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Resumo

Resumo

As oliveiras centendrias sdo uma marca da paisagem Transmontana e a obtencédo de
azeites diferenciados destas arvores poderd ser um nicho a explorar, com vantagens
econOmicas, sociais e ambientais. Esta estratégia s6 sera viavel apds a caracterizacao
genética das cultivares de oliveiras centenérias existentes na regido. O presente trabalho
teve como objetivo caracterizar morfologicamente e geneticamente, através da analise
por microssatélites, cultivares de oliveiras centendrias existentes na regido
Transmontana. Neste estudo foram ainda incluidas cultivares tradicionais
frequentemente plantadas na regido de forma a elucidar possiveis relacdes de filogenia
entre estas e as centenarias.

Os resultados da analise morfologica do fruto, endocarpo e folha das oliveiras
amostradas (15 tradicionais e 17 centenarias) ndo permitiram uma diferenciacdo
completa das duas populacbes. Os caracteres mais diferenciadores nas oliveiras
tradicionais estavam relacionadas com a folha e a forma do fruto, enquanto que nas
centenarias estavam relacionadas com o peso e diametro do fruto e endocarpo. As
caracteristicas do endocarpo foram as que permitiram uma maior diferenciacao das duas
populagdes.

Os 12 loci utilizados na anélise genética permitiram detetar 74 alelos nas 32
oliveiras e evidenciaram a existéncia de uma grande diversidade. A populacdo de
oliveiras centenarias apresentou uma maior diversidade genética e numero de alelos
privados, comparativamente com a populagdo de oliveiras novas. Em ambas as
populagdes foi registado um excesso de heterozig6ticos. Apesar do baixo valor de Fsr
observado (0,030), a analise do structure permitiu a diferenciacdo das duas populacdes
de oliveiras e sugeriu a possibilidade de algumas das oliveiras novas terem origem das
centenérias. Dos loci estudados, UDO-011 e DCA18 foram o0s que permitiram uma
maior diferenciacdo das duas popula¢Bes podendo ser bastante Uteis na certificacdo de
oliveiras centenarias.

O teste de Mantel evidenciou uma correlacdo positiva e altamente significativa
entre os caracteres morfologicos, em especial os relacionados com o fruto, e a analise
molecular. Com base nos resultados obtidos é recomendavel a conservacdo da

populacdo de oliveiras centenarias por apresentar uma grande diversidade genética.

Palavras-chave: Olea europaea L., microssatélites, diferenciacdo, estrutura

populacional, folha, fruto, endocarpo.




Abstract

Abstract

Centenary olive trees are a typical element on Tras-os-Montes landscape, being the
extraction of differentiated olive oils from these trees a potential niche to explore, with
economic, social and environmental benefits. This strategy will be only feasible after
the genetic characterization of the centenary olive trees of this region. This study aimed
to characterize both morphologically and genetically, through microsatellite analysis,
the centenary olive trees in the Tras-os-Montes region. In this study were also included
traditional cultivars of this region in order to elucidate possible phylogenetic
relationships between these and centenary olive trees.

The results from the morphological analysis of the fruit, endocarp and leaf from the
15 traditional and 17 centenary olive trees did not allow a complete differentiation of
the two populations. The most distinguishable morphological trait in traditional
cultivars were related to leaf and shape of fruit, while in the centenary olive trees were
most related with the weight and diameter of both the fruit and endocarp. The traits
related with the endocarp were the characters that allowed a better differentiation of the
two olive tree populations.

The 12 loci used in the genetic analysis allowed the detection of 74 alleles in the 32
olive trees and showed a great diversity. The centenary olive trees population showed a
higher genetic diversity and number of private alleles when compared to the traditional
olive trees population. In both populations was observed an excess of heterozygotes.
Despite the low Fsr value observed (0,030), the structure analysis allowed the
differentiation of the two olive trees populations and indicates that some of the
traditional olive tree cultivars may be originated from the centenary olive trees. Among
the studied loci, UDO-011 and DCA18, allowed the greatest differentiation of the two
populations and may be useful in the certification of centenary olive trees.

The Mantel test showed a positive and highly significant correlation between
morphological traits, especially those related to the fruit, and molecular analysis. Taking
into account the results, it is suggested the conservation of the centenary olive tree

population due to their higher genetic diversity.

Keywords: Olea europaea L., microsatellite markers, differentiation, population

structure, leaf, fruit, endocarp.
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Enquadramento

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie arbdrea que se encontra dispersa por
quase todo o mundo (Ghanbari et al., 2012) apresentando elevada importancia
econOmica, sobretudo nos paises da bacia mediterranica incluindo Portugal (Gomes et
al., 2012). Os produtos derivados do olival, em especial o azeite e a azeitona de mesa,
tém um peso importante na economia nacional, tendo a sua exportacdo gerado no ano de
2012 cerca de 268 787 milhdes de euros (Estatisticas Agricolas, 2012). Em Tréas-o0s-
Montes, segunda maior regido produtora de azeite em Portugal (COI, 2012), a cultura da
oliveira detém igualmente consideravel importancia economica (Peres et al., 2011).
Contudo, o mercado de azeite sendo muito competitivo e com precos instaveis e baixos,
incompativel com os elevados custos de producdo dos olivais tradicionais que
constituem a maioria das exploracdes na regido, tem originado consideraveis perdas de
rendimento dos produtores. Uma das estratégias para fazer face a esta concorréncia,
cada vez mais intensa, passa pelo desenvolvimento de novos produtos uma vez que a
tendéncia do mercado aponta para o aumento da procura de diferenciagdo e qualidade.
Neste ambito, destaca-se a producéo e comercializacdo de azeites obtidos a partir de
oliveiras centendrias. A procura destes azeites tem vindo a aumentar sobretudo nos
mercados internacionais e constitui um produto de valor acrescentado. E na qualidade
da matéria-prima de cultivares mais adaptadas aos sistemas minifundiérios, dominantes
na regido, e na sua diferenciacdo e/ou singularidade, que reside o valor destes azeites.
Contudo, para que estas iniciativas consigam credibilizacdo e a garantia da presenca
destes azeites no mercado de forma sustentdvel é importante que se conheca a
diversidade genética e fenotipica destas arvores centenarias, que sdo desconhecidas na
regido Transmontana.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo caracterizar
morfologicamente (fruto, endocarpo e folha) e geneticamente (através da analise de
microssatélites) cultivares de oliveiras centendrias e cultivares tradicionais,
frequentemente plantadas na regido Transmontana. Os resultados obtidos permitirdo
assim aumentar o conhecimento sobre a variabilidade genética e as relacdes
filogenéticas entre as oliveiras.

Adicionalmente, espera-se contribuir, no futuro, para a identificacdo de um
marcador molecular que podera ser utilizado como certificador de oliveiras centenarias.
A caracterizagdo genética e a analise filogenética de cultivares centenarias podera ainda
facultar informacgdo importante para a criagdo de um banco de germoplasma e para a

compreensdo da origem das oliveiras atualmente cultivadas.
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Introducao

2.1. A culturada oliveira e sua importancia a nivel nacional

A oliveira é uma das &rvores mais antigas cultivadas no mundo (Doveri & Baldoni,
2007). Esta arvore frutifera pertence a familia Oleaceae, ao género Olea e a espécie
Olea europaea L. (Doveri & Baldoni, 2007).

Atualmente, € cultivada em quase todo o0 mundo (Ghanbari et al., 2012). Porém, por
questBes edafocliméticas, o seu cultivo é feito essencialmente em duas zonas do globo
que se situam entre os paralelos 30 e 45 dos hemisférios norte e sul (Figura 1) (COl,
2008). E, contudo, na bacia do Mediterraneo que o seu cultivo esta centrado para a
producdo de azeite e azeitona de mesa, representando cerca de 95% (Yildiz, 2010) da
superficie oleicola mundial (Gomes et al., 2012). Os estados membros da unido
europeia (UE-28) sdo responsaveis por 65% da producdo mundial de azeitona, com
Espanha a liderar, seguido da Itdlia e da Grécia. Estes paises sdo, igualmente, os
maiores produtores mundiais (FAOSTAT, 2014). Portugal ocupa a décima posi¢cdo no
ranking mundial e a quarta posicdo a nivel da UE (FAOSTAT, 2014) com uma
producéo de azeitonas (para azeite e de mesa) na ordem das 416 599 toneladas no ano
2012 (Estatisticas Agricolas, 2012). No mesmo ano, as exportacdes de azeitona de
mesa, em Portugal, rondaram as 14 280 toneladas (cerca de 5 439 000 euros) e as de
azeite 96 077 toneladas (cerca de 263 348 000 euros) (Estatisticas Agricolas, 2012).

Figura 1- Distribuicdo geogréfica das principais zonas de cultivo de O. europaea L. a nivel mundial.
Fonte: COI, 2008.

Para além da importancia econémica, a cultura da oliveira em Portugal possui
igualmente uma enorme relevancia a nivel social e paisagistico (Peres et al., 2011). A

maioria da area olivicola esta localizada nas regides do interior mais desfavorecidas e
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com menor densidade populacional. Deste modo, o cultivo da oliveira para além de
contribuir para a coeséo social e territorial, também constitui uma importante fonte de
emprego e, consequentemente, colabora para a fixacdo das populagdes rurais. A nivel
paisagistico a cultura da oliveira também € bastante importante, uma vez que os olivais
sdo uma marca da paisagem nacional, nomeadamente nas regides do interior do pais.
Derivado desta beleza, o setor do turismo tem vindo a aumentar com o passar dos anos,
0 que poderda ser um complemento muito importante ao rendimento da empresa

agricola.

2.2. Principais cultivares de oliveiras existentes em Portugal

Portugal contém cinco principais regides de cultivo de oliveiras: Tras-os-Montes,
Beira Litoral, Beira Interior, Ribatejo e Oeste e Alentejo. No ano agricola 2010/2011 a
regido de Tras-os-Montes foi a segunda maior produtora de azeite e azeitona de mesa,
contribuindo com 25% e 27%, respetivamente, para a produgdo nacional (Figura 2)
(COl, 2012). As cultivares predominantes nesta regido sdo a Cobrangosa, Verdeal,
Madural, Negrinha e Santulhana (Alves, 2007).

A Beira i . B Beira
Litoral Rig)zts?eo ¢ Litoral  Ribatejo e
4% 5% Oeste 7%

6%

Alentejo
54%

Beira Alentejo
51%

Beira
Interior
10%

Interior
11%

Tras-os-
Montes
25%

Tras-os-
Montes
27%

Figura 2- Producdo de azeite (A) e de azeitona de mesa (B) por regido, em 2010/2011.
Fonte: COI, 2012.

No Alentejo, maior regido produtora de azeite e azeitona de mesa, na atualidade, a
nivel nacional (COIl, 2012), predominam as cultivares Galega, Cordovil, Verdeal,
Cobrangosa, Macanilha, Carrasquenha, Bical de Evora, Redondil, Conserva de Elvas e
Azeiteira (Alves, 2007). No Ribatejo estdo presentes maioritariamente as cultivares
Galega, Cobrancosa e Lentisca e nas Beiras Litoral e Interior sdo cultivadas as
variedades Galega, Cordovil, Bical, Cobrancosa, Carrasquinha e Cornicabra (Alves,

2007). Em todas estas regides é possivel encontrar alguns exemplares de oliveiras
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centenarias, em especial nos olivais tradicionais, cuja identidade da cultivar é
praticamente desconhecida. Em particular, na regido de Trés-os-Montes, estas oliveiras
centendrias sdo uma caracteristica da paisagem. Contudo, a informacao sobre o nimero
de exemplares existentes, bem como o seu potencial de producdo e a sua caracterizagdo
sdo ainda desconhecidos. De igual modo, a sua protecdo ou mesmo exploracédo

sustentavel ndo é praticada.

2.3. Oliveiras centenarias e sua importancia

Na atualidade tem-se assistido a intensificacdo da producdo de azeitonas pela
plantacdo e/ou reconversdo de olivais tradicionais por olivais intensivos e super-
intensivos. Esta reconversdo implica, inevitavelmente, a perda de exemplares de
cultivares nacionais, algumas das quais centendrias, devido a sua substituicdo por
variedades exoticas mais adaptadas aos dois novos modos de producdo intensiva. Tal
prética ira conduzir a uma perda de biodiversidade que afetara todo o ecossistema e
favorecera os processos de degradacdo como a sobre-exploracdo dos aquiferos,
contaminacdo do solo por pesticidas e fertilizantes, erosdo do solo e alteracbes da
paisagem. A tipicidade dos produtos do olival, provenientes das variedades regionais,
ficara igualmente comprometida.

A regido de Tras-os-Montes, devido a estrutura minifundidria das exploracdes
olivicolas, é restritiva a implementacdo de modos de producdo intensiva, tendo como
resultado a perda da capacidade competitiva nos mercados externos e internos. Deste
modo, o uso sustentavel deste recurso produtivo sé sera possivel pela exploracdo de
estratégias de diferenciacdo. As oliveiras centenérias, como referido anteriormente, sao
uma marca da paisagem associada ao olival tradicional em Tras-o0s-Montes e a producéo
de azeites a partir destas oliveiras podera contribuir para o aumento da viabilidade das
exploracdes olivicolas. A obtencdo de produtos com identidade, tipicidade e qualidade
contribuiré para que o mercado reconheca os Azeites de Tras-os-Montes como distintos.
A manutengdo de oliveiras centendrias vai, igualmente, gerar uma multiplicidade de
beneficios ambientais pela preservagdo/aumento de biodiversidade associada a estas
cultivares, reducdo de perda/extincdo de cultivares adaptadas ao clima e solo da regido,
preservacdo da estrutura e composicdo da paisagem. Adicionalmente, estas cultivares

podem constituir reservas Uteis para futuros trabalhos de selecdo e melhoramento
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genético de cultivares mais resistentes a seca e a outros fatores de stresse bidtico e
abidtico.

Apesar da sua elevada importancia, o patrimonio oleicola destas oliveiras
centenarias e a sua diversidade genética e fenotipica sdo totalmente desconhecidos na
regido de Tras-os-Montes. A valorizacdo econdémica dos produtos provenientes destas
oliveiras centenérias, em modelos de desenvolvimento que privilegiem a sua qualidade

e tipificacdo, s sera possivel apos se ter efetuado a sua identificagdo e caracterizagéo.

2.4. Importéncia da certificagédo varietal

No mundo encontram-se referenciadas 1275 cultivares de Olea europaea L., sendo
a sua maioria identificadas em paises europeus (Roubos et al., 2010). Em relacdo a
Portugal encontram-se descritas 22 cultivares para a producdo dos derivados de oliveira
(azeite e azeitonas de mesa), nimero relativamente baixo quando comparado com
outros paises europeus como a Italia (538), Espanha (183), Franca (88) e Grécia (52)
(Leitdo et al., 1986; Alves, 2007; Ipek et al., 2009; Roubos et al., 2010).

