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La olivicultura es una de las actividades méas antiguas que ha desarrollado el
hombre a través de su historia. Como consecuencia, la mayoria de los paises olivareros
tradicionales disponen, hoy dia, de un patrimonio genético importante constituido
principalmente de cultivares autdctonos. Antes de los 90 del siglo pasado, no se
dedicaba un gran esfuerzo para el estudio de las variedades de olivo en Tlnez. Sin
embargo, tras la aparicion de una olivicultura moderna, la identificacion, la evaluacion y
la conservacion de los recursos genéticos locales constituyen una gran prioridad en

paises como Tunez.

En este trabajo se ha seleccionado un conjunto de 8 marcadores microsatélites,
previamente descritos, para el estudio de 84 individuos del Banco de Germoplasma de
“Boughrara” de Sfax (Tunez). Dichos marcadores han demostrado gran eficacia, dado
gue presentan elevado nivel de polimorfismo y salvo en el caso de ssrOeUA-DCA15 no
mostraron la presencia de alelos nulos. Los indices de diversidad genética generados,
tales como el numero total de alelos (64), el nUmero de alelos por locus (8), los niveles
de la heterocigocidad observada y esperada (promedios: 0,77 y 0,68 respectivamente)
y el contenido en informacion polimérfica (media de 0,64) muestran que
indudablemente el olivar de Tunez, representado por la coleccion mencionada, posee
una elevada riqueza genética. Ademas, se detecto la presencia de 6 alelos unicos y de
una serie de alelos con baja frecuencia, que pueden considerarse marcadores
interesantes para identificar separadamente algunas variedades. El analisis de la
probabilidad de identidad (probabilidad acumulada: 1,23 x 107) permitié evaluar la
capacidad discriminativa de los marcadores utilizados por separado y conjuntamente.
Los marcadores UD099-43, GAPU101, ssrOeUA-DCA16 y ssrOeUA-DCA18 fueron
capaces por si solos de discriminar el 82,5% del total de genotipos identificados con el
conjunto de los 8 microsatélites.

La utilizacion de nombres genéricos por los olivareros de Tunez para designar a
las variedades, y la probable existencia de algunos errores de identificacion han
generado la presencia de sinonimias y homonimias en el Banco de Germoplasma de
“Boughrara” de Sfax (Tunez). Segun el presente estudio, solo el 47,6% de las
accesiones analizadas representan genotipos distintos (se identificaron 40 genotipos del

total de 84 accesiones). De hecho, el presente trabajo puede servir de base para un mejor



manejo del Banco en cuestion y, ademas permitira suministrar material con garantias de

autenticidad varietal a la industria viveristica actualmente en auge.

Finalmente, se realizaron diversos analisis que han permitido establecer las
relaciones genéticas existentes entre los distintos genotipos identificados y también
realizar un analisis factorial de correspondencia para caracterizar las tendencias de
agrupacién entre los mismos. El andlisis de las relaciones genéticas demostro la
presencia de 4 grupos cladisticos con un buen grado relativo de relacion o parentesco
interno asi como 5 variedades separadas genéticamente, probablemente debido a sus
origenes distintos, y en las que se detectd la presencia de alelos Unicos o con baja
frecuencia. Por otro lado, se manifesto la existencia de una pequefia variabilidad intra-
varietal posiblemente debida a la presencia de mutaciones somaticas, especialmente en
cultivares ampliamente difundidos como ‘Chemlali Sfax’.

El andlisis factorial de correspondencia demuestra la aparicion de una tendencia de
separacion genética que se revela claramente en las variedades destinadas a la
elaboracion de aceituna de mesa. Es muy probable que esta separacion genética sea la
consecuencia de una prologada seleccion de genotipos distintos segun las necesidades
del agricultor a lo largo de la historia olivarera de Tunez. Sin embargo, no se pudo
constatar ninguna separacion genética segun la zona de origen de cada una de las
variedades, quizd debido a la continuidad geogréafica entre las principales regiones

olivareras del pais, que ha favorecido el intercambio genético.

Las caracteristicas morfologicas de los endocarpos han sido también analizadas
en detalle. Estas caracteristicas confirman los datos obtenidos a partir de los marcadores
SSR, especialmente en cuanto a la amplia variabilidad en la coleccion, la existencia de
sinonimias y homonimias, y la separacion de los cultivares en funcion de su destino

para aceite o mesa.
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Olive cultivation is one of the oldest activities developed by humans in the
course of the History. As a consequence, most of the traditional olive producing
countries have, nowadays, a diversified genetic patrimony which is mainly formed by
autochthonous cultivars. Before the 90s of the previous century, no notable effort has
been made to study olive cultivars in Tunisia. However, since the emergence of the
modern oliviculture, the identification, the evaluation and conservation of the local
genetic resources have been considered as a priority in countries like Tunisia.

In this work, a set of 8 previously-described microsatellite markers has been
selected in order to analyse 84 olive accessions provided by the “Boughrara” (Sfax,
Tunisia) Germoplasm Bank. The mentioned markers showed a good efficacy, since they
displayed a high level of polymorphism, and no null allele presence was reported,
except in the case of ssrOeUA-DCA15. The genetic diversity indexes generated in this
report, like the total number of alleles (64), the number of alleles per locus (8), both the
observed and the expected heterozygosity levels (averages of 0,77 and 0,68,
respectively) and the polymorphic information content (average of 0,64), undoubtedly
show that Tunisian olives, represented by this germplasm collection, possess a high
degree of genetic diversity. Furthermore, 6 unique- and several low-frequency- alleles
were detected, which can be considered markers of interest to separately identify several
cultivars. The analysis of the probability of identity (cumulated probability: 1,23 x 107)
allowed us to evaluate the discrimination power of the markers either used individually
or in combination. The UDO99-43, GAPU101, ssrOeUA-DCA16 and ssrOeUA-DCA18
markers were able by themselves to discriminate a 82,5% of the whole genotypes
identified by the 8 microsatellites markers all together.

The use of generic names by Tunisian olive growers to name cultivars, together
with some miss-identifications, have generated the presence of synonymy and
homonymy cases within the “Boughrara” (Sfax, Tunisia) Germoplasm Bank. According
to the present study, only 47,6% of the analysed accessions represent unique genotypes
(40 genotypes were identified among 84 accessions). In fact, the present study may
provide support for a better management of the mentioned Germoplasm Bank and it will
be useful to provide cultivar-guaranteed plant material to the currently rising plant
nursery industry.

Finally, several statistic analyses have allowed us to establish the genetic
relationships existing between the different genotypes identified, and also to perform a
factorial analysis of correspondence to characterize clustering tendencies. The analysis

XV



of the genetic relationships showed the presence of 4 cladistic groups with a good level
of internal relationship, as well as 5 genetically separated cultivars, probably as a
consequence of their different origins, which contained unique or low frequency alleles.
On the other hand, the existence of a small intra-cultivar variation was detected,
possibly due to the presence of somatic mutations, particularly in some widely spread
cultivars like ‘Chemlali Sfax’.

The correspondence factorial analysis has shown the appearance of a tendency
of genetic separation clearly revealed among the cultivars destined to olive table
consumption. This genetic drift is most likely a consequence of the prolonged selection
of different genotypes according to farmers’ needs throughout olive History in Tunisia.
However, no genetic separation has been reported on the basis of the geographical
origin of the different cultivars, perhaps as the result of the geographical continuity of
the olive-growing regions of the country, which has contributed to the genetic
interchange.

The morphological characteristics of the fruit endocarps have also been analyzed
in detail. These characteristics confirm the data obtained after the analysis of SSR
markers, especially as regards to the wide variability in the collection, the existence of

synonyms and homonyms, and the genetic separation based on cultivars uses (table/oil).
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1. HISTORIA DEL OLIVO EN EL MUNDO Y DIFUSION DEL CULTIVO

La olivicultura es una de las actividades mas antiguas que ha realizado el
hombre a través de su historia. El origen del olivo tal como se conoce en la actualidad es
un tema de gran debate (Loukas y Krimbas 1983). Las pruebas mdés antiguas de la
existencia del olivo fueron descubiertas en Persia antigua y Mesopotamia y datan de
hace 5000 afios. La presencia de un ancestro del olivo con una antigiiedad de 1 millén
de afios ha sido también demostrada tras una datacion de restos de fosiles en Italia
(Kapellakis et al., 2007). La cuenca mediterranea, ambito principal y tradicional del
olivo, ha visto aparecer grandes imperios donde el arbol contribuyé vivamente al
desarrollo de la civilizacién. De esta manera el olivo ocupaba un lugar privilegiado, no
s6lo a nivel econdmico sino también a nivel cultural y espiritual. El olivo se consideraba
como el arbol sagrado o el simbolo de paz para unos pero también representaba la
potencia y la supremacia para otros.

El olivo se difundi6 de la zona de Oriente Proximo hacia la orilla Este del Mediterraneo
y de alli se empezé a propagarse en todas las colonias de la cuenca (Besnard et al.,
2001a). La direccion de la difusion del cultivo del olivo en el mediterraneo fue paralela
a las vias comerciales establecidas primero por los fenicios y los griegos (De Graaff y
Eppink, 1999) y posteriormente por los romanos. Estos ultimos jugaron un papel
fundamental en el desarrollo del cultivo en la cuenca mediterrdnea ya que practicaban
una propagacion masiva del arbol cada vez que ampliaban su imperio. A partir del siglo
XV, y con el descubrimiento del nuevo mundo, se amplio el ambito del cultivo de olivo
hacia el continente americano. Mas recientemente, se ha introducido el olivo en nuevas
zonas como Sudafrica, China, Japon y Australia (Barranco et al., 2004). La figura 1

representa la difusion del cultivo del olivo en el mundo a lo largo del tiempo.
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Figura 1. Difusion del cultivo del olivo en el mundo

2. SELECCION Y ORIGEN DE LAS VARIEDADES DE OLIVO

Se supone que los primeros olivareros empezaron a seleccionar empiricamente
de los bosques de acebuches (olivo silvestre), aquellos individuos mas sobresalientes
por caracteres tales como el tamafio de fruto, productividad y contenido graso. Para
obtener plantas idénticas a la madre, utilizaron un sistema de propagacion vegetativa
basado en la transplantacion de grandes propagulos (estacas lefiosas, zuecas, estacas-
planton). Este método es la inica forma tradicional descrita en la mayor parte de las
zonas olivareras cléasicas (Caballero y del Rio, 2004) y se sigue utilizando con
frecuencia hoy dia en Tunez (Jardak, 2006). Las primeras variedades de olivo se
obtuvieron de esta forma y fueron sometidas posteriormente a una incorporacion
progresiva de genes mediante introgresion a partir de las poblaciones de acebuches
presentes en toda la Cuenca del Mediterraneo (Zohary, 1994). Este fenomeno de
hibridacion natural permitid la aparicién continua de nuevas variedades de olivo. Dichos
genotipos generados a partir de la reproduccion sexual tienen un area de difusion
limitada. Puesto que la propagacion de las variedades cultivadas de olivo necesitaba
grandes propagulos en la época antigua, la difusion de una nueva variedad tuvo que ser
muy lenta. En la mayoria de los paises oleicolas, se sigue cultivando una gran
diversidad de cultivares cuya difusion esta aparentemente limitada en torno a su area de

origen (Rallo et al., 2005).
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Sin embargo, por otro lado, la importancia del aceite de oliva en la época antigua no
so6lo como alimento sino como producto farmacéutico y fuente de energia, condujo a

una difusion importante en el Mediterraneo (Kapellakis et al., 2007).

3. EL OLIVO EN TUNEZ

3.1. Historia

Aunque conocid especialmente la gloria en la época cartaginesa, romana y
arabo-musulmana, el olivo ha sido siempre el arbol mas cultivado a lo largo de la
historia de Tunez. El aceite representaba una fuente primordial de alimento y de energia
para los habitantes, mientras que el arbol en si permitia concretizar el dmbito de
influencia politica de los imperios (Trigui, 1990).

No se conoce la época exacta de la introduccion del olivo en Tunez pero existen
evidencias arqueoldgicas de la presencia de este arbol en el Paleolitico Superior en el
Norte de Africa, ya que se han encontrado restos fosilizados en capas que datan de dicha
época (COI, 2007). Segun Panestrella, un analista romano, el primer olivo fue
introducido a Italia bajo el reino de Lucio Tarquinino Prisco (616 a 578 adC) desde el
Norte de Africa, posiblemente a partir de Tripoli en Libia o del golfo de Gabés en
Thnez y, posteriormente, se difundi6 en toda Italia. Por otra parte, se menciona en
escrituras antiguas que cuando los romanos alcanzaron las costas del Norte de Africa,
los habitantes originales sabian ya injertar el olivo y desarrollaban el cultivo en todas las
tierras que ocupaban (COI, 2007). Efectivamente, el cultivo del olivo fue mencionado
en el libro de las practicas agronomicas de Magon (III-II siglo adC) uno de los
agronomos mas estimados de la antigiiedad. También, se menciona que Anibal ordeno a
su ejército plantar olivos en la costa Este durante la segunda guerra ptinica (218-202 aC)
(Trigui, 1990).

En una época mas reciente, la presencia colonial francesa dio un gran impulso al
cultivo del olivo en Tunez, que fue acompafiada de la introduccién de nuevos recursos
genéticos que contribuyeron al enriquecimiento del patrimonio ya existente.

La pertenencia de Tunez a grandes imperios donde la olivicultura ocupaba un
lugar privilegiado (cartagineses, romanos, arabes, etc...) le ha permitido heredar un
patrimonio olivarero importante con respecto a las practicas de cultivo, a la elaboracion

de aceite pero sobre todo a los recursos genéticos. También su situacién geografica, en

-5-



Introduccién

el encuentro de las grandes vias comerciales de la cuenca mediterranea ha implicado un

aporte continuo de material vegetal nuevo (Trigui et al., 1990).

3.2. Particularidades

En Tunez, el olivo ocupa la tercera parte de las tierras de labor con 1.685.000 ha.
De ellas, la mayoria (1.667.000 ha), estd destinada para olivo de aceite y s6lo 18.600 ha
para aceituna de mesa (DGPDIA, 2006). Tunez posee un olivar generalmente
tradicional distribuido especialmente en las zonas semidridas y aridas del Centro y del
Sur del pais caracterizadas por unas condiciones edafo-climaticas dificiles.
Efectivamente, en la mayoria de dichas zonas, la pluviometria no supera los 300 mm
por afio y los suelos son arenosos y pobres. Por otra parte, el 97 % del olivar de Tunez
se encuentra en régimen de secano (Jardak, 2006).
El olivar encuentra unicamente en las regiones del Norte del pais las condiciones
Optimas para su desarrollo, con una pluviometria anual superior a 400 mm, un invierno
suave (temperaturas superiores a 7°C) y un suelo profundo bien drenado. Sin embargo,
las tierras del Norte de Ttunez fueron, tradicionalmente, reservadas a otros cultivos como
los citricos, las hortalizas, la vid, los cereales, etc... que se consideraban mas rentables,
mas apropiados a estas zonas y dificiles de cultivar en las regiones semi-aridas y aridas
del Centro y del Sur del pais. Efectivamente, los recursos abundantes en agua del Norte
fueron muy poco movilizados hacia el desarrollo del cultivo del olivo cuya presencia se
concentrd en zonas con menor potencial hidrico (Jardak, 2006). No obstante, gracias a
las técnicas ancestrales de manejo del suelo, del agua y del cultivo, y también gracias a
largos procesos de seleccion de variedades autoctonas adaptadas a las condiciones
extremas, ha sido posible que el olivo sea cultivable y productivo en las zonas del
Centro y del Sur del pais bajo unas condiciones hidricas y edaficas dificiles (Trigui et
al., 2002). Pero con el renovado interés para la olivicultura debido a la subida de los
precios del aceite de oliva en el mercado internacional (COI, 2007) y al aumento del
consumo local tras la subida del poder adquisitivo en Tunez (INS, 2007), empiezan a
ampliarse las plantaciones de olivo en el Norte del pais principalmente bajo un régimen

intensivo.

