estados subrayados son los que coinciden con la base de datos descripta por Mazzalupo (2012).



4.1.3. Andlisis de grupos

Coeficiente de Similitud de Jaccard
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Figura No.16. Dendrograma basado en el coeficiente de asociacion de Jaccard.

A partir de la matriz de distancias de Jaccard, basado en la caracterizacién
morfolégica de endocarpo, se obtuvo el dendrograma utilizando el método de
aglomeracion UPGMA. La diferenciacion entre variedades es muy debil, ya que
mayormente se basa en una o dos diferencias de estados para nueve caracteres, de los
cuales uno es monomorfico. Las diferencias resultan poco claras y por lo tanto las 16
variedades no pueden ser bien diferenciadas. Ejemplos de estas situaciones son los casos
de Leccio y Leccino que difieren en un solo caracter que es la forma de la base (posicion
A, una es truncada y la otra redondeada) y se han descrito en los antecedentes como
sinonimias basadas en mutaciones moleculares. En la misma situacion (diferencia en un
solo carécter) se encuentran dos pares de variedades: Ascolana- Frantoio, Bosana-
Taggiasca.

4.2. CARACTERIZACION MOLECULAR

El andlisis molecular se realizd utilizando diez pares de cebadores
microsatélites de las series ssrOeUA-DCA, GAPU y UDO99 empleados en estudios
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anteriores. La amplificacion se realiz6 exitosamente para todos ellos, asi como
también el andlisis de fragmentos SSR (Figuras No.17 y No.18).
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Figura No.17. Perfiles de amplificacion obtenidos mediante el andlisis de

fragmentos.
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Cuadro No.5. Tamario (pb) de los alelos en los diez pares de microsatélites SSR analizados en las 16 variedades

italianas.
Variedad Cebador
DCA3 DCA9 DCA1l1 DCA16 DCA 18 GAPU 71B GAPU 101 GAPU 103A UDO099-011 UD099-043
Ascolana 229/247 196/210 142/142 143/169 168/172 121/139  198/200 144/177 100/114 174/212
Bosana 241/243 170/184 140/178 122/152 174/180 124/127  191/205 171/171 116/134 175/187
Canino  237/237 170/182 140/146 148/161 162/174 124/141  183/197 157/171 103/125 175/185
Carolea 229/251 160/198 146/178 124/152 174/176 118/127  191/217 133/171 114/119 172/175
Cipressino 239/241 160/184 126/140 148/163 166/172 121/127  191/205 147/157 127/138 208/212
Coratina  237/241 180/192 130/170 148/171 172/176 121/141  197/217 133/159 114/131 175/198
Frantoio 234/241 180/208 130/178 148/154 172/174 121/151  183/197 159/171 114/125 175/214
Grignan  234/251 204/208 130/178 170/178 170/176 121/127  191/217 157/157 129/129 208/214
Itrana  237/247 180/192 146/178 122/124 168/176 124/141  183/199 159/186 125/127 172/176
Leccino 241/251 160/204 130/178 148/173 172/172 124/141  197/199 171/184 114/134 210/214
Leccio 241/251 160/208 130/178 148/173 172/172 124/141  197/199 171/188 114/134 210/214
Maurino  234/251 204/206 130/140 148/171 172/172 141/141  197/205 159/184 125/134 175/210
Moraiolo 229/241 182/204 110/178 144/148 177/180 121/127  191/205 147/147 116/134 172/216
Pendolino 241/251 160/204 140/174 152/171 172/174 121/141  197/199 171/184 125/134 210/214
Seggianesse 229/241 192/208 146/170 148/173 172/176 124/141  183/199 147/159 127/131 198/214
Taggiasca 234/241 180/184 130/170 122/163 172/174 121/121  183/183 133/143 114/127 175/212



Los diez pares de cebadores produjeron 122 genotipos. ElI numero de
genotipos por cebador fue muy elevado (Cuadro No.4). Los marcadores ssrOeUA-
DCADY, ssrOeUA-DCA16 y GAPU103A lograron discriminar 14 genotipos; ssrOeUA-
DCA3 ssrOeUA-DCA18 y UD099-043 13 genotipos; ssrOeUA-DCA11, GAPU101 y
UDO99-011 11 genotipos mientras que el cebador de menor poder discriminante fue
GAPU71B que permitio diferenciar nueve genotipos en los 16 materiales estudiados.
El promedio de genotipos discriminados por cebador fue de 12,3.