Esta grande diversidade genética de cultivares, resultado da difusdo das espécies
fora das regides tradicionais de cultivo, leva ao aparecimento de homénimos (cultivares
com 0 mesmo nome, porém geneticamente diferentes), sindénimos (cultivares com
diferentes nomes, mas geneticamente iguais) e, até mesmo, a identificacdo errada das
cultivares (De la Rosa et al., 2002; Omrani-Sabbaghi et al., 2007; Rekik et al., 2008;
Rotondi et al., 2011; Zaher et al., 2011; Trujillo et al., 2014). Assim, 0s erros ocorridos
na denominacdo dos genotipos, o elevado patriménio genético existente e a
possibilidade de fecundacéo cruzada entre cultivares sdo motivos suficientes para que se
proceda a caracterizacdo genética das cultivares de oliveiras existentes em Tras-0s-
Montes (La Mantia et al., 2006; Cancado et al., 2012). Este aspeto possui elevada
importancia na atualidade de forma a garantir a seguranca, bem como a qualidade e
autenticidade dos produtos provenientes do olival. Estes fatores sdo bastante valorizados
pelo consumidor, cada vez mais exigente. Neste ambito, foi criada a marca de
certificacdo Denominacdo de Origem Protegida (DOP). De acordo com o Regulamento
(CE) n.° 510/2006, o nome da regido que serve para representar um produto agricola ou
género alimenticio deve ser originario dessa origem geogréafica conhecida, a qualidade

ou caracteristicas do produto agricola ou género alimenticio devem ser unicamente
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dessa origem geografica e a sua producao, transformacéo e elaboracdo devem ocorrer na
mesma area geografica [Regulamento (CE) n.° 510/2006].

Em Portugal, no setor do azeite, existem seis DOPs: Azeite de Tras-os-Montes,
Azeites da Beira Interior, Azeites do Ribatejo, Azeites do Norte Alentejo, Azeite de
Moura e Azeites do Alentejo Interior (Alves, 2007). Para cada azeite DOP sdo usadas
diferentes cultivares. Em particular, no caso da DOP Azeite de Tréas-os-Montes sdo
utilizadas as cultivares Verdeal, Madural, Cobrancosa e Negrinha de Freixo (Peres et
al., 2011). Pelo simples facto de este azeite possuir mais do que uma cultivar é
designado de azeite varietal (Rabiei & Enferadi, 2012). A elevada qualidade e as
caracteristicas Unicas (sensagdo a verde, amargo e picante) do Azeite de Tras-os-Montes
faz com que os precos alcancem elevados valores no mercado (Peres et al., 2011). Este
facto podera estimular a pratica de adulteracdes deste azeite utilizando cultivares ndo
permitidas, rotulagem inadequada relativamente a informacéo sobre a origem geografica
ou a metodologia de producdo (Costa et al., 2012). De igual modo, os azeites
monovarietais, obtidos apenas por uma cultivar de oliveira (Rabiei & Enferadi, 2012),
podem ser sujeitos a adulteracdes devido ao aumento do seu valor comercial (Peres et
al., 2011).

A producdo de azeites a partir de oliveiras centenarias € uma pratica que comeca a
surgir na regido de Tras-os-Montes. Este produto, de valor acrescido, é elaborado a
partir de cultivares que estdo frequentemente associadas a praticas e usos ancestrais e,
portanto, a riqueza do patrimonio cultural. A comercializacdo deste tipo de produtos que
transportam um pouco de histéria, a paisagem e o saber fazer tradicional, séo
normalmente muito valorizados economicamente nos mercados e, consequentemente,
um apetecivel alvo de adulteracdes. Assim sendo, torna-se fundamental assegurar a
autenticidade destes azeites. No entanto, a analise quimica ndo € suficiente o que leva a

um interesse crescente na aplicacdo de marcadores moleculares (Giménez et al., 2010).

2.5. Caracterizacao de cultivares de oliveira

Olea europaea L. é uma espécie diploide com 46 cromossomas (Enferadi & Rabiel,
2013). E predominantemente alégama, originando altos niveis de heterozigotia e de
polimorfismo de ADN entre cultivares (La Mantia et al., 2006; Roubos et al., 2010;
Gomes et al., 2012).
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Devido a elevada diversidade genética tornou-se necessario recorrer a métodos para
identificar e caracterizar as diferentes cultivares de oliveira (Alves, 2007). A analise das
caracteristicas morfoldgicas foi o primeiro método a ser utilizado para discriminar as
diferentes cultivares (Diaz et al., 2006; Alves, 2007; Zaher et al., 2011). Posteriormente,
e de forma a complementar esta informacao, utilizaram-se marcadores moleculares para
analisar a diversidade genética, identificar cultivares, determinar as relagcGes genéticas
entre si, entre outros (Alves, 2007; Omrani-Sabbaghi et al., 2007; Zaher et al., 2011;
Gomes et al., 2012). De seguida, abordar-se-a cada um dos métodos de forma mais

pormenorizada.

2.5.1. Caracterizacdo morfologica

O Conselho Oleicola Internacional (COI) propds caracteres biométricos para a
identificacdo e caracterizacdo de cultivares, tendo em conta a arvore, a folha, a
inflorescéncia, o fruto e o endocarpo (Cortés & Hernandez, 2006; Andnimo, 2008;
Saramago, 2009). Estes caracteres organizaram-se de acordo com parametros
quantitativos e qualitativos (Andnimo, 2008). Em relacdo ao fruto e ao endocarpo 0s
parametros quantitativos avaliados sdao comprimento, didmetros (méximo e minimo) e
peso e os qualitativos incluem a forma, simetria, posicdo do didmetro transversal
maximo, apice, base, entre outros. Quanto a folha, os parametros avaliados incluem o
comprimento, largura, forma, curvatura longitudinal do limbo e posicdo da largura
méaxima (Adaptado de COI, 1997).

A caracterizacdo morfoldgica apresenta a vantagem de permitir a identificacdo das
cultivares de forma rapida, econémica e de ndo necessitar de equipamentos sofisticados
(Andnimo, 2008; Gomes et al., 2012). Porém, tém alguns inconvenientes uma vez que
estes caracteres possuem baixos niveis de polimorfismo (Gomes et al., 2012) e s6
podem ser estudados na fase adulta da oliveira (Val, 2011; Cancado et al., 2012). Além
disso, sdo também influenciados pelo ambiente, como por exemplo pelo ataque de
pragas e doencas, temperatura e disponibilidades de agua (Alves, 2007; Val, 2011;
Nogueira, 2012).

12
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2.5.2. Caracterizacao genética

A caracterizagdo genética de cultivares de oliveira, descritas até a presente data, é
realizada com o auxilio dos marcadores de ADN. Estes marcadores séo classificados em
marcadores moleculares sem e com recurso a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés Polymerase Chain Reaction) (Kalia et al., 2011; Gomes et al., 2012). A
primeira classe de marcadores abrange a técnica Polimorfismo do Tamanho dos
Fragmentos de Restricdo (RFLP, do inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(Kalia et al., 2011; Gomes et al.,, 2012). A segunda classe inclui as técnicas
Amplificacdo Aleatéria de ADN Polimérfico (RAPD, do inglés Randomly Amplified
Polymorphic DNA), Polimorfismo do Tamanho de Fragmentos Amplificados (AFLP, do
inglés Amplified Fragment Length Polymorphism), Regido Amplificada de Sequéncia
Caracterizada (SCAR, do inglés Sequence Characterized Amplified Region),
Polimorfismos de Nucle6tido Unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms),
Sequéncias Internas Simples Repetidas (ISSR, do inglés Inter Simple Sequence Repeat)
e Sequéncias Simples Repetidas (SSR, do inglés Simple Sequence Repeat) (Kalia et al.,
2011; Gomes et al., 2012).

A técnica RFLP foi utilizada em estudos filogenéticos (Bracci et al., 2011) e na
construcdo de mapas genéticos em oliveiras (Cancado et al., 2012). Este marcador
molecular possui algumas vantagens como elevada reprodutibilidade, permite avaliar
um ndmero ilimitado de loci, possui natureza codominante e identifica sequéncias
Unicas ou com baixo nimero de copias sem necessidade do seu conhecimento prévio
(Cabral, 2008; Kalia et al., 2011). Contudo, atualmente, esta técnica ndo é muito usada
pois € complexa e dispendiosa, tem baixo nivel de polimorfismo, necessita de grandes
quantidades de ADN gendmico e requer 0 uso de material toxico e/ou radioativo para
marcacdo das sondas (Cabral, 2008; Kalia et al., 2011; Cancado et al., 2012; Gomes et
al., 2012).

O marcador molecular RAPD foi aplicado na identificacdo de cultivares de
oliveiras (Bracci et al., 2011), no estudo da diversidade da espécie Olea europaea L.
(Ben-Ayed et al., 2013), na andlise da variabilidade intra-cultivar, em estudos
filogenéticos, na construcdo de mapas genéticos (Bracci et al., 2011) e na autenticidade
e rastreabilidade de azeites (Ben-Ayed et al., 2013). Os RAPDs sdo marcadores de
baixo custo e de facil aplicacdo, necessitam de reduzida quantidade de ADN, ndo

requerem o conhecimento prévio da sequéncia e apresentam um polimorfismo
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moderado (Cabral, 2008; Bracci et al., 2011; Kalia et al., 2011; Cancado et al., 2012;
Costa et al., 2012; Ben-Ayed et al., 2013). No entanto, possuem alguns inconvenientes
tais como baixa reprodutibilidade, sensibilidade a alteracdes laboratoriais, detegéo
frequente de multiplos loci, natureza dominante ndo permitindo assim a diferenciagdo
entre individuos homozigoticos e heterozigoticos (Cabral, 2008; Kalia et al. 2011;
Cancado et al., 2012; Gomes et al., 2012).

A técnica AFLP foi utilizada na oliveira para identificar cultivares, construir mapas
genéticos, realizar estudos filogenéticos, analisar a variabilidade intra-cultivar (Bracci et
al., 2011) e na rastreabilidade e autenticidade de azeites (Ben-Ayed et al., 2013). Os
AFLPs possuem elevada reprodutibilidade, sdo muito polimorficos, possuem elevada
resolucdo de diferencas genéticas, ndo requerem o conhecimento prévio da sequéncia e
necessitam de pouca quantidade de ADN (Cabral, 2008; Kalia et al. 2011; Costa et al.,
2012). Porém, esta técnica possui inconvenientes dado que além de ser dominante, é
uma técnica muito complexa e laboriosa (Cabral, 2008; Kalia et al., 2011; Costa et al.,
2012).

O marcador SCAR teve uma menor aplicagdo em oliveira face aos restantes
marcadores, tendo sido apenas utilizado na identificagdo de cultivares e na
rastreabilidade de azeites (Bracci et al., 2011). Esta técnica beneficia de vantagens por
ser confiavel e pouco dispendiosa (Gomes et al., 2012).

O marcador SNP foi utilizado em oliveira com o intuito de identificar cultivares
(Bracci et al., 2011) e estudar a diversidade genética (Ben-Ayed et al., 2013). Este
marcador tem algumas vantagens uma vez que € geneticamente estavel e muito
abundante (Consolandi et al., 2007; Costa et al., 2012). No entanto, é uma técnica
dispendiosa (Costa et al.,, 2012) e devido a sua natureza bialélica sdo pouco
informativos quando comparado, por exemplo, com 0s SSR.

No gue concerne ao ISSR, possuem algumas aplicagcbes em oliveira tais como em
estudos filogenéticos, detecdo da variabilidade intra-cultivar e na rastreabilidade de
azeites (Bracci et al., 2011). Este marcador possui elevada reprodutibilidade e grau de
polimorfismo, necessita de pequenas quantidades de ADN, é uma técnica robusta e
pouco dispendiosa e ndo requer o conhecimento prévio da sequéncia (Cabral, 2008;
Kalia et al., 2011; Cancado et al., 2012). Todavia, apresenta desvantagens por ser uma
técnica que é especifica para cada espécie e de ter natureza dominante (Cabral, 2008).

Por fim, SSR, também denominado por microssatélite, € um marcador molecular

que foi estudado por Morgante e Olivieri no ano 1993 (Bracci et al., 2011; Rabiei &
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Enferadi, 2012). A referéncia a este marcador serd feita de uma forma mais
pormenorizada, uma vez que foi utilizado no presente trabalho.

Os microssatélites sdo sequéncias curtas de nucle6tidos (entre 1 e 6 pares de base)
que se repetem em tandem, isto €, se repetem em um Unico padrdo de nucle6tidos, ao
longo do genoma de individuos eucariotas (Val, 2011). Nas plantas, a unidade de
repeticdo mais abundante é o dinucledtido AT (Kalia et al., 2011). Dependendo do
namero de nucle6tidos, os microssatélites podem ser classificados como mono-, di-, tri-,
tetra-, penta- ou hexanucleotidos, sendo exemplos (A)n, (CA)n, (CGT)n, (CAGA)n,
(AAATT)n, (CTTTAA)Nn, respetivamente (Kalia et al., 2011). Usualmente, estes
marcadores sdo encontrados em regides codificantes e ndo codificantes, apesar de se
encontrarem maioritariamente no ADN néo codificante (Kalia et al., 2011).

As sequéncias que flanqueiam os microssatélites geralmente sdo conservadas nos
individuos da mesma espécie permitindo a construcdo de iniciadores oligonucleotidicos
(primers) que amplificardo, por PCR, as sequéncias repetidas compreendidas entre as
regides conservadas. Os fragmentos amplificados podem ser separados por eletroforese
e observados por fixacdo em prata, auto-radiografia ou fluorescéncia (Cabral, 2008; Val,
2011). Na atualidade, a separacdo dos fragmentos amplificados é feita recorrendo a
eletroforese capilar. Nesta técnica, os fragmentos amplificados (microssatélites) na PCR
sdo separados de acordo com o tamanho usando eletroforese e, posteriormente, séo
detetados com base na fluorescéncia induzida por laser (Penna, 2010). A detecdo por
este processo requer a marcacdo prévia da extremidade 5’ do primer de orientagdo
direta (forward) com um fluoréforo (Alves, 2007).

Este marcador molecular tem sido amplamente utilizado na oliveira para a
identificacdo de cultivares, construcdo de mapas genéticos, estudos filogenéticos,
rastreabilidade de azeites (Bracci et al., 2011), analise da variabilidade intra-cultivar,
caracterizacdo dos recursos de germoplasma e diversidade genética (Ben-Ayed et al.,
2013). Esta técnica apresenta varias vantagens por ser rapida, robusta e de simples
execucao. Permite uma vasta cobertura no genoma, € altamente polimdrfica (devido a
elevada taxa de mutacdo associada as sequéncias repetitivas), apresenta grande poder
discriminatorio, requer reduzidas quantidades de ADN, possui natureza co-dominante, é
multi-alélica (identificam véarios alelos simultaneamente), apresenta elevada
reprodutibilidade (devido as longas sequéncias dos primers) e elevada resolucdo de
diferengas genéticas (Cabral, 2008; Koehmstedt et al., 2010; Roubos et al., 2010; Bracci
et al., 2011; Kalia et al., 2011; Cangado et al., 2012; Ben-Ayed et al., 2013;). No
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entanto, os microssatélites possuem alguns inconvenientes uma vez que € uma técnica
bastante dispendiosa, sdo especificos de espécie para espécie, requerem o conhecimento
da sequéncia e apresenta algumas dificuldades na interpretacdo dos resultados (Cabral,
2008; Kalia et al., 2011).

Devido as suas inumeras vantagens face aos restantes marcadores moleculares
estudados até ao momento, 0s microssatélites sdo os marcadores de eleicdo para a
caracterizagdo molecular de espécies de plantas, nomeadamente de O. europaea L.
(Cipriani et al., 2002; Alves, 2007; Cabral, 2008; Kalia et al., 2011; Cancado et al.,
2012).

