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1.-INTRODUCCION

1.1.-La genética como herramienta de rastreo en alimentos

El aumento de la demanda por mejores controles de calidad ha impulsado a los cientificos a
desarrollar herramientas moleculares fidedignas para los analisis alimenticios. Las herramientas
genéticas presentan bases moleculares muy Utiles para identificar especies bioldgicas, materias
primas y alimentos procesados. La validacién de la autenticidad de los alimentos depende en gran
parte de los analisis proteicos y/o secuencias genéticas. Los métodos de base proteica incluyen
ensayos inmunolégicos, y técnicas electroforéticas y cromatograficas, como HPLC y TLC. Mientras
estos métodos son efectivos en prueba de productos frescos, los métodos de base proteica tienen
una menor efectividad cuando se aplican a los analisis de alimentos altamente procesados. En
estos casos, los métodos de base genética son mas eficaces y se pueden aplicar a las matrices de
distintos alimentos. Ademads, el ADN brinda mads informacién que las proteinas y se pueden
encontrar en pequenias trazas de material organico (Galimberti et al. 2013).

Debido a los recientes avances de biologia molecular, los marcadores de ADN son el instrumento
mas eficaz en los andlisis genéticos en variedades vegetales y razas animales, ademas de utilizarse
para monitorear materias primas en los procesos industriales de alimentos (Mafra et al. 2008).

1.2.-Bases genéticas

En general, los métodos de base genética requieren marcadores de secuencias especificas de ADN
gue se pueden dividir en: marcadores basados en la hibridacién y marcadores basados en la
reaccién en cadena de las polimerasas (PCR). En métodos basados en hibridacidn, los perfiles de
especies especificas se descubren al hibridar ADN digerido por enzimas de restriccion que se
comparan con sondas etiquetadas (secuencia de ADN conocida). Los métodos basados en PCR
requieren amplificar los locus objetivo utilizando cebadores (primers) especificos o arbitrarios,
ademas de ADN y enzima polimerasa. Los fragmentos se separan con técnicas electroforéticas
para luego detectar patrones de bandeo con distintos métodos de tincién, como una auto-
radiografia (Galimberti et al. 2013).

La eleccidon del método molecular mas apropiado depende de distintos aspectos, como la cantidad
de variacién de las especies analizadas, el tiempo requerido para el analisis y la relacién costo
eficacia. Ademas, las técnicas gendmicas requieren ADN de alta calidad para trabajar con éxito, ya
que su efectividad se puede influenciar de forma negativa por un ADN alterado o fragmentado. En
relacidon a los sistemas basados en secuencias, SNP (polimorfismo de nucledtido simple) y SSR
(secuencias simples repetidas) hoy en dia se utilizan en gran parte por sus altos niveles de
polimorfismo y alta reproduccién. Estos métodos se utilizan tanto en la identificacién de
variedades vegetales, como razas animales y para la prevencién de actividades comerciales
fraudulentas (Hellberg y Morrisey 2011).
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La investigacion del cédigo de barras genético en plantas terrestres se enfocé en el ADN de
plastidios. Muchos de estos genomas se propusieron como regiones de cédigos por mostrar un
rapido porcentaje de evolucién, como los mas conservados genes de plastidios, rbcL o una seccidn
del gen matK. El 2009, el Grupo de Trabajo de Planta CBoL (Consorcio para el cddigo de la vida)
sugirié el uso de la combinacion de los locus rbcl y matK como regiones centrales del cédigo de
barras genético, debido al alto porcentaje de recuperacion de rbcL y la alta resolucion de matk
(Hollingsworth et al. 2009).

1.3.-El uso del cédigo genético para identificar y certificar materias primas

La identificacién de organismos es fundamental para garantizar estandares de alta calidad en
industrias y mercados alimenticios. El cédigo genético es eficaz para garantizar el origen y calidad
de materias primas y la deteccién de adulteraciones que ocurren en las cadenas industriales de
alimentos, como la mezcla de productos de diferentes taxones. Sin embargo, su funcionalidad se
ve muy influenciada por la variabilidad molecular de los organismos, obteniendo un alto nivel de
resolucidn cuando un organismo tiene un polimorfismo intra-especifico bajo, lo que permite
distinguirlos de taxones con alta similitud (Novak et al. 2007).

Las plantas son un elemento esencial en la alimentacion humana de forma directa (como los
cereales, que son la base de la pirdmide alimenticia, seguidos de frutas y verduras) y de forma
indirecta (como los productos forrajeros, que son alimento de ganado). Muchas plantas se usan
como aditivos alimenticios, como la soya. Una identificacion confiable de especies de cultivo,
ademads de la procedencia y su rastreo son elementos clave en el campo de la seguridad
alimenticia. En los ultimos 20 afos, se testearon muchos métodos PCR en cultivos de arroz, trigo,
sorgo, cebada y centeno. Estos métodos son Utiles para los fabricantes, quienes buscan proteger y
certificar sus cosechas, y para los consumidores, quienes buscan la calidad y la procedencia de su
alimento (Pasqualone et al. 1999).

Hoy en dia, la investigacién del cédigo genético en el area botdnica estd cambiando el analisis
funcional de distintos marcadores a otras aplicaciones mas practicas. En las plantas comestibles,
éste método se usa para rastrear especias. Algunas de estas como las del género Mentha,
Ocimum, Origanum, Salvia, Thymus y Rosmarimus, se analizaron utilizando la regién de cédigo
central matK +rcbl y el espaciador intergénico trnH-psbA. El cddigo genético, con matK y trnH-
psbA muestra una alta funcionalidad en la discriminacién de especies de albahaca, entre especies
silvestres, cultivadas y sus origenes. En frijol, el cddigo genético discrimind haplotipos
(combinacién de alelos o conjunto de polimorfismos de nucledtido sencillo, SNPs, que se
encuentra en el mismo locus) distintos entre frijoles de area Mesoamericana y Andina (Nicolé et al
2011; Galimberti et al. 2013).
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Actualmente no existen limitaciones técnicas al aplicar el cddigo genético en el rastreo de materias
primas vegetales. Sin embargo, la reducida diversidad genética a nivel de cultivo a menudo
requiere el andlisis de grandes porciones de genoma, lo que repercute en una relaciéon de costo-
eficacia alta como para usarse de manera extensa.

1.4.-El ADN como una herramienta de trazabilidad en el procesamiento industrial de alimentos.

Un sistema ideal de trazabilidad (rastreo) deberia seguir el historial de un producto desde su
origen hasta el momento en que se consume, tomando en cuenta todas las etapas de
transformacidon y comercializacidon. Los sistemas de rastreo e identificacion molecular se
desarrollaron para trabajar con materias primas. Sin embargo, las semillas, frutas y diferentes
partes vegetales se transforman en alimentos con formas, sabores y aromas determinados a
través de tratamientos fisicos (calor, hervor y radiacion UV) o quimicos (adicién de preservantes
alimenticios o edulcorantes artificiales) que alteran la estructura genética. Por esta razén es
necesario elegir bien la técnica genética en productos transformados, ya que el uso de una técnica
incorrecta puede ser ineficaz por el nivel de degradacién del ADN y la presencia de genomas de
distintos organismos (Galimberti et al. 2013).

El ADN por lo general es mas resistente a los procesos industriales que otras moléculas, como las
proteinas (Martinez et al. 2003). Se pueden utilizar métodos de huella genética con éxito para
identificar componentes vegetales, incluso en pequefias trazas (Costa et al. 2010). No obstante, el
procesamiento de los alimentos provoca alteraciones quimicas y fisicas, degradaciones y
fragmentaciones (Bauer et al, 2003). La integridad del ADN influye de gran manera la efectividad
de las metodologias moleculares (Hellberg y Morrisey 2011). Las secuencias de ADN mitocondrial y
cloroplasto, se conserva en la mayoria de los alimentos procesados de derivados vegetales. Por
ejemplo, a partir de ADN de plastidio se identificaron diferentes especies aromaticas después del
secado y el trozado industrial. Ademas, los marcadores de ADN fueron efectivos para identificar té
comercial, especies de frutas en yogures, y residuos de frutas, como platanos en jugos, papillas y
chocolates en galletas (Galimberti et al. 2013).

Muchos de los fraudes comerciales se relacionan con problemas taxondmicos, especies que las
catalogan con un nombre local comin pero que corresponde a un taxén distinto. Para evitar
fraudes y etiquetados incorrectos, se debe especificar su correcto nombre cientifico junto al
nombre local de la especie comestible. La técnica también tiene una alta efectividad al evaluar
especies vegetales que actia como alérgenos, tanto en alimentos frescos y procesados. De esta
manera, se puede detectar especies vegetales y géneros en alimentos promotoras de gluten, para
evitar que sea ingerido por celiacos (Galimberti et al. 2013).
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1.5.-El Olivo
1.5.1.-Variedad de olivo Sevillana del Valle del Huasco y Valle de Azapa

A nivel mundial la variedad Sevillana del Huasco y de Azapa segun el Catdlogo de Variedades
Olivicolas Internacionales es denominada “Azapa” (I00OC 2000). El olivo Azapa es una variedad de
doble propésito para consumo de mesa y aceite, y sus caracteristicas la diferencia de las demas
variedades olivicolas a nivel internacional (Sotomayor 2000). Esta misma variedad esta tipificada
en el mercado de aceituna nacional como Sevillana “Tipo Azapa” y Sevillana “Tipo Huasco”
(Hashiguchi 2005).

Esta variedad fue introducida en Peru por los colonos espafioles en 1560. Dadas las circunstancias
del transporte de estacas de olivos desde Espafia se originaron considerables pérdidas de este
material de propagacion durante su trayecto (Molina 2015). Aun con tales dificultades los olivos
fueron establecidos en aquel tiempo en el Valle de Azapa (perteneciente a Peru) y luego en Chile
en el Valle del Huasco (Hidalgo 1993). En cuanto a la técnica de propagacién, los cronistas
mencionan que en América y también en Chile los olivos fueron propagados mayoritariamente por
estacas y renuevos sacados desde la base del arbol, como también por semillas y por injerto
(Molina 2015). Debido a las distintas técnicas de propagacién, es posible que existan diferencias
genéticas entre arboles de Azapa y Huasco, no habiendo certeza de la procedencia de estos
genotipos, pudiendo ser clones de distintos olivos parentales de Espafia.

1.5.2.-Produccidn de aceite de oliva a nivel internacional y nacional.

El consumo mundial de aceite de oliva muestra un crecimiento sostenido justificado
principalmente por sus atributos favorables a la salud. La cuenca del mediterraneo es la principal
productora y consumidora de aceite de oliva siendo Espaia, Italia y Grecia los mayores
proveedores del mercado mundial, produciendo en conjunto cerca de 3,1 millones de toneladas
en 2012 y representando aproximadamente el 69% de la produccidn mundial, luego siguen otros
paises que colindan como Siria, Tunes, Turquia, Marruecos y Argelia representando el 24% de la
produccién mundial (Sudy and Cortés 2012, I0OC 2012). Mientras que un porcentaje menor a 6%
de la produccidon mundial, es proveido por paises sin tradicién como productores olivicolas, donde
se incluyen Chile, Argentina, Australia, Nueva Zelandia y Sudafrica (I00C 2012). La produccién de
aceite de oliva en Chile se ha incrementado exponencialmente, de 197 toneladas en 1997 a 21.000
toneladas en 2012 (ChileOliva 2012) y disminuyendo el 2015 a 18.500 toneladas (ChileOliva 2015).
La superficie plantada de olivos en territorio nacional es de 25.000 hectdreas y dentro de las
variedades aceiteras cultivadas se encuentran Arbequina (57%), Arbosana (20%), Frantoio y
Leccino (10%), Picual (5%), Koroneiki (3%), Coratina (2%), Oliana (1%) y otras variedades (2%)
(ChileOliva 2015) De este 2%, se encuentra una variedad nacional de doble propdsito (aceite y
mesa) introducida por los espafioles en la época de la conquista, denominada, a nivel local y segln
la zona establecida como Sevillana del Huasco o Sevillana de Azapa.
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1.5.3.-Marcadores moleculares de ADN y Denominacién de Origen (DO).

Tradicionalmente para distinguir entre especies y variedades los descriptores morfoldgicos son los
mas usados, sin embargo, estos descriptores tienen la desventaja de estar influenciados por el
ambiente (Ye et al., 2008; Busconi, 2006). La aplicacién de la Reaccién en Cadena de las
Polimerasas (PCR, Polymerase Chain Reaction, Mullis y Faloona, 1987) y el desarrollo de la huella
dactilar genética ha dado la posibilidad de identificar de manera precisa un cultivar o un clon
especifico (Busconi, 2006). Los marcadores moleculares mas utlizados son los SSR (Simple
Sequence Repeat, o STR Short Tandem Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorphic),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) and SCAR (Sequence Characterize Amplified Regions), entre
otros. Los marcadores de ADN de polimorfismo amplificado aleatorio (RAPD) (Williams et al.,
1990) son un sistema marcador prometedor ampliamente utilizado en investigacién de plantas,
como estudios filogenéticos, mapeo genético, huellas dactilares de ADN, fitomejoramiento vy
manejo de germoplasma. Este marcador es util para el andlisis de variedad y cultivar con ventajas
de simplicidad, eficiencia, capacidad de detectar cantidades relativamente pequefas de variacién
genética y no necesita informacién previa sobre el genoma. Al igual que RAPD, el ISSR (repeticién
de secuencia inter-simple) tiene una amplia gama de usos en el analisis genético; especificamente
esta técnica de genotipado se basa en la variacién encontrada en las regiones entre los
microsatélites (Zietkiewicz et al. 1994). Son varios los trabajos de caracterizacién genética
realizados en olivos, con los marcadores ISSR y RAPD, llevandose a cabo principalmente en paises
de la cuenca del mediterraneo (Claros et al 2000, Selsi and Yegenoglu 2017, Linos et al 2014).

La correcta identidad genética de arboles de olivo es considerado un factor clave de calidad en el
rubro fruticola. Para la elaboracion aceite de oliva extra virgen del Huasco con Denominacion de
Origen (DO), los olivicultores de esa misma localidad han establecido usar como requisito la
variedad Sevillana del Huasco. De acuerdo a las indicaciones de INAPI, entre los requisitos mas
importantes a cumplirse para obtener la DO es fundamental que las caracteristicas atribuibles al
producto se deriven fundamentalmente o exclusivamente a su origen geografico (INAPI 2017b).
Por esto mismo los arboles centenarios de olivo de Azapa al igual que los olivos centenarios del
Huasco (con mas de 350 afios) son individuos Unicos a nivel mundial, y por ende materia prima
importante para producir aceite de oliva en el caso del Valle del Huasco.

1.6.-El chaiiar
1.6.1.-Distribucion geografica, uso del chaiiar y estado de conservacion

Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. Et Arn.) es un drbol nativo perteneciente a la familia
Fabaceae (Lavin et al., 2001). Localmente conocida como "chafiar", su distribucién incluye las
regiones semiaridas (Desierto de Atacama) en el norte de Chile, el Chaco paraguayo, el sur de
Peru, Bolivia, el sur de Uruguay y el norte a centro sureste de Argentina (Squeo et al., 2008).
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En Chile, esta especie lefosa habita valles y oasis desde las regiones de Arica-Parinacota hasta
Coquimbo (Squeo et al., 2008), y es una de las especies arbdreas mas comunes en los valles de
Copiapé y San Pedro de Atacama. Geoffroea decorticans tiene multiples usos y se considera un
cultivo valioso y bien adaptado a las condiciones de las tierras aridas. En la Regidon de Atacama
(Desierto de Atacama) de Chile, existen varios productos artesanales elaborados y consumidos a
partir de plantas locales. Un ejemplo es el Chafiar, cuyos frutos se consumen crudos o mediante la
preparacion de un jarabe denominado "arrope" por la poblacién local (Orrabalis et al., 2013;
Reynoso et al.,, 2016). Este producto es muy deseable y se consume ampliamente por sus
propiedades organolépticas. También muestra efectos como sedante, antitusivo, expectorante,
anticatarral, balsamico, emoliente, antiasmatico, antidiarreico y contra infecciones respiratorias y
urinarias (Hurrell y Ulibarri 2011; Reynoso et al., 2016; Costagama et al., 2016). Recientemente, G.
decorticans se evalué como un cultivo de energia multipropésito en regiones semidridas debido a
su potencial como materia prima para la produccién de pellets de biomasa y biodiesel (Santibafiez
y Vargas 2017).

Los genotipos chilenos de G. decorticans estan bien adaptados a las condiciones dridas y
semidridas del desierto de Atacama. Habitan en una variedad de condiciones geogréficas y
ambientales, que varian desde bajas (ribera del rio Copiap6 y valle de Azapa) hasta areas de gran
altitud (San Pedro de Atacama) y suelos salinos (valle de Copiapd). Los recursos genéticos
forestales en las zonas aridas de Chile estan fragmentados y se reducen en extensién como
resultado de la extraccién indiscriminada y el uso insostenible (Gacitua y Villalobos 2012). De
acuerdo con Squeo et al. (2008), al chafiar en la region de Atacama se le ha otorgado el estado de
conservacién "Vulnerable". Teniendo en cuenta su amplia distribucidn geografica, su capacidad de
adaptacion a un rango de condiciones ambientales y su valor como cultivo de zonas aridas, la
evaluacion de la variabilidad genética de los genotipos de chafiar en el norte de Chile presenta una
pregunta de investigacién categodrica. A pesar de la importancia de esta especie, actualmente no
hay estudios detallados sobre el Chafiar, que sean necesarios para la caracterizacion de su
material genético.

1.6.2.-Extraccidon de ADN y uso de marcadores moleculares

Entre las herramientas mads utilizadas, los marcadores moleculares son muy utiles, dado que
permiten rastrear la huella genética de cada organismo. El uso de marcadores de ADN se hizo
posible con la llegada de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en los afios 80, que fue
fundamental en el desarrollo de las expectativas de la biologia molecular (Mullis y Faloona, 1987).

Al igual que en Olivo, los marcadores moleculares RAPD e ISSR son muy utilizados en especies
vegetales. Sin embargo, no existe ningln estudio genético de marcadores moleculares probados
en Geoffroea decoticans, hasta la fecha. Entre los posibles andlisis moleculares, la técnica de ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD) se utiliza para el estudio de polimorfismos genéticos en el
ADN.
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Consiste en la amplificacion de segmentos de ADN gendmico mediante PCR, utilizando
oligonucledtidos cortos al azar como cebadores (Williams et al., 1990). Una alternativa es el uso de
repeticiones de secuencias entre simples (ISSR), desarrolladas a partir de repeticiones de
microsatélites (también denominadas repeticiones de secuencias simples, SSR) a través del
recocido de cebadores especificos para esas repeticiones (Zietkiewicz et al., 1994). Por otro lado,
los marcadores de SSR se han empleado en la identificacion de variedades y demostraron ser muy
efectivos para la autenticacion de componentes de alimentos, tanto para especies animales como
vegetales (Scarano y Rao, 2014). Asi también, los genes de plastidios muestran un alto poder en la
discriminacién de especies de plantas, como las regiones rbcL y matK (Scarano y Rao, 2014)

Todos los estudios mencionados no serian posibles sin la extraccién de ADN. A pesar de la
aparente simplicidad del proceso, a menudo hay problemas con el rendimiento de cada método y
la cantidad absoluta de ADN extraido, generalmente con contaminantes afiadidos y degradacion
parcial. En particular, la calidad y la integridad del ADN aislado afectan directamente los resultados
de todos los siguientes estudios cientificos (Ginwal et al., 2010), ya que el exceso de restos
celulares y proteinas puede alterar estos parametros y asi inhibir la PCR (Innis et al., 1990). Los
polisacaridos y polifenoles, entre otros, son subproductos celulares que interfieren con la
extraccion y purificacién del ADN, lo que afecta su posterior amplificacion y clonacién (Ginwal et
al., 2010). La presencia de polisacaridos genera un producto final altamente viscoso, con textura
similar a la cola, lo que dificulta su manejo con pipetas e inadecuado para la PCR debido a la
inhibicién de la actividad de la polimerasa Taq (Fang et al., 1992). Por todas estas razones, es
esencial contar con un protocolo de extraccién funcional, que dé como resultado buenos
rendimientos, alta calidad y baja contaminacién para evitar la inhibicion de la PCR en analisis
moleculares futuros.
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2.- OBJETIVOS

2.1.-Objetivo General:

e Desarrollar 1+D+i en sector productivo agricola regional usando la identificacién genética
en alimentos a base de aceituna Sevillana del Huasco y Chafar (Geoffroea decorticans),
para facilitar el proceso de denominacion de origen y como valor agregado al proceso
productivo.