Cuadro No.6. Parametros moleculares de los 10 pares de cebadores
microsatélites seleccionados.

Locus TR Na Au Ng He Ho An  PIC No. het. No. hom.
ssrOeUA-DCA3  229-268 10 2 13 0,841 0,938 -0,09 0,795 15 1
ssrOeUA-DCA9  145-212 16 8 14 0,935 1,000 -0,05 0,903 16 0
sssrOeUA-DCA11 126-178 9 3 11 0869 0,813 13 0,822 13 3
ssrOeUA-DCA16 122-173 15 8 14 0,913 1,000 -0,067 0,876 16 0
ssrOeUA-DCA18 162-186 12 6 13 0,879 0,750 0,064 0,837 12 4

GAPU 71B 118-141 8 4 8 0,792 0938 -0,11 0,732 15 1
GAPU 101 172-217 13 6 11 0,907 1,000 -0,077 0,867 16 0
GAPU 103A 124-188 16 10 14 0,929 0,875 0,014 0,893 14 2
UDO099-011 100-199 14 9 11 0,895 1,000 -0,076 0,854 16 0
UDO99-043 147-216 15 7 13 0,923 0,938 -0,043 0,886 15 1
Media 12,8 6,3 12,2 0,8883 0,925 0,847
Total 128 63 122 148 12

(TR) tamafio del rango esperado (Na) nimero de alelos (Au) alelos Unicos (Ng) nimero de genotipos
(He) heterocigosis esperada (Ho) heterocigosis observada (An) alelos nulos (PIC) contenido de
informacién polimérfica (No. het.) nimero de heterocigotas (No. hom.) nimero de homocigotas.

Se detectaron un total de 128 alelos para los diez pares de cebadores en las 16
accesiones analizadas. El nimero de alelos por locus vari6 entre ocho (GAPU 71B) y
16 (ssrOeUA-DCAD9). El nimero promedio de alelos por cebador fue de 12,8.

Se observo variacion entre el nimero de alelos encontrados en este trabajo y
el reportado en trabajos anteriores. Para la serie ssrOeUA-DCA, Sefc et al. (2000)
reportaron entre cinco (ssrOeUA-DCA11l) y nueve (ssrOeUA-DCAL6) alelos por
locus; Sorkheh y Khaleghi (2016) revelaron para la serie GAPU ocho y nueve alelos
para GAPU71B y GAPU101- GAPU103A respectivamente. Por otro lado, Diez et al.
(2000) detectaron 16 (UD0O99-011) y 24 (UDO99-043) alelos para la serie UD0O99.

Las comparaciones con trabajos previos permiten concluir que se ha obtenido
un numero relativamente elevado de alelos por par de cebadores SSR, para dos de las
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tres series utilizadas. Por lo tanto, puede afirmarse la existencia de una gran
variabilidad en la coleccidon del jardin de introduccién en INIA Las Brujas.

La heterocigosis esperada (He) fue calculada en base a la frecuencia de cada
uno de los alelos asumiendo el principio de Hardy- Weinberg, que establece que la
composicion genética de una poblacion natural permanece en equilibrio mientras no
actuen la seleccion natural, ni ningn otro factor como la mutacion o la deriva. La
heterocigosidad esperada es un indicador del nivel de informacion del locus. Por
debajo de 0,5 la heterocigosidad esperada se considera insuficiente (Fendri, 2008). En
los diez pares de cebadores SSR empleados en este analisis, la heterocigosidad media
tuvo un valor de 0,888 siendo el valor minimo 0,792 para el loci GAPU71B vy el
méaximo 0,935 para el loci ssrOeUA-DCAO.

La heterocigosis observada (Ho) es el nimero de individuos heterocigotos
dividido por el nimero total de individuos de la poblacion analizada por marcador
SSR. Tuvo un valor promedio de 0,925 para la poblacion analizada y el valor minimo
fue de 0,750 para el loci ssrOeUA-DCA18 mientras que el maximo fue uno para los
loci ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCAL6, GAPU101 y UDO099-011. La
heterocigosidad esperada fue menor a la observada para todos los loci a excepcion de
ssrOeUA-DCA11, ssrOeUA-DCA18 y GAPU103A.