Alguns estudos indicam que apenas 12 microssatélites sdo suficientes para
distinguir mais de 100 gendtipos de O. europaea L. (Sarri et al., 2006; Muzzalupo et al.,
2008; Val, 2011; Cancado et al., 2012).
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3.1. Amostragem

Ramos e frutos de oliveiras tradicionais e de oliveiras centenérias, frequentemente
plantadas na regido Transmontana, foram colhidos em olivais localizados na regido de
Mirandela (Figura 3). As amostras de cultivares tradicionais, designadas doravante por
oliveiras novas, foram colhidas de 15 arvores, escolhidas aleatoriamente, a 12 de
dezembro de 2012. Estas cultivares novas tém uma idade compreendida entre 40 e 80
anos. Por sua vez, as amostras de oliveiras centenérias foram colhidas de 17 arvores, a
28 de outubro de 2013. A localizacdo geografica das arvores amostradas encontra-se
representada na Tabela 1. Em cada arvore colheram-se, aleatoriamente, 10 ramos com
menos de 2 anos, localizados a altura de 1,5-2 metros. Da mesma arvore foram colhidos
cerca de 50 frutos, & mesma altura.

O material colhido foi colocado em sacos, etiquetado e transportado para o
laboratério sob condicdes refrigeradas. No laboratorio, as folhas de cada arvore
destinadas a analise morfoldgica foram destacadas do centro do ramo e armazenadas a
4°C até posterior caracterizacdo, enquanto que as folhas jovens, retiradas da
extremidade do ramo, foram maceradas em azoto liquido e, posteriormente, conservadas
a -80°C para a caracterizacdo genética por microssatélites. Os frutos foram conservados

a -20°C até a sua caracterizacdo morfoldgica.

N

A
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Figura 3- Mapa de Portugal, com destaque da regido de Mirandela e os olivais amostrados ( @).
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Tabela 1- Coordenadas geograficas das oliveiras amostradas.

Oliveiras Novas

Coordenada

Oliveiras Centenarias

Coordenada

N1
N4
N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
N13
N14
N15
N16

N17

41.501897; -7.118308
41.501936; -7.118317
41.402556; -7.250642
41.402558; -7.250736
41.402492; -7.250706
41.402419; -7.250669
41.483869; -7.184331
41.483953; -7.184364
41.483964; -7.184381
41.483956; -7.184403
41.519092; -7.084894
41.519103; -7.0849
41.519103; -7.084894
41.519042; -7.084919

41.519022; -7.084939

C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
Cl4
C15
C16

C18

41.490417, -7.258167
41.490117; -7.2579
41.490467; -7.2825
41.4905; -7.25835

41.4906; -7.258425835
41.49075; -7.258067
41.49085; -7.258317
41.4909; -7.258333
41.490767, -7.2584
41.490833; -7.2586
41.490767; -7.2586

41.490767; -7.258883

41.490817; -7.258917

41.490717; -7.258983

41.4908; -7.2591
41.49075; -7.259217

41.490567; -7.259367

Como podemos constatar na Tabela 1, as oliveiras N2, N3 e C17 estdo ausentes,

uma vez que foram retiradas deste estudo por apresentarem sintomas de doencas e

ataque de pragas.

3.2. Caracterizacdo morfoldgica

Caracterizaram-se morfologicamente as folhas, frutos e endocarpos de cada arvore

pela avaliacdo de diversos parametros quantitativos e qualitativos. Foi avaliado em cada

arvore um total de 40 frutos, escolhidos de forma aleatoria, e 0s respetivos endocarpos e

40 folhas também escolhidas ao acaso.

Os parametros estudados (Andnimo, 2008) encontram-se indicados em seguida.
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3.2.1. Parametros biométricos avaliados no fruto

e Comprimento do fruto (cm)
e Diametro maximo do fruto (cm)
e Diametro minimo do fruto (cm)
e Peso:
- Baixo (<2Q)
Médio (2-4 g)
Alto (4-6 g)
Muito alto (> 6 g)

e Forma - determinada em funcdo da relacdo entre o comprimento (Comp.) e da
largura (Larg.) (Figura 4):
- Esférica (Comp./Larg. < 1,25)
- Ovoide (Comp./Larg. = 1,25-1,45)
- Alongada (Comp./Larg. > 1,45)

A B C

Figura 4- Forma do fruto: A- Esférica, B- Ovoide, C- Alongada.
Fonte: Anénimo, 2008.

e Simetria:
- Simétrico
- Ligeiramente assimétrico
- Assimétrico
e Posicao do diametro transversal maximo:
- Junto a base

Central

- Junto ao apice
o Apice (Figura 5):
- Pontiagudo

- Arredondado
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A B

Figura 5- Forma do &pice: A- Pontiagudo, B- Arredondado.
Fonte: Andnimo, 2008.

e Base (Figura 6):
- Truncada
- Arredondada

A B

Figura 6- Forma da base: A- Truncada, B- Arredondada.
Fonte: Andnimo, 2008.

e Mamilo (Figura 7):
- Evidente
- Pouco evidente

- Ausente

A B Cc

Figura 7- Mamilo: A- Evidente, B- Pouco evidente, C- Ausente.
Fonte: Andnimo, 2008.

e Presenca de lenticulas (Figura 8):

A B

Figura 8- Presenga de lenticulas: A- Pouco numerosas, B- Muito numerosas.
Fonte: Andnimo, 2008.

- Pouco numerosas

- Muito numerosas
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3.2.2.

Dimensdo das lenticulas:
- Pequenas

- Grandes

Cor

- Negra

- Outras (especificar)

Parametros biométricos avaliados no endocarpo

Comprimento do endocarpo (cm)
Diametro maximo do endocarpo (cm)
Diametro minimo do endocarpo (cm)
Peso:

Baixo (< 0,3 Q)

Médio (0,3-0,45 g)

Alto (0,45-0,7 g)

Muito alto (> 0,7 g)

Forma (Figura 9):

Esférica (Comp./Larg. < 1,4)
Ovoide (Comp./Larg. = 1,4-1,8)
Eliptica (Comp./Larg.= 1,8-2,2)

Alongada (Comp./Larg. > 2,2)

A B C D

Figura 9- Forma do endocarpo: A- Esférica, B- Ovoide, C- Eliptica, D- Alongada.
Fonte: An6nimo, 2008.

Simetria (Posicdo 1- posicao aleatoria):
- Simétrico
- Ligeiramente assimétrico

- Assimétrico
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e Simetria (Posicdo 2- posicdo aleatoria):
- Simétrico
- Ligeiramente assimétrico

e Posicao do diametro transversal maximo:
- Junto a base

Central

- Junto ao apice
e Apice:

- Pontiagudo

- Arredondado
e Base:

- Truncada

- Pontiaguda

- Arredondada
e Superficie (Figura 10):

- Lisa

- Rugosa

- Muito rugosa

/8% W.\\

e ®
A B C

Figura 10- Superficie: A- Lisa, B- Rugosa, C- Muito Rugosa.
Fonte: Anénimo, 2008.

e Numero de sulcos fibrovasculares:
- Reduzido (< 7)
- Médio (7-10)
- Elevado (> 10)
e Distribuicdo dos sulcos fibrovasculares (Figura 11):
- Uniforme

- Agrupados na proximidade da sutura
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3.2.3.

SO77 DA
Nirz2 R
-
R

A B

Figura 11- Distribuicdo dos sulcos fibrovasculares: A- Uniforme, B- Agrupados.
Fonte: Andnimo, 2008.

Extremidade do apice (Figura 12):
- Sem mucréo

- Com mucréo

Figura 12- Extremidade do apice: A- Sem mucrdo, B- Com mucréo.
Fonte: Andnimo, 2008.

Parametros biométricos avaliados na folha

Comprimento:

- Reduzido (<5 cm)

- Meédio (5-7 cm)

- Elevado (> 7 cm)

Largura:

- Reduzida (< 1 cm)

- Meédia (1-1,5 cm)

- Larga (> 1,5cm)

Forma (Figura 13):

- Eliptica (Comp./Larg. < 4)

- Eliptica-lanceolada (Comp./Larg. = 4-6)
- Lanceolada (Comp./Larg. > 6)
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Figura 13- Forma da folha: A- Eliptica, B- Eliptica-lanceolada, C- Lanceolada.
Fonte: An6nimo, 2008.

e Curvatura longitudinal do limbo (Figura 14):

Epinastica

- Plana

Hiponastica

Helicoidal

Figura 14- Curvatura longitudinal do limbo: A- Epindstica, B- Plana, C- Hiponastica, D- Helicoidal.
Fonte: Andnimo, 2008.

e Posicdo da largura maxima:
- Central
- Basal
- Apical

3.3. Caracterizagado genética
3.3.1. Extragéo de ADN

A extracdo de ADN de folhas foi efetuada utilizando a metodologia descrita por Sa
et al. (2011), com algumas modificacGes. A cerca de 0,1 g de folha, previamente
macerada em azoto liquido, foram adicionados 1300 pl do tampéo de extragdo CTAB
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[3% (p/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0 e 2M NaCl], pré-
aquecido em banho-maria a 65°C. De seguida, adicionou-se 2% (p/v) PVPP e, apos
mistura da solucdo em vortex durante 2 minutos, incubou-se a temperatura ambiente
durante 2 minutos. Adicionou-se de seguida 10 pl de proteinase K (20 mg/ml, -20°C) e
agitou-se no vortex durante 1 minuto. Apos incubacdo em banho-maria a 70°C durante
30 minutos, com homogeneizacdo de 5 em 5 minutos, recolheu-se o sobrenadante para
um novo microtubo por centrifugacédo a 10000 rpm (4°C) durante 5 minutos. Adicionou-
se de seguida um volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1, viv:v), e
homogeneizou-se a solucdo por inversdo durante 5 minutos. Apds incubacdo no gelo
durante 10 minutos, recolheu-se o sobrenadante para um novo microtubo por
centrifugacdo a 10000 rpm (4°C) durante 5 minutos. O ADN no sobrenadante foi
precipitado com igual volume de isopropanol (-20°C) por inversdo suave e, de seguida,
incubado a -20°C durante 1 hora. O ADN foi recolhido por centrifugacdo a 13000 rpm
(4°C), durante 20 minutos, lavado duas vezes com 500 ul etanol 70% (-20°C) e seco a
temperatura ambiente. Apds a secagem a temperatura ambiente, o ADN foi dissolvido
em 40 pl de agua ultrapura pré-agquecida a 65°C. Apos quantificacdo, as amostras de
ADN foram diluidas para que todas ficassem com uma concentracdo aproximada de 2,5

pg/ml e armazenadas a -20°C até posterior amplificacéo.

3.3.2. Concentracdo, pureza e qualidade do ADN extraido/amplificado

A concentracdo de ADN foi estimada pela determinacdo do valor da absorvancia a
260 nm num espectrofotdmetro Genesys 10 UV (Thermo Electron Corporation),
considerando que uma solucdo com Agg= 1,0 corresponde a uma concentracdo de ADN
de 50 pg/ml. A razdo Azso/Azgo foi utilizada como indicador da pureza do ADN,
atendendo a que solucdes de ADN de elevada pureza exibem razGes com valores entre
1,8 e 2,0 (Sambrook et al., 1989).

A qualidade do ADN extraido/amplificado foi avaliada por eletroforese efetuada
em tinas horizontais (BioRad), através de géis de agarose 1% (p/v) em 1x TAE (TAE
10x - 0,89 M Tris; 0,89 M éacido bérico; 20 mM EDTA pH 8,0) contendo GelRed
(Biotium) nas proporgdes indicadas pelo fabricante. As amostras de ADN assim como
os marcadores de massa molecular 1 Kb ou 100 pb (DNA Ladder, Promega) foram

aplicados nos pocos dos géis, apés adicdo de 4 pl de H,O ultrapura e 2 pl de
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Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega). A separacdo eletroforética foi efetuada em
tampdo 1x TAE, a uma diferenca de potencial de 80 V. O ADN foi visualizado por
fluorescéncia, sob radiagdo ultravioleta, utilizando um transiluminador. O registo da
separacdo eletroforética foi analisado no sistema video Eagle Eye 11 Still Video System

(Stratagene), utilizando o programa Eagle Sight 3.2 (Stratagene).

3.3.3. Caracterizacgdo genética por microssatelites

3.3.3.1. Selecdo de iniciadores oligonucleotidicos

Inicialmente foram escolhidos um total de 18 pares de iniciadores
oligonucleotidicos (correspondente a 18 loci) desenvolvidos previamente em O.
europaea L. por diversos autores (Tabelas 2 e 3). A sintese destes iniciadores
oligonucleotidicos foi efetuada recorrendo aos servicos da Frilabo (Portugal). Foram
escolhidos aleatoriamente 3 gendtipos de oliveiras centenarias e 3 de oliveiras novas
que foram utilizados para testar o grau de polimorfismo destes 18 pares de iniciadores
oligonucleotidicos e otimizar as condi¢cdes de amplificacdo (em especial da temperatura
de emparelhamento). Os resultados obtidos permitiram reduzir para 12 o namero de loci
avaliados (indicados nas Tabelas 2 e 3 com um asterisco), por terem sido os que
apresentaram melhor capacidade de discriminagdo e polimorfismo, facilidade de
avaliacdo do tamanho dos fragmentos amplificados e reprodutibilidade. Do total dos
pares de iniciadores oligonucleotidicos testados, apenas um (responsavel pela
amplificacdo do locus DQ386902) ndo originou amplificacdo. Os valores de
temperatura de emparelhamento otimizados para cada um dos pares de iniciadores
oligonucleotidicos encontram-se indicados nas Tabelas 2 e 3. O tamanho dos
fragmentos amplificados nesta primeira analise foi avaliado por eletroforese horizontal,
em géis de agarose (NuSieve® 3:1 Agarose) 2% (p/v), utilizando as mesmas condicgdes
acima referidas (ponto 3.3.2.). A reprodutibilidade dos resultados obtidos foi avaliada
através da repeticdo da amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Tabela 2- Descrigdo dos loci e os respetivos fluor6foros e temperaturas de emparelhamento.

Temperatura de

Locus Sequéncia (5> 3’) Fluoroforo emparelhamento Repeticdes Referéncias

R A TS e
Ry e e

UDO.0LL* F: TGACTCCCTTTAAACTCATCAGG HEX 5 00C (CT)ACA)0(CT)(CA),  Cipriani etal.,

R: TGCGCATGTAGATGTGAATATG ! CT(CA),CT(CA), 2002

woss  ETSSSCTIICmcscTe
DCA3* FFé:CT%CCAT/.*Fﬁ%?@C?EGT%TT%%TATSGTTT?GC 6-FAM 50,0°C (GA) Sefc et al., 2000
DCAS* FF;: éé?éﬁfg cCTCchAg :ggﬁﬁﬂ?gg 6-FAM 50,0°C (GA)s Sefc et al., 2000
o EMIONEICICTCONSS o wee @ sead
DCA14* g ffg;ggg%ﬁ?ﬁ%ﬁg@?ggg% HEX 50,0°0C (CA)1sA(TAA); Sefc et al., 2000
DCA16* P Eﬁ?ggﬁﬁgﬁgﬂﬁg2;?%:2% 6-FAM 50,0°C (GT)15(GA) Sefc et al., 2000
DCA18* F%fésﬁr%rﬁcéﬁéﬁCATACCﬁCCAAiﬁ':TGTTAGAAGCC 6-FAM 50,0°C (CA).CT(CA)(GA)y  Sefc et al., 2000

GAPU103 A F: TGAATTTAACTTTAAACCCACACA 6-EAM 52.9°C (TC)ae Carriero et al.,

R: GCATCGCTCGATTTTTATCC

2002
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Tabela 3- Descricdo dos loci e os respetivos fluoréforos e temperaturas de emparelhamento (Continuacéo).