2.1.-Objetivos Especificos:

e Estudiar caracteristicas morfoldgicas de la aceituna Sevillana del Huasco (Olea europaea) y
ecotipos de Chafiar (Geoffroea decorticans) de Copiap0.

e Buscar marcadores de ADN en alimentos a base de aceituna Sevillana y Chafar.

e Desarrollar un kit de identificaciéon genética para distinguir polimorfismos de ADN en
alimentos a base de Chafiar y Sevillana del Huasco.
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3.-MATERIALES y METODOS
3.1.-Colecta de material vegetal de chafiar y olivo

Se colectaron frutos y hojas de las especies Chafiar (Geoffroea decorticans) y olivo (Olea europaea)
de la region de Atacama y otras regiones del pais, a las cuales se registrd su posicion geografica
con GPS, y en laboratorio se registré la forma y tamafio de los frutos con camara fotografica. Como
se habia mencionado en el proyecto, si fuese necesario, se solicitara material vegetal de bancos de
germoplasma certificados nacionales o extranjeros. Asi también, en cuanto al chafar, en el
proyecto se habia contemplado solicitar material vegetal de chafiar de otras partes del mundo. Sin
embargo, el ingreso de material al pais desde el extranjero esta restringido por la normativa del
SAG, cuyo material ya sea hoja, semilla o estacas, entre otros, requiere medidas cuarentenarias de
proteccion paras su estudio y posterior liberacidon dentro de territorio nacional, proceso que
pueden tardar hasta 3 afios. La normativa tiene como fin evitar el ingreso de insectos y/o
microorganismos dafiinos para la agricultura nacional. Por lo tanto, debido al largo periodo de
espera para usar el material, decidimos no solicitarlo a paises extranjeros, lo que no perjudicara el
objetivo del proyecto porque el kit de identificacién genética esta dirigido al apoyo de la DO de los
productos dentro del territorio nacional (como es mencionado en la reglamentacién el INAPI, la
institucion concierne derechos de proteccidn a nivel nacional, del cual se debe demostrar la
asociacién geografica del producto dentro del territorio nacional, por lo tanto, las muestras del
extranjero no son obligatorias para justificar la DO). Las muestras mas utilizadas en este estudio se
pueden observar en la Tabla 1y en la Tabla 2:

A continuacién se detalla la localizacidn geografica de las muestras de olivo y chafiar muestreados
en el proyecto:

e Tabla 1 en Anexo 1: 100 muestras de hoja y 100 muestras de frutos de Sevillana de 100
individuos del Valle del Huasco.

e Tabla 2 en Anexo 1: 100 muestras de hoja y 100 muestras de frutos de Sevillana de 100
individuos del Valle de Azapa.

e Tabla 3 en Anexo 1: Cédigo de identificacion de 54 variedades de olivo distinta a Sevillana
del Huasco, colectados en la Estacion Experimental INIA Huasco.

e Tabla 4 en Anexo 1: Lista de 21 marcas de aceites de oliva comercializados a nivel
nacional.

e Tabla 5 en Anexo 1: 100 muestras de hoja y 100 muestras de frutos de Sevillana de 102
individuos de chaiar del Valle de Copiapd.

e Tabla 6 en Anexo 1: 37 muestras de hoja y 50 muestras de frutos de Sevillana de 37
individuos de chafar del Valle del Huasco.

e Tabla 7 en Anexo 1: 45 muestras de hoja y 50 muestras de frutos de Sevillana de 45
individuos de chanar de la Regiéon de Coquimbo.
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e Tabla 8 en Anexo 1: 50 muestras de hoja y 50 muestras de frutos de Sevillana de 50
individuos de chafiar de la Region de Antofagasta.
e Tabla 9 en Anexo 1: 50 muestras de hoja y 50 muestras de frutos de Sevillana de 54
individuos de chafiar de la Regidn de Tarapaca.
e Tabla 10 en Anexo 1: 50 muestras de hoja y 50 muestras de frutos de Sevillana de 56
individuos de chafiar de la Regidn de Arica-Parinacota.
Tabla 1: Coordenadas geograficas y edad de los olivos recolectados en el norte de Chile.

Codigo Nomenclatura Latitud Longitud Edad (afios)
Azapa Cent 1 Azapal 18°30'38.9"S 70°13'27.4"W ~382%
Azapa Cent 2 Azapa 2 18°30'39.0"S 70°13'27.2"W ~350*
Azapa Cent 3 Azapa 3 18°30'39.1"S 70°13'26.8"W ~366*
Azapa Cent 4 Azapa 4 18°30'39.2"S 70°13'26.5"W ~380*
Azapa 236 Azapa 5 18°32'35.9"S 70°07'45.3"W ~160*
Azapa 203 Azapa 6 18°30'23.9"S 70°12'31.0"W ~132%
Azapa 229 Azapa 7 18°30'11.7"S 70°15'14.8"W ~158*
Azapa 189 Azapa 8 18°30'26.8"S 70°12'29.4"W ~154*
Azapa 273 Azapa 9 18°30'58.6"S 70°12'33.9"W ~170*
Azapa Cent 5 Azapa 10 18°30'39.2"S 70°13'26.1"W ~ 345%*

Las Quijadas 567 Huasco 1 28°27'48.1"S 71°11'10.4"W 318-346**
Las Quijadas 572 Huasco 2 28°27'48.1"S 71°11'11.4"W 318-346**
Las Quijadas 575 Huasco 3 28°27'49.3"S 71°11'12.7"W 318-346**
La Glorieta 582 Huasco 4 28°27'48.8"S 71°10'58.8"W 200-260**
La Glorieta 536 Huasco 5 28°27'47.2"S 71°10'54.8"W 200-260**
Las Quijadas 565 Huasco 6 28°27'48.1"S 71°11'10.1"W 318-346**
Las Quijadas 573 Huasco 7 28°27'48.2"S 71°11'11.3"W 318-346**
Las Quijadas 578 Huasco 8 28°27'50.2"S 71°11'13.6"W 318-346**
Las Quijadas 576 Huasco 9 28°27'49.4"S 71°11'12.7"W 318-346**
Las Quijadas 574 Huasco 10 28°27'49.7"S 71°11'11.5"W 318-346**
Arbequina Arbequina

Arbosana Arbosana

Barnea Barnea

Coratina Coratina

Empeltre Empeltre

Frantoio Frantoio 28°34'44.2"S 70°47'53.8"W ~ 60
Koroneiki Koroneiki

Leccino Leccino

Liguria Liguria

Picual Picual

Sevillana INIA Sev-inia

(*) Edad estimada de los olivos seguin el didmetro del tronco medido a 1.3 metros del suelo. Edad = (2.11 x didmetro (cm)) + 88.93,

calculo realizado con la férmula descrita por Arnan et al. (2012).

(**) Edad de olivos segun un estudio dendrocronolégico realizado por la Universidad de Concepcion.
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Tabla 2. Ubicacion de individuos de Geoffroea decorticans recolectados del norte de Chile.

Samples Latitude Longitude Altitude Samples Latitude Longitude Altitude
(25) (ew) (m) (25) (ew) (m)
AZ109 18°31'01.4"S 70°10'53.9"W 248 CA348 22°27'51.2"S 68°54'37.5"W 2277
AZ113 18°30'54.2"S 70°11'22.0"W 235 CA350 22°27'51.1"S 68°54'37.0"W 2276
AZ128 18°30'07.9"S 70°14'56.1"W 125 COMO06 27°26'38.9"S 70°16'01.1"W 460
AZ139 18°30'02.3"S 70°15'05.7"W 119 com17 27°20'39.3"S 70°21'46.0"W 355
CH278 18°48'08.6"S 70°10'14.5"W 278 COP018  27°20'46.8"S 70°21'36.3"W 360
CH280 18°48'10.1"S 70°10'13.1"W 277 COM20 27°20'57.1"S 70°21'22.9"W 400
CH282 18°48'10.8"S 70°10'12.9"W 280 COP021  27°21'49.3"S 70°19'42.7"W 386
PA289 19°51'51.4"S 69°24'29.4"W 1654 co477 27°20'13.4"S 70°35'47.2"W 198
PA307 19°51'50.8"S 69°24'35.7"W 1649 C0478 27°20'12.8"S 70°35'47.2"W 199
PA316 19°51'48.8"S 69°24'38.5"W 1652 C0479 27°20'12.2"S 70°35'47.2"W 201
PA326 19°51'47.8"S 69°24'38.8"W 1648 C0480 27°20'12.3"S 70°35'45.1"W 201
PA336 19°51'46.4"S 69°24'37.7"W 1649 C0481 27°20'12.3"S 70°35'46.6"W 201
SP378 22°57'15.5"S 68°13'47.8"W 2398 DESO7 27°19'21.2"S 70°50'39.8"W 76
SP381 22°57'15.2"S 68°13'48.1"W 2397 DES35 27°19'02.2"S 70°55'09.0"W 6
SP384 22°57'14.8"S 68°13'46.9"W 2395 ADC091 28°46'42.5"S 70°28'17.5"W 829
SP383 22°57'15.1"S 68°13'46.9"W 2396 ADC084  28°46'38.3"S 70°28'22.4"W 822
CA342 22°27'51.4"S 68°54'37.4"W 2288 ADCO087 28°46'41.5"S 70°28'21.3"W 825
CA343 22°27'51.3"S 68°54'37.9"W 2281 EL618 29°58'31.9"S 70°58'33.1"W 331
CA346 22°27'52.6"S 68°54'38.0"W 2280 CQ636 30°02'38.5"S 70°42'55.4"W 626

3.2.-Caracterizacion morfoldgica de frutos de olivo y chaiiar

Para la caracterizacién morfoldgica de los frutos de aceituna, se colectaron frutos maduros del

Valle del Huasco (n=300) y Valle de Azapa (n=300). En cuanto a los frutos de chafar, se realizaron

caracterizaciones morfolégicas de frutos del Valle de Copiapd (n=100), del Valle de Azapa-LLuta
(n=50), Pachica (n=50), Calama (n=50), San Pedro de Atacama (n=100) y Alto del Carmen (n=50). La
caracterizacion morfoldgica, de cada fruto, consisti6 en medir con un vernier la altura desde la

base hasta el apice (h) y el didmetro ecuatorial (&), ademas con una balanza granataria se midio el

peso (gr), como se observa en la Figura 1A y 1B. Los frutos provienen de huertos con similares

manejos agronomicos en las dos localidades.

Figura 1: Imagen de fruto de chafiar (A) y fruto de aceituna (B) al cual se midié el alto (h), didmetro (@) y

peso (gr).
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Para los analisis estadisticos, se calculd las diferencias significativas entre grupos mediante analisis
ANOVA (p <0.05) usando el programa PAST, las variables a evaluar fueron: peso, longitud y
didmetro ecuatorial de frutos de cada localidad. Las diferencias significativas de las medias de cada
grupo se presentaron con asterisco.

3.3.-Caracterizacion ambiental del Valle del Huasco, Valle de Azapa y Valle de Copiapé.

Se buscé informacion bibliografica de las caracteristicas ambientales del Valle del Huasco, Valle de
Azapa y Valle de Copiapd, procedente de datos registrados por agencias o institutos nacionales del
ambito agricola.

3.4.-Olivo
3.4.1.-Extraccion de ADN de hojas y aceituna de olivo

La extraccién de ADN se realizé con modificaciones de acuerdo al método de CTAB propuesto por
Doyle y Doyle (1987). Se pesd 0,1 gramos de hojas o aceituna de cada variedad y se les aplicd
nitrégeno liquido en mortero esterilizado. Luego, se homogenizd presionando fuertemente el
tejido hasta dejar un polvo fino. El homogenizado es traspasado a un tubo de microcentrifuga de 2
mL y almacenado a -80°C. 100 mg de polvo homogenizado se mezclé con 700 plL de solucién CTAB
(100 mM Tris-HCl pH 8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB) PVP-40 al 2% p/v precalentado a 65°C
durante 15 minutos, junto con 4 ulL de Proteinasa Ky 14 uL de 3-mercaptoetanol. Los tubos fueron
agitados en Vortex (Scilogex) durante 10 segundos a maxima velocidad y luego incubados en bafio
térmico a 65°C por 60 min, invirtiéndolos cada 15 minutos. Luego, se centrifugd (Centrifuga
Universal 320 R, Hettich) a 14.000 rpm durante 10 min a 4° C, el sobrenadante resultante se
trasvasijo a un nuevo tubo de 2 mL. Se agregd 700 pL de solucién cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y se mezcld invirtiendo suavemente los tubos por 2 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd nuevamente a 14.000 rpm durante 10 min a 4° C y luego se recuperd la fase superior,
la que se trasvasijé a un tubo de 1,5 mL. Al volumen recuperado (500 pL aproximadamente) se
agregd 5 uL de 10mg/mL de RNAsa (Biotech) incubandose a 37°C por 30 min. Luego, se le agregd
un volumen proporcional de 2/3 el volumen recuperado en cada tubo de isopropanol a -20°C (por
ejemplo a un volumen de 500 pL se le agregd un volumen de 333 plL de isopropanol) y se mezclé
invirtiendo 30 veces los tubos suavemente a temperatura ambiente; el contenido posteriormente
se trasvasijé con un volumen maximo de 650 pL a una columna con membrana de silice (DNACOL-
02 OMEGA). Se dejé reposar durante 4 min y luego se centrifuga a 10000 rpm por 1 min
(Centrifuga 5424, Eppendorf) a temperatura ambiente y se descarté el liquido del tubo colector
posterior a la centrifugacion. A continuacidn, se lava la columna de silice con 600 uL de solucidén de
Alcohol al 70% v/v y acetato de amonio 10 mM, y se centrifuga a 10000 rpm por 1 min (Centrifuga
5424, Eppendorf) a temperatura ambiente, descartando nuevamente el liquido del tubo colector.
Esta operacidn se repite una vez mas. Luego se descarta el tubo colector y se coloca un nuevo tubo
de 1,5 plL a la columna.
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Se agrega a la membrana de silice 30 uL de buffer TE (10 mM Tris.HCI ph 7,8; 1 mM EDTA), y se
incuba a 36°C durante 25 min y se centrifugd a 14000 rpm por 2 min (Centrifuga 5424, Eppendorf)
a temperatura ambiente. Para evaluar la integridad del ADN se corrié por electroforesis 5 pL de
extraccién de ADN con 2,5 uL de buffer bromofenol en 1,2% de gel de agarosa (Cleaver Scientific),
y para evaluar la concentracidon y contaminacidon del extracto de ADN se utiliz6 un COLIBRI
microvolume spectrophotometer.

3.4.2.-Extraccion de ADN de aceite de oliva

Para la extraccion de ADN de aceite de oliva ensayamos cuatro protocolos, descritos por Ramos-
Gomez et al. (2014), Consoladi et al. (2008), Busconi et al (2003) y Giménez et al., (2010). Los
resultados previos demostraron que el protocolo del dltimo autor fue el que ofrecid mejor
resultado, obteniendo una mayor cantidad de ADN y menor presencia de inhibidores de PCR. Sin
embargo, a este mismo protocolo de Giménez et al (2010) le incluimos y fusionamos algunas
metodologias de los demas autores mencionados, con el fin de mejorar mucho mas la extraccion
de ADN.

De cada aceite de oliva (n=20) se extrajo 1.8 ml de aceite y se pasé a un tubo de 2 ml para luego
centrifugar a 14.000 rpm (4°C) por 30 min. Desde la parte inferior del tubo se recuperé 500 pl del
aceite y se pasé a un tubo nuevo de 1,5 mL. El aceite se mezclé con 250 pl de CTAB 2X (con 0,5%
Tween 20 y 50 uM DTT), mas 250 ul de hexano, y se agité en Vortex por 10 seg. Luego se incubd a
60°C por 30 min en bafio térmico. Posteriormente se agregd 500 ul de cloroformo: isoamyl alcohol
(24:1) puesto previamente a -20°C y se centrifugd 45 min a 14.000 rpm (4°C). Se recuperd sélo la
fase superior con mucho cuidado (volumen entre 50 a 300 ulL) y se pasé a un nuevo tubo de 1,5
mL. Se agregd un volumen igual de isopropanol y 20 pug/mL de Lineal Acrilamida, invirtiéndose
cuidadosamente los tubos 30 veces, hasta observar una mezcla homogénea, dejando incubado a -
20°C toda la noche. Luego se centrifugd por 30 min a 14.000 rpm (4°C) y se elimind el
sobrenadante. Se lavé con 500 pl de etanol y se centrifugd por 30 min a 14.000 rpm (4°C). Se
elimind el sobrenadante y se secaron los tubos a T° ambiente. Luego se agregd 20 ul de TE y se
incubé a 4°C toda la noche, y posteriormente cuantificar la concentracién en un
naonoespectrofotémetro.

3.4.3.-Amplificacion ISSR

Para la amplificacion de ISSR se seleccionaron los marcadores UBC826, UBC825 UBC810, UBC881,
UBC807, UBC823 y UBC811 (University of British Columbia), que proporcionaron mayor nimero de
bandas de PCR y mayor reproductibilidad con ADN de olivo. La reaccién de PCR de 18 pl consistio
en: 9 uL Master Mix DreamTaq (Thermo Fisher), 4 uL de cebador ISSR (5 uM) y 5 uL de ADN
gendmico (2 ng/ uL). Las amplificaciones fueron realizadas en un termocilcador Swift Max Pro
(ESCO) bajo las siguientes condiciones (de acuerdo a Claros et al 2000 con minimas
modificaciones): un paso inicial de 5 min a 94°C, 45 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
52°Cy 2 minutos a 72°C, seguido de un paso final de extensién de 6 minutos a 72°C.
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Antes de comenzar el estudio se hicieron pruebas de los patrones generados por cada cebador
ISSR, por duplicado, en muestras compuestas de tres individuos y muestras independientes. Esto
con el fin de observar su reproducibilidad y consistencia en gel de agarosa a 1,7%, en TBE 0,5x
durante 2 h a 100 V y tefiido con bromuro de etidio. El gel fue puesto en un transiluminador UV
(ilber Lourmat) y fotografiado con una cdmara digital (Canon, SX160 IS) para realizar
posteriormente los analisis.

3.4.4.-Amplificacion RAPD

Para la amplificacion de RAPD se seleccionaron los marcadores OPA-19 y OPC-09 que
proporcionaron mayor niumero de bandas de PCR y mayor reproductibilidad con ADN de olivos. La
reaccion de PCR de 24 L consistié en: 12 ulL Master Mix SapphireAmp Fast PCR (Clontech), 4.8 uL
de cebador, .24 puL de agua libre de nucleasas y 2 uL de ADN gendmico (2 ng/ L) Las
amplificaciones fueron realizadas en un termocilcador Swift Max Pro (ESCO) bajo las siguientes
condiciones: un paso inicial de 1 min a 91°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°Cy 1
minuto y 30 segundos a 72°C, seguido de un paso final de extensién de 2 minutos a 72°C. Antes de
comenzar el estudio se hicieron pruebas de los patrones generados por cada cebador RAPD, por
duplicado, en muestras compuestas de tres individuos y muestras independientes. Esto con el fin
de observar su reproducibilidad y consistencia en gel de agarosa a 1,7%, en TBE 0.5x durante 2 h a
100 V y tefiido con bromuro de etidio. El gel fue puesto en un transiluminador UV y fotografiado
con una camara digital (Canon, SX160 IS) para realizar posteriormente los analisis.

3.4.5.-Amplificacién SSR

Para la amplificacion de SSR, utilizamos pares de cebadores visualizados en la Tabla 3. La reaccion
de PCR de 24 pL consistié de la siguiente manera: 12 puL Master Mix SapphireAmp Fast PCR
(Clontech), 3.5 pL de ADN gendmico (5 ng / uL) y volumen de cebadores para DCA8 y UD099-043
fue de 1,2 L para cada cebador forward y reverse; mientras que el volumen de los cebadores para
la multiplex de PCR fue: 0,7 uL para cada cebador de DAC11-DCA15, DCA3-DCA18 y GAPU89-
UD099011; y PCR multiplex con cebadores a 0.7 uL y 1.3 pyL de GAPU103 y GAPUS82,
respectivamente; todos los cebadores se usaron a 5 puM. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador OptiMax de Labnet MultiGene en las siguientes condiciones: un paso inicial de 5
min a 94 ° C, 45 ciclos de 30 segundos a 94 ° C, 45 segundos a 52 ° Cy 2 minutos a 72 ° C, seguido
de un paso de extensién final de 6 minutos a 72 ° C. Para las reacciones de PCR con ADN de aceite,
se utilizé un volumen de reaccién de 34 pul, con 30 ng de ADN. El programa de PCR fue de 95 °C por
3 min, 40 ciclos de 98°C por 30 s, T°a (segun autores Tabla N°3) de cada primer SSR por 30 's, 72°C
por 30 s y una temperatura final de 72°C por 4 min.

Los productos de PCR se detectaron usando un analizador genético ABI3730XL (Applied
Biosystems). Para la deteccion por electroforesis capilar, uno de los cebadores SSR (forward) se
marcé con tinte de fluorescencia 5 '6-FAM y HEX, y el estdndar de tamafio utilizado en el
secuenciador fue Gene ScanTM 400 HDTM Rox (Applied Biosystems).
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Los tamafios de alelos se determinaron mediante el uso del software Peak Scanner (Applied
Biosystems, version 1.0). El software MICROCHECKER v.2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) se
utilizé para evaluar la posibilidad de errores de registro, alelo ausente (o baja intensidad de pico) y
alelos nulos.

Tabla 3: Nombre del locus, marcado con tipo de fluorescencia, rango de tamafio de fragmentos amplificados
(pb), nimero de alelos por locus (Na), heterocigosidad observada (HO), heterocigosidad esperada (He) e
indice de Fijacién de Wright (F).