La frecuencia de alelos nulos (An) es un indicador importante de la garantia
de los resultados del analisis de microsatélites, sobre todo en estudios genéticos de una
poblacion. La existencia de un “alelo nulo” ocurre cuando un oligonucledtido como
los usados y definidos en el presente trabajo no puede hibridar con el ADN,
probablemente como consecuencia de la presencia de mutaciones puntuales, de forma
que no sea por tanto detectable (Pemberton, citado por Fendri, 2008). La frecuencia de
alelos nulos es negativa o cero cuando la He es menor o igual a la Ho. Para los tres
casos en que resultd positiva (0,013 para ssrOeUA-DCAL1, 0,064 para ssrOeUA-
DCA18 y 0,014 para GAPU103A) las frecuencias fueron cercanas a cero por lo cual
pueden considerarse nulas.

La elevada heterocigosidad media en la muestra estudiada (93 %) muestra la
alta diversidad genética presente en la coleccion de variedades italianas.

El contenido en informacion polimoérfica (PIC) representa las posibles

combinaciones entre los diferentes alelos que se obtuvieron y es un indice de la
capacidad informativa de cada uno de los microsatélites.
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La media de este valor para los diez pares de SSR fue de 0,847, siendo el
minimo 0,732 (GAPU71B) y el maximo 0,903 (ssrOeUA-DCAD9). PIC superiores a
0,5 indican que el marcador utilizado es informativo y si el PIC es superior a 0,7
indica que el marcador es especialmente de utilidad para la construccion de mapas
(Bandelj et al., 2004) como es el caso de todos los marcadores utilizados en este
trabajo. Por lo tanto, el elevado PIC logrado con los marcadores empleados indica el
gran poder discriminante de los mismos.

Los marcadores mas informativos fueron ssrOeUA-DCA3, ssrOeUA-DCAS9,
ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU103 y UD099-043 logrando discriminar
mas del 80 % de las variedades en estudio.

(MPM) Marcador de peso molecular 20 pb O’Range Ruler DNA Ladder, Thermo Scientific (1)
Ascolana (2) Bosana (3) Canino (4) Carolea (5) Cipressino (6) Coratina (7) Frantoio (8) Grighan (9)
Itrana (10) Leccino (11) Leccio (12) Maurino (13) Moraiolo (14) Pendolino (15) Seggianese (16)
Taggiasca.

Gel de agarosa (3 %) en buffer TBE 1X.

Figura No.18. Perfil de amplificacion para el cebador GAPU103A para las
16 variedades italianas de olivo analizadas en gel de agarosa.

4.2.1. Andlisis de grupos

El andlisis de grupos realizado para la caracterizacion molecular corrobora la
gran variabilidad genética existente en la coleccion de variedades italianas del jardin
de introduccion en INIA Las Brujas. En la Figura No.17 se observa el agrupamiento
obtenido mediante el método UPGMA (Unweighted Pair- Group Method) a partir de
la matriz de distancias de Dice.
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Figura No.19. Dendrograma obtenido a partir de la matriz de distancias de
Dice.

Las ramas largas indican baja similitud genética entre las variedades a
excepcion de Leccio y Leccino. Dicha similitud puede deberse a que son variedades
genéticamente similares (variantes moleculares) o a modificaciones intravarietales por
causa de mutaciones somaticas (ver Figura No.20).

A partir del dendrograma pueden distinguirse dos grupos claramente
marcados. El primero conformado por Pendolino, Leccio, Leccino, Frantoio, Coratina
y Maurino; y el segundo por Canino, Itrana, Carolea, Grignan, Taggiasca, Cipressino,
Bosana, Seggianese y Moraiolo. Ascolana se aparta de los grupos mencionados. En el
primer grupo puede observarse un coeficiente de similitud de 0,4 entre Pendolino,
Leccino y Leccio mientras que entre las otras variedades resulta menor la similitud
genética. En el segundo, la similitud entre variedades varia desde 0,4 a menos de 0,1
lo cual indica una gran distancia genética entre ellas. Se puede concluir que el
agrupamiento mediante el método UPGMA permite mostrar que algunas variedades
estdn genéticamente muy separadas del resto de las de la coleccion de olivos
procedentes de Italia.
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Luego de la correccién por la presencia del cebador reverse M13 se obtuvieron los genotipos 160/204
en la variedad Leccino y 160/208 en Leccio para el par de cebadores sseOeUA-DCA9.