Temperatura de

Locus Sequéncia (5> 3°) Fluordéforo emparelhamento Repeticdes Referéncias
GAPUTLE® R ACAACAAATCCOTACGOTTG G-FAM s A,
pooss  FOCCCACTITMTICUIOMAMATINTSS ooy spe g oaados
¢ Tecrermcecarerarc
omors P AGSCIOATITO 0T o see omen Sl

* Loci selecionados para a caracterizagdo genética das duas populagdes de oliveiras (novas e centendrias).

Legenda: F- Orientacéo direta (Forward); R- Orientacdo reversa (Reverse)
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3.3.3.2. Condicdes de amplificacéo

A amplificagdo termociclica dos 12 loci selecionados foi efetuada no termociclador
MyCycler (BioRad). A mistura de reacdo, para um volume final de 20 pul, continha 2 pl
de tampédo Flexi Buffer (5x color less Go Taq, Promega), 2 ul de MgCl, (25mM,
Promega), 0,2 pl de dNTPs (10 mM, Promega), 0,5 pl de cada iniciador
oligonucleotidicos (10 pM, Frilabo), 0,1 pl de Go Tag ADN polimerase (5U/ul,
Promega) e 4 pl de ADN (2,5 pg/ml). Os iniciadores oligonucleotidicos forward foram
marcados com um dos fluoréforos, HEX ou 6-FAM, na extremidade 5 (Tabelas 2 e 3).
O ciclo de temperaturas utilizado na amplificacdo foi 94°C durante 4 minutos (1 ciclo);
92°C durante 30 segundos, 50-55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto (39
ciclos); e 72°C durante 30 minutos (1 ciclo).

3.3.3.3. Andlise de fragmentos

Inicialmente confirmou-se a amplificacdo por eletroforese horizontal, em géis de
agarose, utilizando as mesmas condic¢es acima referidas (ponto 3.3.2.). Com base
nestes resultados, misturou-se em microtubos entre dois a quatro produtos de PCR
relativos a mesma amostra, em concentracdes equimolares, de acordo com o
fluor6foro e tamanho dos fragmentos amplificados. Fragmentos com tamanhos
similares s6 eram misturados caso tivessem marcados com fluoréforos diferentes. Este
procedimento pretende evitar a sobreposicdo dos picos correspondentes aos alelos
amplificados das duas amostras na eletroforese capilar. O tamanho dos alelos
amplificados, presentes em cada uma destas misturas, foi determinado por eletroforese
capilar com detecdo multicolor de fluorescéncia, recorrendo aos servicos da Stabvida
(Portugal). Na eletroforese capilar, os produtos de PCR, marcados com fluoréforos,
migram nos capilares e sdo separados com base no seu tamanho. Para medir o
tamanho dos produtos de PCR utilizam-se fragmentos de ADN de tamanho
conhecido, marcados com um fluoroforo (padrdo interno), sendo estes detetados
durante a eletroforese juntamente com os produtos de PCR. A comparacdo da
fluorescéncia emitida pelos produtos de PCR com o marcador padrdo interno
(GS500), permitiu determinar o tamanho de cada alelo apos a sua separacdo. Os
resultados obtidos, em forma de eletroferogramas, contém picos correspondentes aos

alelos amplificados. Como os individuos em estudo séo dipldides, no eletroferograma
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pode estar representado apenas um pico, caso o individuo seja homozigotico (ambos
os alelos s@o dominantes ou recessivos). Caso seja heterozigdtico (um alelo dominante
e outro recessivo) o eletroferograma apresenta dois picos. A analise por eletroforese

capilar permite a detecdo de alelos com apenas uma base de diferenca.

3.3.4. Analise de dados
3.3.4.1. Morfoldgica

Os resultados referentes a analise morfoldgica dos parametros quantitativos dos
frutos, endocarpos e folhas sdo apresentados para cada arvore e para o total da
populacdo, sob a forma de média + desvio padrdo e os respetivos valores minimos e
maximos. No que se refere a analise dos parametros qualitativos, procedeu-se a
determinacédo da sua percentagem de ocorréncia para cada arvore, cujos resultados para
o total da populacéo sdo apresentados sob a forma de média. As diferencgas entre médias
foram determinadas por andlise de variancia (ANOVA), usando o programa SPSS,
versdo 20, e calculadas pelo teste de Tukey, para probabilidades p< 0,05, p< 0,01 e p<
0,001 considerando-se, respetivamente, como significativas, muito significativas e
altamente significativas.

A relacdo fenotipica entre as 32 arvores estudadas (15 oliveiras novas e 17
centenarias) foi avaliada pela construcdo de 4 dendrogramas, relativos ao fruto,
endocarpo, folha e total de dérgdos avaliados. Para tal, foram calculadas matrizes de
semelhanca entre os 32 individuos utilizando como medida a distancia Euclidiana. A
distancia Euclidiana avalia a semelhanca em termos de distancia entre pares de
individuos, quanto menor for o valor observado, maior a semelhanca entre os dois
individuos. Para a elaboracdo dos dendrogramas foram utilizados todos os parametros
morfoldgicos (quantitativos e qualitativos) avaliados para cada 6rgdo. Porém, devido a
natureza qualitativa de alguns dos parametros morfoldgicos, foi necessario proceder
previamente a sua codificacdo para um valor numérico. Os dendrogramas foram
produzidos utilizando o método de agrupamento de dados hierarquico aglomerativo
Ligacdo Completa (complete linkage) e a medida de similaridade distancias Euclidianas,
recorrendo ao programa Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

Com o intuito de reduzir o nuimero de variaveis quantitativas avaliadas nos

diferentes 6rgdos (forma, comprimento, diametro maximo, didmetro minimo e peso) a
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um numero inferior de novas varidveis derivadas da componente principal (fatores),
procedeu-se a uma Analise de Componentes Principais (ACP), utilizando o programa
SPSS versdo 19.0 (SPSS, Inc.). A ACP possibilita também conhecer padrdes nos dados
colocando-os num espago multidimensional, usando assim as novas variaveis derivadas
como dimensdes. Nesta analise, pretende-se averiguar se existem caracteristicas
morfolégicas determinantes na delimitacdo dos grupos de individuos que se obtém. O
namero de fatores a manter no tratamento de dados foi avaliado pelo Screen Plot, tendo
em conta os eigenvalues e a consisténcia interna através do valor do o de Cronbach’s
(Rencher, 1995).

3.3.4.2. Genética

A genotipagem dos 12 microssatélites foi efetuada usando o programa GeneMapper
versdo 3.7 (Applied Biosystems), sendo que a matriz inicial foi elaborada através deste
programa. A matriz obtida foi, posteriormente, convertida para o formato dos programas
utilizados, com o auxilio do programa PGDSpider versdo 2.0.1.2 (Lischer & Excoffier,
2012).

Os programas GenAlex versdo 6.4 (Peakall & Smouse, 2006) e Arlequin versédo
3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) foram utilizados para calcular vérios parametros
genéticos, tais como frequéncias alélicas, nimero médio de alelos por locus (N,),
namero de alelos efetivos (N), indice de Shannon (I), heterozigotia observada (H),
heterozigotia esperada (He) (Nei, 1987) e numero de alelos privados (A privados). Os
mesmos programas foram ainda utilizados para estimar a diferenciacdo genética entre as
populagdes (Fs).

Para analisar a estrutura genética foi ainda utilizada uma abordagem Bayesiana
implementada no programa Structure versdo 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Os modelos
utilizados foram o admixture model com as frequéncias alélicas correlacionadas. Foram
efetuadas 20 corridas independentes para cada K (1-6), de forma a verificar se havia
consisténcia entre as corridas. Cada corrida foi efetuada com 750.000 iteragdes (cadeias
MCMC) e com um burn-in de 250.000. O K 6timo foi determinado usando o teste de
Evanno AK (Evanno et al., 2007) implementado no Structure Harvester versdo 0.6.93
(Earl & Von Holdt, 2012). O algoritmo Greedy, implementado no software Clumpp

versao 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007), foi utilizado para calcular o coeficiente de
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similaridade simétrica entre as 20 corridas de cada K, sendo que valores elevados
(superiores a 0.90) mostram a consisténcia entre corridas. A média das 20 corridas
fornecidas pelo Clumpp foi representada graficamente usando o programa Distruct
versdo 1.1 (Rosenberg, 2004).

A similaridade genética entre os individuos estudados (32 arvores) foi avaliada pela
construcdo de dendrogramas. Para tal, construiu-se uma matriz de presenca (1) e
auséncia (0) (matriz binaria) com base no tamanho dos alelos amplificados para cada
arvore. Para a elaboracdo do dendrograma foi aplicado o método hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair-Group Mean Arithmetic), que utiliza a média aritmética néo
ponderada, e como medida de semelhanca o indice de similaridade Jaccard. Esta anélise
foi efetuada recorrendo ao programa Past versao 3 (Hammer et al., 2001).

Para verificar a existéncia de correlacdo entre os resultados da analise morfoldgica
com os da genética, em ambas as populacGes de oliveiras (centenarias e novas),
procedeu-se a aplicagdo do teste de Mantel (Mantel, 1967). Para tal, foram construidas
matrizes de similaridade dos dados morfoldgicos de todos os érgdos analisados (fruto,
endocarpo e folha) e dos dados moleculares, com base nos indices de similaridade Bray-
Curtis (Bray & Curtis, 1957) e distancias Euclidianas. As matrizes obtidas foram
correlacionadas utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), com 10000
permutagdes, no programa XLSTAT (Addinsoft, 2008).
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Resultados e Discussao

4.1. Anélise morfoldgica
4.1.1. Parametros biométricos
4.1.1.1. Parametros avaliados no fruto

Nas Tabelas 4 e 5 estdo representados os resultados alusivos a determinacdo dos
parametros quantitativos nos frutos de oliveiras novas e centenarias, respetivamente. Em
ambas as populagdes, o peso do fruto foi o caractere morfolégico que apresentou um
maior coeficiente de variacdo (> 15%), indicando ser este o parametro que mais
variabilidade apresentou. Nas oliveiras novas e centenarias, o peso do fruto variou entre
1,20 g (arvore N1) e 3,70 g (arvore N9), e entre 2,83 g (arvore C16) e 5,17 g (arvore
C3), respetivamente (Tabelas 4 e 5).

Por sua vez, o comprimento do fruto, bem como os didmetros méximo e minimo
apresentaram coeficientes de variacdo baixos (< 10%), indicando a existéncia de uma
maior uniformidade destes parametros morfoldgicos ao nivel das arvores de cada uma
das populacdes estudadas. O comprimento do fruto variou entre 1,63 cm (&rvore N1) e
2,52 cm (&rvore N9) na populagdo de oliveiras novas (Tabela 4; Figura 1- Anexo Il) e
entre 2,18 cm (arvore C12) e 2,61 cm (arvore C11) na populacdo de oliveiras
centenarias (Tabela 5; Figura 1- Anexo Il). No que concerne aos didmetros maximos e
minimos, verificou-se que na populagéo de oliveiras novas a arvore N1 apresentou 0s
valores mais baixos (1,10 cm e 0,93 cm para o didmetro maximo e minimo,
respetivamente) e a arvore N8 os valores mais altos (1,63 cm e 1,36 cm para o diametro
maximo e minimo, respetivamente) (Tabela 4; Figura 1- Anexo Il). Na populacdo de
oliveiras centenarias foi a arvore C16 que apresentou valores de diametros maximos e
minimos mais baixos (1,51 cm e 1,36 cm, respetivamente) e a arvore C3 os valores mais
altos (1,94 cm e 1,67 cm, respetivamente) (Tabela 5; Figura 1- Anexo I).

As oliveiras centendrias apresentaram, em média, frutos com peso (3,80 g, p<
0,001), comprimento (2,32 cm, p< 0,01) e didmetros maximo (1,71 cm, p< 0,001) e
minimo (1,51 cm, p< 0,001) estatisticamente superior face as oliveiras novas (2,84 g,
2,15 cm, 1,46 cm e 1,21 cm, respetivamente).

37



Resultados e Discussao

Tabela 4- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros
quantitativos avaliados nos frutos de oliveiras novas. Os valores maximos e minimos observados

sdo igualmente apresentados entre paréntesis.

Comprimento Diametro Max.  Diametro Min.

Arvore (cm) (cm) (cm) Peso (g)

N1 1,63 +0,12 1,10 £ 0,08 0,93+0,08 1,20 £ 0,21

(1,33-1,82) (0,92 - 1,28) (0,78 - 1,14) (0,74 -1,77)

N4 2,19+0,17 1,38 £ 0,09 1,16 £ 0,07 2,54 +0,50

(1,90 -2,60) (1,17 - 1,58) (1,04 - 1,30) (1,63 -3,90)

2,35+£0,12 1,63+ 0,08 1,29+0,11 3,37+0,43

NS (2,07 - 2,69) (1,46 - 1,84) (1,06 - 1,52) (2,35 - 4,29)

NG 2,15+£0,15 1,62 £ 0,09 1,28 £ 0,09 3,49+0,55

(1,82 - 2,50) (1,47 - 1,86) (1,08 - 1,47) (2,46 - 5,30)

N7 2,13+0,14 1,48 £0,10 1,21 £0,08 2,97 £ 0,47

(1,79 - 2,36) (1,27 - 1,67) (1,05-1,37) (1,97 - 3,90)

NS 2,14+0,17 1,63+0,13 1,36 £ 0,13 3,35+0,68

(1,75 - 2,47) (1,30 - 1,87) (1,10 - 1,56) (1,91 - 4,44)

NO 2,562 +£0,25 1,62+0,14 1,32+0,13 3,70 £ 0,77

(1,63-2,82) (1,22 -1,85) (0,99 - 1,53) (1,43 - 4,90)

N10 2,19+0,13 1,49 £0,08 1,28 £ 0,07 2,91+0,45

(1,87-2,44) (1,26 - 1,60) (1,13-1,40) (1,91-3,85)

N11 2,17+0,12 1,47 £0,08 1,25 £ 0,07 2,81+0,38

(1,91-2,51) (1,30-1,67) (1,11-1,40) (2,05 - 3,86)

N12 2,28+0,13 1,55+ 0,07 1,31+0,07 3,25+0,45

(1,91 - 2,57) (1,35 -1,71) (1,18 - 1,48) (1,92 - 4,46)

N13 2,31+0,17 1,51 £ 0,09 1,23+0,05 3,25+0,55

(1,80 - 2,55) (1,29-1,78) (1,12 -1,39) (1,83 -4,88)

N14 2,04+0,12 1,34 £0,09 1,09 £ 0,08 2,34+0,39

(1,71-2,28) (1,13 - 1,51) (0,91 - 1,40) (1,48 - 3,12)

N15 2,10£0,10 1,31+0,06 1,11+ 0,06 2,28+0,25

(1,79 - 2,29) (1,07 - 1,42) (0,93 -1,24) (1,38-2,68)

N16 2,03+0,13 1,40 £ 0,08 1,17 £ 0,06 2,55+ 0,37

(1,77 - 2,25) (1,22 -1,59) (1,03-1,33) (1,76 - 3,28)

N17 2,10+£0,13 1,41 +0,08 1,17 £ 0,05 2,58 +£0,40

(1,84 - 2,37) (1,24 - 1,56) (1,06 - 1,29) (1,78 - 3,58)

Média + DP 2,15+0,14 1,46 + 0,09 1,21 +0,08 2,84 £0,46
Ccv 0,07 0,06 0,07 0,16
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Tabela 5- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) dos pardmetros
guantitativos avaliados nos frutos de oliveiras centenarias. Os valores maximos e minimos

observados sdo igualmente apresentados entre paréntesis.

