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RESUMEN






La especie Olea europaea L. posee una gran diversidad genética, con un
namero estimado de variedades cultivadas en el mundo superior a 1200. La
exploracion de esta diversidad despierta un creciente interés en campos como la
agronomia, la mejora genética, la industria agroalimentaria y el conocimiento del
genoma de la especie. La identificacion de las variedades de olivo se ha basado
tradicionalmente en esquemas pomoldgicos que emplean marcadores
agronémicos y morfologicos. A estas aproximaciones se ha unido recientemente
el desarrollo de marcadores moleculares, entre los que destacan los marcadores
microsatélites (SSRs). El polen, que constituye el microgametofito de las plantas
espermatofitas, apenas ha sido utilizado para la clasificacion de las variedades de
olivo ya que la mayor parte de los métodos de discriminacion han sido
optimizados en materiales vegetativos diploides, especialmente en hojas. La
identificacion varietal del polen tiene potencialmente numerosas aplicaciones
agrondmicas, biotecnologicas, médicas, evolutivas y agroalimentarias. Es por ello
por lo que en el presente trabajo se pretenden desarrollar y evaluar distintos
métodos de clasificacion varietal a partir de polen de olivo.

Por una parte, se han utilizado distintos métodos de microscopia y de
andlisis morfométrico de las imégenes obtenidas para determinar la variabilidad
de los caracteres mas comunmente utilizados como descriptores palinologicos:
area del grano, su eje polar, su diametro ecuatorial, el grosor de ectexina, capa
basal, endexina, intina, altura de las columelas, distancias entre columelas, altura
del muro, anchura del muro, area de los lumenes y distancias entre elementos
esculturales, asi como la correlacion entre estos parametros y el origen varietal de
las muestras. Los resultados obtenidos han demostrado el potencial considerable
de este método, que constituye una herramienta adicional esencialmente utilizable
en combinacién con otros tipos de marcadores. Asimismo, se ha evaluado de
forma preliminar la utilizacion de la autofluorescencia emitida por la exina en
microscopia confocal también como método discriminatorio adicional no
disruptivo y de facil utilizacion, al no precisar de métodos de preparacion de las
muestras. Por otra parte, se han optimizado los protocolos para la extraccion de
ADN de calidad a partir del polen, y para la posterior amplificacion de SSRs,
demostrandose la eficacia de un panel de 10 marcadores en la identificacién de 26
cultivares de olivo. La comparacion de los perfiles alélicos obtenidos a partir de
muestras suficientemente representativas de polen con aquellos obtenidos a partir
de ADN de hojas de los mismos individuos muestra una practicamente total



identidad. Sobre estas premisas, y con objeto de permitir el desarrollo de futuras
aplicaciones de la discriminacion varietal del polen, ha sido generada una amplia
base de datos de perfiles alélicos en variedades de olivo. Esta base cuenta con
perfiles obtenidos de 183 individuos bien caracterizados varietalmente,
procedentes de colecciones publicas y privadas de diversos origenes geograficos
que incluyen Espafia, Portugal, Italia, Grecia, Tunez etc. El analisis detallado de
esta base de datos ha puesto de manifiesto la gran diversidad genética presente en
esta especie, permitiendo la identificacion de 90 genotipos diferentes, asi como un
namero considerable de confusiones en la identificacion de variedades. También
han sido establecidas las relaciones genéticas entre los genotipos identificados y
han sido detectadas tendencias de agrupacion entre los individuos analizados. La
comparacion entre las anteriores clasificaciones basadas respectivamente en el uso
de pardmetros morfoldgicos del polen y en marcadores SSR indica que los
resultados obtenidos en ambos casos son consistentes, comparables y en muchos
casos complementarios.

Finalmente, en una de las aplicaciones practicas del método SSR en polen se
ha podido identificar con certeza el origen varietal de 8 muestras ciegas de polen
comercial suministrado por una empresa especializada en la fabricacion de
vacunas alergénicas desensibilizantes. Sin embargo, se ha revelado que el método
desarrollado es de momento incapaz de identificar el origen varietal de las citadas
vacunas, dado que incluyen Unicamente trazas de ADN procedente del polen
usado para preparar los extractos. Son esperables futuros desarrollos de la técnica,
asi como numerosas aplicaciones tanto en el olivo como en otras especies, que son
ampliamente discutidas.



RESUME






L’olivier Olea europea L. présente une grande diversité génétique avec plus
de 1200 variétés cultivées. L’étude de cette diversité sollicite de plus en plus
d’intérét notamment dans le domaine de I’agronomie, I’amélioration génétique,
I’industrie agroalimentaire et I’exploration du génome de cette espece.
Traditionnellement, I’identification des variétés d’oliviers a été réalisée par des
méthodes pomologiques fondees sur [I’utilisation d’une série de marqueurs
agronomiques et morphologiques. Ces approches ont été appuyées par des
méthodes moléculaires qui ont été développées plus récemment, notamment les
marqueurs microsatellites (SSR). Le pollen, microgamétophyte des plantes
spermatophytes, a été a peine utilisé pour la classification des variétés d’olivier
étant donné que la majorité des méthodes de discrimination ont été optimisées sur
un materiel végétal diploide, notamment les feuilles. L’identification variétale du
pollen présente plusieurs applications potentielles dans le domaine de
I’agronomie, la biotechnologie, la médecine, I’évolution et I’agroalimentaire.
C’est pour cette raison que la présente étude a été réalisée, visant a mettre au point
et évaluer différentes méthodes de classification variétale a partir du pollen.

D’une part, différentes méthodes de microscopie et d’analyse
morphométrique des images obtenues ont été utilisées pour déterminer la
variabilité existante au niveau d’un nombre de caractéres couramment utilisés
pour la description palynologique: superficie du grain, axe polaire, diamétre
equatorial, épaisseur de la ectexine, couche basale, endexine, intine, dimension
des columelles, distances entre columelles, hauteur du mur, épaisseur du mur et
distances entre éléments sculpturaux, ainsi que la corrélation entre ces parameétres
et I’origine variétale des échantillons.

Les résultats obtenus ont démontré le potentiel considérable de cette
méthode qui constitue un outil additionnel pouvant étre utilisé notamment avec
d’autres marqueurs. En plus, I’autofluorescence émise par I’exine sous
microscopie confocale a été évaluée d’une facon préliminaire en tant que méthode
discriminative additionnelle. Cette méthode est relativement simple et permet de
maintenir I’état parfait des tissus puisqu’elle n’exige aucune méthode de
préparation préalable. D’autre part, des protocoles d’extraction d’ADN de qualité
ont été développés pour I’amplification des SSR postérieurement, démontrant
I’efficacité d’un ensemble de 10 marqueurs pour I’identification de 26 variétés
d’olivier. La comparaison entre les profils alléliques obtenus a partir de I’ADN
des feuilles des mémes individus montre une correspondance presque parfaite. Par



conséquent, une vaste base de données de profils alléliques de variétés d’olivier a
été crée afin de développer de futures applications liées a la discrimination
variétale du pollen. Cette base de données comporte plus de 183 oliviers identifiés
provenant de collections publiques et privées de diverses origines géographiques a
savoir I’Espagne, le Portugal, I’ltalie, la Grece, la Tunisie etc.. L’analyse détaillée
de cette base de données a permis de mettre en évidence I’importante diversité
génétique de cette espece en permettant d’identifier 90 génotypes différents et un
nombre considérable d’erreurs d’identification variétale. Aussi, les relations
génétiques entre les différents génotypes identifiés ont été établies et des
tendances de regroupement d’un nombre d’individus ont été observées. La
comparaison entre la classification basee sur les parametres morphologiques du
pollen et celle basée sur les marqueurs SSR indique que les résultats obtenus dans
les deux cas sont consistant, comparable et souvent complémentaires.

Finalement, on a pu identifier avec certitude I’origine variétale de 8
échantillons de pollen inconnu a usage commercial qui a été fournies par une
entreprise  spécialisée dans las fabrication de vaccins allergéniques
désensibilisants. Cependant, il s’est avéré que la méthode développée est encore
insuffisante pour identifier I’origine variétale de ces vaccins dont le contenu en
ADN se limite a quelques traces d’ADN qui proviennent du pollen utilisé pour
préparer les extraits. On espére introduire une amélioration sur cette technique, et
développer d’autres applications qui ont été discutées et qui pourrons étre
appliquées aussi bien sur I’olivier que sur d’autres espéces.
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1. INTRODUCCION
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I ntroduccién

1.1. Botanica

Olea europaea L. es una especie diploide con 46 cromosomas (2n=2x=46)
(Mindli et al., 2000) y pertenece a la familia de las Oleaceas que contiene 29
géneros (Heywood, 1978). El genero Olea incluye 35 especies entre las que se
destaca la especie Olea europaea L. que incluye €l olivo cultivado y € acebuche
(olivo silvestre). Existe un consenso de que éste ultimo forma la sub-especie
sylvestris mientras que el olivo cultivado constituye la sub-especie sativa. El olivo
se encuentra habituamente en zonas climéticas caracteristicas de la region
mediterranea entre 30° y 45° de latitud en ambos hemisferios. El olivo esta
perfectamente adaptado a habitats de veranos secos y calurosos, siendo capaz de
vivir y producir durante cientos de afios debido a su gran capacidad regenerativa.

Las caracteristicas morfoldgicas del arbol dependen de la variedad, de las
précticas del cultivo y des las condiciones ambientales. Sin embargo, es un arbol
generalmente de tamafio mediano de 4 a 8 m de atura con una copa bastante
densa y un tronco grueso. Las hojas del olivo son persistentes y sobreviven
habitualmente entre dos y tres afios. Son de color verde oscuro y con una cuticula
gruesa en e haz, y de color blanquecino en e envés, donde aparecen numerosos
tricomas. Las flores que estdn agrupadas en inflorescencias pueden ser
hermafroditas, con estambres y pistilos perfectamente desarrollados (flores
perfectas) o bien estaminiferas, constituidas solo por estambres, con un ovario
rudimentario o completamente ausente (flores imperfectas) (Uriu, 1959). El fruto
es una drupa sucul enta altamente oleosa, de color verde al inicio de su formacién
y negro cuando acanza su maduracion completa. Segun las variedades € color en
la madurez puede variar entre rojizo, violeta oscuro y distintos grados de negro.

El sistema radical del olivo esta constituido habitualmente por multiples
raices adventicias que pueden alcanzar profundidades mas 0 menos importantes
segun las condiciones edafo-climaticas de laregion y de laedad del arbol, aunque
en general € olivo se caracteriza por tener raices poco profundas, por |o que es un
arbol gue se puede transplantar facilmente.



I ntroduccién

1.2. Origen y propagacion dd cultivo

Hoy dia existe una gran controversia acerca del origen del olivo (Loukas y
Krimbas, 1983). Probablemente € cultivo de esta especie se origind hacia €l
cuarto milenio a.C. en lazona del Mar Muerto, donde se descubrieron las pruebas
arqueol 6gicas mas antiguas de la existencia de este arbol (Zohary y Spiegel-Roy,
1975). Sin embargo, € descubrimiento en Italia de restos de fosiles de ancestros
del olivo de 1 millon de afios de antigliedad sugiere € posible origen de esta
especie en estaregion del mundo (Kapellakis et al., 2007).

La cuenca mediterranea se sigue considerando e ambito principa y
tradicional del cultivo del olivo y donde se encuentra actualmente el 97% del total
de la superficie dedicada a este cultivo (Rallo, 2005). El centro primario a partir
del cua se empezo a difundir €l olivo se sitta en la orilla este del Mediterraneo
(Besnard et al., 2001a). Sin embargo, existen otros centros secundarios y
terciarios de difusion que aparecieron como consecuencia de la fundaciéon de
varias colonias y de los intensos flujos migratorios asociados a los grandes
imperios que han visto la luz en la cuenca mediterranea (De Graaff y Eppink,
1999). La olivicultura representaba entonces una actividad de gran importancia
paralaeconomiay lapolitica, a parte de ser unafuente considerable de alimento y
de energia. Por lo tanto, € olivo se ha transformado en e arbol cultivado por
excelencia en todo e espacio mediterraneo. Més recientemente, y con €
descubrimiento del nuevo mundo, se amplié el areadel cultivo hacia el continente
americano donde encontré unas condiciones favorables a su desarrollo,
especialmente en paises como Chile y Argentina en e hemisferio sur y California
(USA) en e hemisferio norte. Posteriormente, se ha introducido € olivo en
nuevas zonas como Sudéfrica, China, Japén y Austraia (Civantos, 2004). La
figura 1 representa el esquemade la expansion del cultivo del olivo en el mundo.
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Figura 1. Propagacion del cultivo del olivo en e mundo
1.3. Aparicion y difusion delas variedades de olivo

Las primeras variedades del olivo aparecieron mediante seleccién empirica
de los fenotipos sobresalientes a partir de los bosques de acebuches. Los
olivareros antiguos apreciaban ciertos caracteres tales como e tamafio del fruto, e
contenido graso, la adaptacion a medio y la productividad del arbol. Dichos
agricultores aprendieron a fijar los caracteres de interés en las descendencias
mediante la obtencién de clones a partir de los genotipos seleccionados. La
facilidad de la multiplicacién vegetativa a partir de las plantas madre contribuy6 a
acelerar de la propagacion en esta especie (Rallo, 2005). Posteriormente, las
variedades fueron sometidas a una incorporacion progresiva de genes a partir de
las poblaciones proximas de acebuches mediante el fenébmeno de la introgresion
(Zohary, 1994). El ciclo continuado de seleccion, propagacion e hibridacion con
los acebuches y otras variedades cultivadas ha permitido e aumento continuo del
numero de las variedades del olivo alo largo del tiempo (Figura 2).

Hoy dia, gran parte de las variedades mas antiguas siguen siendo
cultivadas en torno al area donde se generaron por primera vez (Rallo, 2005).
Efectivamente, en algunos casos, la difusion de las variedades tuvo que ser muy
lenta e incluso no tuvo lugar en gran nimero de ellas. Por un lado, la
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multiplicacion del olivo se ha basado hasta épocas muy recientes en métodos
tradicionales de multiplicacion vegetativa, utilizando un material vegetal de gran
tamafio dificilmente transportable en largas distancias, como por gemplo las
estacas lefiosas, las zuecas y las estacas-plantén (Caballero y del Rio, 2004). Por
otro lado, el desconocimiento del comportamiento de las variedades fuera de sus
zonas de origen y la adaptacion de varios cultivares exclusivamente al medio
donde aparecieron ha hecho todavia més dificil la propagacion de muchas
variedades. Por otro lado, 1a baja presion selectiva en los olivares de la mayoria de
los paises oleicolas tradicionales, especialmente en las zonas de bagja intensidad
del cultivo, ha favorecido a que hoy dia siga existiendo una gran diversidad de
variedades en e mundo (Barranco, 2004). Finalmente, la longevidad y la ata
capacidad de rgjuvenecimiento de la especie han contribuido a que sigan
existiendo olivos centenarios e incluso milenarios, impidiendo asi la renovacion
varieta y la expansion de los nuevos cultivares (Civantos, 2004).

Criterios:

' 2 [T - Produccion
2 Seleccion de individuos -
sobresalientes

-Adaptacion

3 Propagacioén

1 Bosques de acebuches

4 Establecimiento
plantaciones de la

variedad

5 Hibridacién natural con
otras variedades o
Acebuches

Figura 2. Esquema del ciclo de seleccion de las variedades de olivo tradicionales
(Adaptado de Rallo, 2005)
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La base de datos de la FAO, desarrollada tras dos revisiones (Bartolini et
al., 1994 y 1998) sefiala la presencia de més de 1200 variedades autoctonas de
oivo en e mundo con mas de 3000 denominaciones distintas
http://apps3.fao.org/wiews/olive/oliv.jsp (FAO, 2010). La presencia de més de
una denominacion por variedad reflgja principalmente e origen tardicional de
dichas denominaciones acufiadas por los agricultores, basandose en caracteres
muy visibles como la forma del fruto, su tamafio o también otras caracteristicas
llamativas (Trujillo y Barranco, 1999). El estudio del patrimonio genético mundial
del olivo ha revdlado la existencia de un nimero importante de errores de
identificacion y de muchas confusiones relacionadas a la presencia de sinonimias
(misma variedad con distintos nombres) y homonimias (mismo nombre para
distintas variedades).

1.4. El cultivo del olivo en € mundo

La cuenca mediterranea sigue siendo indiscutiblemente el ambito principal
de esta especie tanto en términos de superficie como en producciéon. El patrimonio
oleicola mundia se estima en 960 millones de &rboles, plantados sobre 9,5
millones de hectéreas (Civantos, 2004). Con sus tres paises oleicolas tradicionales
(Espania, Italiay Grecia), la Union Europea (UE) se considera €l primer productor
y exportador tanto de aceite de oliva como de aceitunas de mesa. Efectivamente,
segun las medias interanuales del Consgo Oleicola Internacional (COI)
calculadas para € periodo 2004-2009, la UE cubre € 75,8% de la produccion
mundia de aceite de oliva y contribuye e 55,3% del mercado mundia de este
producto (exportaciones) (Consgjo Oleicola Internacional, 2010). Asimismo, la
UE produce & 36,3% del total mundia de aceitunas de mesa, y € 44,3% de su
mercado. Siendo el lider mundial en ambos sectores, Espaia contribuye a nivel
europeo con mas de lamitad de la produccion de aceite de oliva (51,5%) y con un
71,4% de produccion de aceitunas de mesa. Italia es € segundo productor europeo
de aceite de oliva (29,2%) pero se sitla en la primera posicion en cuanto a la
exportacion de este producto (53,6%), considerandose sustancial en producciéon de
aceitunas. A nivel mundial, Tunez ocupa la segunda posicion después laUE en la
produccion de aceite de oliva, con una media interanual de 185.000t. Gran parte
de dicha produccién esta reservada a la exportacién, contribuyendo con 22,6% al
mercado mundial. La produccién de aceitunas de mesa en este pais es de 19.400t
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y apenas satisface e consumo nacional (Consgjo Oleicola Internacional, 2010).
Existen otros paises como Siria y Turquia que se consideran como productores
importantes de aceite de oliva e influyentes en su mercado mundial. Es €l caso
también de Marruecos y Argelia pero con menos importancia relativa. En cuanto
al mercado de aceitunas de mesa, Espafia, Egipto, Turquia, Siria y Grecia son
respectivamente |os primeros paises productores y garantizan ellos solos € 67,3%
del total de la produccion mundia. Las figuras 3 y 4 representan las
contribuciones en produccién, exportacion y consumo de los principales paises
oleicolas principales en los sectores de aceite de oliva y aceitunas de mesa
respectivamente.

DEspafia
Oltalia
OGrecia
OTanez

0 Siria

o Turquia
BMarruecos

DORestos de paises

Produccion Exportacion Consumo
Figura 3. Mercado mundial de aceite de oliva (Consgjo Oleicola Internacional,
2010).

OEspafia
Oltalia
OGrecia

O Siria
BTurquia
BMarruecos

BEgipto

OResto de paises

Produccion Exportacion Consumo
Figura 4. Mercado mundial de aceitunas de mesa (Consgjo Oleicola
Internacional, 2010).
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El olivo se caracteriza por un ciclo de cultivo muy dilatado ya que esta
planta puede tardar bastante en entrar en produccion, sobre todo en las
plantaciones tradicionales, a causa de su extendido periodo juvenil. Por lo tanto,
pueden pasar muchos afios antes de que la plantacion alcance su plena
produccion, aunque luego, la vida productiva del arbol dura muchos afios
(Civantos, 2004). De hecho, las politicas agrarias en los distintos paises
productores se establecieron pensando a largo y medio plazo, lo que ha
contribuido a un incremento lento pero constante de las superficies mundiales
dedicadas a cultivo. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha observado un
incremento més rapido de la produccion debido a las mejoras ddl cultivo.

Actuamente, parte del olivar tradicional se ha transformado en un olivar
moderno con plantaciones jévenes e intensivas conducidas en régimen de regadio.
Este tipo de olivicultura tiene efectivamente una productividad més elevada y
constituye una actividad més rentable para los agricultores. La conversion
progresiva a la olivicultura moderna se esta llevando a cabo en muchos paises
oleicolas tradicionales como Espafia, Italia, Grecia, TuUnez, Turquia etc. Esta
evolucion ocurre de manera proporcional a la abundancia de los recursos
naturales, la capacidad de inversion y € nivel de la tecnologia agricola de los
diferentes paises. Los importantes cambios que ha conocido la olivicultura en las
Ultimas décadas ponen de relieve el tema de |os recursos genéticos. Para adaptarse
a las exigencias del mercado en términos de cantidad y calidad, un cultivo
moderno requiere, por un lado, un material vegetal correctamente identificado y
gue presente un buen potencial agrondmico. De hecho, las exigencias del sector
viveristico y de los mejoradores en relacion a garantizar la autenticidad de las
variedades han aumentado considerablemente durante las Ultimas décadas. Por
otro lado, las plantaciones modernas caracterizadas por ser en su mayoria
monovarietales, han hecho que un nimero considerable de variedades antiguas
sean de poco interés econdmico. Del mismo modo, la presion urbana constituye
una de las causas de la desaparicion de un nimero de arboles centenarios que
pueden ser los Ultimos representantes de algunas variedades muy antiguas. Por |o
tanto, la conservacion de los recursos genéticos constituye una de las prioridades
hoy dia para poder mantener la diversidad genética de esta especie.
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1.5. Identificacion devariedades deolivo
1.5.1. Esquemas pomol ogicos

La caracterizacion e identificacion de variedades de | as especies de interés
agrondmico, entre las que se incluye € olivo, se ha basado tradicionamente en la
utilizacion de esguemas pomoldgicos, empleando un nimero considerable de
caracteres morfoldgicos y agrondémicos (Barranco y Rallo, 1984). Caracteres tales
como € vigor del &bol, la precocidad, la produccion media, la aptitud al
enraizamiento, la susceptibilidad a ciertas enfermedades y plagas etc... han
contribuido a la evaluacion agrondmica de las diferentes variedades. La
utilizacion adecuada de estos criterios agrondmicos requiere un requiere un
nimero elevado de repeticiones en espacio y en tiempo ya que se trata de
caracteres muy influenciados por las condiciones ambientales (Barranco et al.,
2005).

La caracterizacion morfolégica del olivo se ha basado generamente en
marcadores con una elevada capacidad discriminativa, constancia entre los
genotipos idénticos y una baja dependencia de las condiciones ambientales y del
ano (Rallo, 2005). El procedimiento de caracterizacion debe de ser alavez fiable,
rapido y econdmicamente rentable. Los métodos de identificacion morfologica
mas empleados para variedades de olivo incorporan un gran nimero de caracteres
del &bol, del ramo, del fruto, del endocarpo, de la hoja y de la inflorescencia
(Barranco y Rallo, 1984).

Actuamente, e COI adopta un esquema pomoldgico simplificado a partir
del esquema definido por Barranco y Rallo (1984), incluyendo un total de 28
caracteres del arbol, hoja, fruto y endocarpo. Los caracteres del endocarpo son los
de mayor utilidad debido a su menor fluctuacién y facil conservacion (Barranco et
al., 2005).

Los marcadores morfoldgicos y agrondmicos siguen siendo ampliamente
utilizados hoy dia, ya que no requieren medios o tecnologias complicadas y
también son |os Unicos marcadores basados en la observacion directa de la planta.
No obstante, € empleo de dichos métodos presenta ciertas dificultades en la
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evaluacion de muchos de los caracteres como por gemplo en las inflorescencias.
También es notable la influencia de muchos factores sobre las medidas como por
gemplo la edad, € estadio fenoldgico y sanitario de la planta, e manegjo del
cultivo y las condiciones ambientales. Ademas, existe un ato grado de
subjetividad a la hora de hacer la descripcion (Trujillo et al., 2005). De hecho, se
requiere un personal con mucha experiencia, que sea capaz, sobre todo, de
diferenciar entre la variabilidad debida a genotipo en si y aquella debida a la
fluctuaciéon causada por otros factores externos. Dicha experiencia requiere un
largo tiempo de aprendizgje, de modo que la identificacion con este tipo de
marcadores ha llevado en algunos casos a caracterizaciones erroneas (Trujillo y
Barranco, 1999). A pesar de estas limitaciones, se puede decir que los métodos
agrondmicos y morfologicos son muy Utiles para llevar a cabo trabgjos de
prospeccion (Barranco y Rallo, 1984; Barranco y Rallo, 1985; Cimato et al.,
1993; Tous y Romero, 1993; Cantini et al., 1999; Barranco et al., 2000, 2005) y
son necesarios para catalogar o describir un banco de germoplasma (Trigui et al.,
2002; Caballero et al., 2006).

1.5.2. Métodos moleculares

Desde € inicio de su implantaciéon, los marcadores moleculares han
contribuido a un mejor conocimiento de la diversidad genética dentro de la
especie Olea europaea L. Indudablemente, la utilizacion de estos marcadores ha
resuelto numerosos errores debidos a la subjetividad de los caracteres
morfol6gicos y agrondmicos (Hamrick et al., 1992). Los marcadores moleculares
del ADN tales como los RFLP, AFLP, SSR, RAPD etc.., son completamente
independientes de las condiciones ambientales y del afio. Numerosos estudios
previos han demostrado los considerables niveles de polimorfismo gque detectan
estos de marcadores y han sefialado su gran utilidad para los estudios de
identificacion varietal en e olivo (Ganino et al., 2006). Hoy dia, los marcadores
agrondmicos, morfolégicos y moleculares se utilizan conjuntamente para
conseguir una caracterizacion completa y eficiente de las variedades de olivo
(Trujillo et al., 2005).

A continuacién se detallan algunos de los marcadores moleculares que han
sido ampliamente utilizados para la caracterizacion de | as variedades de olivo.
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1.5.2.1. Isoenzimas

La caracterizacion mediante marcadores isoenzimaticos consiste en
distinguir por electroforesis las distintas formas de una enzima codificadas por
diferentes alelos de un mismo gen (Soltis y Soltis, 1989). Existe varios gemplos
de la utilizacion de isoenzimas en la identificacion de las variedades de olivo
(Ouazzani et al., 1996; Trujillo et al., 2005). Se trata de marcadores codominantes
gue permiten distinguir los individuos homocigéticos y heterocigéticos. Ademés,
los isoenzimas se consideran como productos primarios del gen y, por o tanto,
sus patrones son reproducibles y muy poco afectados por las condiciones
ambientales. Desde € punto de vista practico, |a técnica es relativamente sencilla,
rapiday econdémica (Trujillo et al., 1995). Sin embargo, €l principal inconveniente
de este tipo de marcadores es su nivel relativamente bgjo de polimorfismo, que
resulta insuficiente para identificar variedades muy proximas (Liu y Furnier,
1993). Consecuentemente, estos marcadores son hoy dia abandonados para su uso
en laidentificacion de las variedades de olivo.

1.5.2.2. Marcadores de ADN

El estudio de la gran variabilidad existente a nivel de los &cidos nucleicos
tanto en las regiones codificantes como en las regiones no codificantes ha
permitido la caracterizacion de diferencias entre los distintos genotipos. Los
marcadores de ADN han demostrado su gran utilidad en e estudio de la
diversidad genética a niveles intraespecifico e interespecifico (Karp y Edwars,
1997). Ademés, estos marcadores tienen la capacidad de identificar con certeza
las variedades de olivo sin tener que recurrir a estudio de otros caracteres, y
requieren una cantidad escasa de ADN, obtenido a partir de una pequefia muestra
vegetal (generamente tejido de hoja) independientemente de la edad, del estado
de laplanta, de las condiciones ambientales o del afo (Trujillo et al., 2005).

Los primeros marcadores de ADN, usados a partir de los 80 del siglo
pasado, fueron los RFLPs (Restriction Fragment Length Polimorphism), que
permiten detectar diferencias en determinadas zonas del ADN mediante la
utilizacion de distintas enzimas de restricciéon. Las enzimas acttan cortando el
ADN vy permiten de esta manera obtener un patron especifico de cada genotipo
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tras lamigracion en gel. Los marcadores RFLP fueron ampliamente utilizados en
olivo sobre todo para distinguir los olivos silvestres de las variedades cultivadas.
También permitieron determinar el momento de divergencia genética entre los
distintos taxones de la especie Olea europaea L. (Besnard et al., 2001b). Lostipos
de RFLPs maés utilizados fueron los RFLP mitocondriales (Besnard et al., 2002) y
los RFLP cloropastidicos (Lumaret et al., 2000). Generalmente, los RFLP tienen
la ventga de ser codominantes pero presentan también un bago nivel de
polimorfismo y un nimero limitado de alelos por locus. Estos inconvenientes han
limitado €l uso de los RFLPstras la aparicion de latécnicade PCR que dio lugar a
una nueva generacion de marcadores tales como los RAPDs (Random Amplified
Polimorphic DNA), los AFLPs (Amplified Length Polimorphism) y los
microsatélites 0 SSRs (Simple Sequence Repeats). También, existen otros
marcadores que derivan de la misma familia 'y que han sido utilizados en olivo,
como por gjemplo los SCARs (Sequenced Characterised Amplified Region), STSs
(Sequence Tagged Site PCR), SSAPs (Sequence Specific Amplification
Polymorphism) y los ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeats). (Vargas y Kadereit,
2001; Ganino et al., 2006)

A continuacién se detalan agunos de los marcadores de ADN
amplificados por PCR y que han sido frecuentemente utilizados para la
identificacion varietal y el estudio de la diversidad genética del olivo:

v Marcadores RAPDs

Los RAPDs se basan en la utilizacion de cebadores arbitrarios o semi-
arbitrarios de 10 pares de bases (Williams et al., 1990). Este tipo de marcadores
fue ampliamente utilizado en € estudio de los recursos genéticos en numerosas
especies de interés agrondémico (Hormaza, 1996). En olivo, los RAPDs
demostraron también una gran utilidad para la identificacion y la clasificacion de
variedades (Bogani et al., 1994; Belg et al., 2001). También se han utilizado para
el estudio de la variabilidad intra e inter-cultivar (Gemas et al., 2000) y para la
estimacion de las distancias genéticas dentro de y entre las formas silvestres,
asilvestradas y cultivadas de olivo (Sanz-Cortés et al., 2001). Asimismo, dichos
marcadores se utilizaron para la deteccién de la presencia de homonimias y
sinonimias tanto en Bancos de Germoplasma como a nivel industrial (viveros)
(Belg et al., 2004a). Los marcadores RAPD tienen ventajas considerables, ya que
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generan mucha informacién sin requerir una inversiéon elevada ni un conocimiento
previo de la secuencia. Ademés, los RAPDs implican una metodologia
relativamente sencilla y un nimero ilimitado de cebadores. No obstante, estos
marcadores tienen € inconveniente de presentar resultados poco reproducibles y
dificiles de interpretar. Ello requiere ser muy critico y exigente en la
interpretacion de los datos (Trujillo y Barranco, 1999).

v" Marcadores AFLPs

Los AFLPs se basan en la amplificacion de fragmentos de ADN
predigeridos con enzimas de restriccion y unidos a adaptadores especificos. Se
usan cebadores marcados que son selectivos y disefiados para dichos adaptadores.
En olivo se han empleado los marcadores AFLPs en e estudio de la variacion
genética inter y intra-cultivar en variedades de distintas partes del mundo
(Angiolillo et al., 2006; Grati-kamoun et al., 2006). Para la discriminacion entre
los cultivares de olivo y € estudio de la variabilidad intra-cultivar, los AFLPs se
han utilizados también en combinacion con otros tipos de marcadores como los
RAPDs, los SSRs y los caracteres morfologicos (Belgy et al., 2004b;
Hagidimitriou et al., 2005). Los AFLPs presentan un gran polimorfismo y son
capaces de discriminar individuos con mucha similitud genética. Ademas, existe
un numero ilimitado de AFLPs, ya que su desarrollo no requiere un conocimiento
previo de la secuencia. No obstante, los AFLPs presentan una serie de
inconvenientes, como ser marcadores dominantes, generar un coste elevado de
andlisis y necesitar ADN en mayor cantidad y pureza que en € caso de los
RAPDs por gemplo. Ademés, estos marcadores son arduos en poner a punto,
dificiles de interpretar y ligeramente subjetivos.

v" Marcadores SCARs

Tanto los marcadores de tipo SCAR (Paran y Michelmores, 1993), a igual
gue otros marcadores como STSs y SSAPs, se obtienen mediante clonaciéon y
secuenciacion de fragmentos amplificados con algunos de los marcadores citados
anteriormente (RFLPs, RAPDs y AFLPs). Los SCARs son atamente especificos
y menos susceptibles a las condiciones de PCR. Generamente, los marcadores
SCAR son dominantes ya que permiten solamente detectar la presencia o la
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ausencia de la amplificacion. Sin embargo, dichos marcadores se pueden convertir
en marcadores codominantes (Rafalski y Tingey, 1993).

v Marcadores SNPs

Los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) se basan en € estudio de
pequefias diferencias que pueden presentarse a nivel de la secuencia de ADN. Los
SNPs son muy abundantes en el genomay pueden ser extremadamente Utiles para
laidentificacion de las variedades de olivo. Sin embargo, € desarrollo de este tipo
de marcadores requiere un conocimiento previo de la secuencia. Hasta la fecha,
solo se ha podido definir un nimero limitado de marcadores SNPs (Reale et al.
2006, Santos Macedo et a. 2009). El uso de dicho marcadores ha demostrado su
gran utilidad para la identificacion de las variedades de olivo en los bancos de
germoplasma sobre todo cuando se usan conjuntamente con otro tipo de
marcadores de ADN como por giemplo los SSRs (Hakim et a. 2010).

v" Marcadores microsatélites (SSRs)

Los marcadores microsatélites, [lamados también SSRs (Simple Sequence
Repeat) o STRs (Short Tandem Repeat) son motivos repetidos en tandem a lo
largo del ADN (Hamada et al., 1982). Normamente, los microsatélites no son
codificantes y desempefian un papel en la regulacion genética (Hamada et al.,
1982) o actian como sefides en los procesos de conversién genética y
recombinacion (Jeffreys et al., 1985). Los SSRs pueden ser motivos de di, tri,
tetra o penta-nucledtidos, e incluso pueden ser més complejos (Powell et al.
1996). Los SSRs di-nucleotidicos son més abundantes en el genoma (como por
giemplo los motivos de AG/CT) pero son dificilmente interpretados y necesitan
por lo tanto un sistema de separacion eficiente de los alelos para evitar una
identificacion errénea (Amos et al.,, 2007). Sin embargo, € principa
inconveniente de los marcadores microsatélites es la labor y e coste bastante
elevados que requiere € desarrollo de los cebadores.

Los marcadores SSR han sido ampliamente utilizados tanto en olivo como
en otras especies vegetales para la caracterizacion varietal, para €l estudio de las
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relaciones genéticas y para € andlisis de paternidad (Lacape et al., 2007).
Actualmente, la técnica SSR se considera como una herramienta de confianza
para la identificacion y la caracterizacion varieta en e olivo ya que se ha
demostrado su utilidad en un nimero importante de estudios que incluyen las
caracterizacion de numerosos gemplos y diversas coleccion de germoplasma
(Rallo et al., 2000; Bandelj et al., 2002; De la Rosa et al., 2002; Khadari et al.,
2003; Belg et al., 2004c; Montemurro et al., 2005; Baldoni et al., 2006; Diaz et
al., 2006a; Ganino et al., 2007; Noormohammadi et al., 2007; Rekik et al., 2008;
Taamalli et al., 2008).

Los marcadores SSRs han contribuido a estudio de las relaciones
genéticas dentro de la especie (Carriero et al., 2002; Belg et al., 2003), a estudio
de la genética de poblaciones (Breton et al., 2008), a la caracterizacion de la
variacion intra-cultivar (Cipriani et al., 2002; Noormohammadi et al., 2007), y
también a la realizaciéon de pruebas de paternidad en progenies procedentes de
cruzamientos controlados entre cultivares de olivo (De la Rosa et al., 2004). Los
microsatélites han demostrado también su utilidad en la evaluacion de la
transferencia de estos marcadores a otras especies del género Olea (Rallo et al.,
2003) o de otros géneros de la familia Oleaceae (De la Rosa et al., 2002).
Recientemente se han identificado regiones de SSR cloroplastidico en olivo que
pueden ser usados como marcadores capaces de discriminar entre las variedades
(Mariotti et al., 2010)

Algunos estudios han revelado la gran eficacia de los marcadores SSRs en
la identificacion y la caracterizacion de las variedades de olivo, comparados con
otros tipos de marcadores (RAPDs y AFLPs). Dichos estudios se han basado en la
evaluacion del nivel de informacion, de su eficiencia en estudios de variabilidad
genética 'y en € establecimiento de las relaciones genéticas (Belg et al., 2003).
Debido a ndmero importante de marcadores SSRs disponibles actualmente para
el olivo, se han llevado a cabo estudios para seleccionar una lista de microsatélites
eficientes basdndose en su reproducibilidad, su poder discriminativo y €l nimero
de alelos amplificados (Baldoni et al., 2009). Estos trabajos permitieron
recomendar un conjunto de 11 SSRs, seleccionados para su uso en un sistema
universal de identificacion y caracterizaciéon de variedades de olivo. Muchos de
estos marcadores han sido utilizados para caracterizar gran parte del banco de
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germoplasma de Boughrara-Sfax (Tunez) (Fendri et al., 2010). Dicho trabagjo ha
sido e precursor de la base de datos de identificacion de variedades (en los
resultados se describe en detalle esta base de datos), establecida para la
identificacion de las variedades de olivo.

