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Resumen

En Espaiia existe una gran riqueza varietal de olivo (Olea europaea subsp. europaea
var europaea) que ha sido ampliamente caracterizada y evaluada. Aun asi, varios
estudios recientes han evidenciado la presencia de variedades locales de olivo
desconocidas, poniendo de manifiesto la necesidad de profundizar en trabajos de
prospeccion, conservacion y caracterizacion varietal. Por ello, en los ultimos aiios, se
estan llevando a cabo trabajos de prospeccion en diferentes puntos del pais (Andalucia,
Aragon, Catalufia y La Rioja). Dichos trabajos han permitido la localizacion de 290
olivos cultivados de interés y recogida de material vegetal para su posterior
identificacion. Dicho material ha sido discriminado mediante un conjunto de 96 EST-
SNPs recientemente desarrollado en el Banco Mundial de Germoplasma de Olivo del
IFAPA (BGMO, Cérdoba). El empleo de los marcadores EST-SNPs permitiéo la
identificacion de un total de 154 nuevas variedades en las cuatro regiones prospectadas
y la deteccion de casos de sinonimias y homonimias. Ademas, los marcadores
empleados pusieron en evidencia la presencia de una variabilidad relativamente
amplia con unos rangos de heterocigosidad esperada y observada de 0,31-0,5 y 0,29-
0,81, y valores medios de 0,46 y 0,53, respectivamente. El estudio de las relaciones
genéticas entre las variedades prospectadas y el conjunto de variedades nacionales
conservadas en el BGMO revelé una clara agrupacion de variedades andaluzas y
variedades del norte de Espaiia, indicando de esta manera una posible seleccion local
de variedades de olivo en nuestro pais. En concordancia con estudios anteriores en
olivo, estos resultados ponen de manifiesto la eficiencia del conjunto de 96 EST-SNPs
para la identificacion varietal en olivo y su utilidad para mejorar el manejo de
colecciones de recursos genéticos del cultivo.

INTRODUCCION

La olivicultura moderna tiende a una escasa diversificacion varietal, lo que conduce a una
erosion genética del cultivo: variedades mas precoces, mas productivas, y mas adaptadas a
la mecanizacién actual van desplazando a variedades antiguas y locales que pierden el
beneplacito del agricultor en aras de la rentabilidad. Esta erosion genética pone en riesgo el
legado de diversidad tejido a lo largo de generaciones de olivicultores, el valor afiadido de
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exclusividad que aportan las variedades locales en los productos del olivar, y, lo mas
importante, la existencia y el uso de una reserva estratégica potencialmente util para la
mejora genética y para afrontar futuros escenarios desfavorables (cambio climaético,
amenazas fitosanitarias, nuevas tecnologias, nuevas tendencias y demandas de mercado,
etc.).

El Banco Mundial de Germoplasma de Olivo (BGMO, Cérdoba) trata de hacer frente a esta
problemaética mediante la conservacion de recursos genéticos del cultivo. Espafia, como pais
lider en nimero de olivos cultivados, posee una importante diversidad genética. Hasta ahora
dicha diversidad venia representada por un total de 272 variedades nacionales catalogadas,
fruto de diferentes prospecciones regionales llevadas a cabo a finales del siglo XX (Barranco
et al., 2005). Sin embargo, varios estudios locales llevados a cabos con posterioridad en
diferentes zonas del pais ponen de manifiesto que ain podria haber bastante diversidad por
recopilar, conservar y estudiar (fﬁiguez et al., 2001; Vifnuales-Andreu, 2007; Diez et al.,
2011; Ninot et al., 2018).