Comprimento  Diametro Max.  Diametro Min.

Arvore (cm) (cm) (cm) Peso (g)

c1 2,23+0,17 1,80 £ 0,09 1,53+0,10 4,03+ 0,67

(1,90 - 2,53) (1,58 -1,96) (1,30-1,73) (2,59 -5,28)

c2 2,41+£0,16 1,82+0,15 1,57+0,15 4,36+ 0,95

(2,13 -2,77) (1,56 - 2,14) (1,34 -1,99) (2,91-6,35)

c3 2,53+0,17 1,94 +0,15 1,67+0,13 5,17 +£1,03

(2,14 - 2,82) (1,68 - 2,19) (1,46 -1,91) (3,31-7,07)

ca 2,30+0,13 1,86 £ 0,09 1,64 £ 0,09 4,41 +0,54

(1,96 - 2,62) (1,68 - 2,04) (1,47 - 1,85) (3,24 - 5,90)

5 2,29+0,08 1,67 £ 0,06 1,44 £ 0,06 3,44 +0,31

(2,07 - 2,47) (1,51-1,82) (1,32 - 1,55) (2,78 - 4,24)

6 2,55+0,17 1,91+£0,11 1,65+ 0,10 5,11+0,86

(2,24 - 2,95) (1,68 - 2,16) (1,41-1,92) (3,42 -7,02)

c7 2,31+£0,10 1,63+ 0,07 1,41+0,06 3,41 +£0,37

(2,11 - 2,52) (1,42 -1,80) (1,27 - 1,53) (2,66 - 4,21)

cs 2,23+0,17 185+0,11 1,65+£0,11 4,23 +0,74

(1,88 - 2,67) (1,65 - 2,06) (1,43-1,94) (2,96 - 5,85)

o 2,32+0,13 1,62 £ 0,09 1,45+0,10 3,35+0,52

(2,05 - 2,58) (1,47 - 1,86) (1,29-1,71) (2,52 - 4,54)

c10 2,33+0,10 1,68 £ 0,08 1,48 £ 0,09 3,61+0,41

(2,17 -2,51) (1,52-1,92) (1,33-1,78) (2,91 -4,76)

c11 2,61+0,19 1,83+0,11 1,65+ 0,09 4,89+ 0,86

(2,14 - 3,11) (1,62 - 2,10) (1,40 -1,88) (3,20 - 7,21)

c12 2,18 +0,13 1,57 +0,10 1,42 £ 0,09 3,09+0,51

(1,91 - 2,62) (1,40 - 1,76) (1,24 - 1,60) (2,29 - 4,51)

c13 2,21+0,11 1,54 + 0,07 1,39+0,09 2,91+0,37

(1,91 - 2,48) (1,34-1,73) (1,19 - 1,56) (2,05 - 4,00)

c14 2,24+0,12 1,60 £0,10 1,39+0,10 3,07+0,52

(2,03 - 2,69) (1,41-1,93) (1,21-1,69) (2,22 - 5,25)

C15 2,29+0,10 1,67 £0,08 1,47 £ 0,08 3,45+ 0,39

(2,13 - 2,66) (1,52 -1,88) (1,32-1,72) (2,71-5,03)

C16 2,21+0,15 1,51 £ 0,09 1,36 +£ 0,08 2,83+0,49

(1,84 - 2,43) (1,35-1,73) (1,19 - 1,58) (1,97 - 4,03)

c18 2,25+0,11 1,62 + 0,08 1,44 + 0,06 3,23+ 0,44

(2,05 - 2,60) (1,43-1,82) (1,34 -1,67) (2,44 - 4,69)

Média £ DP 2,32+0,13 1,71 +0,10 1,51+0,09 3,80+0,59
CcVv 0,06 0,06 0,06 0,15
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Nas Tabelas de 6 a 11 encontram-se 0s resultados relativos a determinacdo de
alguns parametros biométricos avaliados nos frutos de oliveiras novas e centendrias.

A classificacdo dos frutos nas diferentes formas é feita de acordo com o valor
obtido da relacdo entre o comprimento e o diametro maximo apresentado pelo fruto.
Quando esta relacdo é inferior a 1,25, entre 1,25 e 1,45 ou superior a 1,45, o fruto é
classificado como tendo forma esférica, ovoide ou alongada, respetivamente. A maioria
das oliveiras novas amostradas caracterizavam-se por apresentar frutos de forma
alongada (62%) e, em menor numero, frutos de forma ovoide (36%) e esférica (1%)
(Tabela 6; Figura 2- Anexo Il). Pelo contrério, os frutos na populacdo de oliveiras
centendrias apresentavam na sua maioria (68%) forma ovoide, seguida pelas formas
alongada (18%) e esférica (14%) (Tabela 7; Figura 2- Anexo II).

Os frutos sdo classificados quanto ao seu peso em quatro grupos: peso baixo (< 2
g), médio (entre 2 g a 4 g), alto (entre 4 g a 6 g) ou muito alto (> 6 g). Verificou-se que
na populacdo de oliveiras novas, cerca de 82% dos frutos possuiam um peso médio
(Tabela 6; Figura 2- Anexo Il). De igual forma, na populacdo de oliveiras centenarias
destacam-se os frutos com peso médio, possuindo 66% do total dos frutos (Tabela 7;
Figura 2- Anexo II).

Ambas as populacBes de oliveiras, novas e centenarias, caracterizavam-se por
apresentarem, em média, uma maior ocorréncia de frutos simétricos (45% e 61%,
respetivamente) (Tabelas 6 e 7; Figura 2- Anexo Il), com diametro transversal maximo
central (85% e 95%, respetivamente) (Tabela 8 e 9; Figura 3- Anexo Il), apice (88% e
96%, respetivamente) e base (57% e 87%, respetivamente) arredondadas (Tabelas 8 e 9;
Figura 3- Anexo Il). No que concerne ao mamilo do fruto, nas oliveiras novas
predominam frutos com mamilo ausente (60%) e pouco evidente (27%) (Tabela 8;
Figura 3- Anexo Il), enquanto que nas centenarias observou-se uma maior ocorréncia de
frutos com mamilo evidente (42%) e ausente (38%) (Tabela 9; Figura 3- Anexo II).
Contudo, estas caracteristicas ndo se observaram para todas as arvores pertencentes a
cada uma das populac@es estudadas. Por exemplo, ao nivel das oliveiras novas os frutos
das arvores N5, N6 e N9 eram, na sua maioria, ligeiramente assimétricos e das arvores
N13 e N15 eram assimétricos (Tabela 6). De igual modo, a maioria dos frutos da arvore
N9 apresentavam o apice pontiagudo, enquanto que as arvores N5, N8, N11, N14 e N15
apresentavam a maioria dos frutos com base truncada. Por sua vez, as arvores N4 e N9
apresentavam uma maior ocorréncia de frutos com mamilo evidente (Tabela 8). Ao

nivel das oliveiras centenarias, foram observadas apenas exce¢des na simetria e no
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mamilo dos frutos. As arvores C3 e C6 exibiram uma maior ocorréncia de frutos
assimétricos e ligeiramente assimétricos, respetivamente (Tabela 7), e as arvores C2 e
C6 possuiam uma maior ocorréncia de frutos com mamilo pouco evidente (Tabela 9).

A abundancia e a dimensdo de lenticulas (pontuacdes) na epiderme do fruto
variaram entre as duas populacdes de oliveiras estudadas (Tabelas 10 e 11; Figura 4-
Anexo II). A maioria dos frutos das oliveiras novas apresentava, em média, poucas
lenticulas (76%) e de reduzidas dimensdes (89%), a excecao das arvores N5, N8 e N9
que apresentavam numerosas lenticulas e N9 que possuia lenticulas de grandes
dimensoes (Tabela 10; Figura 4- Anexo Il). Pelo contrério, nas oliveiras centenérias, 0s
frutos tinham na sua maioria lenticulas abundantes (61%) e pequenas (68%) (Tabela 11;
Figura 4- Anexo Il). Algumas arvores desta populacdo foram excecdo por apresentarem
lenticulas pouco numerosas (arvores C1, C3, C4, C6, C8, C9, C11) e de grandes
dimensoes (arvores C1, C7, C14) (Tabela 11).

No que concerne a cor da epiderme do fruto, as oliveiras novas apresentavam, na
generalidade, frutos de cor violacea (51%) e verde + violacea (30%) (Tabela 10; Figura
4- Anexo II). Nesta populacdo, apenas as arvores N1 e N8 e N6 exibiam,
maioritariamente, frutos de cor verde e negra, respetivamente (Tabela 10; Figura 4-
Anexo I1). Na populagéo de oliveiras centenarias observou-se uma maior variabilidade
da cor da epiderme do fruto entre as diferentes arvores (Tabela 11; Figura 4- Anexo I1).
Apesar da maioria das arvores terem apresentado, em média, frutos de cor violacea
(30% das amostras), observou-se igualmente arvores que exibiam maioritariamente
frutos verdes (arvores C8, C14, C15), verde + violaceo (arvores C13, C16), negro
(&rvores C2, C3, C6) e verde-roxo (arvores C7, C18) (Tabela 11).

Nogueira (2012) ao caracterizar morfologicamente frutos de cultivares
transmontanas (Cobrancosa e Negrinha de Freixo) obteve valores médios de
comprimento, didmetros maximo e minimo e peso superiores ao observado na
populacdo de oliveiras novas, analisadas no presente estudo. Porém, no que diz respeito
as oliveiras centenarias, os parametros biométricos atras referidos, com excecdo do
peso, apresentaram valores superiores aos referidos por Nogueira (2012). Analisando os
restantes parametros, apenas a posic¢ao do diametro transversal maximo e o tipo de base
de ambas as populacdes e a forma das cultivares centenarias € que coincidem com o

estudo de Nogueira (2012), porém com diferentes percentagens.
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Tabela 6- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Forma Peso Simetria
Arvore e
Esférica Ovoide Alongada Baixo Médio Alto Muito alto Simétrico L;g;'rgtﬁge Assimétrico

N1 0,0% 37,5% 62,5% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 50,0% 37,5% 12,5%
N4 0,0% 5,0% 95,0% 15,0% 85,0% 0,0% 0,0% 47,5% 27,5% 25,0%
N5 0,0% 52,5% 47,5% 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 32,5% 47,5% 20,0%
N6 12,5% 80,0% 7,5% 0,0% 82,5% 17,5% 0,0% 35,0% 47,5% 17,5%
N7 0,0% 62,5% 37,5% 5,0% 95,0% 0,0% 0,0% 60,0% 15,0% 25,0%
N8 7,5% 90,0% 2,5% 2,5% 82,5% 15,0% 0,0% 47,5% 42,5% 10,0%
N9 0,0% 15,0% 85,0% 5,0% 55,0% 40,0% 0,0% 27,5% 45,0% 27,5%
N10 0,0% 37,5% 62,5% 2,5% 97,5% 0,0% 0,0% 55,0% 15,0% 30,0%
N11 0,0% 27,5% 72,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 67,5% 20,0% 12,5%
N12 0,0% 32,5% 67,5% 2,5% 92,5% 5,0% 0,0% 50,0% 25,0% 25,0%
N13 0,0% 12,5% 87,5% 2,5% 95,0% 2,5% 0,0% 27,5% 15,0% 57,5%
N14 0,0% 10,0% 90,0% 15,0% 85,0% 0,0% 0,0% 47,5% 30,0% 22,5%
N15 0,0% 5,0% 95,0% 10,0% 90,0% 0,0% 0,0% 35,0% 12,5% 52,5%
N16 0,0% 52,5% 47,5% 12,5% 87,5% 0,0% 0,0% 52,5% 25,0% 22,5%
N17 0,0% 25,0% 75,0% 7,5% 92,5% 0,0% 0,0% 42,5% 40,0% 17,5%

Média 1,33% 36,33% 62,33% 12,00% 82,00% 6,00% 0,00% 45,17% 29,67% 25,17%
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Tabela 7- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenérias.

Forma Peso Simetria
Arvore Esférica Ovoide Alongada Baixo Médio Alto Muito alto Simétrico L;gseiir:g:?;t)e Assimétrico
C1 60,0% 40,0% 0,0% 0,0% 47,5% 52,5% 0,0% 60,0% 15,0% 25,0%
Cc2 12,5% 85,0% 2,5% 0,0% 35,0% 60,0% 5,0% 47,5% 22,5% 30,0%
C3 15,0% 80,0% 5,0% 0,0% 17,5% 60,0% 22,5% 27,5% 27,5% 45,0%
C4 62,5% 37,5% 0,0% 0,0% 20,0% 80,0% 0,0% 67,5% 17,5% 15,0%
C5 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 52,5% 17,5% 30,0%
C6 12,5% 82,5% 5,0% 0,0% 7,5% 75,0% 17,5% 32,5% 47,5% 20,0%
C7 0,0% 75,0% 25,0% 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 80,0% 7,5% 12,5%
C8 77,5% 22,5% 0,0% 0,0% 47,5% 52,5% 0,0% 70,0% 12,5% 17,5%
C9 0,0% 52,5% 47,5% 0,0% 85,0% 15,0% 0,0% 65,0% 17,5% 17,5%
C10 0,0% 87,5% 12,5% 0,0% 80,0% 20,0% 0,0% 70,0% 12,5% 17,5%
C11 0,0% 72,5% 27,5% 0,0% 15,0% 75,0% 10,0% 57,5% 7,5% 35,0%
C12 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 87,5% 10,0% 2,5%
C13 0,0% 52,5% 47,5% 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 82,5% 5,0% 12,5%
Cl14 2,5% 77,5% 20,0% 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 50,0% 15,0% 35,0%
C15 2,5% 87,5% 10,0% 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 57,5% 17,5% 25,0%
C16 0,0% 35,0% 65,0% 2,5% 95,0% 2,5% 0,0% 60,0% 17,5% 22,5%
C18 0,0% 87,5% 12,5% 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 70,0% 15,0% 15,0%
Média 14,41% 67,94% 17,65% 0,15% 66,03% 30,59% 3,24% 61,03% 16,76% 22,21%
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Tabela 8- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Posicao do diametro transversal

mAXimMo Apice Base Mamilo
Arvore
thr;tsza Central Juér;)ti(z::o Pontiagudo  Arredondado Truncada Arredondada Evidente El:/(i) duecrie Ausente
N1 7,5% 77,5% 15,0% 22,5% 77,5% 40,0% 60,0% 5,0% 52,5% 42,5%
N4 0,0% 85,0% 15,0% 15,0% 85,0% 35,0% 65,0% 50,0% 42,5% 7,5%
N5 22,5% 65,0% 12,5% 40,0% 60,0% 60,0% 40,0% 12,5% 27,5% 60,0%
N6 30,0% 70,0% 0,0% 22,5% 77,5% 25,0% 75,0% 2,5% 20,0% 77,5%
N7 2,5% 95,0% 2,5% 0,0% 100,0% 27,5% 72,5% 5,0% 12,5% 82,5%
N8 2,5% 60,0% 37,5% 10,0% 90,0% 52,5% 47,5% 17,5% 45,0% 37,5%
N9 10,0% 62,5% 27,5% 67,5% 32,5% 47,5% 52,5% 47,5% 35,0% 17,5%
N10 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 100,0% 37,5% 62,5% 0,0% 17,5% 82,5%
N11 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 65,0% 35,0% 0,0% 15,0% 85,0%
N12 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 30,0% 70,0% 0,0% 12,5% 87,5%
N13 0,0% 82,5% 17,5% 0,0% 100,0% 22,5% 77,5% 12,5% 30,0% 57,5%
N14 0,0% 80,0% 20,0% 5,0% 95,5% 60,0% 40,0% 7,5% 27,5% 65,0%
N15 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 100,0% 77,5% 22,5% 40,0% 45,0% 15,0%
N16 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 100,0% 35,0% 65,0% 0,0% 7,5% 92,5%
N17 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 25,0% 75,0% 0,0% 17,5% 82,5%
Media 5,00% 84,50% 10,50% 12,17% 87,87% 42,67% 57,33% 13,33% 27,17% 59,50%
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Tabela 9- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias.