A partir de los marcadores SSRs, se han desarrollado otros tipos de
marcadores llamados ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) mediante el anclaje
de cebadores especificos para dichas repeticiones (Zietkiewicz et al., 1994). Los
ISSR son fragmentos de 100 a 3000 pb situados entre las regiones microsatélites.
Mediante amplificacion con PCR, estos marcadores generan simultaneamente
entre 10 y 60 fragmentos, correspondientes a muiltiples loci. Este tipo de
marcadores ha sido utilizado tanto para la discriminacion entre variedades de
olivo (Pasqualone et al., 2001), como para € estudio de las relaciones genéticas
dentro de la especie Olea europaeea L. (Vargas et al., 2001).

1.5.3. ldentificacion varietal en muestras agroalimentarias

El mercado del aceite oliva supone hoy en dia un intercambio considerable
entre |os paises productores, con importantes cantidades de aceite que se vendn a
granel. Las nuevas exigencias del mercado en términos de la diversidad de los
productos y su trazabilidad suponen un creciente interés para la identificacion del
origen varietal del aceite comerciaizado, especiamente para las denominaciones
de origen protegidas (DOPs). Los métodos quimicos clasicos basados en €
andisis de los é&cidos grasos y otros componentes como los metabolitos
secundarios no son suficientemente eficaces para identificar €l origen varieta del
aceite de oliva (Ollivier et al., 2003) aunque algunos casos estan a canzando cotes
de gran fiabilidad (Dupuy et al., 2005). Es por tanto aconsgjable la utilizacion de
métodos complementarios, como aquellos que utilizan marcadores moleculares
amplificados a partir de trazas de ADN presentes en e aceite. Entre los
marcadores utilizados figuran los RFLPs, AFLPsy SSRs (Ben Ayed et al., 2009).
También, se han utilizado otros tipos de marcadores como los SNPs y los SCARs
para e mismo fin (Consolandi et al., 2007; Pafundo et al., 2007). Actual mente,
los SSR se consideran unos de los marcadores mas fiables utilizados para la
identificacion del origen varietal del aceite de oliva (Breton et al., 2004) y se han
adaptado métodos de extraccion para obtener una cantidad suficiente de ADN
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para llevar a cabo dicho tipo de andlisis (De la Torre et al., 2004; Muzzaupo et
al., 2007). La metodol ogia es especia mente recomendable para identificar aceites
de oliva monovarietales (Alba et al., 2009) y especialmente para aceite de oliva
deshuesada (Doveri et al., 2006).

De forma andloga a aceite se han llevado a cabo andlisis de SSR sobre
aceituna aderezada con el objetivo de identificar €l origen varietal de las aceitunas
de mesa comerciaizadas (Mahious, 2010). En este estudio, se han seleccionado 7
marcadores SSR para el control de trazabilidad de |a aceituna de mesa espafiola.

1.5.4. Identificacion varietal en tgjidos haploides

En genera, los estudios de identificacion varietal mediante métodos
moleculares han tenido por objetivo determinar €l origen varietal, conservar las
variedades en bancos de germoplasma y estudiar las relaciones genéticas entre
ellas. Estos estudios llevados a cabo en olivo y en otras especies de interés
agrondmico han sido enfocados hacia aspectos relacionados con la agronomiay €l
manegjo de los recursos naturales por 1o que se han utilizado de forma clasica en
tegjidos vegetativos como la hoja, para los cuales la metodologia ha sido adaptada
con total eficiencia. El andlisis de tejidos haploides del olivo como se indica en
este trabgjo, ofrece una serie de posibilidades y aplicaciones adicionales de las
que existen algunos antecedentes. Como aplicaciones relacionadas, los
microsatélites han sido usados para identificar genotipos de olivo como donadores
potenciales de polen en una plantacion comercial en un contexto de polinizacién
libre (Mookergee et al., 2005). En este caso, los microsatélites fueron
determinados en los embriones de olivo resultado de los cruzamientos. Son
escasos | os estudios que utilizan marcadores moleculares paraidentificar €l origen
varietal del polen. Una metodol ogia basada en |a utilizacion de marcadores RFLPs
ha sido propuesta para la identificacion de varias especies (Eliet y Harbison,
2006). En Magnolia obovata Thunb, se ha podido amplificar ADN procedente de
granos de polen individuales mediante marcadores microsatélites (Matsuki et al.,
2007) y un estudio parecido ha sido Ilevado a cabo mediante marcadores RAPDs
en Solanum (Naseer Aziz et al., 1999). El andlisis de los microsatélites en Pinus
sylvestris L. permitié identificar muestras de polen fésil y establecer las relaciones
genéticas con las poblaciones actuales de esta especie (Parducci et al., 2005);
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también se ha realizado alguna aplicacion forense, que ha permitido determinar
zonas de crimenes mediante la identificacion del origen del polen encontrado en
ellas (Craft et al., 2007). Segun nuestro conocimiento no hay referencias que
describan la identificacion del origen varietal del polen de olivo mediante
marcadores moleculares.

Los granos de polen son haploides y presentan individuamente una
informacion genética no idéntica a la planta madre, como resultado de poseer un
anico complemento cromoosdémico, rsultante de la recombinacion generada en la
meosis. Sin embargo, en una poblacion suficientemente representativa de granos
de polen, todas las posibilidades de segregacion estarian representadas, por 1o que
dicha poblacion incluirialainformacion genética completa de |a planta madre. Por
lo tanto, se podria identificar €l origen varietal de una muestra de polen que
contiene millones de granos, siempre que se obtenga ADN a partir de este tgjido.

1.6. El polen del olivo
1.6.1. Reproduccion sexual y gametogénesis masculina en € olivo

El grano de polen es una estructura fundamental del ciclo de vida de las
plantas con semillas entre los cuales €l olivo, y corresponde al microgametofito o
gametofito masculino. Su formacion tiene lugar en la antera, que es la parte del
estambre donde tiene lugar la microsporogénesis, fendmeno que constituye la
primera etapa de la gametogénesis y que lleva a la formacion de las tétradas a
partir de las células madres del polen. Inicialmente, € telido esporégeno de la
antera se divide mediante mitosis para constituir una masa compacta. Tras
acanzar un nimero determinado de células madres del polen, comienza la
meiosis, mediante la cual se pasa de la generacion esporofitica diploide a la
generacion gametofitica haploide (microsporas y granos de polen). La primera
division meiética dalugar a 2 células hijas denominadas diadas, y a continuacion,
tras una interfase muy breve en la que no tiene lugar sintesis de ADN, ocurre la
segunda division meidtica, que finaliza con la formacion de cuatro microsporas
haploides rodeadas por una pared de calosa (tétrada). En esta fase se inicia la
formacién de la pared propia de la microspora o primexina. Su desarrollo corre
paralelo a de la microspora y se va transformando en una pared gruesa bien
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estructurada, caracteristica de la exina o pared del grano de polen maduro. La
siguiente etapa de la microsporogénesis consiste en la degradacion de la calosa
bajo la accidn de una calasa sintetizada a nivel del tapetum (tejido poliploide con
un elevado metabolismo y funcion nutricional y protectora de las células madre
del polen). Las microsporas de la tétrada una vez libres en €l |6culo gracias a la
degradacion de la pared de calosa bajo la accidn de una calasa sintetizada en €
tapetum, aumentan rdpidamente su volumen y entran en un largo periodo de
interfase. En esta fase empieza la microgametogénesis que incluye una division
asimétrica para generar las denominadas. célula vegetativa y célula generativa;
ambas con tamario y funciones desiguales. En olivo, como en diversas especies, €l
grano de polen se mantiene con esta estructura celular (polen bicelular) mientras
gue en otras especies, tiene lugar una segunda division simétrica que origina dos
nucleos epermaticos (polen tricelular). Durante la microsporogenesis tiene lugar la
formacion de la pared del polen maduro (exina). En general, cada grano de polen
incluye toda la informacion genética necesaria para determinar un organismo
haploide y también tiene la capacidad de formar un cigoto tras la unién con €l
gameto femenino (Johri, 1984).

El grano de polen de olivo maduro tiene un diametro de 19 aidly su
forma puede variar segun € grado de hidratacion que presente, siendo méas o
menos ovoide hasta tener la forma de un tetraedro. La elevada cantidad de granos
de polen en las anteras, y € gran nimero de flores e inflorescencias en €l arbol en
el caso del olivo, compensa la gran pérdida de polen durante su transporte a través
del aire. El gametofito masculino (polen) ha sido objeto de numerosos estudios en
el olivo (Rodriguez-Garcia et al., 1989, 1990; Olmedilla et al., 1997; Alché et al.,
1999) debido a papel crucial que desempefia durante la fecundacién y por tanto
en la formacion del fruto. El fendmeno de autocompatibilidad / incompatibilidad
es de crucial importancia ya que afecta a |os porcentajes de fructificacion. En €
caso del olivo hay controversia en esta materia (Cuevas 2001; 2005, Diaz et al.
2006b). Las interacciones polen-pistilo regulan la reaccion de compatibilidad /
incompatibilidad y por eso su estudio es clave para elucidar estos procesos.

La reproduccion sexual dd olivo tiene lugar en las flores perfectas,
constituidas por los estambres y e pistilo. Tradicionalmente, se ha considerado
gue € olivo es una especie autégama (Riera, 1950). Sin embargo, existen pruebas
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de que la incorporacion de distintas variedades en un disefio de plantacién
aumenta la productividad del olivo, lo que indica que es una especie
preferentemente aldégama (Cuevas, 2005). Los granos se transportan de forma
anemdfila preferencialmente, hasta depositarse sobre € estigma cuya superficie
viscosay papilosa permite la germinacion y crecimiento del tubo polinico a través
de las papilas estigméticas, del estigma, € tejido transmisor del estilo y € ovario
hasta llegar a saco embrionario donde ocurre la doble fecundacion. Tras la
liberacion de las células esperméticas, tiene lugar la fusion del nacleo de uno de
las dos células gaméticas con €l delaovocéulay € delaotra célula gamética con
los dos nucleos polares de la célula central. La primera fusion dalugar a un cigoto
diploide o embrion, cuyo posterior desarrollo da lugar a la nueva planta. La
segunda fusion produce un endospermo triploide que se transformara en un tejido
acumulador de reservas necesarias para € desarrollo del embrién. El conjunto de
embridn y endospermo se conoce como semilla

Los caracteres morfolégicos del polen en las planas con semilla, y en
particular los de la esporodermis, han sido exitosamente utilizados para la
clasificacion de las especies vegetales (Martens y Fretz, 1980), especiamente las
especies con interés agronomico (Fogle, 1977). Gracias a dichos marcadores
morfoldgicos, se ha podido discriminar variedades dentro una misma especie
basandose sobre todo en los caracteres discriminativos de la exina. En € olivo, se
empezaron los primeros intentos del uso de caracteres del polen para la
identificacion de un nimero de variedades (Rosdlli, 1979). Posteriormente, los
caracteres ultrastructurales de la pared del polen han sido repetidamente utilizados
por diversos autores para la discriminacion varietal de esta especie, demostrando
su utilidad en dicho campo (Pacini and Vosa, 1979; Lanza et al., 1995, 1996;
Javady and Arzani, 2001). La mayoria de estos trabajos se han basado en las
diferencias en la dimensién de los granos y |as diferentes estructuras de la pared,
observadas mediante el microscopio electronico de barrido (MEB). Sin embargo
las diferencias internas de la estructura de la pared que se pueden analizar
mediante e microscopio electronico de transmision (MET), apenas han sido
exploradas hastala fecha (Rejon et al., 2009; Ribeiro et al., 2010).

La autofluorescencia de los tgjodos y las células es una caracteristica
intrinseca debida a la presencia de moléculas endégenas como los aminoécidos
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arométicos, los lipopigmentos, las coenzimas como la piridina (NADPH) y flavina
(FADH2), que emiten florescencia cuando se excitan con luz ultravioleta (Chance
et al., 1962; Benson et al., 1979). La autofluorescencia en las células vegetales es
debida fundamentalmente a la presencia de la clorofila en los cloroplastos y la
lignina en las paredes celulares secundarias (Krause et al., 1991). De forma
similar a otros tejidos vegetales, €l polen también emite autofluorescencia debido
a la presencia de componentes como los carotinoides, fenoles y terpenos
(Roshchina et al., 1998) gque se encuentran unidos a la exina. La emision de
autofluorescencia ha sido utilizada para evaluar la sensibilidad del polen a
factores ambientales como ozono y peréxidos, para estudios de la retencion del
polen en estigma (Weinbaum et al., 198), para monitorizar €l desarrollo del polen
(Willemse, 1972; Audran y Willemse, 1982), o simplemente para contar los
granos de polen (Fonseca et al., 2002; Suzuzi et al, 2005). Los niveles de
autofluorescencia del polen cambian durante su ontogenia y envejecimiento y ha
sido correlacionados con su viabilidad por diversos autores (Roshchina et al.,
1997). Algunos estudios pioneros han descrito la clasificacion taxondémica de
diferentes especies de gramineas basdndose en € color fluorescente emitido por €
citoplasmay laexinaasi como laintensidad media de ésta (Driessen et al., 1989).
Recientemente, € polen de nueve especies diferentes ha sido identificado
mediante e andlisis de las caracteristicas del tamafio y la relacion entre los
espectros de emision en la region del azul y e rojo (Mitsumoto et al., 2009).
Hasta la fecha, no se ha encontrado en la bibliografia ningun estudio que utilize
esta propiedad del polen para la identificacion de variedades dentro de una misma
especie. En olivo, agunos trabgjos han utilizado que utilizan el microscopio
confocal para medir la forma de los granos de polen y redizar la discriminacion
varietal (Rgdn et al., 2009).

1.6.2. Lapared del polen del olivo

Existe una gran confusion en la terminologia de la pared del polen debido
a gue las primeras observaciones se iniciaron con € microscopio optico y
posteriormente se incorpord la microscopia electronica de transmision y de
barrido. Esto dio lugar a varias interpretaciones y una diversificacion de la
terminologia de los distintos autores (Heslop-Harrison, 1979). En este estudio
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hemos adoptado el sistema establecido por Skvarla'y Larson (1966) representado
enlafigurab.

La exina y la intina constituyen los dos componentes principales de la
pared del polen en oel olivo como en las otras especies y se distinguen por su
naturaleza quimica, su morfologia y su forma de desarrollarse (Heslop-Harrison,
1975). La exina es la capa exterior de la pared del polen que presenta numerosas
ornamentaciones y estd compuesta mayoritariamente por esporopolenina. La
exina, a su vez, se diferencia en endexina, capa basal, columeas o baculas, y
téctum, que es el resultado del engrosamiendo terminal de las columelas o baculas
y que puede llegar a hacerse mas 0 menos continuo y cubrir la parte externa de la
exina. En el caso del olivo e téctum no es continuo y por eso se dice que la exina
es semitectada. El téctum presenta ciertos elementos externos esculturales. El
conjunto de capa basal, baculas y téctum también es conocido como ectexina. Con
el microscopio electronico de barrido se puede apreciar la estructura reticulada de
la exina constituida por lo que se denomina muro que corresponde al téctum y que
incluye en su parte mas exterior los elementos esculturales. Las superficies que se
encuentran entre los muros se denominan limenes. La exinadel olivo puede tener
un espesor de 3-4 um y juega un papel importante de prota@ai del grano de
polen. La esporopolenina gque la constituye es un polimero que le confiere una
particular resistencia a la biodegradacion, conservando la integridad del grano
(Johri, 1984). Laintina consiste en la capa interior en contacto con el plasmalema
gue se puede considerar propiamente la pared primaria de la céula, por su
composicion de hemicelulosa y pectinas (Heslop-Harrison, 1968; 1982). A nivel
ultraestructural presenta una matriz fibrilar. La intina ocupa la parte més interna
de la pared del grano de polen y juega un papel primordial, contrariamente a la
exina. En su parte més externa, la intina presenta un ato contenido de
polisacéridos acidos (pectinas) mientras que en su parte interna es de naturaleza
celulosica. (Shivannay Johri, 1985).
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Figura 5. Composicion de lapared del polen (Skvarlay Larson, 1966)

Los granos de polen del olivo poseen tres aperturas germinales por donde
emerge €l tubo polinico durante la germinacion. En lazona de la apertura, laexina
se reduce y puede desaparecer completamente mientras que la intina aumenta de
grosor en esta zona y presenta unos tubulos o proyecciones del plasmalema hacia
el exterior (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1988). Por el contrario, las estructuras
de la exina y de la intina no varian en las zonas intermedias situadas entre las
aperturas del grano.

1.6.3. El polen de olivo como vector de aérgenos y su utilidad en la preparacion
de vacunas

El polen maduro de olivo contiene una elevada cantidad de proteinas, que
también se conocen como alérgenos por su capacidad de causar aergias (Blanca
et al., 1983, Rodriguez et a. 2001). La aergia es una reaccion exagerada del
organismo cuando se enfrenta a un cuerpo extrafio denominado sustancia aérgica
0 aérgeno, identificado como agresivo para €l organismo. La reaccién alérgica se
caracteriza por dos etapas fundamentales: la sensibilizacion y la provocacion, tras
los cuales aparecen los sintomas generales como pueden ser larinitis, la urticaria,
la conjuntivitis o incluso otros sintomas més graves como & asma o |os trastornos
gastrointestinales, pudiendo llegar a causar un choque anafilactico. Existe una
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multitud de aérgenos de diversos origenes y formas (International Union of
Immunological Societies, 2010) entre los cual es destacan |os del polen de diversas
plantas con flor, que constituyen uno de los vectores causantes de aergia mas
importantes.

El polen del olivo es una de las causas principales de la alergia respiratoria
estaciona (hipersensibilidad tipo 1) en paises del area mediterranea, donde este
arbol se cultiva masivamente (Bousquet et al., 1985). La dergiaa polen de olivo
puede ser diagnosticada a través de ensayos clinicos como los SPTs (Skin Prick
Tests), redlizados tanto de forma dérmica o intradérmica, o gracias a las pruebas
RAST (Radio Allergosorbent Test), o también a través de pruebas de liberacion
de histamina asi como pruebas de provocacion conjuntival, bronquial o nasa
(Beers y Berkow, 1999). Cuando la exposicion del paciente al agente alérgico no
puede ser reducida (como puede ocurrir con algunos pélenes), es recomendable
para NUMerosos pacientes un tratamiento mediante inmunoterapia con alérgenos a
parte de la medicacion sintomética tradicional. Dicho tratamiento inmunol égico,
también denominado como hiposensibilizacion, desensibilizacion o vacuna con
alérgenos, se basa en la inyeccion repetida de una dosis progresiva del mismo
alérgeno. Existe una gran variabilidad en cuanto ala composicion de los alérgenos
y lareactividad de los sueros de pacientes frente a polen procedente de distintas
zonas geogréficas y de digtintas variedades de olivo (Bousguet et al., 1985;
Waisd et al., 1996; Castro et al., 2003). Actuamente, existen diversas empresas
especializadas en la fabricacion de vacunas contra la alergia estaciona causada
por e polen del olivo y también se han comercializado vacunas especificas
adaptadas a las variedades cultivadas en la zonas principales del cultivo, como
Picual y Hojiblanca (Alché et al., 2003). Sin embargo, en gran parte de los casos,
las vacunas suelen prepararse a partir de polen comercial de origen varietal
desconocido. Por eso es importante desarrollar métodos sencillos y efectivos para
identificar su procedencia. Como se muestra en este trabgo, los microsatelites
pueden representar una herramienta potente y eficaz para la identificacion del
origen varietal del polen utilizado en |afabricacion de vacunas.
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Objetivosy justificacion del trabajo

La exploracion de la diversidad genética en € olivo ha sido hasta ahora
orientada hacia la identificacién, la conservacion y la mejora de las variedades asi
como a estudios evolutivos y € conocimiento del genoma de esta especie. Para
ello se han desarrollado diferentes métodos de identificacion varieta que hasta
ahora han implicado especiamente el analisis pomol 6gico de la planta completa o
sus organos (principamente los endocarpos) y € sondeo del ADN de
complemento diploide mediante varios tipos de marcadores mol ecul ares.

El enorme potencial que poseen los sistemas reproductivos de las plantas
(y especialmente el grano de polen) en areas tan dispares como € desarrollo de
précticas agronOmicas novedosas, la meora genética, la biotecnologia, la
medicina, e andlisis filogenético o incluso la aimentacion, nos ha hecho
plantearnos la posibilidad de extender e uso de métodos de discriminacion
varietal a este material vegetal. Para ello hemos considerado preciso adaptar los
métodos de andisis existentes y desarrollar nuevos métodos de exploracion, asi
como comprobar su utilidad potencial en algunos modelos de uso. Se han
planteado por tanto |os siguientes

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer un sistema de clasificacion varietal basado en e andlisis de
parametros morfol 6gicos del polen de olivo.

2. Gengrar una amplia base de datos de microsatélites en variedades
representativas de olivo de diversas procedencias geogréficas a partir de tgjidos
somaticos.

3. Desarrollar un método de identificacion del origen varietal del polen de olivo
basado en € uso de marcadores microsatélites y establecer comparaciones

entre los perfiles esporofiticos y gametofiticos.

4. Evaluar la utilidad potenciad del método desarrollado en dos supuestos
précticos.
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3.1. Origen delas muestras de olivo estudiadas

En este estudio, se han analizado un total de 183 individuos de olivo

procedentes de colecciones de germoplasma (Figura 6). De ellas se han analizado
84 individuos de la coleccion de Boughrara-Sfax |lamada también Conservatorio
Nacional del Olivo de “Boughrara’- Sfax y que incluye variedades autoctonas
principalmente del sur de Tunez que han sido introducidas en dicho banco de
germoplasma tras un programa nacional de prospeccion de recursos genéticos del
olivo. Se han analizado 27 individuos de la coleccién del centro “Venta del
Llano” del Ingtituto de Investigacion y Formaciéon Agraria 'y Pesquera (IFAPA)
DE LA Junta de Andalucia situada en Mengibar que incluye un numero
considerable de variedades de olivo espafiolas y también de variedades del resto
del mundo. También, se han identificado 11 individuos de la coleccion del
Instituto Nacional de Recursos Biologicos (INRB) situada en laregion de Elvas y
gue incluye un nimero importante de variedades de olivo cultivadas en Portugal,
ademés de algunas otras variedades del mundo.
Asimismo, se ha analizado la coleccion situada en la sede del Instituto en
Formacion de Nutricién Animal (IFNA) que estd compuesta por 14 individuos, asi
como un numero de individuos procedentes de plantaciones privadas, en Granada
que incluyen 25 individuos de Guejar Sierra, 7 de Pinos Puente y 5 de Santa Fé.
También se han anaizado 10 individuos procedentes de una plantacion privada
situada en Serpa (Portugal).
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CIFA Jaén Es

v W .

Boughrara Sfax Tunez

INRB Elvas Fortugal

Figura 6. Localizaci n de los bancos de germoplasma analizados.
3.2. Material vegetal estudiado
3.2.1. Recoleccion de hojas parala extraccion de ADN genémico

Se recolectaron muestras de brotes jévenes de 25 cm de longitud con
suficientes hojas jovenes. Todas las muestras se envolvieron en papel humedecido
en agua para evitar su deshidratacion. Posteriormente, las hojas fueron
transportadas a laboratorio lo més répidamente posible en bolsas de pléstico
cerradas herméticamente para poder redlizar la extraccion de ADN sobre un
material fresco.

3.2.2 Polen
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Se colocaron bolsas de papel especialmente adaptadas para |a recoleccién
de polen en los arboles de cada una de las variedades que se pretendia analizar, en
el estadio denominado “flor abierta, anteras turgentes’ previo a la dehiscencia de
laantera. Después de 3 a5 dias, se quitaron las bolsas, y que fueron transportadas
en condiciones Optimas para evitar la hidratacion del polen. En e laboratorio, las
muestras fueron purificadas separadamente unas de otras para evitar la
contaminacion: Para ello se utilizaron tamices secuenciamente de 150 y 50 pm.
Tras amacenar en viales y congelar en nitrogeno liquido, los viales fueron
conservados a-80°C.

También se han suministrado 9 muestras ciegas de polen de la empresa
Inmunal S.A. (Madrid, Espaia) sin precisar su origen varietal, ni su procedencia
geogréfica. Solo se proporcionaron codigos de 1 a 9 para las muestras.
Posteriormente, y después de llevar a cabo € andlisis y entregar un informe de
identificacion para dicha empresa, se obtuvo unatabla de identificacion del origen
varietal de cada unade las muestras.

3.2.3 Vacunas paralaextraccion de ADN

La empresa Inmunal S.A. (Madrid, Espafia) suministr6 8 muestras ciegas
de vacunas desensibilisantes a polen de olivo, supuestamente de distintos
origenes varietales. Dichas vacunas fueron numeradas con cddigos de 1 a 8. Tras
el andlisis varietal y la entrega de un informe de identificacién se obtuvo la tabla
correspondiente de origen varietal .

3.3. Analisis compar ativo de los car acter es morfol gicos del grano del polen

Para estudiar las diferencias potenciadles en e tamario de los granos de
polen entre las distintas muestras se midi6 e area, lalongitud y la anchura de los
granos bajo un microscopio optico LM Zeiss Axioplan. La observacion y andlisis
de los caracteres ultrastructurales de la pared del grano (Figura 7): intina,
endexinag, estrato basal, ectexina, columelas y distancias entre columelas, fue
llevada a cabo en microscopio €electronico de transmision JEOL modeo
JEM1011. Los caracteres de la exina, como son la altura y anchura del muro o
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téctum, € éarea de los lUmenes y las distancias entre elementos esculturales
(Figura 7) fueron examinados en microscopio electronico de barrido FEI modelo
QUANTA 400 FEG ESEM / EDAX PEGASUS X4.

Para las observaciones € microscopio Optico, las muestras de polen
recolectado se colocaron directamente entre portaobjetos y cubreobjetos y fueron
analizadas con un objetivo de 20X. Las imégenes furon obtenidas usando una
camera ProgRes ¢3 JENOPTIK (Germany).

Las muestras de polen observadas bajo e MET fueron preparadas
mediante una fijacion con glutaraldehido a 2% y paraformaldehido a 4% en
tampon cacodilato sodico 0,05M (pH 7,2) durante 12 horas a4 °C (con agitacion).
Tras redizar 3 lavados de 30 min (4 °C), las muestras fueron sometidas a una
post-fijacion con tetréxido de osmio a 1% en tampon cacodilato sodico 0,05M
(pH 7,2) durante 3 horas a T2 ambiente, con agitacién. Nuevamente, se realizaron
tres lavados con tampoén cacodilato sodico 0,05M (pH 7,2), los dos primeros de 30
min de duracién y e ultimo prolongado durante toda la noche. La siguiente etapa
consistio en la deshidratacion de las muestras, realizando cambios sucesivos en:

= Etanol 30% durante unahoraa4 °C.

= Etanol 50% durante unahoraa4 °C.

= Etanol 70% durante todala noche a4 °C.

= Etanol 90% durante unahoraa4 °C.

= Etanol 100% durante una o dos horas a4 °C.

Seguidamente se hicieron incubaciones en:

= Oxido de propileno durante 5 min.

= Oxido de propileno: EPON (3:1) durante una hora.

= Oxido de propileno: EPON (1:1) durante todala noche a4 °C.

= Oxido de propileno: EPON (1:3) durante una hora

» Epén puro durante 12 horas a 4 °C antes de incluir la resina en
capsulas de gelatinay polimerizar a 60 °C durante 48 horas.
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Los cortes de las muestras incluidas en las capsulas se realizaron con un
microtomo ULTRACUT R (LEICA), primero utilizando una cuchilla de vidrio
para obtener cortes semifinos de unas 2 pum y depositarlos en un portaobjetos,
para ser examinados al MO tras teflir con azul de metileno, y luego mediante una
cuchilla de diamante H-8 8 mm M/DIATOME (ANAME) para obtener cortes
ultrafinos de 70-80 nm de espesor. Dichos cortes se recogieron con rejillas de
niquel Gilder G200 (Fedelco o Aname) tras cubrirlas con una pelicula de
formwar: Polyvinyl Formwar (TAAB, Fedelco). Posteriormente, se reaizé una
tincion de la muestras con acetato de uranilo a 5 % y citrato de plomo para
obtener un mejor contraste a la hora de realizar la observacion bgjo e MET. Las
imagenes se obtuvieron usando una camara Mega view Il (Soft Imagining
System). Las medidas de los polenes se redlizaron a partir de 10 a 15 granos de
polen por variedad sobre fotos de 10.000X de aumento.

Para las observaciones al MEB, las muestras fueron también preparadas
previamente mediante una fijacion con glutaradehido al 3% en tampodn fosfato
sédico 0,025 M (pH 6,8) durante 12 horas a 4°C (con agitacion). Después de
realizar tres lavados en tampon fosfato sddico 0,025 M (pH 6,8), las muestras
fueron sometidas a una etapa de post-fijacion con tetréxido de osmio a 1% en
tampon cacodilato sodico 0,05M (pH 7,2) durante 12-18 horas a temperatura
ambiente (con agitacion). Posteriormente, y tras realizar tres lavados en tampdn
cacodilato sodico 0,05M (pH 7,2) de 30 min cada uno, se procedio con la etapa de
deshidratacién en etanol 30% (una horas a 4 °C), etanol 50% (una horas a 4 °C),
etanol 70% (12 horas a 4 °C), etanol 90% (una horas a 4 °C), etanol 100% (una o
dos horas a temperatura ambiente). Mas addlante, se realiz6 la adhesion de los
granos de polen sobre un cubreobjetos mediante una gota de Poly-L-Lys a 1% en
solucion acuosa durante 1 hora a temperatura ambiente seguida de un lavado con
agua destilada. La suspension de los granos de polen ha sido colocada bagjo una
atmosfera himeda saturada con vapores de glutaraldegido en una placa de Petri
(14-20 horas a 4°C). Tras redlizar tres lavados de 10 min con agua destilada a
temperatura ambiente, las muestras fueron recubiertas por vaporizacién con oro y
platino a vacio en un metalizador JEOL HR 1100. La observacién a MEB vy las
fotos fueron realizadas a partir de a menos 6 granos por muestra utilizando
aumentos de 4.000X y 20.000X.
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Todas las imégenes obtenidas fueron analizadas mediante el programa
ITEM Soft Imaging System GMBH que permite redlizar las medidas con una
calibracion previamente establecida para cada sistema de microscopia. Se
realizaron a menos 75 medidas por individuo en cada uno de los caracteres
estudiados.

' 

‘ W, ':.‘.- y . :
et al., 2007)

Figura 7. Estructurade la pared del grano de polen de olivo (Punt
Microscopio 6ptico A: Eje polar; B: Didmetro ecuatorial; C: Areadel grano.
Microscopio electronico de transmisiéon: D: Inting; E: Endexina; F: Capa basal; G: Columela; H:
Téctum; |: Elementos esculturales del téctum; J: Distancia entre columelas; C+D+E+F: Ectexina.
Microscépio electronico de barrido: K: Anchurade los muros; L: Altura de los muros, M: Area de
los limenes; N: Distancia entre lementos esculturales.

Con objeto de simplificar la interpretacion de los datos morfol 6gicos de
los granos de polen, un sistema de clasificacion ha sido establecido previamente
mediante un estudio realizado sobre 39 cultivares procedentes de Espafia,
Portugal, Tunez, Itaiay Libano (incluyendo las mismas muestras analizadas en el
presente trabgj0). Este estudio previo permitié determinar 5 categorias de tamafios
en cada cardcter morfoldgico. Dichas categorias han sido determinadas
considerando la distribucion general de las medidas con una repeticion de 75
medidas (Tabla 1). Estos rangos establecen un sistema de clasificacion de
variedades de olivo basado en los caracteres del polen.
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Tablal. Categorias de tamafio paralos caracteres morfol 6gicos del grano de polen

Muy pequefio Pequefio Mediano Grande Muy grande

@ @ (©) 4 ©)
Eje polar del grano (um) <19,75 19,75-24,1 24,1-27,1 27,1-29,45 > 29,45
Diametro ecuatorial de grano | < 15,2 15,2-17,2 17,2-18,81 18,81-20,3 >20,3
(pum)
Areadel grano (um?) <302 302-340 340-490 490-434 > 434
Grosor de ectexina (pm) <149 1,49-1,65 1,65-1,78 1,78-1,92 >1,92
Grosor del estrato basal (um) <0,28 0,28-0,39 0,39-0,45 0,45-0,55 > 0,55
Grosor de la endexina (um) <0,15 0,15-0,19 0,19-0,22 0,22-0,25 > 0,25
Grosor delaintina (um) <01 0,1-0,13 0,13-0,155 0,155-0,185 > 0,185
Alturade la columela (um) <0,39 0,39-0,49 0,49-0,60 0,60-0,75 >0,75
Distancias entre columelas (um) <0,25 0,25-0,45 0,45-0,65 0,65-0,85 >0,85
Alturadel muro (um) <0,60 0,60-0,67 0,67-0,72 0,72-0,75 >0,75
Anchuradel muro (um) <0,39 0,39-0,45 0,45-0,50 0,50-0,58 > 0,58
Arealtmenes (um?) <0,33 0,33-0,44 0,44-0,53 0,53-0,68 > 0,68
Distancia entre elementos <021 0,21-0,25 0,25-0,28 0,28-0,32 > 0,32
esculturales (um)

El establecimiento de los rangos de tamafios asi como e andlisis
estadistico de las medidas de los caracteres morfologicos del polen fueron
Ilevados a cabo usando el programa SPSS v13.0 (SPSS Science, apache software
foundation, Chicago, IL, USA).

3.4. Analisisde la autofluorescencia en polen

El andlisis de la autofluorescencia en polen hidratado y deshidratado fue
realizada en 4 variedades de olivo procedentes del banco de germoplasma:
Ayrouni (Libano), Cornicabra (Espaia), Loaime (Espaia) y Picua (Espana). Se
usd un microscopio de barrido laser confocal Cl (Nikon, Japén) con una
combinacion de laseres He-Ne (543 nm) y He-Ne (633 nm). La emision de
autofluorescencia fue capturada independientemente a 590-650 nm (espectro
naranja-rojo) y 650LP nm (rojo lgjano). Se generaron varias secciones opticas que
fueron posteriormente proyectadas en un Unico plan. La adquisicion fue realizada
usando los mismos parametros en todos |os casos para poder comparar entre los
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niveles de autofluorescencia registrados para los distintos cultivares. La captura
de las imégenes fue llevada a cabo mediante e programa EZ-Cl viewer v.3.30
(Nikon, Japon). Se midio la autofluorescencia de a menos 20 granos de polen de
cada variedad, que fue cuantificada en unidades arbitrarias de intensidad por
unidad de &rea (UA/um?) mediante el programa EZ-Cl viewer v.3.30.

3.5. Analisisdelos microsatélites en polen y vacunas
3.5.1. Extraccién del ADN

En este trabajo se describe por primera vez el andlisis de microsatelites en
polen de olivo, por |o que fue necesario poner a punto la extraccion de ADN de
este material. La extraccion ha sido llevada a cabo usando e kit Nucleo
Spin®Tissue XS (Macherey-Nagel, Duren, Alemaiia) siguiendo las instrucciones
del fabricante y partiendo de 30 mg de muestra. En & caso de las vacunas, se
partio de un volumen de 800pl, utilizando € mismo kit y metodologia. La
cuantificacion del ADN extraido se llevo a cabo con un espectrofotometro Nano
Drop ND-1000 (Wilmington, DE, USA). Se obtuvo una cantidad de ADN de 200
a 400 ng que fue suficiente para llevar a cabo las reacciones de PCR.. La
extraccion del ADN a partir del polen fue llevada a cabo sobre 26 individuos
pertenecientes a los Bancos de germoplasma de IFAPA Jaen (Espafia) vy
Boughrara-Sfax (Tunez).

3.5.2. Amplificacion de los microsatélites

La amplificacion mediante PCR se realizd en un volumen total de 15ul
gue incluia entre 10 y 25 ng de ADN, 1X de tampdn de PCR (Biotools, Madrid),
1,5 mM de MgCl, 60 uM de dNTPs, 0,05U /ul de Tag polimerasa (Biotools,
Madrid) y 0,2uM de cada uno de los cebadores (Tabla 2). EIl ADN procedente del
polen ha sido amplificado mediante 10 marcadores microsatélites de las series
ssrOeUA-DCA (Sefc et al., 2000), GAPU (Carriero et al., 2002) y UDO99
(Cipriani et al., 2002).