Locus y Secuencia de ADN (5’ — 3’) y tipo de Rango de Na Ho He F
Referencia fluorescencia tamaiio (pb)
DCA11 F:5'FAM-TGAATCAACCCGTCAATAAGG-3' 131-161 60 0267 0,702 0,620
Sefc et al. (2000) R:5’-TTGTCTCAGTGAACCCTTAAACC-3'
DCA15 F:5’"HEX-GATCTTGTCTGTATATCCACAC-3’ 243-263 40 0,267 0,507 0,474
Sefc et al. (2000) R:5’-TATACCTTTTCCATCTTGACGC-3’
DCA18 F:5'FAM-AAGAAAGAAAAAGGCAGAATTAAGC-3' 165-177 70 1,000 0,816 -0,226
Sefc et al. (2000) R:5’-GTTTTCGTCTCTCTACATAAGTGAC-3’
DCA3 F:5’HEX-CCCAAGCGGAGGTGTATATTGTTAC-3’ 230-254 9,0 0,867 0,844 -0,026
Sefc et al. (2000) R: 5’-TGCTTTTGTCGTGTTTGAGATGTTG-3’
DCA8 F:5'FAM-ACAATTCAACCTCACCCCCATACCC-3’ 130-146 60 0933 0,782 -0,193
Sefc et al. (2000) R:5’-TCACGTCAACTGTGCCACTGAACTG-3’
UD099-011 F:5'FAM-TGACTCCCTTTAAACTCATCAGG-3’ 99-127 10,0 0,933 0,847 -0,102
Cipriani etal. (2002)  R: 5’-TGCGCATGTAGATGTGAATATG-3’
UD099-043 F:5'"HEX-TCGGCTTTACAACCCATTTC-3’ 167-217 16,0 0,933 0907 -0,029
Cipriani et al. (2002) R:5’-TGCCAATTATGGGGCTAACT-3'
GAPUS9 F:5’"HEX-GATCATTCCACACACGAGAG-3’ 157-205 70 0867 0,711 -0,219
Carriero et al. (2002)  R5’-AACACATGCCCACAAACTGA-3’
GAPU103 F:5’"HEX-TGAATTTAACTTTAAACCCACACA-3’ 133-185 70 0933 0,809 -0,154
Carriero et al. (2002)  R5’-GCATCGCTCGATTTTTATCC-3'
GAPUS82 F:5'FAM-TGAATCAACCCGTCAATAAGG-3’ 182-184 2,0 0,000 0,320 1,000
Carriero etal. (2002)  R5’-TGCTATTTGCACATCATTGTTT-3’
3.4.6.-Analisis estadistico
Cada banda ISSR y RAPD se consideré como un caracter o locus independiente, y las bandas
polimodrficas se registraron como presencia (1) o ausencia (0) en cada individuo. Se realizaron tres
ensayos independientes en cada gel, y solo se consideraron para el andlisis aquellas bandas que
fueron consistentes. La matriz binaria se aplicd para determinar la frecuencia de alelos corregida
en base a Lynch y Milligan (1994). Se calculé el coeficiente de similiaridad de Jaccard. Sobre la base
de la matriz de similitud genética, se realizaron anadlisis de conglomerados utilizando UPGMA vy
Neighbor joining con el programa PAST (Hammer et al., 2001) y bootstraps con 1,000 réplicas para
probar la solidez de los dendrogramas. Ademas, para los analisis de agrupamiento de los arboles
de olivo, el andlisis de componentes principales (PCA) se realizé con el programa PAST.
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Para evaluar la distribucion porcentual de la variacidon genética entre y dentro de las poblaciones,
se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el software GenAlEx 6.5 (Peakall y
Smouse 2012), para esto, se analizaron diez arboles centenarios de olivo de cada valle.

Aproximadamente 100 y 300 frutos de olivo fueron seleccionados de los valles de Huasco y Azapa,
respectivamente. Se midid la longitud maxima desde la base y el apice (cm), el didmetro ecuatorial
(cm) usando un vernier, ademas del peso. La prueba t de Student (p <0.05) se usé para determinar
las diferencias significativas de la longitud del fruto y el didametro ecuatorial de la fruta a partir de
los frutos de dos localidades.

Los analisis filogenéticos con SSR se llevaron a cabo a partir del método de distancias genéticas de
Nei (1973). Se construyeron dendrogramas empleando dos métodos de agrupamiento: UPGMA y
Neighbour-Joining (NJ). Para ello se emplearon los programas SEQBOOT, GENDIST, NEIGHBOR y
CONSENSUS todos pertenecientes al paquete de programas PHYLIP versiéon 3.6a2 (Felsenstein
2001). En todos los casos se llevd a cabo un analisis de “bootstrap” con 1000 réplicas, para
determinar el grado de soporte estadistico de los agrupamientos. Generalmente, se considera que
un grupo esta apoyado de forma concluyente cuando el valor de “bootstrap” es mayor a 70, lo que
generalmente corresponden a una probabilidad del 95% de consistencia del agrupamiento. Los
dendogramas fueron realizados usando el programa FigTree 1.4.0.

3.5.-Chaiiar
3.5.1.-Extraccion de ADN de hojas y harina de chafar

Al principio se probaron 4 métodos de extraccién de ADN de tejido de Chafar, el método CTAB-
pellet; el método CTAB-Columnas; con Kit comercial de extraccién de ADN; y con método CTAB-
Fenol-Columna. Finalmente nos quedamos con el ultimo método que resulté mejor y que se
describe a continuacién. El ADN de hoja se extrajo utilizando el método CTAB modificado, que
incluye columna de silice. Las hojas jovenes y frutos de chafar se transfirieron a morteros
esterilizados y se trataron con nitréogeno liquido para solidificarlas, lo que permite la
homogeneizacién a través de la presion firme del tejido hasta que se obtuvo un polvo ligero. Se
pesaron 100 mg del polvo en un tubo de microcentrifuga de 2 ml, usando una espatula para la
transferencia. Luego, 7 pL de beta-mercaptoetanol, 4 uL de 10 mg / ml de Proteinase K, 10 pL de
Sarkosyl al 5% y 700 pL de CTAB precalentado a 65 ° C durante 15 min (PVP-40 al 4% p / v, 100 mM
Tris-HCI pH 8; NaCl 1,2 M; EDTA 20 mM, CTAB al 2%) a cada tubo. Se agitaron con un vortex
(Scilogex) y luego se incubaron en un bafio de agua durante 60 min a 65 ° C, invirtiendo los tubos
cada 15 min. Los tubos se centrifugaron luego a 14000 rpm durante 10 min a 4 ° C (Centrifuga
Universal 320 R Hettich), y la fase acuosa superior se tomd para un procesamiento adicional (~ 700
pL) en un tubo nuevo. Se afiadieron 800 pl de solucion de fenol / cloroformo / alcohol isoamilico
UltraPureTM (25: 24: 1) a cada tubo y se mezclaron durante 10 min a 120 rpm en un incubador-
sacudidor (Zhichengzhy-100B) a 20 ° C.

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA

20



@ UNIVERSIDAD CRIDESAT
DE ATACAMA &v‘?&j‘ —

Gohicrno Regional de A

Estos tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min a 4 ° C y la fase superior se recuperd
para un procesamiento posterior (~ 550 L), tratando de no perturbar la fraccion inferior del tubo.
Este sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. A continuacion, se afiadieron 5 uL de 10 m /
ml de RNAsa (Bio Basic) a cada tubo, seguido de incubacion a 37 ° C durante 30 min. Se afiadieron
dos tercios de isopropanol a -20 ° C a los tubos (3677 L de isopropanol para 5507 L de solucién en
este caso), que luego se invirtieron 30 veces a temperatura ambiente para promover la mezcla. El
liguido se transfirid luego a una mini columna Hi-Bind DNA (Omega Bio-tek) unida a un tubo de
recogida de 2 ml y se dejo incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las minicolumnas
se centrifugaron a 14000 rpm durante 2 min y todo el precipitado se descartd. Luego se lavaron
una vez con 700 pL de etanol al 90% a temperatura ambiente, se centrifugaron a 14000 rpm
durante 2 min y el precipitado se descartd. Esto fue seguido de la adicidon de 700 puL de etanol al
70% con NH40Ac 10 mM a temperatura ambiente, centrifugacién a 14000 rpm durante 2 min y
descarte del precipitado. Las minicolumnas vacias se centrifugaron a 14000 rpm durante 2
minutos para eliminar el etanol restante y el tubo de recogida se reemplazé por un nuevo tubo de
1,5 ml. Se anadieron 60 pL de TE precalentado a 65 ° C a cada mini columna, seguido de
incubacién a 65 ° C durante 5 min. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 2
min, se descartd la mini columna y el tubo de 1,5 ml con el extracto se almacend a -20 ° C para su
uso posterior. La calidad y la concentracién del ADN total se verificaron mediante el
espectrofotdmetro Colibri Microvolume (Titertek Berthold, Alemania) a 260, 280 y 230 nm, y se
verificé la integridad del ADN gendmico en un gel de agarosa al 0,7%.

3.5.2.-Amplificacién ISSR y RAPD

Ocho ISSR y tres primers RAPD, de un total de nueve (UBC 807, UBC 810, UBC 811, UBC815,
UBC817, UBC823, UBC826, UBC880 y UBC864) y ocho (OPM-12, OPX-04, OPP-18, OPA -19, OPAi-
14, OPB-19, OPH-19 y OPJ-18), respectivamente, fueron seleccionados en funcién del nimero de
bandas y su reproducibilidad. La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) con ISSR se llevé a
cabo en un volumen total de 24 L que contenia 12 pL de SapphireAmp Fast PCR Master Mix 2X
(Takara), 5 uL de cebador (5 uM), 2.5 pL de ADN gendmico total (1 ng uL-1) y 4.5 uL de agua libre
de nucleasas (Thermo Scientific). La amplificacion se realizé en un termociclador Swift MaxPro
(ESCO) en las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 94 2C durante 3 minutos,
seguida de 45 ciclos de 5 segundos a 98 2C, 5 segundos a 52 2C y 40 segundos a 72 2C, con una
extension final a 72 2C durante 4 min. Las PCR con RAPD se llevaron a cabo en un volumen total de
24 plL que contenia 12 pL de SapphireAmp Fast PCR Master Mix 2X (Takara), 5 pL de cebador (5
uM), 5 uL de ADN gendmico total (1 ng pL-1) y 2 uL de agua sin nucleasas (Thermo Scientific). Las
amplificaciones RAPD se realizaron en las siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial a 91
oC durante 1 min, seguida de 35 ciclos de 1 min a 91 2C, 1 mina 36 2Cy 1,5 min a 72 2C, con una
extension final a 72 2C por 2 min. Los productos de PCR se mezclaron con tampdn de carga y se
separaron mediante electroforesis en gel sobre gel de agarosa al 1,8% (p / v) con 4,5 ul de
bromuro de etidio (10 mg ml-1), en 0,5X TBE a 100 V durante 110 min. Finalmente, los fragmentos
de ADN se visualizaron en transiluminador UV y se fotografiaron.
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3.5.3.-Amplificacién SSR

Se evaluaron 11 microsatélites de Geoffroea spinosa descritos por Naciri-Graven et al. (2005) para
probarlos y usarlos en los primeros ensayos de PCRs con ADN de Geoffroea decorticans.
Finalmente, se seleccionaron ocho microsatélites que mostraron buena amplificacién en chafar
(Geoffroea decorticans) de acuerdo al tamafio esperado, pero, de estos, sélo cinco loci fueron
utilizados en los analisis debido a que se observé un mayor contenido de informacién polimérfica.
Concretamente los cinco loci seleccionados fueron: Gsp.B264, Gsp.A021, Gsp.A149, Gsp.B284 y
Gsp.A104. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL, el cual
contenia 10 pL de DreamTaqg PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific), 1 uL de primer forward (5
uM), 1 uL de primer reverse (5 uM) y 8 uL de ADN gendmico total (1 ng / pL). La amplificacidn se
realizdé en un termociclador Swift MaxPro (ESCO) con las siguientes condiciones una
desnaturalizacidn inicial a 949C durante 4 minutos, seguida de 45 ciclos de 35 segundos a 942C, 35
segundos a T° indicada por cada SSR en Naciri-Graven et al (2005), y 35 s a 729C, con una
extension final a 722C durante 4 min.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,8% (p / v) con 4,5 pul de
bromuro de etidio (10 mg ml-1), en 0,5X TBE a 100 V durante 110 min. Finalmente, los fragmentos
de ADN se visualizaron en transiluminador UV y se fotografiaron. Por otro lado, en un
secuenciador automatico ABI 377 se registraron los tamafios de alelos de cada individuo de
chaiiar, en relacion con un estdndar de tamafio interno conocido, Genescan-400 Rox (Applied
Biosystems), utilizando el software Peak Scanner (Applied Biosystems, versién 1.0).
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Tabla 4: Nombre del locus, secuencia y tipo de fluorescencia, motivo del microsatélite, amplificacion
esperada, amplificacién con nuevos primers y referencia de los microsatélites.

Amplificacion Amplifica

Locus Secuencia de ADN (5" -3')y . esperada con Referencia
. Motivo . con nuevos .
fluorescencia (FAM o HEX) primers . de primers
S " primers
originales (¥*)
Gsp.G226 F:5’"HEX-GCTGCCTTGATTTCGATGCAAATGCT-3’ (TC) 2 NO si Primers
R:5’-GCCCTTTCCTAAACCTCACTGCCC-3’ propios
Gsp.F119 F:5’FAM-GGCTAAATCTGGCTCACTTG-3’ (CA)10 si . Naciri-Graven
R:5’-GATGATGAATTTGGGTCTTCC-3’ et al. (2005)
Gsp.Al149 F:5’"HEX-GAGTGGAGTCACAGAAAAACAG-3’ (GA) 15 Si - Naciri-Graven
R:5’-CAAATCTTGAAACTCGGAACC-3’ et al. (2005)
Gsp.B284 F:5’FAM-AGCCCATCTTGGGGATGAGCCT-3’ (TC)s(TATG), NO si Primers
R: 5’-TGCATCCCTCTCTTCTGGCGTC-3’ propios
Gsp.A021 F:5'FAM-CACAACCAGTAGGATTGTTTGTCA-3’ (TA)4(TG) 14 NO si Primers
R:5’-TCCATACTTTATCATCTTTCTCTCCT-3’ propios
Gsp.1168 F:5’-ATGTGCAATGCCCACTAAC-3’ (CT)3a NO NO Naciri-Graven
R: 5’-AAGAAGAACCTAATGATGG-3' et al. (2005)
Gsp.B264 F:5’FAM-AACACTCAGGTTGGCGTGC-3' (CT)1a(AT), sf - Naciri-Graven
R:5’-AGCAGCCACTAATACACAAG-3’ et al. (2005)
Gsp.B291 F:5’-GTTGACTGTTTATTACCTTCTC-3 (CT)37(CA)10C NO NO Naciri-Graven
R:5’-TCAGCGTAACAATTCAGAATG-3’ TCA(CT)3 et al. (2005)
Gsp.A104 F:5’HEX-AAGCAGGTTGCCAACATGG-3’ (GT)11 y (GA)s Si - Naciri-Graven
R:5’-GCGAACATTTTCAAGAGATCG-3’ et al. (2005)
Gsp.B458 F:5’FAM-TCACTGATTTATTTGTGTAGTGG-3’ (CA) 10(TA)6 NO si Primers
R:5’-TAACGGTTCTACGTGCCTTTGT-3’ propios
Gsp.B331 F:5’-TACATTGATTTTGATGTGGAC-3’ (CA)14TG(CA), NO NO Naciri-Graven
R:5’-GTTTGAGTTATTGAAGTTCTTA-3’ et al. (2005)

(*) Naciri-Graven et al. (2005)

3.5.4.-Andlisis de datos

Cada una de las bandas ISSR y RAPD se consideraron como un caracter independiente o locus, y las
bandas polimdrficas se registraron como presentes (1) y ausentes (0) para cada uno de los 38
individuos. Se realizaron tres evaluaciones independientes en cada gel, y solo se consideraron las
bandas con registro constante para el analisis. Fue estimado el niumero total de bandas ISSR
(numero total de bandas, TNB), porcentaje de bandas polimérficas (P%) al 99%, nimero de
genotipos diferentes (NG), poder resolutivo (Rp) y nimero de bandas privadas (NPB) obtenidas
con cada cebador. La Potencia de resolucion (Rp) de un cebador se calculé como Rp = X Ib, donde
Ib (informativo de banda) toma el valor de: 1 - [2 x (0.5 - p)], p es la frecuencia de las lineas que
contienen la banda.
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El contenido de informacidon polimdrfica (PIC) se estimé como PIC = 2p (1-p).

La matriz binaria se aplicé para determinar la frecuencia de alelos corregida en base a Lynch y
Milligan (1994). Se generd una matriz de distancia genética por pares entre nueve poblaciones (38
individuos) utilizando el enfoque de Nei en el software GenAlIEx 6.5 (Peakall y Smouse 2012). Para
evaluar la distribucién porcentual de la variacidon genética entre y dentro de las poblaciones, se
realizd un analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el software GenAlEx 6.5. La
correlaciéon de significancia entre las matrices de distancia geografica y genética se evalud
mediante una prueba de Mantel en el software GenAlEx 6.5, y el valor se obtuvo mediante el
calculo de 999 permutaciones al azar. Con base en la matriz de similitud genética, se realizaron
analisis de conglomerados utilizando UPGMA con el programa PAST (Hammer et al., 2001);
bootstraps de 1,000 réplicas se realizaron para probar la solidez de los dendrogramas. El analisis
de componentes principales (PCA) se realizd en el programa PAST para los analisis de
agrupamiento de las muestras de G. decorticans.

La diversidad genética se calculd para los loci marcadores bialélicos de ADN usando el indice de
diversidad Shannon-Weaver relativo (H) (Hutchenson 1970): H = - (pi In [pi] + qi In [qi]), donde p es
la frecuencia para amplificacién de marcadores y g la frecuencia del alelo nulo (Kolodinska et al.,
2004). Se calculé el indice de diversidad de Shannon-Weaver para cada cebador en nueve
poblaciones: Azapa, Chaca, Pachica, San Pedro, Calama, Copiapd, ribera del rio Copiapd, Alto del
Carmen y Coquimbo. Con los datos del indice de diversidad Shannon-Weaver, se realizé un ANOVA
de un factor, seguido de una prueba de Tukey, para comparar la variacidn genética de la
poblacién.
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4.-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.-Caracterizacion morfoldgica de frutos de olivo y chaiar

4.1.1.-Olivo

Las aceitunas de Huasco (Ill Region) y Azapa (XV Regién) mostraron diferencias significativas (p <
0.05) en cuanto al peso del fruto, con un promedio de 5,22 gr y 8,23 gr, respectivamente. Asi
también se observé diferencias significativas (p < 0.05) de la longitud del fruto con un promedio de
2,70 cm y 3,12 cm, respectivamente (Figura 2A y 2B) y el diametro del fruto, con un promedio de
1,88 cm y 2,1 cm, respectivamente (Figura 2C). Estos resultados dejan en evidencia el mayor
tamafio significativo (p < 0.05) de las aceitunas de Azapa con respecto a las aceitunas del Huasco

(ver imagenes de frutos en ANEXO 2).
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Figura 2: Promedio del peso (A), longitud (B) y didmetro (C) de 300 frutos de olivo del Valle del Huasco y 300
frutos de olivo del Valle de Azapa. Las barras muestran en la parte superior una linea representando la
desviacion estandar (DSt), y las diferencias significativas (p < 0.05) se representa con asterisco (*).

4.1.2.-Chaiar

En la Figura 3 se observa el promedio del didametro de los frutos de chafar procedente de seis
localidades, en cuanto a esto, se realizdé un andlisis ANOVA (Tabla 5), demostrando que existen
diferencias significativas (p < 0.05) del didmetro de los frutos entre las seis localidades. El test de
comparaciones multiples (Tukey) mostré que el didmetro de los frutos de Azapa es
significativamente mayor con 2,63 cm comparado con el resto de las localidades (Pachica, Calama,
San Pedro, Copiap6 y Alto del Carmen). El cuanto a los frutos del valle de Copiapd, estos son
significativamente de didmetro mas pequefio con 1,98 cm, comparado con los frutos de San pedro
de Atacama, Alto del Carmen y Azapa, pero, es significativamente similar al didmetro de los frutos
de Pachica y Calama (ver imagenes de frutos en ANEXO 2).
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Figura 3: Promedio de didmetro de frutos de chafar de seis localidades. Las barras muestran en la parte
superior una linea representando la desviacidn estandar (DSz).

Tabla 5: ANOVA y Prueba de Tukey de datos obtenidos del diametro de fruto de chafiar de seis localidades.

F.V. S.C g.l. M.C. F Sig.
Entre grupos 19,0436 5 3,8087 36,54 9,55E-31
Dentro de los grupos 41,0594 394 0,1042
Total 60,10310 399
Prueba de Tukey

Azapa Pachica Calama San Pedro  Copiapo AC
Azapa 2,03E-05 2,03E-05 2,03E-05 2,03E-05 3,29E-05
Pachica 15,95 0,9935 0,003768 0,9996 2,03E-05
Calama 15,16 0,7918 0,0256 0,9999 2,04E-05
San Pedro 10,81 5,142 4,35 0,01134 0,06759
Copiapo 15,52 0,4367 0,3551 4,705 2,04E-05
AC 6,935 9,017 8,225 3,875 8,581

En la Figura 4 se observa el promedio de la longitud de los frutos de chaiar procedente de seis
localidades. Se realizé un andlisis ANOVA (Tabla 6) entre grupos, demostrando que existen
diferencias significativas (p < 0.05) de la longitud de los frutos entre las seis localidades. El test de
comparaciones multiples (Tukey) mostré que la longitud de los frutos de Alto del Carmen es
significativamente mayor con 2,97 cm comparado con los frutos de cuatro localidades (Copiapd,
San Pedro de Atacama, Calama y Pachica) y significativamente similar al de Azapa. El cuanto a los
frutos del valle de Copiapd, estos son significativamente de longitud mas corta con 2,39 cm,
comparado con los frutos de San pedro de Atacama, Alto del Carmen y Azapa, pero, es
significativamente similar a la longitud de los frutos de Pachica y Calama.
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Figura 4: Promedio de la longitud de frutos de chafar de seis localidades. Las barras muestran en la parte
superior una linea representando la desviacidn estandar (DSz).

Tabla 6: ANOVA y Prueba de Tukey de datos obtenidos de la longitud de fruto de chafiar de seis localidades.

F.V. S.C g.l. M.C. F Sig.
Entre grupos 13,8284 5 2,7656 17,06 2,77E-15
Dentro de los grupos 63,8632 394 0,1620
Total 77,6917 399
Prueba de Tukey

Azapa Pachica Calama San Pedro  Copiapo AC
Azapa 0,002987 0,01322 0,1397 2,04E-05 0,3252
Pachica 5,229 0,9984 0,8126 0,2519 2,04E-05
Calama 4,641 0,5887 0,9615 0,1006 2,17E-05
San Pedro 3,463 1,766 1,177 0,008274 0,0001254
Copiapo 8,298 3,069 3,657 4,835 2,03E-05
AC 2,871 8,1 7,511 6,334 11,17

En la Figura 5 se observa el promedio del peso de los frutos de chafar procedente de seis
localidades. Se realizé un andlisis ANOVA (Tabla 7) entre grupos, demostrando que existen
diferencias significativas (p < 0.05) del peso de los frutos entre las seis localidades. El test de
comparaciones multiples (Tukey) mostré que el peso de los frutos de Azapa es significativamente
mayor con 26,72 gr comparado con la media de las restantes localidades (Copiapd, San Pedro de
Atacama, Calama, Pachica y Azapa). El cuanto a los frutos del valle de Copiapd, estos poseen
significativamente el peso mas pequefio (3,04 gr) comparado con los frutos de cuatro localidades
(San pedro de Atacama, Alto del Carmen, Pachica y Azapa), pero, es significativamente similar al
peso de los frutos Calama.
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Figura 5: Promedio de peso de frutos de chafar de seis localidades. Las barras muestran en la parte superior
una linea representando la desviacion estandar (DS#).