En la actualidad, existen en Tunez dos tipos de olivares. El predominante es el

olivar tradicional constituido por plantaciones mayoritariamente viejas, que se
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concentran sobre todo en las zonas clésicas del cultivo en el Centro y el Sur del pais
como la provincia de “Sfax”, la zona del “Sahel”, el litoral del Sur-Este (regioén de
“Zarzis”) y la zona continental de “Gafsa”. El olivar tradicional sufre problemas como
baja productividad, envejecimiento y pérdida del potencial productivo e incluso de
arboles debido a periodos de sequia prolongada que ocurren ocasionalmente en dichas
zonas. No obstante, este olivar esta en perfecto equilibrio con su ecosistema, y por lo
tanto no requiere gastos elevados de mantenimiento. De este modo constituye una
actividad muy interesante para la poblacion rural con una capacidad de invencidén
limitada (INS, 2007). Para esta poblacién, el olivar permite una renta importante, bien
de manera directa (si se trata de propietarios) o indirecta para la mano de obra local
(Jardak, 2006).

El otro tipo es un olivar moderno y consiste en plantaciones jovenes, intensivas y casi
exclusivamente en régimen de regadio. Este tipo de olivicultura tiene, hoy dia, una
rentabilidad bastante elevada. Por lo tanto constituye una atraccidon para los inversores
tunecinos y extranjeros. El 4rea de difusion de este sistema de cultivo estd
estrechamente relacionada con los recursos de agua. Consecuentemente, el mayor
incremento de superficies se ha observado en la zona del Norte pero también en el resto
del territorio donde se descubrio la presencia de agua subterranea. La presencia de
grandes empresas, algunas de ellas extranjeras, genera una fuente de labor constante
para la mano de obra rural y contribuye vivamente al desarrollo en estas zonas. Sin
embargo, la olivicultura intensiva y superintensiva no supera el 3% en términos de
superficie en el afio 2006 por lo cual el cultivo tradicional sigue siendo el sistema
predominante en Tunez (Jardak, 2006). El olivar de Tunez cuenta con un 30% de
plantaciones jovenes (menos de 20 afios). Las plantaciones de entre 20 y 70 afios
representan el 55%, mientras que los olivos viejos constituyen el 15%. Por lo tanto, la
reforma del olivar de Tinez es una de las prioridades especialmente con el renovado
interés para el aceite de oliva en el mercado mundial (Jardak, 2006).

La figura 2 representa la situacion geografica de las provincias productoras de aceituna
en Tanez. La figura 3 representa la distribucion de pies de olivos por municipios en

todo el pais.
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Con una media interanual de produccion en periodos de 5 afnos de 151.200 tm en
2002/2007 (COI, 2007), Tanez cubre el 5,4% de la produccion mundial de aceite y
permanece en el segundo rango después de la Unién Europea. Una gran parte de la
produccion estd destinada a la exportacion, con una media interanual de 111.600
toneladas (2002/2007). De esta manera Ttnez contribuye el 19,3% del total del mercado
mundial de aceite de oliva (COI, 2007). Dichas exportaciones representan el 45% de las
exportaciones de productos agricolas y un 5% del total de las exportaciones del pais

(Jardak, 2006).

Ademas de su papel economico fundamental, el olivar participa vivamente en el
desarrollo rural y en la creacion del empleo en Tunez. Efectivamente, el sector olivarero
ofrece 30 millones de jornales por afio sobre todo en las zonas rurales desfavorecidas. El
olivar afecta, de manera directa o indirecta a los ingresos de 1 milléon de tunecinos en un
pais de 10 millones de habitantes.

En Tunez, el olivar permite valorizar regiones donde los recursos son escasos y la
poblacion rural tiende a emigrar hacia las grandes ciudades de las zonas costeras. El
cultivo del olivo ha sido capaz de mantener estable la poblacion rural de las zonas

citadas y contribuir a su desarrollo (Jardak, 2006).

3.3. Recursos geneticos y estructura varietal del olivar de Tunez

A pesar de la gran importancia socio-econdmica del olivo, no se ha dado en
Thnez, como en muchos otros paises olivareros, una gran importancia al estudio de los
recursos genéticos hasta la iniciativa del Consejo Oleicola Internacional (en los 90 del
siglo pasado). Esta iniciativa pretende conservar el patrimonio genético existente sobre
todo en la cuenca mediterranea. De alli, empez6 un gran programa nacional de
prospeccion, identificacion, conservacion y estudio de variedades autoctonas de Tunez.
Un primer catdlogo que retine 56 variedades fue publicado por Trigui y colaboradores
en el 2002. Este catalogo fue elaborado segun la metodologia desarrollada por Barranco
y Rallo en 1984 y adoptada por el Consejo Oleicola Internacional, basandose en el
estudio de una serie de caracteres morfoldgicos distintivos primarios.

Se ha observado una gran riqueza genética en el olivar de Tunez, debido al ntimero
importante de variedades cultivadas pero también de olivos silvestres (Trigui et al.,

2002). Algunas de estas variedades presentan un grado de adaptacion y de rusticidad
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importante y son capaces de colonizar regiones con caracteristicas edaficas y climaticas
dificiles (Trigui et al., 2006). Sin embargo, este potencial genético ha sido bastante
desconocido durante mucho tiempo ya que estd enmascarado por la presencia de
variedades dominantes como la ‘Chemlali Sfax’ en el Sur y en el Centro y la ‘Chétoui’
en el Norte del pais (Hannachi et al., 2007).

La Figura 4 indica la distribucion geografica de algunas variedades autoctonas de olivo

importantes en Tunez.
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Algunas variedades autdctonas de Tunez sufren el riesgo de la erosion genética
(Trigui et al., 2006). Dicho fendomeno es consecuencia de varias razones, como el
cambio de la olivicultura hacia un sistema agronémico cada vez mas intensivo donde
ciertos cultivares se consideran relativamente poco adaptados (Trigui et al., 2006). Por
otra parte, las nuevas exigencias del mercado en términos de caracteristicas del aceite
hacen que un numero de variedades antiguas sean de poco interés econdmico.
Consecuentemente, se realizd una sustitucion con variedades “nuevas” procedentes
mayoramente de zonas lejanas geograficamente (variedades extranjeras) como por
ejemplo ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Koroneiki’ etc... en muchos casos sin estudios
previos del comportamiento a largo plazo en las condiciones edafo-climaticas de Tunez.
También, la presion urbana constituye una de las causas de la desaparicion de un
numero de arboles centenarios que pueden ser los ultimos representantes de algunas

variedades antiguas.

Ademas de los esfuerzos de conservacion de los recursos genéticos del olivo en
Tlinez, se empezd paralelamente, un programa de mejora genética destinado
esencialmente a modificar la composicion en acidos grasos de la variedad mas
extendida ‘Chemlali Sfax’ mediante cruzamientos con las variedades extranjeras
‘Arbequina’, ‘Koroneiki’, ‘Coratina’, ‘Sauri’ y una variedad local ‘Chemchali’ (Trigui
et al., 2006). La variedad ‘Chemlali Sfax’ tiene un bajo contenido en acido oleico y un
alto contenido en acido palmitico y linoleico (Grati-kamoun et al., 2002).

Se obtuvieron 1685 genotipos, algunos de los cuales presentan caracteristicas

agronomicas y tecnologicas interesantes (Trigui et al., 2006).

Como en otros paises olivareros tradicionales (Caballero y Del Rio, 1999), se ha
observado el problema de homonimias (variedades distintas con el mismo nombre) y
sinonimias (la misma variedad con distintos nombres) a la hora de realizar la
caracterizacion pomologica (Trigui et al., 2002). Este problema es debido al caracter
genérico de las denominaciones atribuidas por los agricultores. El problema de
homonimias se ha visto claramente con la denominacion mas abundante que es la
“Chemlali”, que corresponde a “frutos pequefnos” en lengua antigua (Trigui et al.,
2006). También, se han observado sinonimias en los casos de las variedades ‘Chemlali

Sfax’, ‘Oueslati’, ‘Chétoui’, ‘Neb Jmel’ (Mehri et al., 1997)
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El sistema de denominacion basado en los nombres genéricos que corresponden a una
descripcion del fruto como por ejemplo el “Meski” (fruto perfumado), “Injassi” (fruto
con forma de pera), o de un cardcter determinado como la denominacién “Dhokkar”
(olivo polinizador con polen denso) o “Beldi” (olivo del pais), etc... genera una gran

confusion a la hora de identificar el material vegetal olivarero de Ttnez.

4. BANCOS DE GERMOPLASMA

El olivo es una especie que cuenta con un nimero importante de variedades.
Efectivamente, Lavee, en 1994, destaco la presencia de mas de 2000 cultivares, y dos
revisiones de Bartolini et al., (1994 y 1998) documentaron la existencia de 1200
variedades autdctonas con mas de 3000 denominaciones. Para la conservacion de estos
recursos, se procedid a la creacion de Bancos de Germoplasma en distintos paises del
mundo. Un Banco de Germoplasma es una parcela que reune un numero de genotipos
distintos y permite por una parte, salvaguardar un patrimonio genético determinado,
pero también sirve de base para el estudio de la expresion de la variabilidad genética en
la especie bajo las mismas condiciones ambientales y de cultivo. El conocimiento del
potencial real de cada variedad es imprescindible para conseguir una olivicultura
competitiva basada en material vegetal seleccionado mediante experimentacion o tras
un programa de mejora genética dirigida (Caballero y Del Rio, 1999). En ambos casos
la creacion de Bancos de Germoplasma debe contener una amplia base genética. El
Banco debe tener una superficie relativamente pequefia donde se mantiene el maximo
de recursos bajo condiciones relativamente controladas evitando, sobre todo, la
presencia de duplicaciones (Caballero et al., 2005).

Actualmente existen en Tunez 11 colecciones repartidas en distintas partes del
pais y registradas en la base de datos mundial de la FAO, accesible a través del sitio
web “http://apps3.fao.org/wiews/olive/oliv.jsp”. (FAO, 2006).

El Banco de Germoplasma mas importante del pais es el Conservatorio Nacional del
Olivo de “Boughrara” de Sfax con mas de 120 variedades principalmente procedentes
del Centro y Sur del pais pero ademés con variedades procedentes del norte y también

unas de otros paises.
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5. IDENTIFICACION DE VARIEDADES EN EL OLIVO

5.1. Los caracteres morfologicos y/o agronomicos

Tradicionalmente, para la identificacién y caracterizaciéon de las especies de
interés agrondmico, entre las que se incluye el olivo, se han utilizado los caracteres
morfoldgicos y/o agrondmicos.

La evaluacién agrondmica se basa en el estudio de caracteres tales como el vigor del
arbol, la precocidad, la produccion media, la aptitud al enraizamiento, la susceptibilidad
a ciertas enfermedades y plagas etc... Para caracterizar las diferencias genéticas entre
cultivares mediante criterios agrondmicos, se requiere un numero elevado de
repeticiones en espacio y en tiempo ya que se trata de caracteres muy influenciados por
las condiciones ambientales (Rallo et al., 2005).

Para la caracterizacion morfoldgica en olivo se han utilizado muchos métodos a lo largo
del tiempo que se basan, generalmente, en caracteres con elevada capacidad
dicriminativa, una constancia entre genotipos idénticos y con poca influencia por las
condiciones ambientales y del afo. El procedimiento de caracterizacion debe de ser a la
vez fiable, rapido y economicamente rentable. Los métodos de identificacion
morfoldgica mas empleados para variedades de olivo incorporan un gran numero de
caracteres del arbol, del ramo, del fruto, del endocarpo, de la hoja y de la inflorescencia
(Barranco y Rallo, 1984). Entre los caracteres de mayor utilidad para la identificacion
destacan los del endocarpo debido a su menor fluctuacion y facil conservacion (Rallo et
al., 2005). Actualmente el esquema pomologico que se esta utilizando para caracterizar
e identificar a las variedades de olivo es el definido por Barranco y Rallo en 1984,
aunque algo mas simplificado, este incluye un total de 28 caracteres del arbol, hoja,
fruto y endocarpo (Barranco et al., 2005)

Los marcadores morfologicos y agrondémicos siguen siendo utilizados
ampliamente hoy dia ya que no requieren medios o tecnologias complicadas y también
son los unicos marcadores basados en la observacion directa de la planta. No obstante,
el empleo de esquemas pomolégicos, presenta dificultad en la evaluacion de muchos de
los caracteres como por ejemplo los relativos a las inflorescencias. También es notable
la influencia de muchos factores sobre las medidas como por ejemplo la edad, el estadio
fenoldgico y sanitario de la planta, el manejo del cultivo y las condiciones ambientales.

Ademas, existe un alto grado de subjetividad a la hora de hacer la descripcion. En
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consecuencia, se requiere personal con experiencia, que sea capaz, sobre todo, de
diferenciar entre variabilidad debida a la genética y aquella debida a la fluctuacion
ambiental. Dicha experiencia requiere tiempo, y la identificaciéon con este tipo de
marcadores ha llevado en algunos casos a caracterizaciones erroneas (Trujillo y
Barranco, 1999).

A pesar de dichas limitaciones, se puede decir que se han mostrado muy utiles
para llevar a cabo trabajos 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 que son necesarios para catalogar o describir un Banco de Germoplasma
(Caballero et al., 2006)

En Tunez, el primer trabajo sistematico de caracterizacion de variedades autdctonas de
olivo mediante estudio morfologico y agronémico fue realizado por Trigui et al.,
(2002). En las Figuras 5 y 6 se ilustran con fotografias del arbol, hoja, frutos y
endocarpos, las dos variedades mas importantes en Tunez, ‘Chemlali Sfax’ y ‘Chétoui’.
Como puede observarse existen claras diferencias morfologicas entre tamafio y forma

de las hojas, frutos y endocarpos.
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Figura 5. Caracteres morfologicos de la variedad mas importante en el Sur de Tunez

‘Chemlali Sfax’. (Trigui et al., 2002).
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Figura 6. Caracteres morfologicos de la variedad mas importante en el Norte de Tunez

‘Chétoui’. (Trigui et al., 2002).
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5.2. Marcadores moleculares

El desarrollo y utilizacion de marcadores moleculares en las Gltimas décadas ha
contribuido a perfeccionar los estudios de los recursos genéticos en olivo reduciendo las
incertitudes debidas a la fluctuacién en los caracteres morfoldgicos y agrondmicos
(Hamrick y al., 1992). Efectivamente, dichos marcadores presentan una buena
constancia e incluso son completamente independientes de las condiciones externas en
caso de los marcadores de ADN. Ademas, los marcadores moleculares pueden ser
analizados en distintos tejidos y en diferentes estadios de desarrollo de la planta. Este
tipo de marcadores, especialmente en el caso de los isoenzimas y los marcadores de
ADN, ha demostrado niveles de polimorfismo considerables y han sido de gran utilidad
para los estudios de identificacion en olivo.

Hoy dia, los marcadores agrondémicos, morfologicos y moleculares su utilizan
conjuntamente para conseguir una evaluacion completa de los recursos genéticos (Rallo

etal., 2005).

5.2.1. Los isoenzimas

La técnica de identificacion de variedades mediante el uso de las isoenzimas es

una técnica sencilla, rapida y econdémica (Trujillo et al., 1995). La metodologia se basa
en la distincion por electroforesis de las distintas formas de una enzima (isoenzimas)
codificadas por diferentes alelos de un mismo gen (Soltis y Soltis, 1989).
Los isoenzimas son marcadores codominantes y permiten, por lo tanto, distinguir entre
individuos homocigoticos y heterocigoticos. Ademas, el hecho de que los isoenzimas se
consideren como productos primarios del gen hace que sus patrones sean reproducibles
y el andlisis sea muy poco afectado por las condiciones ambientales.

El principal inconveniente de este tipo de marcadores es su nivel relativamente
bajo de polimorfismo, que resulta insuficiente para identificar variedades muy proximas
(Liu y Furnier, 1993). De hecho, los isoenzimas estan mas adaptados a especies
alogamas donde el nivel de variabilidad es suficientemente alto.