La PCR se redizd en un termociclador TGradient Thermoblock
(Biometra) con una desnaturalizacion inicia a 95 °C durante 5 minutos, 45 ciclos
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de desnaturalizacion a 95 °C (20 segundos), hibridacion dependiendo del cebador
(Tabla 2) (1 minuti), una extension a 72 °C (30 segundos) y una extension final a
72 °C (8 minutos). Se ha afiadido la Tag polimerasa después la etapa de
desnaturalizacion inicial manteniendo |as muestras a 80 °C.

Tabla 2. Caracteristicas de los cebadores de los 10 microsatélites utilizados

Serie cebadores M otivo repetitivo Secuencia Forward (5-3") con | Secuencia Reverse(5°-3") | T2hibridacion

mar cado fluorescente (°C)
ssrOeUA-DCA3 (GA)19 FAM-cccaagcggaggtgtatattgttac Tgcttttgtegtatttgagatgttg 52
ssrOeUA-DCA9 (GA) FAM -aatcaagtcttccttctcatttcg gatccttccasaagtataacctctc 51
ssrOeUA-DCA16 (GT)13(GA) 29 FAM-ttaggtgggattctgtagatggttg Ttttaggtgagttcatagaattagc 50
srOeUA-DCA18 | (CA).CT(CA)s(GA)ss HEX- Gttttegtctetctacataagtgac 50

aagaspgaseaagycagaaltasge

GAPU59 (CT)e NED-ccctgctttggtcttgctaa Caaaggtgcactttctctcg 50
GAPU71B GA(AG)s(AAG)s HEX-gatcaaaggaagaaggggataaa Acaacaaatccgtacgettyg 50
GAPU101 (GA)s(G)3(AG)s NED-catgaaaggagggggacata Ggcacttgttgtgcagattg 51
GAPU103A (TC)26 NED-tgaatttaactttasacccacaca Gcatcgctegatttttatce 50
UDO99-024 (CA)(TA)(CA), ;'g?n'an%aagcmmm gaaataacaaatgagcagataaga 5
UDO99-043 (GN)x2 FAM-tcggctttacaacccatttc Tgccaattatggggctaact 50

3.5.3. Andlisis de los microsatélites (Secuenciacion)

La presencia de productos de amplificacion se visualizo previamente en
geles de agarosa al 2%. Estos geles fueron tefiidos utilizando € Gel red (Biotium)
y visualizados bagjo luz ultravioleta en un sstema de documentacion de geles Gel
Doc 2000 (Bio Rad). Posteriormente, la separacion de los fragmentos se realizo
mediante un secuenciador automético de tipo capilar ya que permite detectar los
tamafios exactos en pares de bases de los alelos. Se usd un secuenciador ABI
PRISM 3100 AVANT GENETIC ANALYSER (Applied Biosystems/ Hitachi,
Tokyo, Japan), utilizando combinaciones de distintos marcajes fluorescentes de
manera que se permita realizar un andlisis simultaneo de varios SSRs para un
mismo individuo en un sola muestra. Los tamafios de los fragmentos fueron
determinados usando los marcadores GeneScan-500 ROX (Applied Biosystems,
Warrington, UK) como referencia.
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3.5.4. Herramientas bioinformaticas utilizadas para e andisis de los
microsatélites

Para andizar el tamafio de los alelos amplificados y detectados en el
secuenciador, se utilizaron los programas GENOTYPER 3.7 (Applied
Biosystems) y PEAK SCANNNER 1.0 (Applied Biosystems).

Para €l andlisis de los pardmetros de variabilidad genética se utilizé el programa
CERVUS 3.0 (Marshall et al., 1998). Este programa requiere la elaboracién de
una matriz aélica que incluye, para cada una de las muestras, los tamafios de
aelos obtenidos. Dicho programa ha permitido calcular los vaores de
heterocigosidad esperada y observada (He /Ho). La heterocigosidad esperada se
calcul6 a partir de la frecuencia de cada uno de los alelos asumiendo € equilibrio
de Hardy-Weinberg (Nei, 1987), que establece que la composicion genética de
una poblacion natural permanece en equilibrio mientras no actlen la seleccion
natural, ni ningun otro factor como la mutacion o la deriva. La heterocigosidad
observada es € numero de individuos heterocigotos dividido por € numero total
de individuos.

El mismo programa permiti6 calcular la frecuencia de alelos nulos (Fo), unade las
principales causas de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (Pemberton et
al. 1995), que aparecen cuando los oligonucledtidos no pueden hibridar con €
ADN, probablemente como consecuencia de la presencia de mutaciones
puntuales, de forma que no son por tanto detectables (Pemberton et al. 1995). El
programa permitio calcular € contenido en informacion polimérfica (PIC), que es
un coeficiente informativo basado en €l |a heterocigosidad esperada y también en
las frecuencias alélicas (Botstein et a. 1980).

La probabilidad de identidad (PI) fue calculada mediante & programa GIMLET
1.3.3 (Valiere, 2002). Este valor representa la probabilidad de que un genotipo
determinado no difiera de otros dos individuos elegidos a azar (Waits et al.
2001).

El estudio de las relaciones genéticas se realizd mediante e programa
NTSYS-PC version 2.02 (Rohlf, 1998). Dicho andlisis se basa en la elaboracion
de una matriz de 0 y 1 que reline todos los alelos obtenidos para € conjunto de
microsatélites analizados. Cada ale€lo correspondiente a una banda amplificada se
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registré con ‘1’ 6 ‘0", seglin su presencia 0 ausencia, respectivamente, para cada
genotipo.

El cdlculo de las distancias genéticas se realizd adoptando los coeficientes de
DICE. EI método de agrupacion utilizado para la construccion de los
dendrogramas fue el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) (Sneath and Sokal, 1973). La comparacion de los perfiles
aldlicos y € andlisis factorial de correspondencia se reaizaron usando €
programa DARWIN version 5.0.155 (Perrier et al., 2003).

3.6. Analisisdelos microsatélites en hojas

Para la extraccion del ADN gendémico a partir de las hojas, se usd un
protocolo basado en € método de CTAB desarrollado por Murry y Tompson
(1980) con modificaciones descritas por De laRosaet al. (2002).

Los cebadores utilizados pertenecen alas series descritas por Sefc et al.,
(2000) (ssrOeUA-DCA), Carriero et al., (2002) (GAPU) y Cipriani et al., (2002)
(UDO99) (Tabla 2). Laamplificacion de los SSRs fue realizada de acuerdo con el
procedimiento descrito por Belg et al., (2004c). La amplificacion se realizo en un
volumen total de 20 pl que incluia: entre 5y 25 ng de ADN gendmico, 1X de
tampon de PCR (Biotools, Madrid), 1,5 mM de MgCl, 60 uM de dNTPs, 0,028
U/ul de Tag polimerasa (Biotools) y 0,2 uM de cada uno de los cebadores
Forward y Reverse (Thermo). La PCR se realizd en un el mismo termociclador
mencionado anteriormente con una desnaturaizacion inicia a 95 °C durante 5
minutos, 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C (20 segundos), hibridacién
dependiendo del cebador (Tabla 2) (30 segundos), una extension a 72 °C (30
segundos) y una extension fina a 72 °C (8 minutos). Para la revelacion, €
andlisis de los aelos y todos los andlisis posteriores se usaron los mismos
meétodos descritos en el apartado anterior.
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4.1. Identificacion de variedades de olivo utilizando car acter es morfol 6gicos
del polen
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Con € objeto de determinar s es posible establecer un sistema de
identificacion varietal del polen de olivo basado en € uso de un amplio panel de
parametros morfoldgicos, se ha llevado a cabo € estudio de la morfologia del
polen en 14 individuos procedentes de la coleccion de germoplasma de
BoughraraSfax (Tunez), mediante la utilizacion de microscopia Optica,
electronica de transmision (MET) y microscopia electronica de barrido (MEB),
después de haber procesado las muestras siguiendo € protocolo corresponiente a
tipo de las microscopia a utilizar.

4.1.1. Andlisisdel tamafio del grano de polen a microscopia Optica

Las muestras observadas bajo microscopio optico presentan diferencias en
el tamafio de los granos de polen entre los individuos analizados. La figura 8
reline giemplos de fotos bajo 250X de aumento donde se pueden andizar € ge
polar, e didmetro ecuatorial y € érea del grano. Todas las muestras fueron
recolectadas y procesadas en las mismas condiciones, de manera que los
pardmetros de los granos de polen son comparables. La figura 9 es un grafico que
representa los valores medios obtenidos a partir de 75 medidas por cada individuo
con las desviaciones estandar correspondientes. Como era de esperar, se observa
una correlacion directa entre estos 3 parametros. El ge polar varié entre 19,51um
(variedad Zeitoun Boubazzoula) y 23,28 um (variedad Echahla) mientras que el
diametro ecuatorial oscilé entre 15,53um en Chemlali Mahres y 17,56 um en
Khechinet Sig. En cuanto a las medidas del érea, los granos de polen que
presentaron los valores més bgjos fueron de la variedad Chemlali Mahres con una
media de 272,49 pm? mientras que agquellos que presentaron el area més grande
fueron de la variedad Echahla con una media de 343,69 pm®.

Los vaores del ge polar, didmetro ecuatorial y area presentaron unas
desviaciones estandares constantes que no superaron € 7,8% del valor medio para
cada parametro.

La relacion entre € gje polar y € didmetro ecuatorial fue calculada para
determinar |a categoria de tamafio a que pertenecen |os granos de cada individuo
basdndose en un sistema de clasificacion universaemnte aceptado (Valdés et al.,
1987) (datos no representados). Dicha tasa varié entre 1,14 en la variedad Zeitoun
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Boubazoula y 1,43 en Sehli Sned. Los pdlenes de las muestras andizadas se
dividen en dos grupos; Zeitoun Boubazoula, Horr El Kotti, Boubazoula, Khchinet
Sig, Lgam El Kotti, Baldi Chargia y Injassi Hchichina pertenecen a grupo del
polen de forma “subprolada’ (eliptica: gje polar/diametro ecuatorial 1,14 — 1,33)
mientras que €l resto de los individuos pertenece a grupo de polen de forma
“prolada’ (Alargado hacialos polos: ge polar/diametro ecuatorial 1,33 —2).
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Figura 8. Ejemplos de las fotos
obtenidas con el microscopio Optico a
250X de aumento ilustrando el tamafio
general de los granos de polen de los
distintos individuos. A. Chemlali Sfax.
B. Sehli Sned. C. Badi Charqgia
D.Lgam El Kotti. E.Chemlali Balhi. F.
Echahla. G.Horr El Kotti. H. Zeitoun
Boubazzoula. I. Chemlali Bouchouka. J.
Chemlali Mahres. K. Injassi Hchichina.
L. Chetoui. M. Khechinet. N.
Boubazzoula. (20x)
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Figura 9. Vaores medios del ge polar, diametro ecuatorial y area de los granos.
Los valores del &rea son representados en el mismo eje Y multiplicando los valores por 10,

4.1.2. Andlisis de los componentes de la pared del grano de polen a microscopia
electrénica de transmision (MET)

Las fotos obtenidas han permitido observar claramente las diferentes
estructuras presentes a nivel de la pared del grano de polen. El estudio de dichas
estructuras ha sido llevado a cabo mediante € andlisis de 6 parametros que son: €
grosor de ectexing, la capa basal, la endexina, laiintina, la atura de las columelas
y las distancias entre las columelas. Lafigural0 muestra ggemplos de la pared de
granos de polen de 14 individuos del banco de germoplasma de Boughrara-Sfax
(Tunez). Lafigura 11 es un grafico que representa los valores medios obtenidos
paralos pardmetros analizados.

Debido a la variabilidad que presentan las diferentes estructuras de la
pared del polen en las proximidades de las aperturas del grano, todas las medidas
de los caracteres estudiados han sido realizadas en una zona intermedia situada
entre dos aperturas.
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Figura 10. Fotomicrografias al MET de
secciones de polen, que muestran los
caracteres  ultrastructurales de las
paredes de los granos de polen de los
distintos individuos: A. Chemlali Sfax.
B. Sehli Sned. C. Badi Charqgia
D.Lgam El Kotti. E.Chemlali Balhi. F.
Echahla. G.Horr El Kotti. H. Zeitoun
Boubazzoula. I. Chemlali Bouchouka. J.
Chemlali Mahres. K. Injassi Hchichina.
L. Chetoui. M. Khechinet. N.
Boubazzoula.( 10.000x)
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Figura 11. Grafico representando los valores medios del grosor de laintina, capa
basal, endexina, ectexina, la altura de las columelas y la distancia entre columelas
en los granos de polen de las distintas muestras analizadas.

El tamafio de la intina varié entre O,im (en la variedad Chetoui) y 0,2
um (en la variedad Chemlali Sfax) mientras que la capa basal oscil0 entre 0,33 pm
en Zeitoun Boubazoula y 0,59 um en Chemlali Balhi. La endexina @resent
valores que variaron entre 0,15 um en la variedad Chetoui y 0,24 pum en la
variedad Boubazoula.

El tamafio medio de la ectexina varié entre 1,46 um en la variedad Echahla
y 1,86 um en la variedad Chemlali Bouchouka, mientras que el tamafio de las
columelas oscilé entre 0,5um en la variedad Echahla y 0,74 um en la variedad
Chetoui. La variedad que presentd valores de distancias entre columelas més bajos
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fue Echahla (0,4 um) mientras que la variedad Baldi Charquia presénel valor
medio més elevado (0,82 um).

Excepto las distancias entre columelas, todos |os caracteres de la pared del
polen observados a MET presentaron una desviacion estandar relativamente
constante, que no superd € 25% del valor de la media. Para e parametro
“distancia entre columelas’, se ha observado una desviacién estdndar muy
elevada, que represento el 47,6% de la media obtenida.

Aparte de las diferencias de tamafio encontradas entre |as diferentes capas
de la pared también se observaron diferencias en la densidad electrénica de los
diferentes estratos de la pared, y que se hace més llamativa en la capa basal. En la
mayoria de los individuos analizads, |a capa basal presentd una elevada densidad
a los electrones lo que le confiere un alto contraste facilmente diferenciable del
resto de las capas. S6lo en Chemlali Balhi y Khechinet Sig la densidad el ectronica
es mucho menor, siendo mas dificil distinguirla de |as otras capas de la exina.Esta
caracteristica ha sido repetitiva en todas las muestras de los diferentes individuos
analizados.

4.1.3. Andlisis de los componentes de la exina a microscopia electrénica de
barrido (MEB)

Las observaciones al MEB han permitido analizar |as estructuras externas
de la exina y apreciar diferencias entre los distintos genotipos procedentes de la
coleccidn de germoplasma de Tunez. Los parametros analizados han sido la altura
y anchura del muro (que corresponde al téctum), € area del 1Umen (espacio que
hay entre las columelas o baculas al MET) y la distancia entre los elementos
esculturales del muro. Al igual que paralos caracteres ultrastructurales de la pared
observados a MET, las medidas de las imagenes a MEB también fueron
realizadas en las zonas intermedias entre |os aperturas de |os granos, ya que existe
una variacion considerable en las proximidades de las zonas aperturales de la
exina. Lafigura 12, presenta el aspecto general de la pared de los granos de polen
de los distintos individuos estudiadas a bajos aumentos (4.000x). La figura 13a 'y
13b, muestra detalles de los caracteres externos de la exina a mayores aumentos
(20.000x)
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30 pm

Figura 12. Fotomicrografia a MEB
mostrando la superficie externa de los
diferentes individuos analizados. A.
Chemlali Sfax. B. Sehli Sned. C. Baldi
Chargia. D.Lgam El Kotti. E.Chemlali
Balhi. F. Echahla. G.Horr El Kotti. H.
Zeitoun Boubazzoula. 1. Chemlali
Bouchouka. J. Chemlali Mahres. K.
Injassi Hchichina. L. Chetoui. M.
Khechinet. N. Boubazzoula. (4.000x)
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Figura 13a. Fotomicrografias d MEB en los que se puede apreciar |os caracteres
morfolégicos de la exina reticulada. A. Chemlali Sfax. B. Sehli Sned. C. Baldi
Chargia. D.Lgam El Kotti. E.Chemlali Bahi. F. Echahla. G.Horr El Kotti. H.
Zeitoun Boubazzoula. (20.000x)
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Figura 13b. Microfotografias al MEB en los que se puede apreciar |os caracteres
morfolégicos de la exina reticulada |. Chemlali Bouchouka. J. Chemlali Mahres.
K. Injassi Hchichina. L. Chetoui. M. Khechinet. N. Boubazzoula. (20.000x)

Los valores medios de altura del muro variaron entre 0,66 um para Lgam
el Kotti y 0,76 um para Chemlali Bouchouka teniendo una variacion de solo 0,1
um. (Figura 14). La anchura del muro, en cambio presenta mayores oscilaciones,
que van desde 0,35 um en Chemlali Bouchouka hasta 0,65 pm en Khechinet Sig.
La variedad que presenté e 4rea de |imenes més pequefio fue Echahla (0,35um ?)
mientras que Chemlai Bouchouka present6 e area mas elevada (0,67 um2). En
cuanto a la distancia entre los elementos esculturales, la variedad Chemlali Balhi
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presentd € valor medio mas pequefio (0,2) y la variedad Chetoui € valor mas
grande (0,26). Todas las desviaciones estandars de las medidas realizadas fueron
inferiores a 20% de los valores medios, excepto € area del lumen cuya
desviacion estandar fue de 39,1%.

@Altura del mure  OAnchura del mure  OArea de los limenes B Distancia entre elementos esculturales

Figura 14. Grafico representando los valores medios de la atura del muro, la
achura del muro, e éarea de los lUmenes y la distancia entre los elementos
esculturales de laexinadel polen de los distintos individuos analizados.

4.1.4. Discriminacion de los cultivares y andlisis estadistico.

Con objeto de evaluar la utilidad de los caracteres morfolégicos de la
pared del polen para la discriminacién de las variedades de olivo de Tunez, se ha
utilizado un sistema de clasificacién que consiste en asignar una categoria a cada
rango de tamafios en lugar de utilizar las medidas directamente realizadas sobre
los pdlenes de las distintas variedades (Tabla 1). A partir de dichas categorias, se
ha llevado a cabo e andlisis estadistico usando 11 carécteres morfologicos del
polen. Se han descartado los parametros de distancias entre columelas y el area
del lumen debido a sus elevadas desviaciones estandars (47,6% y 39,1%
respectivamente). La tabla 3 representa las categorias dominantes obtenidas para
cada individuo de la coleccién de germoplasma de Sfax (Tunez) en cada uno de
los parédmetros analizados.
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Tabla 3. Categorias de las medidas realizadas de | os diferentes caracteres

morfol 6gicos del grano de polen en los 14 individuos del banco de germoplasma

de Boughrara- Sfax.
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4.1.4.1. AnalissANOVA

Se ha llevado a cabo un andlisis de la varianza con € objetivo de
determinar s los pardmetros de tamafio del polen, y de los caracteres
morfol 6gicos de su pared difieren segun el origen varietal del polen analizado. El
analisis ANOVA, como se muestra en la tabla 4, indica que todos los parametros
estudiados presentan diferencias significativas entre los individuos analizados
(P=0,000; <0,05).

Tabla 4. Andlisis de varianza de los pardmetros morfol 6gicos del polen

Sumade Media F Sig.
Cuadrados cuadrética
Eje polar Inter-grupos 74,909 5,762 26,010 ,000
Intra-grupos 228,402 ,222
Total 303,311
Diametro ecuatorial Inter-grupos 101,034 7,772 14,214 ,000
Intra-grupos 563,741 547
Total 664,775
Areadel grano Inter-grupos 312,218 24,017 85,695 ,000
Intra-grupos 288,946 ,280
Total 601,164
Grosor de la ectexina Inter-grupos 301,678 23,206 14,729 ,000
Intra-grupos 1624,318 1,575
Total 1925,996
Grosor de la capa Inter-grupos 495,676 38,129 40,226 ,000
basal Intra-grupos 977,246 ,948
Total 1472,922
Grosor delaendexina | Inter-grupos 599,773 46,136 52,553 ,000
Intra-grupos 905,111 ,878
Total 1504,884
Grosor de laintina Inter-grupos 809,589 62,276 57,072 ,000
Intra-grupos 1125,010 1,091
Total 1934,599
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Alturadelacolumela | Inter-grupos 207,859 15,989 20,664 ,000
Intra-grupos 797,743 174
Total 1005,602
Alturadel muro Inter-grupos 494,742 38,057 34,569 ,000
Intra-grupos 1135,034 1,101
Total 1629,776
Anchuradde muro Inter-grupos 897,842 69,065 98,541 ,000
Intra-grupos 722,602 ,701
Total 1620,444
Distancias entre Inter-grupos 124,961 9,612 6,969 ,000
elementos esculturales Intra-grupos 1422,101 1,379
Total 1547,062

4.1.4.2. Andlisisfactorid

Se ha llevado a cabo un andlisis factorial para la reduccion de los datos
obtenidos con objeto de destacar 1os componentes principales que agrupan los
parametros estudiados y por tanto reducir el efecto de lainterferencia entre dichos
caracteres sobre la varianza. Dicho andlisis permitio por un lado determinar la
naturaleza de las variables dependientes, que en este caso son los parametros
morfol6gicos del polen, y por otro lado, identificar aquellos pardmetros que tienen
mayor influencia sobre la varianza. Los resultados han demostrado la presencia de
11 componentes principales que explican e 100% de la varianza. Sin embargo,
destacan 4 componentes gque explican € 76,74% de la varianza total. Por |o tanto,
se pueden considerar Unicamente dichos componentes para simplificar los datos,
teniendo en cuenta que sblo se pierde €l 23,26% de lainformacion (Tablab).
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Tabla 5. Andlisisfactorial: varianza explicada

Componentes Valores propiosiniciales Extraccion de la suma de los cuadrados
Total % devarianza | Cumulativo% | Total |%devarianza| Cumulativo %
1 3,765 34,227 34,227 3,765 34,227 34,227
2 1,851 16,826 51,054 1,851 16,826 51,054
3 1,502 13,651 64,704 1,502 13,651 64,704
4 1,324 12,036 76,741 1,324 12,036 76,741
5 ,910 8,273 85,013
6 ,616 5,599 90,612
7 470 4,273 94,885
8 ,295 2,682 97,568
9 ,154 1,399 98,966
10 ,092 ,836 99,802
11 ,022 ,198 100,000

Para determinar los pardmetros morfologicos mas influyentes sobre los
principales factores, se analiz6 la matriz de componentes rotados (Tabla 6).
En & primer componente, €l cua explica é 34,22% de la varianza, e parametro
mas influyente, es la endexina. En e segundo componente (16,82%) € parametro
mas influyente es €l &rea de los granos. En € tercer componente son las columelas
y en e cuarto eslaintina.
Otros pardmetros también tuvieron una contribucion importante en los diferentes
componentes. Asi, en el primer conponente hay que tener en cuenta la anchura del
muro, e didmetro ecuatorial y las distancias entre elementos esculturales. En €
segundo componente, se destaca la contribucion del estrato basal mientras que en
el tercer componente hay que mencionar € e polar, la intina y € diametro
ecuatorial.

Para tener una idea sobre € efecto discriminativo de los componentes
principales y de las variables mas influyentes, se han representado los tres
primeros componentes como gjes en lafigura 15. También, enlafigura 16, se han
representado los 3 pardmetros morfol 6gicos del polen con mayor contribucion.
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Tabla 6. Andlisisfactorial: Matriz de componentes rotados

Componentes

1 2 3 4
Eje polar -,327 ,600 -,439
Diémetro ecuatorial ,719 ,463
Area ,829
Ectexina -,674 -,335 ,336
Capa basal -,502 ,704
Endexina ,808
Intina ,465 ,798
Columelas -,518 -,346 ,629
Alturadel muro ,614 416
Anchura del muro ,799 -,365
Distancias entre ,701 -,462
elementos esculturales

(O Baldi Chargia
(O Boubazoula
Chemlali Balhi
O thamlali Bouchouka
Chemlali Mahres
(O chamlali sfax
() Chéatoui
Echahla
() Horr El Kotti
() Injassi Hehichina
) Khehinet Sig
Lgam El Kotti
(O Sehli Sned
Zeitoun Boubazoula

Componente 2

-,
“1.00000  ongg 0.0000 B0

1,00000 2,00000 ) 0000 g
Componente 1 oo

Figura 15. Discriminacion de los individuos mediante los tres primeros
componentes principal es
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Area

() Baldi Chargia

() Boubazoula
Chemlali Balhi

(O Chemlali Bouchouka
Chemlali Mahres

() Chemlali sfax
Chatoui
Echahla
Horr El Kotti

(O Injassi Hohichina
Khehinet Sig
Lgam El Kotti

() Sehli Sned
Zeitoun Boubazoula

Figura 16. Discriminacion mediante los parametros mas influyentes sobre los 3

primeros componentes.

Descartando las distancias entre columelas y los areas de los [Umenes por
presentar una desviacion estandar elevada, se establecieron las relaciones entre los
14 individuos analizados basandose sobre los 11 caracteres morfologicos del
polen seleccionados. Lafigura 17 representa el dendrograma obtenido mediante el
método de agrupacién UPGMA adoptando € coeficiente de similitud de DICE.
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{ Chemlali sfax
Baldi Chargia

Sehli Sned

Lgam El Kotti

—— Chemlali Mahres
 Injassi Hchichina

Boubazoula

N Chemlali Bouchouka
Echahla

{ Chemlali Balhi

Chétoui
Khchinet Sig
‘{ Horr El Kotti

Zeitoun Boubazoula
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T
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Coeficiente
Figura 17. Dendrograma de las relaciones genéticas basadas en 11 parametros
morfol 6gicos del polen

El dendrograma presenta dos grupos principales, el primero constituido
por los individuos Chemlali Sfax, Baldi Chargia, Sehli Sned, Lgam el Kaotti,
Chemlali Mahres, Injassi Hchichina, Boubazoula, Chemlali Bouchouka, Echahla,
Chemlali Bahi y Chetoui mientras que e secundo grupo reine los individuos
Khchinet Sig, Horr el Kotti y Zeitoun Boubazoula. Los coeficientes de similitud
DICE variaron de 0,18 (por giemplo entre Chemlali Sfax y Horr el Kotti) a 0,90
(por gemplo entre Chemlai Mahresy Injassi Hchichina).

A partir del dendrograma se destaca la gran similitud entre los individuos
Chemlai Sfax, Baldi Chargiay Sehli Sned que se agrupan juntos. Iguamente, se
agrupan los individuos Chemlali Mahres e Injassi Hchichina. También se destaca
lagran disimilitud de losindividuos Horr el Kotti y Zeitoun Boubazoula.

4.1.5. ldentificacion de variedades de olivo usando autofluorescencia
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La autofluorescenciaen € polen fue observada tanto en polen deshidratado
como en polen hidratado. La figura 18 representa la suma de la florescencia
emitida a 590-650 nm y 650LP nm tras excitacion a 543 nm (léser verde) y 633
nm (laser rojo) respectivamente, en € polen de la variedad Picua. La
autofluorescencia se observd Unicamente a nivel de la exina, mientras que las
aperturas no mostraron fluorescencia. Existe heterogeneidad entre los diferentes
granos de polen de la misma muestra. La autofluorescencia disminuyo
considerablemente en € polen hidratado. Sin embargo, se observo que un nimero
determinado de granos mantiene un alto nivel de fluorescenciaincluso en el polen
hidratado.

o = T ¥

Figura 18. Autofluorescencia en polen de olivo de la variedad Picual . A: Polen
deshidratado; B: Polen hidratado.

Lafigura 19 representa la cuantificacion de laintensidad de la fluorescencia total
y la relacion entre la fluorescencia emitida en la region verde y roja, tanto en
polen deshidratado como hidratado de la variedad Picual. La emision fue superior
en e espectro 590-650 nm que en el espectro 650LP nm. Iguamente, el polen
deshidratado mostré niveles medios mas elevados de autofluorescencia que €
polen hidratado.
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Figura 19. Cuantificacion de la autofluorescencia en el polen deshidratado
(Barras grises) e hidratado (Barras blancas) de la variedad Picua. A:
Autofluorescencia total; B: Relacion entre la fluorescencia naranja-rojo/ rojo
lgjano.

Existen variaciones estadisticamente significativas en e nivel de
autofluorescencia total emitida por los granos de polen de cada una de las cuatro
variedades analizadas (Kruskal-Wallis test, y°= 28.228, p= 0.000) (Figura 20). La
figura 21 representa las diferencias registradas en la autofluorescencia total y la
tasa de fluorescencia entre e espectro naranja-rojo/ rojo lgjano que también
mostré diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis test, y°=
35.779, p= 0.000). El andlisis comparativo usando € test de Mann Whitney indico
que la variedad Ayrouni representa el valor més elevado de autofluorescencia
total en comparacion con las variedades Picual, Loiame y Cornicabra cuya
autofluorescencia total es parecida. Todos los cultivares presentaron la mayor
emisiéon en e rango 590-650 nm, donde se revelaron también diferencias entre
cultivares ya que en este caso la variedad Picual presentd una intensidad superior
al resto de las variedades.
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Figura 20. Imégenes de autofluorescencia emitida por € polen hidratado distintos
cultivaresde olivo. A: Ayrouni, B: Cornicabra, C: Loaime, D: Picual
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Figura 21. A: Cuantificacion de la intensidad de |a autofluorescencia en €l polen
hidratado de 4 variedades de olivo. A: Autofluorescencia total; B: Nivel de

fluorescencia naranja-rojo/ rojo lgjano
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4.2. Construccion de una base de datos para la identificacion de variedades
deoalivo.
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4.2.1. ldentificacion de los individuos que se pretenden incluir en la base de datos

Se harealizado un andlisis de 183 individuos que se pretenden incluir en
la base de datos para la identificacion de variedades de olivo, usando una
combinacion de 4 marcadores microsatélites SSR sel eccionados por su gran poder
discriminativo y su facil interpretacion. La seleccion de los SSR ha sido realizada
en base alalaevauacion llevada a cabo sobre 10 marcadores (capitulo anterior) y
en los datos disponibles en la literatura (Baldoni et al., 2009; Fendri et al., 2010).
Los marcadores seleccionados son ssrfOeUA-DCA3, ssrOeUA-DCA1S,
GAPU101, UDO099-043. Los individuos analizados proceden de Espafia, Tunez,
Portugal, Italia, Grecia y Francia, aunque hay que sefialar que los tres primeros
paises son mucho mas representados en término de nimero de individuos.

El andlisis de los individuos permitié discriminar 90 genotipos, 66 de ellos
son Unicos en esta base de datos, mientras que 24 son duplicados. En total, se han
observado 93 perfiles duplicados. EI numero méas importante de duplicaciones se
ha detectado en las variedades Chemlali Sfax procedente de Tunez (30 individuos
duplicados) y Picual procedente de Espafia (8 perfiles duplicados para e “Picual
genotipo 1" y 6 perfiles duplicados para “Picual genotipo 2") (Tabla 7).
Diferentes tipos de duplicaciones han sido identificados:

v" Simples duplicaciones: mas de un individuo con € mismo nombre y
gue presentan perfiles alélicos idénticos (DUP).

v Individuos erréneamente nombrados. Nombres distintos atribuidos a
nivel de la coleccion, pero que corresponden a mismo genotipo
(ERR).

v/ Sinonimias. Nombres distintos atribuidos a nivel del agricultor pero
gue corresponden al mismo genotipo (SIN).

v Individuos cuyo origen varietal era completamente desconocido antes
dellevar acabo este andlisis (DES).
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Tabla 7. Identificacion de los individuos presentando perfiles alélicos duplicados

Tipo . Tipo .
Nombre 'p ., | Procedenciall| Nombre .p ., | Procedencia
Duplicacion Duplicacion
Chemlali Sfax B. Sfax L oaime (Genotipo 1) G. Sierra
Sehli Sned SIN B. Sfax Picua 9 ERR G. Sierra
Baldi SIN B.Sfax  ||Lucio2 ERR G. Sierra
Chargia
Chemlali
Ouled SIN B. Sfax Picual 11 ERR G. Sierra
Y oussef
Chemlall SIN B. Sfax Loaime 22 DUP G. Sierra
Bjawa
Zalmati SIN B.Sfax  |[Loaime 14 DUP G. Sierra
Zarzis
Sehli Gafsa SIN B. Sfax Loaime 20 DUP G. Sierra
Horr Sfax SIN B. Sfax Aceitera C. Jaén
Sehli .
Joeniana SIN B. Sfax Negrinha SIN Elvas
Horr SIN B.Sfax  ||Judiera SIN Serpa
Blettech
Hchichina 6 DES B. Sfax Carrasquefia
. H Ser
Sig3PG DES R e SIN pa
pequif)
BL24 DES B. Sfax Cornicabra C. Jaén
Kotti K18 DES B.sfax ||V Erdedl ce SIN Elvas
serpa
Cornuzuelo
Hchichina 10 DES B. Sfax de morade SIN C. Jaén
Toledo
Kotti K12 DES B. Sfax \é:raldea' SIN EEZ Armilla
K17 DES B. Sfax Cornuzuelo SIN EEZ Armilla
BL26 DES B. Sfax Verdia SIN Serpa
Chemlali , )
Sax COI DUP B. Sfax Hojiblanca EEZ Armilla
Sig15 DES B. Sfax Hojiblanca DUP C. Jaén
BL23 DES B. Sfax Santa FE 3 DES Santa FE
CHL Ouled DUP B. Sfax L echin de Granada Der C. Jaén
Y oussef
BL20 DES B.Sfax |[Picual6 | ERR G. Sierra
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BL16 G DES B. Sfax Verdial deVelez Der C. Jaén

Hchichina 7 DES B.sfax || Erdial ce DUP C. Jaén
Velez

Kotti K9G DES B. Sfax Morisca C. Jaén

Kotti k21 DES B.sfax || COSvade SIN Elvas
Elvas

Kotti K30G DES B. Sfax Chemlali Zarzis B. Sfax

. Chemlali

Sig113G DES B. Sfax Mahares SIN B. Sfax

Sahli Gafsa Iniass

autre que DUP B. Sfax ) . SIN B. Sfax
Hchichina

Gtar

BL37 DES B.sfax  ||Mfarten SIN B. Sfax
Hchichina

Picual (Genotipo 1) EEZ Zaidin Khchinet Sig B. Sfax

Picual 12q DUP EEZ Zaidin ||B SIN B. Sfax
Bazzoula

Desconocido DES P.Puente || P32 SIN B. Sfax

1 Kbir

gesconoc'do DES P.Puente  |[SiG19 DES B. Sfax

Desconocido DES P Puente  ||/<OM K23 DES B. Sfax

3 (avec mam)

Eam”oc'do DES P. Puente Chemlali Sig B. Sfax

Desconocido .

5 DES P. Puente Horr Sig DES B. Sfax

6DesconOC|do DES P.Puente  ||Kotti K14 DES B. Sfax

Desconocido .

- DES P. Puente Sig 14 PG DES B. Sfax

Picual (Genotipo 2) G. Sierra Chemchali Gtar B. Sfax

Loaime 15 ERR G Sera  ||22™ SIN B. Sfax
Bouchouka

Desconocido DES G. Sera Kotti K30 DES B. Sax

2 PG

Desconocido . .

4 DES G. Sierra Chétoui B. Sfax

Picual 8 DUP G.Sera ||CMEOU 2@ DUP B. Sfax
mam)

Picua 10 DUP G. Sierra Marsaline B. Sfax
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Picual 12 DUP G.sera ||MeX SIN B. Sfax
Bjawa
Arbequina EEZ Armilla Zeitoun el Manchar B. Sfax
Arbequina DUP EEZ Armilla [|-92M @ SIN B. Sfax
I1zq Mouammar
g;tr)eqw na DUP C. Jaén Chemlali Bouchouka B. Sfax
Arbeguina . o .
Park DUP EEZ Armilla || Koroneiki SIN C. Jaén
Santa FE 1 DES Santa FE Horr Chargia B. Sfax
Santa FE 4 DES Santa FE BL31 DES B. Sfax
Lucio (Genotipo 1) G. Sierra Chemlali Chouamekh B. Sfax
Picual 5 ERR G.Seara |[Shemial SIN B. Sfax
TataouinelO
Loaime 16b ERR G. Sierra Fakhari Tataouine B. Sfax
Losime ERR EEZ Armilla. ||ME SIN B. Sfax
Zarzis
Lucio 4 DUP G. Sierra Gallega C. Jaén
Picual 5 ERR G.Siera || G392 DUP Elvas
Vulgar

4.2.2. Sinonimias y homonimias

Un nimero considerable de sinonimias ha sido observado en este estudio.
En la coleccion de Boughrara- Sfax (Tunez), se han detectado 20 sinonimias, 9 de
ellas de la variedad Chemlai Sfax, 3 de la variedad Chemlai Zarsis, 2 de la
variedad Khechinet Sig (Tabla 8), mientras que las otras 6 corresponden a las
variedades Chemchali Gtar, Marsaline, Zeitoun e Manchar, Chemlali Bouchouka,
Chemlali Chouamekh, Fakhari Tataouine. Asimismo, se han detectado 9 casos de
sinonimias entre variedades ibéricas: 5 de lavariedad Cornicabra, 3 de lavariedad
Aceitera y una sola sinonimia de la variedad Morisca. Las 5 sinonimias de
Cornicabra son Verdea de serpa, Cornuzuelo de mora de Toledo, Verdea Redl,
Cornuzuelo y Verdia mientra que las tres sinonimias de la variedad Aceitera son
Negrinha, Judiera y Carrasquefia. La sinonimia de la variedad Morisca es
Conservade Elvas.