Posicdo do diametro transversal

mAXimo Apice Base Mamilo
Arvore

thr;tsza Central Juér;)tic:::o Pontiagudo  Arredondado Truncada Arredondada Evidente EI\DI? duecrgce Ausente

C1 2,5% 97,5% 0,0% 0,0% 100,0% 45,0% 55,0% 2,5% 30,0% 67,5%
C2 7,5% 92,5% 0,0% 0,0% 100,0% 5,0% 95,0% 25,0% 40,0% 35,0%
C3 5,0% 95,0% 0,0% 10,0% 90,0% 25,0% 75,0% 60,0% 25,0% 15,0%
C4 5,0% 95,0% 0,0% 0,0% 100,0% 25,0% 75,0% 20,0% 22,5% 57,5%
C5 0,0% 92,5% 7,5% 0,0% 100,0% 25,0% 75,0% 100,0% 0,0% 0,0%
C6 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 20,0% 80,0% 37,5% 40,0% 22,5%
Cc7 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 82,5% 17,5% 0,0%
Cs8 12,5% 87,5% 0,0% 0,0% 100,0% 20,0% 80,0% 5,0% 20,0% 75,0%
Cc9 2,5% 95,0% 2,5% 25,0% 75,0% 0,0% 100,0% 37,5% 37,5% 25,0%
C10 0,0% 87,5% 12,5% 2,5% 97,5% 2,5% 97,5% 97,5% 2,5% 0,0%
Ci11 0,0% 100,0% 0,0% 17,5% 82,5% 20,0% 80,0% 17,5% 40,0% 42,5%
Ci12 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 5,0% 95,0% 0,0% 2,5% 97,5%
C13 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 100,0% 12,5% 87,5% 7,5% 7,5% 85,0%
Ci4 2,5% 95,0% 2,5% 2,5% 97,5% 2,5% 97,5% 85,0% 12,5% 2,5%
Ci15 0,0% 100,0% 0,0% 2,5% 97,5% 0,0% 100,0% 77,5% 17,5% 5,0%
Ci16 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
C18 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 100,0% 7,5% 92,5% 52,5% 27,5% 20,0%
Média 2,21% 95,00% 2,79% 3,53% 96,47% 12,65% 87,35% 41,62% 20,15% 38,24%
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Tabela 10- Caracteristicas morfologicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Presenca de lenticulas Dimenséo das lenticulas Cor
Arvore Pouco Muito Verde + .
NUMErosas NUMErosas Pequenas Grandes Negra Verde Viol4cea Violacea Verde-roxa

N1 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 65,0% 35,0% 0,0% 0,0%
N4 85,0% 15,0% 97,5% 2,5% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N5 22,5% 77,5% 95,5% 5,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N6 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 92,5% 7,5% 0,0% 0,0% 0,0%
N7 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 17,5% 82,5% 0,0%
N8 40,0% 60,0% 70,0% 30,0% 27,5% 72,5% 0,0% 0,0% 0,0%
N9 25,0% 75,0% 47,5% 52,5% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N10 52,5% 47,5% 90,0% 10,0% 0,0% 2,5% 0,0% 97,5% 0,0%
N11 62,5% 37,5% 70,0% 30,0% 0,0% 5,0% 95,0% 0,0% 0,0%
N12 100,0% 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 2,5% 97,5% 0,0% 0,0%
N13 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 10,0% 90,0% 0,0%
N14 80,0% 20,0% 95,0% 5,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N15 80,0% 20,0% 70,0% 30,0% 0,0% 2,5% 97,5% 0,0% 0,0%
N16 95,0% 5,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N17 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%

Média 76,17% 23,83% 88,87% 11,17% 8,00% 10,50% 30,17% 51,33% 0,00%
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Tabela 11- Caracteristicas morfologicas do fruto, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias.

Presenca de lenticulas Dimenséao das lenticulas Cor
Arvore
nul:r)r(])eur((:)(;as num::g()sas Pequenas Grandes Negra Verde \\//ice):g(?e; Violacea Verde- roxa
C1 55,0% 45,0% 32,5% 67,5% 2,5% 40,0% 10,0% 47,5% 0,0%
C2 47,5% 52,5% 57,5% 42,5% 72,5% 10,0% 10,0% 7,5% 0,0%
C3 65,0% 35,0% 87,5% 12,5% 80,0% 0,0% 5,0% 15,0% 0,0%
C4 90,0% 10,0% 65,0% 35,0% 0,0% 35,0% 12,5% 52,5% 0,0%
C5 2,5% 97,5% 50,0% 50,0% 0,0% 15,0% 7,5% 77,5% 0,0%
C6 62,5% 37,5% 82,5% 17,5% 90,0% 0,0% 2,5% 7,5% 0,0%
Cc7 12,5% 87,5% 25,0% 75,0% 0,0% 42,5% 0,0% 0,0% 57,5%
C8 65,0% 35,0% 90,0% 10,0% 0,0% 52,5% 15,0% 32,5% 0,0%
C9 92,5% 7,5% 85,0% 15,0% 5,0% 7,5% 42,5% 45,0% 0,0%
C10 7,5% 92,5% 57,5% 42,5% 0,0% 35,0% 2,5% 60,0% 2,5%
C11 72,5% 27,5% 77,5% 22,5% 0,0% 17,5% 2,5% 80,0% 0,0%
C12 35,0% 65,0% 82,5% 17,5% 20,0% 0,0% 40,0% 40,0% 0,0%
C13 5,0% 95,0% 92,5% 7,5% 0,0% 0,0% 57,5% 42,5% 0,0%
Cl14 2,5% 97,5% 47,5% 52,5% 0,0% 45,0% 27,5% 0,0% 27,5%
C15 7,5% 92,5% 65,0% 35,0% 0,0% 40,0% 25,0% 0,0% 35,0%
C16 35,0% 65,0% 100,0% 0,0% 42,5% 0,0% 57,5% 0,0% 0,0%
C18 2,5% 97,5% 62,5% 37,5% 0,0% 35,0% 20,0% 0,0% 45,0%
Média 38,82% 61,18% 68,24% 31,76% 18,38% 22,06% 19,85% 29,85% 9,85%
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4.1.1.2. Parametros avaliados no endocarpo

As Tabelas 12 e 13 mostram os resultados alusivos a determinacdo dos parametros
quantitativos nos endocarpos de oliveiras novas e centenarias, respetivamente. De entre
0s caracteres quantitativos avaliados, o peso do endocarpo foi o que apresentou um maior
coeficiente de variagdo (> 17%), indicando ser este o pardmetro que mais variabilidade
apresentou em cada uma das populacdes de oliveiras. O peso médio deste caracter variou
entre 0,29 g (arvore N1) e 0,72 g (arvore N13) nas oliveiras novas, e entre 0,53 g (arvore
C16) e 1,02 g (arvore C6) nas oliveiras centenarias (Tabelas 12 e 13).

O comprimento e os didmetros maximos e minimos do endocarpo apresentaram
coeficientes de variagdo inferiores a 10%, indicando a existéncia de uma maior
uniformidade destes parametros morfologicos ao nivel das arvores de cada uma das
populagdes estudadas. O comprimento médio do endocarpo variou entre 1,34 cm (arvore
N1) e 1,93 cm (arvore N9) na populacdo de oliveiras novas (Tabela 12; Figura 5- Anexo
I) e entre 1,45 cm (&rvore C8) e 1,77 c¢cm (&rvore C11) na populacdo de oliveiras
centenarias (Tabela 13; Figura 5- Anexo Il). Os valores médios de didmetros maximo e
minimo do endocarpo apresentaram, na populacédo de oliveiras novas, valores minimos na
oliveira N1 (0,62 cm e 0,50 cm, respetivamente) e valores maximos na oliveira N6 (0,84
cm e 0,69 cm, respetivamente). A semelhanga da arvore N6 também a N8 apresentou um
didmetro minimo médio, no valor de 0,69 cm (Tabela 12; Figura 5- Anexo Il). Na
populacdo de oliveiras centenarias foi a arvore C6 que apresentou valores de diametros
maximo e minimo mais altos (0,98 cm e 0,81 cm, respetivamente). Os valores mais
baixos foram registados na arvore C16 (0,76 cm) para o diametro maximo e na arvore
C13 (0,62 cm) para o diametro minimo (Tabela 13; Figura 5- Anexo II).

As oliveiras centenarias apresentaram, em média, endocarpos com peso (0,73 g, p<
0,001) e com diametros maximo (0,86 cm, p< 0,001) e minimo (0,70 cm, p< 0,001)
estatisticamente superior face as oliveiras novas (0,59 g, 0,77 cm e 0,61 cm,
respetivamente). Por sua vez, o valor médio do comprimento do endocarpo nao diferiu
estatisticamente nas duas populacdes de oliveiras (1,68 cm e 1,65 cm nas oliveiras novas

e centendrias, respetivamente).
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Tabela 12- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros
quantitativos avaliados nos endocarpos de oliveiras novas. Os valores maximos e minimos
observados sao igualmente apresentados entre paréntesis.

Comprimento  Diametro Max.  Diametro Min.

Arvore (cm) (cm) (cm) Peso (g)

N1 1,34+0,11 0,62 +0,05 0,50 + 0,04 0,29 + 0,06

(1,12 - 1,50) (0,51-0,72) (0,43-0,62) (0,16 - 0,40)

N4 1,82+0,18 0,75+ 0,07 0,58 + 0,06 0,58 +0,12

(1,50 - 2,24) (0,55 - 0,90) (0,44 -0,71) (0,26 - 0,88)

NS 1,73+£0,11 0,77 £ 0,04 0,63+0,05 0,60 + 0,07

(1,51-1,93) (0,66 - 0,85) (0,51-0,71) (0,36 - 0,76)

NG 1,56 £ 0,14 0,84 + 0,05 0,69 + 0,05 0,67 +0,12

(1,20 - 1,88) (0,73 -1,04) (0,61-0,82) (0,45 - 1,03)

N7 1,63+0,12 0,74 +0,05 0,58 + 0,05 0,52+ 0,09

(1,33-1,79) (0,59 -0,81) (0,43-0,67) (0,29 - 0,68)

NS 1,53+0,16 0,83+0,08 0,69 + 0,06 0,68 +0,16

(1,14 - 1,85) (0,60 - 0,98) (0,54 -0,78) (0,26 - 0,98)

N9 1,93+0,23 0,78 £ 0,08 0,58 + 0,07 0,70+0,17

(1,10-2,22) (0,50 - 0,95) (0,36 -0,71) (0,15 - 1,04)

N10 1,71+£0,11 0,79+ 0,06 0,61 0,04 0,63+0,11

(1,44 - 1,90) (0,66 - 0,93) (0,52-0,71) (0,38 -0,85)

N1l 1,71+0,12 0,74 £ 0,05 0,58 + 0,05 0,55+ 0,09

(1,44 -2,01) (0,67 - 0,90) (0,48 - 0,66) (0,41 -0,86)

N12 1,74+ 0,15 0,77 £ 0,04 0,62 + 0,05 0,61+0,10

(1,29 - 2,07) (0,62 -0,87) (0,52-0,71) (0,32-0,92)

N13 1,82+0,16 0,82 +0,07 0,61+ 0,05 0,72+0,14

(1,35-2,04) (0,60 - 0,95) (0,48 - 0,69) (0,29 - 1,07)

N14 1,65+0,12 0,74 £ 0,05 0,61+0,04 0,53+0,09

(1,30-1,91) (0,59 -0,84) (0,47 - 0,68) (0,30-0,71)

N15 1,81+ 0,09 0,81+0,03 0,63+0,03 0,66 + 0,06

(1,63 - 2,00) (0,73-0,87) (0,54 -0,70) (0,44 -0,76)

N16 1,61+0,12 0,75+ 0,04 0,58 + 0,04 0,52 +0,08

(1,33-1,83) (0,63-0,84) (0,49 - 0,66) (0,28-0,72)

N17 1,70+ 0,12 0,75+0,05 0,59+ 0,03 0,57 £ 0,09

(1,46 - 2,02) (0,61-0,83) (0,50 - 0,66) (0,34-0,81)

Média £ DP 1,68 +0,14 0,77 £ 0,05 0,61 +0,05 0,59+0,10
CcVv 0,08 0,07 0,08 0,18
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Tabela 13- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros
quantitativos avaliados nos endocarpos de oliveiras centenarias. Os valores maximos e minimos
observados sdo igualmente apresentados entre paréntesis.

Comprimento Diametro Max. Diametro Min.

Arvore (cm) (cm) (cm) Peso (g)

c1 1,51+0,16 0,89+ 0,07 0,72+ 0,06 0,77 +0,18

(1,17 -1,78) (0,73 - 1,00) (0,56 - 0,82) (0,38-1,03)

c2 1,65+0,10 0,93+0,06 0,71 +0,05 0,77+0,12

(1,42 - 1,85) (0,77 - 1,06) (0,58 - 0,80) (0,51-1,01)

C3 1,64 £0,15 0,94 + 0,08 0,74 £ 0,06 0,88+0,20

(1,31-1,98) (0,77 - 1,09) (0,63 -0,89) (0,50 - 1,46)

ca 1,55+0,11 0,93+0,05 0,78 £ 0,05 0,84 +0,14

(1,31-1,82) (0,77 - 1,04) (0,68 - 0,89) (0,49-1,17)

C5 1,66 + 0,09 0,85+0,03 0,66 + 0,04 0,71+ 0,07

(1,43-1,88) (0,78 - 0,93) (0,56 - 0,76) (0,55 - 0,86)

c6 1,76 £ 0,14 0,98 + 0,06 0,81 +0,05 1,02+0,16

(1,52-2,15) (0,84 - 1,10) (0,68 - 0,90) (0,66 - 1,36)

c7 1,73+0,10 0,85+ 0,04 0,67 + 0,03 0,76 £ 0,08

(1,53-2,04) (0,76 - 0,93) (0,60-0,73) (0,54 -0,93)

c8 1,45+0,14 0,90 £ 0,09 0,77 £ 0,07 0,74+0,19

(1,13 -1,70) (0,72 - 1,06) (0,64 -0,93) (0,39-1,03)

co 1,67 £0,10 0,79+ 0,04 0,66 + 0,04 0,66 +0,10

(1,49 - 1,89) (0,69 -0,89) (0,57 -0,78) (0,49 - 0,84)

c10 1,69 + 0,07 0,85+ 0,04 0,68 + 0,04 0,67 +0,08

(1,53-1,82) (0,76 - 0,94) (0,61-0,83) (0,51-0,84)

c11 1,77 +£0,18 0,82 £ 0,06 0,71+ 0,04 0,73+0,17

(1,38-2,30) (0,71-0,98) (0,64 - 0,80) (0,50-1,21)

c12 1,63+0,13 0,78 £ 0,06 0,65+ 0,05 0,57+0,12

(1,37-1,97) (0,69-0,92) (0,59 -0,79) (0,41-0,92)

C13 1,62+0,13 0,77 £ 0,04 0,62 + 0,05 0,54 +0,08

(1,30-1,84) (0,65-0,87) (0,53-0,73) (0,34-0,78)

cl4 1,71+£0,13 0,87 £ 0,05 0,70+ 0,05 0,74+0,11

(1,42 - 2,09) (0,78 - 1,08) (0,63-0,87) (0,57 - 1,25)

C15 1,68 £ 0,10 0,85+ 0,05 0,70 £ 0,04 0,72+ 0,09

(1,46 - 1,96) (0,69 -0,99) (0,62 - 0,85) (0,56 - 1,08)

C16 1,65+0,14 0,76 + 0,06 0,63+ 0,05 0,53+0,11

(1,43-1,88) (0,69-0,92) (0,52-0,72) (0,37-0,79)

C18 1,70+ 0,12 0,85+0,05 0,70 £ 0,04 0,73+0,11

(1,49 - 2,05) (0,77 - 1,02) (0,61-0,84) (0,53-1,16)

Média + DP 1,65+0,12 0,86 £ 0,06 0,70 £ 0,05 0,73+0,12
Ccv 0,07 0,06 0,07 0,17
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Nas Tabelas de 14 a 19 estdo representados os resultados relativos a determinagéo
de alguns pardmetros biométricos avaliados nos endocarpos de oliveiras novas e
centenarias.