Los marcadores isoenzimaticos han sido frecuentemente utilizados para la
identificacion de variedades de olivo (Pontikis et al., 1980; Loukas y Krimbas, 1983;
Trujillo et al., 1990; Ouazzani et al., 1993, 1995; Ouazzani et al., 1996; Trujillo et al.,

-19 -



Introduccién

2006). No obstante, su uso en la actualidad para fines de identificacion varietal es

limitado, tras la aparicion de los marcadores de ADN.

5.2.2 Los marcadores de ADN

Estos marcadores estan basados en el andlisis directo del genotipo de la planta.
Efectivamente, la gran variacion existente a nivel de acidos nucleicos tanto en las
regiones codificantes como las no codificantes ha sido aprovechada para la
identificacion de los cultivares de olivo. Los marcadores de ADN han demostrado su
gran aptitud en el estudio de la diversidad genética a niveles intraespecifico e
interespecifico (Karp y Edwars, 1997). Estos marcadores tienen la capacidad de
identificar con certeza una variedad sin recurrir al estudio de muchos caracteres (Rallo
et al., 2005). Los marcadores de ADN requieren solamente una pequefia cantidad de
material vegetal de partida (generalmente tejido de hoja en caso del olivo)
independientemente de la edad, del estado de la planta o del medio ambiente.

Los primeros marcadores de ADN fueron los RFLP (Restriction Fragment
Length Polimorphism) y se utilizaron a partir del principio de los 80 del siglo pasado.
Posteriormente, y con la aparicion de la técnica de PCR se desarrollaron los marcadores
RAPDs (Random Amplified Polimorphic DNA), los marcadores AFLPs (Amplified
Length Polimorphism) y recientemente los marcadores microsatélites o SSRs (Simple
Sequence Repeats). También, se utilizan en olivo otros marcadores de ADN como por
ejemplo los SCARs (Sequenced Characterised Amplified Region), STSs (Sequence
Tagged Site PCR), SSAPs (Sequence Specific Amplification Polymorphism) y los
ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeats).

- Los marcadores RFLPs

Los marcadores RFLPs permiten detectar diferencias en determinadas zonas
del ADN mediante la utilizacion de distintas enzimas de restriccion. Dichas enzimas
actuan cortando el ADN y permiten obtener un patron especifico tras la migracion en
gel. Los RFLPs tienen la ventaja de ser marcadores codominantes pero presentan un
bajo nivel de polimorfismo y un numero bajo de alelos por locus. Los inconvenientes
mencionados han hecho que el uso de los RFLPs haya disminuido a favor de otros

marcadores de ADN tras la aparicion de la técnica de PCR.
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Los marcadores RFLPs fueron ampliamente utilizados en olivo sobre todo para
distinguir los olivos silvestres de las variedades cultivadas. Los RFLPs han mostrado
grandes diferencias entre olivos silvestres del Este y oeste del Mediterrdneo (Amane et
al., 1999). También permitieron determinar el momento de divergencia genética entre
los distintos taxones de la especie Olea europaea (Besnard et al., 2001b). Los tipos de
RFLPs mas frecuentemente utilizados han sido los RFLPs mitocondriales (Besnard et

al., 2002) y los RFLPs cloroplasticos (Amane et al., 1999; Lumaret et al., 2000).

- Marcadores de ADN amplificados por PCR

v Los marcadores RAPDs

Los marcadores RAPDs se basan en el analisis mediante amplificacion con PCR
de fragmentos de ADN usando cebadores arbitrarios o semi-arbitrarios de 10 pares de
bases (Williams et al., 1990). Este tipo de marcadores es ampliamente utilizado en el
estudio de los recursos genéticos (Hormaza, 1996).

Los marcadores RAPDs tienen ventajas considerables, ya que generan mucha
informacion sin requerir una inversion elevada, un conocimiento previo de la secuencia,
ni muestras de ADN con elevada cantidad o pureza. Ademas, los RAPDs implican una
metodologia relativamente sencilla y un niimero ilimitado de cebadores. No obstante,
estos marcadores tienen el inconveniente de presentar resultados poco reproducibles y
dificiles de interpretar. Ello requiere ser muy critico y exigente en la interpretacion de
los datos (Truyjillo y Barranco, 1999).

En olivo, los RAPDs demostraron una gran utilidad para la identificacion y la
clasificacion de variedades (Bogani et al., 1994; Fabbri et al., 1995; Mekuria et al.,
1999; Hess et al., 2000; Belaj et al., 2001; Besnard 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 (Besnard y Bervillé, 2000; Belaj et al., 2001,
Besnard et al., 2001¢; Sanz-Cortés et al., 2001). En Bancos de Germoplasma asi como
en viveros, los RAPDs se utilizaron para la deteccion de la presencia de homonimias y

sinonimias (Besnard et al., 2001b; Belaj et al., 2004a).
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v" Los marcadores AFLPs

Los marcadores AFLPs se basan en la amplificacion de fragmentos de ADN
predigeridos con enzimas de restriccion y unidos a adaptadores especificos. Se usan
cebadores selectivos (marcados) disefiados para dichos adaptadores. Los AFLPs son
muy polimorficos y permiten obtener una gran resolucion en el andlisis, dando la
posibilidad de analizar individuos con mucha similitud genética. Ademas, se dispone de
un numero ilimitado de marcadores AFLPs y su desarrollo no requiere un conocimiento
previo de la secuencia. Sin embrago, los AFLPs presentan una serie de inconvenientes
ya que son marcadores dominantes, generan un coste elevado de analisis, requieren un
ADN de mayor cantidad y pureza que en el caso de los RAPDs por ejemplo, son arduos
en poner a punto y dificiles de interpretar. También, puede que haya un cierto grado de
subjetividad en el analisis con este tipo de marcadores.

En olivo, se han empleado los marcadores AFLPs en el estudio de la variacion
genética inter y intra-cultivar en variedades espafolas (Sanz-Cortés et al., 2003), en
variedades italianas (Angiolillo et al., 2006) y en variedades del Este del Mediterraneo
(Owen et al., 2005). Dichos marcadores se han estudiado en 29 variedades de olivo de
Tinez y del Mediterraneo presentes en el Banco de Germoplasma de ‘‘Kssar Ghriss’’
en el Sur del pais (Grati-kamoun et al., 2006).

Los AFPLs también se han utilizados combinados a otros tipos de marcadores como los
RAPDs, los SSRs y los caracteres morfologicos, para la discriminacioén entre cultivares
de olivo (Rotondi et al., 2003; Hagidimitriou et al., 2005). En otro trabajo, la asociacion
de los AFLPs y los RAPDs permitié estudiar la presencia de variabilidad intra-cultivar

en olivo (Belaj et al., 2004b).

v Los marcadores tipo SCARs

Los marcadores de tipo SCARs (Paran y Michelmore, 1993) se obtienen
mediante clonacion y secuenciacion de fragmentos amplificados con algunos de los
marcadores citados anteriormente (RFLPs, RAPDs y AFLPs). Existen también otros
marcadores (STSs y SSAPs) que se basan en el mismo fundamento.

Los SCARs son marcadores altamente especificos y son menos susceptibles a las
condiciones de PCR. De manera general, los marcadores SCARs son dominantes puesto

que permiten solamente detectar la presencia o la ausencia de la amplificacion. Sin
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embargo, dichos marcadores se pueden convertir en marcadores codominantes (Rafalski
y Tingey, 1993). Estas técnicas generan un nivel de polimorfismo menor y requieren un
coste mas elevado en comparacion con marcadores como RFLPs, RAPDs y AFLPs (Xu

y Bakalinsky, 1996). Estos marcadores se consideran apropiados para usos rutinarios.

v" Los marcadores microsatélites o SSRs

Los marcadores microsatélites llamados también SSRs (Simple Sequence
Repeat) o STRs (Short Tandem Repeat) son motivos de di, tri o tetra-nucleotidos
(incluso pueden ser mas complejos) repetidos en tindem a lo largo del ADN (Hamada et
al., 1982). Normalmente, los microsatélites no son codificantes. Posiblemente,
desempeinan un papel en la regulacion genética (Hamada et al., 1982) o actian como
sefales en los procesos de conversion genética y recombinacion (Jeffreys et al., 1985).

Aunque requieren una puesta a punto laboriosa de la reaccion PCR (segln el
cebador), se considera que la metodologia del andlisis por SSRs es relativamente
sencilla. Se trata de marcadores muy polimoérficos, multi-alélicos, codominantes y
reproducibles entre laboratorios (Hamada et al., 1982; Rafalski et al., 1993). Ademas, el
analisis requiere solamente una cantidad escasa de ADN, extraido generalmente de un
material disponible a lo largo del afio como es el caso de las hojas en olivo. La técnica
SSRs es también susceptible de automatizacion. La interpretacion de los resultados
generados por este tipo de marcadores es relativamente sencilla. El principal
inconveniente de los microsatélites es la labor y el coste bastante elevados que requieren

el desarrollo de los cebadores.

Asi pues, la técnica SSRs representa hoy dia una herramienta de confianza para
resolver los problemas relacionados con la caracterizacion genética y la identificacion
varietal en olivo. Los microsatélites han sido ampliamente utilizados en olivo (Rallo et
al., 2000; Sefc et al., 2000; Carriero et al., 2002; Cipriani et al., 2002; De la rosa et al.,
2002; Diaz et al., 2006; Ganino et al., 2007; Noormohammadi et al., 2007). Se han
realizado estudios tanto con un ntmero limitado de cultivares (Bandelj et al., 2002;
Belaj et al., 2004c) como con grandes colecciones de distintas partes geograficas del
mundo (Khadari et al., 2003; Montemurro et al., 2005; Noormohammadi et al., 2007).
El primer trabajo que pretendid caracterizar variedades de olivo a nivel regional

mediante microsatélites dentro de un Banco de Germoplasma, se realizé en 46
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individuos perteneciente a 30 cultivares originarios de 7 provincias de Sicilia (La
Mantia et al., 2005).

Gracias a los marcadores SSRs, se estan estudiando relaciones genéticas
existentes entre distintos cultivares dentro de la propia especie (Carriero et al., 2002;
Belaj et al., 2003) y se ha evaluado la transferencia a otras especies del género Olea
(Rallo et al., 2003) o de otros géneros de la familia Oleaceae (De la Rosa et al., 2002).
Por otro lado, algunos estudios han sefialado mediante microsatélites la presencia de
variacion intra-cultivares (Cipriani et al., 2002; Noormohammadi et al., 2007). Ademas,
los microsatélites han demostrado su utilidad en la realizacién de pruebas de paternidad
en progenies procedentes de cruzamientos controlados entre cultivares de olivo (De la
Rosa et al., 2004).

La comparacion de los marcadores SSRs con otros tipos de marcadores (RAPDs
y AFLPs) en variedades espafiolas e italianas de olivo permitié evaluar su potencial real
con respecto al nivel de informacion generado, la eficiencia en estudios de variabilidad
genética y el establecimiento de las relaciones genéticas (Belaj et al., 2003). En este
sentido, los microsatélites presentaron un mejor contenido en informacion y una mayor
fiabilidad puesto que, junto con los marcadores AFLPs, tienen una reproducibilidad
bastante elevada, contrariamente a los marcadores RAPDs. En la actualidad, los SSRs y
los AFLPs, son los marcadores de ADN mas utilizados en el olivo (Trujillo et al.,

2005).
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En los afios 90 y tras la iniciativa del Consejo Oleicola Internacional con la
finalidad de promover la conservacion de los recursos genéticos del olivo en los paises
olivareros, se inicia un trabajo de prospeccion en las distintas zonas olivareras de Tnez
(principalmente del Sur). Una vez identificado morfolégicamente el material
prospectado, se incluye en el Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara”de Sfax.
Actualmente el Banco de Germoplasma ocupa 6 hectareas de superficie e incluye 120
variedades supuestamente diferentes y autdctonas que presentan caracteres cualitativos
y adaptativos interesantes. Parte de los trabajos realizados en dichas accesiones han sido
publicados en un catalogo nacional de variedades autoctonas de Tunez (Trigui et al.,

2002).

En este sentido el presente estudio viene a complementar el trabajo antes mencionado
con los siguientes objetivos especificos:
- Caracterizar ¢ identificar mediante marcadores microsatélites (SSRs) las
accesiones de olivo presentes en la coleccion.
- Comprobar la presencia de homonimias y/o sinonimias entre el material
evaluado.
- Estudiar las relaciones genéticas entre las diferentes variedades identificadas
en la coleccion.
- Complementar la identificacion molecular de las accesiones evaluadas de la

coleccion con la identificacion morfologica de los endocarpos.
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1. MATERIAL VEGETAL

Las 84 accesiones atribuidas a las variedades autoctonas objeto de este trabajo
provienen del Banco de Germoplasma de Tunez: Conservatorio Nacional del Olivo de
“Boughrara” de Sfax. La region donde esta situada dicha coleccidon presenta condiciones
edafo-climaticas caracteristicas de las zonas semiaridas del Centro y del Sur del pais,
con una media de pluviometria que no supera los 220 mm anuales. En la Tabla 1 se
muestran las denominaciones de todas las accesiones estudiadas y las zonas geograficas

de origen de cada una de ellas.

Tabla 1. Denominaciones de las 84 accesiones analizadas y procedencia geografica
de cada una de ellas

Denominaciones Procedencia geogréfica

Chemchali Gtar 3
Sahli Gafsa autre que Gtar
Lattout Sned 3 Gafsa
Sehli Gafsa Dawlal
Sehli Sned 7
Tounsi Gafsa

Autre Zarrazi

Chemlali Balhi
Chemlali Barrani
Chemlali Zarzis
Chemlali Chouamekh Mednine
Dhokar Nafti
Meski Zarzis
Zalmati Zarzis
Zarrazi Kgh

Chemlali Ontha Tataouine
Chemlali Tataouinel0

Fakhari Tataouine Tataouine

Jemri Bouchouka
Neb Tataouine

Besbessi
Chemlali Bjawa
Chétoui 2 Tunis
Chétoui 2 8 mam
Marsaline
Meski Bjawa

Chemlali Sfax
Chemlali Sfax COI Sfax Manzel Chaker
Horr Sfax

Baldi Charqia BL8
BL16 G
BL2
BL20
BL23
BL24
BL26
BL31
BL32 G
BL37

Sfax Norte
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Bou Bazzoula BLI9PG

Horr Blettech BL11 PG

Horr Louzir BL32 PG

Sehli Jbeniana BL15 Bent Louzir

Zarbout Louzir

Zeitoun Boubazzoula COI

Zeitoun Boubazzoula COI

Chemlali Sig

CHL Ouled Youssef Sig 13

CHL Sig 12PG

Ech- Chahla /g

Khechinet Sig

Mallahi E1 Mouammar Sig 1G

Semni Jbeniana Sig 0

Sig 112PG

Sig 113G

Sig 14 PG

Sig 15

Sig 3PG

SIG19

Chemlali Mahares

Hchichina 10

Hchichina 6

Hchichina 7

Injassi Hchichina

Jeddaria Chaal

Mfartah Hchichina H9

Chahla

Chemlali Bouchouka

Chemlali Ouled Youssef

K17

K56PG

Kotti K11

Kotti K12

Kotti K14

Kotti K18

Kotti K21

Kotti K23 (avec mam)

Kotti K3

Kotti K30 PG

Kotti K30G

Kotti K32

Kotti K56 G

Kotti K9 PG

Kotti K9G

Lgam El Kotti Kotti K3

Sfax Sur

Tabla 1. (Cont.)

2. METODOS

- Recoleccidn de hojas para la extraccion de ADN gendmico

-34 -

Las muestras de hojas se tomaron de brotes jovenes de 25 cm de longitud con
suficientes hojas jovenes. Después de etiquetarlos, y envolverlos en papel humedecido
(para evitar la deshidratacion), se introducen en bolsas de plastico que fueron cerradas
herméticamente. Las muestras fueron transportadas lo mas rapidamente posible al

laboratorio donde se realizo la extraccion de ADN con material fresco.
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- Extraccion de ADN de las hojas

Para la extraccion del ADN genomico de las hojas se us6 un protocolo basado en

el método de CTAB desarrollado por Murry y Tompson (1980) con modificaciones

descritas por De la Rosa et al, (2002).