También, este andlisis ha permitido demostrar que, segin los perfiles
alélicos de los 4 SSR analizados, el genotipo Chemlali Bouchouka es idéntico a
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genotipo Koroneiki. Para confirmar este resultado inesperado, se ha profundizado
el andlisis mediante el uso de 6 SSR adicionales;, sssfOeUA-DCA9, ssrOeUA-
DCA16, GAPU59, GAPU71B, GAPU103A, UDO099-024, UDOQO99-043.
Efectivamente, los resultados obtenidos demuestran que los dos individuos
presentan perfiles alélicos idénticos en 10 microsatélites, o que permite confirmar
que se trata de un caso de sinonimia pero entre dos paises bastante alegjados;
Tanez y Grecia

El presente estudio permitié demostrar que los 11 individuos procedentes
de la coleccion portuguesa de Elvas incluyen 7 variedades y 4 sinonimias de otros
genotipos ya identificados previamente. Las 4 sinonimias detectadas son:
Negrinha, Verdeal de Serpa, Conserva de Elvas y Gallega vulgar, que se
corresponden con las variedades que se encuentran en el banco de germoplasma
del IFAPA en Jaén: Aceitera, Cornicabra, Moriscay Gallega respectivamente.

4.2.3. Alelos detectados, indices de variabilidad genética y relaciones genéticas

El andlisis mediante los 4 marcadores SSR en los genotipos incluidos en la
base de datos permiti¢ detectar un total de 48 alelos, correspondiendo a una media
de 12 aelos por locus. El nimero de alelos por locus varié de 9 en GAPU101 a 18
en UDO099-043. Se ha obtenido una media de contenido en informacion
polimorfica de 0,82. Dicho valor oscilo entre 0,79 en sssOeUA-DCA3 a 0,89 en
UDQO99-043. La heterocigosidad observada varié de 0,84 en sssrOeUA-DCA3 a
0,93 en GAPU101, presentando unamediade 0,9.

A partir de los datos alélicos obtenidos, se han podido establecer las
rel aciones genéticas entre todos |os genotipos identificados (Figura 22).
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Lectino
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Verdeal
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FPortugal (Genotipo 1)

Portugal
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—— Zarbout Louzir

Coratina
Chemlali Zarzis
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Dhokar Nafti
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Tounsi Gatsa
o Gtar
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—_  Zamazikgh
Zeyeti El Katti
Chemiali Stex
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Harr Chargia
— Chemiali Ontha Tatacuine
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— Chemlali Barrani
Chermilali Sig

Zeitoun Khdim el Bey
Chetoul
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Hearr Louzir
Chemlali Lachhab
I Bella de Espafia

Chemilali Balhi
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I Khchinet Sig
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Chahleya

r Zeltoun

—  HorEl Ketti

Figura 22. Relaciones genéticas entre genotipos identificados.
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Los coeficientes de similitud genética calculados mediante € método de
DICE variaron de 0,00 (por g emplo entre acebuche de Portugal (genotipo 1) y la
variedad Lechin de Sevilla) a 0,875 (por g emplo entre las variedades Morisca y
Vedia de Badajoz). Dichos coeficientes de similitud fueron utilizados para llevar
a cabo un andisis factorial de correspondencia para identificar posibles
agrupaciones basadas en e origen geografico, en e uso industrial predominante
de cada uno de las variedades, 0 en caracteres morfoldgicos del endocarpo. Este
andlisis factorial de correspondencia presentd unos porcetgjes de inercia de
14,02% en €l primer gjey 8,01% en & secundo ge.

El andlisis factorial demuestra que |os genotipos se agrupan mayoramente

por su origen geografico segun el ge de las coordenadas (Figura 23). Todas las
variedades Ibéricas se agruparon juntas del lado izquierdo del ge excepto la
variedad Arbequina, Manzanilla de Sevilla, un genotipo de acebuche de Espafia y
la variedad Blanqueta de Portugal. La mayoria de las variedades de Tunez se
agrupan en € otro lado. Sin embargo, las variedades tunecinas Zarrazi Ejjbal,
Fakhari Tataouine, Besbess y Mallahi EIl Mouammar se agruparon con las
variedades ibéricas.
Aungue estan situadas cerca del ge, las variedades de Italia Coratina 'y Frantoio se
agrupan con las variedades de Tunez mientras que Leccino se encuentraen el lado
de las variedades ibéricas. Las variedades francesas Tanche y Marsaline asi como
lavariedad griega Koroneiki se agrupan del lado de las variedades de Tunez.
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Verdial de Badajoz « Loaime (Genotipo 2)
Mor |=;(6| . % s .
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M‘IﬂZ?ﬂll%U([agln'ﬂll 0 2) Guejar Sierra * » Cobrancosa . alanche
anzs : ; po 2) IJ Lﬁ‘m. do Grangda o . . Cpemlal]Zsz, , _*Ech-Chahla . |
23 A as 32 o Z‘JHB?}'KQT‘HOH El Jouammat, ;, e TI'B
: 2 Lguam EI Kot =nemial arrant
cebuche Portugal (Genotipo 1 - =
i Vlllialonnalll e +  «Chemlali Balhi Zeitoun Boubazzoula + *Horr El Kotti

Aceitera s
Verdial de heyvar »
H;l\‘-_lf_q-:.-::::l:-‘.l-!'!-\.llf-.l.-:ul {Genolipo 2
Mallahi EI Mouammar «
Verdial da Veleze«

Portugal ,
.

= Hojiblanca

LY aega Borka
Picudo «

Manzanilla Santa FE .
Acebuche Portugal (Genot

Acebuche Espaifia (Genolipo 1) «

Manzanilla (Genotipo 1) Armilla «

Maganilha Carrasquenha de almendraleja »

Manzanilla de Sevilla (Genotipo 1) «

« Variedades de Espafia = Variedades de ltalia
* Variedades de Tunez = Variedad de Francia

= Leccino T

» = Zeitoun el Manchar

»Horr Chargia

Chemiali Ontha Tataouine«
Arbequing «

JSemni Jbeniana

Corati .
kil * Frantoio

* Chemlali Chouamekh

«Dhokar Nafti

+ Manzanilla de Sevilla (Genotipo 2)

Figura 23. Andlisis factorial de correspondencia seguin |a procedencia geografica

Basandose, en datos de algunos caracteres morfolégicos del endocarpo
obtenidos a partir de los mimos individuos analizados o0 encontrados en la
literatura (Rallo, 2005), € andlisis factorial de correspondencia indica una
tendencia de agrupacion segun € peso del endocarpo (tamafio del endocarpo)
(Figura 24). Siguiendo €l sistema de clasificacion establecido por Barranco y
Rallo, 1984 y adoptado por & Consgo Oleicola Internacional, todos los
individuos que presentan un endocarpo de bgo peso se agrupan de un lado
mientras que los genotipos que presentan un peso elevado o muy elevado se
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agrupan del otro lado. Los genotipos que presentan un peso mediano se dispersan
en ambos lados del ge de las coordenadas.

Verdial de Badajoz e

Desconocido 1%, pesconocido 2

« Lucio (Genotipo 2)

Lucio (Genotipo 1) +
Cornicabra «

Cordovil * o yhari Tataouine » Bella de Espafia * Zarbout Louzir Chami
Mancanilla de taveira «
Acebuche Portugal {Genolipg 4}[‘
Besbes

ssl o e
Gordal e *
Manzanilla Guejar Sierra (Genolipo 2) * + Cobrancosa
i I I i I ]
an
Acebuche Portugal (Genotipo 1) | Kol
Villalonga * "
Veydia) de heyvar » . : 2
Ac'e}auche Horlugal (Genotipo 2) . « Horr Chargia
Mallahi El Mouammar « Chernlali Ontha Tatasuing s
Manzanilha Portugal « equing
+ Hojiblanca Semni Jbeniana

_ Picudo «
Manzanilla Santa FE «
Acabuche Portugal (Genotipo 3)%

Acebuche Espana (Genotipo 1) «

Manzanilla (Genotipo 1) Armilla «

+ Marsaline

Menzenite do Sevig (Cancipol) ¢ Manzanilla de Sevilla (Genotipo 2)

* Peso bajo * Peso muy elevado
= No disponible
* Peso elevado

Figura 24. Andlisis factorial de correspondencia seguiin €l peso del endocarpo

Igualmente se estudiaron las agrupaciones segun el uso predominante de
cada uno de los genotipos identificados (Aceitunas tradicionamente utilizadas
para la obtencion de aceite, o para € consumo como aceituna de mesa, o bien a
uso mixto). Sin embargo, no se ha podido destacar ninguna tendencia de
agrupacion segun este criterio.
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4.3. Analisisdelos microsatélites en polen y hojas
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4.3.1. Microsatélites en polen

Los 10 loci analizados fueron exitosamente amplificados en la mayoria de
las muestras, presentando un porcentge de genctipado del 97,9%. Los loci
ssrOeUA-DCADY, loci ssrOeUA-DCA 16, ssrOeUA-DCA18, GAPU5S9 y UDO99-
024 se amplificaron en la totalidad de los individuos, mientras que no se pudo
amplificar un individuo en cada uno de los loci GAPU71B y GAPU103A y dos en
cada uno de los loci sssfOeUA-DCA3, GAPU101 y UDO99-043. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 2%. La Figura 25,
representa un giemplo de los alelos amplificados revelados en un gel de agarosa
antes de analizarlos mediante un secuenciador automatico de tipo capilar (Figura
26). Todos los aelos amplificados fueron facilmente identificados, permitiendo
establecer los perfiles alélicos de cada uno de los individuos analizados a partir de
las muestras de polen.

1000pb —

500pb —s

100pb—>

1 2 3

Figura 25. Ejemplo de alelos amplificados, revelados en un gel de agarosaa 2%.
(1): Gordal de Sevilla (sssfOeUA-DCA18); (2): Picudo (ssrOeUA-DCAJ); (3):
Lechin de Sevilla(UDO99-043).
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Figura 26. Ejemplo de deteccion de los tamarios de los alelos en un secuenciador
automatico de tipo capliar. (1): Gordal de Sevilla (sssfOeUA-DCA18); (2): Picudo
(ssrOeUA-DCA3J); (3): Lechin de Sevilla (UD099-043),

4.3.2. Estudio comparativo de discriminacién de variedades de olivo a partir de
ADN extraido de muestras de hojas y de muestras de polen

Se utilizaron los 10 marcadores microsatélites mencionados anteriormente
para llevar a cabo €l estudio comparativo de la identificacion de 52 muestras de
ADN extraido de hoja (26) y de polen (26) de individuos procedentes de Tunez y
de Espana. Dichos marcadores fueron amplificados con éxito en la mayoria de los
casos, presentando un porcentgje de genotipado del 98,07%. El andlisis de los
microsatélites permitié establecer un perfil alélico para cada individuo analizado.

Latabla 8 incluye todos los perfiles alélicos identificados. Los marcadores
ssrOeUA-DCA18, UDO99-24, GAPUS9 y GAPU103A se amplificaron en la
totalidad de los individuos estudiados. Sin embargo, no se consiguio la
amplificacion de GAPU71B, GAPU101 y ssrOeUA-DCA9 en un individuo, ni
tampoco pudieron genotipar 2 individuos con ssrOeUA-DCA3 y ssrOeUA-DCA
16, ni 3 individuos con UDO99-043.

La amplificacion fue imposible en 7 muestras, 4 de €ellas correspondientes
a ADN procedente de polen y 3 de ellas de ADN procedente de hojas. Las
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variedades Verdia de Velez, Khchinet Sig y Chétoui presentaron cierta dificultad
durante el genotipado, ya que no se han podido amplificar en dos microsatélites.

Generamente, los perfiles alélicos obtenidos a partir de las muestras de
ADN extraido de polen fueron idénticos a los perfiles obtenidos a partir de hojas.
Sin embargo, en € 2,3% de los casos se observaron diferencias entre dichos
perfiles. Efectivamente, las muestras de ADN procedentes de polen revelaron
solamente un alelo de los dos al el os detectados en el ADN procedente de las hojas
del mismo indivuduo. Este fue el caso de Picudo, Verdia de Velez, Sehli Sned y
Horr Louzir (Tabla 8) en los loci sstOeUA-DCA16, UDO99-43, sstOeUA-DCA3
y UDO099-43 respectivamente. Iguamente, no se han podido amplificar los dos
alelos en la muestra Hchichina 6 paralos loci ssrtOeUA-DCA3y GAPU71B.
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Tabla 8. Perfiles alélicos obtenidos a partir del ADN extraido de hojas y de polen
paralos 10 marcadores microsatélites analizados*

[ee] o
- o™ - (o))
> < < < <
& %) o o o *
< 2 Q Q Q Q - ® N &
< < < = < 8 . @ . 8
5 2 3 2 5 2 S 3 =1 3 =
INDIVIDUO g g g g 2 g 2 3 2 3 2
o < << [a) << [a) <<
= 3 B B ) 8 ) =) ] 5 ]
=
g — N - N - N - ~N - ~N — N — ~N — ~N — N — N
< (=} o o [=] o o o o o o o o o o o o o o o o
||| ®| | | BT |8T|T|T|T|T| DT T T |3
|z |z |z ||| |2 |2 ||| || |2 |2 |2 |<|<|=
Lechin deGranada  [Pollen | 166 | 168 | 235 | 241 | 120 | 152 | 121 | 127 | 183 | 204 | 191 | 197 | 212 | 216 | 210 | 220 | 164 | 164 | 147 | 184
LechindeGranada  Hoja | 166 | 168 | 235 | 241 | 120 | 152 | 121 | 127 | 183 | 204 | 191 | 197 | 212 | 216 | 210 | 220 | 164 | 164 | 147 | 184
Cornicabra Pollen | 168 | 176 | 235 | 245 | 120 | 122 | 121 | 141 | 183 | 193 | 191 | 199 | 172 | 212 | 210 | 210 | 184 | 184 | 220 | 220
Cornicabra Hoja | 168|176 | 235 | 245 | 120 | 122 | 121 | 141 | 183 | 193 | 191 | 199 | 172 | 212 | 210 | 210 | 184 | 184 | 220 | 220
Gallega Pollen | 168 | 176 | 235 | 249 | 164 | 180 | 117 [ 123 | 191 | 193 | 183 | 199 | 170 | 172 | 210 | 222 | 178 | 184 | 184 | 220
Gallega Hoja | 168|176 (235|249 | - | - [117[123|191 (193|183 | 199 170 | 172 | 210 | 222 | 178 | 184 | 184 | 220
LechindeSevilla  |Pollen | 164 | 172 | 241 | 245 | 122 | 143 | 121 | 141 | 161 | 204 | 191 | 217 | 172 | 177 | 210 | 210 | 184 | 184 | 132 | 155
LechindeSevilla  Hoja | 164|172 |241 | 245 | 122 | 143 | 121 | 141 | 161 | 204 | 191 | 217 | 172 | 177 | 210 | 210 | 184 | 184 | 132 | 155
Picudo Pollen | 168 | 172 | 241 | 249 | 152 | 152 | 117 | 121 | 183 | 193 | 197 | 217 | 205 | 216 | 210 | 220 | 164 | 164 | 132 | 170
Picudo Hoja | 168 | 172|241 |249 | 152|160 | 117 | 121 | 183|193 | 197 | 217 | - | - |210|220 164|164 | 132 | 170
lArbequina Pollen | 164 | 174 | 228 | 239 | 120 | 143 | 121 | 141 | 183 | 204 | 183 | 205 | 175 | 175 | 220 | 220 | 199 | 199 | 147 | 184
lArbequina Hoja | 164|174 | 228|239 | 120 | 143 | 121 | 141 | 183 | 204 | 183 | 205 | 175 | 175 | 220 | 220 | 199 | 199 | 147 | 184
erdial deVelez Pollen | 168 | 172 | 241 | 245 | 152 | 172 | 121 | 141 | 161 | 183 | 197 | 217 | 212 | 212 | 210| 210 | 164 | 184 | 132 | 147
erdial deVelez Hoja |168|172| 241|245 | - | - [121]141| - | - |197 |217 | 210|212 | 210|210 | 164 | 184 | 132 | 147
Manzanilla de Sevilla |Pollen | 168 | 176 | 241 | 249 | 152 | 172 | 121 | 141 | 161 | 204 | 197 | 217 | 210 | 214 | 210 | 210 | 164 | 164 | 132 | 170
Manzanilla de Sevilla Hoja | 168 | 176 | 241 | 249 | 152 | 172 | 121 | 141 | 161 | 204 | 197 | 217 | 210 | 214 | 210 | 210 | 164 | 164 | 132 | 170
Chétoui Pollen [ 170 | 174 | - | - |120|172|117[123|193|193 191|205 | - | - |210|212| 184|190 | 132 | 155
Chétoui Hoja | 170 | 174 | 228 | 235 | 120 | 172 | 117 [ 123 | 193 | 193 | 191 | 205 | 175 | 214 | 210 | 212 | 184 | 190 | 132 | 155
Hojiblanca Pollen | 168 | 176 | 235 | 245 | 122 | 152 | 121 | 141 | 193 | 204 | 197 | 199 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 147 | 222
Hojiblanca Hoja | 168 | 176|235 | 245 | 122 | 152 | 121 | 141 | 193 | 204 | 197 | 199 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 147 | 222
K or oneiki Pollen | 168 | 170 | 235 | 235 | 147 | 147 | 121 | 127 | 181 | 204 | 191 | 205 | 170 | 214 | 206 | 210 | 184 | 186 | 147 | 158
K or oneiki Hoja | 168|170 | 235 | 235 | 147 | 147 | 121 | 127 | 181 | 204 | 191 | 205 | 170 | 214 | 206 | 210 | 184 | 186 | 147 | 158
Picual Pollen | 166 | 172 | 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 183 | 191 | 191 | 217 | 207 | 212 | 210 | 220 | 184 | 184 | 132 | 170
Picual Hoja | 166 | 172|235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 183 | 191 | 191 | 217 | 207 | 212 | 210 | 220 | 184 | 184 | 132 | 170
Chemlali Sfax Pollen | 170 | 174 | 228 | 235 | 120 | 143 | 121 [ 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
Chemlali Sfax Hoja | 170 | 174 | 228 | 235 | 120 | 143 | 121 [ 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
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s/ |®?P ||| ||| 0| T|T |0 T T|T T DT|T
||z ||| ||| ||| ||| ||| |=<|=
Horr Chargia Pollen | 174 | 176 | 228 | 235 | 143 | 143 | 121 | 121 | 171 | 183 | 191 | 197 | 166 | 170 | 210 | 220 | 170 | 184 | 170 | 206
Horr Chargia Hoja |174 | 176 | 228 | 235|143 | 143 | 121 | 121 | 171 | 183 | 191 | 197 | 166 | 170 | 210 | 220 | 170 | 184 | 170 | 206
Sehli Sned Pollen | 170 [ 174 | 235|235 | 120|143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
Sehli Sned Hoja |170 |174 | 228|235 | 120|143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
Chemlali Bouchouka [Pollen | 168 | 170 | 235 | 235 | 147 | 147 | 121 | 127 | 181 | 204 | 191 | 205 | 170 | 214 | 206 | 210 | 184 | 186 | 147 | 158
Chemlali Bouchouka |Hoja | 168 | 170 | 235 | 235 | 147 | 147 | 121 | 127 | 181 | 204 | 191 | 205 | 170 | 214 | 206 | 210 | 184 | 186 | 147 | 158
Chemlali Zarzis Pollen| 172 [174 | - | - |143|143|121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 156 | 156
Chemlali Zarzis Hoja |172 | 174 | 235 | 235|143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 156 | 156
Chemlali Mahares  |Pollen| 172 | 174 | 235 | 235 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 158 | 194
Chemlali Mahares  |Hoja | 172 | 174 | 235 | 235 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 158 | 194
Injassi Hchichina  [Pollen | 172 | 174 | 235 | 235 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 158 | 194
Injassi Hohichina ~ |Hoja | 172 | 174 | 235|235 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 | 210 | 220 | 184 | 186 | 158 | 194
Chemlali Balhi Pollen | 166 | 168 | 235 | 241 | 136 | 152 | 121 | 121 | 183 | 202 | 189 | 189 | 175 | 179 | 206 | 220 | 164 | 178 | 147 | 184
Chemlali Balhi Hoja | 166 | 168 | 235 | 241|136 | 152 | 121 | 121 | 183 | 202 | 189 | 189 | 175 | 179 | 206 | 220 | 164 | 178 | 147 | 184
Hchichina 6 Pollen | 170 [ 174 | 235 | 235 | 120|143 | 121 [ 121 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
Hchichina 6 Hoja |170 |174 | 228|235 | 120|143 | 121 | 141 | 172 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 210 | 210 | 184 | 186 | 158 | 194
K hchinet Sig Pollen | 170 | 174 | 235 | 235|120 | 147 | 121 [ 141 [171 185 | - | - | - | - |206|220 |176 | 184 | 147 | 158
K hchinet Sig Hoja |170 | 174 | 235 | 235|120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 212 | 206 | 220 | 176 | 184 | 147 | 158
Bou Bazzoula BL19PG [Pollen | 170 | 174 | 235 | 235|120 {147 | - | - |171|185|189 | 205|179 | 212 | 176 | 184 | 206 | 220 | 147 | 184
Bou Bazzoula BL19PG [Hoja | 170 | 174 | 235 | 235 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 212 | 176 | 184 | 206 | 220 | 147 | 184
Zeitoun Boubazzoula [Pollen | 170 | 174 | 235 | 235 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 210 | 206 | 220 | 176 | 184 | 147 | 184
Zeitoun Boubazzoula |Hoja | 170 | 174 | 235 | 235 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 210 | 206 | 220 | 176 | 184 | 147 | 184
Semni Jbeniana Pollen | 168 | 176 | 228 | 239 | 120 | 120 | 121 | 127 | 193 | 204 | 189 | 205 | 185 | 212 | 210 | 220 | 176 | 176 | 147 | 184
Semni Jbeniana Hoja | 168 |176 | 228 | 239 | 120 | 120 | 121 | 127 | 193 | 204 | 189 | 205 | 185 | 212 | 210 | 220 | 176 | 176 | 147 | 184
Horr Louzir Pollen | 168 | 170 | 235 | 245 | 120 | 157 | 121 | 123 | 171 | 193 | 191 | 197 | 168 | 170 | 210 | 210 | 186 | 190 | 147 | 174
Horr Louzir Hoja | 168 |170 | 235 | 245 | 120 | 157 | 121 | 123 | 171 | 193 | 191 | 197 | 175 | 212 | 210 | 210 | 186 | 190 | 147 | 174

*Se han sefialado en negrita las diferencias encontradas entre perfiles alélicos.
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4.3.3. Evaluacion de los marcadores microsatélites utilizados
4.3.3.1. Alelos detectados

El andlisis de los microsatélites ha permitido evaluar la utilidad de los 10
marcadores SSRs utilizados y la comparacion entre los perfiles alélicos obtenidos
a partir de ADN procedente de hojas y de polen. Para este estudio, se han
descartado todos los perfiles obtenidos a partir de muestras de ADN extraido de
polen ya que, como ha sido indicado previamente, se trata de los mismos
genotipos identificados a partir del ADN procedente de hojas.

Se han detectado 84 ae€elos en total, lo que corresponde a una media de
nimero de aelos por locus de 8,4. El nimero de alelos por locus vario de 5 (en
GAPU71B) a 12 (en UD099-043 y GAPU103). La tabla 9 muestra los tamafios
de los aelos obtenidos para cada uno de los loci analizados asi como sus
frecuencias respectivas. Dichas frecuencias variaron del 2% en los alelos Unicos
como es el caso del alelo 136 del locus sssfOeUA-DCA16 a 53% en el aelo 235
del locus ssrOeUA-DCAS.

Todos los SSRs analizados en este estudio presentaron como minimo 2
pares de bases de diferencia entre los tamarfios de los aelos, menos e caso del
locus GAPU103A. La diferencia de tamafio es de 1 par de bases en dos alelos
consecutivos (alelo 3y alelo 4) para este marcador (Tabla9).
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Tabla 9. Tamafo (expresado en pb), y frecuencia (expresada en %) de los alelos
obtenidos en los diferentes |oci analizados en latotalidad de los individuos.

3 @ g 2
< < <
O m O = <
s |8 |8 | & |8 | &8 |§ |8 |3 |8
< < < 2 < 2 3 a 3 >
=) 2 2 < 3 < a g 8 <
o % o o % © D D 10}
INDIVIDUO m m
SR S I F3 I NS I RS I E R IS I RS I S IR RS I S
Q2 ~ Qo ~ Q2 ~ Q2 ~ Qo ~ Qo ~ Qo ~ Qo ~ Qo ~ Qo ~
g | s|lge|ls|le|8|leg|s|legl8|le|8|le|8|lel8|le|8|l2|
Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe Iy Qe
5|2/8|2(3|%8(5|8|3|&8|5|&8|5|8|5|B|s|8|s|¢C
< |8 |<|8|<|8|<|8|<|8B|<|8B|<|8B|<|8B|<|8|< |8
T |I T T L T T T T T
Alelo 1 164 | 4 [228| 13 |120| 27 (117| 8 |161| 4 |183| 4 |166| 14 |176| 2 |164| 15 |132| 12
Alelo 2 166 6 |235( 53 |122| 8 |121| 48 |171| 28 |189| 17 (170| 8 (184| 2 |170| 19 (147 | 23
Alelo 3 168 | 26 [239| 4 |136| 2 [123| 6 |181| 4 |191| 23 (172| 6 |206| 9 [176| 8 |155( 4
Alelo 4 170 ( 21 | 241 | 12 | 143 | 27 |127| 9 |183| 14 [197| 25 (175| 16 (210| 5 |(178| 4 |156| 4
Alelo 5 172 14 |245| 12 | 147 | 15 | 141 | 29 |185| 6 |199| 6 |[177| 2 (212 2 |184| 42 [158| 15
IAlelo 6 174 26 (249 | 6 |152| 13 191| 4 [205| 15 |179| 8 [220| 27 | 186 17 |170| 8
Alelo 7 176 | 12 157 | 2 193| 22 [217| 10 |185| 2 [222| 2 |190| 4 |174| 2
Alelo 8 160 | 2 202 | 2 207 | 4 199 4 |184| 13
Alelo 9 172 | 4 204 | 16 210| 6 206 2 | 194 10
Alelo 10 212 | 22 220 2 |206| 2
Alelo 11 214 | 8 220| 6
Alelo 12 216 | 4 222 | 2
NC total alelos 7 6 9 5 9 7 12 7 10 12
N° de alelos por locus 84

4.3.3.2. indices de heterocigosidad, frecuencias de los alelos nulos y poder
dicriminativo

La heterocigosidad observada representa e numero de individuos
heterocigotos dividido por e nimero total de individuos genotipados. Esta fue
calculada y present6 un valor medio de 0,83, y vario de 0,65 en los loci GAPU59
y UD099-024 a 1 en € locus ssrOeUA-DCA18. La heterocigosidad esperada ha
sido calculada asumiendo laley del equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987). La
heterocigosidad esperada presentd una media de 0,78 y varié de 0,61 en € locus
GAPUS9 a 0,89 en & locus UDO99-043. Igualmente, se han calculado las
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frecuencias de alelos nulos (Fg), frecuencias que determinan si € nivel de
heterocigosidad detectado en los genotipos identificados corresponde a nivel que
presenta realmente este grupo de individuos. Los valores de F, fueron siempre
negativos menos en el caso de ssrtOeUA-DCA16 y UD099-024. La tabla 10,
retine los valores de la heterocigosidad observada y de la esperada en todos los
loci analizados, asi como |as frecuencias respectivas de los alel os nulos.

La heterocigosidad esperada fue siempre inferior a la heterocigosidad
observada excepto en los loci sssfOeUA-DCA16 y UDO99-024. Ambos loci
presentaron frecuencias positivas de 0,065 y 0,049 de aelos nulos, mientras que
dichas frecuencias fueron negativas para €l resto de los loci. Se ha detectado un
total de 215 heterocigotos y se identificaron 43 homocigotos.

Tabla 10. Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (Hg),
Frecuencia de alelos nulos (Fg), Numero de heterocigotos y Numero de
homocigotos en |os individuos analizados en cada uno de losloci.

Ho He Fo Numero de Ndmero de

heter ocigotos homocigotos
ssrOeUA-DCA18 1 0,83 -0,101 26 0
ssrOeUA-DCA3 0,69 0,67 -0,009 18 8
ssrOeUA-DCA16 0,70 0,82 +0,065 17 7
GAPU71B 0,92 0,68 -0,185 24 2
ssrOeUA-DCA9 0,84 0,83 -0,008 21 4
GAPU101 0,96 0,83 -0,085 25 1
UDQ099-43 0,96 0,89 -0,048 24 1
GAPU59 0,65 0,61 -0,031 17 9
UDO99-24 0,65 0,77 +0,049 19 9
GAPU103A 0,92 0,88 -0,038 24 2
Media* 0,83 0,78 - 215 43

* El nimero de heterocigotos y el nimero de homocigotos son valores totales

El poder discriminativo de los marcadores utilizados ha sido evaluado
mediante el clculo del contenido en informacién polimérfica (PIC) y la
probabilidad de identidad (PI). El PIC promedio del conjunto de marcadores
microsatélites analizado fue de 0,73 y varié de 0,55 en €l locus GAPU59 a 0,86 en
el locus UDO99-043. La media de la probabilidad de identidad obtenida en este
estudio es 0,089 y oscilé entre 0,027 en & locus UDO99-043 (el marcador que
presenta e PIC mas elevado) y 0,208 en e locus GAPUS9 (el marcador que
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presenta e PIC mas bgo). El vaor acumulativo total de la probabilidad de
identidad del conjunto de los 10 microsatélites fue 4,11. 10" La tabla 11
representa todos los valore de PIC y Pl obtenidos para cada uno de |os marcadores
SSRs analizados.

Los cuatro marcadores mas informativos, (UD099-043, GAPU103A,
ssrtOeUA-DCA18 y ssrOeUA-DCA9) permitieron diferenciar el 100% del total de
genotipos discriminados (22 genotipos). Es notorio que € primer marcador
(UDO99-043) fue capaz por s solo de discriminar e 90,9% de los genotipos,
permitiendo identificar 20 genotipos del total de los 22 genotipos analizados.

Tabla 11. Contenido en informacion polimaorfica (PIC), probabilidad de identidad
(PI) y marcadores mas discriminativos clasificados por rango.

Contenido en I nformacion Probabilidad de identidad Rango de mar cadores mas

polimérfica discriminativos
ssrOeUA-DCA18 0,79 0,057 4
ssrOeUA-DCA3 0,63 0,145 8
ssrOeUA-DCA16 0,78 0,063 6
GAPU71B 0,61 0,161 9
ssrOeUA-DCA9 0,79 0,055 3
GAPU101 0,79 0,059 5
UDO99-43 0,86 0,027 1
GAPU59 0,55 0,208 10
UDQO99-24 0,73 0,085 7
GAPU103A 0,85 0,030 2
Todos |los mar cador es* 0,73 4,11.10%

*Contenido en informacién polimoérfica medio y probabilidad de identidad acumulada.
4.3.4. Identificacion de muestras ciegas de polen

El conjunto congtituido por los 10 marcadores microsatélites descritos
anteriormente fue utilizado para identificar 9 muestras ciegas de polen
procedentes de la empresa Inmunal S A. (Madrid, Espaia) especializada en la
fabricacion de las vacunas desarrolladas contra la aergia respiratoria estacional
(hipersensibilidad tipo 1). En una primera etapa, los perfiles aélicos de las
muestras de polen fueron comparados con los perfiles alélicos obtenidos a partir
de 170 individuos analizados (a partir de hojas) en la base de datos de
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identificacion de las variedades de olivo que se detadla en € apartado anterior
(4.2.). Dicha base de datos ha sido constituida gracias a andlisis de los siguientes
marcadores SSR: ssrOeUA-DCA18, ssrOeUA-DCA3, GAPU101 y UD099-43.
Para los individuos cuyos perfiles fueron idénticos a las muestras ciegas, se ha
completado el andlisis del resto delos 10 SSR.

L os resultados obtenidos demuestran que excepto la muestra ciega nUmero
9, donde no se pudo amplificar ningin microsatélite, la amplificacion fue
realizada exitosamente en todos |os marcadores. Sin embargo, en algunos de ellos
fue imposible obtener bandas en determinadas muestras (Tabla 12). La
amplificacion no ha sido posible en la muestra ninero 1 en el locus GAPU101, la
muestra numero 4 en € locus ssfOeUA-DCA9 y la muestra niUmero 7 en el locus
GAPU103A.

Latabla 12 detalla los perfiles aélicos obtenidos para las muestras ciegas
analizadas, asi como |os genotipos mas probables asignados a partir de la base de
datos disponible.

La muestra ciega numero 4 presentd 4 aelos para los loci GAPU71B,
ssrOeUA-DCA9 y UD099-043, y 3 aelos para los loci sssrOeUA-DCA18 y
ssrOeUA-DCA3. Iguamente la muestra 5 presentd 4 aelos para los loci
GAPU71B y ssrOeUA-DCA9, y 3 adeos para e locus ssrOeUA-DCA1S,
GAPU101 y UD099-043. También parala muestra 7, se han amplificado 4 aelos
parael locus GAPU71B.

Ademas, se han observado algunas diferencias debidas, bien a la
amplificacion de unicamente un alelo en lugar de los dos aelos que realmente
presenta un determinado genotipo. Estas anomalias fueron detectadas en la
muestra nimero 5, anivel de losloci sssOeUA-DCA16 y GAPUS9 y las muestras
nimero 2 y 3, en €l locus UDO99-024 (Tabla 12).

Los perfiles aélicos obtenidos han permitido laidentificacion de todas las
muestras ciegas de polen menos la muestra nUmero 9, donde no se pudo
amplificar ningiin SSR. La tabla 13 representa la identificacion definitiva basada
en & conjunto de los 10 marcadores SSR utilizados.
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Tabla 12. Perfiles aldlicos de las muestras ciegas de polen y de los genotipos mas
probables. Los cuadros en doble linea indican los loci donde se han amplificado
mas de dos alelos, y los cuadros en negrita muestran las diferencias debidas ala
imposiblidad de amplificar los dos alelos en €l locus.

