CARACTERIZACION VARIETAL DE ACEITE DE OLIVA VIRGEN
MEDIANTE TECNICAS DE AMPLIFICACION DE ADN
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Desarrollo de técnicas de amplificacion de ADN (PCR)

Posibilidades para la aplicacién de marcadores moleculares
en la mejora del olivo

Ausencia de informaciéon sobre la secuencia del genoma de olivo
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RAPD fue la primera técnica de amplificacion de ADN utilizada

|

Transformacion de RAPDs en SCARs

Simple Sequence Repeats (SSRs o microsatélites)

§ Cebador Forward
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Utilizacion de la tecnologia QRT-PCR

« Deteccion de los marcadores en sistemas de alto rendimiento

« Permite la cuantificacion = OLIV-TRACK

Utilizacion de sondas TagMan®
(actividad 5'nucleasa de la Taq + FRET)

acion de SYBR Green

Fases de la PCR

Fase 1 (geométrica)

Ventajas de la cuantificacién en tiempo real
PCR en tiempo real vs PCR convencional

Fase 2 (lineal) -
—
—
Fase 3 (plateau) log F
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Aportacion de las técnicas de amplificacion de ADN al analisis
de las caracteristicas del aceite de oliva:

- Determinacion del/los cultivar(es) que intervienen
- Cuantificacion de los cultivares que intervienen en una mezcla
- Deteccion de posibles fraudes

- Informacién sobre la zona de origen (polen)

Evaluacién de los métodos de extraccién de ADN de aceite de oliva

Para posibilitar la adaptacion de los métodos para su utilizacion a nivel industrial, la
evaluacion de los métodos de rendimiento superior a 400 ng/ml aceite se ha realizado en
los siguientes términos:

*Cantidad de ADN extraido

+Coste unitario

*Tiempo de ejecucion

*Equipamiento requerido

+Cualificacion del personal

~Amplificacion con diferentes tipos de marcadores moleculares (SSR, RAPD, AFLP, SNP)

WP5: Evaluacion del ADN extraido de aceite y aplicaciones

D13. Reconstruccién de eventos durante la cadena productiva
(efectos de la matriz) (confidencial).

D14. Condiciones estandarizadas para la extraccion, amplificacion
y anélisis de ADN (confidencial).

Cultivares analizados

Alfafara, Alorefia, Arbequina, Ascolana Tenera, Ayvalik,

Bical, Blanqueta

Carolea, Castellana, Changlot Real, Chemlali, Chetoui, Cobrangosa, Coratina,
Cordovil de Serpa, Cornicabra, Cakir

Domat

Empeltre

Farga, Frantoio

Galega, Gemlik, Gerboui, Gordal Sevillana

Hojiblanca

Kaissy, Kalamon, Konservolia, Koroneiki

Leccino, Lechin de Granada, Lechin de Sevilla

Manzanilla Cacerefia, Manzanilla de Sevilla, Memecik, Meski, Moraiolo,
Morisca, Morrut

Picholine Marrocaine, Picual, Picudo

Sevillenca, Sourani

Uslu

Verdial de Badajoz, Verdial de Huevar, Verdial de Vélez-Malaga, Villalonga
Zaity

Toma de muestras a distintos niveles de la cadena de produccion

Aceitunas
| Limpieza y lavado

Pasta

Centrifugacion o
Solido/Liquido rujo

Fase oleosa

Agua de lavado

Aceite de oliva virgen

Condiciones estandarizadas para la extraccion, amplificacién y analisis de ADN

Multiplexado de marcadores microsatélites

Marcadores de ADN mitocondrial y cloroplastidial
Identificacién de SNPs en olivo

Puesta a punto de la técnica de PCR en tiempo real para la
cuantificacion de trazas de ADN en el aceite

Generacion de sondas para un biochip o microarray
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