Tabla 7: ANOVA y Prueba de Tukey de datos obtenidos del peso de fruto de chafiar de seis localidades.

F.V. S.C g.l. M.C. F Sig.
Entre grupos 512,6254 5 102,5250 38,46 3,91E-32
Dentro de los grupos  1050,1853 394 2,6654
Total 77,6917 399
Prueba de Tukey

Azapa Pachica Calama San Pedro Copiapd AC
Azapa 2,29E-05 2,03E-05 2,03E-05 2,03E-05 2,03E-05
Pachica 7,352 0,0001104 0,01343 2,03E-05 0,822
Calama 13,73 6,379 0,8201 0,08793 0,01327
San Pedro 11,99 4,634 1,746 0,001505 0,3161
Copiap6 17,46 10,11 3,733 5,478 2,04E-05
AC 9,092 1,74 4,639 2,894 8,372

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA



CRIDESAT

AN AR

Gobierno Regional de Atacam

UNIVERSIDAD
DE ATACAMA

4.2.-Caracteristicas ambientales del Valle de Azapa-LLuta, Valle de Copiap6 y Valle de Huasco

Tabla 8: Calidad quimica del agua de riego en el Valle de Azapa-LLuta, Valle de Copiapd y Valle de Huasco

Andlisis Valle de Valle de LLuta Valle de Copiapé Valle de Huasco
Azapa (zona baja)
Min Max Min Max
pH 7,96 8,16 6,4(**) 9,0(**) 6,6 9,8
8,04 (*) 8,22 (*)
CE (dS m'l) 1,83 5,5 0,114(**) 6,58(**) 0,372 4,61
Calcio 9,45 meq L™ 20,24 meq L 3,4 mmol/L (*) 7,84 s/i s/i
mmol/L (*)
Magnesio 1,88 meq L™ 8,46 meq L™ 0,83 mmol/L 2,37 s/i s/i
(*) mmol/L (*)
Sodio 4,09 meq L™ 22,17 meq L* 1 mmol/L 4,31 s/i s/i
(*) mmol/L (*)
Potasio (meq L?) 0,14 meq L™ 2,56 meq L™ s/i sfi
Bicarbonato (meq L) 1,67 meqL* 1,57 meq L* 2,2 mmol/L 3,1 s/i s/i
(*) mmol/L (*)
Cloruro (meq L") 9,35 meq L™ 31,13 meq L* 6,0(**) 805(**) 1,8mg/L  824,2 mg/L
Sulfato (meq L?) 5,73 meq L™ 21,3 meq L™ 24(**) 2822(**) 50 mg/L 1161 mg/L
Boro 1,03 ppm 16 ppm <1(**) 7(**) <1 mg/L 4 mg/L
0,16 (*) 1,3 (%)
RAS sfi 5,85 0,1 (**) 9,4(**) 0,2 7,2
0,67 (*) 2,5 (%)
Na (%) s/i 41,65 s/i s/i s/i s/i
Referencias Torres y Torres y Acevedo DGA (2004)b (**) DGA (2004)a
Acevedo (2008)  (2008) INIA 2001 (*)

s/i = Sin informacién

Tabla 9: Temperatura y Humedad Relativa ambiental en el Valle de Azapa, Valle de Copiapd y Valle de

Huasco

Valle de Azapa

Valle de Copiapd

Valle del Huasco

San Felix Vallenar Huasco
T° max media 23,6 24,4 26 22,9 18,3
anual (°C)
T° min media 14,1 8,9 6 9,1 11,3
anual (°C)
Media anual 18,8 16,6 16 14,5 14,8
(°C)
Max media 28,2 28,7 33 26,5 22,7
enero (°C)
Min media julio 11,3 5 2 5,7 8,8
(°C)
HR Enero (%) 62,9 68,7 55 68 80,9
HR julio (%) 73,3 74,6 41 68 82,5
HR media (%) 67,9 71,65 47 69 81,7
Referencias Tapia (2003) INIA(a)

1 . e
Freirina
s/i = Sin informacién
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Tabla 10: Calidad quimica del suelo en el Valle de Azapa-LLuta, Valle de Copiapd y Valle de Huasco

Andlisis Valle de Azapa Valle de LLuta Valle de Copiapé Valle del Huasco
(Zona baja)
pH 8,62 Fuertemente 7,9-8,4 8,4
acido a
moderadamente
alcalino
CE (dSm™) 2,97 4,5299,8 4a19,1 5,5-7,3
PSI s/i 6a56% 5,9 a 20%
RAS s/i 5,2a20,1 8,7a10,6
Boro s/i 10 ppm 1,3a27,1 mg/L 2,91a4,1 mg/kg
Cloruros s/i 20,4 2 1086,4 4,4 a 140 mmol/L | 21,7 a 30,7 meq/L
meqL?
Sulfatos s/i 40,5 a ZZO meq 0,5 a 102 mmol/L 0,4 a 0,5 meq/L
L
M.O. (%) 3,21 2a49 s/i 1,3a1,8
Referencias Salinas-Vésquez | Torresy Acevedo INIA (2001) Prodesal-INDAP:
et al (2014) (2008) Fundo Olivos
Centenarios

s/i = Sin informacién
4.3.-Evaluacion de métodos de extraccion de ADN

La busqueda de un método de extraccién de ADN para hojas y alimentos a base de chafar, fue
motivado por el hecho de que se obtienen resultados ambiguos en las PCRs dirigidos a los
marcadores moleculares RAPD e ISSR en distintas muestras de Chanar (ver Figura 21). En
particular, los patrones de bandas de amplificacion de PCR de estas muestras no fueron
reproducibles, especialmente de muestras de Chafiar procedentes de regiones con alto contenido
de sal y bajo estrés hidrico, como es el caso del desierto de Atacama. Al final, los resultados
obtenidos impidieron el uso de andlisis genéticos, debido a una mala extraccién de ADN. Por lo
tanto, fue necesario buscar un método que permitiera la extraccién de ADN de baja calidad y
contaminacién de cualquier material de partida, independientemente del lugar de origen de la
muestra.

El primer paso para evaluar los métodos de extraccion fue medir las cantidades de ADN obtenidas
por espectrofotometria. Ademas de la concentracién de ADN, la calidad y la limpieza de las
muestras se cuantificaron utilizando las relaciones de absorbancia de 260/280 y 260/230 nm,
respectivamente (Tabla 11). Asi también, la Tabla 11 también muestra las mediciones promedio
del material de partida a partir de tres réplicas para cada uno de los métodos probados. Estas
mediciones muestran que no hay diferencias relevantes entre ellas como se esperaba, excepto
para el método CTAB-Fenol-Columna. Este método muestra el menor valor promedio de
contaminantes, 260/230 = 2,663 (+ 0,326), a diferencia de los otros métodos que muestran valores
inferiores a 1.523 (+ 0.232).
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El segundo paso de la evaluacion comprendid la estimacion de la integridad del ADN extraido
mediante electroforesis en gel de agarosa (datos no mostrados). El ADN extraido por el método
CTAB-Fenol-Columna permite la amplificaciéon de patrones ISSR y RAPD que son reproducibles con
todos los cebadores analizados (Figura 18, 19, 20y 22).

Finalmente, como muestra la Tabla 12, dos muestras por método fueron seleccionadas al azar y
probadas para observar la cantidad de proteina presente en ellas. En algunos casos, no hubo un
valor numérico asociado con una muestra, ya que la concentracién de proteina en ellos esta por
debajo del limite de deteccion del instrumento utilizado para realizar la medicidn (por debajo de 1
ug / ml). Esto se observa en los dos ultimos métodos. Sin embargo, el método CTAB-Fenol-
Columna en particular muestra la menor cantidad de contaminantes proteicos, que esta en
concordancia con los valores mostrados en la Tabla 11, confirmando que el método produce la
menor cantidad de contaminacién.

La extraccion de ADN del arrope y harina de Chafiar con los métodos tres primeros métodos
mostrd bajos niveles de calidad (relacion 260/280) y limpieza (relacién 260/230) (Tabla 13). Estos
tres métodos mostraron valores de calidad de ADN menor 0,825 y de limpieza inferior a 0,66, lo
gue refleja la baja calidad y los altos niveles de contaminaciéon del ADN. Sin embargo, tanto para
arrope y harina de chafar, el método CTAB-Fenol-Columna mostré valores de calidad y limpieza
mas altos, con un rendimiento mas aceptable que los otros tres métodos (Tabla 13).

El desarrollo de métodos moleculares ha llevado a la necesidad de protocolos de extraccion de
ADN mas simples y eficientes. Sin embargo, las variaciones en la eficacia de la lisis, el rendimiento
y la integridad del ADN pueden afectar los resultados de técnicas moleculares tales como PCR,
hibridacion y clonacion. Los métodos basados en marcadores moleculares, como ISSR y RAPD,
requieren un método de extraccion de ADN tan estandarizado como sea posible, para obtener un
producto puro, no degradado, libre de ARN y de inhibidores de la PCR, y por lo tanto, que
muestren patrones reproducibles.

Actualmente, existen multiples protocolos eficientes para la extraccion y purificacién de ADN en
plantas. A pesar de este hecho, el aislamiento del ADN de la planta generalmente se ve
comprometido por la excesiva contaminacién de metabolitos secundarios, por lo que cada método
debe ajustarse a cada especie de planta e incluso a cada tejido vegetal dada la presencia de estos
metabolitos.

El Chafiar habita en lugares semidesérticos, permanentemente expuestos a condiciones de estrés.
Las plantas, para sobrevivir a estas condiciones, sintetizan altas cantidades de polisacaridos,
polifenoles y otros metabolitos secundarios como alcaloides y flavonoides, algunos de los cuales
son indispensables para la actividad fisiologica de las plantas (Popovic et al., 2016; Krasensky y
Jonak, 2012). Lamentablemente, estos compuestos evitan el aislamiento del ADN (Sahu et al.,
2012).
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El método que mostré mas ventajas fue el CTAB-Fenol-Columna, dado que tiene valores de
rendimiento aceptables en ng / pL y un valor éptimo del pardametro 260/280. Ademas, es el
método con los mejores resultados en los analisis ISSR y RAPD (Figura 18, 19, 20y 22).

Con respecto a la dificultad de cada método, éste aumenta segun la etapa de extraccién. Los
primeros dos métodos se vuelven problematicos después de la adicion de cloroformo / alcohol
isoamilico, ya que es dificil recuperar el sobrenadante. En particular, las fases inferiores de la
solucidn pierden estabilidad rdpidamente después de la insercion de la pipeta, y se mueven hacia
arriba de la solucién. Esto ralentiza la extraccién dado que solo se necesita recuperar el
sobrenadante para mantener la preparacién libre de contaminantes. Ademas, en la etapa en que
se agrega isopropanol, hay una formacién casi instantdnea de una masa marrén y altamente
viscosa. Esto se mezcla con el ADN precipitado en las siguientes etapas del método CTAB-Pellet, lo
gue da como resultado un extracto final altamente viscoso que también estd pigmentado y es
dificil de manipular. En el Método CTAB-columna, se puede evitar esta masa, ya que puede
descartarse cuando se transfiere el liquido a la mini columna. Por lo tanto, el resultado final es un
extracto mas factible para la manipulacidn, aunque todavia tan contaminado como el Método
CTAB-Pellet y ligeramente pigmentado.

Como fue el caso con los resultados de buena extraccién de ADN de hojas de Chaiar con el ultimo
método, éste método también resultd efectivo en la extraccion de ADN de Chafar arrope y harina
(Tabla 13), permitiendo la amplificacion exitosa de ADN. Para la amplificacion por PCR de
productos arrope, se utilizaron cebadores mas cortos (<100 pb), ya que hay informes (Scarano y
Rao, 2014) que sefialan que la fragmentacién del ADN es un problema comin en productos
alimenticios procesados a altas temperaturas y larga vida atil. En el caso de arrope, fue
sorprendente obtener ADN de calidad, dadas las mas de cuatro horas de ebullicion continua. Esto
también sugiere una posible razén para la incapacidad de obtener un producto de PCR de Chafiar
arrope usando cebadores dirigidos a microsatélites SSR-F119 (ver Figura 28), ya que el fragmento
esperado es mayor que 155 pb, que esta por encima de los limites de deteccién para productos
tratados a alta temperatura. Debe sefialarse que solo las extracciones de ADN de arrope con
valores de calidad y limpieza superiores a 1,6 y 1,2, respectivamente, permitieron la amplificacién
exitosa de fragmentos de PCR de los genes GdtrnL y GdmatK.

Existen varios métodos de extraccion de ADN utilizados en el andlisis de productos alimenticios
(Scarano y Rao, 2014), pero la mayoria de ellos estdn limitados principalmente por la presencia de
inhibidores en la extraccion. Efectivamente, la amplificacidn exitosa de productos de PCR a partir
de harina de Chaiiar, arrope e incluso hojas no fue facil, dado que el tejido de Chanar contiene
grandes concentraciones de polifenoles y polisacaridos, ambas familias de compuestos que se
sabe son inhibidores de PCR. La informacién de un producto alimenticio es esencial para que los
consumidores puedan elegir un producto alimenticio sobre otro, por esta razén, la identificacion
directa del polimorfismo del ADN permite autenticar los alimentos procesados y evitar los fraudes
alimentarios (Scarano y Rao, 2014).
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Tabla 11: Comparacién de tiempo de procesamiento, concentracion, calidad y contaminacion de

ADN de hoja de G. decorticans de distintas localidades con distinto método de extraccion.

Método de
extraccion
de ADN

Muestra

Tiempo
(Hrs)

Material de
partida (gr)

Concentracién
de ADN (ug/uL)

Calidad
260/280

Limpieza
260/230

CTAB-
Pellet

Promedio

Azapa

Chaca
Pachica
S. Pedro
Copiapo
Totoral

24 h

0.11 (x0.010)

0.11 (+0.015)
0.11 (+0.012)
0.10 (£0.000)
0.12 (+0.006)
0.11 (0.010)

668.3 (+135.9)

563.6 (+257.6)
627.6 (+120.9)
481.2 (£77.71)
1824 (+787.8)
580.2 (+134.5)

1.882 (+0.038)

1.844 (+0.069)
1.930 (+0.035)
1.786 (+0.094)
1.933 (+0.014)
1.873 (+0.061)

1.254 (+0.061)

1.122 (+0.115)
1.277 (+0.067)
0.955 (+0.108)
1.535 (+0.123)
1.084 (+0.128)

0.109 (£0.009)

790.8 (£252.4)

1.875 (+0.052)

1.204 (0.200)

CTAB-
Columna

Promedio

Azapa

Chaca
Pachica
S. Pedro
Copiapo
Totoral

4h

0.11 (x0.000)

0.12 (+0.012)
0.11 (+0.006)
0.11 (x0.010)
0.11 (+0.006)
0.11 (+0.006)

500.8 (+180.8)

223.2 (+84.95)
166.8 (+48.11)
600.3 (+478.9)
549.1 (+239.3)
219.4 (+11.38)

1.925 (+0.113)

1.853 (+0.052)
1.886 (+0.010)
1.965 (+0.042)
1.936 (+0.090)
2.002 (+0.001)

1.424 (£0.272)

1.398 (+0.148)
1.460 (+0.174)
1.494 (+0.290)
1.505 (+0.395)
1.860 (+0.116)

0.11 (+0.006)

376.6 (£173.9)

1.928 (+0.051)

1.523 (0.232)

Kit
comercial

Promedio

Azapa*

Chaca
Pachica
S. Pedro
Copiapo
Totoral*

2h

0.10 (+0.006)

0.12 (+0.006)
0.11 (x0.012)
0.11 (+0.006)
0.10 (+0.006)
0.11 (+0.006)

480.9 (+134.2)

15.4 (+1.841)
37.2 (+11.83)
3.8 (+0.689)
23.0 (+1.982)
4.3 (+1.489)

1.348 (£0.025)

1.825 (+0.169)
1.275 (+0.204)
1.675 (+0.051)
1.777 (+0.030)
1.921 (+0.137)

0.550 (£0.027)

1.162 (+0.092)
0.423 (+0.198)
0.811 (+0.199)
1.399 (+0.195)
0.186 (£0.180)

0.108 (£0.007)

19.9 (+4.090)

1.638 (+0.114)

0.949 (20.171)

CTAB-
Fenol-
Columna

Promedio

Azapa

Chaca
Pachica
S. Pedro
Copiap6
Totoral

5h

0.10 (+0.006)

0.12 (+0.010)
0.11 (x0.012)
0.11 (+0.006)
0.11 (+0.006)
0.11 (+0.006)

51.10 (+5.105)

62.20 (+13.50)
177.7 (+83.80)
302.7 (+24.26)
639.2 (+111.0)
132.6 (+45.56)

1.880 (+0.080)

1.915 (+0.055)
2.006 (+0.033)
2.147 (+0.020)
2.113 (+0.013)
2.023 (£0.034)

3.143(20.702)

2.829(+0.109)
2.434 (+0.392)
2.462 (+0.197)
2.187 (+0.035)
2.923 (+0.523)

0.109 (x0.007)

227.6 (x221.4)

2.014 (x0.039)

2.663 (x0.326)
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Tabla 12: Concentracidn de proteina de dos muestras de cada método de extraccién de ADN.

Samples Protein concentration (ug/mL)
CTAB-Pellet CTAB- Kit comercial CTAB-Fenol-
Columna Columna
Azapa 1.8 (x0.53) 2.92 (x0.13) 10.5 (x0.35) <1 (detection
range out)
Totoral 5.35(+0.86) 2.26 (+0.24) <1 (detection <1 (detection
range out) range out)

Tabla 13: Comparacién de tiempo de procesamiento, concentracion, calidad y contaminacién de
ADN de alimentos a base de G. decorticans con distinto método de extraccion.

DNA Sample Time Starting DNA Quality Cleanliness
extraction (H) material concentration 260/280 260/230
method (ug/uL)
CTAB- flour 24 0.10g¢g 67.688 (+34.6) 1.375(x0.205) 0.375 (+0.049)
Pellet
arrope 24 250 pL 61.53 (+48.32) 0.817 (0.016) 0.175 (+0,049)
CTAB- flour 4 0.10g¢g 28.82 (+14.67) 1.28 (+0.311) 1.1 (x0.424)
Columna
arrope 6 250 pL 5.59 (+4.73) 0.825 (+0.007)  0.305 (+0.205)
Kit flour 0.10g¢g 5.42 (+0.091) 1.17 (£0.014) 0.61 (+0.003)
comercial
arrope 250 pL 3.22 (+0.458) 0.825 (+0.069) 0.66 (+0.551)
CTAB- flour 0.10g¢g 120.36 (+15.65) 1.79 (+0.035) 1.28 (£0.106)
Fenol-
Columna
arrope 7 250 pL 19.26 (£+16.602) 1.63 (+0.084) 1.08 (£0.318)
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4.4.-Evaluacion de marcadores moleculares de ADN en olivo

4.4.1.-Andlisis de perfil genético con marcadores ISSR y RAPD de 458 muestras de Sevillana del
Huasco y variedades de olivos del resto de Chile.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

UBC807
59 60 61 62

UBC810
63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 B2 83 84 B85 B6 87 88 89 90 91 92 93

UBC826
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Variedades de olivo aceitero comun Olivos del valle de Azapay Huasco (doble propésito)

Figura 6: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores ISSR, andlisis desde N°1 hasta el
N°93.
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Variedades de olivo aceitero comun Olivos del valle de Azapa y Huasco (doble propdésito)

Figura 7: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores ISSR y RAPD, analisis desde N°94
hasta el N°186.
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Figura 8: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores ISSR, andlisis desde N°187 hasta el
N°279.
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Figura 9: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores RAPD, andlisis desde N°280 hasta el
N°348.
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Figura 10: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores ISSR y RAPD, andlisis desde N°349
hasta el N°400.
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Figura 11: Perfil genético de individuos de olivo con marcadores ISSR y RAPD, analisis desde N°401
hasta el N°458.
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4.4.2.-Andlisis de perfil genético de 40 muestras de aceite de oliva con marcador SSR.
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Figura 12: Perfil genético de aceites de oliva con marcador SSR, andlisis desde N°1 hasta el N°40.

El Andlisis de perfil genético con marcador SSR de 216 muestras de Sevillana del Huasco y
variedades de olivos del resto de Chile y el analisis de perfil genético de 64 variedades de oliva con
marcador SSR se pueden observar en el ANEXO 3.
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4.5.-Evaluacion de marcadores moleculares de ADN en chaiar

4.5.1.-Analisis de perfil genético con marcador ISSR y RAPD de 466 muestras de ADN chaiar de Copiap6 y chafares del resto de Chile.
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Figura 13: Perfil genético de individuos de chafiar con marcadores ISSR, andlisis desde N°1 hasta el N°114.
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Figura 14: Perfil genético de individuos de chafiar con marcador ISSR, analisis desde N°115 hasta el N°228.
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Figura 15: Perfil genético de individuos de chafiar con marcador ISSR y RAPD, analisis desde N°229 hasta el N°342.
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Figura 16: Perfil genético de individuos de chafiar con marcador RAPD, andlisis desde N°343 hasta el N°418.
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Figura 17: Perfil genético de individuos de chafiar con marcador RAPD, andlisis desde N°419 hasta el N°466.
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El analisis de perfil genético con marcador SSR de 249 muestras de chafiar del Valle de Copiapd y chafiares de resto de Chile, el analisis de perfil
genético de 67 chafiares de otras regiones con marcador SSR y el andlisis de perfil genético de 29 arropes de chafar con marcador molecular SSR
y DNAcp (GdtrnL y GdmatK) se pueden observar en el ANEXO 3.
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4.6.-Secuencias de ADN de Olivo y de Chaiiar

A través de la técnica de PCR se amplificaron regiones especificas de ADNcp (ADN de cloroplasto),
en regiones rbcl y trnS de distintas muestras de olivos. Las amplificaciones de PCR es la materia
prima de partida para realizar el proceso de secuenciacién de ADN. Estos amplicones de PCR
insertos en agarosa, fueron cortados y se aislaron a partir de un kit de purificacion comercial de
productos de PCR. Los productos purificados se enviaron a la empresa Macrogen para realizar su
correspondiente secuenciacidon de ADN, especificamente usando el equipo ABI3730XL.