@ ©
- 3] — (2]
< < < <
[®] O O [®] <
= o o o 2 g 9 . g g
> 13| 2|5 |z |3 |88 |8 |3
INDIVIDUO o o o) o o o o o o o
V] V] D V] D V]
LI S T O S T I T oV A o A o A A S A S R AV S = I Y
o|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|o|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|o
T|T|T(T|IT|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T
< < < < < < < < < < < < < < < < < < < <
Ciegal 166 | 172 | 235 | 249 | 120 | 172 | 117 | 121 | 161 | 204 172 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 132 | 170
Loaime 166 | 172 | 235 | 249 | 120 | 172 | 117 | 121 | 161 | 204 | 191 | 217 | 172 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 132 | 170
Ciega2 166 | 172 | 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 183 | 191 | 191 | 217 | 207 | 212 | 210 | 220 J 184 | 101 || 132 | 170
Picual (Genotipo 2) 166 | 172 | 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 183 | 101 | 191 | 217 | 207 | 212 | 210 | 220 | 184 | 184 || 132 | 170
Ciega 3 168 | 176 | 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 103 | 204 | 191 | 217 | 172 | 216 | 210 | 210 | 184 | 184 | 132 | 170
Manzanilla de Jaen 168 | 176 | 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 | 193 | 204 | 191 | 217 | 172 | 216 | 210 | 210 J 184 | 101 | 132 | 170
166 235 117 | 127 || 161 | 193 172 | 212
Ciega4 - 72 | - 245 (| 122 | 152 || - - - - 2o | 101 | - - 210 | 220 | 184 | 191 | 132 | 170
168 241 121 | 141 || 183 | 204 207 | 216
Picual (Genotipo 1) 166 | 172 || 235 | 245 || 122 | 152 || 117 | 127 191 | 101 || 207 | 212 || 210 | 220 | 184 | 101 | 132 | 170
166 117 | 127 | 103 | 204 |[ 192 172 170
Ciega5 - | 176 | 235 | 245 | 152 | 152 | - - - - - | 27| - | 216 210 | 220 | 184 | 184 | 132
168 121 | 141 || 173 | 211 || 197 207
Manzanilla de Jaen 168 | 176 || 235 | 245 | 122 | 152 | 117 | 127 || 193 | 204 || 191 | 217 || 172 | 216 § 210 | 210 | 184 | 184 | 132 | 170
Ciega 6 164 | 174 | 228 | 20 | 120 | 143 | 121 | 141 | 183 | 204 | 183 | 205 | 175 | 175 | 220 | 220 | 182 | 100 | 147 | B
Arbequina 164 | 174 | 228 | 239 | 120 | 143 | 121 | 141 | 183 | 204 | 183 | 205 | 175 | 175 | 220 | 220 | 182 | 199 | 147 | 1B
117 | 130
Ciega7 168 | 172 | 235 | 249 | 152 | 172 || - - | 183 | 193 | 191 | 109 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184
121 | 141
Lucio 168 | 172 | 235 | 249 | 152 | 172 || 117 | 121 | 183 | 193 | 191 | 109 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 184 | 220
Ciega 8 168 | 172 | 235 | 249 | 152 | 152 | 117 | 121 | 183 | 193 | 191 | 109 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 184 | 220
Lucio 168 | 172 | 235 | 249 | 152 | 172 | 117 | 121 | 183 | 193 | 191 | 109 | 207 | 216 | 210 | 220 | 184 | 184 | 184 | 220
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Tabla 13. Identificacion varietal de las muestras ciegas de polen

Individuo Variedad L ocalizacion dela Nivel dedifusion dela
muestra ciega muestra variedad
Muestraciega 1 Loaime Gugjar Sierra (GR) Variedad secundaria Granada
Muestra ciega 2 Picual EEZ Zaidin (GR) Variedad principal, Toda
Esparia especialmente
Andalucia
Muestraciega3 | Manzanillade Jaén Guejar Sierra (GR) Variedad difundida, provincia
de Jaen y Cdérdoba
Muestraciega4 Picual estandar Variedad principal, Toda
Esparia especialmente
Andalucia
Muestraciega5 | Manzanillade Jaén Guejar Sierra (GR) Variedad difundida, provincia
de Jaen y Cdérdoba
Muestra ciega 6 Arbequina IFAPA (Jaen)/EEZ Variedad principal, Catalufia,
Armilla(GR) Aragon y Andalucia.
Muestraciega 7 Lucio Guejar Sierra (GR) Variedad secundaria Granada
Muestraciega 8 Lucio Guejar Sierra (GR) Variedad secundaria Granada

Lafigura 27a'y 27b retne los fluorogramas de los perfiles aélicos de las
muestras ciegas de polen y de los individuos correspondientes identificados a
partir de la base de datos.
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Figufa 27a. Fluorogramas de los perfiles alélicos de las muestras ciegas de polen
y genotipos correspondientes

- 103 -



Resultados

[ GAPU101 UDOS8-024

UDoas-043 ] CAPUADSA

Figura 27b. Fluorogramas de los perfiles alélicos de las muestras ciegas de polen
y genotipos correspondientes.

4.2.5. Identificacion de muestras ciegas de vacunas
Para la identificacion de 8 muestras ciegas de vacunas utilizadas contra la
alergia respiratoria estacional causada por € polen del olivo, y suministradas por

la empresa Inmunal S.A. (Madrid), se han utilizado los 10 marcadores SSR
anteriormente descritos.
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En este andlisis, solo se han podido amplificar los loci ssftOeUA-DCAS,
ssrOeUA-DCA9 y GAPU71B mientras que para el resto de marcadores utilizados
(ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPUS9, GAPU101, GAPU103A,
UDO099-024 y UD099-043) no se pudo obtener ningun producto de amplificacion
en latotalidad de las muestras ciegas analizadas.

Para ssrOeUA-DCA9, se pudo genotipar la totalidad de las muestras de
vacunas. Esto no ha sido el caso paralosloci ssrtOeUA-DCA3y GAPU71B. En €
primero no se pudo amplicar las muestras nUmero 4 y 6 mientras que en €
secundo no se pudo amplificar las muestras 2, 3 y 5. En la tabla 14 se detallan
todos los perfiles aélicos obtenidos para los tres marcadores SSR amplificados.

Los perfiles alélicos demuestran la presencia de dos alelos para € locus
ssrOeUA-DCA9, mientras que para sssfOeUA-DCA3 y GAPU71B Unicamente se
ha podido amplificar un aelo en cada muestra. Dos perfiles aélicos han sido
obtenidos, el primero corresponde a la dos muestras ciegas de vacuna 1 y 6
mientras que € segundo corresponde a resto de las muestras genotipadas.

Tabla 14. Perfiles adélicos obtenidos a partir de muestras ciegas de vacunas

™ (e}
< <
Q Q
Q @ Q
< = <
3 2 3
INDIVIDUO o < o
B ) B
i N i N i N
o ] o ] o o
) T ) T ) )
< < < < < <
M uestras ciega de vacuna 1 235 - 121 - 161 171
M uestra ciega de vacuna 2 235 - - - 161 171
M uestra ciega devacuna 3 235 - - - 161 171
M uestra ciega de vacuna 4 - - 127 - 161 171
M uestra ciega devacuna 5 235 - - - 161 171
M uestra ciega de vacuna 6 - - 121 - 161 171
M uestra ciega devacuna 7 235 - 127 - 161 171
M uestra ciega de vacuna 8 235 - 127 - 161 171
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5. DISCUSION
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5.1. Identificacion de variedades de olivo mediante car acter es morfol 6gicos
del polen
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5.1.1. Andlisis de | os caracteres morfol gicos del polen

El estudio de los parametros relacionados con la morfologia del grano de
polen se ha llevado a cabo mediante la utilizacion de un microscopio optico y se
evalud e polimorfismo existente entre los distintos individuos. El limitado nivel
de aumento de este tipo de microscopio (250X) permitié Unicamente observar €
tamafio y forma del grano sin poder apreciar |os caracteres propios de la estructura
externa de la pared. Tres caracteres han sido estudiados. €l ge polar, € diametro
ecuatoria y el areadel grano.

De acuerdo con € sistema de clasificacion propuesto por Valdés et al.,
(1987), los valores medios del gje polar y del diametro ecuatorial demuestran que
el polen de las variedades andizadas se considera de tamafio pequefio. En
variedades procedentes de Espana y Portugal, las medias obtenidas para estos
pardmetros en los diferentes granos de polen han sido més elevadas. (Rgén et al.,
2009; Ribeiro et al., 2010). Consecuentemente, se concluye que el tamafio de los
granos de polen probablemente varia dependido del origen geogréfico de las
variedades o de las condiciones medioambientales en las que estan plantados los
arboles.

El cdlculo del ratio entre e polar y diametro ecuatorial permite destacar la
categoria a la que pertenece cada grano de polen (Vadés et al., 1987). Las
variedades analizadas se dividen en dos categorias. forma sub-prolada (Zeitoun
Boubazoula, Horr El Kotti, Khechinet Sig, Boubazoula, Lgam El Kotti, Baldi
chargia y Injassi Hchichina) y forma prolada (Chemlali Sfax, Chemlali Mahres,
Chemlali Bouchouka, Chetoui, Chemlali Balhi, Echahlay Sehli Sned).

El presente estudio pone de mafiesto la utilidad de los caracteres de
tamano del polen para el andlisis del polimorfismo existente entre las distintas
variedades de olivo. Sin embargo, solo estos caracteres son insuficientes para
explorar las diferencias existentes entre genotipos parecidos. El andlisis de los
pardmetros relacionados con el tamafio del grano ha sido especialmente utilizado
para fines taxondmicos y paleontol gicos para determinar € polen procedente de
distintas especies (Martens y Fretz, 1980) o bien géneros de la misma especie (Xu
y Kirchoff, 2008), mientras que su utilizacion para identificar € origen varietal
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dentro de una misma especie, solo se ha limitado a unos pocos trabagjos presentes
en laliteratura (Arzani et al., 2005).

La observacion de secciones utrafinas de granos de polen a MET permite
explorar los caracteres ultrastructurales, tanto internos como externos, de la pared
del polen. En este trabgjo se han estudiado 6 caracteres de la pared del polen. De
acuerdo con nuestras observaciones y con estudios anteriores en olivo sobre la
pared del polen (Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1988), las medidas de los
diferentes componentes se redizaron en las zonas intermedias de la pared,
Situadas entre las aperturas, ya que en estas zonas, la pared presenta
modificaciones en su estructura.

Todos los caracteres de la pared del polen (en MET) presentaron una
desviacion estéandar razonable, excepto para € pardmetro de distancias entre
columelas, que mostré una desviacion esténdar muy grande, del orden del 47,6%
de la media obtenida. Esto se debe a que este pardmetro esta sujeto a una
variacion importante debido a las irregularidades que presenta la estructura de la
exing, y por lo tanto no es vaido para la discriminacién de las variedades. Parte
de estas irregularidades son debidas a la harmomegatia que es la capacidad del
polen a adaptarse a la humedad del medioambiente lo que influencia la forma del
grano y por tanto la distancias entre columelas.

Aparte de los pardmetros analizados en € presente trabgo, se han
detectado diferencias entre los individuos estudiados a nivel de la capa basal.
Efectivamente, excepto para los individuos Chemlali Balhi y Khechinet Sig, esta
capa presenta una alta densidad a los electrones y debido a su elevado contraste es
facilmente diferenciable del resto de los componentes de la exina. Las diferencias
anivel de la capa basal han sido estudiadas en todas las muestras (10 grano por
individuo) llevando a la conclusion de que dicha propiedad es reproducible.
Teniendo en cuenta de que el proceso de preparacion de las muestras parael MET
ha sido e mismo para todas las muestras y las fotos han sido obtenidas bajo las
mismas condiciones de luz y de contraste, se puede deducir que los diferentes
grados de densidad a los electrones a nivel de la capa basal podria representar un
pardmetro discriminaivo que se debe a la composicion quimica de los
componentes de la exina (Punt et al., 2007). Sin embargo, la determinacion del
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origen genético de dicho polimorfismo requiere un estudio posterior para poder
decidir de su potencia uso como marcador morfol égico adicional.

La observacion de los caracteres morfol 6gicos de la exina llevada a cabo
bajo microscopio electronico de barrido, permitié confirmar que existen
variaciones entre |os individuos analizados. Usando |la misma metodologia, Lanza
et al., 1996 demostraron que los caracteres de la exina pueden servir para la
determinacion del origen varietal del olivo, especialmente € parametro de
anchura del muro. El parametro area de los [Umenes presentd una desviacion
estandar muy elevada (39,1%) y por lo tanto no se recomienda su uso para la
identificacion de las variedades de olivo. La gran variacion en este parametro se
corresponde con la elevada variacion observada en e parametro de distancias
entre columelas bajo el MET. Ambos parametros representan la arquitectura de la
exina, la primera a nivel tridimensional mientras que la segunda a nivel
bidimensiona (corte).

De todas | as variedades analizadas, la Chétoui, variedad principal del norte
de Tunez, es la que presenta unas diferencias mas marcadas. Se caracteriza por
una intina y una endexina muy delgadas, unas columelas muy grandes, y en la
parte externa de la exina, los elementos esculturales de los muros estan muy
distanciados unos de otros.

5.1.2. Andlisis estadistico

El objetivo principal del andlisis estadistico de los caracteres morfol 6gicos
de polen es conocer si dichos pardmetros estan influenciados por €l origen varieta
de los individuos analizados o no. Con € fin de contrastar esta hipotesis, se ha
realizado un test ANOVA que demostré que existen diferencias significativas
entre los individuos en todos | os parametros morfol 6gicos estudiados.

Aungue la variacion entre polenes de distintas variedades es minima para
algunos caracteres, €l uso de un conjunto de parametros tanto del tamafio del
grano como de la estructura de la pared permite obtener un patrén propio a cada
variedad. En base a andlisis de granos de polen de variedades de albaricoque
(Arzani et al., 2005) se ha concluido que un patrén constituido por varios
caracteres del polen permite identificar €l origen varietal apartir del polen.
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El andlisis factoria permitié demostrar que la endexina, e area de los
granos, las columelas y la intina son los caracteres morfolégicos mas
discriminativos para la identificacion de individuos de olivo de Tunez. Por lo
tanto, dichos caracteres se consideran especialmente recomendables. En trabgjos
previos, la identificacion de las variedades de olivo mediante los caracteres
morfolégicos del polen ha sido basada unicamente sobre € estudio de las
caracteristicas de tamarfio del grano y la de exina (Marsilio y Lanza, 1994; Lanza
et al., 1996). Estos estudios han recomendado el uso de caracteres observados al
MEB, como son €l ratio gje polar/didametro ecuatorial o la anchura del muro de la
exina. Sin embargo, esta Memoria pone de manifiesto que las estructuras de la
pared del polen andlizadas @ MET (endexina, columelas, intina) representan
también una herramienta importante para la discriminacion de los diferentes
cultivares. Lo mismo ocurre con € tamario de los granos de polen.

El resultado de nuestro estudio, junto con trabgos previos llevados a cabo
en cultivares procedente de Espafia y Portuga (Regjon et al., 2009; Ribeiro et al.,
2010) propone un sistema de clasificacion de variedades de olivo basado en la
morfologia del polen que puede ser utilizado para aplicaciones aeropalinologicas
(determinacion de la composicion varietal del polen en € aire), agrondmicas
(certificacion del origen varietal del polen para cruzamientos dirigidos o prevision
de cosecha), o también para fines farmacéuticos (determinacion del origen varieta
del polen utilizado para la redizacion de los extractos necesarios para la
fabricacién de vacunas anti-alergia) etc..

La autofluorescencia debida a la presencia de carotinoides y fenoles en la
exina ha sido descrita en otras especies distintas a olivo (Roshchina et al., 1997).
Las notorias heterogeneidades entre la autofluorescencia observada en los
distintos granos de polen de la misma muestra son probablemente debidas a
contenido diferencial en agua de cada uno de los granos, y a que es claramente
observable la disminucion de la autofluorescencia en € polen hidratado en
relacion a no hidratado. Resultados similares han sido descritos en un trabajo
realizado en polen viable durante el proceso de germinacion in vitro (Audran y
Willemse, 1982). Estas observaciones sugieren gque esta técnica permitiria por lo
tanto evaluar de alguna forma el estado de hidratacién del polen de olivo a través
del nivel de autofluorescencia que emite cada grano. De forma analoga, los
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granos de polen no viables mantendrian elevados niveles de autofluorescencia
después de ser hidratados ya que no se produciria dicha hidratacion de forma
efectiva. Por lo tanto, aunque este hecho deberia ser comprobado
experimentalmente, este tipo de ensayos podrian ser también indicativos del
estado de viabilidad de una muestra de polen.

La posibilidad de discriminar variedades de olivo mediante € nivel de
autofluorescencia que emitan los granos de polen de cada variedad ha sido
explorada por primera vez en el presente estudio. Se ha observado una diferencia
en la autofluorescencia total emitida entre la variedad Ayrouni por un lado y las
variedades Picual, Loiame y Cornicabra por otro. Esta diferencia es
probablemente debida a factores intrinsecos del polen como son la composicién
delaexinay el material unido a ella. Igualmente, la variedad Picual presenté una
intensidad superior a resto de las variedades en e rango 590-650 nm.

Consecuentemente, la autofluorescencia emitida por el polen del olivo
puede constituir una herramienta adicional importante para la clasificacion
varietal. Sin embargo, es necesario un estudio mas amplio, con un ndmero
importante de cultivares para evaluar este método y recomendarlo para su uso
extensivo en laidentificacion de las variedades de olivo.

5.1.3. Comparacion entre identificacion mediante los marcadores morfol 6gicos
del poleny SSR

La combinacion de diversos métodos de identificacion es atamente
recomendada en la caracterizacion de las variedades en |as especies cultivadas y
especialmente en olivo (Ganino et al., 2006). El uso de esquemas pomol 6gicos
basados en el estudio de caracteres morfol6gicos y agronémicos del arbol, como
son las hojas, los frutos, las inflorescencias, y especialmente los endocarpos, en
combinacion con marcadores moleculares (como los SSR) es una practica comun
en los bancos de germoplasma del olivo del mundo (Rallo, 2005). En este sentido,
el presente estudio, permite evaluar la utilidad de los marcadores morfol égicos del
polen mediante su comparacion con los datos de microsatélites. El estudio llevado
a cabo permitié proponer a los marcadores del polen como un método adicional
gue se puede usar en combinacion con otros tipos de marcadores especia mente
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moleculares para una mejor caracterizacion de las variedades de olivo. La figura
28 compara dos dendrogramas (de los 11 caracteres seleccionados y de los 4
caracteres mas discriminativos respectivamente) con el dendrograma obtenido
mediante 10 maracdores SSR. La comparacion indica que existe una similitud
morfolégica a nivel del polen entre los individuos que presentan un genotipo
idéntico. Dichos individuos son: (i) Chemlali Sfax, Baldi Chargia y Sehli Sned;
(if) Chemlali Mahresy Injassi hchichina. Sin embargo esto no hasido e caso para
los individuos Kchinet Sig y Boubazoula cuya similitud morfologica no es tan
destacable. Por otro lado, los individuos Horr el Kotti y Zeitoun Boubazzoula, que
presentan una similitud genética bastante elevada a nivel de SSR, también
presentan una similitud a nivel de la morfologia del polen. También, Lgam €
Kotti que presenta una gran similitud genética con los individuos que representan
el genotipo Chemlali Sfax muestran una similitud a nivel de la morfologia del
polen, pero menos destacable. Los datos morfol 6gicos presentan un cierto nivel de
similitud entre los individuos Chemlali Balhi et Chétoui mientras que los SSR no
presentan ninguna similitud genética.

De manera general, e méodo de la morfologia del polen presenta una
correspondencia con € método SSR que proporciona marcadores de una elevada
resolucion en la identificacion de las variedades de olivo (Diaz et al., 2006;
Ganino et al., 2007; Rekik et al., 2008). Sin embargo, € sistema de clasificacion
usando los caracteres morfol 6gicos del polen es recomendable preferentemente en
combinacién con otro método molecular como es el caso de los marcadores SSR.
Las diferencias observadas pueden ser atribuidas bien a factores no genéticos o
bien a relativo grado de subjetividad que presentan los caracteres morfol dgicos
del polen, incluso cuando la caracterizacion la realiza personal con experienciaen
el tema (Tryjillo y Barranco, 1999; Trujillo et al., 2005). Como consecuencia, €
método de clasificacion mediante caracteres morfol 6gicos del polen, propuesto en
el presente estudio no sustituye en ninguin caso & uso de marcadores de ADN.
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Figura 28. Comparacion entre dendrogramas de clasificacion de individuos.
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5.2. Construccion de un base de datos para la identificaciéon de variedades de
olivo.
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A pesar del nimero limitado de marcadores utilizados en el andisis de los
183 individuos que han sido incluidos en la base de datos de identificacion de
variedades, se ha podido llevar a cabo una identificacion eficiente de las mismeas.
Esto ha sido posible gracias a la combinacion de 4 marcadores microsatélites
(UDO99-043, ssrOeUA-DCA18, GAPU101 y ssrOeUA-DCA3) seleccionados a
partir de los 10 marcadores utilizados descritos anteriormente. La seleccion de los
marcadores se ha llevado a cabo teniendo en cuenta su gran poder discriminativo,
su fécil interpretacion y la posibilidad de usarlos en combinaciones durante la
separacion de los fragmentos en e secuenciador automatico. Las ventgjas que
presentan dichos marcadores han sido también destacadas en estudios previos de
otros autores (Bladoni et al., 2009; Fendri et al., 2010).

Nuestro estudio ha permitido identificar 90 genotipos y 93 perfiles
duplicados. Esto confirma que un nimero limitado de SSR con un poder
discriminativo bastante elevado es facilmente capaz de discriminar un nimero
elevado de genotipos (Sarri et al., 2006; Muzzalupo et al., 2008). Los marcadores
microsatélites seleccionados para este estudio constituyen entonces una
herramienta muy importante tanto para los bancos de germoplasma como para los
programas de prospeccion permitiendo proporcionar una cantidad considerable de
informacion con un coste econdmico relativamente reducido en comparacion con
otros andlisis SSR que emplean un niumero elevado de marcadores (Cipriani et al.,
2002).

Se ha demostrado que existen errores considerables de identificacion
especialmente en las colecciones nacionales de Boughrara-Sfax (Tunez) y INRB
Elvas (Portugal), asi como las plantaciones locales de Gugjar Sierra'y de la EEZ
en Armilla. Estas confusiones se observaron especialmente entre las variedades
mas importantes de Tunez y Espaiia; Chemlali Sfax y Picual respectivamente.
Estos errores son debidos a una identificacion equivocada basada en |os caracteres
morfolégicos y agrondémicos del &rbol, realizada tanto desde una perspectiva
cientifica, como es el caso de la coleccion de Tunez (Trigui et al., 2002) como a
nivel de agricultores, como ocurre en la coleccion loca de Guegjar Sierra. Esto
pone de manifiesto el problema de lafiabilidad de los marcadores morfol égicos y
agrondmicos en la identificacion varietal. Efectivamente, la identificacion basada
en caracteres generales del arbol y del fruto llevada a cabo por un personal que no
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posee la experiencia necesaria conduce a unaidentificacion erronea en la mayoria
de los casos (Trujillo y Barranco, 1999). El uso de un esguema pomol bgico
completo como e esquema establecido por (Barranco y Rallo, 1984) con un
numero importante de repeticiones en tiempo y en espacio es imprescindible para
identificar variedades de olivo pero no suficiente para garantizar la certeza de que
la clasificacion es correcta, ya que € uso de marcadores moleculares aporta en
muchos casos un conocimiento adicional y permite aclarar un ndmero
considerable de confusiones. Muchos autores recomiendan la combinacion de
ambas metodologias para llevar a cabo una clasificacion adecuada especialmente
en los bancos de germoplasma (Cantini et al., 1999; Rallo, 2005). El presente
estudio ha permitido identificar un nimero elevado de duplicaciones y sinonimias
en la coleccion de Boughrara-Sfax (Tunez) cuya identificacion agrondmica y
morfolgica ha sido llevada a cabo previamente usando un esquema pomol dgico
parecido a que fue recomendado por el Consegjo Oleicola Internacional (Trigui et
al., 2002). Esto apoya los resultados obtenidos en € andlisis SSR llevado acabo
sobre los mismos individuos de la coleccién de Boughrara-Sfax usando 8
marcadores microsatélites (Fendri et al., 2010). Solamente se han observado
pequefias diferencias entre la clasificacion obtenida en dicho trabgo en
comparacion con los resultados del presente estudio. Estas diferencias se deben a
a la limitacion del nimero de marcadores utilizados (de 8 a 4 SSR) y se han
observado en los individuos genéticamente muy similares. Zeitoun e Manchar y
Lgam e Mouammar, Chemlali Zarzis y Injassi Hchichina, Khchinet Sig y
Mbazzel Kbir, Chemlai Sig y Horr Sig. Sin embargo, una pequeiia disimilitud
genética entre dos genotipos determinados no quiere necesariamente decir gue son
dos variedades diferentes, sino puede corresponder a un polimorfismo intra-
varietal. Esto ha sido discutido por muchos autores que han empleado los
marcadores SSR para la clasificaciéon de las variedades de olivo (Noormohamadi
et al., 2007). Segun el codigo internaciona de nomenclatura para plantas
cultivadas, una variedad se define como un conjunto de plantas claramente
distinguible por cualquier caracter (morfologico, fisiologico, citolégico quimico
etc..), y que cuando se multiplica sexual o asexualmente, tiene la capacidad de
conservar sus caracteristicas propias (Trehane et al., 1995). De hecho, niveles
bajos de disimilitud genética no indica necesariamente que se trate de variedades
diferentes. La utilidad de los marcadores SSR para |a detecciéon del poliméfismo
intra-varietal en e olivo ha sido previamente demostrada (Cipriani et al., 2002).
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Esta variabilidad puede ser debida a las mutaciones sométicas que han ocurrido a
lo largo del tiempo (Noormohammadi et al., 2007). Los resultados de nuestro
estudio ratifican la importancia que tiene para una catalogacion adecuada de las
variedades de olivo, la combinacion de datos agronomicos, morfolégicos y
tecnol 6gicos junto con los andlisis moleculares (Ganino et al., 2006).

El andlisis de SSR en la coleccion portuguesa de Elvas ha permitido
también aclarar ciertas confusiones en la clasificacion de los 11 individuos
examinados. SOlo 7 han sido identificadas como tales, siendo las 4 restantes
sinonimias de variedades previamente caracterizadas en el banco de germoplasma
del IFAPA en Jaén (Espafia). También se ha detectado que la variedad conocida
como “Koroneiki”, variedad principal en Grecia y la variedad “Chemlal
Bouchouka’, variedad terciaria difundida localemente en la region de Sfax
(Tunez), reamente son una misma variedad con distinto nombre. Llama la
atencion la coexistencia de sinonimias en dos paises bastante lejanos como son
Tunez y Grecia. Probablemente este genotipo fue introducido hace mucho tiempo
de Grecia a Tunez o quizas en sentido contrario (aungue esto Ultimo es menos
probable). En la actualidad, |a variedad Koronelki se conoce como una variedad
extranjera introducida recientemente en Tunez. Sin embargo, nuestros resultados
demuestran que dicha variedad existia ya en Tunez probablemente desde hace
mucho tiempo y se le dié € nombre autoctono de “Chemlali Bouchouka’,
utilizado hasta hoy en dia por los agricultores. La presencia de sinonimias entre
colecciones de distintos paises destaca la importancia de llevar a cabo los trabajos
de identificacién a gran escala, o bien, establecer una estrecha colaboracion entre
los distintos bancos de germoplasma para conseguir una catalogacion mas
eficiente de las variedades de olivo. En este sentido el trabajo de Baldoni et al.,
2009 propone e uso de un sistema universal de identificacion de variedades de
olivo basado en marcadores microsatélites con un ato poder discriminativo, facil
de interpretar y de reproducir entre laboratorios. Sin embargo, esta Ultima
exigencia se enfrenta a la dificultad de reproducir e sistema debido
principamente a uso de secuenciadores diferentes en |os distintos laboratorios.

El andlisis de los 4 SSR empledos en la base de datos establecida en este
estudio permitié detectar un total de 38 aelos con una media de 12 aelos por
locus, un promedio de contenido en informacion polimérfica de 0,82 y una
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heterocigosidad observada media de 0,9. Estos valores elevados son debidos no
solo a gran poder discriminativo de los marcadores seleccionados, sino también a
lagran diversidad del material analizado alo largo de nuestro estudio. EI material
estudiado procede de 6 paises diferentes (aunque mayoritariamente de Espaia,
Tunez y Portugal) 1o que junto con e amplio nimero de muestras incluidas en €
andisis, explica € elevado nivel de diversidad obtenido. Hay que destacar €l
interés de la base de datos iniciada recientemente para la identificacion de
variedades de olivo y que reune un nimero considerable de recursos genéticos, |o
mas probable que algunos de ellos son todavia no conservados en bancos de
germoplasma nacional es propiamente dichos.

Los datos de los perfiles alélicos de los individuos discriminados han sido
utilizados para establecer |as relaciones genéticas entre variedades mostradas en la
Figura 22. El dendrograma obtenido confirma el importante nivel de variabilidad
de los individuos analizados y la diversidad que se puede observar dentro de la
especie Olea europaea L. Los coeficientes de similitud genéticas DICE
calculados presentaron valores bastante bgjos (hasta 0,00 de similitud). Los
niveles de diversidad obtenidos pueden servir de base para la creacion a largo
plazo de una coleccion de variedades de olivo en la EEZ (CSIC), y que viene a
completar los bancos ya existentes en otras partes de Espafia. Disponer de
material de diverso origen varietal identificado, permitira satisfacer a nivel
cientifico las necesidades de experimentacion del grupo de investigacion de la
EEZ.

El andlisis factorial de correspondencia demuestra una tendencia de las
variedades ibéricas a agruparse separadamente del resto de las variedades
procedentes de paises del centro del mediterraneo, principamente de Tunez. Esto
significa que existen aeos compartidos entre individuos procedentes de
determinadas regiones geograficas de la peninsula ibérica. Resultados parecidos
han sido obtenidos en estudios previos entre cultivares de olivo de origenes
geogréficos distintos (Carriero et al., 2002) y entre poblaciones de olivos
silvestres (Belg et al., 2010). La agrupacion obtenida en e presente andlisis se
explica por la presencia de una discontinuidad genética entre las regiones del
centro del mediterraneo (Tunez) y del oeste del mediterréaneo (Peninsula Ibérica),
pero no solamente en e espacio sino también en el tiempo (historia del olivar). El
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intercambio de materia vegetal alo largo del tiempo tuvo que ser limitado ya que
en caso contrario, hubiera ocurrido una continuidad genética entre las dos
regiones olivareras.

Basandose en € sistema de clasificacion establecido por Barranco y Rallo
(1984) y adoptado por & Consgo Oleicola Internacional, se ha estudiado la
agrupacion de los genotipos disponiendo de datos de caracteres morfol 6gicos del
endocarpo (datos medidos en los mismos individuos 0 encontrados en la
bibliografia). Se ha destacado una tendencia de agrupaciéon segin € peso del
endocarpo, la cual aparentemente esta relacionada con € origen geografico del
genotipo (en e andlisis factorial se observa una tendencia de separacion por
tamarnio del edocarpo y origen geogréafico, siguiendo € gje de |las coordenadas, ver
Figs12y 13):

No se aprecia ninguna agrupacion de las variedades en base a uso
preferencial de las mismas (aceite, aceituna de mesa, uso mixto) Esto es debido
principamente a la subjetividad de este criterio ya que las aceitunas empleadas
para aceite en una determinada zona pueden ser utilizadas como aceituna de mesa
en otras zonas. Sin embargo, una agrupacion segun € uso predominante ha sido
obtenida a nivel local dentro del mismo pais) (Fendri et al., 2010), como
consecuencia de que a lo largo de la historia olivarera la seleccion de los
genotipos se ha debido a la preferencias de los agricultores para elegir ciertos
criterios, como puede ser el tamafio de las aceitunas Pero la relativa subjetividad
de este criterio, explica la imposibilidad de obtener una agrupacién de este tipo,
cuando se analiza un nimero importante de genotipos de distintos paises, como es
el caso en € presente estudio.
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5.3. Analisisdelos microsatélites en polen y hojas
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5.3.1. Identificacion del origen varietal del polen mediante el uso de marcadores
microsatélites y estudio comparativo

El andlisis de 10 marcadores microsatélites en 52 muestras de olivo, a
partir de ADN procedente tanto de hojas como de polen, presenté un elevado
porcentaje de genotipado (98,07%). Esto indica la posibilidad de la aplicacion de
la metodologia SSR para genotipar muestras de ADN procedente de polen. Hasta
la fecha, no se ha encontrado en la literatura ninguna metodol ogia que describe la
identificacion varietal del polen del olivo mediante marcadores moleculares. Sin
embargo, algunos trabajos mencionan la utilizacion de marcadores de ADN para
laidentificacion del polen de otras especies vegeta es. Una metodol ogia basada en
la utilizacion de marcadores RFLPs ha sido propuesta para identificar varias
especies con € objetivo de sustituir los métodos tradicionales basados en la
microscopia para aplicaciones forenses (Eliet y Harbison, 2006). Igualmente, en la
especie Magnolia obovata Thunb, se ha podido amplificar ADN procedente de
granos de polen individuales mediante marcadores microsatélites para estudios
evolutivos (Matsuki et al., 2007). En un estudio parecido una identificacion de
granos de polen individuales ha sido llevada a cabo mediante la utilizacion de
marcadores RAPDs en Solanum (Naseer Aziz et al., 1999). Igualmente, se ha
llevado a cabo un andlisis de microsatélites en la especie Pinus sylvestris L. que
permitio identificar muestras de polen fésil y establecer las relaciones genéticas
de éste con las populaciones actual es (Parducci et al., 2005). Otro trabgjo define la
utilidad de los marcadores microsatélites en las aplicaciones forense permitiendo
determinar la zonas de crimenes mediante la identificacion del origen del polen de
|a especie Quercus geminata (Craft et al., 2007).

En & presente estudio, los marcadores microsatélites ssrOeUA-DCA18,
UDQO99-24, GAPU59 y GAPU103A han sido amplificados en la totalidad de los
individuos analizados, 1o que permite confirmar su fécil amplificacion con
respecto a resto de los marcadores donde no se ha podido amplificar algunas
muestras tanto de polen como de hojas. En determinados individuos, se ha
destacado particuliarmente una dificultad de amplificacién, es €l caso para las
variedades Verdial de Velez, Khchinet Sig y Chetoui. Esto indica lainfluencia de
lacalidad del ADN sobre €l buen desarrollo de lareaccion de PCR.

- 129 -



Discusion

En la mayoria de los casos, |os perfiles aélicos obtenidos fueron idénticos entre
las muestras de ADN procedentes de polen y aquellas procedentes de hojas de los
mismos individuos. Aungque e polen es un tgjido gametofitico haploide, que
incluye Unicamente el material genético masculino, se han podido identificar los
dos alelos procedentes de ambos progenitores. Esto es debido al hecho de que una
poblacion de granos de polen incluye todas las posibilidades de segregacion de la
planta madre, segregaciones que han ocurrido durante la meiosis (Johri, 1984).
Efectivamente, durante la microsporogénesis que ocurre dentro de la antera, las
células diploides dd tgjido espordgeno sufren dos divisiones meioticas que dan
lugar a las microsporas haploides. La segregacion que ocurre durante la meiosis
permite conservar ambos alelos de la planta madre en la poblacién de granos de
polen que se va a generar posteriormente. Existe una diferencia fundamental entre
el presente estudio en e que se parti6 de ADN procedente de una amplia
poblacion de polen, y los trabgos anteriormente mencionados que usaron
marcadores de ADN de granos de polen individuales para la identificacion
(Naseer Aziz et al., 1999; Matsuki et al., 2007). Ladiferencia consiste en el hecho
de gue un grano de polen contiene una copia Unica del genoma nuclear haploide y
consecuentemente, el grano tiene una elevadisima probabilidad de no reflejar por
si solo el genoma parental a causa de los eventos de recombinacion cromosomica
durante lameiosis, y por tanto los aelos resultantes de la amplificacion de SSRs o
el patron de RAPDs pueden no reflgar la composicion parental. Por € contrario,
una poblacion suficientemente elevada de granos de polen, como los que se han
analizado en el presente estudio, puede ser representativa en su conjunto del
genoma parental. De hecho, era un resultado esperado e obtener un mismo
genotipo tanto de ADN extraido de hojas como de polen. Y ese fue €l caso parala
mayoria de las muestras de polen analizadas. Ademas, la obtencién de los mismos
perfiles alélicos en ambos materiales demuestra que el método de recoleccion de
polen mediante la colocacion de bolsas en el arbol y € proceso de extraccion de
ADN, son suficientemente eficientes ya que impiden la contaminacion de polenes
de distintos genotipos. Sin embargo, laimposibilidad de amplificar los dos aelos
presentes en algunos genotipos (solo se amplifica un alelo en lugar de dos),
especialmente en las muestras de ADN extraido de polen, se debe probablemente
ala escasez del nUmero de copias de un aelo determinado, como por jemplo en
los aldlos 160 del locus ssrOeUA-DCA 16 en el genotipo Picudo, asi como € aleo
210 del locus UD099-43 en & genotipo Verdia de Vélez. Esto es debido alabaja
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cantidad y calidad de ADN en dichas muestras en comparacién con las muestras
donde los perfiles alélicos fueron idénticos entre ADN de ambos materiales.

5.3.2. Evaluacion de los marcadores microsatélites utilizados

Segun nuestros resultados todos los marcadores utilizados son
polimorficos, confirmando |os resultados previamente obtenidos en otros estudios
Ilevados a cabo sobre variedades de olivo de distintas partes del mundo (Sefc et
al., 2000; Carriero et al., 2002; Cipriani et al., 2002). Esto indica que todos los
maracdores utilizados son informativos y no se debe descartar ninguno de €ellos, a
contrario de lo que ocurre con otros marcadores SSRs monomorfico empleados
por otros autores (Baldoni et al., 2009).