Figura No.20. Perfiles de amplificacion obtenidos mediante el analisis de
fragmentos con el par de cebadores ssrOeUA-DCAY.
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5. DISCUSION

Las caracteristicas morfolégicas y moleculares empleadas en el presente
trabajo, se pueden clasificar en tres categorias. Las morfoldgicas en variables
cualitativas y cuantitativas mientras que las moleculares en discretas. Las morfologicas
cuantitativas resultan faciles de medir y analizar porque permiten examinar los datos de
manera numeérica y las cualitativas no cuantifican sino que se basan en apreciaciones
subjetivas o categorias establecidas segln la variacion de los valores numéricos. El
mayor poder discriminante lo presentaron las caracteristicas cuantitativas, ya que no
varian en funcion del observador. Lo contrario sucedié con las caracteristicas
cualitativas donde por ejemplo, el endocarpo de una variedad puede parecer
“ligeramente asimétrico” o “simétrico” segin el observador que realice el estudio
(Cavagnaro et al., 2001). Estas diferencias pueden deberse por un lado a la
determinacion visual de alguna caracteristica (subjetiva), y por otro lado a que los
criterios de categorias son muy sutiles. Ademas, las diferencias en las fotografias de la
bibliografia son claras y diferenciales (Baccino et al., s.f.). En el caso de este estudio el
entrenamiento previo, con materiales de olivo de diferentes procedencias y
caracteristicas (variedades cultivadas, olivos centenarios de Uruguay y Espafia) ha
permitido minimizar esta limitante, aunque la posibilidad de errores de apreciacion es
inevitable.

En caracteres foliares, se observd gran coincidencia entre el estado mayoritario
para longitud y ancho entre las mediciones realizadas en este trabajo y Mazzalupo
(2012), empleado como material de referencia.

En caracteres del fruto se observé una alta coincidencia para peso, forma, forma
del &pice y presencia de lenticelas, en funcion de los datos existentes en Mazzalupo
(2012). EI mayor poder discriminante (Dj) lo tuvieron el peso (0,691) y forma del fruto
(0,673) lo que puede ser una consecuencia de la seleccion basada en caracteres de interés
agrondmico que se ha realizado en el olivo en el proceso de domesticacion y eleccion de
genotipos como variedades comerciales.

Al contrastar los caracteres del Cuadro No.3 con los provistos por Belaj et al.
(2011) en olivos monumentales de Espafia, se observan diferencias para las tres fuentes
de informacion morfoldgica estudiadas. Las hojas de los olivos antiguos espafioles,
presentan un largo y ancho (4,31 cm y 1,17 cm respectivamente) inferior a los olivos
cultivados (6,8 cm y 1,34 cm respectivamente). La diferencia es mas notoria en fruto y
endocarpo donde la longitud, ancho y peso de los frutos estudiados en este trabajo
presentan los valores 2,12 cm, 1,63 cm y 3,4 gr mientras que en los olivos centenarios
1,13 cm, 0,76 cm y 0,46 gr respectivamente. En los 640 endocarpos estudiados, la
longitud, ancho y peso medio fue de 1,48 cm, 0,84 cm y 0,58 gr respectivamente,
mientras que en los olivos centenarios fueron 0.94 cm, 052 cm y 0,15 gr
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respectivamente. Ademas de revelar la diversidad encontrada en la coleccion de
variedades italianas, el uso de estos descriptores evidencia diferencias no sélo con los
olivos monumentales de Espafia (Belaj et al., 2011), sino también con los olivos
centenarios encontrados en Uruguay (Pereira et al.') y con variedades comerciales
plantadas en todo el pais.> En olivos centenarios de Uruguay Pereira et al.* encontraron
que la longitud media de hoja, fruto y endocarpo fue 5,68 cm, 1,29 cm y 1,03 cm
respectivamente mientras que en este trabajo dichas medidas fueron 6,13 cm, 2,12 cm y
1,48 cm respectivamente. Otros valores cuantitativos a considerar son los encontrados en
variedades comerciales de Tunez donde el peso promedio de fruto fue 2,08 gr y de
endocarpo 0,36 gr (Hannachi et al., 2008). El incremento del tamafio del fruto y la
mejora de la produccion de aceite han sido criterios importantes de seleccion multilocal
durante el proceso de domesticacion del olivo (Belaj et al. 2002, Breton et al. 2006).
Ademas el tamafio de las hojas de variedades comerciales es mayor que en los olivos
mas antiguos (Barranco et al., 2005). Sin embargo, cuando se comparan los datos con
otras variedades mejoradas como las presentadas por Sorkheh y Khaleghi (2016) no se
observan diferencias de consideracion.