Para el olivo se habia propuesto en el proyecto obtener 60 secuencias de ADN de sevillana del
Huasco y 30 secuencias de ADN de Sevillanas de otras regiones. Como el objetivo del proyecto es
comparar Sevillanas del Huasco con otras Sevillanas de otras regiones y sobre todo con otras
variedades de olivo aceitero presentes en Chile (variedades segun indica ChileOliva, 2015), se
secuenciaron 94 muestras en total, de estas 22 muestras fueron del Valle del Huasco, 25 del Valle
de Azapay 47 de otras variedades de olivo (ver ANEXO 4).

En cuanto al chafar, las muestras se secuenciaron con el mismo procedimiento descrito para el
olivo, sin embargo, a diferencia de la secuencia amplificada en el olivo, en el chaiiar se amplificé
una region de ADN nuclear (ADNn) , ITS2, (en el chafar se amplific6 ADN nuclear, en vez de
ADNCcp), regidn ubicada entre el gen ribosomal 5.8S y 28S. En chafiar, se analizaron 100 secuencias
de ADN que provenientes de muestras de Copiapd y otras regiones de Chile (ver ANEXO 4).

4.6.1.-Analisis de secuencias de ADN de Olivo y de Chanar

Las secuencias de ADN de olivo fueron limpiadas, alineadas y algunos nucledtidos fueron
eliminados de los extremos (como es comun, se eliminan nucledtidos de los extremos de la
secuencia debido a que son producto de errores de lectura del secuenciador). En conclusidn en el
andlisis de alineacion no observamos ninguna diferencia polimérfica o ningin SNP (single
nucleotide polymorphism) entre Sevillanas y entre variedades, tanto en la regidn rbcL como la
region trnS, por lo tanto, estas secuencias de ADN no ayudaron a diferenciar el olivo Sevillana de
las otras variedades. De hecho, no fue posible elaborar un dendograma (arbol filogenético) con
estas secuencias de ADN por ser todas iguales.

Por otra parte, en cuanto al chafiar, se pudieron observar 12 diferencias polimdrficas en
secuencias ITS obtenidas de chanares de distintas regiones, pero, en general estas secuencias
fueron muy similares.

A continuacidn se muestra la secuencia ITS2 de 459 pb obtenida de chaiar:

GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACGAATCG
CCACCCCAGGCCCCATCTGCCCAAGGGCACTGCGGGCGGGGTGAACGCTGGCCTCCCGTGAGCATCCGCCTCGCGGTTGGCCGAAAAATGGGTTCGC
GGTGGAGTGCAGCGCCATGACAGACGGTGGTTGAGCGCAGTCTYGAGGCCAGTCGTGCGKCTCTCTCCCCCGGCGCCGGACCCGGTGACCCGCGGGC
GACACCGATCGCCCCTGATGCGACCTCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAKGATTC
CCTTAGTAACGGCGAGCGAACCGGGAAGAGCCCACCATGAGAATCGGTCGCCCCTGGCGTCYGAATTGTAG
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De la anterior secuencia se pudo observar 12 sitios polimorficos en 48 individuos de Chafiar. En la
Figura 18 se puede observar un dendograma elaborado con el programa Phylip, usando el método
de agrupamiento UPGMA a partir de datos de 48 secuencias de la regidn ITS2 de chafiar. En él se
observa que una muestra de Azapa y cuatro muestras de Alto del Carmen se agrupan en un cluster
distinto a la mayoria de las secuencias de chafar.
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Figura 18: Dendograma obtenido con el método de agrupamiento UPGMA a partir de 48
secuencias ITS2 de chafiar.
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4.7.-Analisis de marcadores RAPD, ISSR y SSR de olivo

Se ha determinado con los marcadores ISSR y RAPD los perfiles genéticos de 10 variedades de
olivo aceitero mas empleados en Chile, ademas, 10 muestras de olivos centenarios de Azapa y 10
muestras de olivos centenarios de Huasco (Tabla 1). A pesar de que la mayoria de estas variedades
se pueden diferenciar por las caracteristicas del fruto, para efectos de una mejor precisién en la
identificacion se evalud el uso de marcadores moleculares de ADN por ser una técnica mas
confiable. En un estudio anterior se habia caracterizado el perfil genético de la variedad Sevillana
de INIA (Azapa) comparada con seis variedades de olivo, a partir del marcador ISSR (Contreras y
Tapia 2016), confirmandose la validez del método para diferenciar la variedad Sevillana (Azapa).
Sin embargo, hasta la fecha no existe ninguna investigacion de comparacién de la variedad
Sevillana de las localidades del Huasco y Azapa, contrastada con variedades aceitera de alto
interés comercial establecidas en Chile.

Se observaron 120 fragmentos de PCR que fueron conseguidos con siete ISSR (UBC826, UBC825
UBC810, UBC881, UBC807, UBC823 y UBC811) y 25 fragmentos de PCR conseguidos con dos
RAPDs (OPA-19 y OPC-09), dando un promedio de 17.1 y 12.5 fragmentos de ISSR y RAPD,
respectivamente. Con estos datos, un alto rango de valores de similaridad (valores entre 0.72 -
0.96) fue observado entre genotipos de arboles centenarios de Azapa y Huasco, mientras que
bajos valores de similaridad (valores entre 0.28 — 0.52) fue observado entre las variedades
aceiteras y los olivos de Azapa-Huasco. Asi mismo, entre los olivos centenarios Azapa 2 y Huasco 2
fue observada la mayor similaridad (0.96) y la menor similaridad fue observada entre Huasco 3 y
Koroneiki (0.28).

La figura 19 muestra un dendrograma UPGMA construido con Jaccard’s distance, mostrando dos
principales agrupamientos, Cluster 1 y Cluster 2. Los mismos resultados de agrupamientos
también fueron observados mediante andlisis de componentes principales (PCA, Figura 20) y un
dendograma Neighbor joining (data not showed). En la figura 19 se puede observar que en el
Cluster 1 se agruparon todos los arboles centenarios del Huasco y Azapa y, de manera aislada la
muestra Sev-INIA, la cual se separd de los demas arboles centenarios formando un grupo aparte.
Segun el INIA, la muestra Sev-INIA es un genotipo similar a los arboles centenarios del Huasco y
Azapa, pero quizas presenta una alejada relacion filogenética a los olivos centenarios porque se
habria originado producto de cruzamiento con variedades olivicolas locales. Por otro lado, el
método mostrd notoriamente diferencias de los patrones genéticos de PCR entre las variedades
del Huasco-Azapa comparada con las variedades aceiteras (Figura 6 y 7). Por tanto, esto
demuestra la importancia de la identificacion genética de olivos para detectar genotipos
originales.

Asi mismo, en cuanto a los arboles centenarios de Azapa y Huasco agrupados en el Cluster 1, el
genotipo Huasco 3 se separa claramente del resto de los 19 arboles centenarios.
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Este genotipo muestra una clara diferencia de perfil genético al usar los marcadores UBC 810
(GA8T) y UBC811 (GA8C), comparado con el resto de los arboles centenarios del Huasco y Azapa
(analisis N°49 y N° 142 de Figura 6 y 7). Este genotipo podria ser de interés porque tiene un perfil
genético distinto de los olivos de Azapa, pudiendo probablemente servir como material exclusivo
del Valle del Huasco y con su propia huella genética hacia el resto de Chile. Para precisar mas la
identificacion, con los fragmentos exclusivos obtenidos de Huasco 3 se podria validar a través de la
técnica SCAR, e identificar las aceitunas con que se elabora el aceite de oliva del Huasco. De
confirmarse esta variabilidad, los productores del valle del Huasco en la préxima programacion de
plantaciones podrian multiplicar via estacas o injertos el genotipo Huaco 3 para la DO. Otros
grupos se conformaron de manera significativa dentro del mismo Cluster 1, segun la Figura 1 los
genotipos Azapa 5, Azapa 7, Azapa 8 y Azapa 9 se agruparon separados de los 15 restantes arboles
centenarios del Huasco y Azapa. También se formaron otros tres agrupamientos significativos:
Huasco 5 y Huasco 10; Huasco 1 y Huasco 2; Azapa 2 y Azapa 4. Como bien se observa los olivos
del Valle del Huasco y Valle de Azapa forman grupos diferentes, siendo menor la agrupacion entre
genotipos del Huasco y Azapa.

La idea de comparar variedades olivicolas aceiteras mas conocidas en Chile con los olivos
centenarios del Huasco y Azapa, tiene como objetivo también demostrar la precision de la
caracterizacion genética con los marcadores moleculares ISSR y RAPD. Son varios los trabajos de
caracterizacion genética en olivos, con marcadores ISSR y RAPD que se han llevado a cabo
principalmente en paises de la cuenca del mediterraneo (Claros et al 2000, Selsi and Yegenoglu
2017, Linos et al 2014). De acuerdo a las Figuras 30 y 31, se demuestra claramente que los olivos
centenarios del Huasco y Azapa se separan de todas las variedades aceiteras. El cluster 2
observado en la Figura 19 se divide en varios subgrupos, siendo significativamente validos
(bootstrap mayor a 50) los subgrupos que conforma Arbosana y Arbequina y por otro lado el
subgrupo que conforma Coratina y Frantoio. Esta misma tendencia de agrupamiento entre las
variedades italianas Frantoio y Coratina fue también observada por Montemurro et al (2005),
mediante dendrograma UPGMA a partir de datos con marcadores AFLP y SSR. Asi también,
Koehmstedt et al (2010) observaron agrupamiento entre las variedades espafiolas Arbequina y
Arbusana mediante dendrograma UPGMA construido con marcadores SSR y concentradas en el
Group 2 (cluster C12). Por lo tanto, los resultados de agrupamiento obtenidos con los marcadores
ISSR y RAPD (Figura 19) en nuestro estudio son vdélidos, ya que muestra los mismos agrupamientos
de variedades aceiteras evidenciados por otros estudios.

La variabilidad genética de los arboles frutales de un huerto debe ser controlado desde un
principio para conseguir rendimientos uniformes. Por esto, la productividad de un huerto
establecido con olivos procedentes de diferentes técnicas de multiplicacién (estaca, injerto o
semillas) es inapropiada. Las técnicas asexuales (estaca e injerto) aseguran individuos
genéticamente idénticos al material vegetal original esperando rasgos agrondmicos similares en
un mismo ambiente, pero la técnica de propagacion sexual (semilla) no asegura los mismos rasgos
agrondmicos en las mismas condiciones.
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Por esto mismo, la informacién de como fueron propagados los individuos los arboles centenarios
de Azapa y/o Huasco, ya sea por injerto, semilla o estacas actualmente es limitada, pudiendo
existir diferencias genéticas en clones de Azapa y Huasco y diferencias dentro de una misma
poblacién. Las diferencias filogenéticas que hemos encontrado entre arboles centenarios de Azapa
y Huasco (Figura 19) quizas pueda deberse a que estos provienen de distintas fuentes de material
de propagacién base. Es por esto que las técnicas moleculares con marcadores ISSR y RAPD son
importantes porque pueden apoyar la identificacion de individuos, y en el caso de la aplicacién a la
industria olivicola, la caracteristica genotipica de los clones puede ser contrastada con variables
agrondmicas de importancia como rendimiento de frutos, resistencia a enfermedades y tolerancia
al estrés abidtico, entre otros.

Un analisis molecular de varianza AMOVA fue realizado para analizar la variacién entre y dentro de
las poblaciones de olivos centenarios del Huasco y Azapa (Tabla 14). Si bien la mayoria de la
diversidad genética total fue atribuible a diferencias entre individuos dentro de las poblaciones
(79%; P< 0.001), los resultados demuestran que entre los arboles centenarios de Azapa y los
arboles centenarios del Huasco no hay variacion genética significativa (21%, P< 0.001). Por lo
tanto, los arboles centenarios del Huasco son similares a los olivos centenarios de Azapa. Si bien
éste era un resultado esperado de acuerdo a Hidalgo (1993) y Molina (2015), hasta le fecha no
existia un estudio genético que lo confirmara.

Si bien los genotipos son similares entre los olivos centenarios del Huasco y de Azapa, se puede
observar diferencias entre el tamafio de frutos en cada zona. En la Figura 2B se observa el valor
promedio del largo de los frutos del Valle de Azapa, con un promedio 3,12 cm, siendo
significativamente mayor (p<0.05) al largo de los frutos de oliva del Valle del Huasco con un
promedio 2,70 cm. Por otro lado, en la Figura 2C se puede observar el valor promedio del
didmetro ecuatorial del fruto de oliva del Valle del Huasco con un promedio 1,88 cm y el didmetro
ecuatorial del fruto de Valle de Azapa con un promedio 2,1 cm, siendo significativamente mayor
(p<0.05) el diametro ecuatorial del fruto de Azapa que el del Huasco. Estos resultados nos indican
que el fruto de oliva de Azapa es significativamente de mayor tamafio que el fruto de oliva del
Huasco. Sin embargo, quizds estos datos no sean concluyentes, ya que el tamafio del fruto puede
estar influenciado por otros factores como la época de cosecha y por prdcticas agronédmicas como
fertilizacidn, poda y riego, entre otros (Tapia et al 2003). En cuanto a esto, antes de comenzar el
muestreo en cada zona, se procurd buscar la similitud de las practicas de manejo agrondmica en
cada parcela.

Un principio fundamental bioldgico explica que el fenotipo es el resultado de una interaccion,
entre genotipo y ambiente. El fenotipo es la suma total de caracteres visibles o medibles del
organismo que lo caracteriza como individuo (tales como tamafio del fruto, tolerancia al estrés y
enfermedades, estados fenoldgicos, etc.) (Fabbri et al 2004). Cuando los mismos genotipos estan
sujetos a diferentes ambientes, estos pueden producir un amplio rango de fenotipos (Baye et al
2011).

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA

52



W iair ey 05

Gohicrno Regional de Atacama

En cuanto a esto, Padula et al (2008) demostraron que al establecer varios genotipos de olivo en
diferentes climas observaron que el efecto del ambiente fue mayor al efecto del genotipo en
cuanto al peso medio del fruto y el contenido de aceite en material base fresco. Por esto mismo,
creemos que la diferencia de tamafio y peso de fruto entre Azapa y Huasco, observado en la Figura
2, puede estar influenciada por las caracteristicas ambientales de cada zona, debido a que los dos
valles tienen condiciones climdticas (temperatura ambiental) y edafolégicas (salinidad y pH de
suelo) diferentes (Antunez et al 2014, Tapia et al 2003), y no probablemente explicada por los
genotipos, ya que las poblaciones de olivo de Azapa y Huasco son practicamente similares, con
baja variabilidad genética entre ellas, segin analisis AMOVA (Tabla 14). Asi mismo, con los
marcadores SSR se observa una alta similitud de los alelos de la Sevillana del Huasco y Sevillana de
Azapa a partir de 10 marcadores SSR (ver Tabla 15). De acuerdo a Tapia et al (2003) la temperatura
ambiental es uno de los factores mds importantes para el desarrollo del fruto de olivo. En cuanto a
lo mismo, las empresas elaboradoras y envasadoras nacionales ya habian visualizado diferencias
de tamafio, de hecho ellos han utilizado genéricamente el concepto “tipo Huasco” para referirse al
calibre pequefo, en relacidn a la aceituna del huasco, y “tipo Azapa” para referirse al calibre
grande. De acuerdo a las distribuidoras, la demanda se concentra en calibres mayores, por eso la
aceituna tipo Azapa concentra las preferencias del publico, y la del Huasco enfrentan la exigencia
de elevar el calibre de su aceituna (Hashiguchi 2005).

Especificamente en el Valle del Huasco (Region de Atacama) se produce el Unico aceite de oliva
extra virgen nacional en proceso de Denominaciéon de Origen (DO). Segun la reglamentacion
establecida por los olivicultores, este aceite debe ser elaborado con al menos un 10% de la
variedad Sevillana del Huasco (INAPI 2017a). De acuerdo a los resultados presentados por Tapia et
al (2015), los andlisis de aceites de olivas Blends evaluados en el Valle del Huasco usando mezclas
de aceites de las variedades Arbequina, Frantoio y como base la Sevillana del Huasco, presenta
caracteristicas quimicas, sensoriales y funcionales Unicas e irreproducible no dadas en otras zonas
olivicolas de Chile. Por lo mismo, Tapia et al (2015) proponen que para asegurar la calidad del
producto final con DO es fundamental que la materia prima utilizada en la formulacién de cada
productor sea certificada, tal como lo exige el reglamento de uso y control. De esta manera, para
determinar la caracterizacidn genética de la materia prima (fruto), se propone usar los protocolos
descritos en este estudio, para diferenciar los perfiles genéticos de las variedades a partir de la
mayoria de los marcadores moleculares probados (Figura 6 y 7). Asi como fue descrito por
Contreras y Tapia (2016), donde se demostré la similitud de los perfiles genéticos de hoja y fruto
en una misma variedad. Por lo tanto, a través de la técnica con marcadores moleculares ISSR y
RAPD se puede certificar de manera mas precisa la aceituna con que se elabora el aceite de oliva
extra virgen del Huasco para diferenciarlas del resto de las variedades aceiteras cominmente
utilizadas en Chile, esto con el fin de apoyar la denominacién de origen del aceite de oliva del Valle
del Huasco.
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similitud Jaccard entre 10 variedades de aceite comunes, 20 olivas centenarias de Huasco y Valle
de Azapa y la variedad Sevillana INIA. El primero y el segundo componentes principales
representan el 38.98% y el 8.72% de la variacidn genética, respectivamente.

Tabla 14. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las poblaciones de arboles de Sevillana del

Huasco y Sevillana de Azapa (P <0.001).

Fuente de Grados de Suma de Media de Componentedela % total de
variacion libertad cuadrados cuadrados varianza varianza
Entre grupos 1 14,350 14,350 1,050 21%
Dentro de grupos 18 69,300 3,850 3,850 79%

Total 19 83,650 4,900 100%
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Tabla 15: Diferencias de tamafio de alelo de variedades de oliva analizadas por Trujillo et al (2014),

Koehmstedt et al (2010) y de las variedades analizadas con marcadores SSR. Los valores

destacados en gris son incongruencias de datos del citado autor comparado con los datos de este

proyecto.
4 4 ® o e <
2 2 @ © O o o @ Q
3 288 %3 8 4 0 3 8% 3 3 35 3 3 3 5 o 2
Referenci < < < < < < <€ < 0O O o o o o o o < < o O
ay N° de O 0 0 O 0 O O O A A4 <« <« <« <« <« < 6 ¢ B8 oA
. A & A 6 A 6 A A D> 0 ¢ 0 0o 0o O a a > >
Variedad muestras
(1) 140 178 243 254 166 176 237 247 116 119 158 206 133 133 186 188 135 139 172 216
2 141 141 238 248 111 113 158 205 136 140
Huasco Valley 10 141 141 243 254 167 177 238 248 111 113 158 205 133 133 184 184 136 140 173 217
AzapaValley 10 141 141 243 254 167 177 238 248 111 113 158 205 133 133 184 184 136 140 173 217
(1) 140 178 243 243 164 174 229 241 116 129 158 158 147 157 186 186 137 137 175 175
2 141 141 230 242 111 123 158 158 138 138
Arbequina 1 141 141 243 243 165 175 230 242 111 123 158 158 147 157 182 182 138 138 175 175
(1) 134 140 243 243 164 176 229 241 116 119 158 206 157 171 173 186 129 137 175 208
2 135 141 230 242 111 113 158 205
Arbusana 1 135 141 243 243 175 177 230 242 111 113 158 205 157 171 182 182 130 138 175 209
(1) 140 152 243 243 172 174 229 229 125 125 172 193 174 186 186 186 135 135 166 175
(2)
Barnea 1 141 153 243 243 173 175 230 230 119 119 173 193 175 185 182 182 134 134 167 175
(@))] 130 170 243 243 172 176 237 241 114 131 158 174 133 159 186 186 139 139 175 198
(2)
Coratina 1 131 131 243 243 173 177 238 242 109 125 158 175 133 159 182 182 140 140 175 199
@) 140 178 243 243 166 176 241 243 114 125 156 168 147 171 188 188 129 134 187 216
2 141 141 242 244 109 119 156 168 130 134
Empeltre 1 141 141 243 243 167 177 242 244 109 119 156 168 147 171 184 184 130 134 188 216
@) 130 178 243 243 172 174 234 241 114 125 158 193 159 171 186 186 134 139 175 214
2 131 131 236 242 109 119 158 194 134 140
Frantoio 1 131 131 243 243 173 175 236 242 109 119 158 193 159 171 182 182 134 140 175 211
@) 140 146 261 263 168 170 237 237 123 125 158 193 147 157 186 186 137 145 170 214
2 141 147 238 238 117 119 158 194 134 136
Koroneiki 1 141 147 243 243 169 171 238 238 117 119 158 193 147 157 182 182 134 136 172 216
(1) 130 178 254 254 172 172 241 251 114 134 158 206 171 184 186 186 135 135 210 214
2 131 131 242 252 109 127 158 205 134 136
Leccino 1 131 131 254 254 171 173 242 252 109 127 158 205 171 185 182 182 134 136 212 214
(1)
2 135 135 238 254 119 125 158 158 134 140
Liguria 1 135 135 254 254 169 177 238 254 119 125 158 158 159 171 182 182 134 140 174 176
(1) 140 176 243 254 166 172 237 247 116 119 158 174 133 133 186 186 139 139 208 212
2 141 141 238 248 111 113 158 175 136 140
Picual 1 141 141 243 254 167 173 238 248 111 113 158 175 133 133 182 182 136 140 208 210
@) 160 178 243 243 168 172 229 247 103 119 158 174 133 171 186 186 134 135 175 210
2 161 161 230 248 99 113 158 175 134 136
Ascolana T. 1 161 161 243 243 169 173 230 248 99 113 158 175 133 171 182 182 134 136 175 210
@) 140 160 254 254 168 176 243 251 119 134 158 206 133 147 173 186 137 137 210 212
2 141 161 244 252 113 127 158 205 136 138
Manzanilla 1 141 161 254 254 169 177 244 252 113 127 158 205 133 147 182 182 136 138 210 212
@) 160 178 243 243 172 176 247 251 119 127 174 206 133 184 186 186 135 135 172 212
2)
Gordal S. 1 161 161 243 243 173 177 248 252 113 121 175 205 133 185 182 182 134 136 173 213
@) 134 161 262 263 180 183 229 251 114 119 168 206 159 184 188 188 135 135 208 214
2 135 160 244 252 109 113 168 205 134 136
Kalamata 1 141 141 243 243 175 177 238 242 113 119 156 205 133 171 184 184 134 136 188 217
Trujillo et al 2014 (1); Koehmstedt et al 2010 (2)
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4.8.-Analisis de marcadores RAPD e ISSR de chanar