Una labor importante dentro de los bancos de germoplasma es la correcta identificacion de
las variedades (Atienza et al., 2013; Trujillo et al., 2014; El Bakkali et al., 2019). En el
BGMO se ha llevado a cabo una importante labor de identificacion varietal en las ultimas
décadas, primero mediante el uso de descriptores morfoldgicos (Barranco et al. 2000; Belaj
et al.,2002; Atienza et al., 2013; Trujillo et al., 2014) y, posteriormente, mediante el uso de
diferentes marcadores moleculares, principalmente microsatélites (Belaj et al., 2012;
Trujillo et al., 2014). Recientemente se ha empezado a trabajar con marcadores de alto
rendimiento, marcadores de secuencia expresada que marcan polimorfismo de un Unico
nucleétido, los marcadores EST-SNP (Belaj ef al., 2018). Estos marcadores estdn ganando
protagonismo en los ultimos afios por presentar mayor rapidez y resolucion, por ser mas
simples, faciles y econdmicos de analizar, y por tener una mayor reproducibilidad entre
laboratorios.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la utilizacion de un conjunto de 96 marcadores
EST-SNP para la identificacion de variedades nacionales de olivo presentes en la coleccion,
asi como de variedades nacionales procedentes de trabajos de prospeccion, y para el estudio
de su diversidad y relaciones genéticas.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

El presente trabajo representa, hasta la fecha, el estudio mas amplio de identificacion de
material cultivado de olivo en Espafia. Se ha trabajado con hasta 570 accesiones o entradas.
De ellas, 280 corresponden a accesiones introducidas y plantadas previamente en la
coleccion, mientras que el resto (290) procede de diferentes colaboraciones y prospecciones
llevadas a cabo en la ultima década, principalmente en Andalucia, la Rioja, Aragon,
Catalufia y Valencia.

Meétodos analiticos

De todo el material vegetal incluido en el estudio se tomaron muestras de hojas sanas y se
realizd una extraccion de ADN siguiendo el método CTAB de De la Rosa et al., 2002. La
calidad y concentracion de cada muestra de ADN fueron comprobadas utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 2000 C UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El
genotipado de las accesiones incluidas en el estudio se llevo a cabo en el Servicio General
de Genomica, Unidad de Secuenciacion y Genotipado, de la Universidad del Pais Vasco,
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siguiendo la metodologia de Fluidigm. Para ello se utilizaré un conjunto de 96 marcadores
EST-SNPs seleccionados a partir de un estudio previo en el que ya se trabajé con multitud
de este tipo de marcadores en la coleccion, y prestando especial atencion a su capacidad de
discriminacion y precision de amplificacion (Belaj et al., 2018).

Una vez obtenidos los perfiles alélicos EST-SNP de las muestras, se realizaron
comparaciones pareadas para la identificacion de variedades y se analiz6 de manera
preliminar la diversidad y relaciones genéticas de las variedades diferentes. Para ello se
trabajo con el software GeneAlex con el conjunto total de variedades nacionales y
realizando también una agrupacién por origen de la variedad, de manera similar a lo
realizado en trabajos anteriores de identificacion varietal en Espafia (Belaj ef al., 2010; Diez
etal.,2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacién dos a dos de los perfiles alélicos EST-SNP permiti6 discriminar de manera
eficiente las variedades, revelando los marcadores utilizados un alto nivel de repetitividad
y fiabilidad (Fig. 1). E1 99,83% de las comparaciones arrojaron un numero de entre 21 y 80
diferencias, reflejando una diferenciacion intervarietal fiable. El 0,17% de comparaciones
restantes arrojaron de 0 a 4 diferencias, representando los casos de un mismo perfil entre
arboles diferentes de una misma accesion y/o diferentes accesiones de la misma variedad.
Ademas, en consonancia con estudios anteriores en olivo (Biton et al., 2015; Belaj ef al.,
2018), se observo una clara diferenciacion de los casos de posible variabilidad intravarietal
(comparaciones que arrojaron de 1-4 diferencias alélicas), indicando la utilidad de estos
marcadores para estudios de identificacion varietal en olivo.