Los caracteres de hoja y fruto varian en gran medida con las condiciones
agrocliméticas, y si bien pueden permanecer estables durante afios, pueden sufrir
cambios temporales consecutivos debido a fluctuaciones en el clima, especialmente la
sequedad excesiva. Coupin, citado por Idrissi y Ouazzani (2004), report6 cambios en la
forma del fruto debido al periodo de lluvias anterior. El presente trabajo se realizd
mediante la colecta de hojas y frutos en un solo afio, por lo cual se desconoce la
variabilidad interanual de estos atributos.

La mayoria de los estudios realizados anteriormente han demostrado que, para
una variedad determinada, los caracteres del endocarpo son mas estables que los de fruta
y hoja. La naturaleza del endocarpo muestra una variacion significativa entre las
variedades (Bari et al., citados por Idrissi y Ouazzani, 2004).

Al analizar los fragmentos microsatélites obtenidos se encontré que las
variedades Ascolana, Canino, Carolea, Cipressino, Coratina, Frantoio, Itrana, Maurino,
Moraiolo y Pendolino coincidieron con los de Trujillo et al. (2014). Ademaés, la variedad
Leccio, que en Trujillo et al. (2014) era catalogada como una variante molecular de
Leccino, difirio en el comportamiento de dos cebadores (Cuadro No.5), ssrOeUA-DCA9
(Leccino 160/ 204, Leccio 160/ 208) y GAPU 103A (Leccino 171/ 184, Leccio 171/
188, Cuadro 5).

pereira, J.; Bernal, J.; Martinelli, L.; Villamil, J. J.; Conde, P. Original olive genotypes found in Uruguay
identified by morphological and molecular markers. (en prensa).
*Pereira, J. 2016. Com. personal.
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Por otro lado, por primera vez se analizaron variedades con estos diez pares de
cebadores; Bosana, Grignan, Seggianese y Taggiasca, y ello representa un aporte
sustancial para su identificacion.

Conforme a lo esperado (Breton et al. 2006, Belaj et al. 2007, 2010, Boucheffa
et al. 2017), se detect6 alta diversidad mediante el uso de marcadores microsatélites. El
namero promedio de alelos (12,8) y los valores PIC (0,85) fueron similares a los
encontrados en estudios similares en el Banco de Germoplasma de Cérdoba (14,2 y 0,65
respectivamente, Trujillo et al., 2014). El elevado PIC se explicaria por la utilizacion de
cebadores de alto poder discriminante, anteriormente empleados en el anlisis del Banco
Mundial de Germoplasma.

El andlisis de agrupamiento de clusters UPGMA (Figura No.19) fue altamente
discriminante y Gnicamente Leccio y Leccino mostraron una diferencia reducida en sus
genotipos multiloci (0,8). Las otras variedades se distinguieron claramente y se
encontraron agrupamientos por procedencia geografica: Pendolino, Leccio, Leccino,
Frantoio, Seggianese y Moraiolo de la region Toscana. Esto podria deberse a diversos
factores como la existencia de germoplasma nativo de caracteristicas similares antes del
proceso de domesticacion y a la seleccion con criterios similares a los utilizados para la
obtencion de variedades comerciales. Esto también se observo con las variedades
Canino e Itrana de la zona de Lacio.

Las diferencias entre el nimero de genotipos detectados (128) y el nimero de
estados en descriptores morfoldgicos (62), evidencia la eficiencia de cada tipo de
marcador en la discriminacion varietal en olivos italianos. No obstante, ambas
metodologias permitieron identificar variedades. Por otro lado, si bien ambos tipos de
marcadores han sido suficientes para distinguir estas variedades, el dendrograma basado
en SSR identifico claramente la estructura del germoplasma italiano del jardin de
introduccién de olivos de INIA Las Brujas. La variacion detectada en el ADN con los
microsatélites a menudo no se la correlaciona con la variacién agronémica y fenotipica
(Sorkheh y Khaleghi, 2016).