En cuanto a Chafiar, de los 38 especimenes examinados (Tabla 2), los ocho cebadores ISSR
pudieron generar 142 bandas con capacidad de clasificacion (en promedio, 18 bandas se
amplificaron por cebador ISSR), de las cuales 138 (97%) fueron polimérficas (Tabla 16). Para todos
los iniciadores ISSR, el tamafio de los productos amplificados varié de 250 a 3000 pb. El nimero
total maximo de bandas (TNB) fue 21 (UBC823) y el minimo 14 (UBC807). El cebador UBC811 fue
capaz de distinguir 37 genotipos de G. decorticans y el cebador UBC807 26 (NG). El poder de
resolucion (Rp) de los cebadores ISSR varié de 4.2105 (UBC807) a 12.2105 (UBC811). Para todos
los cebadores ISSR analizados, solo el cebador UBC826 presentd bandas exclusivas (NEB). El PIC se
calculd para cada cebador, con UBC811 mostrando el valor de PIC mas alto (0,41) y UBC807 el mas
bajo (0,22). El valor promedio de PIC para los ocho cebadores ISSR fue 0,31 (Tabla 16). Los tres
cebadores RAPD fueron capaces de generar 38 bandas con capacidad para medir (13 bandas en
promedio fueron amplificadas por primer RAPD) de los cuales 32 (81%) fueron polimérficos. Para
todos los cebadores RAPD, el tamafio de los productos amplificados varié de 270 a 3.000 pb (Tabla
16). El nimero total maximo de bandas (TNB) fue 22 (OPAI-05) y el minimo 7 (OPB-19). El cebador
OPAI-05 fue capaz de distinguir 35 genotipos de G. decorticans y el cebador 13 de OPB-19 (NG). El
poder de resolucién (Rp) de los cebadores RAPD varié de 2.7368 (OPB-19) a 10.8421 (OPAI-05). En
cuanto a los calculos de PIC, el cebador OPAI-05 reveld un valor maximo de 0,33, mientras que con
OPF-08 se obtuvo un valor minimo de 0,22. El valor promedio de PIC obtenido para tres RAPD fue
0.26 (Tabla 16). Los productos de amplificacion obtenidos en G. decorticans por los cebadores
UBC823, UBC807, UBC815, OPAI-05 y OPB-19 se ilustran en la Figura 18, 19, 20 y 21, que muestra
el patrdn electroforético tipico observado.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) de nueve poblaciones de G. decorticans indicoé que la
mayoria de la varianza total era atribuible a la variacién genética dentro de las poblaciones (65%)
en lugar de entre ellas (35%) (Tabla 17).
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Tabla 16: Informacion de cebadores ISSR y RAPD utilizados para el andlisis genético de Geoffroea
decorticans. Niumero total de bandas (TNB), nimero de bandas polimérficas (NPB) al 99 %, porcentaje de
bandas polimérficas (P%) al 99 %, poder de resolucion (Rp), nimero de genotipos diferentes (NG), nimero

de bandas exclusivas ( NEB) y contenido de informacion poimérfica (PIC).

Tamaio
Primer Secuencia banda TNB NPB(99%) P%(99%) NG Rp NEB PIC
(pb)
UBC880 (GGAGA); 350-3000 18 17 94 36 7.5789 0 0.2966
UBC823 (TC)4C 550-3000 21 21 100 31 11.0526 0 0.3558
UBC815 (CT)sG 500-3000 17 17 100 31 8.2105 0 0.3375
UBC811 (GA)sC 300-3000 19 19 100 37 12.2105 0 0.4110
UBC825 (AC)sT 330-2000 15 14 93 33 6.8421 0 0.2814
UBC807 (AG)sT 280-3000 14 13 93 26 4.2105 0 0.2254
UBC826 (AC)gC 250-1500 19 18 95 31 8.1053 2 0.2882
UBC856 (AC)gYA 280-2000 19 19 100 32 7.7368 0 0.2956
TOTAL 142 138 2
Promedio 18 97 32 8.2434 0.25 0.3114
OPB-19 ACCCCCGAAG  590-3000 7 6 86 13 2.7368 0 0.2473
OPF-08 GGGATATCGG  550-3000 9 6 67 17 3.1579 0 0.2262
OPAI-05 GTCGTAGCGG  270-3000 22 20 91 35 10.8421 0 0.3306
TOTAL 38 32 0
Promedio 13 81 22 5.5789 0 0.2681
Y=CT.

Tabla 17: Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para nueve poblaciones de Geoffroea decorticans (P <
0.001).

Fuente de Grados de Suma de Media de Componentedela % total de
variacion libertad cuadrados cuadrados varianza varianza
Entre grupos 8 447,650 55,956 9,451 35%
Dentro de grupos 29 508,350 17,529 17,529 65%

Total 37 956,000 26,981 100%

El andlisis de conglomerados genéticos de los 38 individuos de G. decorticans se generé utilizando
el método del grupo de pares no ponderados con la media aritmética (UPGMA) basada en la
similitud de Jaccard. El dendograma mostré un patrdn idéntico de agrupamiento usando la matriz
de similitud de dados. La Figura 21 muestra un dendograma de los tres conglomerados principales,
con los dos mayores divididos sobre la base de las distribuciones norte y sur.
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El grupo | incluyé 11 individuos (CoM6, CoM17, CoM18, CoM20, Des07, Des35, EI618, Cq636,
AC84, AC87 y AC91) que comprenden el area sur, el grupo Il consistié en 25 individuos (CH280,
CH282, SP378, SP383, CA342, SP381, SP384, CA343, CA346, PA289, PA326, PA316, PA336, PA307,
AZ113, AZ109, CO477, CO479, CO479, CO480, CO481, COM21, CH278, AZ128 y AZ139), la mayoria
de ellos en la zona norte, con a excepcion de los ejemplares de Copiapd. El grupo Il incluyé 2
individuos de Calama (CA348 y CA350). Ademas, el cluster | se dividié en tres subgrupos (DES, COQ
y AC), el cluster Il en cinco (AZ, CHA, CA, PAy CO) y el cluster Ill en un solo subgrupo (CA) (Figura
21). El andlisis del componente principal (PCA) revelé que los primeros tres componentes
(Componente 1, 2 y 3) explicaron 14.9%, 10.9% y 6.6% de la variacion total, respectivamente. La
ordenacidon bidimensional confirmé los resultados del analisis de conglomerados, mostrando dos
grupos principales de las areas norte y sur, sin embargo, algunos individuos de las poblaciones de
Copiapd (CO477, CO478, CO479, CO480 y CO481) y Pachica (todos los individuos de AP) estaban
claramente separados del resto (Figura 22). Para las nueve poblaciones de G. decorticans, la
distancia genética promedio de Nei fue de 0,244, variando de 0,140 (entre San Pedro y Calama) a
0,442 (entre Pachica y Coquimbo) (Tabla 18).

Tabla 18: Distancia genética de Nei entre nueve poblaciones de Geoffroea decorticans.

Azapa Chaca Pachica San Calama Copiapo Mouth- Alto Coquimbo
Pedro River Carmen
Azapa 0.000
Chaca 0.183 0.000
Pachica 0.254 0.304 0.000
San Pedro 0.212 0.165 0.293 0.000
Calama 0.243 0.204 0.328 0.140 0.000
Copiapo 0.164 0.168 0.298 0.154 0.147 0.000
Mouth-River  0.291 0.244 0.386 0.247 0.271 0.205 0.000
Alto Carmen 0.261 0.240 0.427 0.192 0.203 0.172 0.192 0.000
Coquimbo 0.303 0.287 0.442 0.261 0.267 0.214 0.231 0.210 0.000
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Figura 21: A) Andlisis de cluster de UPGMA basado en la similitud de Jaccard, calculado sobre la base

de 180 marcadores obtenidos de ISSR y RAPD. Se indican los porcentajes de valores de Bootstrap por encima

de 50. B) Mapa del norte de Chile muestra la ubicacion de las poblaciones de Chafiar (Azapa = AZ; Chaca

CHA; Pachica = PA; Calama = CA; San Pedro = SP; Copiapd Rio-boca = DES; Copiap6 = CO; Alto del Carmen

AC ; Coquimbo = COQ).

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA

60



W nain lasan 2254

Gobicrmno Regional de Atacama

CoM20o .
Des07

~N
%
g e Mgz Ocom21
14
E =[61&.ACS$ q‘ OCoM1 ‘/ﬁ
v TORS3Y T LA
\/ Z ! . .333:)? :
I,
32850 m5,3,
fcn27s \ Pa3zem :\3;22
$p3gix o383 Ognagy S~z
Ca34200Ch28]
a3dg X
Oca343%Ca348 5P378

Oca3so

Component 1

Figure 22: Andlisis de componentes principales basado en los marcadores ISSR y RAPD y el indice de
similitud de Jaccard entre 38 individuos de Chaiar. El primer y segundo componente principal representan

el 14.9% vy el 10.9% de la variacion genética, respectivamente.

La prueba de Mantel no mostré una correlacidn significativa entre la distancia geogréfica y
genética para nueve poblaciones (r = 0.18, P = 0.01) (Figura 23A), aunque se encontré una
correlacioén significativamente positiva (r = 0.58, P = 0.02) para siete poblaciones (Figura 23B). Los
indices de diversidad promedio de Shannon Weaver de las poblaciones de Pachica, rio Copiapd y
Coquimbo fueron 0.089, 0.127 y 0.102 respectivamente, significativamente (P < 0.05) mas bajos
que los de las poblaciones de San Pedro, Calama, Azapa y Copiapd, que exhibieron altos valores de
0.297, 0.355, 0.358 y 0.362 respectivamente (Figura 24); Chaca (0,303) y Alto del Carmen (0,242),
por otro lado, mostraron indices medios de diversidad de Shannon Weaver no significativamente
(P <0.05) diferentes a los de las poblaciones restantes (Figura 24).
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Figura 23: Relacién entre la distancia genética y la distancia geografica entre las poblaciones de
Geoffroea decorticans. A) nueve poblaciones de Chafiar: AZ, CHA, PA, SP, CA, CO, DES, ADC, COQ. B) siete
poblaciones de Chafiar: AZ, CHA, SP, CA, DES, ADC, COQ.
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Figura 24: Promedio de indice de diversidad de Shannon-Weaver (H) de nueve poblaciones de
Geoffroea decorticans. Las barras que comparten la misma letra no son significativamente diferentes segun

la prueba de Tukey (P < 0.05). Barras muestran DS.

En los casos donde la informacion gendmica y las secuencias de ADN de una especie vegetal no
estan disponibles, los marcadores moleculares ISSR y RAPD ofrecen una alternativa util para los
estudios de diversidad genética. En este proyecto se realizé el primer estudio molecular que
evalua la diversidad genética de G. decorticans (chafar). En este estudio, ocho cebadores ISSR y
tres RAPD produjeron 180 bandas reproducibles, de las cuales 97% y 81%, respectivamente, eran
polimérficas. Otros Fabaceae estrechamente relacionado con los géneros Geoffroea (como
Dalbergia y Pterocarpus, Lavin et al. 2001), tales como D. oliveri (Phong et al. 2011) y D. sissoo (Arif
et al. 2009), tienen menos bandas polimdrficas (38.6% y 56.7%, respectivamente), y poco
contenido de informacion polimérfica (PIC) usando cebadores ISSR y RAPD; P. angolensis (Chisha-
Kasumu et al., 2009) por otro lado demuestran valores mas altos, con 88% de bandas polimdrficas
usando RAPDs. Nuestros resultados también revelan que el polimorfismo en G. decorticans es
superior a otras especies de arboles del desierto, por ejemplo Haloxylon ammodendron, que
muestran polimorfismo en el 84% de las bandas (Sheng et al. 2005), y Acacia Senegal, con menos
de 55,6% bandas polimorficas (Josiah et al. 2008). Ademas, los marcadores ISSR y RAPD podrian
usarse como un método alternativo para identificar y distinguir genotipos de G. decorticans de

interés.
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Por ejemplo, Jiménez-Aspee et al. (2017) concluyen la necesidad de realizar una caracterizacion
genética de genotipos de chafiar, ya que revelaron una quimica diferente en poblaciones de G.
decorticans. Ademas demostramos que, en G. decorticans, los cebadores ISSR tienen mayor
incidencia de polimorfismo que los cebadores RAPD. En resumen, la informacion polimérfica
encontrada en G. decorticans usando marcadores ISSR es alta en comparacién con otras especies

de la misma familia y especies de arboles del desierto en general.

Los resultados de AMOVA para nueve poblaciones muestran que se conserva un alto nivel de
variacion genética dentro de las poblaciones (65%) y un nivel moderado entre la diversidad de la
poblacién (35%). Los chafares con la variacidon genética intrapoblacional mas alta revelan una
diferenciacidon poblacional limitada. Esto es potencialmente el resultado de las condiciones
extremadamente aridas en Atacama, que presentan una barrera significativa a la dispersién de
genes. El desierto de Atacama es el mas seco del mundo, y ciertamente la regidn arida mas antigua

del mundo (Clarke 2006).

Las muestras de Pachica muestran una clara separacion del resto de individuos de G. decorticans,
lo que sugiere la posibilidad de una fragmentacién notoria y puede haber evidenciado un fuerte
endemismo. Los chafiares en Pachica ocupan un area total relativamente pequeia, con
condiciones ambientales mds hostiles en relacién con el resto de la regién de muestreo. Pocos
chafiares se encuentran aqui establecidos, debido a la baja disponibilidad de agua, la alta salinidad
y la falta de cubierta vegetal circundante, y estas condiciones dan como resultado un flujo
restringido de genes a poblaciones externas. Por otro lado, los cinco chafiares de Copiapé (CO477,
C0478, CO479, CO480 y CO481) estan agrupados en un solo grupo, que puede representar un
antiguo refugio forestal. Esto debido a que tienen un gran didmetro del tronco ~ 80 cm (medido a

un metro de la base) en relacidn con otros especimenes muestreados (<40 cm).

La pequefia distancia genética Nei entre las poblaciones de Calama y San Pedro es lo esperado
dada su proximidad geografica cercana (~ 100 km). Por el contrario, la gran distancia genética
entre las poblaciones de Pachica y Coquimbo es consistente con la gran distancia geografica (~

1384 km) y la aridez extrema, que actla como una barrera para el flujo de genes.
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En el andlisis inicial de nueve poblaciones, la prueba de Mantel revelé una correlacién negativa

entre las distancias geograficas y genéticas (r = 0.18).

Sin embargo, al excluir las poblaciones de Pachica y Copiapd sobre la base de las grandes
diferencias reveladas por la PCA, la correlacidn se vuelve significativamente positiva (r = 0,58), lo
que indica un aislamiento significativo por distancia. Se observaron efectos comparables de
aislamiento por distancia en poblaciones naturalmente fragmentadas del arbol Potentilla
ikonnikovii en el desierto de Gobi (Wesche et al., 2006) y Plumbago zeylanica en India (Panda et
al., 2015). Ademas, las poblaciones de G. decorticans en este estudio demuestran una correlacién
negativa entre la altitud (m a.s.l.) y la distancia genética, tanto para nueve y siete poblaciones

(datos no mostrados).

El indice de diversidad de Shannon-Weaver muestra niveles significativamente bajos de diversidad
genética con respecto a las poblaciones de Pachica, rio Copiapd, boca del Alto del Carmen vy
Coquimbo. Esto puede deberse a la barrera a la dispersién de polen presentada por el desierto de
Atacama, lo que resulta en el aislamiento de estas poblaciones. El flujo restringido de genes en
estas condiciones es ampliamente reconocido como un factor que afecta la diversidad genética
(Wesche et al., 2006). Por el contrario, las poblaciones de Calama-San Pedro y Copiapd muestran
una diversidad genética significativamente alta en relacién con las poblaciones mencionadas
anteriormente. Creemos que esto puede deberse al hecho de que los G. decorticans crecen como
bosques a densidades excepcionalmente altas en grandes areas en estas regiones. En la regién de
Atacama, estos bosques nativos comprenden un drea combinada de 900 hectareas, dominada por
G. decorticans, asi como por Acacia caven y Prosopis chilensis (Squeo et al., 2008). Es posible que
estas dreas hayan contenido histéricamente extensos bosques de G. decorticans. Por lo tanto, los
sitios de Calama-San Pedro y Copiapd tienen suficiente cobertura forestal y pueden adquirir
niveles mas altos de diversidad genética, posiblemente como resultado de un mayor flujo de
genes. Pither et al. (2003) registraron un resultado similar en Terminalia amazonia, atribuyeron a
sitios con suficiente cobertura forestal adquirieron mayor nivel de diversidad genética, mientras
que las poblaciones en sitios con cubierta forestal bajo esperaban un bajo nivel de diversidad

genética
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4.9.-Kit de identificacion genética de aceituna y aceite de oliva

El kit de identificacion genética de aceituna y aceite de oliva consta de dos métodos: el primero se

trata sobre la extraccidon de ADN del tejido, en este caso de tejido de aceituna y de aceite, descrito
en los items 3.4.1y 3.4.2, respectivamente, y el segundo método se trata sobre la identificacién de
la variedad de olivo, usando la reaccidén en cadena de las polimerasas (PCR), la preparacion de esta

reaccion se describe en el item 3.4.5. Los productos usados para la identificacidon genética de los

alimentos a base de olivo se describen a continuacion:

Tabla 19: Productos utilizados para el kit de identificacidon genética de alimentos a base de olivo

Nombre

Producto

ADN molde o ADN templado de olivo, de calidad
>1,6 de relacion A,g/Asg ¥ >1,5 de relacion
A260/A230

I+

SapphireAmp, Master Mix 2X (Takara).

UDQ099-011-F (primers Forward con fluorescencia)

UDQ099-011-R (primers Reverse sin fluorescencia)

DCA18-F (primers Forward con fluorescencia)

DCA18-1F-R (primers Reverse sin fluorescencia) Este
primer fue disefiado por nosotros a partir de la secuencia
N°accesion AJ279867, con el fin de disminuir el tamafio
del producto de PCR que flanquea el microsatélite.

GAPUS82-F (primers Forward con fluorescencia)

GAPUS82-R (primers Reverse sin fluorescencia)

DCA8-F (primers Forward con fluorescencia)

Se recomienda no utilizar, debido a que este SSR no
discrimina entre variedades de olivo

DCAS8-R (primers Reverse sin fluorescencia). Este primer
fue disefiado por nosotros a partir de la secuencia
N°accesion AJ279858, con el fin de disminuir el tamafio
del producto de PCR que flanquea el microsatélite.

Se recomienda no utilizar, debido a que este SSR no
discrimina entre variedades de olivo

Los resultados se pueden observar en los items 4.9.1y 4.9.2 y explicado en las Figuras 25, 26y 27.
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4.9.1.-Analisis de fragmento de 21 marcas de aceite de oliva extra virgen con marcador
molecular SSR UD099-011. Los graficos muestran Seial de intensidad (eje Y) vs Pares de bases
(eje x).
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4.9.2.-Andlisis de fragmento de 21 marcas de aceite de oliva extra virgen con marcador
molecular SSR DCAS. Los graficos muestran Seiial de intensidad (eje Y) vs Pares de bases (eje x).
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Figura 25: Numero de locus necesarios para distinguir entre la Sevillana del Huasco (Azapa) y otras 14 variedades de oliva establecidas en Chile.