- PCR-SSRs

En este trabajo se usaron 8 microsatélites previamente descritos para la identificacion y

caracterizacion de variedades en olivo. Los cebadores utilizados pertenecen a las series
descritas por Sefc et al., (2000) (ssrOeUA-DCA), Carriero et al., (2002) (GAPU) y
Cipriani et al., (2002) (UDO99):

Tabla 2. Serie, motivo repetitivo y secuencias de los cebadores (Foward y Reverse),
tamano esperado (en pb) y temperatura de hibridacion para los 8 microsatélites

analizados.
Serie cebadores Motivo repetitivo Secuencia del Forward Secuencia del Reverse Tamarfio T2 de
5-3) 5-3) esperado hibr(iotgcién
(pb)
ssrOeUA-DCA3 (GA)19 FAM-cccaagcggaggtgtatattgttac Tgcttttgtcgtgtttgagatgttg 228-250 52
ssrOeUA-DCA9 (GA)» FAM-aatcaagtcttccttctcatttcg Gatccttccaaaagtataacctctc 161-205 50
ssrOeUA-DCA15 (CA);G(AC) 4 FAM-gatcttgtctgtatatccacac Tataccttttccatcttgacge 242-266 52
ssrOeUA-DCA16 (GT)13(GA)x FAM-ttaggtgggattctgtagatggttg Ttttaggtgagttcatagaattage 120-178 52
ssrOeUA-DCA18 (CA)CT(CA)(GA) FAM-aagaaagaaaaaggcagaattaagc Gttttcgtctetctacataagtgac 168-184 50
GAPU71B GA(AG)s(AAG)s HEX-gatcaaaggaagaaggggataaa Acaacaaatccgtacgcttg 285 52
GAPU101 (GA)s(G)3(AG); NED-catgaaaggagggggacata Ggcacttgttgtgcagattg 264 52
UDQ099-043 (G2 FAM-tcggctttacaacccatttc Tgccaattatggggctaact 174 50

El protocolo PCR-SSRs usado en este trabajo es el descrito por (Belaj et al.,

2004c). La amplificacion de los microsatélites, se realizd mediante PCR en un volumen

total de 20ul que incluia: 5ng de ADN gendémico, 1X tampén de PCR (Biotools,
Madrid), 1,5mM de MgCl, 60uM de dNTPs, 0,028U/ul de Taq polimerasa (Biotools) y

0,2uM de cada uno de los cebadores Forward y Reverse (Thermo).

La PCR se realiz6 en un termociclador TGradent Thermoblock (Biometra) 6 en

un termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems, USA):

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:
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HOLD: Desnaturalizacion inicial: 95°C — 5 minutos

CYCLING:35 ciclos - Desnaturalizacion: 95°C — 20 segundos
- Hibridacion: 50 o 52°C — 30 segundos
- Extension: 72°C — 30 segundos

HOLD: Extension final: 72°C — 8 minutos

HOLD: Mantenimiento: 4°C (indefinido)

- Anadlisis de los microsatélites

La presencia de productos de amplificacion se visualizé previamente en geles de
agarosa al 2%. Los geles fueron visualizados en un escaner de fluorescencia (Pharos
FX, Bio-Rad) utilizando la combinacion de filtros y el laser adecuado para cada

fluoroforo, y en un transiluminador ultravioleta tras tefiir con bromuro de etidio.

1000 pb
Bandas polimérficas

Dimeros de primers

Figura 7. Visualizacion de los productos de la amplificacion SSR en el locus ssrOeUA-
DCA 9: en escéner de fluorescencia (Izquierda) y en gel de agarosa tefiido con bromuro

de etidio (Derecha).

Posteriormente, la separacion se realizo mediante un secuenciador automatico de
tipo capilar ya que permite detectar las pequefias diferencias en pares de bases entre
alelos. Se us6 un secuenciador ABI PRISM 3100 GENETIC ANALYSER (Applied
Biosystems), con un marcaje fluorescente (Tabla 2). Los tamafos de los fragmentos

fueron determinados utilizando marcadores internos como referencia.
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Para separar simultdneamente varias muestras a la vez, se realizaron
agrupaciones de distintos microsatélites de la manera siguiente:
- Agrupacion de microsatélites cuyos alelos son de rangos de tamafios no solapantes:
(sstOeUA-DCA3, ssrOeUA-DCA18) y (sstOeUA-DCA1S, sstOeUA-DCA16) con
bastante diferencia de tamafio para que no interfieren los picos.
- Agrupacion de microsatélites marcados con fluorocromos diferentes ya que se pueden
analizar de manera simultdnea en la misma muestra: sstfOeUA-DCA9 (Marcado con

FAM), GAPU71B (Marcado con HEX) y GAPU101 (Marcado con NED).

Para analizar el tamafio de los alelos se utilizaron los programas informaticos
GENEMAPPER 3.0 (Applied Biosystems) y GENOTYPER 3.7 (Applied Biosystems).
La Figura 8 muestra varios ejemplos de andlisis individuales de productos de
amplificacion mediante el programa GENOTYPER vy la Figura 9 representa ejemplos de
analisis simultaneo de productos de amplificacion mediante el programa

GENEMAPPER.
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J/\ Chemlali Sfax COI i

Jeddaria Chaal
-1000
=500
'

Mallahi El Mouammar Sig 1G

-800
=B00
- 300

Sig 3PG .
B - - I
BL 2

- 600
- 300

Tounsi Gafsa o0

-400
A,_A\AM‘- -

Slg 15 - 2000

Figura 8. Fluorogramas analizados con ¢l programa GENOTYPER para el SSR

UDQO99-43 en 8 accesiones evaluadas.

Los niimeros indican el tamafio de cada uno de los alelos estimado en pares de bases.

(Todos los individuos representados en la figura son heterocigotos para UD099-43)
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=

DCA 1817
DCA 18 (174)

Marcador de tamafio

X

DCA S (239)

DCA 3 (228)

N

Chetoui 8 mam

DCA 16 (120)

DCA 16 (143

o

Marcador de tamafio

N\

DCA 15/261)

\

1%

Sahli Gafsa autre que Giar

DCAS

GAPUTIB (121)

GAPUTIB (141)

Marcador de tamaric

! |

L.

(16l)

DCAS (171)

GAPLIDT (189)

\:;\Pl:lm (217)
M AM |

GAPUTIB (121)

GAPUTIB (141)

Mareador de tamario

i

A\ A

Zitoun Boubazzoula COI

DCA9(171)

GAPUTOT (191)

\. GAPUTOT (199

Kotti K30G

Figura 9. Fluorogramas analizados con el programa GENEMAPPER para los SSR DCA1S,
DCA3, DCA16, DCA15, DCA9, GAPU71B y GAPUI101 en 4 accesiones evaluadas.

La accesion Chétoui 2 a mam es heterozigota para ambos loci DCA18 y DCA3.

La accesion Sahli Gafsa autre que Gtar es heterozigota para el locus DCA16 y homozigota para el locus DCA1S.

La accesion Zeitoun Boubazzoula COI es heterozigota para los loci GAPU71B/DCA9/GAPU101.

La accesion Kotti K30G es heterozigota para los loci GAPU71B y GAPU101, y homozigota para DCA9.
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Para el analisis de la variabilidad genética se utilizé el programa CERVUS 3.0
(Marshall et al., 1998). Este programa requiere la elaboracion de una matriz alélica que
incluye, para cada una de las muestras, los tamafios de alelos obtenidos para los 8

microsatélites estudiados.

Los parametros estudiados fueron:

- Los valores de Heterocigosidad Esperada y Observada (Hg /Hp) conforme a la ley del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987)

- El Contenido en Informacion Polimérfica (PIC) que es un coeficiente informativo
basado en el la heterocigosidad esperada y también en las frecuencias alélicas (Botstein
et al. 1980)

- La frecuencia de los alelos nulos, una de las principales causas de desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (Pemberton et al. 1995).

- La probabilidad de identidad (PI) calculada con el programa GIMLET 1.3.3 (Valiére,
2002) que es la probabilidad de que un genotipo determinado no difiere de otros dos

individuos elegidos al azar (Waits et al. 2001).

El estudio de las relaciones genéticas se realizd con el programa NTSYS-pc
vesion 2.02 (Rohlf, 1998). Este analisis se basa en una matriz de 0 y 1 que retne todos
los alelos obtenidos para todo el conjunto de microsatélites. Cada alelo de SSR
correspondiente a una banda amplificada se registro con “1” 6 “0”, segun su presencia o

ausencia, respectivamente, para cada genotipo.

El anélisis factorial de correspondencia entre los genotipos se realizéo mediante el
programa DARWIN version 5.0.155 (Perrier et al., 2003). Dicho programa esta basado
en una metodologia parecida a la del programa NTSYS pero permite ademads introducir
una matriz de identidad que especifica una serie de caracteres atribuidos a cada uno de

los individuos.

En este estudio, el calculo de las distancias genéticas se realizd segun los
coeficientes de DICE. El 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).
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- Descripcién morfoldgica de los endocarpos

Para confirmar el andlisis molecular mediante microsatélites de las accesiones
presentes en la coleccion, se realizo la descripcion morfologica de los endocarpos, dado
su gran poder discriminante, menor fluctuacion y facil disponibilidad de éstos.
Principalmente se utilizaron los 11 caracteres seleccionados en el esquema pomologico
que actualmente se utiliza en olivo y descrito por Barranco et al., 2005. Estos son:
peso, forma del endocarpo, simetria en posicion A, simetria en posicion B, posicion del
diametro transversal maximo, forma del apice, forma de la base, superficie, nimero de

haces fibrovasculares, distribucion de los haces fibrovasculares y presencia de mucron .
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1. VARIABILIDAD DE LOS SSRs EN LAS ACCESIONES DEL BANCO DE
GERMOPLASMA DE “BOUGHRARA” DE SFAX DE TUNEZ

1. 1. Numero, rango de tamafio y frecuencias de los alelos obtenidos

Los 8 marcadores SSRs analizados en este estudio fueron polimoérficos. Los loci
sstOeUA-DCA3, sstOeUA-DCAY9, ssrOeUA-DCAI18 y GAPU71B se amplificaron en
la totalidad de los individuos estudiados (84). En el caso de los loci sstOeUA-DCA 16 y
UDQ099-43 so6lo se obtuvo productos de amplificacion para 82 individuos, mientras que
en los loci ssrOeUA-DCA15 y GAPU101 se pudo genotipar 83 y 81 individuos
respectivamente. La proporcion de individuos genotipados fue de 98,8%, 96,4% para
los loci ssrOeUA-DCA15 y GAPU101 respectivamente y de 97,6% para ssrOeUA-
DCA16 y UD099-43. La dificultad de amplificacion para algunas accesiones puede ser
debida a la baja calidad del ADN extraido para estas muestras.

Se detectaron un total de 64 alelos para los 8 loci analizados en las 84 accesiones
de la coleccion. El numero de alelos por locus varié de 5 (loci ssrOeUA-DCAI1S y
GAPU71B), a 12 (locus UDO99-43). En este estudio, el promedio de numero de alelos
por locus fue de 8, superior al obtenido en otros estudios, como por ejemplo el realizado
por Noormohammadi et al., (2007) en 92 accesiones pertenecientes a 10 variedades de
olivo de Iran, con los mismos marcadores. En dichos estudio se obtuvieron un total de
51 alelos (nimero medio de alelos por locus: 6,37). La obtencion de un nimero de
alelos superior en nuestro estudio se puede explicar por una mayor variabilidad en el
material vegetal analizado debido a un mayor nimero de genotipos diferentes. La tabla
3 muestra los tamafios de los alelos obtenidos para cada uno de los loci analizados asi

como sus frecuencias.
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Tabla 3. Tamafio (expresado en pb), y frecuencia (expresada en %) de los alelos

obtenidos en los diferentes loci analizados en la totalidad de los individuos

Locus ssrOeUA- Locus ssrOeUA- Locus ssrOeUA- Locus ssrOeUA- Locus ssrOeUA- Locus Locus Locus
DCA3 DCA9 DCA15 DCA16 DCA18 GAPU71B GAPU101 UDO99-43
Alelos | f (%) Alelos f (%) Alelos (%) Alelos f (%) Alelos (%) Alelo (%) Alelos (%) Alelos | (%)
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb) s (pb) (pb) (pb)
228 38,1 161 4,1 241 24,1 120 36,6 166 1,2 117 2,9 183 3 166 25
235 43,4 171 60,1 252 3,6 122 1,2 168 8,3 121 44,6 189 11,7 170 42
239 11,3 175 1,8 258 0,6 136 0,6 170 34,5 123 9,5 191 37 172 42
241 1,8 181 0,6 261 62,6 143 3,1 172 13,1 127 8,3 197 28,4 175 17,7
245 2,9 183 2,9 264 9 147 15,2 174 36,9 141 34,5 199 3,7 177 0,6
249 2.4 185 4,1 152 1,2 176 3,5 205 13,6 179 4.8
193 18,4 157 4,8 180 2,4 217 2,5 185 6,1
196 1,1 159 1,2 187 1,2
202 1,1 160 2,4 202 0,6
204 4,1 170 1,2 210 3
208 1,1 172 3,6 212 274
214 4.8
Ne° de
alelos 6 11 5 11 7 5 7 12
Media 8

El numero total de alelos detectado y la media de niimero de alelos por locus
fueron variables entre series. El numero de alelos por locus vari6 en la serie ssrOeUA-
DCA de 5 para ssrOeUA-DCA15 a 11 en para sstOeUA-DCA16 y ssrOeUA-DCA9
(con un promedio de 8 alelos). Sefc et al., (2000) detectaron de 4 a 15 alelos (9,8 de
promedio) en un estudio realizado mediante los mismos cebadores, en este caso en 47
variedades italianas e ibéricas. El hecho de que se obtuviera un promedio superior en el
estudio senalado puede explicarse por la existencia de una mayor variabilidad en la
coleccion de individuos, ya que procedian de dos zonas geograficamente distintas
(Italia y Peninsula Ibérica). Contrariamente, la coleccion del Conservatorio Nacional
del Olivo de “Boughrara” de Sfax reune individuos de procedencia geografica
relativamente proxima (existe una distancia de aproximadamente 700 km entre “Tunis”
y “Tataouine”, las dos poblaciones de origen mas lejanas entre si).

Montemurro et al., (2005) obtuvieron un promedio de numero de alelos por locus de 3
en los microsatélites sstOeUA-DCA9, sstOeUA-DCAI1S y ssrOeUA-DCAI18 en 111
accesiones que representan 60 cultivares en su mayoria de Italia. En nuestro estudio se
ha obtenido un promedio de 7,66 considerando inicamente dichos microsatélites.

Para la serie GAPU, y usando los mismos cebadores del presente estudio, Carriero et

al., (2002) detectaron 6 y 9 alelos respectivamente en GAPU71B y GAPU101 en 20
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accesiones pertenecientes a 16 cultivares. Montemurro et al., (2005) obtuvieron 2 y 3
alelos en los mismos marcadores con 111 accesiones de 60 variedades. En este estudio
hemos obtenido 5 y 7 alelos en GAPU71B y GAPU101 respectivamente en material
autoctono de Tunez.

Para UDQ099-43, Cipriani et al., (2002) detectaron la presencia de 5 alelos en 12
cultivares comunes y antiguos. Belaj et al., (2004c) obtuvieron 13 alelos en 35
cultivares procedentes de Espafia e Italia. En la coleccion del Conservatorio Nacional

del Olivo de “Boughrara” de Sfax, se han detectado 12 alelos en dicho locus.

Todas estas comparaciones con trabajos previos permiten concluir que en el
presente estudio se ha obtenido un niimero relativamente elevado de alelos por locus, si
se tiene en cuenta del nimero total de accesiones analizadas en el estudio de
variabilidad y también la pertenencia geografica del material vegetal examinado. Por lo
tanto, se puede hablar de una gran riqueza genética presente en la coleccion del Banco
de Germoplasma del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax y en el
olivar de Tunez en manera general. Dicha riqueza se puede explicar por el hecho de que
Tanez, como la mayoria de lo paises olivareros tradicionales, posee un patrimonio
genético importante que se ha ido amplidandose y diversificdndose a lo largo de la

historia del cultivo.