Sin embargo, a pesar del alto poder discriminante de los marcadores SSR para
detectar variabilidad y relaciones entre genotipos, no deben considerarse como un
sustituto de los descriptores morfo- agrondmicos (Karp et al., 1997). Por ello, resulta
sumamente practico la aplicacion de ambos tipos de marcadores que deben ser
considerados como herramientas complementarias para proporcionar una comprension
mas completa de la diversidad, tanto en las variedades cultivadas como en las
poblaciones centenarias.
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6. CONCLUSIONES

En el trabajo se logro la caracterizacion primaria de las 16 variedades italianas
de olivo del jardin de introduccion de INIA Las Brujas. Tanto la caracterizacion
morfolégica como la molecular, corroboraron la identidad genética de las variedades
presentes y aclararon problemas de sinonimias y homonimias.

Todos los marcadores microsatélites empleados en este trabajo presentaron un
elevado grado de polimorfismo. Los cebadores UDQO99-043, ssrOeUA-DCAY,
ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA3, GAPU101 y ssrOeUA-DCA1L fueron los que
lograron discriminar cerca del 100 % de las variedades.

Las variedades fueron identificadas utilizando diferentes cebadores y se logré
corroborar la variabilidad genética y morfoldgica de una misma variedad de diferente
procedencia (Leccio y Leccino) de acuerdo a las bases de datos morfoldgicas y
moleculares.

De acuerdo al analisis morfoldgico, la variedad Ascolana se identifico como
Ascolana dura o Ascolana semitenera ya que ambas presentan caracteristicas morfo-
agrondémicas semejantes.

La mayoria de las variedades en cuestion coincidieron con la base de datos
mientras que Cipressino, Maurino, Pendolino, Seggianese y Taggiasca fueron
encontradas a través de sus sinonimias: Frangivento, Razzola, Piangente, Olivastra
seggianese y Lavagnina respectivamente.
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7. RESUMEN

La olivicultura se desarrolla en Uruguay desde fines del siglo XVIII, y a partir
del afio 2000 creci6 considerablemente debido fundamentalmente a variedades
introducidas desde la cuenca Mediterranea. En 2002, el Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria comenz6 la instalacion de un jardin de introducciéon de
variedades de diversas procedencias, con la finalidad de evaluarlas agrondmicamente en
las condiciones de nuestro pais. Con el objetivo de asegurar la identidad genética a esas
variedades se realizaron analisis que permitieran corroborar los nombres de las mismas.
Este requisito es corriente en cualquier banco de germoplasma o jardin de introduccion,
a los efectos de darle mayor seguridad a los resultados de las evaluaciones de estos
materiales genéticos, ya que son frecuentes en el proceso de importacion, errores de
etiquetado o nomenclatura. En este trabajo se caracterizaron plantas de dieciséis
variedades italianas de entre trece y diecisiete afios de edad. Se analizaron caracteristicas
morfoldgicas de hoja, fruto y endocarpo en 40 muestras por variedad. Asimismo, se
aplicaron diez pares de marcadores microsatélites disefiados para olivos, evaluados en
otros ensayos realizados en bancos de germoplasma de referencia como los mas
discriminantes para el objetivo propuesto. Los resultados morfoldgicos y moleculares, al
ser comparados con la base de datos del Banco Mundial de Germoplasma de Co6rdoba
(Espafna) y el Catalogo Italiano de Variedades de Olivo, detectaron errores en la
denominacion de algunas variedades que fueron posteriormente corregidos. Esta
caracterizacion brinda mayor certeza a los resultados de las evaluaciones agronémicas
en curso en el Uruguay.

Palabras clave: Olea europaea L.; Caracteres morfoldgicos; Marcadores microsatelites;
Variedades italianas
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8. SUMMARY

Olive plantation has developed in Uruguay since the late 18th. century, but it
has increased significantly during the last 20 years, largely by the introduction of
varieties from the Mediterranean basin. In 2002, the National Institute of Agricultural
Research installed a variety introduction garden with several provenances, for evaluating
them under local environmental conditions. In order to ensure their genetic identity,
morphological and molecular analyses were carried out to validate their identification.
These kind of studies are commonly required for ensuring genetic identity and for
avoiding labeling mistakes in Germplasm banks and introduction gardens. Sixteen
italian varieties between thirteen and seventeen years old were studied. Leaf, fruit and
stone morphological characters were analyzed in 40 samples of each variety. Likewise,
ten pairs of microsatellite markers designed for olive trees were used to perform
molecular analyses in reference germplasm, being known by their high discriminating
ability. Morphological and molecular data were compared to that of World Bank of
Germplasm Database from Cordoba (Spain) and Catalog of Italian Olive Varieties. As a
result, some identification mistakes were observed, which led to further correction.
These data are very helpful to the ongoing agronomical research in Uruguay, since they
bring certainty about results obtained so far.