Electroferograma de hojas de la variedad Sevillana del Huasco y su similitud con electroferograma de aceitunas de la misma variedad.
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Figura 26: Electroferograma de productos de PCR obtenido de ADN de hoja de Sevillana del
Huasco, ADN de aceite de oliva de la marca “Rio de Oro” (producido por uno de los socios de la
Asociacidn de Olivicultores del Huasco) y ADN de aceite de oliva de la marca “Huasco”, analizado
con dos marcadores SSR, el marcador UD099-011 (A) y el marcador DCA18 (B).
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Figura 27: Se evalud el limite de deteccion del método de analisis de fragmento usando ADN de
aceite de Oliva con la variedad Sevillana del Huasco y el marcador UD099-011. Uno de los aceites,
marca “Rio de Oro”, es elaborado con la Sevillana del Huasco, debido a que presenta los dos
alelos, 111 y 113, mientras que otro aceite de oliva marca “Lombardi” presenta los alelos (117 y
119) de otra variedad. A partir de estos dos diferentes aceites realizamos mezclas, uno con 10% de
aceite Rio de Oro y 90% de aceite Lombardi, y otro de 50% de aceite de Rio de Oro y 50% de
Lombardi. Los resultados demostraron que la variedad Sevillana se puede detectar a un 10%, sin
embargo, creemos que por la alta sefial de intensidad se podria detectar incluso menor al 10%.
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4.10.-Kit de identificacidn genética de frutos y harina de chaiar

El kit de identificacion genética de frutos y harina de chafiar consta de dos métodos: el primero se trata
sobre la extraccién de ADN del tejido, en este caso de tejido de fruto y/o harina, descrito en el item 3.5.1, y
el segundo método se trata sobre la identificacién de aquellos productos de chafiar, usando la reaccién en
cadena de las polimerasas (PCR), la preparacién de esta reaccién se describe en el item 3.5.3. Los productos
usados para la identificacidn genética de los alimentos a base de chafiar se describen a continuacién:

Tabla 20: Productos utilizados para el kit de identificacidon genética de alimentos a base de chainar

Nombre Producto
ADN molde o ADN templado de chaiar, de calidad >1,6 de
relacion A,go/Ass0 Y >1,4 de relacidn A,ge/Az30 ‘_}‘

SapphireAmp, Master Mix 2X (Takara).

A104-F (primers Forward con fluorescencia)

A104-R (primers Reverse sin fluorescencia)

A149-F (primers Forward con fluorescencia)

A149-R (primers Reverse sin fluorescencia)

B284-F (primers Forward con fluorescencia)

B284-R (primers Reverse sin fluorescencia)

G021-F (primers Forward con fluorescencia)

G021-R (primers Reverse sin fluorescencia)

B264-F (primers Forward con fluorescencia)

B264-R (primers Reverse sin fluorescencia)

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA

77



UNIVERSIDAD ¥ | P2
DEATACAMA v N

Gobierno Regional de Atacama

CRIDESAT

f—-\._#
I — e

FICAD

vegetal de Atacama

4.10.1.-Analisis de fragmento de productos de PCR a partir de cinco harinas de chafar (Azapa,
Pachica, San Pedro, Calama y Copiapd) con cinco marcadores moleculares SSR (SSR-Gsp.B264,
SSR-Gd021, SSR-Gd284, SSR-Gsp.A104 y SSR-Gsp.A149)
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Figura 28. Caracterizacion genética de harina de chaiiar de cinco localidades o zona geografica del
norte de chile con el marcador SSR-Gsp.B264.
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Figura 29. Caracterizacion genética de harina de chaiiar de cinco localidades o zona geografica del

norte de chile con el marcador SSR-Gd021
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Figura 30. Caracterizacion genética de harina de chafiar de cinco localidades o zona geografica del

norte de chile con el marcador SSR Gd284
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Figura 31. Caracterizacion genética de harina de chafiar de cinco localidades o zona geografica del
norte de chile con el marcador SSR-Gsp.A104.
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Figura 32. Caracterizacion genética de harina de chafiar de cinco localidades o zona geografica del

123

norte de chile con el marcador SSR-Gsp.A149.
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Si bien es cierto, no fue posible identificar arropes de chafiar de acuerdo a su zona geografica,
debido a que los SSR no se pueden amplificar a partir de ADN de arrope de chafiar, al menos si se
identifico la especie en el arrope, a través de regiones de cloroplasto que son mas estables que
otras secuencias de ADN. Esto ayudara a determinar si el producto (arrope) realmente se elaboré
con frutos de chafiar. Sin embargo, uno de los productos de chafiar que fue posible realizar
caracterizacion genética y distinguir entre localidades, fue la harina de chaiiar. En la Figura 28, se
puede observar con el marcador SSR-Gsp.B264 un alelo exclusivo de 168 pb encontrado en la
harina de chafar de Copiapd, el cual no es observado en las harinas de chafiar de Azapa, Pachica,
Calama y San Pedro de Atacama. Lo mismo ocurre al observar en la Figura 29, con el marcador
SSR-Gsp.021, un alelo exclusivo de 276 pb; en la Figura 30, con el marcador SSR-Gsp.Gd284, un
alelo exclusivo de 287 pb; y en la Figura 32, con el marcador SSR-Gsp.A149, un alelo exclusivo de
107 pb. Se destaca también que sdélo en la harina de San Pedro de Atacama se puede observar un
alelo exclusivo de 232 pb (Figura 31) con el marcador SSR-Gsp.A104 y un alelo exclusivo de 209
(Figura 30) con el marcador SSR-Gd284. Estos polimorfismos observados con marcadores SSR en
frutos de chafiar pueden indudablemente apoyar una justificacidon para solicitar la Denominacion
de Origen de la harina y arrope de chafar. Cabe destacar que el fruto es la materia prima para
elaborar dichos alimentos y que se logré diferenciar mediante caracterizacién genética. Ademas,
estos datos moleculares se correlacionan con los alelos que hemos observado en los arboles de
chafiar de cada localidad o regidn, usando los mismos marcadores SSR (Figura 23, 24, 25, 26 y 27).

4.11.-Publicaciones cientificas sometidas en revistas indexadas.

Hasta el momento se han elaborado tres publicaciones cientificas que fueron sometidas a revistas
indexadas. Sin embargo, hemos procesado y analizado mas datos para elaborar al menos dos
publicaciones mas. En el ANEXO 5 se detallan las publicaciones cientificas y el correo enviado por
el editor de cada revista.
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Tabla 21: Resumen de actividades de difusion

N° Actividad Lugar Fecha
1 Ceremonia de Saldn Auditorio de Minas 13/09/2016
lanzamiento proyecto FIC
2 Reunidn con Asociacién En predio del Sr. Vicente Rodriguez 05/12/2016
de Olivicultores del
Huasco
3 Taller de avance de En Campus Costanera, Sede 25/01/2017
resultados Vallenar-UDA
4 Congreso Internacional En Hotel Sonesta. Evento organizado 04 al 09/07/2017
IUFRO por la agrupacion internacional
IUFRO y la Universidad de
Concepcién
5 Radio UDA Radio UDA. El objetivo fue informar ~ 18/07/2017
los objetivos del proyecto junto con
una de las beneficiarias, Sra. Elena
Molina. Se encuentra disponible el
audio.
6 Reunidn con arroperas de  Se aprovechd el encuentro del Taller  30/08/2017
Chafar de Chaiar convocado por Asesorias
Mandujo y financiado por el GORE
de Atacama, para reunirnos con las
arroperas de chafar.
7 Radio Madero Radio Madero. El objetivo fue 27/09/2017
informar los avances del proyecto
junto con una de las beneficiarias,
Sra. Elena Molina. Se encuentra
disponible el audio.
8 Seminario Chafiar INFOR En Saldn Edificio MOP. Seminario 30/09/2017
sobre Chanar organizado por INFOR,
ver programa adjunto.
9 Curso de Genética para Curso realizado para 20 alumnos y 12y 19/10/2017
beneficiarios no directos 10 profesores de colegios de las
Provincias de Copiap6 y Chafiaral.
10 Ceremonia de cierre de Hotel Atacama Suites Fecha por definir

proyecto
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Actividad N°1: Ceremonia de lanzamiento proyecto FIC “ADN Vegetal de Atacama”.
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PRODUCTORES OLIVICOLAS DEL VALLE DEL HUASCO ESTAN EN PROCESO DE CERTIFICACION DE DEMOMINMACIGN DE ORIGEN DEL ACEITE DE OLIVA EXTRA VIRGEN,

Estudian las diferencias genéticas
de la aceituna sevillana del Huasco

Redaccion

cromicogrdiricaraooma.cl

ncantarse con o acei-

“En Chile no es co-
muin usar la trazabili-
dad genética en pro-
ductos elaborados a

E te de oliva, deyustar - base ce materia pri-
mas 3

conocer los campos

de olives se han ransformado

on una de las actividades obli- RobertoContreras

gadas de realizar para quicnes Docior en Hiologla

wvisitan of Valke ded Huasco. El
clima privilegiado, ademds de
las excelentes condiciones de

Segin explico ¢l doctor

una. Al estudio realizado
durante el aiio 2015, se suman
aportes del Gobierno Regional
de Atacama, a traveés de
recursos del Fondo de
Innovacion para la
Competitividad, FIC-2016, los

Por su parte, el Centro Ex-
perimental Huasco del Instin-
to de Investigaciones Agrope-
cuarias (INIA), desde el 2002,

1 i d ;

mrolioe nnovacion, LD+, en el
sector productive agricola re-
gional, durante el afo 2015 ¢l
Cridesat-UDA postuloal Fondo
de it para b Compe-

«cidn de origen de la aceiuna
de tdd

titividad, FIC, del Gobierno de

ArACA,

]! a
s de 350 olivicul del

de 97 mill de pesos para la

Huaseo, incorporando téeni-
Ia durabili-

implementacion del proyecto
P 4

kit de ik

dad, mejorar s elaboraciion del
método tradicional y estanda-
rizar sus caracteristicas

fieacidn gendtiea para apoyar
la Denominacion de Origen de

dos de acei

suehoy agua, i un  Contreras, “csto permiticd q[“.’ seran Bjet'ufﬂdﬂh' dllmﬂte comercializacion. tuna Sevillana del Hoasco v
ambiente ieal para lograrun identificar de forma certera e 't . Para fundamentar ladeno-  Chanar de Atacama. (ADN ve-
producto inleo, desarrolladas  tanto al vegetal como al pro- este anao. de ordgen del acelte geaalde '

s i decultive  ducto procesado, respakdand de olivay la aceituna de mesa “Este proyecto busca desa

dodege:  lap dencia del prod del Huasco, los productores  mollar una metodologia para
i i f ; s ttas ool | rec PRI s

En yanela pley q al Instituto Naclonal de Prople-  borade al Chadar, asociado a
necesidad de los olivicultores  demanera precisa el producto dad Industrial, INAPL, organis-  Vallke de Copiapd, y odo pro-
de diferenciar su variedad vy comercial de la aceituna del moencargado de laadminis-  ductoelaboradode lasevillana
destacar sus especiales carac-  Huasco™, wrackon y sencidn delosservi- del Huasco, al Valle del Huas-
teristicas, la Universidad de o dhe | icdad industrial — co”, indica el dr. Osvaldo Pa-
Atacama, atrawsdeldoctoren  DENOMINACION DE ORIGEN en Chile, busados en la proce-  ve, director del Cridesat-UDA.
biologia Roberto Contreras, - Hoy, los productores olivicolas dencia geog del produc: “En Chil
genleroagrinomo ¢ investiga-  del Valle del Huasco estdn en o, utllizacion de métodosde  lamazabilidad gendtica en pro-
dor def Centro Reglonal de In- proceso de certificacion de de- claboracion tradicional y b ductos claborados a base de

igacion y llo Sus- inacion de origendelace-  de Origen”, dependiente del  grama indica que el preducto  materia prima: la variedad de  materia primas vegetales, Por
tentable de Atacama, Cridesat-  te de oliva exira virgen y de la ok clVa-  debeser cara  aceinuna “Sevillana”. eso, I idea de desamollar me-
UDA, comenzo un importante  aceituna sajada de mesa. En  le del i la del fa ¥ por me- todologias para la identifica-
estudio que busca establecer  este contexto, varias son las  maosoaceite deoliva tinicopor  dios fisico; asimismo, una de  KIT DE IDENTIFICACION cidn de plantas y productos
las diferencias genéticas de in-  instituciones que, desde dis-  sus caracteristi ganolépti-  las variedades de aceitunain:  GEMETICA elaborados son importantes.
dividuos de distinta proceden-  tintas veredas, han ap s, it cluida la  Conelobjetivo d Ias  para una mejor tipificacion.
i de ba variedad “Sevillana™  con sus estudios, proy: ido de deido oleico, polife:  “Sevillana®, especie gque ha si- idades de prod: y G i beeed
CON respecto a otras varieda:  Investigaciones. noles v con buenas caracterfs-  do plantada en lazona desde  consumidores, ademés dem-  sarvollar un kit para el control
des comerclalizadas en Chile. Segiin el programa “Sello  ticas duticas. Este pro- los tiempaos de la Conquista. pulsar la ip: desa-  d gendtica, sien:
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LA UNIVERSIDAD DE ATACAMA APOYARA LA INVESTIGACION DE LAS ACEITUNAS CON PROFESIONALES ESPECIALISTAS,

doefectivas, accesible y repli-
cable a un bajo costo”, explica
Contreras,

Durante la investigacion,

del chanar como de aceltuna
sajada y aceite ofiva de Sevilla-
nadel Huasco, Es por ello que
In Ulllwrsldad de Atcama

e st mye de
eete afo, se realizard un estu-
dio de la varledad de Olivo Se
villana del Huasco y un estudio
el Chaar. Seevaluas con va
rios marcadores de ADN la di-
ferencia de origen entre los
ccotipas de Sevillana y, par

i con
pm(c-qmﬂ-:sn-spmall’n:n I
borarorios, equipamiento de
biclogia molecular ¢ instru-
menbos. La precision de ks e
nicas genéticas que se utiliza-
ran en este proyecto es similar
a b realizado en o drea foren-

otrolado, de Chaflar de Ataca-  se humana; si bien enun plm
ma con obras varied cipio la ivestigacio
nales. Fi se realfzara o e insumos, al final

un ke de Ieenifieaciin, simpl-
ficanda ¢ proceso de detec:
cidm, seleccionando solo Jos
mejores marcadores de ADN,

“El estudio podria dar un
impukso a la produccion ano

s¢ abtendrd un método de
diagnistico simplificado, que
podra ser aplicado por cual
quier instituckon o empresa in-
reresada”, concluye el director
de Cridesat-UDA. o

Andlisis molecular

Transporte puiblico
retornara a calle
Rodriguez a contar

del lunes

copiapd. Existird una marcha blanca
hoyy hasta manana.

ntar del lunes y de
A manera oficial todas las
lineas de colectivos y

corren actualmente por Los
carrera ya a partir del lunes,
retornan a calle Rodriguez”,

micros que estaban ransitan:  detalld Portilla Barrics.
do por Los Carreris -enie Cabe recordar que, las 1i-
3 Vi Wi e =R

retormarin a surecorrido habil-
tual por calke Rodriguez. Asilo
informalaseremi de Transpor-
tes ¥ Telecomunicaciones de
Atacama, Ericka Portilla.

“A partir del lunes 07 de
marzo ¢l Trangporte Piblico
resoma su recorrido habituala
calle Rodrigoez, v durante este
fin de semana, sibado 05 y do-
ingo O6, vaa existir uns mer-
chablanca conel re dh

lectives y algunos de los reco-
mridos que realizn kos buses de.
S0l de Atacama, comenzaron a
circudir de manera fransitori
por Las Carrera a comienzo de
noviembre, a raiz de los triba-
Jjos de reposicion y conserva-
cidn vial que inicid el Goblemno
a travis de Minvu en calle Ro-
driguez, enire olras vis que se
vieron fueniemente afectadas

que todos ellos estén entera:
dos durante estos dos dias,

# Parael doctor Contreras. “el proceso d inacion de
origen se puede apoyar adicionalmente con un estudio gené-
tico que asocie ol acefte de oliva del Huasco con su zona geo-
grafica: asi se asegura la presencia de la variedad sevillana en
e producio”,

# "La adaptacion deesln variedad por mas de 500 afiosen la
zona del H ido cambios icos signifi-
cativos en el genoma, sn:'ndo é<te un periodo suficiente para
originar dichas modificaciones genéticas, Estos cambios gené
ticos son polimorfismos ubicados en zonas codificantes y no

puedan P ¥, quie
la comunidad tamibién se acos-
rumibre nuevamente, a que va
acnconmrar sus colectives y sis
micros pasando por Rodri-
ek, ya formal y masivamen-
e a partir de cslx lunes 0’ de

porel pazo de I o
arzo de 2015, v que signifiod
o clerre temporal de esta im-
portante calle de Copiapo.

En este sentido, la seremi
expresd su alegria por la habi-
lizaciin de calle Rodrigucz y ¢l
retormo de la locomocion pu-
Blica a esta via. " Estamos my
tﬂl“ entos que el transporte

maArE”, Asegu

e :\sre maoda, tm‘lu el
transporte longitudinal, las |i
neas 1,11, 4, 5, 6,66, 07,7, 077

:aall':canles del ADN nuclear. mlta{mdrlatodel c !

doe cambias de L i para estudios de iden-
tificacion de una variedad en particular. Sobre todo cuanda
esta variedad vegetal tiene un interés comercial™, explicd
Contreras,

ENANITOS

TITO DAVILA

KIUGE HAYASHIDA
TONO SILVA
JAVIER HENRIQUEZ

EVENTO GRATUITO P05

Y77

Rodrigues. Asi esquela :'Nl\!l
nidad va a poder ahi tomar
transporte pablico y, tambi
por supuesto, algunos letreros
del rransporte mayor, de las
micros Sol de Atacama, quere-

Rodriguer por-
I]ll('l"ill!l:l via con una biena
capacidad, los tiempos de los
seméforos estin sjustados al
wranspone piblicoy porque lo
van a hacer en una via nueva,
en buenas condiciones, resul-

wante de la ciudad de Copia-
P, comcluyd, of

SABADO 05 1
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A travis del Centro Reglome] de lnvestigeeiin ¥ Desarrolls Sestenbable de Atoeama, CRIDESAT-TITW

Investigacion de la UDA estudia las diferencias
genéticas de la aceituna sevillana del Huasco

Falabras clave Alkmentacidn CRIDESAT MO+ Ulde Alscamas Ula

Con el objetivo de atender las necesidades de
productores y :nmsnm:durur illemas de desarrollar
mvrsh.ginnl,_dﬁarm]lu e mnmmn, I+D+i, en
sector productive agricola regmna] durante el afio
el CRIDESAT-TTIIA Pustulu al Fomdo de
Innovacion parala ﬂmpmﬂad, FIC, del Gobierno
de Atacama, a dlnilg:se cerca de 97 millones de
pesos para la implementacion Pproyecto
“Desarrolls de un kit de identificacidn genetica para Ao U
rla Denominarcion de Origen de Productos
elaborados de aceituna Sevillana del Huasco v Chatiar de Atacama. (ADN nbverslades E;'I‘_t';_.h"';f" o el demrrolle
vegetal de Atacama)”.

“Este provecto busca desarrollar una metodologia para caracterizar todo
producto elaborado en base al Chatiar, asociado a Valle de Copiapo, ¥ todo
producto elaborado en base a la aceltuna Sevillana del Huaseo, al valle del

Hunasco", indica el Dr. Osvaldo Pavez, director del CRIDESA-UDA.

-'h. S L
L O EAR A Bl

Veren linea | Descargar (FOF)

o7.ogeorh. Hunses. Encantirse con o seeite de olive, depminr seeltunas Sevillanas o conocer los campos de
alivos s han transformade e una de les setividades obligades de reslizar para quienes visitam el ¥alle del Husseo.

El clims privilegiedo, slemis de las excelens dici desnelo ¥ agea, proporcionan un amblenie deal pars
lograr um prodweeto dakes, d Mado & travis de wn shstemn de cultivo tredichonal, traspessdo de genersciin en
gemerackin.

En esie b ¥ anie ln idad de los alivicub de diferenclar su variedsd ¥ destacar s especiales

earacieristhens, s Universided de Alecamn, o trav és del Docior en biologia Roberto Contrerss, iIngenlero agrinoms

¢ investigeior del Centro Reglons] de luvestigecitn ¥ Desarrcllo Swatentable de Atacama, CRIDESAT-UDA, m""::"""::'m"ﬁ
ecomensd un imporfante estudio gque busea esisblecer les diferencies gentticas de imndivideos de distinis b
procedeneis de b varkedad “Sevillana® com respects & olras variedsdes oo merelaliza das en Chile.

Seglin u:plu el Dr. Comtreris, “exto permitied Mentificar de brms certer nto &) vegeisl coms &l prodeets
[ Idamdo 1 p dencls del producto. Tode griciss s wn mitedo shmple y certero gue dentificard
de ]:mlud duck inl de b weeituma del Hsases®.

Demominacibdn de arigen

Haoy, los prodeciores olivicolas del Valle del Huassco esthn en procese de certifiesciin de depominecion de origen
del peeite de ollva extra wirgen v de ls oceitums sejedn de mesn. En este contexto, varis son lus mstiuciones que,

e dlstintas veredes, bab sporiedo con s eatudios, proyecins & v esthpach

Seglin &l programs "Sells de Origen®, d:ﬂdtlﬁe del Miinksterio de Economia, el Valle del Huomsco & la cana del
famoso sceite de alive dnkes por sus ganolépticas, expreandss en su abio contenide de deido
sleico, polifencles y com buemes L wmiracdwiicas. Este prog Indiea gque ¢l prodects debe ser

wocesariamente extra virges y exiraido séle por medios fiseo; asimismoe, wns de lss variedades de aceitums
imclubds pars su producelds e I “Sevillans®, espeche que ha side plantads em bs pona desde los tempos de e . 0 Aot gests Hbwo sobre o apeets

Comidets. clinifies e Universidades del Estadn
Por su parée, o Cemtro Experimeninl Huiseo del Tnsifiwto de Investiges inmes Agropecust ins (INIA), desde el 301z, Yeor mds
lpn,l el proceso de Ieumm- de origen de la aceliuna de mesa sajads (salmuera), 8 mds de 350 olivicullores

del Hmasco, in lcks pare i ba dursbdlidad, mejerar la elaborscion del método tredbebonal y

mﬂunrmuum:iﬂulpull:m:mllm-.
A si mismeo, pars fendsmentar ln denominaciin de origen del aceite de oliva ¥ la acelinm de mesa del Hoasco, los

BOLETIN UESTATALES CL
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Actividad N°3: Taller de avance de resultados

NEANE Positives avances presenta estudio molecular de |3 acefiuna Sevilana del Huaseo ¥ sus dervados

Ver mas [+]
Eagién de Alncams, Hiscoles 39 de Baro 30T

PORTADA  CROMICA POUMCA POLICIAL  DEFORTER ECONOMIA  OPBidN CHILEY EL CLULTURA CUBNTOS  SUSCRIPCIONES  OONTACTD

sglonal

Ciinacs |
Fubiicada el I5M320HT 03:5400 a Ad 0

Positivos avances presenta estudio
molecular de la aceituna Sevillana del

Huascu ) y sus derivados

mmaﬁmﬂmr&:ﬂmhmm
diferenciar, 5 ravs de mamadones molecslsees S5R,
Ia waristad sncesial del Hussos denominads Sevilans
ded ressio de variedades de oitvos producidos & nived

[z

[ Lomskems

financiado con pecwsos dei Fondo de Innovackon para
[a Competiividad, FIC, del Goblznno de Alnoama.