Las frecuencias de los distintos alelos fueron bastante variables, siendo la menor
(0,6%) para los alelos 177 y 202 del locus UDO99-43, 181 del locus ssrOeUA-DCAO9,
258 del locus ssrOeUA-DCAIS5 y 136 del locus ssrOeUA-DCA16. Las mayores
frecuencias (62,6% y 60,1%) se observaron para los alelos 261 del locus ssrOeUA-
DCA15 y 171 del locus ssrOeUA-DCA9 respectivamente (Tabla 3).

Las frecuencias menos elevadas se corresponden con los alelos unicos, presentes
exclusivamente en una sola accesion de la coleccion. Estos alelos son de gran interés ya
que pueden servir de marcadores especificos de una variedad determinada. Los alelos
que estan presentes en dos o tres variedades también pueden considerarse como
marcadores interesantes. La Tabla 4 recoge los alelos unicos y los alelos presentes en
solo dos o tres individuos, indicando en cada caso el nombre de las accesiones

correspondientes.
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Tabla 4. Alelos presentes exclusivamente en una, dos o tres accesiones, de los 8 SSR

evaluados.

Alelos presentes en una accesion

Alelos presentes en dos accesiones

Alelos presentes en tres accesiones

Locus Alelo Denominacion Locus Alelo Denominacion Locus Alelo Denominacion
Marsaline
Chemlali Mallahi El Mouammar Sig
ssrOeUA 258 Bouchouka ssrOeUA- 166 1G ssrOeUA- 180 Mallahi El Mouammar Sig
-DCAI15 DCA18 DCA18 16
Chemlali Balhi BL32 G
Mallahi E1 Mouammar Sig
1G
ssrOeUA 136 Chemlali Balhi | ssrOeUA- 152 ssrOeUA- 241
-DCA16 DCA16 Chemlali Balhi DCA3 Autre Zarrazi
Zarbout Louzir Chemlali Balhi
Besbessi Marsaline
ssrOeUA 170 Marsaline ssrOeUA- 122 ssrOeUA- 249 Mallahi El Mouammar Sig
-DCAL16 DCA16 DCA3 1G
Mallahi El Mouammar
Sig 1G Autre Zarrazi
Chemlali Chouamekh Chemlali Barrani
ssrOeUA 181 ssrOeUA- 175 ssrOeUA- 160
-DCA9 Chemlali DCA9 DCAL6 Chemlali Ontha Tataouine
Bouchouka
Chemlali Ontha Tataouine Chemlali Chouamekh
Mallahi El Mouammar Sig
Sig 112PG 1G
UDO99- 177 ssrOeUA- 196 GAPUT71B 117 Marsaline
43 Ech- Chahla /g DCA9
CHL Sig 12PG Chétoui 2
Besbessi
Chemlali Balhi
UDO99- 202 ssrOeUA- 202 GAPU101 217 Mallahi El Mouammar Sig
43 Zarbout Louzir DCA9 1G
BL32 G Marsaline
Mallahi El Mouammar Sig Total: 6
Total: 6 1G ’
ssrOeUA- 208
DCA9 Kotti K32
Chahla
UDO99- 187
43 Jeddaria Chaal
Total: 8
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Como se indica mas adelante en el apartado 4, durante el analisis de la coleccion, se
detectd la presencia de genotipos idénticos correspondientes a la existencia de
duplicaciones en la coleccion. Un nuevo analisis de las composiciones alélicas, llevado
a cabo tras descartar todas las duplicaciones observadas (resultados no mostrados),
revel6 una ligera variacion en las frecuencias de los alelos que en ningun caso afecta a

las conclusiones de este trabajo.

1.2 Indices de Heterocigosidad y Contenido en Informacion Polimoérfica de los
SSRs

La heterocigosidad esperada se calculd a partir de la frecuencia de cada uno de
los alelos asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987) que establece que la
composicion genética de una poblacion natural permanece en equilibrio mientras no
actuen la seleccion natural, ni ninguin otro factor como la mutacion o la deriva.

La heterocigosidad esperada es un indicador del nivel de informacién del locus. Por
debajo de 0,5 la heterocigosidad esperada se considera insuficiente. En este trabajo, la
heterocigosidad media esperada (Hg media) fue de 0,68 y oscilé entre 0,54 (locus
ssrOeUA-DCAL15) y 0,82 (locus UD0O99-43). En un trabajo similar, Belaj et al.,
(2004d) obtuvieron una variacion de la heterocigosidad de 0,15 a 0,95 con 9
microsatélites de la serie UDO99 en 35 variedades de olivo espafiolas y italianas.

La heterocigosidad observada es el numero de individuos heterocigotos dividido por el
numero total de individuos de la poblacion analizada. La heterocigosidad media
observada (Ho media) €n €l total de la poblacion estudiada fue del orden de 0,77 y vario
desde 0,31 (sstOeUA-DCA 15) a 0,96 (ssrOeUA-DCA18 y UD099-43).

Los valores de heterocigosidad esperada y observada para cada uno de los locus
analizados se muestran en la tabla 5. Con la excepcion de los loci ssrOeUA-DCAI1S y

sstOeUA-DCAY, la heterocigosidad esperada (Hg) fue siempre inferior a la observada

(Ho).
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Tabla 5. Heterocigosidad esperada (Hg), Heterocigosidad observada (Ho), Frecuencia

de alelos nulos (F(), Numero de heterocigotos y Nimero de homocigotos en la

poblacion para cada uno de los locus estudiados.

Heterocigosidad | Heterocigosidad Frecuencia de Numero de NUmero de
esperada (Hg) observada (Ho) | Alelos nulos (Fo) | heterocigotos | homocigotos
ssrOeUA-DCA18 0,72 0,96 -0,16 81 3
ssrORUA-DCA3 0,65 0,72 -0,05 61 23
ssrOeUA-DCAL5 0,54 0,31 +0,3 26 57
ssrOeUA-DCAL6 0,74 0,86 -0,09 71 11
GAPU71B 0,66 0,91 -0,17 77 7
ssrOeUA-DCA9 0,60 0,52 +0,08 44 40
GAPU101 0,75 0,91 -0,1 74 7
UD099-43 0,82 0,96 -0,08 79 3
Media* 0,68 0,77 - 513 151

* El nimero de heterocigotos y el nlimero de homocigotos son total

La frecuencia de alelos nulos (Fy) es un indicador importante de la garantia de
los resultados del analisis de microsatélites, sobre todo en estudios genéticos de una
poblacion. Dicha frecuencia es calculada mediante un algoritmo iterativo basado en las
frecuencias esperadas y observadas de los genotipos analizados (Summers y Amos,
1997). La existencia de un “alelo nulo” ocurre cuando un oligonucledtido como los
usados y definidos en el presente trabajo no puede hibridar con el ADN, probablemente
como consecuencia de la presencia de mutaciones puntuales, de forma que no sea por
tanto detectable (Pemberton et al. 1995). Cuando la heterocigosidad esperada (Hg) es
inferior o igual a la heterocigosidad observada (Hop), (como es el caso en todos los locus
estudios excepto el ssrOeUA-DCA15 y sstOeUA-DCA9) (Tabla 5), la frecuencia de
alelos nulos es entonces negativa o cero. En este caso, se puede concluir que el analisis
realizado refleja realmente la variabilidad de la poblacion. En caso contrario (como
ocurre con ssrOeUA-DCAILS5 y sstOeUA-DCAY9), la presencia de alelos nulos
disminuye la heterocigosidad esperada y en consecuencia resulta en una
sobreestimacion del nivel de homocigosidad. De esta forma, al observar un individuo
homocigoto en el locus ssrOeUA-DCAL1S5, no se sabe si es homocigoto realmente o si se

trata de heterocigoto para un alelo nulo. Efectivamente, en caso del locus sstOeUA-
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DCA 15 existen 57 individuos homocigotos. De ellos, 46 poseen el alelo de tamafno
261, 12 el alelo 241 y uno posee el alelo 252. Este exceso de homocigosis puede ser
debido, en realidad, a la existencia de alelos nulos, por lo que estos individuos podrian
no ser realmente homocigotos. En caso del ssrOeUA-DCA 9, la frecuencia estimada de
alelos nulos es muy cercana a “0” (Fo= 0,08), por lo cual se puede considerar como
nula. Es decir que el nimero de homocigotos detectado en este locus es muy cercano al
que existe realmente. Noormohammadi et al., (2007) lograron valores elevados de la
frecuencia de alelos nulos para sstOeUA-DCAL1S5 (Fy= 0,61) pero en caso de ssrOeUA-
DCAQ9 se obtuvieron un valor negativo (Fo=-0,011) en dicho estudio.

El numero total de heterocigotos marca la diversidad genética de una poblacion.
La presencia de un 77,26% de heterocigotos indica que la coleccion analizada posee una
gran diversidad genética y confirma, por lo tanto, lo que se ha mencionado
anteriormente.

Los indices previamente mencionados fueron igualmente recalculados tras
eliminar los datos provenientes de las duplicaciones existentes en el Banco de
Germoplasma del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax. En este
caso se obtuvo una media de heterocigosidad esperada (Hg medgia= 0,87), una media de
heterocigosidad observada (Homedgia= 0,94) y un valor positivo de la frecuencia de alelos
nulos en el locus ssrOeUA-DCAI1S5 (Fo= 0,12), nulo para el locus sstOeUA-DCA 9
(Fo= 0,00) y negativo para el resto de los locus. Aunque los resultados obtenidos tras
dicha modificacion son ligeramente distintos, la variacion detectada con respecto al
analisis de la totalidad de la coleccion no afecta en ningun caso a las conclusiones de
este trabajo.

El estudio realizado sobre los distintos indicadores de la variabilidad genética permite
concluir que el olivar de Tinez en general y particularmente la coleccion estudiada,
presenta una gran riqueza genética. Este dato coincide con la gran variedad detectada

también en los estudios morfologicos realizados previamente (Trigui et al., 2002).

El contenido en informacion polimorfica (PIC) representa las posibles
combinaciones entre los distintos alelos obtenidos y un indice de la capacidad
informativa de cada uno de los microsatélites. Como se resume en la Tabla 6, el PIC
promedio de todos los locus fue de 0,64 mientras que de forma individual oscil6 entre

0,48 (en sstOeUA-DCA15) y 0,79 (en GAPU101).
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Con la excepcion de sstOeUA-DCALS, todos los loci utilizados en este trabajo
presentan valores del PIC superiores al valor de 0,5 indicado como umbral por encima
del cual un marcador se considera informativo y dos de ellos (GAPU101 y UD099-43)
presentan un PIC superior a 0,7, valor por encima del cual el marcador es especialmente

de utilidad para la construccion de mapas genéticos (Bandelj et al., 2004).

Tabla 6. Contenido en informacion polimoérfica (PIC) para los SSRs evaluados.

Contenido en informacion polimorfica
SSR (PIC)
ssrOeUA-DCA3S 0,58
ssrOeUA-DCA9 0,56
ssrOeUA-DCA15 0,48
ssrOeUA-DCAL6 0,69
ssrOeUA-DCA1S8 0,67
GAPU71B 0,60
GAPU101 0,70
UDO99-43 0,79
Media 0,64

Los valores obtenidos en este estudio demuestran un buen contenido en
informacion polimorfica y, en consecuencia, un alto poder discriminativo del conjunto
de microsatélites estudiados. Bandelj et al., (2004) y Noormohammadi et al., (2007)
obtuvieron valores similares de contenido en informacidon polimdrfica en respectivos

estudios en poblaciones de olivos.

2. DISCRIMINACION E IDENTIFICACION DE LAS ACCESIONES DEL
BANCO DE GERMOPLASMA DE “BOUGHRARA” DE SFAX DE TUNEZ

El estudio de los perfiles alélicos de los individuos analizados reveld la
presencia de 40 genotipos. En total, el 47,61% de los individuos presentes en la
coleccion del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax representan

perfiles alélicos distintos para los 8 microsatélites analizados. El resto de las accesiones
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(44) se trata de duplicaciones existentes en el mencionado Banco. Dichas duplicaciones
estaban incluidas en 11 genotipos diferentes (Tabla 7), que agrupaban desde dos
accesiones (como en el caso de los genotipos 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 que corresponden a
BL2/BL31, ‘Chemlali Zarzis’, ‘Injassi Hchichina’, ‘Chétoui’, ‘Marsaline’, ‘Fakhari
Tataouine’, ‘Chemlali Chouamekh’ respectivamente), hasta 31 accesiones (caso del
genotipo 1, que se correspondian con la variedad ‘Chemlali Sfax’). Las sinonimias y
homonimias detectadas en el presente trabajo se indican en detalle el siguiente apartado.

Una vez definidas las 40 variedades distintas, y en base a la informacion
disponible para realizar este trabajo se procedio6 a asignarle la denominacion definitiva a
cada una de ellas. Como se indica en la Tabla 7, esto fue posible para 26 variedades,
mientras que no se pudo realizar en 14 variedades. En su mayoria se trataba de
denominaciones asignadas circunstancialmente por el autor de la prospeccion, (como

por ejemplo K56PG, BL32 G, entre otras).

Tabla 7. Perfiles alélicos y genotipos diferentes obtenidos para las 84 accesiones
evaluadas. Se indica para cada una de ellas la denominacién en coleccion asi como el
genotipo al que pertenecen. En aquellos casos en los que las denominaciones son muy

conocidas, se les ha asignado la denominacion definitiva después de la identificacion de

las mismas.
2lalFlala|d]ald il B
2 3 ] ] =t =t} =1 = - I~ ] o] o ~ - ~
DENOMINACION Ea(f é ZD(,) é Ea(f é Ea(f é g g ZD(,) é g | g § ﬁ g DESEOF'\I",\'I’I\'TAISLON
ACCESION COLECCION <3 313 IEAERE EEDL § 513 § g:e( § § % VARIEDAD