La identificacion de las 570 accesiones incluidas en el estudio permiti6 la discriminacion de
338 variedades distintas. Entre las variedades identificadas, 154 corresponden a variedades
locales y desconocidas que se estdn incluyendo progresivamente en la coleccion,
contribuyendo a un enriquecimiento significativo (+55%) de la coleccion de variedades
nacionales del BGMO. Ademas, es destacable que, de estas 154 nuevas variedades, 41
provienen de los trabajos de prospeccion realizados en Andalucia, region ampliamente
explorada histéricamente, y que, sin embargo, aun sigue albergando diversidad por rescatar
y conservar. Algunos ejemplos de nuevas variedades procedentes de diferentes municipios
andaluces e incorporadas recientemente a la coleccion son la variedad ‘Vacia’, (Huelva),
‘Picuilla Morisca’ y ‘Nevadillo de la Axarquia’ (Méalaga), ‘Ombligdén’ (Cadiz) y la variedad
‘Alfredico’ (Granada).

El empleo de los 96 marcadores ET-SNP permitio ademas detectar de manera eficiente los
casos de redundancias. Alrededor del 23% de las accesiones analizadas (132 570) fueron
redundantes, correspondiendo a casos de sinonimias (la misma variedad entra bajo
diferentes denominaciones), redundancias de prospeccion, y, en menor medida, a posibles
errores de manejo del material vegetal. También se corroboraron y detectaron casos de
homonimias entre las accesiones, es decir, material que entré con una misma denominaciéon
pero que constituyen variedades diferentes.

Los andlisis preliminares de diversidad y relaciones genéticas pusieron de manifiesto la
presencia de una variabilidad nacional relativamente amplia, algo ya observado en trabajos
anteriores en olivo (Belaj et al., 2004, 2010; 2018; Trujillo et al., 2014). Los valores medios
de heterocigosidad, considerando tanto el total de la muestra, como separando por regiones,
estuvieron siempre en torno a 0,5, valor que representa el maximo de diversidad posible
cuando trabajamos con marcadores bialé¢licos codominantes como son los marcadores EST-
SNP. También es de destacar que el parametro de contenido de informacion del
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polimorfismo (PIC, por sus siglas en inglés) siempre estuviera por encima de 0,25, valor
umbral a partir del cual se considera que el marcador es informativo de la diversidad (Tabla
1).

En cuanto a las relaciones genéticas de las variedades, el dendrograma y el andlisis de
coordenadas principales (Fig. 2) mostraron una clara separacion de la mayoria de las
variedades del sur de Espafia con respecto al resto de variedades del norte y del levante del
pais. Esto estd en concordancia con estudios anteriores de diversidad en los que se ha
observado una agrupacion similar y que apuntan a una posible seleccion local independiente
en regiones del sur y del noreste de la peninsula (Belaj ef al., 2010).
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Tabla 1 Diversidad genética de variedades espafiolas identificadas mediante el uso de
marcadores EST-SNPs

Espana Norte Levante Sur P-value

n 338 53 126 159

Na 2.00 2.00 2.00 2.00

Ho 0.53 0.49b 0.51b 0.57a o
(min-max) (0.29-0.81) (0.04-0.87) (0.27-0.68) (0.10-0.91)

He 0.46 0.41b 0.45a 0.45a o
(min-max) (0.31-0.50) (0.07-0.50) (0.27-0.50) (0.12-0.50)

PIC 0.53

(min-max) (0.29-0.81) ] ) )
n — tamaiio de muestra;, Na — nu'mero medio de alelos;, Ho — Heterocigosidad observada; Hr —

Heterocigosidad esperada; Niveles de significancia del P-value: * 0.05 < P < 0.01, *** P < 0.001. Letras
diferentes en la misma fila indicant diferencias significativas entre valores a P < 0.05.
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Fig. 1. Frecuencia del numero de diferencias en las comparaciones pareadas de los perfiles
alélicos EST-SNP.
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Fig. 2. Andlisis de coordenadas principales via distancias genéticas entre variedades

identificadas mediante marcadores EST-SNPs.
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