El anaisis de los 10 marcadores SSR elegidos para este estudio, permitio
identificar un nimero total de alelos de 48, correspondiente a 8,4 alelos por locus,
una media que se considera elevada en comparacion con otros estudios previos
(Muzzalupo et al., 2009). Esto confirma e elevado nivel informativo de los
marcadores seleccionados. El uso de una combinacion de marcadores SSR
parecida a que hemos usado en € presente trabajao en un banco de germoplasma
de Iran permitié obtener una media de nUmero de aelos por locus similar (8,5)
(Omrani-Sabbaghi et al., 2007). La obtencion de un nimero elevado de alelos en
el presente estudio se debe también a la considerable variabilidad del material
vegetal analizado a pesar del nimero limitado de individuos. Este ato nivel de
variabilidad se ha confirmado por los valores elevados de heterocigosidad (HO =
0,83; HE = 0,78). En un estudio llevado a cabo sobre un nimero similar de
muestras de olivo pero que incluye una menor diversidad genética
(Noormohammadi et al., 2007) y empleando un conjunto de marcadores parecido
al que fue utilizado en e presente estudio, se obtuvieron valores medios inferiores
en la heterocigosidad observada (HO medio de 0,66) (Noormohammadi et al.,
2007). Igua ocurre en otro trabajo llevado a cabo con un numero mas importante
de individuos (112 individuos procedentes de Italia, Espafna, Francia 'y Grecia)
pero empleando un conjunto de marcadores SSR menos informativos
(Montemurro et al., 2005).
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Consecuentemente se puede concluir que aunque la heterocigosidad
observada en un grupo de individuos indicala diversidad genética de éste, € nivel
de heterocigasidad es también determinado por el contenido polimorfico de los
marcadores empleados. La obtencion de valores de heterocigosidad superiores a
valor limite de 0,5 para todos los loci analizados en este estudio, demuestra que
estos marcadores pueden ser recomendados para la discriminacion entre las
variedades de olivo y para € estudio de la variabilidad genética. Ta como fue
esperado, la presencia de 83,3% de heterocigotos indica que € materia analizado
presenta una diversidad genética importante debido a distinto origen geogréfico
de los individuos analizados.

Excepto dos SSR, todos los marcadores utilizados presentaron una Fo
negativa y una He inferior a Ho. Esto indica que, para la mayoria de dichos
marcadores, € nivel de homocigosidad obtenido corresponde realmente a nivel
existente en los individuos analizados. Sin embargo, cuando la He es superior o
igual aHo, lafrecuencia de los aelos nulos es entonces positiva o nula indicando
una sobreestimaciéon del nivel de homocigosidad en € grupo de individuos
analizados. Esto fue el caso para los loci sssfOeUA-DCA16 y UDO99-24. El
marcador ssrOeUA-DCA16 ha permitido identificar 7 individuos homocigotos,
mientras que UDQ99-24 destacO la presencia de 9 individuos homocigotos.
Algunos de dichos individuos pueden ser heterocigotos en redidad, pero
simplemente, no ha sido posible la amplificacion de uno de los alelos debido a
gue los oligonucledtidos no han podido hibridar con € ADN, probablemente
como consecuencia de la presencia de mutaciones puntuales (Pemberton et al.
1995). Los valores de Fy se consideran como indicadores importantes de la
garantia de los resultados del andlisis de microsatélites, sobre todo en estudios
genéticos de una poblacion. Dicha frecuencia es cal culada mediante un algoritmo
iterativo basado en las frecuencias esperadas y observadas de los genotipos
analizados (Summersy Amos, 1997).

El contenido en informaciéon polimérfica (PIC) representa las posibles
combinaciones entre |os distintos alelos obtenidos y se considera como un indice
de la capacidad informativa de cada uno de los marcadores microsatélites. El
promedio del PIC de este andlisis fue de 0,73. Este valor se considera bastante
elevado teniendo cuenta del nimero de individuos analizados. Por jemplo, se ha
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obtenido un PIC de 0,54 en 92 individuos de Irdn (Noormohammadi et al., 2007)
y 0,63 en 84 individuos de Tunez (Fendri et al., 2010). Un valor mas elevado de
PIC (0,84) ha sido observado en 26 variedades de Grecia (Roubos €t al., 2010).
Los marcadores utilizados en e presente estudio se consideran atamente
polimorficos. Efectivamente, 8 de ellos pertenecen a la lista de los 11 SSRs
recomendados por Baldoni et al., (2009) para su uso en la caracterizacion de los
bancos de germoplasma del olivo, tras una seleccion llevada a cabo a partir de 77
SSRs disponibles para € olivo. Todos los microsatélites utilizados en este trabajo
han presentado valores de PIC superiores a vaor limite de 0,5 por encima del
cual un determinado marcador se considera informativo. También la mayoria de
ellos, excepto ssrOeUA-DCA3, GAPU71B y GAPUS9, presentan un PIC superior
a 0,7, vaor por encima del cua los marcadores se consideran de utilidad para la
construccion de mapas genéticos (Bandelj et al., 2004).

La probabilidad de identidad (PI) es |a probabilidad de que un determinado
genotipo elegido al azar sea idéntico a otro genotipo (Waits et al,. 2001). La
probabilidad de identidad presenté un promedio de 0,089 y un valor cumulativo
de 4,11. 10" para e conjunto de los 10 SSR. Sabiendo que cuanto mas baja la
probabilidad de identidad mas discriminativo es e marcador, los resultados
confirman € gran poder discriminativo del conjunto seleccionado. Los
marcadores UDQO99-043, GAPU103A, yssrOeUA-DCAY, ssrOeUA-DCA18 y
GAPU101 presentan los Pl més bajos ya que incluyen un elevado contenido en
informacion polimérfica

Excepto para GAPU103A, todos los marcadores definidos y utilizados en
este estudio presentaron, como minimo, 2pb de diferencia entre los aeos
consecutivos. La pequefias diferencia (1pb) observadas entre determinados aelos
del locus GAPU103A puede inducir ala confusion ala hora de definir los perfiles
aléicos. Baldoni et al., (2009) han indicado la presencia de una mutacion de 21pb
en las regiones flanqueantes de dos de los aelos de dicho SSR y Montemurro et
al., (2005) han sefidado que en algunos genotipos este marcador ha presentado
maés de dos alelos. Como consecuencia, este estudio no recomienda su uso en un
material cuyo origen varietal sea completamente desconocido, debido a su relativa
complgjidad en la interpretacion de los picos. Por lo tanto, y aunque Baldoni et
al., (2009) presentan GAPU103A como uno de los marcadores mas
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recomendables por su ato contenido en informacion polimérfica, es preferible
descartar este marcador para evitar una identificacion erronea, teniendo ademas
disponible un nimero importante de marcadores SSR capaces de discriminar
adecuadamente |as variedades de olivo.

Los resultados que se presentan en esta Memoria estan de acuerdo con las
conclusiones de trabajos previos en cuanto a la eleccion de los meores
marcadores SSR para la discriminacion de las variedades de olivo (Belg) et al.,
2004c; Sarri et al., 2006; Baldoni et al., 2009; Fendri et al., 2010). Se concluye
gue es muy recomendable €l uso de los siguientes marcadores (mencionados por
orden de importancia): UDO099-043, ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA1S,
GAPU101, ssrOeUA-DCA3 y GAUP71B. A parte de GAPU103A que no se
recomienda por su realtiva complgidad en la interpretacion, se descarta también
el uso de GAPUS9 por su bajo contenido en informacion polimorfica, ssrOeUA-
DCA16 por laposible presencia de alelos nulos y UD099-024 por ambas razones.

El conjunto de marcadores: UDO99-043, sssrOeUA-DCA18, GAPU101 y
ssrtOeUA-DCAS, es especidmente interesantes ya que es posibles utilizarlos en
combinaciones durante la separacion de los fragmentos en € secuenciador
automatico gracias a tamano de sus aelos y a los marcajes fluorescentes de sus
cebadores (los marcajes pueden ser seleccionados segun las necesidades). Este
conjunto de marcadores fue capaz de identificar 90% de los genotipos analizados
en este estudio. Los dos genotipos no discriminados son: Boubazoulay Chemlali
zarzis, cuyas similitudes genéticas son muy elevadas con las variedades K echinet
Sig y Injassi Hchichina respectivamente (Fendri et al., 2010). Consecuentemente,
se considera que dicho conjunto es bastante eficiente para la identificacion de
variedades de olivo y es atamente recomendable para llevar a cabo una
caracterizacion preliminar adecuada con un coste econdémico bastante reducido. El
andlisis de varias combinaciones en una misma secuenciacion ha permitido
también concluir que no se recomienda e uso de marcadores cuyos tamarios de
alelos son proximos en una misma secuenciacion, especialmente para un material
con un origen varietal completamente desconocido, ya que podria causar una
confusion entre los alelos de diversos loci. La determinacion de los rangos puede
ser basada en datos presentes en la literatura, pero siempre teniendo en
consideracién la naturaleza del material vegetal analizado y € hecho de que los
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tamafios de los aelos pueden variar considerablemente entre distintos
secuenciadores (hasta 5pb) (Baldoni et al., 2009). Estas posibles diferencias
constituyen también una limitacion del establecimiento de un sistema universal de
identificacion de variedades de olivo mediante marcadores SSR y la comparacion
de los datos obtenidos en varios |aboratorios.

5.3.3. Identificacion de muestras ciegas de polen

La identificacién de muestras ciegas de polen ha sido llevada a cabo
exitosamente usando la combinacién de los 10 marcadores SSR descritos
anteriormente. Excepto para la muestra ciega nimero 9, donde no se pudo
amplificar ningiin microsatélites, la extraccion y la amplificacion del ADN han
sido readlizadas con éxito a partir de todas las muestras ciegas de polen
suministradas por la empresa Inmuna S.A. (Madrid, Espaia). Para determinadas
muestras, no se ha podido obtener una amplificacién completa debido a la baja
cantidad y calidad del ADN. Sin embargo, esto no afecta a la posibilidad de
identificar dichas muestras. Problemas de este tipo han sido descritos en varios
estudios empleando los marcadores SSR y que se atribuyen ala cantidad y calidad
del ADN utilizado y a la sensibilidad de determinados marcadores a la
amplificacion (Noormohamadi et al., 2007: Badoni et al.,, 2009).
Indudablemente, este problema se presenta con mas frecuencia cuando se trata de
analizar muestras de ADN obtenido a partir de polen. Esto es debido a la escasa
cantidad de ADN que tienen estas células, en comparacion con otros tgjidos de la
planta como es el caso de las hojas.

Contrariamente a lo que se esperaba, agunas muestras ciegas de polen
analizadas en este trabajo han presentado mas de dos alel os por locus. Este ha sido
el caso para las muestras ciegas nimero 4 y nimero 5. Dicha anomalia es
posi blemente debida a la contaminacién de las muestras de polen. Esta conclusion
se apoya en e hecho de que no se ha encontrado un resultado parecido en las 26
muestras de ADN procedente de polen, que habian sido analizadas previamente en
este estudio. La contaminacion de las muestras 4 y 5 puede haber ocurrido durante
la recoleccién, € transporte, la purificacion o la extraccién de las muestras.
Asimismo, se observé un resultado parecido (pero solamente en un locus) en la
muestra ciega humero 7. Este resultado se puede explicar por una ligera
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contaminacion de otras muestras, que presentan alelos del marcador GAPU71B,
debido alaelevada sefid que presenta este SSR, (Baldoni et al., 2009).

Para las muestras ciegas, la identificacion llevada a cabo corresponde
exactamente a la clave de identificacion obtenida de la empresa Inmuna S.A.
(Madrid, Espafia) y recibida después de haber presentado € informe de
identificacion.

Como conclusion de este andlisis, se puede decir que la metodologia de la
identificacion de cultivares de olivo mediante marcadores microsatélites en polen
es perfectamente aplicable sobre muestras ciegas. Sin embargo, parallevar a cabo
una identificacion adecuada de las muestras de este tipo, y de origen varieta
completamente desconocido, es imprescindible utilizar un nimero elevado de
SSR con un ato poder discriminativo como los que han sido descritos y
empleados en e presente trabajo. También, es importante poseer una amplia base
de datos constituida por los perfiles aélicos de las variedades de olivo mas
difundidas, sobre todo en la zona de cultivo correspondiente a las muestras
analizadas.

5.3.4. Identificacion de muestras ciegas de vacunas

La amplificacion del ADN procedente de muestras ciegas de vacunas
suministradas por la empresa Inmuna S.A. (Madrid, Espafia) ha sido posible
anicamente en tres marcadores SSR; ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA3 y
GAPU71B. Esto indica que a la hora de analizar muestras que incluyen una
cantidad escasa de ADN, & numero de copias de un determinado microsatélites
disminuye considerablemente y por o tanto no se pueden amplificar los SSR que
presentan una baga frecuencia en e ADN. Trabgos llevados a cabo sobre
microsatélites de otras especies demuestran gque efectivamente, existen diferencias
importantes en las frecuencias de cada uno de los microsatélites en el genoma
(Song et al., 2002; Almeida y Penha-Goncalves, 2004). Consecuentemente, un
microsatélite que esta representado por un nimero elevado de repeticiones a lo
largo del ADN, como es e caso de ssrOeUA-DCA9 y ssrOeUA-DCA3, es
facilmente amplificado en comparacién con otros microsatélites, como por
gjemplo ssrOeUA-DCA16. Debido a esta propiedad, los marcadores actualmente
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disponibles para la identificacion de las variedades de olivo, se han clasificado
por la calidad que presentan los picos de los aelos (intensidad del sefid) entre
otros factores (Baldoni et al., 2009).

Para ssrOeUA-DCAJY, se han identificado dos aelos por genotipo mientra
que para ssfOeUA-DCA3 y GAPU71B, solo se ha podido amplificar un alelo
como maximo en cada muestra. Esto no indica necesariamente que las muestras
corresponden a individuos homocigotos en los loci analizados, sino 1o mas
probable que no se ha podido amplificar e segundo aelo debido a la escasa
cantidad de ADN y su estado de degradacion.

A partir de los datos de perfiles aéicos obtenidos, no ha sido posible
identificar € origen varietal de las muestras ciegas de vacunas sin tener ningun
conocimiento previo de los posibles cultivares a los que pueden corresponder.
Esto es debido, a la cantidad escasa de informacion generada por solamente 3
marcadores SSR. Ademas, en dos de dichos marcadores amplificados solo se
pudo identificar un alelo por loci. Sin embargo, € andlisis permite discriminar dos
perfiles aélicos diferentes. Dicha diferencia se manifesta Unicamente en e
marcador GAPU71B. El primer perfil corresponde a las vacunas numero 1y 6
mientras que e secundo perfil corresponde a resto de muestras. El andlisis no
permite atribuir un origen varietal alas muestras ciegas de vacunas, pero permite
recomendar e uso de los marcadores ssrOeUA-DCA3, ssrOeUA-DCA9 y
GAPU71B para identificar muestras que incluyen una cantidad escasa de ADN.
Posiblemente, con algunas mejoras en el proceso de extracciéon de ADN, se puede
obtener unaidentificacion eficiente mediante el uso de dichos marcadores.
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6. CONCLUSIONES
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Mediante € uso de diversas técnicas de microscopia hemos conseguido definir
diversos caracteres morfoldgicos de la pared del polen del olivo que presentan
una notable variabilidad dependiente del cultivar de origen. Estos caracteres han
sido utilizados para desarrollar un sistema de clasificacion varietal, que es
coincidente con la obtenida mediante € uso de marcadores moleculares de tipo
microsatélite. Con objeto de cubrir diferentes aplicaciones, es aconsgable la
utilizacion complementaria de ambos tipos de aproximaciones.

La captura de imagenes de autofluorescencia de la pared del grano de polen del
olivo puede considerarse un método no disruptivo de andlisis que puede ser usado
en conjuncion con los parametros morfologicos anteriormente descrito para la
clasificacion varietal del polen, ya que no requiere ningun tratamiento de fijacion
o tincion.

. Se ha confirmado la utilidad de los marcadores SSR para la identificacion y la
clasificacion varietal del olivo. Para la identificacién preliminar de materia
esporofitico de origen varietal descocido, se recomienda comenzar con un analisis
preliminar con los marcadores: UDO99-043, ssrtOeUA-DCA18, GAPU101 y
ssrOeUA-DCA3 por su fécil amplificacion e interpretacion, su el evada capacidad
discriminativa, su gran fiabilidad y la posibilidad de combinarlos entre ellos
durante la separacion de |os fragmentos.

. A partir de tgjidos esporofiticos (hojas), ha sido generada una base de datos de
SSRs, que incluye 183 g emplares de olivo correspondiente a 90 genotipos, y que
ha permitido dilucidar un nimero considerable de errores de identificacion
varietal presentes en las colecciones y plantaciones privadas analizadas. El estudio
de las relaciones genéticas entre los genotipos identificados ha puesto de
manifiesto un elevado nivel de diversidad del material estudiado y € gran
polimorfismo existente en la especie. Existen tendencias de agrupacion segun €
origen geogréfico de los genotipos. Por € contrario, no se ha encontrado ninguna
agrupacion relacionada con e uso predominante de las aceitunas.

. Se ha puesto a punto la identificacion de variedades de olivo utilizando
marcadores moleculares de tipo SSR a partir de muestras de polen. Para la
identificacion de muestras con bajo contenido en ADN, como son las muestras de
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polen, se recomienda € uso de los siguientes marcadores UDO99-043,
GAPU103A, ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA18, GAPU101 y ssrOeUA-DCA3.

. Con minimas excepciones, los perfiles aéicos descritos en una poblacion
suficientemente representativa de polen de una variedad de olivo, coinciden con
los perfiles alélicos de la contrapartida esporofitica.

. Se ha demostrado la utilidad de la metodologia SSR para la identificacion de
muestras ciegas de polen de uso comercial. En este caso se recomienda el uso del
maximo nimero de marcadores SSR y también disponer de una amplia base de
datos de perfiles alélicos.

En el estado actual de latécnica, los SSRs no son suficientemente discriminativos
para la identificacion varietad de muestras ciegas de vacunas aergenicas
desensibilizantes, probablemente debido a la existencia Unicamente de trazas de
ADN procedente del polen, dada su baja concentracion. Se estima la utilidad
potencial del método para la discriminacion varietal de muestras relacionadas,
como las soluciones utilizadas en diagnéstico SPT 0 soluciones concentradas de
alérgenos.
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Les différentes techniques de microscopie nous ont permis de définir une sé&rie
de caracteres morphologiques de la paroi du grain de pollen de I'olivier qui
présentent une variabilité considérable selon |’ origine variétale. Ces caracteres
ont été utilisés pour établir un systeme de classification de variétés permettant
d’avoir une identification comparable a celle obtenue gréce aux marqueurs
microsatellites. Il est conseillé d’ utiliser ces deux méthodes simultanément pour
avoir une identification variétaes adégquate pour un certain  nombre
d’ applications.

L’ obtention d’'images d autofluorescence de la paroi du grain de pollen de
I’olivier peut étre considérée comme une méthode d’analyse qui maintient |’ état
parfait du tissu. Cette méthode peut étre utilisée conjointement avec les
caracteres morphologiques décrits auparavant pour la classification variétale du
pollen puisqu’ elle n'exige aucun traitement de fixation ou de coloration
préaable.

L’ utilité des marqueurs SSR pour I'identification et la classification variétale de
I'olivier a été confirmée. Pour une identification préiminaire d'un matériel
végétal sporophytique, il est recommandé de commencer par une anayse
préalable utilisant les marqueurs suivant: UD099-043, ssrOeUA-DCA1S8,
GAPU101 et ssrOeUA-DCA3 puisgue ces derniers présentent une facilité lors
de leur amplification et interprétation en plus de leur capacité discriminative
elevée, leur fiabilité et la possibilité de les utiliser avec différentes combinai sons
lors de la séparation des fragments.

Une base de données de profils SSR a été crée a partir de tissus sporophytiques
(feuilles) et comporte 183 arbres d'oliviers correspondant a 90 génotypes
différents, ce qui a permis de détecter un nombre considérable d erreurs
d’identification variétale dans les collections et les plantations privées qui ont é&é
analysées. L’éude des relations génétiques entre les différents génotypes
identifiés a permis de mettre en évidence la grande diversité du matériel vegétal
étudié et le niveau de polymorphisme que présente cette espece. Des tendances
de regroupements de génotypes selon leurs origines géographiques ont été
observées. Cependant, aucun regroupement significatif n'a éé obtenu en se
basant sur la destination commerciale de leurs fruits.

L’identification de variétés d'oliviers a partir d échantillons de pollen en
utilisant les marqueurs moléculaires SSR a été mise au point. Il est conseillé
d’utiliser les marqueurs suivants. UDO99-043, GAPU103A, ssrOeUA-DCAJY,

- 145 -



Conclusions

ssrOeUA-DCA18, GAPU101 et ssrOeUA-DCA3  afin didentifier des
échantillons qui contiennent une faible quantité d’ ADN, comme ¢’ est le cas pour
le pollen.

A pat quelques exceptions, les profils aléliques obtenus a partir dun
échantillon suffisasmment représentatif de pollen provenant dune variété
d’olivier correspondent parfaitement avec ceux obtenus a partir de tissus
sporophytiques du méme individu.

L’utilité de la méthode SSR pour I'identification d échantillons de pollen
inconnu a usage commercia, a éé démontrée. Pour cela, il est préférable
d’ utiliser le plus de marqueurs SSR possible et de disposer d’ une vaste base de
données de profil aléiques.

Dans I’ état actuel de latechnique, les SSR ne sont pas assez discriminatifs pour
identifier I'origine variétale des échantillons de vaccins allergéniques
désensibilisants, probablement a cause de la présence de seulement quelques
traces d’ ADN provenant du pollen, cela est di a la faible concentration. Son
utilisation comme méthode potentielle pour I'identification variétale
d’ échantillons similaires est a envisager, nhotamment dans le cas des solutions
utilisées pour le diagnostic SPT ou bien pour les solutions concentrées
d allergenes.
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Abstract. Most traditional olive-producing countries possess a diversified genetic patrimony
in Qlea europaea L. Since the emergence of modern olive growing system, the identification,
classification, and conservation of autochthonous olive cultivars is a priority for these
countries. In this work, a total of 84 accessions belonging to the “Boughrara®”-Sfax olive
germplasm collection located in Tunisia have been screened using a powerful set of eight
simple sequence repeat markers (SSRs). The study revealed a high genetic variability
among the collection and detected a total of 64 alleles. For better management of the
mentioned germplasm bank, an improved classification of the entries, including new
denominations, has been proposed. In addition, several cases of mislabeling, synonymy,
and homonymy bave been clarified. Genetic relationships among cultivars have been
analyzed showing four major clusters. Finally, a correspondence factor analysis demon-
strated that cultivars tend to cluster depending on their main use as oil or table olives. No
clear clustering tendencies were observed when the geographical origin of cultivars was
used as the criteria for the analysis, All results ol 1 by S8R screening and classification
were in accordance with classification based on morphological traits of fruit endocarps.

Olive (Nea ewrapaea 1.) is one of the
oldest cultivated species in the Mediterranean
basin. Tunisia has playved an important role in
the establishment of the crop in this area as
a result of its dynamic history and geograph-
ical location {Trigui et al., 2006). Olive still
plays a significant role in both the economy
and society of Tunisia today, [t occupies one-
third of the cultivated land (1,667,000 ha),
represents the predominant activity of 29% of
farmers, and affects one million Tumisian
people’s revenues (Jardak, 2006). Tunisia is
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considered the second producer and exporter
of olive il in the world, only preceded by the
European Union. Tunisian production and
exporting averages reach 185,000 tons and
139,600 tons, respectively (averages 2004 to
2009; International Olive Council, 2010). Like

most of traditional olive-producing countries

(Ralloetal., 2003), Tunisia includes diversified
genetic resources, which are mainly formed by
small distributed autochthonous cultivars. The
characterization of this diversity is essential for
the better management of the national germ-
plasm and for genetic breeding programs.

The classical approach in the identifica-
tion of olive cultivars has been based on
agronomical and/or morphological studies. It
consists of measures such as production aver-
age, precocity, vigor, ete. and the direct obser-
vation of several distinctive traits on branches,
fruits, endocarps, leaves, and inflorescences
(Barranco and Rallo, 1984; Bamranco et al.,
2005). Among the aforementioned morpholog-
ical characters, endocarps are considered one
of the most discriminative traits. These traits
are highly inhentable, have low sensitivity 1o
environmental conditions, and are easily ob-
served on collected and stored material (Rallo
et al., 2005). A number of analyses has been
conducted on Tunisian germplasm material
from different regions of the country using
morphological and/or agronomical characters
(Mehri et al, 1997; Taamalli et al, 2006;
Trigni et al,, 2002). Several collections of olive
cultivars have been created in Tunisia. Among
them, the “Bonghrara™-Sfax olive germplasm
collection is considered the most important in
terms of cultivar numbers. Although the maor-
phological and agronomical studies are very
useful for both exploration surveys (Barranco
et al., 2000, 2005; Barranco and Rallo, 1984;
Cimato et al, 1993) and germplasm hank
charactenization {Caballero et al., 2006), results
can be influenced by several non-genetic
factors. As a consequence. molecular methods
are very suitable to reach a better understand-
ing of the material’s genetic diversity.

Molecular studies have started with the
use of isoenzyme markers (Ouazzani et al.,
1993; Trujillo et al., 1995) and at a later stage
have been carried out using DNA markers as
restriction fragment length polymorphisms
(Besnard et al., 2001a), random amplified poly-
morphic DNAs (Belaj et al, 2001; Fabbn
etal., 1995), amplified fragment length poly-
morphisms (Angiolillo et al., 1999) and mi-
crosatellite markers [simple sequence repeats
(S5Rs)] (Baldoni et al., 2009; La Mantia
et al., 2005).

The microsatellite technique is one of the
most reliable methods used in olive cultivar
characterization. It has revealed a high in-
formative level because the markers are
polymorphic, multiallelic, and codominant.
Moreover, it consists of a relatively simple
methodology that permits an easy interpreta-
tion of results (Rafalski et al,, 1996). S55R
markers have been successfully used in
germplasm bank classification and contrib-
uted to better management of several olive
collections around the world (Khadan et al.,
2003; Muzzalupo et al., 2006). To provide
a better worldwide applicable tool for olive
DNA typing. a list of 11 SSR markers has
been recently selected among 37 microsatel-
lites available for olive cultivar characteriza-
tion. The mentioned list has been based on
the reproducibility, quality of scoring, in-
formation content, independent segregation,
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and discriminative capacity of the markers
(Baldoni et al., 2009).

Some studies using microsatellite markers
have been achieved on Tunisian cultivars,
They have been carried out in olive trees
helonging to different collections {Taamalli
et al., 2008), on trees of commercial interest
original from different geographical regions
of Tunisia (Rekik et al., 2008). or to study the

differences between cultivated varieties of olive
and Oleaster trees mainly from the northem
region of the country (Hannachi et al., 2008).
The present work aims to identify and
classify 84 olive accessions obtained by
a national exploration survey and introduced
in the “Boughrara™-Sfax olive germplasm
collection (South of Tunisia). The work has
heen carried out using eight microsatellite

Table 1. Morphological characters of the endocarps on 84 analyzed accessions.

markers, seven of them mentioned as some
of the most reliable existing microsatellite
markers for olive cultivar characterization
(Baldoni et al., 2009). Furthermore, this work
emphasizes the possibility of integration of
both molecular and morphological approaches
for germplasm classification because endo-
carp traits have been used to corroborate all
conclusions obtained by the SSK screening.

Position Mumber of  Distribution
of the vascular of vascular
Symmelry  Symmetry  maximum Form  Roughness bundles bundles Presence
of posi of positi 1 Form of of the of the over the over the of
W Form? A B* diam” the apex®  bage’ surface* surface’ surfaced mucro?
Chemlali Sfax L EF SA 5 C R E 5 M G F
Chemlali L EF 54 s C R )14 5 M G P
Sfax COI
Sig 3PG L EP SA 5 C R E 5 M G ) 4
Baldi L EP SA s C R )4 5 M G P
Chargia BLR
BL24 L SA 5 C R E S M G P
Koni K18 SA 5 C b 4 5 M G P
CHLOuled 1 EP SA 5 C R’ 4 S M G P
Youssef
Sig 13
Hchichina 10 L EP SA ] C R R s M G r
Schli Sned 7 L EP SA s C R R 5 M G r
Kotti K12 L EP SA s C R R s M G r
K17 L EF SA b C R R 5 M G r
Hehichina 6 L EP SA 8 C R R 5 M G F
BL26 L EP SA 5 C R R 5 M G r
Chenilali Bjawa L EP SA 5 C R R 5 M G r
Zalmati Zarzis L EP SA 5 C R R 5 M G r
Sig 15 L EL SA 5 C R R 5 M G r
Sehli Gafsa L Er SA 5 C R R 5 M G r
Dawlal
BL23 L EP SA 5 C R E 5 M G ) 4
BL20 L EP SA 5 C R .3 5 M G P
Horr Sfax L EP SA SA C i E 5 M G P
BLI6 G L EP SA 8 C )3 R 8 M G P
Hchichina 7 L EP SA 8 C )3 R 8 M G P
Kotti K9G L EP SA 8 C R R s M G r
Kotti k21 L EP SA b1 C R R b1 M G r
Kotti K30G L EP SA b1 C R R s M G P
Sigl13G L EP SA 8 C R R s M G r
Schli Jheniana L EP SA s o R R s M G r
BL15 Bent
Louzir
BL37 L EL SA 5 4 R R 5 M G P
Chemlali Ouled 1 EP SA 5 R’ R 5 M G P
Youssef
Sahli Gafsa L EP B4 5 ( R’ R 5 M G P
autre que Glar
Horr Blettech L EL SA 8 C R B 5 M G P
BL11 PG
Khchinet Sig L EP SA SA A hid B 5 L G P
SIG1Y L EP SA SA A R E 5 L G P
Bou Bazzoula L EF BA SA A R 4 5 I G P
BLISFG
Koni K23 L EP SA SA A R )4 5 1 G P
(aves mam)
BL2 L A 5 B R E 5 M R A
BL31 L A 5 B R’ )14 5 M b4 A
Chemlali L EP A SA A R’ P 5 1 G P
Larzis
M fas 1 EP A SA A R P 5 L G P
Hehichina
HY
Chemchali M EP SA 8 C R M R r
Gtar 3
Jemri M EP SA 5 C R M R r
Bouchouka
Kotti K30 FG M EP SA 5 C R M R r
(Continued on next page)
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Table 1. (Continned) Morphological characters of the endocarps on 84 analyzed accessions.

Position Number Distribution
of the of vascular of vascular
Symmetry Symmetry maximam Form Form  Roughness bundles bundles Presence
of position  of position  tramsversal — ofthe  of the of the over the over the of
Wt Form A B diam apex base surface surface surface micro
Injassi L EP SA SA A R P 5 L G P
Hehichina
Chemlali L EP SA SA A R P 5 L G P
Mahares
Chetoui 2 L EL A 5 B b R R M G P
Chetoui 2 2 mam L EL A 5 B P R R M G P
Marsaline H EP 5 5 C R R R M G A
Meski Bjawa H EP 5 5 C )3 R R M (€] A
Fakhari Tataouine H 4] 5 5 C R R W M G A
Meski Zarzis H 4] 5 5 C R R W M G A
Chemlali L EL A B C R R R M G P
Chouamekh
Chemlali L EL A 5 C R R R M G P
Tataouinel ()
Chemlali Sig L A 8 C R R 3 M G 13
Kotti K14 L A s C 3 R 5 M G P
Sig 14 PG L SA 5 C R R 5 M G P
Beshessi VH BF SA 5 C R T W M R P
Lattout Sned 3 L o 5 B B R W L G A
CHL Sig 12PG L EL SA 5 C R R 5 M G P
Chemlali Cntha L Er SA 8 C R R 5 bis R P
Tataouine
Chemlali L EL SA s C R / 5 M G {2
Bouchouka
Horr Louzir L EL A 8 C R R &) M G P
BL32 PG
Chahla L o B SA A R P R M G P
Semmi Jheniana L EP A b C R P 5 M R 14
Sigo
Jeddaria Chaal L Er A SA A R R 5 M G P
Mallahi H EL A s C P T W L G E
ElMouammar
Sig 1G
Tounsi Gafsa L EP A 8 C R R W M G P
autre Zarrazi L EP 5 b C E R 3 M G F
Ech- Chahla /g L o SA SA A E P R M G P
Neb Tataouine L EP A SA A R ) 4 5 M G P
Kotti K9 PG L o SA 5 C R R 5 M G P
Lgam El Kotti L EP s 8 C R R 5 L G A
Kotti K3
Kot K56 G L EP 5 s C R R R M G A
Chemlali L EL 5 8 C R P R M G A
Barrani
K56PG L EL SA 8 C P B 3 L G F
Chemlali Balhi M EP SA SA C R R 3 L G F
Sig 112PG L EL A g C )4 R 3 H )3 F
Zeitoun M EP SA s C R R R M G P
Boubazzoula
Col
Kori K32 L EL A s C i j &) L G i 7
BL32 G L o SA 8 C E R R M G A
Zarrazi Kgh M o SA 8 C E R W L G F
Zeitoun L EP 5 SA A R R 3 L G F
Boubazzoula
Col
Dhokar Nafti L 8] SA s C R R 8 L G P
Zarbout Louzir i if EL A 5 C r P 5 i G P
Koni K11 L EP 5 ) C R R S M G o

“Weight: low = L (less than 0.3 g); medium =M (0.3 to 0.45 g); high = H (0.45 10 0.7 g); very high = VH (greater than 0.7 g).
YForm: spherical = § (length/width less than 1.4); ovoid = O (length/width 1.4 to 1.8); elliptic = EP (length/width 1.8 10 2.2); elongated = EL (length/width greater
than 2.2).

*Symmetry of position A: symmetric = 5; slightly asy ic = SA; asy ic = A

FSymmetry of position B: symmetric = §; slightly asymmetric = SA.

“Position of the maximum transversal diameter: toward the base = B; centered = C; toward the apex = A.

“Form of the apex: pointed = P; rounded = R.

*Form of the base: pointed = P; truncated = T; rounded = R.

“Roughness of the surface: smooth = §; rough = K; wrinkled = W,

Mumber of vascular bundles over the surface: low = L (less than 7); medium = M (7 to 10); high = H (greater than 10).
ADistribution of vascular bundles over the surface: regular = R; grouped together in the suture = G.

FPresence of mucro: present = P; absent = A
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Material and Methods

Plant material and DNA extraction. Sam-
ples from 84 accessions were obtained from
the national olive collection: “Conservatoire
National de 1"Olivier de ‘Boughrara™-Sfax™
(south of Tumisia: long. 34°59'05" N, lat.
10°32'56"; elevation: 125 m). Total genomic
DNA was isolated from fresh, young leaves
following a CTAB protocol originally de-
veloped by Murry and Tompson (1980) and
further modified by De 1a Rosa et al. (2002).

Microsatellite assay. A set of eight micro-
satellite markers (ssrOeUA-DCASZ, ssrOeUA-
DCAS9, sstOeUA-DCALS, sstOsUA-DCALG,
sstOeUA-DCALS, GAPUTIB, GAPU101, and
UD0%99-043) were sclected (Carriero et al,
2002; Cipriani et al., 2002; Sefc et al., 2000).
The majority of the selected markers has
heen described to be very efficient for olive
cultivar identification and population gene-
tic studies (Baldoni et al., 2009). Polymerase
chain reactions (PCRs) were carried out in a
T-Gradient Thermoblock (Biometra, Goettingen,
Germany) thermal cycler in a total volume
of 20 pL containing 5 ng of genomic DNA,
1.5 mm MgCly, 60 pM dNTPs, 0.028 U/uL
Taq polymerase (Biotools, Madrid, Spain),
0.2 pM forward primer (either FAM, HEX, or
NED fluorescently labeled), and 0.2 pM of
the corresponding unlabelled reverse primer.
PCR steps were: initial denaturation at 95 °C
for 5 min, 35 cycles with three steps: of 95 °C
for 20 s (denaturation), 50 to 52 “C depending
on the primers combination for 30 s (anneal-
ing), and 72 °C for 30 s (extension). A final ex-
tension step of 72 “C for 8 min was camied out.
PCR products were separated in an automatic
capillary sequencer, ABI PRISM 3 100-AVANT
GENETIC ANALYSER (Applied Biosystems/
Hitachi, Tokyo, Japan), using a definite size
marker: GeneScan-300 ROX Size Standard
(Applied Biosystems, Warrington, U.K.).

Data analysis. Amplified fragments were
analyzed and scored using the GENEMAPPER
3.0 and GENOTYPER 3.7 software (Applied
Biosysterns). Both the expected and the ob-
served heterozygosity (He /Hg) indices were
calculated by using the CERVUS 3.0 software
(Marshall et al.. 1998) according to the equi-
librium law of Hardy-Weinberg (Nei, 1987) as
well as the polymomphic information content

{PIC) (Botstein et al., 1980) and the frequency

of null alleles (Pemberton et al., 1995). The
probability of identity (Waits et al,, 2001) was
computed by using the GIMLET 1.3.3 program
(Valiere, 2002). The genetic relationships
among the identified cultivars and the cophe-
netic correlations were analyzed by NTSYS-
PC 2.02 software (Rohlf. 1998) using the DICE
coefficient and the unweighted pair group
method with arithmetic mean (UPGMA)
(Sneath and Sokal, 1973). Factor analysis was
carried out through the DARWIN 5.0.155
program (Perrier et al., 2003) and also by
adopting the DICE coefficient for the caleu-
lation of the genetic distances.

Morphological description of endocarps.
For endocarp description, 11 characters were
selected from the pomological pattern
widely used for olive cultivar characteri-
zation (Barranco et al,, 2005). They are de-
scribed in Table 1.