% g % g % g % g O] ©] % % O] ] =) =) O

2| & 2|1 2|8%| 8
Chemlali Sfax 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 [ 141 | 171 | 171 | -X 1 “Chemlali Sfax”
Chemlali Sfax COI 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 197 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Sig 3PG 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Baldi Chargia BL8 170 | 174 | 208 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 [ 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
BL24 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Kotti K18 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
CHL Ouled Youssef Sig13 | 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Hchichina 10 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Sehli Sned 7 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Kotti K12 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
K17 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 [ 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Hchichina 6 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
BL26 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Chemlali Bjawa 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 101 | 107 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
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3 3 3 3 3 3
Zalmati Zarzis 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Sig 15 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Sehli Gafsa Dawlal 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
BL23 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
BL20 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Horr Sfax 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax
BL16 G 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Hchichina 7 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Kotti K9G 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Kotti k21 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Kotti K30G 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Sig113 G 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Sehli Jbeniana BL15 Bent
Louzir 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
BL37 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 [ 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Chemlali Ouled Youssef 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 - - 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 [ 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Sahli Gafsa autre que Gtar 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 1 “Chemlali Sfax
Horr Blettech BL11 PG 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 1 “Chemlali Sfax”
Khechinet Sig 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 - - 2 “Khechinet Sig’
SIG19 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 212 2 “Khechinet Sig”
Bou Bazzoula BL19PG 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 212 2 “Khechinet Sig’
Kotti K23 (avec mam) 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 [ 179 | 212 2 “Khechinet Sig’
BL2 174 | 176 | 228 | 235 | 261 | 261 | 143 | 143 | 121 | 121 | 171 | 183 | 191 | 197 [ 166 | 170 3 *
BL31 174 | 176 | 228 | 235 | 261 | 261 | 143 | 143 | 121 | 121 | 171 | 183 | 191 | 197 | 166 | 170 3 *
Chemlali Zarzis 172 | 174 | 235 | 235 | 241 | 241 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 4 “Chemlali Zarzis
Mfartah Hchichina H9 172 | 174 | 235 | 235 | 241 | 241 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 [ 166 | 175 4 “Chemlali Zarzis
Injassi Hchichina 172 | 174 | 235 | 235 | 241 | 261 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 | 166 | 175 5 “Injassi Hchichina’
Chemlali Mahares 172 | 174 | 235 | 235 | 241 | 261 | 143 | 143 | 121 | 141 | 171 | 193 | 189 | 197 [ 166 | 175 5 “Injassi Hchichina
Chétoui 2 170 | 174 | 228 | 235 | 241 | 241 | 120 | 172 | 117 | 123 | 193 | 193 | 191 | 205 | 175 | 214 6 “Chétoui
Chétoui 2 &8 mam 170 | 174 | 228 | 235 | 241 | 241 | 120 | 172 | 117 | 123 | 193 | 193 | 191 | 205 | 175 | 214 6 “Chétoui
Marsaline 174 | 180 | 239 | 249 | 261 | 261 | 147 | 170 | 117 | 127 | 161 | 171 | 197 | 217 | 210 | 214 7 “Marsaline”
Meski Bjawa 174 | 180 | 239 | 249 | 261 | 261 | 147 | 170 | 117 | 127 | 161 | 171 | 197 | 217 | 210 | 214 7 “Marsaline”
Fakhari Tataouine ‘ 168 ‘ 172 ‘ 239 ‘ 245 ‘ 241 ‘ 241 ‘ 147 ‘ 172 ‘ 141 ‘ 141 ‘ 161 ‘ 171 ‘ 199 ‘ 205 ‘ 172 ‘ 212 ‘ 8 ‘ “Fakhari Tataouine’
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Meski Zarzis 168 | 172 | 239 | 245 | 241 | 241 | 147 | 172 | 141 | 141 | 161 | 171 | 199 | 205 | 172 | 212 8 “Fakhari Tataouine”
Chemlali Chouamekh 168 | 170 | 228 | 239 | 252 | 261 | 147 | 160 | 123 | 127 | 175 | 204 | 189 | 197 [ 175 | 175 9 “Chemlali Chouamekh”
Chemlali Tataouine10 168 | 170 | 228 | 239 | 252 | 261 | 147 | 160 | 123 | 127 | 175 | 204 | 189 | 197 | 175 | 175 | 9 “Chemlali Chouamekh”
Chemchali Gtar 3 172 | 174 | 228 | 239 | 241 | 264 | 120 | 147 | 121 | 127 | 171 | 193 | 191 | 205 | 175 | 185 | 10 “Chemchali Gtar’
Jemri Bouchouka 172 | 174 | 228 | 239 | 241 | 264 | 120 | 147 | 121 | 127 | 171 | 193 | 191 | 205 | 175 | 185 | 10 “Chemchali Gtar”
Kotti K30 PG 172 | 174 | 228 | 239 | 241 | 264 | 120 | 147 | 121 | 127 | 171 | 193 | 191 | 205 | 175 | 185 | 10 “Chemchali Gtar”
Chemlali Sig 170 | 172 | 228 | 228 | 241 | 264 | 120 | 157 | 121 | 123 | 193 | 193 | 191 [ 191 | 175 | 185 | 11 “Chemlali Sig”
Kotti K14 170 | 172 | 228 | 228 | 241 | 264 | 120 | 157 | 121 | 123 | 193 | 193 | 191 | 191 | 175 | 185 | 11 “Chemlali Sig”
Sig 14 PG 170 | 172 | 228 | 228 | 241 | 241 | 120 | 157 | 121 | 123 | 193 | 193 | 191 | 191 | 175 | 185 | 11 “Chemlali Sig”
Besbessi 172 | 172 | 239 | 245 | 241 | 261 | 122 | 147 | 123 | 141 | 171 | 193 | 189 [ 217 | 172 | 175 | 12 “Besbessi”
Lattout Sned 3 172 | 174 | 228 | 245 | 241 | 264 - - 121 | 141 | 161 | 193 | 191 [ 199 | 172 | 175 | 13 “Lattout Sned”
CHL Sig 12PG 170 | 172 | 228 | 228 | 241 | 264 | 120 | 157 | 121 | 123 | 193 | 196 | 191 | 191 | 175 | 185 | 14 *
“Chemlali Ontha
Chemlali Ontha Tataouine 168 | 174 | 228 | 239 - - 143 | 160 | 127 | 141 | 171 | 175 | 191 | 197 | 166 | 166 | 15 Tataouine
Chemlali Bouchouka 168 | 170 | 235 | 235 | 258 | 261 | 147 | 147 | 121 | 127 | 181 | 204 | 191 | 205 | 170 | 214 | 16 “Chemlali Bouchouka”
Horr Louzir BL32 PG 168 | 170 | 235 | 245 | 241 | 261 | 120 | 157 | 121 | 123 | 171 | 193 | 191 | 197 | 175 | 212 | 17 "Horr Louzir
Chahla 172 | 174 | 235 | 235 | 241 | 261 | 143 | 143 | 121 | 127 | 193 | 204 | 189 | 205 | 187 | 212 | 18 *
Semni Jbeniana Sig 0 168 | 176 | 228 | 239 | 241 | 261 | 120 | 120 | 121 | 127 | 193 | 204 | 189 | 205 | 185 | 212 | 19 “Semni Jbeniana”
Jeddaria Chaal 170 | 174 | 235 | 235 | 241 | 252 | 147 | 147 | 123 | 141 | 171 | 183 | 189 [ 205 | 187 | 212 | 20 “Jeddaria Chaal’
Mallahi EI Mouammar Sig
1G 166 | 180 | 241 | 249 | 241 | 241 | 122 | 147 | 117 | 121 | 193 | 208 | 205 | 217 | 172 | 175 | 21 “Mallahi El Mouammar’
Tounsi Gafsa 168 | 172 | 228 | 239 | 241 | 241 | 147 | 147 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 205 | 175 | 212 | 22 “Tounsi Gafsa’
Autre Zarrazi 172 | 172 | 241 | 249 | 241 | 264 | 147 | 157 | 123 | 141 | 171 | 193 | 191 [ 199 | 185 | 212 | 23 *
Ech- Chahla /g 170 | 170 | 228 | 228 | 261 | 264 | 120 | 159 | 121 | 123 | 171 | 193 | 191 | 197 | 175 | 177 | 24 "Ech-Chahla’
Neb Tataouine 170 | 172 | 239 | 239 | 241 | 264 | 159 | 172 | 121 | 141 | 171 | 183 | 183 [ 199 | 170 | 172 | 25 "Neb Tataouine”
Kotti K9 PG 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 210 | 26 *
Lgam El Kotti Kotti K3 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 210 | 27 *
Kotti K56 G 170 | 174 | 228 | 239 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 197 | 166 | 212 | 28 *
Chemlali Barrani 170 | 174 | 228 | 239 | 252 | 261 | 120 | 160 | 121 | 123 | 171 | 204 | 191 | 197 | 175 | 212 | 29 “Chemlali Barrani”
K56PG 168 | 176 | 235 | 235 | 241 | 264 | 120 | 143 | 121 | 127 | 193 | 204 | 183 | 205 | 170 | 214 | 30 *
Chemlali Balhi 166 | 168 | 235 | 241 | 241 | 264 | 136 | 152 | 121 | 121 | 183 | 202 | 189 | 189 | 175 | 179 | 31 “Chemlali Balhi”
Sig 112PG 170 | 174 | 228 | 235 | 241 | 264 | 120 | 157 | 121 | 123 | 193 | 196 | 191 [ 191 | 175 | 185 | 32 *
Zeitoun Boubazzoula COI 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 171 | 185 | 189 | 205 | 179 | 210 | 33 *
Kotti K32 168 | 176 | 235 | 235 | 241 | 264 | 120 | 143 | 121 | 127 | 193 | 208 | 183 | 205 | 170 | 214 | 34 *
BL32 G 174 | 180 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 121 | 171 | 202 | 191 | 191 | 175 | 214 | 35 *
Zarrazi Kgh 168 | 170 | 228 | 239 | 241 | 241 | 157 | 172 | 127 | 141 | 161 | 193 - - 172 | 175 | 36 ‘Zarrazi’

=55 -




Resultados y Discusion

R o | o
3 3 9 D 3 3 g g - o @ 2 - o
< < < < < < < Z ; ) < < A o ; o )
. O Q 2] m O O — — [ar) a2} a
DENOMINACION 8 8o |o 8 8 8 8 ElE|2|2]3]|S s | 2 E DESEOF'\I",\'I’I\'TAISLON
ACCESIONCOLECCION | & | £ [ S | S |2 |2 |2 |2 |2 |2 |S|S|a2|2|8]|8]2
2 2 [ [ % a % a < < 53 D < < [a) [a) L VARIEDAD
) 8 o Q o) o) le) le) O] o o Q o (V] =) -] (U]
b = b o = = = = ] 7
2 1 8| 81 8| 2| 3| 8| g 8 | @
Zeitoun Boubazzoula COI 170 | 174 | 235 | 235 | 261 | 261 | 120 | 147 | 121 | 141 | 161 | 171 | 189 | 205 | 179 | 212 | 37 *
Dhokar Nafti 174 | 176 | 228 | 239 | 252 | 252 | 120 | 143 | 123 | 141 | 171 | 193 | 183 | 197 | 175 | 179 | 38 “Dhokar Nafti’
Zarbout Louzir 168 | 172 | 228 | 228 | 261 | 264 | 120 | 152 | 121 | 121 | 171 | 185 | 183 | 191 | 170 | 202 | 39 *Zarbout Louzir’
Kotti K11 170 | 174 | 228 | 235 | 261 | 261 | 120 | 143 | 121 | 141 | 171 | 171 | 191 | 199 | 166 | 212 | 40 *

*_Dato no disponible
*. En estas accesiones no se ha podido asignar una denominacion definitiva por no disponer en este trabajo de informacion
suficiente.

Tabla 7 (Cont.)

Como se menciond en el apartado de metodologia, también se estimd la
probabilidad de identidad (PI) que representa la probabilidad de que un genotipo
determinado elegido al azar sea idéntico al de otro individuo (Waits et al,. 2001).

Como se muestra en la tabla 8, la media de la probabilidad de identidad obtenida
en este estudio es 0,15 y oscild entre 0,05 en UD099-43 y 0,26 en sstOeUA-DCA1S.
Noormohammadi et al., (2007) obtuvieron valores semejantes de Probabilidad de
Identidad (Plyedia= 0,18) con los mismos marcadores.

El valor acumulativo total de la Probabilidad de Identidad del conjunto de los 8
microsatélites fue muy bajo (1,23 x 107). Esto confirma el gran poder discriminativo
del conjunto de marcadores seleccionados en este estudio.

Los marcadores mas informativos fueron UD099-43, GAPU101, ssrOeUA-
DCA16 y sstOeUA-DCA18. Estos marcadores permitieron diferenciar el 82,5 % del
total de variedades discriminadas con el conjunto de los 8 microsatélites, y por otra
parte presentaron una media de Contenido en Informaciéon Polimorfica de 0,71 y una
Probabilidad de Identidad Acumulada de 7,6 x 107,

Con un Contenido en Informacion Polimoérfica de 0,79 y una Probabilidad de Identidad
de 0,05, el marcador UD099-43 fue capaz por si solo de discriminar el 52,5% de las
accesiones discriminadas por el conjunto de los 8 microsatélites. Solo con la utilizacion

del marcador UDO99-43 se pudieron detectar 21 genotipos distintos.
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Tabla 8. Probabilidad de Identidad (PI) en las 84 accesiones analizadas

Probabilidad de identidad
SSR (PI)
ssrOeUA-DCA3 0,18
ssrOeUA-DCA9 0,19
ssrOeUA-DCAI15 0,26
ssrOeUA-DCA16 0,10
ssrOeUA-DCA18 0,12
GAPU71B 0,17
GAPU101 0,10
UD99-043 0,05
Media 0,15

3. SINONIMIAS Y HOMONIMIAS DETECTADAS EN EL BANCO DE
GERMOPLASMA DE “BOUGHRARA” DE SFAX DE TUNEZ

Al igual que en otros paises tradicionalmente olivareros, el criterio a la hora de
denominar a las variedades de olivo de Ttnez se ha basado en la asignacion de nombres
genéricos por los agricultores, lo que ha generado una gran confusion. La aclaracion de
dicha confusion es un paso importante en el establecimiento de una olivicultura
moderna en Tunez. En estudios previos (Mehri et al., 1997; Trigui et al., 2002),
detectaron la existencia de homonimias (una misma denominacién para diferentes
variedades) y sinonimias (diferentes denominaciones para una misma variedad) en el
olivar de Tunez mediante el andlisis de caracteres morfoldgicos y/o agrondémicos.
Igualmente, Belaj et al.,, (2001) Khadari et al., (2003); Rallo et al., (2005);
Noormohammadi et al., (2007), observaron problemas similares en variedades de olivo
de distintos paises olivareros.

La integracion de las metodologias de identificacion optimizadas actualmente en
olivo, tanto morfologicas y/o agrondémicas como moleculares (ADN), nos permiten sin
duda la correcta catalogacion del material cultivado de esta especie, procedente de
trabajos de prospeccion y/o de Bancos de Germoplasma. Esta catalogacion es sin duda
de vital importancia para la certificacion del material propagado por la industria

viveristica.
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3.1. Sinonimias

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, se ha detectado un elevado
numero de duplicados (un total de 44) en el Banco de Germoplasma de “Boughrara” de
Sfax. En la tabla 9 se representan los casos de sinonimias. Las denominaciones
circunstancialmente adoptadas para el manejo de la coleccion y basadas en un codigo
alfanumérico no se han incluido en la mencionada tabla (a modo de ejemplo K56PG,

Hchichina 7 y Kotti K9G), por las razones antes mencionadas.

Tabla 9. Sinonimias detectadas en la coleccion

Variedad Sinonimias
Baldi Chargia
Sehli Sned
Chemlali Bjawa
Zalmati Zarzis
‘Chemlali Sfax’ Sehli Gafsa
Horr Sfax
Sehli Jbeniana Bent Louzir
Chemlali Ouled Youssef
Horr Blettech
‘Khechinet Sig’ Bou Bazzoula
‘Chemlali Zarzis’ Mfartah Hchichina
‘Injassi Hchichina’ Chemlali Mahares
‘Marsaline’ Meski Bjawa
‘Fakhari Tataouine’ Meski Zarzis
‘Chemlali Chouamekh’ Chemlali Tataouine
‘Chemchali Gtar’ Jemri Bouchouka

El mayor numero de duplicados asi como de sinonimias fue detectado para la
variedad 1 ‘Chemlali Sfax’, lo que se justifica porque esta variedad es la variedad mas
importante y difundida de Tunez, debido a que presenta caracteristicas agronémicas y
tecnologicas interesantes, que la hacen ser objeto de una difusion importante para
establecer nuevas plantaciones.

Por otra parte, y como se representa en la Tabla 10 en la que se muestra la procedencia
geografica de las sinonimias detectadas, ‘Chemlali Sfax’ tiene sinonimias en todas las

regiones olivareras importantes del pais a excepcion de las zona de “Tataouine”.
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‘Chemlali Sfax’ incluye diversas denominaciones atribuidas por los agricultores
en distintas zonas o incluso en la misma region. Esta variedad tiene el nombre de
‘Chemlali Sfax’ en la zona de “Sfax” (Sur del pais), Chemlali Ouled Youssef en la zona
de “Ouled Youssef” (cerca de “Sfax) y ‘Chemlali Bjawa’ en la zona de “Bjawa” (Norte
del pais).

Lo mismo ocurre con otro grupo de denominaciones como Sehli (olivo de la costa)
utilizado con un “apellido” que especifica la zona. Sehli Sned proviene de la zona
continental de Sned, Sehli Gafsa de la region continental de Gafsa y Sehli Jbeniana de la
zona litoral de Jbeniana. Todas estas denominaciones que llevan el nombre Sehli (de la
costa) son también sinonimias de ‘Chemlali Sfax’ y sabiendo que la denominacion
Chemlali es tradicionalmente frecuente en la costa, se puede concluir que posiblemente
los antiguos agricultores de las regiones continentales (Gafsa y Sned) trajeron esta
variedad de la zona litoral atribuyéndole el nombre Sehli (olivo de la costa) sin guardar
su nombre genérico de origen Chemlali (frutos pequefios en lengua antigua).