Key words: Olea europaea L.; Morphological characters; Microsatellite markers; Italian
varieties
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9. ANEXOS

Anexo 1
e CTAB
Para un litro de CTAB Buffer:

-100 ml Tris (Hidroximetil- aminometano) 1M, pH 8,0
-280 ml NaCl 5M

-40 ml EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) 0,5M
-20 gr CTAB

e Preparacion del buffer de extraccion
Para 20 muestras:

-20 ml CTAB Buffer
-0,8 gr PVP
-100 pl 13- mercaptoetanol

e TBE Buffer (10X)

-108 gr Tris

-55 gr Acido Bérico

-40 ml EDTA 0,5M

-1 litro de agua destilada
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Anexo 3

Estados mayoritarios para los caracteres morfoldgicos en hoja.

Caracter morfologico

Largo Ancho Forma
Ascolana Media Media  Elip.-lanc.
Bosana Media Media  Elip.-lanc.
Canino Media Media  Elip.-lanc.
Carolea Media Media  Elip.-lanc.
Cipressino  Media Media  Elip.-lanc.
Coratina Media Media  Elip.-lanc.
Frantoio Media Media  Elip.-lanc.

Grignan Corta Media Eliptica

Variedad

Itrana Media Media Elip.-lanc.
Leccino Media Media  Elip.-lanc.
Leccio Media Media  Elip.-lanc.

Maurino Media Media  Elip.-lanc.
Moraiolo Media Media  Elip.-lanc.
Pendolino  Media Media  Elip.-lanc.

Seggianese  Media Media  Elip.-lanc.
Taggiasca  Media Media Eliptica
Dj 0,128 0,073 0,254

(Elip.-lanc.) Eliptico- lanceolada (Dj) Poder discriminante
Los estados subrayados son los que coinciden con la base de datos descripta por Mazzalupo (2012).




Estados mayoritarios para los caracteres morfologicos en fruto.

Variedad

Ascolana

Bosana
Canino
Carolea
Cipressino
Coratina
Frantoio
Grignan
Itrana
Leccino
Leccio
Maurino
Moraiolo
Pendolino
Seggianese
Taggiasca
Dj

Caracter morfologico

Peso Forma Simetria (A) Forma &pice (A) Forma base (A) DMT (B) Pezdn Lenticelas Tam. lenticelas
Elevado Esférica  Lig. asim. Redondeado Truncada H.base Ausente  Escasas Pequefias
Medio  Ovoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. pice Esbozado Abundantes  Grandes
Bajo Esférica Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Eshozado Abundantes  Pequefias
Muy elevado Owoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Evidente Abundantes  Grandes
Medio Esférica Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Ausente Abundantes  Pequefias
Medio  Alargada Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Ausente Abundantes  Grandes
Medio Owoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. dpice Esbozado Abundantes  Grandes
Medio Esférica Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Esbozado Escasas Peguefias
Elevado  Ovoidal Lig. asim. Redondeado Truncada Centrado Esbozado Abundantes Grandes
Medio Ovoidal Lig. asim. Redondeado Truncada Centrado Ausente  Escasas Pequefias
Medio Owoidal Lig. asim. Redondeado Truncada  Centrado Ausente
Medio Ovoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Esbozado Abundantes  Pequefias
Medio Esférica Lig. asim. Redondeado Truncada H. base Ausente Abundantes Grandes
Medio Ovoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. dpice Ausente Abundantes  Pequefias
Medio Esférica  Simétrico Redondeado Truncada H. base Ausente Abundantes  Pequefas
Medio  Ovwoidal Lig. asim. Redondeado Truncada H. épice Esbozado Abundantes  Pequefias
0,546 0,578 0,394 0,111 0,084 0,615 0,564 0,381 0,527

(A) posicion A (B) posicion B (DMT) diametro maximo transversal (Tam. lenticelas) tamafio de lenticelas

(Lig. asim.) ligeramente asimétrico (H. apice) hacia el apice (H. base) hacia la base (Dj) poder

discriminante.
Los estados subrayados son los que coinciden con la base de datos descripta por Mazzalupo (2012).