Results and Discussion

Microsatellites diversity in the “Boughrara "
Sfax germplasm collection. All accessions
were screened for the eight selected micro-
satellite markers.  Amplification  products
were obtained for the majority of them
(98.8%). In the remaining samples, amplifi-
cation failure was observed in three acces-
sions at GAPU 101 locus, two accessions
at UDO99-43 locus, and only one accession
at both sstOeUA-DCALS and ssrOeUA-
DCALG locus. Microsatellites showed a high
level of polymorphism throughout the ana-
lyzed accessions and revealed the existence
of 64 alleles. The number of alleles per locus
ranged from five (ssrOeUA-DCALS and
GAPUTIB loci) to 12 (UDO99-43 Tocus),
with an average of eight alleles per locus (Table
2). Such a high average reveals the elevated
level of variability within the “Boughrara”-
Sfax germplasm collection when compared
with similar studies. The lower averages ob-
tained in other studies can be explained by
either the use of less polymorphic microsatel-
lite markers (Belaj et al., 2004; Montemurmo
et al., 2005; Rekik et al., 2008) or by the use of
less diversified plant material (Carriero et al,
2002; Noormohammadi et al,, 2007). Higher
averages have been reported by other workers
(Baldond et al,, 2009; Taamalli et al., 20035)
most likely as a consequence of using more

diversified genotypes. The analysis of the
distinctive endocarp characters also revealed
high vanability in the current study. The di-
versity in Tunisian olive germplasm has been
already reported by using morphological and
agronomical traits (Melui et al, 1997; Trigui
et al. 2002) and molecular analysis as well
(Grati-Kamoun et al., 2006; Rekik et al., 2008;
Taamalli et al., 2006, 2008).

Expected heterozygosity values mnged be-
tween 0.54 (ssiOeUA-DCALS) and 0.82
(UDO99-43) with an average of 0.68, whereas
Hg varied from 031 (ssrOeUA-DCAILS) to
(.96 (in both ssrOeUA-DCALE and UDOY9-
43) with an average of 0.77 (Table 2). Except
for the ssrOeUA-DCALS and sstOeUA-DCAD
loci, Hg was lower than Hy,. In the case of the
ssr0eUA-DCALS and ssrOeUA-DCAS9 loci,
Hi: higher value of Hy is most likely the result
of the positive probability of null alleles (Fg =
0.3 and Fy = 0.08, respectively), whereas Fy
was negative in all the remaining cases. Null
alleles usually exist when primers cannot
anneal with DNA during PCR reaction as a
result of point mutations (Pemberton et al.,
1995) and thus it affects the estimated hetero-
zygosis level in the correspondent Tocus. Pos-
itive null allele’s frequencies have been also
reported for the ssrOelUA-DCAILS locus by
Baldoni et al. (2009) and Noormohammadi
et al. (2007). Therefore, we recommend the
mentioned marker to be discarded for further
uses. The high Hy average (0.77) confirms the
important diversity among the “Boughrara™-
Sfax germplasm collection. Similar averages
(0.74 and 0.62) have been reported by Rekik
et al. (2008) and Taamalli et al. (2008) in
Tunisian cultivars.

Polymorphic information content (PIC) cal-
culated from H and allele frequencies showed
an average value of 0.63. This index ranged
from 0.48 (ssrOeUA-DCALS) to 0.79 (UDO99-
43} (Table 2). Similar PIC values have been
reported in other studies (Bandelj et al.. 2004:
Noormohanunadi et al.. 2007). Except for the
ssrOellA-DCALS, all PIC values were higher
than (.5, which demonstrates the powerfulness
of the markers. Two of them presented valies
over 0.7; hence, they can be considered partic-
ularly useful for genetic mapping (Bandely
et al, 2004). The results recently obtained
by Baldoni et al. (2009), who recommend
a consensus list of SSRs for worldwide olive

Table 2. Characteristics of the alleles observed after amplification with the eight simple sequence repeat combinations and different genetic indexes.

Size range No. of alleles No. of unique alleles Mo. of allele patterns Hy* Hy Fy~ PIC" r
SsrOcUA-DCALR 166-180 7 0 13 0.72 0.96 -0.16 0.67 0.12
Ssr0eUA-DCAS 228-249 G 0 11 0.65 0.72 0.05 0.58 018
Ser0eUA-DCALS 241-264 5 1 - 054 0.31 +013 048 0.26
SsrOcUA-DCATG 120-172 11 2 19 0.74 0.86 -0.09 0.69 0.10
GAPUTIB 117-141 5 0 11 0.66 0.91 -0.17 0.60 0.17
Ssr0eUA-DCAY 161-208 11 1 16 0.60 0.52 +).08 0.56 0.19
GAPUIO] 183217 7 0 15 0.75 0.91 -0.1 0.70 0.10
UDO99-43 l66-214 12 2 2l 0.82 0.96 -0.08 0.79 0.05
Mean" — 64 6 115 0.68 0.77 — 0.63 0.15
“Hg = expected heterozygosity.
YHg = observed heterozygosity.
*Fp = probability of null alleles.
*PIC = polymorphic information content.
“P1 = probability of identity.
“Number of alleles, unigue alleles, and allele patterns are total.
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DNA typing, are in complete accordance with
the current work. Seven of the eight SSRs
used here for the analysis of “Boughrara™-
Sfax germplasm collection together with
the GAPUIO3A (not used in this work) are
currently considered the most reliable markers
for olive cultivar discrimination and for pop-
ulation penetic studies (Baldoni et al., 2009).

Discrimination and identification of Tuni-
stan cultivars in the gevmplasm collection.
The probability of identity (PI) can be con-
sidered as an index of the microsatellite
discriminative power. In the present study,
it ranged from (LO5 (UDO99-43) to 0.26
(ssr0elUA-DCALS) with an average of 0.15

(Table 2). In a similar study, Noormoham-
madi et al. (2(07) obtained a higher average
{0.19) for this index because they used a less
discriminative set of microsatellites. In the
current work, the cumulative Pl value was
1.23 1077, which confirms the high diserim-
inative level of the used microsatellite set.
UDO99-43, GAPUIL01 ssrOeUA-DCALG,
and ssrOelUA-DCALS were the most infor-
mative markers (cumulative PL: 7.6 10°%).
They were able by themselves to discriminate
£2.5% of the whole genotypes identified by
the eight microsatellites altogether. UDO9Y-
43 alone allows the discrimination of 21
genotypes, which means 52.5% of the entire

Table 3. Accessions studied, geographical origin, and proposed denominations,

identified genotypes. The mentioned marker
showed a very low probability of identity
(5. 1072, It can be considered the most
powerful marker used in this work. The same
observation has been reported by other
workers (Baldoni et al., 2009; Belaj et al.,
2004: Noormohammadi et al., 2007) and thus
UD099-43 1s a highly recommended marker
for olive cultivar discrimination.

Numerous duplications (44) were ob-
served within the “Boughrara”-Sfax germ-
plasm collection, whereas only 40 genotypes
were identified among the 84 analyzed ac-
cessions (Table 3). The highest number of
duplications (30) was detected regarding the

Acecession name Origin ~ Diffusion level  Proposed name Accession name Diffusion level Proposed name

Chemlali Sfax* Sfax Primary Chemlali Sfax Injassi Hehichina S dary  Injassi Hehichi

Chemlali Sfax COI Sfax Primary Chemlali 8 fax Chemlali Mahares lary  Injassi Hehichi

Sig 3PG Sfax Primary Chemlali 8 fax Chétoui 2 Primary Chetoui

Baldi Chargia BLE" Sfax Primary Chemlali 5 fax Chétoui 2 & mam Primary Chetoui

BL24 Sfax Primary Chemlali 3 fax Marsaline Primary Marsaline

Kotti K18 Sfax Primary Chemlali Sfax Meski Bjawa® Primary Marsaline

CHL Ouled Youssef Sig 13 Sfax Primary Chemlali Sfax Fakhari Tataouine Tataouine  Primary Fakhan Tataouine

Hchichina 10 Sfax Primary Chemlali Sfax Meski Zarzis® Mednine Primary Fakhari Tataouine

Sehli Sned 7 Gafsa Primary Chemlali Sfax Chemlali Chovamekh® Medning Primary Chemlali Chovamekh

Kotti K12 Sfax Primary Chemlali 8 fax Chemlali Tataouine 10* Tatzouine  Primary Chemlali Chouamekh

K17 Sfax Primary Chemlali 8 fax Chemlali Big* Sfax Secondary  Chemlali Sig

Hehichina 6 Sfax Primary Chemlali 3 fax Koni K14 Sfax Secondary  Chemlali Sig

BL6 Sfax Primary Chemlali 5 fax Sig 14 PG Secondary  Chemlali Sig

Chemlali Bjawa® Tunis Primary Chemlali 5 Besbessi Primary Beshessi

Lalmati Zarzis” Mednine Primary Chemlali 5 Lattout Sned 3 Primary Lattout Sned

Sig 15 Sfax Primary Chemlali 5f CHL Sig 12PG* Tertiary Horr Sig

Se¢hli Gafsa Dawlal” Gafsa Primary Chemlali Sfax Chemlali Ontha Tataouine  Secondary  Chemlali Ontha
Tataouine® Tataouine

BL23 Sfax Primary Chemlali 8 fax Chemlali Bouchouka®* Sfax Tertiary Chemlali Bouchouka

BL2O Sfax Primary Chemlali 5 fax Horr Lowzir BL32 PG Sfax Tertiary Horr Louzir

Horr S fax” Sfax Primary Chemlali 3 fax Chahla Sfax Tertiary Chahleya

BL16 G Sfax Primary Chemlali 5 Semmni Jh Sfax Tertiary Semni Jheniana

Hehichina 7 x Primary Chemlali 5 Jeddaria Sfax Tertiary Jeddaria Chaal

Kotti K9G Sfax Primary Chemlali § Mallahi El Mouammar Sfax Tertiary Mallahi El Mouammar
Sig 1G

Kotti k21 Sfax Primary Chemlali Sfax Tounsi Gafsa Gafsa Secondary  Tounsi Gafsa

Kotti K300 Sfax Primary Chemlali Sfax Autre Zarrazi” Medrine Secondary  Zarrazi Ejjbal

Sig 113G Sfax Primary Chemlali 3 fax Ech-Chahla/g? Sfax Tertiary Ech-Chahla

Sehli ThenianaBL 15 Sfax Primary Chemlali 5 fax Meb Tataouine Tataouine  Secondary  Neb Tataouine

Bent Louzir™

BL37 Sfax Primary Chemlali § Koui K8 PG Sfax Tertiary Horr El Konti

Chemlali Ouled Youssef ¥ Sfax Primary Lagam El Kotti Kotti K3 Sfax Tertiary Lgam El Kotti

Sahli Gafsa autre que Glar®  Galsa Primary Kot K56 G Sfax Tertiary Horr El Mouammar

Horr Blettech BL11 PG Sfax Primary Chemlali Barrani® Medning Secondary  Chemlali Barrani

Khechinet Sig Sfax Secondary  Khechinet Sig KS6PG Sfax Tertiary Lgam El Movammar

SlG18 Sfax Secondary  Khechinet Sig Chemlali Balhi® Mednine Secondary  Chemlali Balhi

Bou Bazzoula BL19PG* Sfax Secondary  Khechinet Sig Sig 112PG Sfax Tertiary Zeitoun Khdim El Bey

Kotti K23 {avec mam) Sfax Secondary  Khechinet Sig Zeitoun Boubazzoula CO* Sfax Tertiary Zeitoun Boubazzoula

BL2 Sfax Tertiary Komi K32 Sfax Tentiary Zeitoun Fl Manacher

BL31 Sfax Tertiary BL32 G Sfax Tertiary Chemlali Lach’hab

Chemlali Zarzis® Mednine Primary Za Kgh* Mednine Primary Larrazi Kgh

Mfartah Hehichina H9 Sfax Primary Zeitoun Boubazzoula COI* Sfax Secondary  Mbazzel Kbir

Jemri Bouchouka Tataouine  Primary Jemri Bouchouka Dhokar Nafti Medning Secondary  Dhokar Nafti

Chemchali Gtar 3° Gafsa Frimary Jemri Bouchouka Zarbout Louzir Sfax Secondary  Zarbout Louzir

Kotti K30 PG Sfax Primary Jemri Bouchouka Kofti K11 Sfax Tertiary Zeveti El Kotti

“Cases of homorymy in “Chemlali” denomination.
¥Cases of homonymy in “Chahla™ denomination.

*Cases of homonymy in “Zeitoun Boubazzoula™ denomination.

*Cases of homonymy in “Zarrazi” denomination.
“Cases of synonymy in Chemlali Sfax cultivar.
“Case of synonymy in Khechinet Sig cultivar.
*Case of synonymy in Chemlali Zarzis cultivar.
*Case of synonymy in Jemn Bouchouka cultivar,
“Cases of synonymy of Injassi Hehichina cultivar.
“Case of synonymy of Marsaline cultivar.

FCase of synonymy of Fakhari Tataouine cultivar,

“Case of synonymy of Chemlali Chouamekh cultivar.
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*Chemlali Sfax” genotype explained by the wide
distribution of this cultivar across the country.

The identification achieved in the present
work is extremely important for better man-
agement of the “Boughrara™-Sfax perm-
plasm collection. Furthermore, it can be
useful for providing a well-identified mate-
rial to olive nurseries.

Synonyms and homomyms. Several cases
of synonyms (different denomination for
the same genotype) and homonyms (same
denomination for different genotype) were
detected in the collection. The highest number
of synonyms (nine) was also observed in the
cultivar Chemlali Sfax, which is the most
widely cultivated in the southern part of the
country. Moreover, our results showed that
“*Chemlall Sfax”™ synonyms exist in the ma-
jority of the olive-producing regions of Tuni-
sia (Sfax, Gafsa, Mednine, and Tunis) with
different denominations (Table 3). Among
them, “Sehli Sned,” “Sehli Gafsa,” and “Sehli
Jheniana Bent Louzir™ accessions are associ-
ated with the same adjective “Sehli” {(which
means “olive from the coast™). The remain-
ing cases of synonymy are represented in

Table 3. Similar cases of synonymy have
heen reported in Tunisian cultivars belonging
to different collections and olive groves
(Rekik et al., 2008; Taamalli et al., 2008).
Endocarp characters displayed low variabil-
ity among all duplicated profiles (Fig. 1).
This scarce variability is most likely the
result of the influences of the field and tree
conditions (nutrition, water and phytosani-
tary status, etc.). However, more clear differ-
ences were revealed in all the endocarp
characters analyzed between these individ-
uals identified as independent genotypes.
On the other hand, a typical case of
homonymy among Tunisian olive groves is
that of “Chemlali,” which has been reported
by morphological, agronomical, and molecu-
lar studies (Grati-Kamoun et al., 2006; Mehn
etal., 1997; Rekik et al., 2008; Taamalli etal.,
2008; Trigui et al,, 2002). This homonymy
was also observed within the “Boughrara™-
Sfax germplasm collection. In fact, “Chem-
1ali” is a common and general denomination
used by growers, although it has been reported
that a high level of polymorphism exists
within this denomination. The present work
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Fig. 1. Dedrogram of the identified cultivars based on DICE coefficient and unweighted pair group method
with arithmetic mean (UPGMA) cluster analysis of the simple sequence repeat (S5R) data obtained. A
picture of a representative endocarp is included for each accession.

1434

demonstrates that polymophism among this
denomination is extremely high. In some
cases, only one of 16 alleles was shared be-
tween homonymous cultivars such as “Chem-
lali Sfax” and *Chemlali Balhi’. Several others
cases of homonymy were detected in the
collection (Table 3). Homonymous confu-
sions are basically the result of the traditional
denomination  system. Cultivar names are
mostly based on generic denominations like
“Injassi” (pear form) or “Dhokar” (pollinator),
ctc. Similar cases have been reported in other
olive-producing countries after using molec-
ular markers (Belaj et al., 2001; Khadari et al.,
2003; Mekuria et al., 1999; Noormohammadi
et al., 2007; Trujillo et al., 2005). Homonyms
were analvzed using endocarp morphology as
the eriteria. As an example, high vanability in
endocarp characteristics was detected partic-
ularly within Chemlali’s denominations, in
which the form and symmetry of the endo-
carp showed conspicuous differences as well
as the form of the base, the roughness of the
surface, and the number and distribution of
vascular bundle over the surface.

Genetic relationships. Genetic relation-
ships between identified genotypes were
studied by means of the DICE coefficient.
All duplicated samples were discarded from
the analysis. The highest value of cophenetic
coeflicient (0.75) was obtamed using the
UPGMA clustering method. Therefore, the
mentioned method was adopted as the most
appropriate for further clustering (Fig. 1).
DICE coefficient ranged from 0.0 (between
cultivars like Mallahi El Mouvammar and
Chemlali Ontha Tataouine) to 0.96 (between
‘Horr El Kotti’ and “Zitoun Boubazzoula®).
The dendrogram demonstrated the presence
of four major groups, five cultivars widely
separated, and several very similar geno-
types. Group | contains eight clearly discrim-
inated genotypes. The second cluster was
formed by seven genotypes, including the
cultivar Chetouni, the second most widely
distributed cultivar in Tunisia. ‘Chetoui’
was clearly separated within the cluster
(0.61 DICE coefficient with *Zeitoun Khdim
El Bey’, the closest cultivar). Two genotypes
of this group (*Horr Sig” and *Zeitoun Khdim
El Bey™) were very similar to *Chemlali Sig’
with DICE coefficients higher than 0.35. The
third cluster was the most important in terms
of genotype number (15 genotypes). It in-
cluded the widely distributed cultivar, Chem-
lali Sfax, which is situated close to three
genotypes with DICE similarity coefficients
higher than 0.92 (*Zeyeti El Kotti’, “Lgam E]
Kotti®, and “Horr E1 Mounammar'). The fourth
cluster included five genotypes. Two of them
(*Lguam El Mouammar™ and ‘Zeitoun El
Manchar') presented a DICE coefficient
close to 093, Other workers have also
reported such a high level of similarity
between olive cultivars from several regions
of the world (Belaj et al., 2004; Montemurro
ct al., 2005; Noormohammadi et al., 2007)
and also among Tunisian cultivars (Rekik
et al., 2008). These and other studies support
the idea of these genotypes heing considerad
as Independent cultivars, although similarity

HortSctencE VoL, 45(10) Octorer 2000



045

% ‘Fakhari Tataouinge'

404
‘Marsaline’ o Joas
‘Jedderia Chaal's oz
‘Besbessi’
‘Mbazzel Kbir' 105 .
‘Khechinet Sig’ ok Mallahi EI Mouammar’ 4
‘Zeitoun Boubazzoula' ® i
. ‘Chahlaya'g 0.15
‘Horr El Kotti' o ) w Tounsi Gafsa
‘Chemlali Bouchouka' a0 .
‘Chemlali Chouamekh’ : +'Neb Tatar?ume
1008 Chemlali Balhi' & 'Zarrazi Kgh'

‘Injassi Hehichina' o

‘Chemlali Ontha Tataouine' ¢ ‘Chem|8ii Zdrzis' :Sem'l“ Jb?nianala’ e . I.‘Zalrrazi Ejjbal’
£4 D38 D3 D28 02 015 g 008 005 g1 015 02 025 03 035 04 045
" ‘Lguam El Mouammar'
‘Horr El Mouammar' ‘Dokar Nafti' | oJemri bouchouka’
‘Chemlali Sfax o'Zeyeti El Kotti’ . | P **Zeitoun El ‘I':I'!au?char's -
‘Lguam El Kotti' N o Chemlali Barrani' o Horr Louzir’ ttout Sn
‘Horr Chargia’ ‘Chemlali Lach’hab’ 1015 ®Chetoui’
‘Zarbout Louzir' ¢ 102
+oas
7 ,  H4o3
Ech-Chahla’ o “Zeitoun Khdim E| Bey'
il Ol Loss . o Chemlali Sig’
« Oil Olive el
+ Table Olive i
# Mix use Olives -

Fig. 2. Factor analysis of the identified genotypes according 1o their main uses.

among them is relatively high. In fact, micro-
satellites, as low proportions of the genome,
were unable to detect intracultivar polymor-
phism as a result of mutations oceurring in
very long-living trees asexually propagated
(Baldoni et al., 2009). This proposal is
supported by previous agronomical observa-
tions within the collection.

On the other hand. the five cultivars
Zarbout Louzir, Chemlali Chouamek, Marsa-
line, Mallahi E] Mouammar, and Chemlali
Balhi were clearly separated and distant from
any other observed clusters, This can be at-
tributed to their different origins. For example,
Marsaline is a French cultivar, whereas the
denomination “Mallahi El Mouammar’, which
can be translated as “settler’s table olive.” 1s
most likely a foreign cultivar. The morpho-
logical characters of the endocarps were in
accordance with the dendrogram of the ge-
netic relationship shown here (Fig. 1), For
example, only very small differences were de-
tected between Homr Sig and Chemlali Sig
cultivars, which showed a high coefficient
of DICE similarity (0.96). On the contrary,
wide muorphological differences were ob-
served between the endocarps of *Mallahi
E] Mouammar® and ‘Chahleya’ (with DICE
coefficient 0.27).

Finally, factor analysis has been con-

analysis revealed only 16.38% and 12.14% of
clustering according to two principal compo-
nents. Such low percentages only allow
considering the clustering as tendencies and
not as clear separations. The test ended with
the clustering of the four olive table cultivars
altogether. This is probably a result of Tuni-
sian growers” selections during the olive
cultivation history of the country. The selec-
tion has been made according to producer
requirements, genotypes intended for table
olive consumption, and others for olive oil
and mixture uses. However, no clustering
tendencies were reported according to the cul-
tivar's geographical origin, probably as the
result of the land continuity between olive-
producing regions, which promoted the genetic
exchange (data not shown). Cultivar clustering
in accordance to the geographical area of cul-
tivation has been reported by different authors
(Besnard et al, 2001b; Claros et al., 2000;
Fabhbri et al.. 1995). However, it is not generally
observed, even using powerful genetic markers
like SSKs, except in those regions where the
genctic exchange has been very limited.

In conclusion, the total munber of alleles,
the number of allele per locus, and the Hp
demonstrate the high genetic diversity in the
“Boughrara™-5fax germplasm collection lo-
cated in Tunisia. A high number of misla-

1es

ducted to characterize clustering tend
among the identified cultivars (Fig. 2). The
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beled acc and several synonymous
and homonymons cases were reported. These

results put emphasis on the necessity of an
improved classification within this collec-
tion, containing a very important part of the
Tunisian olive genetic resources.

With the exception of ssOeUA-DCALS,
all the microsatellites used confirmed to be
reliable for olive cultivar classification in
a germplasm collection. Therefore, the set
used here can be recommended for DNA
fingerprinting in other Tunisian collections
and thus contribute to the establishment of a
umversal molecular database of olive genetic
resources based on standard SSR. markers as
proposed by Baldoni et al. (2009).

The results of the SSR classification were
in good agreement with the differences ob-
served after analyzing morphological char-
acters of the endocarps. We therefore suggest
that the incorporation of both approaches is
extremely advisable for accurate character-
ization of olive germplasm.
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Taxonomical discrimination of pollen grains by using confocal laser
scanning microscopy (CLSM) imaging of autofluorescence
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Rodriguez-Garcia and J.D. Alché,

Department of Biochemistry, Cellular and Molecular Biology of Plants, Estacion Experimental del Zaidin (CSIC),
Profesor Albareda 1, 18008 Granada, Spain

Several components of the exine (i.¢. the outer layer of the pollen wall) show conspicucus autofluor in the pollen
grain. We describe the autofluorescence properties of pollens from the Mediterranzan cvpress, lilv, tumip and olive (cvs.
Picual, Loaime, Comicabra and Ayrouni). The intensity and pattern of antofluorescence largely varied depending on the
species and the hydration stage of pollen. In the case of olive, differences in the level of autofluorescence were detected
among the four cultivars analyzed. This technique also allowed further morphological characterization of pollen (e.g.
determination of pollen size and shape. and the number and type of apertures, the pattern of the exine, etc), evaluation of
pollen integrity, detection of additional components (e.g. the pollen coat) over the surface of the pollen wall, ete. The
methods used can be considered non-disruptive and lack of sample preparation. Monitoring pollen autofluorescence could
be useful in disciplines like Aerobiology, Plant Taxonomy, and Cell and Molecular Biology.

Keywords autofluorescence; CLSM; cultivars; exine; hvdration: pollen; pollen coat; pollen wall; species; taxonomy

1. Introduction

Autofluorescence of living cells and tissues is an intrinsic property arising from to the presence of endogenous
molecules like aromatic amino acids, lipo-pigments and pyridine (NADPH) and flavin (FADH;) co-enzymes, which
become fluorescent when excited by ultraviolet (UV) light [1, 2]. In plant cells, autofluorescence is mainly derived from
the presence of chlorophyll in chloroplasts and lignin in secondary cell walls [3].

Similar to other plant cells and tissues, the pollen grain (i.e. the male gametophyte) also exhibits autofluorescence [4-
6]. This property relies on compounds like carotenoids, phenolics (e.g. flavonoids) and terpenoids [7], which are firmly
bound to the outer layer of the pollen wall (1.e. exine). The emission of autofluorescence has been used to assess pollen
sensitivity to environmental factors such as ozone and peroxides [8-9], to study pollen retention in the stigma [10], to
monitor pollen wall development [11-13] or simply to count pollen grains in an appropriate device [14-15]. Pollen
autofluorescence levels change during its ontogeny and ageing. These changes have been correlated with pollen
viability by several authors [16]. Autofluorescence has begun to be used for taxonomical discrimination. In a pioneer
study, 15 out of 21 grass pollen species were classified on the basis of the autofluorescence colour of the cytoplasm and
exine layers, and the overall autofluorescence intensity [17]. More recently, pollen from nine plant species were
identified on the basis of its size and the ratio of the blue to red autofluorescence spectra [18].

In the present work, we examine the autofluorescence properties of mature pollen obtained from four plant species:
olive, Mediterranean cypress, lily and turnip. In the case of olive, pollen from cultivars Picual, Loaime, Comnicabra and
Ayrouni was imaged and analyzed,

2. Material and methods

2.1 Plant material

Mature pollen grains from olive (Olea enropaea L., cvs. Picual, Loaime, Cornicabra and Ayrouni), Mediterranean
cypress (Cupressus sempervirens L), lily (Lilium longiflorum L.) and turnip (Brassica rapa L.) plants were sampled by
vigorously shaking the flowering shoots inside paper bags. Olive, cypress and turnip pollen grains were collected from
their natural habitats, whereas lily pollen was obtained from flowering shoots purchased in a local flower nursery.
Pollen grains (approximately 0.05 g for each plant species) were hydrated by placing them on a wet filter paper and
incubating at 30°C for 30 min in the dark.

2.2 CLSM imaging

The autofluorescence of pollen exine was imaged at different magnifications with a C1 confocal laser scanning
microscope (MWikon, Japan) using a combination of He-Ne (543 nm) and He-Ne (633 nm) lasers. Autofluorescence
emission was captured independently at 590-650 nm (orange-red spectrum) and 650LP nm (far red spectrum). In all
cases, section stacks were generated, which were then projected into a single plane. Identical parameters for each
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acquisition were used, in order to enable making comparisons of the registered autofluorescence. The image capture
was performed using the EZ-C1 viewer v.3.30 software (Nikon, Japan). Pseudocolours were assigned to each type of
pollen to differentiate species.

2.3 Measurement of pollen autofluorescence intensity and statistical analysis

The intensity of autofluorescence of intact pollen surfaces was calculated in arbitrary units (A.U.) per area unit using
the EZ-C1 viewer v.3.30 software (Nikon, Japan). Means (N= 20 pollen grains per species) + SD were calculated and
plotted using the SSPS Statistics v. 17.0.0 software (SSPS, USA). Non-parametric comparisons of variables (total
autofluorescence intensity and 590/650 to 650LP fluorescence ratio) for two unpaired groups (Mann-Whitney test) and
more than three unmatched groups (Kruskal-Wallis test) were performed using the SSPS Statistics v. 17.0.0 software
(SSPS).

3. Results and Discussion

3.1 Discrimination of plant species by pollen autofluorescence

The autofluorescence intensity of the pollen varied depending on the species and its hydration status, as shown in Fig. 1
Contaminating structures (trichomes) in olive pollen samples also fluoresced but they were easily distinguishable from
true pollen grains (Fig. 1A, E). Pollen autofluorescence mainly came from the exine wall, while the apertures did not
fluoresce in any of the species analyzed (Fig. 1G, H). This fluorescence is likely due to carotenoids and phenols present
in the exine, as described in other species [16, 19-22]. Indeed, the extraction of these compounds with organic solvents
was demonstrated to lead to a loss of pollen autofluorescence [23]. We observed that the intensity of autofluorescence
was heterogeneous in each pollen sample, some grains being brighter than others. This intraspecific variability was
more marked in the olive and turnip and could reflect differences in the water content of each grain within a species
(Fig.1).

Fig. 1 Representative autofluorescence images of olive (cv. Picual), Mediterrancan cypress, lily and turnip pollen before (Fig. 1A,
B, C and D, respectively) and after (Fig. 1E, F, G and H, respectively) rehydration. Images were obtained with a confocal laser
microscope and represent the sum of the fluorescence emitted at 390-630 nm and 650LP nm after excitation at 543 nm (green laser)
and 633 nm (red laser), respectively. Different pseudocolours were used to differentiate species. T, trichome, Bars= 100 pm.

The brightest autofluorescent signal was detected in the dry pollen, independently of the species. Then the
autofluorescence intensity decreased as pollen becomes fully hydrated. It was previously described that water quenched
the autofluorescence of viable pollen during in vitro germination [13] and upon contact of pollen with the stigma
surface [20]. Supposedly non-viable pollen grains, however, remained fluorescent after pollen wetting. A similar pattern
occurred in olive, cypress, lily and turnip. Figure 2 highlights the results of quantifying both the total fluorescence
intensity and the green to red illumination-emitted fluorescence ratio for each type of pollen. The statistical analysis of
these data showed significant differences in the total autofluorescence intensity among the species studied (Fig. 2A),
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independently of whether the pollen grain was fully hydrated (Kruskal-Wallis test, = 55.664, p= 0.000) or not (3=
49.996, p=0.000). Before rehydration, cypress pollen produced the highest emission of autofluorescence, while turnip
pollen showed the lowest values. These interspecific differences could be due to both quantitative and qualitative
variations in the composition of the exine and/or differences in the degree of pollen hydration at maturity, as
demonstrated in other plant species [9, 13]. Non-parametric comparisons of two unpaired groups of species revealed
that the dry pollen grains of olive and lily present similar autofluorescence intensity values (Mann-Whitney test, U=
105.0, p= 0,071), but the rest of comparisons resulted in significant differences. After hydration, measurements
indicated a different situation, with olive and turnip pollens showing similar values of autoflucrescence (U= 130.0, p=
0.311). and the remaining comparisons resulting in significant differences.
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Fig 2 Quantification of total autofluorescence intensity (A) and orange-red/far red autofluorescence ratio (B) of olive (Ofea
europaea), Mediterranean eypress (Cupressus sempervirens), lily (Liliim longiflorum) and tumip (Brassica rapa) pollen. Grey
columns refer to dry pollen, whereas white columns refer to hydrated pollen. Means (N= 20) +5D are displayed for each plant
species. AU= arbitrary units.

Pollen from olive, cypress and turnip showed a higher fluorescence emission in the 390-650 nm spectrum than in the
far red (650LF nm) region (Fig. 2B). Contrary, lily pollen displayed higher autofluorescence values in the far red
(650LF nm) emission wavelength Interestingly, the orange-red/far red fluorescence ratio also varied significantly
among the species studied (Fig. 2B) in both hydrated (Kruskal-Wallis test, 3*= 64.680, p= 0.000) and dry ('~ 63.884,
p= 0.000) pollen. Non-parametric comparisons of G/R fluorescence for two unpaired groups of species always resulted
in significant differences, independently of the water status of pollen. Therefore, this last parameter alone or in
combination with the autofluorescence intensity allowed classifying the four plant species studied.

Autofluorescence visualization also allowed identifying additional pollen morphological traits (Table 1). Parameters
like pollen shape and size (i.e. pollen diameters), exine pattern, and type and number of pollen apertures were easily
determined in our samples (Fig. 3A-B). Thus, lily pollen was almost four-fold larger in diameter than the other species
studied, and experienced a drastic change in its shape after hydration. Turnip pollen kept its oval shape after hydration
while pollen grains rounded off in the other species. All together, these parameters might be a valuable supplement to
the autofluorescence data for fine discrimination of a higher number of plant species.

Table1 Morphological parameters examined in four plant species using the autofluorescence properties of pollen.

Species  Pollen diameter Exine Classification of

and shape (P/E) pattern pollen according
to the number and

e - i - type of apertures
Polar (P} Equatonial (E)  P/E Polar (P) Equatorial (E) PIE
(pm) m) (um) (um)

Olive 38.58+6.34 28.143.77 1.37 34.37£6.19 31.96+4.20 1.08  Reti Trizonocolporate

Cypress  40.50+9.40 33.04+6.46 1.20 48.00£13.62  44.81+8.12 1.07  Smooth Inaperturate

Lily 2273421175 86.97+4.74 2.61 194.47£922  152.88+7.28 1.27  Reticulate  Monocolpate

Tumip  63.53:488 27.05+2.63 235 60.53£5.4 40.57+2.51 1,49 Reticulate Dicolpate

In addition to these morphological traits, imaging of autofluorescence at higher magnification allowed analyzing
other characteristics of pollen. In this way, the hydration status of pollen could be easily monitored. Fully hydrated
pollen was discernible from partially dehydrated pollen owing to autofluorescence emission was significantly quenched
by water. This technique also permitted to detect the presence of additional secreted components over the surface of the
pollen wall. We could observe drops of fluorescent material filling the cavities of the exine in the lily pollen (Fig. 3C).
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T'his material, likely of lipidic nature constitutes the “pollen coat”, which is synthesized by the tapetum and released to
the anther loculus after degradation of tapetal cells [24]. Moreover, the material released from pollen to the aqueous
medium was also visualized as fluorescent spots scattered in the vicinity of pollen grains (Fig. 3D).

Fig. 3 (A) Olive pollen showing details of the sculpted exine. (B) Turnip pollen showing the non-fluorescent apertures
(arrowheads) in contrast with the fluorescent exine. (C) Lily pollen showing the pollen coat material filling the cavities of the exine
(arrowheads). (D) Mediterranean cypress (Cupressus sempervirens) pollen showing the presence of fluorescent particles likely
originated after disruption of pollen grains and/or secretion into the aqueous medium (arrows). Bars= 20 pm.

3.2 Olive cultivars identification by pollen autofluorescence

The olive world germplasm is quite broad as a result of its cultivation during millennia [25]. Olive classification into
cultivars has been traditionally based on morphological and biometric traits of vegetative organs, as well as on
agronomical characteristics [26]. However, reproductive traits have never been considered as a tool for olive
identification. Here, we have explored for the first time the prospect of using pollen autofluorescence properties as a
tool for varietal discrimination in this species of agronomic interest.
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Fig. 4 Images of autofluorescent olive pollen from cultivars Ayrouni (A), Comnicabra (B). Loaime (C) and Picual (D) after
rehydration. showing slight differences in size and autofluorescence intensity. Bars= 100 pm

The autofluorescence emission pattern after pollen rehydration was similar for all cultivars to that deseribed above
(Fig. 1E). with some pollen grains being brighter than others (Fig. 4). Similarly. this intra-varietal variability could
reflect differences in the water content of each grain within a cultivar. As shown in Fig. 5A. the total autofluorescence
intensity significantly varied among cultivars (Kruskal-Wallis test. x:: 28.228. p= 0.000). Comparisons using the
Mann-Whitney test revealed that Ayrouni presented higher autofluorescence values than Picual. Loaime and Cornicabra
cultivars. These differences are likely due to intrinsic factors of pollen (i.e. composition of exine and the material
adhered to it) since all cultivars showed similar performance in terms of viability (data not shown).

In all cultivars studied, olive pollen showed a higher fluorescence emission in the range 590-650 nm, although also
exhibited significant fluorescence at 650LP nm (Fig. 5B). Interestingly, the orange-red/far red autofluorescence ratio
also varied significantly among cultivars (Kruskal-Wallis test, °= 35.779, p= 0.000). Non-parametric comparisons of
the autofluorescence ratio for two unpaired groups of species always resulted in significant differences except when
Cornicabra and Ayrouni cultivars were compared. Therefore. all together. these parameters allowed classifying the four
olive cultivars studied. However. to validate this method for cultivar identification purposes. this study needs to be
extended to a larger number of olive cultivars. Moreover. the use of microscopes fitted with spectral detection will help
to obtain further data regarding the autofluorescence properties of these samples. and will improve taxonomical
discrimination ability.
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from four olive cultivars. Means (N=20) £8D are displayed for each plant species. AU= arbitrary unit.