Otras denominaciones genéricas sinonimias de ‘Chemlali Sfax’ son Baldi Charquia
(paisano de la zona de Charquia), Horr Sfax (auténtico de la region de Sfax), Horr
Bettlech (auténtico de la region de Betlech) y también Zalmati Zarzis, denominacion
cuyo significado no se sabe. Las denominaciones que han sido atribuidas por el autor de
la prospeccion, como por ejemplo las denominaciones BL11PG, Hchichina 6, CHL

Ouled Youssef Sig 13, Kotti K21 etc... se consideran simplemente como duplicaciones.

Se ha detectado un caso de sinonimia en la variedad ‘Khechinet Sig” que lleva el
nombre de Bou Bazzoula, este tltimo significa fruto con pezén mientras que ‘Khechinet
Sig’ significa frutos gordos. Esta variedad tiene el fruto gordo y con pezon a la vez
(Trigui et al., 2002) y posiblemente unos agricultores lo han atribuido el primer nombre
genérico mientras que otros lo han atribuido el segundo.

Otro caso de sinonimia se ha detectado para la variedad ‘Chemlali Zarzis’ (Fruto
pequeno de la zona de Zarzis) conocida también con el nombre de Mfartah Hchichina
(Fruto aplanado de la zona de Hchichina). También en este caso, el fruto es aplanado y
pequefio a la vez (Trigui et al., 2002) y cada uno de los agricultores le atribuyd un
nombre segun el criterio que veia mas llamativo. El mismo caso de confusién ocurrio
posiblemente con las accesiones denominadas ‘Injassi Hchichina’ (Fruto con forma de
pera de la zona de Hchichina) y Chemlali Mahares (Fruto pequefio de la zona de

Mahares) dos individuos que presentaron el mismo genotipo y la denominacion
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finalmente adoptada para esta variedad en este estudio ha sido la ‘Injassi Hchichina’
por ser la denominaciéon mas conocida en las zonas donde se cultiva.

Otro caso de sinonimia que se ha detectado ha sido para ‘Marsaline’, una variedad de
origen francés que probablemente fue introducida en Tunez durante la época colonial
francesa y cuyo nombre ha sido cambiado por los agricultores hacia Meski Bjawa,
(fruto perfumado de la zona de Bjawa) asocidndolo al caracter perfumado del fruto, y
ademads porque para ellos es mas facil de pronunciar y de aprender que su nombre de
origen.

De la variedad ‘Chétoui’ (segunda variedad mas importante en Tunez), se ha
comprobado que las accesiones Chétoui y Chétoui 2 a mam (con pezédn) son duplicados.
Otras sinonimias detectadas fueron las denominaciones de ‘Fakhari Tataouine’ y Meski
Zarzis; ‘Chemlali Chouamekh’ y Chemlali Tataouine; ‘Chemchali Gtar’ y Jemri

Bouchouka donde no se dispone de informacion sobre el significado exacto del nombre.

La presencia de sinonimias en el olivar de Ttnez es principalmente debida a dos
razones. Por una parte, los nombres atribuidos por los agricultores son en la mayoria de
los casos de caracter subjetivo basado sobre todo en la descripcion del fruto como por
ejemplo: ‘Chemlali’= fruto pequefo, ‘Ingassi’= fruto con forma de pera, ‘Chala’= fruto
bonito etc.... Consecuentemente, existen denominaciones distintas de la misma variedad
dependiendo de la opinion del agricultor, del dialecto que usa etc... Por otra parte, los
individuos de una misma variedad pueden manifestar caracteres morfologicos diferentes
en distintas regiones, como resultado de la influencia de factores externos tal como las
condiciones climaticas, el manejo del cultivo y el estado de planta (Rallo et al., 2005).
La presencia de sinonimias es muy frecuente en olivo sobre todo en los paises
olivareros tradicionales, en muchos casos solo se ha detectado tras el incremento en el
uso de marcadores microsatélites y otros tipos de marcadores (Mekuria et al., 1999;
Belaj y al., 2001; Khadari et al., 2003; Rallo et al., 2005; Noormohammadi et al.,
2007).

- 60 -



Resultados y Discusion

Tabla 10. Numero y distribucion por procedencia geografica de las sinonimias

detectadas en la coleccidn.

Procedencia geografica Total
Sinonimias Gafsa Tataouine Sfax Mednine Tunis

‘Chemlali Sfax’ 2 - 6 1 1 10
‘Khechinet Sig’ - - 2 - - 2
‘Chemlali Zarzis’ - - 1 1 - 2
‘Injassi Hchichina’ - - 2 - - 2
‘Marsaline’ - - - - 2 2
‘Fakhari Tataouine’ - 1 - 1 - 2
‘Chemlali Chouamekh’ - 1 - 1 - 2
‘Chemchali Gtar’ 1 1 - - - 2

Aparte de los casos de sinonimias reales, existe en la coleccidon muchos casos de
genotipos duplicados. Partiendo de la base de que un Banco de Germoplasma debe tener
el mayor numero de genotipos posible, la presencia de duplicaciones constituye una
pérdida de espacio y genera un mayor coste de mantenimiento. La presencia de dichos
duplicados en la coleccion del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de
Sfax es probablemente debida a una identificacion errénea a la hora de reunir las
variedades en el Banco de Germoplasma, sobre todo debido a que el programa de
prospeccion a través de las zonas del pais se baso en la descripcion morfologica (Trigui
et al., 2006). Sin embargo, es probable que muchas de las duplicaciones sean debidas,

simplemente, a confusiones a la hora del establecimiento del Banco de Germoplasma.

3.2. Homonimias

El caso mas caracteristico de homonimia (la misma denominacién es utilizada
para varicadades diferentes estd en la denominacion “Chemlali” que se usa en la
mayoria de las zonas sin afiadirle ninguna especificacion (apellido). Sin embargo, existe
en esta denominacion un amplio espectro genético que llega hasta sélo un alelo de
similitud (121 GAPU71B) entre las variedades ‘Chemlali Balhi’ y ‘Chemlali Sfax’

sobre un total de 16 alelos. El problema de homonimias en la denominacién “Chemlali”
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ha sido detectado en trabajos previos mediante caracterizacion morfoldgica y
agronomica (Trigui et al., 2006)

Otros casos que se pueden considerar como homonimias se han visto entre las
variedades ‘Ech-Chahla’ y Chahla y (Tabla 7). Desde el punto de vista de la
pronunciacion, estas dos variedades no difieren a nivel del agricultor pero entre ellas
existen diferencias genéticas importantes. La similitud es del orden de un alelo (121
GAPU71B) entres dichas variedades y la pequefia diferencia en los nombres no refleja
la gran disimilitud genética. También entre las variedades denominadas ‘Zarrazi’ y
Autre Zarrazi no existe diferencia en pronunciacion a nivel del agricultor, pero
realmente la diferencia genética es bastante grande ya que comparten solo 3 alelos (241
ssrOeUA-DCAL1S, 141 GAPU71B y 193 ssrOeUA-DCAD9).

Por otro lado las dos accesiones denominadas como Zeitoun Boubazzoula COI
presentan 3 alelos de diferencia, 2 alelos para el locus sstOeUA-DCA9 y un alelo a

nivel del locus UD099-43.

Todos estos casos de homonimias pueden generar graves errores a nivel del
agricultor en Tunez a la hora de realizar nuevas plantaciones. Por otra parte, es muy
importante resolver este tipo de confusiones con un mercado de aceite de oliva cada vez
mas dirigido hacia la autenticidad del material y donde los aceites monovarietales

pueden constituir proximamente en TUnez, una variante prometedora.

4. RELACIONES GENETICAS ENTRE VARIEDADES

Para el analisis de las relaciones existentes entre las variedades se descartaron
previamente todas las duplicaciones existentes en la coleccion (sélo se considerd un
individuo por genotipo). Tal y como se detalla en la metodologia, dicho estudio se
realiz6 mediante un andlisis de grupos (dendrogramas) y un andlisis Factorial de

Correspondencia.

4.1. Analisis de grupos

El andlisis de grupos realizado corrobora la gran variabilidad genética existente
en la coleccion. Los genotipos estudiados presentaron coeficientes de similitud

generalmente bajos, ya que no superaron el valor de 0,7 en el 73% de las variedades.
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Dichos coeficientes oscilaron entre 0,23 (por ejemplo entre ‘Chemlali Balhi’ y
‘Besbessi’) y 0,97 (entre Kotti K9 PG y el genotipo 33 denominado Zitoun
Boubazzoula COI). La diversidad genética en el material de Tunez es probablemente
debida a la presencia de variedades de origen autdctono mezcladas con variedades
introducidas de otros paises a lo largo de la historia olivarera del pais. En conjunto se
puede decir que en Tunez (tal y como observaron Barranco y Rallo (1984) en el olivar
espafiol), el cultivo ha sufrido probablemente poca presion selectiva por parte de los
agricultores a través del tiempo.

El dendrograma obtenido con el método de agrupacion de UPGMA que se
representa en la figura 10, mostrd un coeficiente cofenético elevado (r= 0,93), lo que
indica un buen ajuste de los datos originales a la agrupacion lograda. Dicho
dendrograma se caracteriza por la presencia de ramas relativamente largas demostrando
la baja similitud genética. Belaj et al., (2004d), obtuvieron relaciones genéticas
similares con variedades procedentes de Italia y Espafa, mientras que Noormohammadi
et al., (2007) obtuvieron coeficientes de similitud mas elevados para el material

procedente de Iran.
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Figura 10. Dendrograma obtenido para los 40 genotipos definidos en la coleccion del

Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax

1,2, 3 y 4 representan los grupos mayoritarios.
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En el dendrograma obtenido se puede observar claramente la presencia de 4
grupos distintos, 5 variedades muy separadas genéticamente del resto de los individuos
y una serie genotipos con una alta similitud. Dicha similitud puede ser debida tanto a la
presencia de variedades muy parecidas genéticamente como a una variacion dentro de la
misma variedad como consecuencia de mutaciones somaticas. Trabajos previos han
sefalado la presencia de una variacion similar en estudios de variedades de olivo de otos

paises (Cipriani et al., 2002; Noormohammadi et al., 2007)

El primer grupo incluy6 las variedades ‘Besbessi’, ‘Fakhari Tataouine’, ‘Lattout
Sned’, ‘Zarrazi’, ‘Tounsi Gafsa’, ‘Chemchali Gtar’, Autre Zarrazi y ‘Neb Tataouine’.
En dicho grupo, la similitud es relativamente baja y el coeficiente varié de 0,44 entre
‘Neb Tataouine’ y ‘Besbessi’ por ejemplo, a 0,69 entre ‘Tounsi Gafsa’ y ‘Chemchali

Gtar’.

En el segundo grupo se agruparon genotipos que presentaron una gran similitud
genética entre ellas (CHL Sig 12PG, ‘Chemlali Sig’ y Sig 112 PG) y, también,
genotipos con una diferencia importante (‘Chétoui’, ‘Horr Louzir’, ‘Ech-Chahla’ y
‘Chemlali Barrani’). La similitud observada entre CHL Sig 12PG y ‘Chemlali Sig’ es de
0,97 (solamente un alelo de diferencia a nivel del locus sstOeUA-DCA9). Se puede
considerar que estos niveles de diferencia corresponden a una variabilidad intravarietal
debida posiblemente a una mutacion somatica que ha ocurrido durante la reproduccion
vegetativa. Dichas variaciones parecen ser mas frecuentes en variedades muy antiguas
(Trujillo, comunicacién personal) como es el caso de las variedades de Ttunez (Trigui et
al., 2002). Ademas, estas variaciones se observan generalmente en los loci cuyo niimero
de alelos es elevado, como por ejemplo el locus ssrOeUA-DCA9 (11 alelos), donde la
mutacion es mas probable.

El coeficiente de similitud entre ‘Chemlali Sig’ y Sigl112 PG es de 0,88 correspondiente
a 3 alelos de diferencia a nivel de los loci sstOeUA-DCAI18, sstOeUA-DCA3 y
sstOeUA-DCA 9. En este caso seria posible considerar estos genotipos como
variedades distintas pero la confirmacion mediante datos morfoldgicos y agronémicos
es necesaria para poder afirmarlo.

La baja similitud entre ‘Chétoui’, ‘Horr Louzir’, ‘Ech-Chahla’ y ‘Chemlali Barrani’
permite afirmar que se trata de variedades separadas. La similitud mas baja de este

grupo (0,62) se observo entre ‘Chemlali Barrani’ y ‘Chétoui’.
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El tercer grupo comporta el nimero mas elevado de genotipos (un total de 15). A
su vez ¢éste se divide en tres subgrupos y 5 variedades separadas del resto de los
individuos del grupo. El primer subgrupo esta constituido de Kotti K11, ‘Chemlali
Sfax’, Lgam El Kotti Kotti K3 y Kotti K56 G donde la similitud vari6 de 0,93 entre
Kotti K11 y ‘Chemlali Sfax’ (un alelo de diferencia a nivel del locus GAPU101) a 0,88
entre Kotti K56 G y ‘Chemlali Sfax’ (un alelo de diferencia a nivel del locus sstOeUA-
DCA3). Entre Lgam El Kotti Kotti K3 y ‘Chemlali Sfax’ existe un alelo de diferencia a
nivel del locus UDO99-43. La variedad ‘Chemlali Sfax’ es una variedad antigua y muy
difusa, también los loci donde se han observado las diferencias citadas tienen un gran
numero de alelos. Consecuentemente es muy probable que dichas diferencias
correspondan a mutaciones somaticas ocurridos en la variedad ‘Chemlali Sfax’.

El segundo subgrupo del tercer grupo estd constituido por Kotti K9 PG, Zeitoun
Boubazzoula COI (genotipo 33), ‘Khechinet Sig’ y Zeitoun Boubazzoula COI (genotipo
37). Entre Kotti K9 PG y el genotipo 33 denominado Zeitoun Boubazzoula COI existe
un alelo de diferencia en el locus ssrOeUA-DCA3, lo que genera un coeficiente de
similitud elevado de 0,97. Entre los dos genotipos denominados Zeitoun Boubazzoula
COI existen 3 alelos de diferencia, uno a nivel del locus UD099-43 y dos a nivel del
locus sstOeUA-DCAO9. La diferencia entre ‘Khechinet Sig’ y el genotipo 37 de Zeitoun
Boubazzoula COI es de dos alelos a nivel del locus sstOeUA-DCA9. Se puede concluir
que lo mas probable que Kotti K9 PG y el genotipo 33 denominado Zeitoun
Boubazzoula COI corresponden, realmente, a una misma variedad. Igualmente,
‘Khechinet Sig’ y el genotipo 37 denominado también como Zeitoun Boubazzoula COI
pueden constituir una misma variedad. Sin embargo, el conjunto de los cuatro genotipos
de este subgrupo puede también corresponder a una misma variedad, pero que ha
sufrido diversas mutaciones en los loci donde se sefialaron las diferencias morfologicas
o bien que tiene un polimorfismo intravarietal. Para confirmar dichas observaciones, es
imprescindible comparar con mas datos morfologicos y agrondémicos ya que una
pequena diferencia a nivel del genotipo (3 alelos de diferencia como méaximo en este
sub-grupo) no quiere necesariamente decir que se trata de variedades distintas.

El tercer subgrupo del tercer grupo comporta dos genotipos muy similares, ‘Chemlali
Zarzis’ y ‘Injassi Hchichina’, con un coeficiente de similitud de 0,97 (un alelo de
diferencia en el locus ssrOeUA-DCAT1S5). Dichos genotipos pueden corresponder a una
misma variedad pero la complementacion con otros datos agronémicos y morfldgicos es

necesaria.
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El tercer grupo comporta también genotipos que tienen una baja similitud entre ellos y
se separan de los distintos subgrupos en el dendrograma. Estos genotipos son ‘Chemlali

Ontha Tataouine’, BL2, BL32G, ‘Dhokar Nafti’ y ‘Jeddaria Chaal’.