= Eniasemana
& Enelmes

Los calos fusron pressnindos a los inegrantes y & i3 STHAAMT | B Parfida Sociafists realizs
s serrionss. ink=mas .S.l_ﬂ‘l.fﬂﬂ#ﬂ af...
)

‘que agrEges 2THEMHT | Dos hombres adeudaban
walor 8 los producios elaborados ton dilvos de [a vanedad Sevillans def Huasoo mmwlmln-mt

“Fara nosaims £5 siper Importanis este proyecho, ¥ Que nos enfega Rformackon sobne algo 1 o
GuE para muchas &5 obelo, &5 deds, Semosiar i disrenda que fensn nuesinos produckos

STHEWT | Lin evimnjem detenido por @

., una us podemos mdicar &n cuaiquer parte. Eso amenazar a defeciive misnims era
referza nuestra entiad, 23 da valor a nusstos producios, Ros pemie dstingur s Recalizado EARITCT ADNI?SI[]N
fortalezas respechs 8 os demds”, sefiain ¢ "o [0 , 45
Asociacitin Gremial de AgricuRores de i Provincia 08l Hussoo (AGA Huasco). 2THER2NT | Cusiro deienidos Fas ver e "l
‘nasirado infenio de robar en |8 tenda La
Fam Viceni= Aodriguez, produrtor de aceike de oiva y aceliiuras de mesa, “egios ssiudos son Pofar EASES | onens
muy Imporianies porgue: son uea fomma de cerficar que neesio acels bene denominacan de UELKUHTE |
origen de sceiluns Sevilana, producida =n el Valie de Huasoo. Hoy, qus vemos los primens 2TRMNT | Mineras Bl Abra y Skerm i"‘"”" ”.M,"_ ]][:['.][“I
resultados dei Propecio ¥ as propscoionss que puede faner, pueds declr qus pusdes sar de gran - Gonda valomn apore de Exponor & ]
=yuda pars ios olfveros”, indics. resision de: desafios del sechor L
Curant= ia jornads se presentancn ios svances obbenidos durants =1 desamclic ded Proyechs ¥ STHENMNT | Estudio en piantas | ndicariwes Boondmions
se indicaron [as acciones gue iR Quedan por concoretar Ademas, i 0= manema a5 de Alncams
SUFPIEToN MUsYas Dropuestas por parde de los cliviouiores. estabierer principaies. falles &n =sie Hpo .
de penemcion soiar !
En esi= sEnfida, - o by Fiic o “mag ‘qu= &l progecio avanos i
D ey, (S s jmo 0 s i
5& pumden ampdiar s rosciros in que aportary, al mmﬁm* de ATQCarn

mmmumrmmahmm para sair &l mundo 3
entregar rsesinos producios”, explcl.

Finaimens, & Or. Roberis Confrares seflald que "5l bien s nos queadan estudios por realizar,
fras la jomada se presentarcn nuevas ideas para avanzar en obos tipcs de andliss o
detecrionss, por sjsmpio, en las posibies mezcias de acefi= gue & offecen como “oiva” de
ransa frausiuienta. Do esta manems & consumidor obtendrd un producio gue =5 proplo de |y
zoms geografion: de origen, produckio con oftvos de Sevillama ancesiral®, conchugs.

) =

habitacoral =n Tema Amaria

TieciiC: U sersfusuaroDes kopFIC %:20201 5% 20{Roberio DHESC 3%6 3me H0FIC 36201 504/Noticlas, %2 Darficulos % 20FIC %201
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Actividad N°4: Participacion en Congreso Internacional IUFRO Tree Biotechnology

[Poster 4.2]

GENETIC DIVERSITY OF GEQFF,
"ROEA DECORT} ARE
AND ISSR MOLECULAR MARKERS, e i

= .
incenzo Porcile Saavedra (1), Fernanda Aguayo Cruces (1), Roberts Contreras Diaz (1).

1: Centro Regional de Investizacis i I
Atacama, Copayapu 485, Capinpé.cﬁ;: T" ef de Atacama (CRIDESAT), Universidad de

Geaffroea decorticans (Chafiar) is a tree species of the family Fabacese that inhabits Atacama Desert from Chile,
likewise this species grows in the center and north of Argentina, and south of Peru, Bolivia, Uruguay and Paraguay.
Chaiiar is a tree that offers various uses productive such as firewood, forage for animals, medicine plant and culinary
IUFRO TREE ! preparations, these last two elaborated with Chanar fruit. In Chile the Chafiar forest has been fragmented and reduced
in area due to the indiseriminate extraction and unsustainable use caused by human action. As a consequence, the siate
B [ OT EC H N O LOGY L of preservation of this species was categorized as "Vulnerable”. The aim of this study was to analyze genetic diversity
f in 70 individuals of Chafiar that are distributed in five provinces from northern of Chile: Arica-Parinacota, Tarapaca,
4TH - 9TH JUNE 2017 Loa, Copiapé and Alto del Carmen. Genetic variability was assessed using thirteen ISSR and eleven RAPD primers
E which generated more than 90% of polymorphism. The results showed significant genetic differentiation among indivi-
duals of each province. Moreover, we examined the genetic relationships between individuals using ISSRs and RAPDs
that evidenced four clusiers well defined, Both ISSR and RAPD methods are sufficiently informative to evaluate genetic
variability and could be an altemnative to identify Chaiiar genotypes of interest considering their capacity of adaptation
CONFERENCE BOOK eyt b s T ot e s conbwion o it Cont,

could afford future genctic and ion of con fon programs.

TIGACION
ACAMA
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Actividad N°7: Seminario de Chafiar

PROGRAMA

B:30-9:00

09:00-09:30

9:30-10:00

10:00-10:30

10:30-11:00

11:00-11:30

11:30-12:00

12:30-13:00
13:00-14:30

15:00—15:30

15:30-16:00

16:00-16:30

16:30-17:30

17:30-18.00

18:00-18:30

FICAD

vegetal de Atacama

Srta. Angelica Evensen;

Inscringi
nscripciones e
L Sra. Pamela Pacheco; INFOR
Charla 1: Dra. Sandra Gacitua;
Presentacion General del Proyecto Subgerente Sede Diaguitas
INFOR
Charla 2: . .
Recurso Forestal Chafiar, en la region de CONA € :Lneﬁde.Amcama.
n por definir
Charla 3:

Biodiversidad de las poblaciones de
Chafiar, uso de bimecnulugia

5r. Roberto Contreras
CRIDESAT-UDA

CAFE
Charla 4:
Importancia del recurso Chafiar para los
pequefios propietarios.
Mesa Redonda

(moderador Sandra Gacitua)
Almuerzo (casino de MOP)

Charla 5:

Seleccion de drboles plus y productividad
frutal en poblaciones de chanar en la
cuenca del rio Copiapd
Charla 6:

Areas potenciales para establecimiento y
producdon de frutos de Chanar
Charla 7:

Manejo silvicola para la produccion de

frutos de Chanar en la region de Atacama.

Charla 8:

Dano en frutos de Chahar por Amblycerus
dispar y dindgmica poblacional en la
produccion de frutos.

Mesa Redonda
[moderador Sandra Gacitua)
Coctel de Camaraderia

COPAYAPU 485 | WWW.UDA.CL | REGION DE ATACAMA

Sr_ losé Cordero
Comunidad Piedra Luna

Todos los expositores

5r. Braulio Gutiérrez; INFOR

5r. Enrigue Villalobos;
INFOR

5r. Juan Carlos Pinilla;
INFOR

Luis Cerda;
UDEC

Todos los expositores
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Actividad N°8: Curso de Genética realizado a alumnos y profesores de liceos de Copiapd, Calderay
Chaiiaral

HE2018 Pdgina 2 | El Diaro de Atacama - 26.11.2017
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UNIVERSIDAD
DE ATACAMA

UNIVERSIDAD DE ATACAMA

REGISTRO I

AUTORIZA EJECUCION DE CURSO PRACTICO DE
EXTENSION CRIDESAT

COPIAPO, 11 octubre de 2017
RESOLUCION EXENTA N& 257
VISTOS:

Lo dispuesto en los D.F.L. Nros. 37 y 151, de 1981, el
Decreto Supremo N¢ 377, de 2014, todos del Ministerio de Educacién Publica; la Resolucién N21600,
de 2008, de la Contralorfa General de la Repiblica; el Decreto UDA Nro. 010 de 2000 y sus
modificaciones, 027 de 2007 y sus modificaciones, Resclucién Exenta UDA N° 078, de 2004 y en el art.
52 de laley 19.880:
CONSIDERANDO:

< La Providencia n® 211, de 10 de octubre del Sr. Vice-
rector Académico.

El Ord. 53, de 05 de octubre de 2017, del Sr. Director
de Proyecto FIC1504, y Director CRIDESAT.

La Resolucién Exenta N° 09, Registro H, de 11 de
marzo de 2016 que Regulariza y aprueba jos de ferencia de r fondo de innovacién
para la competitividad suscritos entre ¢l Gobierno Reglonal de la Regién de Atacama y la Universidad
de Atacama afio 2015.

RESUELVO:

AUTORIZASE la dictacién del curso practico de
extensién a realizarse en cuatro clases: los dfas 12 y 19 de octubre y 7y 15 de noviembre, denominado:
“Genética vegetal a profesores y estudiantes de la Regién de Atacama, en el marco del plan de difusién
para beneficiarios no directos del Proyecto FIC 1504 <<Desarrollo de un kit de identificacién genética
para apoyar la denominacién de Origen de Productos elaborados de aceftuna Sevillana del Huasco y
Chaiar de Atacama (ADN vegetal de Atacama)>>" segiin se indica a continuacién:

NOMBRE CURSO-PRACTICO : Curso practico sobre la técnica "Reaccién en Cadena de las

Polimerasas (PCR)" para d y de colegios de
Atacama -

METODOLOGIAS i Clase préctica 90% y Clase teérica 10%
DURACION : 8horas
PROFESOR :  Dr. Roberto Contreras Dfaz, Especialista en Genética Vegetal
ASISTENTES :  Vincenzo Porcile Saavedra, Biotecndlogo

% Fernanda Aguayo Cruces, Biotecndloga
PARTICIPANTES :  Total 90 personas (20 profesores y 70 estudiantes escolares)
UNIDAD EJECUTORA 1 CRIDESAT
LUGAR : Laboratorio CRIDESAT
OBJETIVO GENERAL : Apoyar el aprendizaje de la biologfa molecular a profesores y

estudiantes escolares de la region de Atacama a través de la
utilizacién de la técnica de Reaccion en Cadena de Polimerasas
(PCR)

OBJETIVO TRANSVERSALES @ 1) Preparar reacciones bioquimicas
2) Aprender a usar equipos cientificos de laboratorio

ACTIVIDADES ;  Primera sesion: Extraccién dg.ﬁ-ﬂg f_é]i_do Vegetal
Segunda sesién: Uso de PCR con cebadores especificos de plantas
Tercera sesi6n: Discusion de los's
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CRIDESAT

4.13.-Resumen de metas obtenidas por actividad segun indicador de resultado

Tabla 22: Tabla resumen de metas obtenidas segun indicador de resultados

Nombre de la Actividad

Indicador de resultado

Resultado actual

1.-Recoleccidn de

muestras

vegetales de aceituna Sevillana del

Huasco.

- 100 muestra de hojas
de 100 y 50
muestras de frutos de 50
Valle del

individuos

individuos  del
Huasco.

- 100% completado
(ver Anexo 1)

- 1000 ml de aceite (50 ml por
20 productores de aceite)

- 100% completado
(ver Anexo 1)

- 50 muestras de hojas
y 50 frutos de variedades de
olivos en la E.E. INIA Huasco.

- 100% completado
(ver Anexo 1)

- 100 hojas y 100 frutos
de 100 individuos de Sevillana
de Valle de Azapa (Arica).

- 100% completado
(ver Anexo 1)

- 50 hojas y 50 frutos
de 50 individuos de Sevillana
de Antofagasta.

- No se observo

establecimiento de arboles
centenarios de sevillana en
Antofagasta. Se  consultd
ademds a profesionales de
INDAP vy agricultores de la

Regién de Antofagasta.

- 100 hojas y 100 frutos
de 100 individuos de Sevillana
de Copiapd.

- 100% completado
(ver Anexo 1)

- 50
individuos

hojas de 50
de Sevillana de
Totoral.

- 100% completado

2.-Recoleccién de
vegetales de Chafiar

muestras

- 100 hojas y 100 frutos
de 100 individuos del Valle de
Copiapé.

- 100% de individuos de
Chariar colectados.
(ver Anexo 1)

- 50 hojas y 50 frutos
de 50 individuos del Valle del
Huaso.

- 100% de muestras de
hojas.
(ver Anexo 1)

- 50 hojas y 50 frutos
de 50 individuos de la Region
de Coquimbo.

- 100% completado
(ver Anexo 1)
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- 50 hojas y 50 frutos |- 100% completado
de 50 individuos de la Regidn | (ver Anexo 1)
de Antofagasta.

- 50 hojas y 50 frutos |- 100% completado
de 50 individuos de la Regidn | (ver Anexo 1)
de Tarapaca.

- 50 hojas y 50 frutos |- 100% completado
de 50 individuos de la Regidn | (ver Anexo 1)
de Arica-Parinacota.

3.-Caracterizacion morfoldgica 100 caracterizaciones | - 100% completado
varietal y del ambiente de la zona | morfoldgicas de frutos de |(ver Anexo 2)
geografica de Sevillana y Chafiar. sevillanas de Huasco, y 300
caracterizaciones morfoldgicas
del resto del pais.

- 100 caracterizaciones | - 100% completado
morfoldgicas de frutos de | (ver Anexo 2)

chafiar del Valle de Copiapé, vy
300 caracterizaciones
morfoldgicas de Chafiar
provenientes del resto del pais.

- Caracterizacion de |- 100% completado
ambiente, suelo y agua del
Valle del Huasco y el Valle de
Copiapd basado en
compilacion de informacion de
instituciones regionales (INIA,
INDAP, CONAF, DGA y otros).

4.-Extracciéon de ADN de muestras | - 450 extracciones de |- 100% completado
vegetales y productos elaborados | ADN de hojas de Sevillana de
base de Sevillana y Chaiar. 450 individuos provenientes
del norte de Chile.

- 250 extracciones de |- 100% completado
ADN de fruto de Sevillana de
250 individuos provenientes
del norte de Chile.

- 20 extracciones de |- 100% completado.
ADN de muestras de aceite de
oliva de  Sevillana (20
empresas)

- 100 extracciones de |- 100% completado.
ADN de hoja de otras
variedades de olivos (no
Sevillana).
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- 450 extracciones de
ADN de hojas de Chafar de
450 individuos provenientes
del norte de Chile.

- 100% completado

- 250 extracciones de
ADN de fruto de Chafiar de 250
individuos provenientes del
norte de Chile.

- 100% completado

- 60 extracciones de
ADN de muestras de arrope de
Chaiiar.

- 100% completado

- 40 extracciones de
ADN de harina de Chaiar.

- 100% completado

- 30 extracciones de
aceite de Chanar.

- No hay aceite de
Chafar, es poco lo que se
produce.

- 50 extracciones de
ADN de otros ecotipos de
Chafiar fuera del pais.

- No se pude realizar
internacion de especies de
Chafiar desde otros paises ya
que el SAG no lo permite, sin
embargo, esto no afectaria al
objetivo del proyecto ya que se
busca denominacién de origen
(DO) para nuestros productos
de chafiar dentro de territorio
chileno. Ademas el INAPI se
basa en otorgar DO basandose
en lo que existe en territorio
nacional.

5.-Evaluacion de marcadores
moleculares de ADN en Sevillana y
Chanar.

- 450 analisis de perfil
genético con marcadores ISSR
y RAPD de muestras de
Sevillana del Huasco y el resto
de Chile.

- 100% completado

- 200 analisis de perfil
genético con marcadores SSR
de muestras de Sevillana del
Huasco y el resto de Chile.

- 100% completado

- 30 analisis de perfil
genético de aceite de oliva del
Huasco con marcador SSR.

- 100% completado
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- 50 analisis de perfil | - 100% completado
genético con otras variedades
de oliva con marcador SSR.
- 60 secuencias de ADN | - 100% completado

(ver Anexo 4)

- 450 analisis de perfil
genético con marcadores ISSR
y RAPD de muestras de Chafar
de Copiapd y el resto de Chile.

- 100% completado

- 200 analisis de perfil
genético con marcadores SSR
de muestras de Chafar de
Copiapd y el resto de Chile.

- 100% completado

- 40 andlisis de perfil
genético de arrope de Chafiar
con marcador SSR.

- 100% completado

- 50 analisis de perfil
genético de Chafar con otros
ecotipos de otras regiones con
marcador SSR.

- 100% completado

- 60 secuencias de ADN
(800 pb) de Chafiar de Copiapd
de 60 individuos vy 30
secuencias de Chanar de otras
regiones.

- 100% completado
(ver Anexo 4)

6.-Desarrollo de Kit de identificacidon
genética para Sevillana del Huasco y
Chafiar de Atacama

-Desarrollo de 1 kit de
identificacién genética para la
Sevillana del Huasco.-

100% completado

-Desarrollo de 1 kit de
identificacién genética para el
Chaiiar.

100% completado

7.-Elaboracion de articulos
cientificos en revistas indexadas

1 Articulo cientifico sobre 100% completado
variedad de olivo Sevillana. ANEXO 5

1 Articulo cientifico sobre 200% completado
chafar. (Se elaboraron dos articulos

cientificos de chafiar) ANEXO 5
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5.-CONCLUSION

e Las caracteristicas morfoldgicas de los frutos de la variedad Sevillana (Azapa) presenta
diferencias de tamafio y peso entre los producidos en el Valle de Huasco y Valle de Azapa,
siendo los frutos de Azapa significativamente de mayor tamafio y peso que los del Huasco,
debido probablemente a la temperatura mas célida que presenta Azapa .

e Aligual que los frutos de olivo, observamos diferencias significativas de tamafio y peso en
los frutos de Chafiar, siendo los frutos de Azapa-Lluta de mayor tamafio y peso que los de
Pachica, Calama, San Pedro de Atacama, Copiapd y Alto del Carmen, y asi como en la
aceituna, esto debido al parecer a la mayor temperatura que presenta el Valle de Azapa-
Lluta.

e Se ha desarrollado un método de extraccion de ADN para hoja, frutos, harina y arrope de
chanar, no habiendo sido documentado ni reportado anteriormente.

e A partir de cuatro protocolos de extraccion de ADN de aceite de oliva, se desarrollé un
nuevo método el cual combina lo mejor de cada uno, obteniendo mayor cantidad de ADN
(a partir de 2 mL de aceite) a partir de aceites elaborados de manera artesanal o bien con
métodos modernos como centrifugado en frio.

e Se ha podido identificar genéticamente arboles de cualquier variedad de olivo a partir de
marcadores moleculares ISSR, RAPD y SSR, éste ultimo con mejor resultado.

e Se consiguid por primera vez observar con marcadores ISSR y SSR la existencia de
diferencias polimadrficas entre arboles de chafiar de distintas regiones del norte de Chile, lo
cual sirve como base para justificar la DO de productos de chafiar de Copiapd, ya que estos
arboles son exclusivos de su localidad geogréfica.

e Se ha cuantificado a través de cinco marcadores de ADN la existencia de diferencias
genéticas entre frutos y harinas de chafiar de diferentes regiones del pais, lo cual también
sirve como base para justificar la DO de productos de chafar de Copiapé.

o Se logré determinar el limite de deteccién de un aceite que posee Sevillana del Huasco,
observando la deteccidén de la variedad Sevillana al 10% del contenido en aceite, incluso
creemos que con el método se puede detectar a menos del 5%.

e Se consiguid diferenciar genéticamente cualquier variedad de aceitunas a partir de los

marcadores moleculares SSR, diferenciando sobre todo la Sevillana del Huasco de las del
resto de aceitunas comercializadas en Chile.
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Se ha podido caracterizar genéticamente, a partir de tres marcadores SSR, los aceites de
oliva de distintas partes de Chile, logrando identificar la variedad con la cual se elaborg,
sin embargo, la variedad Sevillana o Azapa tiene alelos muy parecidos a los de Arbusana y
Picual, lo que dificulta su identificacion exacta, pero se puede resolver estudiando otros

potenciales marcadores SSR.

Se ha conseguido desarrollar un kit de identificacidn genética para aceituna y pastas de
olivo, y ademas, la identificacidn de aceites elaborados con Sevillana.

Se ha conseguido desarrollar el primer kit de identificacién genética para frutos y harina
de chafar, materia prima base para producir arrope de chaiiar.
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7.-ANEXOS
Anexo 1: Localizacion geografica de muestras de olivos y chainar
Anexo 2: Caracterizacién morfoldgica de frutos de olivo y chafar de diferentes localidades

Anexo 3: Perfiles genéticos de electroforesis
Anexo 4: Secuencias de ADN de Olivo y Chainar
Anexo 5: Publicaciones Cientificas

Anexo 6: Resumen Ejecucion Financiera del proyecto
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