4. Conclusions

Autofluorescence imaging can be considered a non-disruptive method for pollen classification since it does not require
any treatment of fixing or staining of the specimens. Therefore, this simple and fast method can be used for pollen
counting and taxonomical classification in multiple applications that concern disciplines like Aerobiology, Flant
Taxonomy and Cell and Molecular Biology. Moreover, autofluorescence properties of pollen could be used in
combination with other morphological parameters to classify olive cultivars.
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Método y kit para la identificacion varietal del origen del polen de olivo.

La presente invenciéon se encuentra dentro del campo de la biotecnologia.
Especificamente, se refiere a un método para la identificacién del origen
varietal del polen del olivo basado en marcadores SSRs asi como a un kit que

comprende los elementos necesarios para llevar a cabo dicho método.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La identificacion varietal de las plantas es uno de los elementos mas
importantes en la agricultura, ya que la variedad vegetal puede determinar por
ejemplo las caracteristicas agrondmicas de una planta. Esto es importante para
que el agricultor decida cual es la variedad mas interesante para cultivar, bien
por las caracteristicas del terreno donde se va a llevar a cabo la siembra, o
bien por la necesidad de un tipo de producto determinado que llevar al

mercado.

La determinacion varietal, en la actualidad se lleva a cabo mediante la

obtencién de tejidos diploides del vegetal, y analizando su genoma.

La identificacion del origen del polen resulta interesante en multiples campos
como por ejemplo el de la aeropalinologia, y fundamentalmente en las alergias,
ya que las personas alérgicas pueden reaccionar de forma diferente al polen
proveniente no solo de diferentes especies vegetales, sino también de distintas
variedades dentro de una especie (Bousquet et al. 1985, Clin Allergy., 14: 249-
258; Castro et al 2003, Int. Arch. Allergy Clin. Immunol., 131:164-173).
Diversos estudios han demostrado que la reactividad de sueros procedentes de
diferentes pacientes es variable en funcion del origen varietal del polen al que
se expongan. En la actualidad existen muchos métodos de muestreo que
permiten captar el polen para por ejemplo determinar la composicién del aire
(Mandrioli et al. 1998, Methods in Aerobiology. 47-68). Este polen captado se
analiza a nivel de especie y permite la realizacion de calendarios polinicos que
detallan las concentraciones de los taxones de pélenes en una determinada
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localidad. La identificacion del origen varietal de dichos polenes se convertiria
en una herramienta adicional que permitiria la mejora de los calendarios

polinicos ademas de permitir una mejor determinacion del riesgo alérgico.

Por ofro lado, dentro de la medicina también resultaria interesante la
determinacién del origen varietal del polen, ya que permitiria por ejemplo llevar
a cabo la certificacién del polen utilizado en la preparacién de las vacunas o
kits de diagndstico ya que permiten una mejor identificacion del mismo lo que

proporcionaria una mayor seguridad y una mayor eficacia para el paciente.

Ademas de en medicina, la identificacién del polen seria Gtil en otras areas
como por ejemplo en los bancos de germoplasma, donde su identificacion es
relevante a la hora de llevar a cabo la administracién del polen con un crigen
varietal certificado para la mejora de especies (Stephan Mercier 1995, Grana.
6: 367-370).

Otra aplicacion interesante de la determinacion varietal de un vegetal se daala
hora de llevar a cabo el andlisis de la propagacion de genes a partir de plantas
transgénicas. Los organismos transgénicos se pueden difundir en la naturaleza
a través, fundamentalmente, de la polinizacién cruzada. Esto puede afectar a la
biodiversidad ademas de modificar poblaciones genéticamente compatibles de
plantas silvestres presentes alrededor del cultivo (Lefol et al. 1996, Sex Plant
Reprod. 9: 189-196; Ellstrand et al. 1999, Annu Rev Ecol Syst., 30: 539-563).
En la actualidad el método para determinar el porcentaje de polinizacidén
cruzada ocurrida en plantas transgénicas consiste en la recolecciéon y
germinacién de semillas. La capacidad de identificar el polen de la progenie
permitiria determinar la tasa de flujo de genes entre diferentes especies y/o
variedades. El disponer de un método para llevar a cabo la identificacion del
origen varietal del polen, permitiria determinar el grado de dispersion del polen

transgénico tras la recoleccién de muestras.

Cabe destacar también que los métodos actualmente disponibles para
caracterizar el origen varietal de diversas especies sélo se aplican actualmente
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a material diploide Gokirmak et al. 2009, Genet Resour Crop Evol., 56:147-

172, por lo que no se esta realizando el analisis del polen utilizado
comercialmente, por ejemplo, para la polinizacién arfificial de especies. Debido
a la autoincompatibilidad existente entre algunas variedades vegetales, por
ejemplo del olivo, se hace necesaria una variedad polinizadora. Esto hace que
exista por tanto, una necesidad tanto por parte de las empresas
suministradoras como por parte de los agricultores de conseguir un método que
permita la certificacion del origen varietal para que el agricultor pueda

determinar cual es el mas acorde con sus necesidades.

La determinacién del origen vegetal del polen se ha encontrade con diversas
dificultades como por ejemplo la dotacion genética haploide del polen que no
permite disponer de toda la informacion genética de la planta madre, o como la
necesidad de un método diferente para el analisis del polen en funcién de la
especie vegetal de la que se trate, ya que el polen presenta diferencias
importantes a nivel morfolégico, estructural y genético que hacen que cada
método haya de ser adaptado en funcidn de la especie que se quiera analizar.

Por todo lo descrito anteriormente, se hace necesaria la blsqueda de un
sistema que permita la rapida identificacién del polen, ya que esto permitiria
superar muchas de las barreras existentes en la actualidad para la
determinacién de la variedad vegetal Gnicamente mediante el uso de tejidos
diploides. Este método presentaria multitud de aplicaciones de utilidad tanto en

aspectos agronomicos como médicos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un método para la identificacion del origen
varietal del polen de olivo mediante el uso de marcadores SSRs (Simple
Sequences Repeats o repeticiones de secuencias simples), asi como a un kit
que comprende los medios necesarios, preferiblemente cebadores especificos

para los SSRs, para llevar a cabo dicho método.
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En la presente invencién se demuestra, mediante el uso de muestras ciegas
que el método de la invencion permite la identificacion de la variedad vegetal
de la que proceden diversos polenes de olivo. Esta identificacion se realiza
mediante la amplificacién de marcadores SSRs. Estos marcadores presentan
un elevado polimorfismo inter e intraespecifico. Ademas su segregacion es
codominante por lo que la contribucién de ambos alelos es detectable en las
muestras. Estas caracteristicas contribuyen a que estos marcadores presenten
una serie de ventajas frente a otros marcadores utilizados previamente como
son una alta reproducibilidad, una elevada facilidad de deteccién, o un gran
poder discriminativo. Ademas, presentan como ventaja adicional la segregacién
independiente, lo que los convierte en unos marcadores ideales para la
determinacién del origen varietal del olivo.

El método descrito en la presente invencion presenta ademas como
particularidad que es llevado a cabo a partir de muestras de polen de olivo.
Esto supone una mejora frente a lo previamente descrito, ya que los granos de
polen presentan una dotacion genética haploide, lo que hace que presenten
una informacién genética incompleta de la planta madre. Sin embargo, en una
poblacién de polen, todas las posibilidades de segregaciéon estan
representadas, y por tanto una poblacion suficiente de polen comprenderia la
informacion genética completa de la planta madre. El polen no ha sido usado
con anterioridad fundamentalmente debido a la relativa complejidad de la
extraccién de su material genético frente a otros tejidos, a la baja cantidad
obtenible a partir de polen con respecto por ejemplo a hojas, y a la necesidad
de una poblacion suficiente para disponer de la dotacion genética completa de

la planta madre.

El uso de polen para la identificacion presenta como ventaja adicional, ademas,
la no necesidad de dafnar el vegetal para obtener tejido para la identificacion

varietal, ya que este polen se desprende naturalmente de la planta.

Cabe indicar que los métodos a llevar a cabo en granos de polen, han de ser
adecuados a cada una de las especies en que se realicen debido
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fundamentalmente a las diferencias tanto morfolégicas como bioquimicas del
polen perteneciente a diferentes especies. Estas diferencias son tanto mas

acusadas cuanto mas alejadas evolutivamente se encuentran las especies.

La identificacion varietal del polen de olivo, debido a la importancia de este
elemento en la agricultura, a nivel ambiental o en medicina presenta multitud de
aplicaciones como por ejemplo la certificacion previa a la venta del polen para
la fecundacién de plantas o de la inclusion en kits de diagnédstico o de vacunas.

Por todo ello, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método de
identificacion del origen varietal del polen de olive (de ahora en adelante
método de la invencién) que comprende:

a) Obtener una muestra de polen de olivo,

b) extraer el DNA de la muestra obtenida en (a),

¢) amplificar marcadores SSRs en el DNA obtenido en (b),

d) analizar el perfil alélico de los SSRs amplificados en (c¢) para

obtener el genotipo,

e} comparar el genotipo del paso (d) con genotipos de variedades

vegetales conocidas, y

f) determinar la variedad vegetal en base a la comparacion de (e).

Se entienden por “marcadores SSRs” en la presente invencion repeticiones de
1 a 6 pares de bases de DNA, presentes en el genoma de la planta, en las que
el nimero de repeticiones es variable entre diferentes alelos lo que permite la
discriminacion de diferentes variedades. Los marcadores SSRs se encuentran
situados en regiones no codificantes por lo que no son transcritos en RNA. Por
ello el material genético a exiraer en el método de la invencién es DNA.

Para que se pueda identificar el origen varietal del polen de olivo, se ha de
disponer de una poblacién suficiente de polen para que sea representativa del
genoma parental, es decir, ha de incluir todas las posibilidades de segregacién
del genotipo parental. Ademas, es necesario que de esta poblacién se extraiga
suficiente cantidad de material genético para poder llevar a cabo la
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amplificaciéon de todos los marcadores necesarios para la identificacion. Por
todo ello, en una realizacion preferida del método de la invencion la cantidad de
DNA extraido en el paso (b) es de al menos 50 ng. En una realizacién mas
preferida del método de la invencién la cantidad de DNA extraido en el paso (b)

es de al menos 200 ng.

Para llevar a cabo la correcta identificacion del origen varietal del polen, es
necesario disponer de varios marcadores, ya gue un Unico marcador no seria
suficientemente discriminatorio debido a las elevadas posibilidades parentales
y no llevarian a una correcta identificacion. Por el contrario, el uso de un alto
numero de marcadores supondria un gasto innecesario de recursos ya que no
llevaria a una determinacion mejor del origen varietal. Por ello, en oftra
realizacién preferida del método de la invencidn, los SSRs amplificados en el
paso (c) son al menos 3. En una realizacion aun mas preferida de este aspecto
de la invencién, los SSRs amplificados en el paso (c) del método de la
invencién son al menos 6. En una realizacion todavia mas preferida de este
aspecto de la invencion, los SSRs amplificados en el paso (¢) del método de la
invencion son al menos 10. En una realizacion particular de este aspecto de la
invencion, los SSRs amplificados en el paso (¢) del método de la invencién son
10.

En los ejemplos de la presente invencién los SSRs usados y que resultan Utiles
para la discriminacién del origen varietal del polen de olivo son ssrOeUA-DCAS;
ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPUS9,
GAPU101, GAPU103A, UDO99-24, UDOS9-43. Estos marcadores permiten
una perfecta discriminacién del origen varietal del polen del olivo, sin la adicién
de datos duplicados o superfluos que no aportan informacién para la
identificacion. Cabe indicar que los SSRs desarrollados para una especie en
particular podrian ser utilizados en especies estrechamente relacionadas, pero
el porcentaje de loci que se amplifican decrece significativamente cuando
aumenta la distancia genética. Por todo ello, en una realizacion preferida del
método de la invencion los marcadores amplificados en el paso (c) se
seleccionan de la lista que comprende: ssrOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCAB9,
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ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101,
GAPU103A, UDO99-24 y UDO99-43. En una realizacion mas preferida del
método de la invencion los marcadores amplificados en el paso (c) son
ssrOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCAS, ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18,
GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDQO99-24 y UDO99-43.

Para llevar a cabo la amplificacién de los marcadores se utilizan cebadores
especificos para cada uno de los marcadores SSRs. Los cebadores se pueden
encontrar unidos a fluoréforos como por ejemplo aungue sin limitarse a FAM (6-
carboxifluoresceina), HEX (4, 7, 2’, 4', 5', 7'-hexacloro-6-carboxifluoresceina),
NED (2'-cloro-5'-flucro-7°,8' fenil-1.4-dicloro-6-carboxiflucresceina) para facilitar
la posterior deteccion de los elementos amplificados. La tabla 1 refleja los
marcadecres de la invencion asi como los cebadores utilizados para llevar a
cabo la amplificacion de dichos marcadores para su posterior deteccion

mediante fluoréforos unidos a los cebadores utilizados.

Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores de los 10 microsatélites SSR

utilizados y secuencias amplificadas.

Secuencia del cebador

Marador S | i | e et " anido | 0
ssrOeUA-DCA3 | gEQ ID NO:1 | FAM - SEQ ID NO:1 1 SEQ ID NO:12 52
SSrOeUA-DCAS | sEQ IDNO:2 | FAM - SEQ ID NO:13 SEQ ID NO:14 51
ssrOsUA-DCA16 | sEQ IDNO:3 | FAM - SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:16 50
sstOeUA-DCA18 | SEQ ID NO:4 | HEX - SEQ 1D NO:17 SEQ ID NO:18 50
GAPU59 SEQ IDNO:5| NED - SEQ D NO:19 SEQ ID NO:20 50
GAPU71B | SEQIDNO:6| HEX- SEQ ID NO:21 SEQ ID NO:22 50
GAPU101 SEQ IDNO:7 | NED-SEQIDNO:23 SEQ ID NO:24 51
GAPU103A | SEQIDNO:8| NED - SEQ ID NO:25 SEQ ID NO:26 50
UDO99-024 | sEQ IDNO:9| HEX - SEQ ID NO:27 SEQ ID NO:28 52
UDO99-043  |SEQ D NO:10| FAM - SEQ ID NO:29 SEQ ID NO:30 50

*T? se refiere a la temperatura de hibridacion.

FAM, HEX y NED se refieren a los fluoréforos unidos a los cebadores para su deteccién.
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Los cebadores de la tabla son utlizados en parejas que permiten la
amplificacion de cada uno de los marcadores SSR para los que se han
disenado cada uno de ellos. Las parejas son las formadas por los cebadores
SEQ ID NO:11-SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13-SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15-
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19-SEQ ID NO:20,
SEQ ID NO:21-SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25-
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29-SEQ ID NO:30.
Las secuencias complementarias de cada una de las parejas también serian
Gtiles para la amplificacién de la secuencia, y por tanto podrian utilizarse de

forma andloga a las parejas descritas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit de identificacion del origen
varietal del polen de clivo que comprende cebadores especificos para llevar a
cabo el método de la invencion (de ahora en adelante kit de la invencion). En
una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el kit comprende los
cebadores especificos para la amplificacion de al menos 3 marcadores
seleccionados de la lista que comprende: sstOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCA9,
ssrtOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101,
GAPU103A, UDO99-24 y UDO99-43. En una realizacion mas preferida de este
aspecto de la invencién el kit de diagnéstico comprende los cebadores
especificos para la amplificacion de al menos 6 marcadores seleccionados de
la lista que comprende: ssrOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16,
sstOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDO99-24 y
UDO99-43. En una realizacién aun mas preferida el kit comprende los
cebadores especificos para la amplificacion de los marcadores ssrOeUA-
DCA3; ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B,
GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UD0O99-24 y UDO99-43.

En otra realizacion preferida, el kit comprende al menos 3 parejas de
cebadores seleccionadas de la lista que comprende SEQ ID NO:11-SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13-SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15-SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:18-SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21-SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25-SEQ ID NO:26, SEQ ID
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NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29-SEQ ID NO:30. En una realizacion mas

preferida, el kit comprende al menos 6 parejas de cebadores seleccionadas de
la lista que comprende SEQ ID NO:11-SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13-SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15-SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19-SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21-SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25-SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ ID
NO:29-SEQ ID NO:30. En una realizacién aun mas preferida el kit comprende
las parejas de cebadores SEQ ID NO:11-SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13-SEQ
ID NO:14, SEQ ID NO:15-SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ
ID NO:19-SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21-SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ
ID NO:24, SEQ ID NO:25-SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ
ID NO:29-SEQ ID NO:30.

En la presente descripcion, el termino "especificos” implica que los cebadores
comprenden una secuencia nucleotidica parcial o totalmente complementaria a
las secuencias adyacentes a los marcadores ssrOeUA-DCAS3; ssrOeUA-DCA9,
ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101,
GAPU103A, UDO99-24, UDO99-43 empleados por el método de la presente
invencion, permitiendo su unién especifica a dichas secuencias adyacentes y
sirviendo de base para la amplificacién de la region de ADN comprendida entre
los cebadores.

Dicho kit puede comprender ademas de cebadores todos aquellos reactivos
necesarios para llevar a cabo el método de la invencion. El kit ademas puede
incluir, sin ningan tipo de limitacion, sondas, tampones, polimerasas, cofactores
para obtener una actividad 6ptima de éstas, agentes para prevenir la
contaminacién, etc. Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y

recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion.

Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo
el método de la invencién. A titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la
invencion, el kit contendra todos los elementos necesarios para la identificacion
del origen varietal de polen de olivo por la técnica que se ha descrito
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anteriormente.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencidn. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencién. Estos
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto,
los ejemplos descritos méas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de

aplicacion de la misma.

EJEMPLO 1. IDENTIFICACION DE MUESTRAS CIEGAS DE POLEN
USANDO MARCADORES SSRs.

La identificacion de las variedades de olivo se ha basado tradicionalmente en
esquemas pomoldgicos empleando caracteres morfologicos y agronémicos. En
la actualidad existen marcadores moleculares que han sido identificados y
desarrollados con el fin de identificar las variedades vegetales. Entre estos
marcadores destacan los SSRs (Simple Sequence Repeat) que son
generalmente motivos de di, tri o tetra-nucledtidos repetidos en tdndem a lo
largo del DNA. Dichos marcadores han sido exitosamente utilizados en la
discriminacion varietal en un nimero considerable de colecciones y bancos de
germoplasma de olivo en el mundo a partir de tejidos diploides de los que se
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obtiene la dotacion genética completa del vegetal. Los microsatélites se
consideran unos de los marcadores de DNA mas potentes ya que son muy
polimérficos, multi-alélicos, codominantes y relativamente reproducibles entre
laboratorios. El analisis de los SSRs requiere la extraccion de DNA gendmico
procedente de los tejidos vegetales de distintas partes del arbol (generalmente
hojas). El presente andlisis se ha realizado con el objetivo de identificar 8
muestras ciegas de polen suministradas por una empresa especializada en la
fabricacion de vacunas y kit de diagndstico contra la alergia respiratoria
estacional (hipersensibilidad tipo 1). La utilizacion de material vegetal bien
identificado es de capital importancia para una mejor eficiencia y trazabilidad de

las vacunas o los kit de diagnostico.

Las 8 muestras ciegas de polen de olivo supuestamente con distintos origenes
varietales han sido aportadas sin precisar la variedad gue representa cada una,
ni la procedencia geogréfica de las muestras. Solo se han proporcionado
cddigos de 1 a 8. La metodologia consiste en llevar a cabo una extraccion de
DNA a partir del polen usando el kit Nucleo Spin@Tissue XS (Macherey-Nagel,
Duren, Alemania) partiendo de 30 mg de polen. Se realizdé una etapa de pre-
lisis afiadiendo 80 pl de tampén T1 y 8 pl de proteinasa K al polen e incubando
12 h a 562C. Posteriormente se afadieron 80 ul de tampén B3 a la muestra,
que se incubd 5 min a 70 2C. Después de anadir a la solucion 80 I de Etanol
100%, se realiz6 una centrifugacién durante 1 min a 11.000 g en una columna
del Kit y luego se realizaron dos lavados con 50 pl del Buffer B5 a 11.000 g de
1y 2 min respectivamente. Finalmente el DNA fue resuspendido en 20 ul de
tampoén BE tras una centrifugacion a 11.000 g durante 1 min. La amplificaciéon
de los microsatélites, se realizé mediante PCR en un volumen total de 20pl que
incluia: DNA genémico, 1X tampén de PCR, MgCI, dNTPs y cada uno de los
cebadores sentido y antisentido para cada SSRs marcados con distintos
fluorocromos (FAM, HEX y NED) (Tabla 1). La Tag Polimerasa se afiadio
después de la etapa de la deshaturalizacién inicial. La PCR se realizd en un
termociclador TGradient Thermoblock (Biometra) utilizando las temperaturas de

hibridacion descritas en la Tabla 1.
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Los fragmentos amplificados fueron analizados en un secuenciador, y los
perfiles alélicos de las muestras analizadas se compararon con los perfiles de
190 accesiones procedentes de distintas colecciones de germoplasma de
distintos paises incluidas en la base de datos del grupo de la reproduccién

sexual de plantas de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC).

Los SSRs analizados para la correcta identificacion varietal de los granos de
polen son los indicados en la tabla 1: ssrOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCA9,
ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101,
GAPU103A, UDO98-24, UDO99-43.

La amplificacion se ha realizado exitosamente en todos los marcadores SSRs
analizados aunque en algunos de ellos ha sido imposible obtener amplificacion
en algunos loci. En dichas muestras, la identificacién se ha basado en el resto

de los loci.

Todos los microsatélites utilizados han sido polimérficos presentando un
promedio de 4,8 alelos por locus. Se han detectado un total de 48 alelos en los
8 individuos analizados. El contenido en informacién polimérfica (PIC) presentd
una media de 0,62 para todo el conjunto de los 10 marcadores. El PIC es un
coeficiente indicativo del nivel de informacidén aportado por el marcador que se
calcula basandose en la heterocigosidad esperada y también en las
frecuencias alélicas. Estos datos demuestran el alto poder discriminativo de los
marcadores utilizados. Los valores de la probabilidad de identidad (Pl) indican
que 4 de los marcadores han sido los mas discriminativos con una probabilidad
de identidad acumulada de 5,8x10™. El Pl representa la probabilidad de que un
genotipo determinado sea idéntico al de otros dos individuos elegidos al azar,
por lo que cuanto menor sea este coeficiente (mas proximo a cero), mayor es la
probabilidad de que todos los genotipos sean diferentes entre si. EI Pl maximo
seria tedricamente 1 y en este caso tedrico todos los genotipos serian
idénticos. Como la probabilidad calculada para este ejemplo es muy cercana a
cero, podemos deducir que el conjunto de marcadores utilizado es altamente

discriminativo.
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En la tabla 2, se detallan los perfiles alélicos obtenidos para las muestras
ciegas analizadas. Se han identificado 7 perfiles alélicos distintos
representando 7 genotipos previamente identificados mediante los mismos
marcadores y cuyos perfiles existen en la base de datos del grupo de la
reproduccion sexual de plantas del departamento de Bioquimica, Biologia

molecular y celular de plantas de la Estacién Experimental del Zaidin (CSIC).



"ugISBUILIBIUCY 8p siselodly | ezlenjal anb o] ‘sojeje sop ep sew Jejuesaid uepand sopeuciousw

s9}l|9les0ldlW 0| anb BInjRI8)| B Us OpRAISSqO BY 85 ON 'SN20| 0Jj0 |8 ua g ep Jefin| ue sop|e ¢ £ 190 ¢ us g ep Jefin| ue soja|e ¢ Qluasald G esenw B
“pepsaLiEA BUN ap sew ap seus|od Jod epelwlio) Blse anb o Bisanil B] ap UOIDBUILIBILOD BUN J1ISIX

apand anb eolpul Ugique] enb o] SHSS SO| @R uglsesydWe B| Us peYNoYIp oluesald Bisanw eyoig '100] ¢ Us 2 ap Jebn| ue sojgle ¢ olussald ¢ ensanu e
‘selisanu se| ap ofsuew

0/ uoloealund ‘UgIN0B|0DE) B] SIURIND BPILNDO UQIDRUIWEIL0D ap pepligisod a1six3 "pepaliea Bun ap sew ap usjod ususnuod G A # sefen sensanw seq,

ozz | veL | v81 | v8L | ozz | otz | o1z | 2oz | esk | 161 | €6k | st | 1ar | cin [ 22k [ 25t [ eve | ssz | 2zt | ot N 0N
ocz | st [ ve1 [ vsL [ ozz [ otz [ otz | 2oz [ est | 1ot [ esr [ st | 1zt [ zon [ 2st [ 2ot [ ove [ sez [ 2zt [ ot de g eboiy
ozz | vsL [ v81 | w81 | 0zz | o1z | 91z | oz | est | 161 | €8k | est | rar | zin [ 2zt [ 25t | eve | sez | 2k | son N o
- | - |vs |v8|ozz |01z | 91z | oz |est | 161 [esr [est | - | - [est |zst | eve | sez | 2k | son di Leboiy
gst | zv1 o6t | o6t |02z | o2z | szt | suv | soz | eer | voz | est | wwr | t2n [ vt | o2t [ eez | g2z | vk | vor dis eumbaqiy
gst | zv1 o6t | o6t |02z | o2z | szt | ser [ soz [ eer [ voz [ est | tor [ r2r [ vt [ ozt [ eez [ g2z [ vzt [ var d9 9 eboIy
ot | zer | v81 | v8L | 0zz | otz | ziz | 2oz | iz | 16k | 16k | st | zar | zin [ zst [zt | sve | ssz | 2k | oot dLs E .ﬂ_wuﬂ_og
ozs [zer | ver | vor | ozz [oe | DS 50| - | - Bl e aa | By e e | - - | -] - dr . pebay
- | - |ver |vs|orz | otz | osz | eer | 21z | 16k | voz | sl | zar | zu | 25t | zer | sve | sez | ezt | et £ZUN PP N
v | zer | ver | vor | ozz | ore | onz | 500 | vz | 25 | LS | S5t | | B | et [ ear | sve [ sez | ann [ 22 ds \5 ebary
ot [zer [ ver [ var [ o1z [ otz | otz | 2er [ 21z | 160 [ voz | ot | 22t | 2on [ 25t [ zet | sve [ sez [ ozt | 8ot de ¢ eboly
o1 | zer | ver | veL | ozz | o1z | zre | 2oz | 21z | w6t | 11 | eer | z2r | ziv | 2t | 22t | sve | sez | 2zt | 991 b (e a_u_._.__w_“wg
ot | zer [ w81 [ w81 | ozz | otz | 21z | oz | ziz | 1ee | 1er [ st | zar | 2o [ zst [ zer | ave | ssz | 2zr | oot dz zeboly
ot [ zer [ ve1 [ v8L | ozz | otz | otz | 2er | 21z | 1ee | voz | 1er | 1er | zon [ 2zt [ oot [ eve | sez | 2zt | oot 2201 aweo
zet [zer [ w8 [ w81 |ozz [ otz otz |ear | - | - [woz | e [ ar [ con [ 2zt [ ozt | eve | sez | 2zt | oot dl 1 ebaiy
So1ep op 9569 | NOI0D3100
sopealnuapl sojay €] us odnouah NOIS302V
1op 061poD | NOIOVNINONIQ

‘uejod sp sebaio seisenw se| ep sodljge sepad so| ep ugioeaIUEp] 2 Blge L




15

La tabla 3 indica el resultado final de la identificacion del origen varietal de las
muestras ciegas de polen suministradas.

Tabla 3. Identificacion del origen varietal de las muestras ciegas de polen.

VARIEDAD SEGUN LA

MUESTRAS DIFUSION DE LA
BASE DE DATOS DELA | PRODECENCIA
CIEGAS VARIEDAD
EEZ-CSIC
Muestra . Coleccion de Sierra Variedad secundaria —
. Loaime
ciega1 Nevada Granada
Variedad principal — Toda
Muestra ) EEZ-CSIC. )
) Picual Espafia especialmente
ciega 2 Granada B
Andalucia
Muestra . i Coleccion de Sierra Variedad difundida —
) Manzanilla de Jaén o
ciega 3 Nevada provincia de Jaén y Cordoba
Variedad principal — Toda
Muestra ) ) )
. Picual estandar Coleccion de Jaén Esparia especialmente
ciega 4% .
Andalucia
. ) Variedad difundida —
Muestra . Coleccion de Sierra o
B Manzanilla de Jaén Provincia de Jaén y
ciega 5* Nevada i
Cérdoba
Variedad principal —
Muestra . EEZ CSIC. .
i Arbequina Catalufia, Aragdn y
ciega 6 Granada )
Andalucia.
Muestra LGS Coleccion de Sierra Variedad secundaria —
ucio
ciega 7 Nevada Granada
Muestra Li5S Coleccion de Sierra Variedad secundaria —
ucio
ciega 8 Nevada Granada

* Estas muestras incluyen mas de una variedad. La tabla indica una posible identificacion de la

variedad mayoritaria o mas probable en cada una de ellas.
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REIVINDICACIONES

1. Método de identificacién del origen varietal del polen de olivo que
comprende:

Ln

a) Obtener una muestra de polen de olivo,

b) extraer el DNA de la muestra obtenida en (a},

¢) amplificar marcadores SSRs en el DNA obtenido en (b),

d) analizar el perfil alélico de los SSRs amplificados en (c) para
obtener el genotipo,

10 e} comparar el genotipo del paso {(d) con genotipos de variedades
vegetales conocidas, y

f) determinar la variedad vegetal en base a la comparacién de (e).

2. Método segun la reivindicacién 1 donde la cantidad de DNA extraido en

15 el paso (b) es de al menos 50 ng.

3. Método segun la reivindicacion 2 donde la cantidad de DNA extraido en

el paso (b) es de al menos 200 ng.

20 4. Métode segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde los
marcadores SSRs amplificados en el paso (¢) son al menos 3.

5. Método segun la reivindicacion 4 donde los marcadores SSRs

amplificados en el paso (¢) son al menos 6.

25
6. Método segln la reivindicacién 5 donde los marcadores SSRs
amplificados en el paso (¢) son al menos 10.
7. Método seglin la reivindicacion 6 donde los marcadores SSRs
30 amplificados son 10.

8. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde los
marcadores SSRs amplificados en el paso (c) se seleccionan de la lista
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que comprende ssrOeUA-DCA3; ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16,
ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDO99-
24 y UDOg9-43.

9. Kit de identificacion del origen varietal del polen de olivo que comprende

cebadores especificos para llevar a cabo un método segln cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 8.

10.Kit de identificacion del origen varietal del polen de olivo que comprende
cebadores especificos para al menos 3 de los marcadores de la lista que
comprende  ssrOeUA-DCA3;  ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16,
ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDQO99-
24 y UDOQ29-43.

11.Kit de identificacién del origen varietal del polen de olivo segln la
reivindicacion 10 que comprende cebadores especificos para al menos 6
de los marcadores ssrOeUA-DCAS; ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16,
ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDO99-
24 y UDO99-43.

12.Kit de identificacion del origen varietal del polen de olivo segin la
reivindicacion 11 que comprende cebadores especificos para los
marcadores  ssrOeUA-DCA3; sstOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA16,
ssrOeUA-DCA18, GAPU71B, GAPU59, GAPU101, GAPU103A, UDO99-
24 y UDO89-43.

13.Kit de identificacién del origen varietal del polen de olivo segin
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 que comprende al menos 3
parejas de cebadores seleccionadas de la lista que comprende SEQ ID
NO:11-SEQ ID NG:12, SEQ ID NO:13-SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15-
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19-SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21-SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID NO:24,
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SEQ ID NO:25-SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ ID
NQ:29-SEQ ID NO:30.

14.Kit de identificacién del origen varietal del polen de olive seguin la

reivindicacion 13 que comprende al menos 6 parejas de cebadores
seleccionadas de la lista que comprende SEQ ID NO:11-SEQ ID NO:12,
SEQ ID NO:13-SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15-SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19-SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21-
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25-SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29-SEQ ID NO:30.

15.Kit de identificacién del origen varietal del polen de olivo segun la

reivindicacién 14 que comprende las parejas de cebadores SEQ ID
NO:11-SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13-SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15-
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17-SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19-SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21-SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23-SEQ ID NO:24,
SEQ ID NO:25-SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27-SEQ ID NC:28 y SEQ ID
NQ:29-SEQ ID NO:30.
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RESUMEN

Método vy kit para la identificacion varietal del origen del polen de olivo.

La presente invencion se refiere a un método para la identificacion del origen
varietal del polen del olivo basado en marcadores Simple Sequences Repeats
o Repeticiones de Secuencias Simples (SSRs) asi como a un kit que
comprende los elementos necesarios, preferiblemente cebadores especificos

para la amplificacion de los marcadores, para llevar a cabo dicho método.






Resumen

Lo especie lea europoea L posee unag gran diversidod genética, con un numero estimodo de
variedades cultivodas en el mundo superior a 1200. La exploracion de esta diversidod despierta un creciente
interés en campos como lg agronomia, la mejora genética, la industria agroalimentaria y el conocimiento
del genoma de o especie. La idemtificacion de las variedaodes de olivo se ha basodo tradicionaimente en
esquemas pormologicos gque emplean marcadores agronomicos y morfologicos. A estas aproximaciones se
ha unido recientemente el desarrolio de marcodores moleculares, entre los gue destacan los marcadores
microsatélites (55Rs). El polen, que constituye el microgametofito de las plantas espermatofitas, apenas ha
sido utilizado para la clasificocion de las voriedodes de olivo yo que la mayor parte de los métodos de
discriminacion han sido optimizodos en materigles vegetotivos diploides, especialmente en hojos. La
identificacion warietal del polen tiene potencigimente numerosas  aplicociones  agronomicas,
hiotecnologicas, médicas, evolutivas y agroolimentarias. Es por ello por lo gque en el presente trobajo se
pretenden desarrollar y evaluar distintos métodos de clasificacion varietal @ partir de polen de olivo.

Por una parte, se han utiizado distintos métodos de microscopia y de andlsis morfométrico de las
imagenes obtenidas parg determinar fo voriabilidod de los carocteres mds comunmente utilizodos como
descriptores palinologicos: area del grano, su eje polar, su didmetro ecuatorial, el grosor de ectexing, copa
basal, endexing, inting, alturg de las columelas, distancias entre columelas, aitura del muro, anchura del
muro, drea de los lumenes y distancias entre elementos esculturales, osi como la correlacion entre estos
parametros y el origen varietal de las muestros. Los resultodos obtenidos han demostrodo el potencial
considerable de este método, gue constituye una herromienta odicional esenciaimente utilizabie en
combinacidn con otros tipos de marcadores. Asimismo, se ha evaluado de forma preliminar la wtilizacion de
o autofivorescencia emitida por o exing en microscopia confocal también como método discriminatorio
adicional no disruptivo y de fdcil utilizacion, al no precisar de métodos de preparacion de las muestras. Por
otra parte, s¢ han optimizado los protocolos parag Ia extraccion de ADN de calidod a partir del polen, y parag
lg posterior amplificocion de 55Rs, demostrandose lo eficocia de wn panel de 10 marcodores en la
identificacion de 26 cultivares de olivo. Lo comparacidn de los perfiles aliélicos obtenidos a partir de
muestras suficientemente representativas de polen con aguelios obtenidos g partir de ADN de hojas de los
mismos individuos muestra ung procticomente total identidod. Sobre estos premisas, y con objeto de
permitir el desarrollo de futuras aplicociones de la discriminacion warietal del polen, ha sido generoda una
amplia base de datos de perfiles aiélicos en variedodes de olivo. Esta base cuenta con perfiles obtenidos de
183 individuos hien carocterizodos varietalmente, procedentes of colecciones publicas y privedos de
diversos origenes geograficos gue incluyen Espofia, Portugal, Italia, Grecia, Tunez etc. B anadlisis detaliodo
de esta base de daotos ha puesto de manifiesto la gran diversidod genética presemte en esta especie,
permitiendo la identificacion de 80 genotipos diferentes, asi como un numero considerohie de confusiones
en la identificocion de wariedodes. Tombién hon sido estoblecidos las relaciones genéticas entre los
genotipos identificodos y han sido detectodas tendencias de ogrupacidn entre los individuos analizodos. La
comparacidon emtre las anteriores clasificociones baosados respectivamente en el o de pardmetros
morfologicos del polen y en marcodores 55A indica que los resuitodos obtenidos en ambos casos son
consistentes, comparables y en muchos casos complementarios.

Finaimente, en una de las aplicaciones practicas del método 558 en polen se ha podido identificar con
certeza & origen varietal de 8 muestras ciegas de polen comercial suminstrodo por und empresd
especializado en la fobricocion de vacunas alergénicas desensibilizantes. 5in embargo, se ha revelodo que el
método desarroliedo es de momento incapaz de identificar el origen varietal de los otodos vacunas, dodo
gue incluyen unicamente trazas de ADN procedente del polen usado parg preparar los extractos. Son
esperables futuros desarrolios de la técnica, asi como numerosas aplicaciones tanto en el ofvo como en
otras especies, que son ampliamente discutidas.
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