El cuarto grupo retine las accesiones ‘Chemlali Bouchouka’, Chahla, ‘Semni
Jbeniana’, K56 PG y Kotti K32. Excepto entre K56 PG y Kotti K32 (coeficiente de
similitud de 0,93 con un alelo de diferencia a nivel del locus sstOeUA-DCA9) donde se
puede hablar de una variacion intravarietal debida a una mutacion somatica, los
genotipos de este grupo se caracterizan por unos coeficientes de similitudes bastante
bajos que varian de 0,62 ente Chahla y ‘Semni Jbeniana’ a 0,46 entre ‘Chemlali

Bouchouka’ y Chahla por ejemplo.

El agrupamiento mediante el método UPGMA demostré que algunos individuos
estan genéticamente muy separados del resto de individuos de la coleccion.
Efectivamente, las variedades ‘Zarbout Louzir’, ‘Chemlali Chouamekh’, ‘Marsaline’,
‘Mallahi El Mouammar’ y ‘Chemlali Balhi” presentan coeficientes de similitudes muy
bajos respecto a los genotipos mas préoximos (0,34, 0,32, 0,32, 0,33 y 0,33
respectivamente). Ademas las variedades ‘Chemlali Chouamekh’ y ‘Marsaline’
presentan mas similitud entre ellas (0,32) que con el resto de los individuos de la
coleccion (coeficiente de similitud: 0,26). Igualmente ocurre con las variedades
‘Mallahi E1 Mouammar’ y ‘Chemlali Balhi’, que se distinguen del total de individuos
con un 0,23 de similitud y entre ellas con un 0,34 de similitud. Esta separacion se
explica por la presencia en estas variedades de alelos inicos y/o alelos compartidos con
pocas variedades (Tabla 4). La separacion de dichas variedades del total de individuos y
la separacion entre ellas mismas puede ser debida a que estos cultivares fueron
introducidos desde distintos sitios, lejanos geograficamente, a lo largo de la historia
olivarera de Tunez. Sarri et al., (2006) observaron mediante una combinacién de
microsatélites parecida a la usada en el presente trabajo que las variedades de olivo
procedentes de diferentes partes del Mediterrdneo se agrupan diferencialmente.
‘Marsaline’ es una variedad de origen francés que se cultiva en Tunez desde hace
mucho tiempo y localizada en Tunez con la sinonimia Meski Bjawa por lo cual su
separacion del grupo puede ser debida a su origen. Igualmente, esta hipotesis es muy

probable en el caso de ‘Mallahi EI Mouammar’ cuyo nombre significa (Aceituna de
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mesa del Colon). Esta variedad fue probablemente introducida por un agricultor durante
la época colonial francesa desde una zona lejana geograficamente.

Para las otras variedades separadas genéticamente, no se dispone en el nombre de
ninguna informacion relativa a la procedencia ya que llevan nombre genéricos
relacionados a una descripcion de los frutos (‘Zarbout Louzir’= “Peonza del ministro” o
‘Chemlali Balhi’= “Frutos pequefios con forma de datiles”) o a una zona geografica a
nivel regional (‘Chemlali Chouamekh’= “Frutos pequefios de la zona Chouamekh”).

A modo de resumen se puede decir que los resultados obtenidos en el andlisis de
grupos confirma la hipdtesis de que, a pesar de que el material analizado en este estudio
proviene de zonas geograficas relativamente cercanas en comparacion con otros trabajos
anteriores, la variabilidad genética es muy elevada. Y que el Banco de Germoplasma
del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax posee una gran riqueza

genética.

4.2. Andlisis factorial de correspondencia

Con objeto de determinar la posible presencia de correlaciones entre los
agrupamientos cladisticos obtenidos y caracteristicas morfologicas / agronomicas de los
diversos genotipos estudiados, se realizd un analisis factorial de correspondencia. Las
caracteristicas agrondmicas fueron obtenidas a partir del catdlogo de variedades de
Tanez existente (Trigui et al., 2002), o a partir de datos aportados por los productores.
En algunos casos, estos datos fueron deducidos a partir de las caracteristicas
morfoldgicas de la aceituna y del endocarpo.

Existen en la coleccion estudiada 4 variedades usadas mayoritariamente para la
elaboraciéon de aceitunas de mesa (‘Fakhari Tataouine’, ‘Besbessi’, ‘Mallahi El
Mouammar’ y ‘Tounsi Gafsa’) y 7 variedades para uso mixto (‘Khechinet Sig’,
‘Marsaline’, ‘Chemchali Gtar’, ‘Neb Tataouine’, Kotti K9PG, Zeitoun Boubazzoula
COI -Genotipo 33-y ‘Zarrazi’) . Las 29 variedades restantes se destinan sobre todo para
la elaboracion de aceite (Figura 11). Estas variedades difieren basicamente en el tamafio
del fruto y las caracteristicas organolépticas.

El andlisis factorial de correspondencia permitio detectar una inercia de 16,38%,
12,14% y 10,7% respectivamente segun los tres primeros ejes representando los factores
segun los cuales los individuos se agrupan (el porcentaje de la inercia es un indicador de

la importancia de las tendencias de agrupacion). A pesar de que los porcentajes
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obtenidos son bajos, existe una tendencia loégica de que las variedades de mesa (‘Fakhari
Tataouine’, ‘Besbessi’, ‘Mallahi El Mouammar’ y ‘Tounsi Gafsa’) se agrupen
separadamente. Dichas variedades se réunen entre 0,12 y 0,4 del eje de abscisas y 0,1 y
0,45 del eje de ordenadas (Figura 11). Para las variedades destinada a uso mixto no se
ha detectado una agrupacion clara (lo cual es 16gico). Las variedades ‘Neb Tatouine’ y
‘Zarrazi’ tienden a agruparse con las variedades de Mesa mientras que la variedad
‘Chemchali Gtar’ se separa claramente del grupo. El resto de las variedades de uso
mixto se agrupan entre -0,15 y -0,25 en el eje de abscisas y entre 0,1 y 0,35 en el eje de
ordenadas. Las variedades destinadas a la elaboracion de aceite no presentan una
agrupacion clara con respecto al conjunto de los genotipos de la coleccion pero estan
separados de las variedades destinadas para aceituna de mesa. Consecuentemente, se
puede concluir que ha habido una seleccion a través del tiempo de genotipos distintos,
unos dirigidos a la elaboracion de aceite y otros orientados a la preparacion de aceitunas

de mesa.
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Figura 11. Analisis Factorial de Correspondencia segtn el destino del fruto (mesa,
mixto, aceite) de los 40 genotipos evaluados

Con objeto de determinar si existe algin tipo de correlacion entre el analisis

cladisticos generado sobre la base de los genotipos analizados y su procedencia

geografica, se ha realizado otro analisis factorial de correspondencia, que en este caso

segun el criterio de la procedencia.

Los 40 genotipos detectados en este trabajo proceden de 6 zonas geograficas

distintas “Tataouine”, “Mednine”, “Gafsa”, “Sfax Sur”, “Sfax Norte” y “Tunis” del Sur

al Norte del pais respectivamente (Ver mapa Figura 2).

Siguiendo el criterio la procedencia geografica de cada una de las variedades, el

analisis factorial de correspondencia no permitidé distinguir claramente ninguna
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agrupacion a lo largo de los ejes (Figura 12). Se puede explicar por la presencia de un
gran intercambio de genes entre todas las zonas olivareras del pais. Efectivamente,
puesto que la olivicultura siempre ha sido la actividad predominante en Tunez, los
agricultores de las distintas zonas del pais buscaban nuevo material vegetal mejor
adaptado a sus exigencias. La continuidad geografica entre las principales zonas
olivareras de Tunez facilitdé el intercambio de propdgulos a lo largo de la historia,
contrariamente a otros paises donde la topografia impidi6 el intercambio y contribuy6 a
la aparicion de poblaciones genéticamente aisladas (Belaj et al., 2004d). Algunos otros
trabajos (Angiolillo et al., 1999) demostraron mediante marcadores moleculares los
posibles intercambios de material vegetal entre regiones y paises olivareros a lo largo de

la historia.
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Figura 12. Analisis Factorial de Correspondencia segun la procedencia geografica de

los 40 genotipos evaluados
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5. DISCRIPCION MORFOLOGICA DE LOS ENDOCARPOS

Usualmente el conjunto de la semilla y del endocarpo se denomina hueso. Los
rasgos del endocarpo tienen un gran poder discriminativo y estdn menos sujetos a las
variaciones causadas por las condiciones ambientales que otros parametros
morfologicos estudiados usualmente (Barranco et al., 2005). Puesto que todos los
individuos estudiados pertenecen a la misma coleccidon, se supone que todos estdn
sujetos a las mismas condiciones edaficas y climaticas. Sin embargo, algunas
variaciones en el terreno de la parcela pueden influenciar la expresion de los genotipos
estudiados.

Una vez separados los endocarpos y completado el proceso de limpieza, éstos se
describieron para al menos los 1lcaracteres descritos por Barranco et al., 2005, los
cuales se han detallado en el apartado de metodologia. Las figuras 13, 14 y 15 ilustran
los endocarpos pertenecientes a los 31 duplicados detectados para la variedad ‘Chemlali
Sfax’ (Figura 13), para el resto de las duplicaciones (Figura 14) y para los 29 genotipos
unicos (Figura 15). Como se puede observar en las figuras 13 y 14, existe una gran
similitud dentro de cada genotipo y las pequenas diferencias observadas dentro de los
genotipos fueron principalmente en el peso (tamafio) de los mismos, diferencias
probablemente debidas al estado de los arboles de donde provienen las semillas. La
edad, el estado nutricional y fitosanitario del arbol pueden ser el origen de dicha

fluctuacion.

La presencia de homonimias en la coleccion también se corroboré con la
descripcion morfologica de los endocarpos. En la denominacion “Chemlali” existe una
gran variabilidad morfologica, el endocarpo varia de simétrico (‘Chemlali Balhi’) a
asimétrico (‘Chemlali Zarzis’), su forma varia de redondeada (‘Chemlali Ontha
Tataouine’) a alargada (‘Chemlali Barrani’), su superficie varia de lisa (‘Chemlali
Sfax’) a rugosa (‘Chemlali Chouamekh’) (Figura 13, 14 y 15).

Las diferencias entre los endocarpos de las homonimias Chahla y ‘Ech-Chahla’ estan
sobre todos a nivel de la simetria (simétrico y ligeramente asimétrico respectivamente) y
de la superficie (lisa y rugosa respectivamente) (Figura 15).

También entre Autre Zarrazi y ‘Zarrazi’ existen diferencias a nivel del endocarpo. Para
la variedad Autre Zarrazi, la forma es alargada y la superficie es lisa mientras que para

‘Zarrazi’ la forma es esférica y la superficie es rugosa.
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También entre los dos genotipos de la variedad ‘Zeitoun Boubazzoula COI’
analizados en este trabajo, existe una diferencia especialmente a nivel de la simetria ya

que el genotipo 37 es ligeramente asimétrico y el genotipo 33 es simétrico.
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Figura 13. Fotografia donde se ilustran las caracteristicas morfoldgicas de los endocarpos perteneciente a las 31 accesiones
de la variedad ‘Chemlali Sfax’ definidas en la coleccion del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax.
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Figura 14. Fotografia donde se ilustran las caracteristicas morfoldgicas de los endocarpos perteneciente a las 24 accesiones correspondientes a las
10 variedades: ‘Fakhari Tataouine’, BL2, ‘Injassi Hchichina’, ‘Chemlali Chouamekh’, ‘Chétoui’, ‘Chemlali Zarzis’, ‘Khechinet Sig’, ‘Marsaline’,
‘Chemlali Sig’ y ‘Chemchali Gtar’ definidas en la coleccion del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax.
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El estudio de las relaciones genéticas basado en los 8 SSRs evaluados fue
confirmado morfoldégicamente. Efectivamente, las diferencias a nivel de los endocarpos
son muy pequeias entre los genotipos que comparten un nimero elevado de alelos
especialmente en los casos donde se observo una ligera variacion intracultivar. En la
figura 16 se ilustra con una fotografia los endocarpos para cada uno de los genotipos
clasificados molecularmente.

Como se puede observar en el dendrograma existe una mayor similitud en los
endocarpos pertenecientes a los genotipos incluidos en el primer grupo que incluye a
las variedades ‘Besbessi’, ‘Fakhari Tataouine’, ‘Lattout Sned’, ‘Zarrazi’, ‘Tounsi Gafsa’
y ‘Chemchali Gtar’ que con el resto. También son notables las diferencias de los
endocarpos existentes en las variedades ‘Chemlali Balhi’, ‘Mallahi E1 Mouammar’,
‘Marsaline’ y ‘Chemlali Chouamekh’ con respecto al resto de los individuos como ha

sido observado por el estudio molecular.
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Figura 16. Fotografias de los endocarpos para cada uno de los genotipos de la coleccion
del Coservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de Sfax clasificados

molecularmente.
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Conclusiones

- Todos los marcadores microsatélites utilizados en este trabajo presentaron un elevado
grado de polimorfismo, con la excepcion de ssrOeUA-DCAI1S. El numero total de
alelos diferentes definidos para los 8 loci fue de 64, con una media de 8 alelos/locus, lo

que representa un valor muy superior al de estudios similares.

- Los valores obtenidos para los indices de variabilidad genética en los 8 marcadores
microsatélites evaluados evidencian la utilidad y eficiencia de 7 de ellos para estudios
de identificacion varietal. Por el contrario, la elevada frecuencia de alelos nulos
obtenida para el marcador ssrOeUA-DCAI1S5, desaconseja su empleo en este tipo de

estudios.

- La heterocigosidad estimada considerando Unicamente un individuo por genotipo
muestra valores elevados, lo que revela la presencia de una gran diversidad genética en
el Germoplasma de Tunez incluido en la coleccion del Conservatorio Nacional del

Olivo de “Boughrara” de Sfax.

- El valor acumulativo de la Probabilidad de Identidad para los 8 microsatélites
utilizados fue muy bajo, lo que confirma el gran poder discriminativo del conjunto de
marcadores seleccionados en este estudio. Los marcadores mas informativos fueron
UDO099-43, GAPUI101, sstOeUA-DCA16 y sstOeUA-DCA18 ya que permitieron
discriminar el 82,5% del total de variedades, con una elevada Probabilidad de identidad

acumulada.

- Los marcadores SSR utilizados han permitido discriminar un total de 40 genotipos

distintos del conjunto de las 84 accesiones evaluadas.

- En las 44 accesiones no discriminadas y pertenecientes a 11 genotipos, se han definido
numerosos casos de duplicas, sinonimias y homonimias. El mayor numero de casos se
detectd para la variedad ‘Chemlali Sfax’ lo que se justifica por la elevada importancia y
difusion de dicha variedad en Tunez. Los errores de duplicacion pueden ser debidos a
multiples factores (metodologia de identificacion insuficiente, errores de plantacion
etc...). En este sentido, la incorporacion de métodos moleculares (SSRs) al analisis de

la coleccion de germoplasma del Conservatorio Nacional del Olivo de “Boughrara” de
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Sfax ha contribuido sin duda a una correcta catalogacion del material existente y a un

mejor manejo de la misma.

- El andlisis de grupos corrobora la gran variabilidad genética existente en esta
coleccion. Los coeficientes de similitud no superaron el valor de 0,7 en el 73% de las
variedades. Las variedades mdas distintas genéticamente fueron ‘Zarbout Louzir’,
‘Chemlali Chouamekh’, ‘Marsaline’, ‘Mallahi El Mouammar’ y ‘Chemlali Balhi’, como
consecuencia de la presencia de alelos Unicos o de baja frecuencia, que reflejan

posiblemente sus origenes distintos.

- Las variedades destinadas a la elaboracion de aceituna de mesa tienden a separarse
genéticamente del resto de los individuos, posiblemente debido a que ha habido una

seleccion de genotipos distintos para dicho uso.

- No se ha observado una agrupacion de las variedades de acuerdo a las zonas de origen
donde se cultivan, probablemente debido a la presencia de un elevado intercambio de

material entre éstas.

- El anélisis morfoldgico de los endocarpos ha permitido corroborar y completar los
resultados y conclusiones obtenidos con el analisis molecular. Esto indica la necesidad
de integrar ambas metodologia para la correcta catalogacion del material cultivado de

olivo.
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