A forma do endocarpo pode ser esférica, ovoide, eliptica ou alongada, caso a
relagdo entre o comprimento e didmetro méaximo seja menor que 1,4 cm, entre 1,4 cm e
1,8 cm, entre 1,8 cm e 2,2 cm ou maior que 2,2 cm, respetivamente. Na populacdo de
oliveiras novas, predominavam endocarpos de forma alongada (53%) e eliptica (42%)
(Tabela 14; Figura 6- Anexo Il). Pelo contrario, na populacéo de oliveiras centenarias a
maioria dos endocarpos apresentavam forma eliptica (61%), com excecéo das arvores
C1, C2, C3, C4 e C8 com endocarpos maioritariamente de forma ovoide (Tabela 15;
Figura 6- Anexo II).

O peso do endocarpo pode variar entre baixo, médio, alto e muito alto, se
apresentar valores menores que 0,3 g, entre 0,3 g e 0,45 g, entre 0,45 g e 0,7 g ou maior
que 0,7 g, respetivamente. Os resultados obtidos ao nivel das oliveiras novas indicam
que a maioria apresentava endocarpos com peso alto (64%) a muito alto (21%), a
excecdo da arvore N1 cujos endocarpos eram na sua maioria de peso baixo/médio
(Tabela 14; Figura 6- Anexo Il). Na populacdo de oliveiras centenarias, 0s endocarpos
eram maioritariamente de peso muito alto (54%) a alto (42%) (Tabela 15; Figura 6-
Anexo II).

No que concerne a simetria do endocarpo ambas as populacdes de oliveiras, novas e
centenarias, caracterizavam-se por apresentarem em média, na posicdo 1, uma maior
ocorréncia de endocarpos simétricos (50% e 61%, respetivamente) e na posicdo 2
endocarpos ligeiramente assimétricos (68% e 71%, respetivamente) (Tabelas 14 e 15;
Figura 6- Anexo II).

Observou-se igualmente nas duas populacdes de oliveiras, novas e centenérias, uma
maior incidéncia de endocarpos com diametro transversal maximo central (71% e 91%,
respetivamente), apice arredondado (67% e 85%, respetivamente), base pontiaguda
(48% e 49%, respetivamente) e superficie rugosa (76% e 91%, respetivamente) (Tabelas
16 e 17; Figura 7- Anexo Il). Na populagdo de oliveiras novas, a percentagem de
endocarpos com base pontiaguda era idéntica a de endocarpos com base truncada
(Tabela 16; Figura 7- Anexo II). Porém, estas caracteristicas ndo se observaram ao nivel
de todas as arvores de cada uma das populagdes, havendo assim algumas excegdes. Por
exemplo, nas oliveiras novas, 0s endocarpos da arvore N9 apresentavam na sua maioria

uma posicdo do diametro transversal maximo junto ao apice. Grande parte dos
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endocarpos das arvores N1, N5, N8 e N9 possuiam o apice pontiagudo. Engquanto que as
arvores N13, N15 e N17 tinham, maioritariamente, endocarpos com superficie lisa
(Tabela 16). No que diz respeito as oliveiras centenarias, as arvores Cl4 e C15
apresentavam, na sua maioria, endocarpos com o apice pontiagudo e as arvores C1, C2,
C3, C4, C5 e C6 possuiam endocarpos com a base truncada. A arvore C9 apresenta a
totalidade dos endocarpos com superficie lisa (Tabela 17).

O namero de sulcos fibrovasculares presente na superficie dos endocarpos podem
surgir em namero reduzido (< 7), médio (entre 7 e 10) e elevado (> 10). Verificou-se
que, na populacdo de oliveiras novas, a maioria dos endocarpos apresentavam sulcos
fibrovasculares em nimero reduzido e com uma distribuicdo uniforme (74% e 81%,
respetivamente), com exce¢do das arvores N6 e N8 que tinham um ndmero de sulcos
médio e as N1, N4 e N9 que possuiam uma distribui¢do dos sulcos agrupada (Tabela
18; Figura 8- Anexo Il). Contrariamente, a populacdo de oliveiras centenarias detinha
em média 61% de endocarpos com um namero de sulcos fibrovasculares médio, com a
excecdo das arvores Cl, C4, C5, C7 e C9 que apresentavam, na sua maioria, um
reduzido numero de sulcos (Tabela 19; Figura 8- Anexo Il). Nesta populacdo, a maioria
dos endocarpos apresentavam os sulcos com distribuicdo uniforme (80%), com excecgéo
das arvores C1 e C4 que possuiam uma distribuicdo agrupada (Tabela 19; Figura 8-
Anexo II).

No que concerne a extremidade do apice, nas populacdes de oliveiras novas e
centendrias, destacavam-se 0s endocarpos com extremidade com mucrdo (89% e 82%,
respetivamente) (Tabelas 18 e 19; Figura 8- Anexo II).

Face a populacdo de oliveiras novas analisadas no presente estudo, Nogueira (2012)
indica valores médios de comprimento e diametro minimo do endocarpo inferiores, mas
valores médios de didmetro maximo e peso superiores, nas cultivares transmontanas
Cobrangosa e Negrinha de Freixo. Pelo contrério, todos os parametros biométricos
avaliados no endocarpo da populacdo de oliveiras centenarias apresentaram valores
superiores aos reportados por Nogueira (2012).0s parametros simetria (posicéo 1 e 2),
posicdo do didmetro transversal maximo, o tipo de base, a superficie, a distribuicdo dos
sulcos fibrovasculares e a extremidade do apice de ambas as populagdes e o numero de
sulcos fibrovasculares das cultivares centenarias coincidem com o estudo de Nogueira

(2012), porém com diferentes percentagens.
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Tabela 14- Caracteristicas morfol6gicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Forma Peso Simetria (Posicéo 1) Simetria (Posicéo 2)
Arvore . . ] ] . Muito . ] Ligeiramente ] ] . . Ligeiramente
Esférica Ovoide Eliptica Alongada  Baixo Médio Alto Simétrico Assimétrico  Simétrico
Alto assimétrico assimétrico

N1 0,0% 0,0% 62,5% 37,5% 57,5%  42,5% 0,0% 0,0% 37,5% 22,5% 40,0% 15,0% 85,0%

N4 0,0% 0,0% 12,5% 87,5% 2,5% 10,0% 77,5% 10,0% 57,5% 15,0% 27,5% 10,0% 90,0%

N5 0,0% 0,0% 32,5% 67,5% 0,0% 5,0% 92,5% 2,5% 37,5% 42,5% 20,0% 45,0% 55,0%

N6 0,0% 375%  60,0% 2,5% 0,0% 2,5% 62,5% 35,0% 40,0% 27,5% 32,5% 22,5% 77,5%

N7 0,0% 0,0% 47,5% 52,5% 2,5% 125%  85,0% 0,0% 42,5% 12,5% 45,0% 47,5% 52,5%

N8 0,0% 45,0%  55,0% 0,0% 2,5% 10,0%  32,5% 55,0% 42,5% 37,5% 20,0% 45,0% 55,0%

N9 0,0% 0,0% 2,5% 97,5% 2,5% 5,0% 32,5% 60,0% 22,5% 30,0% 47,5% 32,5% 67,5%

N10 0,0% 0,0% 55,0% 45,0% 0,0% 5,0% 67,5% 27,5% 80,0% 0,0% 20,0% 15,0% 85,0%
N11 0,0% 0,0% 27,5% 72,5% 0,0% 125%  82,5% 5,0% 92,5% 0,0% 7,5% 17,5% 82,5%
N12 0,0% 0,0% 37,5% 62,5% 0,0% 5,0% 82,5% 12,5% 65,0% 5,0% 30,0% 37,5% 62,5%
N13 0,0% 0,0% 47,5% 52,5% 2,5% 2,5% 32,5% 62,5% 42,5% 7,5% 50,0% 47,5% 52,5%
N14 0,0% 0,0% 42,5% 57,5% 2,5% 150%  80,0% 2,5% 40,0% 15,0% 45,0% 37,5% 62,5%
N15 0,0% 0,0% 42,5% 57,5% 0,0% 2,5% 65,0% 32,5% 50,0% 7,5% 42,5% 42,5% 57,5%
N16 0,0% 0,0% 67,5% 32,5% 2,5% 7,5% 87,5% 2,5% 55,0% 17,5% 27,5% 27,5% 72,5%
N17 0,0% 0,0% 37,5% 62,5% 0,0% 7,5% 85,0% 7,5% 47,5% 17,5% 35,0% 32,5% 67,5%
Média 0,00% 550% 42,000  52,50% 500% 9,67% 64,33% 21,000  50,17% 17,17% 32,67% 31,67% 68,33%
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Tabela 15- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centendrias.

Forma Peso Simetria (Posi¢do 1) Simetria (Posi¢do 2)
Arvore ) . .
Esférica  Ovoide Eliptica  Alongada Baixo Meédio Alto Ma?tgo Simétrico L;g;'r:%rtﬁge Assimétrico  Simétrico L;gseilr;a:érpriegct)e
C1 5,0% 82,5% 12,5% 0,0% 0,0% 5,0% 25,0%  70,0% 40,0% 35,0% 25,0% 50,0% 50,0%
Cc2 0,0% 57,5% 42,5% 0,0% 0,0% 0,0% 250%  75,0% 65,0% 12,5% 22,5% 12,5% 87,5%
C3 0,0% 67,5% 32,5% 0,0% 0,0% 0,0% 20,0%  80,0% 37,5% 22,5% 40,0% 30,0% 70,0%
C4 2,5% 85,0% 12,5% 0,0% 0,0% 0,0% 10,0%  90,0% 72,5% 17,5% 10,0% 25,0% 75,0%
C5 0,0% 5,0% 95,0% 0,0% 0,0% 0,0% 50,0%  50,0% 40,0% 12,5% 47,5% 40,0% 60,0%
C6 0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 0,0% 0,0% 2,5% 97,5% 57,5% 17,5% 25,0% 20,0% 80,0%
Cc7 0,0% 0,0% 92,5% 7,5% 0,0% 0,0% 225%  77,5% 65,0% 2,5% 32,5% 32,5% 67,5%
C8 2,5% 95,0% 2,5% 0,0% 0,0% 125% 250%  62,5% 62,5% 5,0% 32,5% 32,5% 67,5%
C9 0,0% 0,0% 75,0% 25,0% 0,0% 0,0% 725%  27,5% 75,0% 7,5% 17,5% 30,0% 70,0%
C10 0,0% 5,0% 95,0% 0,0% 0,0% 0,0% 70,0%  30,0% 65,0% 5,0% 30,0% 12,5% 87,5%
Cl1 0,0% 5,0% 65,0% 30,0% 0,0% 0,0% 50,0%  50,0% 55,0% 2,5% 42,5% 45,0% 55,0%
C12 0,0% 0,0% 77,5% 22,5% 0,0% 125%  75,0% 12,5% 67,5% 0,0% 32,5% 32,5% 67,5%
C13 0,0% 5,0% 57,5% 37,5% 0,0% 7,5% 90,0% 2,5% 77,5% 5,0% 17,5% 17,5% 82,5%
C14 0,0% 7,5% 90,0% 2,5% 0,0% 0,0% 325%  67,5% 57,5% 2,5% 40,0% 32,5% 67,5%
C15 0,0% 7,5% 87,5% 5,0% 0,0% 0,0% 450%  55,0% 62,5% 7,5% 30,0% 22,5% 77,5%
C16 0,0% 0,0% 62,5% 37,5% 0,0%  25,0%  65,0% 10,0% 65,0% 2,5% 32,5% 22,5% 77,5%
C18 0,0% 7,5% 87,5% 5,0% 0,0% 0,0% 325%  67,5% 67,5% 5,0% 27,5% 27,5% 72,5%
Média 0,59%  28,24%  61,03% 10,15%  0,00% 3,68% 4191% 54,41%  60,74% 9,56% 29,71% 28,53% 71,47
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Tabela 16- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Posicao do diametro transversal

' MAXIMo Apice Base Superficie
Arvore
Jlér;t;é Central Juér;)ti%:o Pontiagudo  Arredondado  Truncada  Pontiaguda Arredondada Lisa Rugosa Rl\ﬂggga

N1 2,5% 85,0% 12,5% 52,5% 47,5% 27,5% 70,0% 2,5% 0,0% 100,0% 0,0%
N4 0,0% 57,5% 42,5% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N5 2,5% 47,5% 50,0% 97,5% 2,5% 42,5% 47,5% 10,0% 27,5% 62,5% 10,0%
N6 17,5% 80,0% 2,5% 32,5% 67,5% 45,0% 35,0% 20,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N7 0,0% 82,5% 17,5% 2,5% 97,5% 80,0% 20,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N8 12,5% 65,0% 22,5% 52,5% 47,5% 50,0% 30,0% 20,0% 0,0% 82,5% 17,5%
N9 0,0% 47,5% 52,5% 85,0% 15,0% 42,5% 52,5% 5,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N10 0,0% 67,5% 32,5% 0,0% 100,0% 60,0% 40,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N11 0,0% 62,5% 37,5% 7,5% 92,5% 30,0% 70,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N12 0,0% 77,5% 22,5% 17,5% 82,5% 65,0% 35,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N13 0,0% 70,0% 30,0% 10,0% 90,0% 67,5% 32,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N14 0,0% 87,5% 12,5% 42,5% 57,5% 22,5% 77,5% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N15 0,0% 75,0% 25,0% 10,0% 90,0% 60,0% 40,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
N16 2,5% 77,5% 20,0% 10,0% 90,0% 62,5% 37,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N17 0,0% 77,5% 22,5% 25,0% 75,0% 62,5% 35,0% 2,5% 100,0% 0,0% 0,0%

Media 250%  70,67% 26,83% 33,00% 67,00% 47,83% 48,17% 4,00% 21,83%  76,33% 1,83%

57



Resultados e Discussdo

Tabela 17- Caracteristicas morfol6gicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias .

Posicdo do diametro transversal

mAXimo Apice Base Superficie

Arvore _
Jlénto a Central Ju,nt-o a0 Pontiagudo  Arredondado  Truncada Pontiaguda  Arredondada Lisa Rugosa Muito
ase apice Rugosa
C1 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 75,0% 2,5% 22,5% 15,0% 85,0% 0,0%
Cc2 7,5% 87,5% 5,0% 7,5% 92,5% 65,0% 12,5% 22,5% 0,0% 95,0% 5,0%
C3 20,0% 80,0% 0,0% 27,5% 72,5% 80,0% 7,5% 12,5% 0,0% 70,0% 30,0%
C4 0,0% 97,5% 2,5% 0,0% 100,0% 55,0% 12,5% 32,5% 0,0% 100,0% 0,0%
C5 0,0% 80,0% 20,0% 0,0% 100,0% 60,0% 40,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
C6 0,0% 100,0% 0,0% 12,5% 87,5% 62,5% 0,0% 37,5% 0,0% 100,0% 0,0%
Cc7 0,0% 85,0% 15,0% 0,0% 100,0% 35,0% 65,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
C8 2,5% 97,5% 0,0% 0,0% 100,0% 35,0% 0,0% 65,0% 0,0% 100,0% 0,0%
Cc9 0,0% 95,0% 5,0% 17,5% 82,5% 30,0% 70,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
C10 0,0% 77,5% 22,5% 15,0% 85,0% 15,0% 80,0% 5,0% 0,0% 100,0% 0,0%
Ci11 0,0% 95,0% 5,0% 47,5% 52,5% 45,0% 52,5% 2,5% 0,0% 100,0% 0,0%
C12 0,0% 85,0% 15,0% 0,0% 100,0% 7,5% 92,5% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
C13 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 100,0% 32,5% 67,5% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
Ci14 0,0% 100,0% 0,0% 65,0% 35,0% 0,0% 90,0% 10,0% 0,0% 100,0% 0,0%
C15 0,0% 95,0% 5,0% 55,0% 45,0% 0,0% 62,5% 37,5% 0,0% 100,0% 0,0%
Ci16 0,0% 100,0% 0,0% 2,5% 97,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
C18 0,0% 87,5% 12,5% 0,0% 100,0% 0,0% 82,5% 17,5% 0,0% 100,0% 0,0%
Média 1,76% 91,32% 6,91% 1471% 85,29% 35,15% 49,26% 15,59% 6,76% 91,18% 2,06%
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Tabela 18- Caracteristicas morfologicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Nuamero de sulcos fibrovasculares

Distribuicéo de sulcos fibrovasculares

Extremidade do Apice

Arvore
Reduzido Médio Elevado Uniformes prox'ib\mgirtljjgggc()jzr;itura Sem mucréo Com mucréo

N1 60,0% 37,5% 2,5% 32,5% 67,5% 40,0% 60,0%
N4 87,5% 12,5% 0,0% 10,0% 90,0% 0,0% 100,0%
N5 45,0% 40,0% 15,0% 65,0% 35,0% 0,0% 100,0%
N6 0,0% 90,0% 10,0% 95,0% 5,0% 0,0% 100,0%
N7 95,0% 5,0% 0,0% 97,5% 2,5% 10,0% 90,0%
N8 5,0% 62,5% 32,5% 75,0% 25,0% 0,0% 100,0%
N9 72,5% 25,0% 2,5% 32,5% 67,5% 0,0% 100,0%
N10 87,5% 12,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N11 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 5,0% 95,0%
N12 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 7,5% 92,5%
N13 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N14 87,5% 12,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N15 72,5% 27,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N16 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
N17 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0%

Meédia 74,17% 21,67% 4,17% 80,50% 19,50% 10,83% 89,17%
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Tabela 19- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias.

Numero de sulcos fibrovasculares Distribuicao de sulcos fibrovasculares Extremidade do Apice
Arvore Reduzido Médio Elevado Uniformes prox?rg:gapgszzgitura Sem mucréo Com mucrdo
C1 100,0% 0,0% 0,0% 15,0% 85,0% 87,5% 12,5%
C2 37,5% 62,5% 0,0% 72,5% 27,5% 45,0% 55,0%
C3 7,5% 60,0% 32,5% 72,5% 27,5% 42,5% 57,5%
C4 65,0% 35,0% 0,0% 42,5% 57,5% 65,0% 35,0%
C5 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
C6 22,5% 77,5% 0,0% 90,0% 10,0% 42,5% 57,5%
c7 92,5% 7,5% 0,0% 92,5% 7,5% 0,0% 100,0%
C8 10,0% 90,0% 0,0% 65,0% 35,0% 30,0% 70,0%
C9 97,5% 2,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
C10 0,0% 90,0% 10,0% 75,0% 25,0% 0,0% 100,0%
C11 0,0% 67,5% 32,5% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
C12 0,0% 77,5% 22,5% 95,0% 5,0% 0,0% 100,0%
C13 0,0% 95,0% 5,0% 82,5% 17,5% 0,0% 100,0%
Cl14 0,0% 100,0% 0,0% 75,0% 25,0% 0,0% 100,0%
C15 0,0% 90,0% 10,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
C16 0,0% 82,5% 17,5% 92,5% 7,5% 0,0% 100,0%
C18 0,0% 92,5% 7,5% 87,5% 12,5% 0,0% 100,0%
Média 31,32% 60,59% 8,09% 79,85% 20,15% 18,38% 81,62%
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4.1.1.3. Parametros avaliados na folha

Os resultados alusivos ao comprimento e largura das folhas encontram-se
apresentados na Tabela 20 para a populagdo de oliveiras novas e na Tabela 21 para a
populacédo de oliveiras centenarias.

Nas duas populacdes de oliveiras, quer a largura como o comprimento da folha
apresentaram coeficientes de variacdo muito similares e cujo valor, superior a 12%,
sugere que ambos os parametros variam ao nivel dos individuos de cada populagéo. O
comprimento da folha oscilou entre 5,87 cm (arvore N11) e 6,91 cm (&rvore N15) na
populacdo de oliveiras novas (Tabela 20; Figura 9- Anexo Il) e entre 5,54 cm (arvore
C1) e 7,40 cm (&rvore C13) na populacdo de oliveiras centenarias (Tabela 21; Figura 9-
Anexo Il). Por sua vez, a largura da folha variou, na populacao de oliveiras novas, entre
0,87 cm (arvore N1) e 1,16 cm (&rvore N15) (Tabela 20; Figura 9- Anexo Il), enquanto
qgue nas oliveiras centenarias oscilou entre 0,88 cm (&rvores C4 e C14) e 1,51 cm
(&rvore C6) (Tabela 21; Figura 9- Anexo I1).

O comprimento médio das folhas das oliveiras centenarias (6,6 cm), apesar de ser
ligeiramente superior ao das oliveiras novas (6,4 cm), ndo possui uma diferencga
estatisticamente significativa (p> 0,05). Pelo contrario, a largura das folhas das oliveiras
centenarias (1,10 cm) foi, em média, estatisticamente superior (p< 0,05) face as

oliveiras novas (0,99 cm).
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Tabela 20- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros
quantitativos avaliados nas folhas de oliveiras novas. Os valores maximos e minimos observados

sdo igualmente apresentados entre paréntesis.

Arvore Comprimento (cm) Largura (cm)

N1 6,72 + 0,93 0,87 +0,13

(5,20 - 8,40) (0,60 - 1,10)

N4 6,81+ 1,07 0,96 + 0,16

(4,90 - 9,00) (0,60 - 1,30)

NS 6,67 + 0,87 1,00+£0,14

(4,90 - 8,50) (0,70 - 1,20)

NG 6,12 + 0,84 0,94+0,21

(4,40 - 7,60) (0,60 - 1,50)

N7 6,63 + 1,05 0,99+0,22

(5,00 - 9,00) (0,60 - 1,90)

N8 5,88+0,75 0,88+0,13

(4,40 - 7,50) (0,60 - 1,10)

NO 6,21+ 0,87 0,97 +0,14

(4,70 - 8,40) (0,70 - 1,30)

N10 6,27 £ 0,84 1,05+0,16

(4,60 - 8,50) (0,70 - 1,40)

N11 5,87+0,78 1,00+£0,16

(4,40 - 7,80) (0,60 - 1,20)

N12 6,03 + 0,90 1,04+0,13

(4,80 - 8,60) (0,80 - 1,30)

N13 6,39 + 0,98 0,99+0,13

(4,80 - 8,20) (0,80 - 1,30)

N14 6,45+ 0,88 1,10+£0,14

(5,10 - 8,40) (0,80 - 1,40)

N15 6,91+ 1,09 1,16 £ 0,22

(5,00 - 9,80) (0,80-1,70)

N16 6,73+1,10 1,04 £0,13

(4,80 -8,70) (0,80 - 1,40)

N17 6,26 + 0,83 0,91+0,12

(5,10 - 8,80) (0,70 - 1,10)

Média + DP 6,40 £ 0,92 0,99+0,16
C.v. 0,14 0,16
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Tabela 21- Valores médios, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) dos parametros
quantitativos avaliados nas folhas de oliveiras centenarias. Os valores maximos e minimos

observados sdo igualmente apresentados entre paréntesis.

Arvore Comprimento (cm) Largura (cm)

c1 5,54 + 0,61 0,89+0,11

(4,40 - 6,90) (0,70 - 1,10)

c2 6,67 + 0,95 1,32+0,20

(4,40 - 8,00) (1,00 - 1,80)

c3 6,31+1,10 1,34+0,18

(4,70 - 8,60) (1,00 - 1,70)

ca 5,99 + 0,69 0,88+0,15

(4,80-7,30) (0,60 - 1,30)

c 6,86 + 0,85 1,06 £ 0,13

> (5,60 - 8,90) (0,90 - 1,40)

C6 7,01+1,12 151+£0,23

(5,10 - 8,90) (1,10 - 2,10)

c7 6,80 + 0,63 1,15+0,18

(5,70 - 8,50) (0,90 - 1,60)

c8 6,44 + 0,56 0,93+0,15

(5,50 - 7,70) (0,60 - 1,20)

6,85+ 0,65 0,97 £ 0,16

9 (5,50 - 8,10) (0,70 - 1,50)

c10 6,29 + 0,82 1,01 £ 0,09

(4,60 - 8,00) (0,80 - 1,20)

c11 6,35+ 0,73 1,03+0,11

(4,90 - 7,60) (0,80 - 1,20)

c12 6,81+£0,71 1,16 +0,13

(4,90 - 8,50) (1,00 - 1,60)

c13 7,40+0,72 1,32+0,14

(6,30 -9,10) (1,00 - 1,60)

c14 6,46 £ 0,70 0,88 +0,14

(5,20 - 8,10) (0,70 - 1,40)

C15 6,81+ 0,92 0,99+0,12

(5,20 - 9,00) (0,80 - 1,40)

C16 6,97 + 0,84 1,27 +0,18

(5,00 - 9,00) (0,60 - 1,60)

c18 6,70 £ 0,72 0,99 £0,11

(5,40 - 8,30) (0,80 - 1,20)

Média + DP 6,60 + 0,78 1,10+ 0,15
C.V. 0,12 0,13
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Das Tabelas 22 a 25 estdo representados os resultados, em percentagem, de alguns
parametros biométricos determinados nas folhas de oliveiras novas e centenarias.

A forma da folha pode ser, de acordo com a relagdo entre 0 seu comprimento e
largura, eliptica (< 4 cm), eliptica-lanceolada (entre 4 cm e 6 cm) ou lanceolada (> 6
cm). A populagdo de oliveiras novas caracterizava-se por apresentar, maioritariamente,
folhas de forma lanceolada (64%), exceto as arvores N11, N12, N14 e N15 que tinham
sobretudo folhas de forma eliptica-lanceolada (Tabela 22; Figura 10- Anexo II). A
populacdo de oliveiras centenarias possuia, na maioria, folhas de forma lanceolada
(52%) e eliptica-lanceolada (46%) (Tabela 23; Figura 10- Anexo II).

No que diz respeito ao comprimento da folha, estas caracterizam-se por possuirem
um comprimento reduzido (< 5 cm), médio (entre 5 cm e 7 cm) ou elevado (> 7 cm). A
maioria das oliveiras novas caracterizam-se por apresentarem folhas de comprimento
médio (71%) (Tabela 22; Figura 10- Anexo II). Similarmente, cerca de 67% das folhas
das oliveiras centendrias apresentavam um comprimento médio, sendo excecao a arvore
C13 que possuia grande parte das suas folhas com comprimento elevado (Tabela 23;
Figura 10- Anexo I1).

Em relagdo a largura da folha, estas podem apresentar uma largura reduzida (< 1
cm), média (entre 1 cm e 1,5 cm) ou larga (> 1,5 cm). Ambas as populagdes de
oliveiras, novas e centendrias, caracterizam-se por apresentarem, em média, uma maior
ocorréncia de folhas de largura média (59% e 68%, respetivamente). Porém,
observaram-se algumas excec¢des ao nivel das oliveiras novas (N1, N6, N8 e N17) e
centenarias (C1, C4, C8, C9 e C14), caracterizadas por apresentarem folhas de largura
reduzida (Tabela 22 e 23; Figura 10- Anexo II).

A curvatura longitudinal do limbo pode ser epinastica, plana, hiponastica ou
helicoidal, de acordo com a disposicao da curvatura do limbo. Os resultados obtidos ao
nivel das oliveiras novas indicam que a maioria apresentava folhas com curvatura
longitudinal plana (47%) e hiponastica (42%) (Tabela 24; Figura 11- Anexo Il). Na
populacdo de oliveiras centenarias, as folhas tinham maioritariamente uma curvatura
longitudinal plana (68%), sendo excecdo a arvore C16 que apresentavam uma curvatura
hiponastica (Tabela 25; Figura 11- Anexo II).

No que concerne a posicao da largura maxima da folha, verificou-se que em ambas
as populagdes, novas e centenérias, as folhas possuiam uma posicdo méaxima central
(99% e 97%, respetivamente) (Tabelas 24 e 25; Figura 11- Anexo II).
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No estudo realizado por Sousa (2005), nas cultivares Cobrancosa, Madural e
Verdeal Transmontana registaram-se valores superiores de comprimento e largura das
folhas face as observadas, no presente estudo, para ambas as populacGes de oliveiras. A
mesma autora para 0s parametros forma, curvatura longitudinal do limbo e posicao da
largura méxima da folha verificou, a semelhanca do presente estudo, que apresentavam
forma lanceolada, curvatura central e posicdo central, respetivamente, porém em

diferentes percentagens.
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Tabela 22- Caracteristicas morfoldgicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Forma Comprimento Largura

Arvore ot
Eliptica I;éggf:&a Lanceolada Reduzido Médio Elevado Reduzida Média Larga
N1 0,0% 10,0% 90,0% 0,0% 65,0% 35,0% 70,0% 30,0% 0,0%
N4 0,0% 17,5% 82,5% 5,0% 50,0% 45,0% 42,5% 57,5% 0,0%
N5 0,0% 25,0% 75,0% 2,5% 62,5% 35,0% 30,0% 70,0% 0,0%
N6 2,5% 37,5% 60,0% 10,0% 77,5% 12,5% 57,5% 42,5% 0,0%
N7 2,5% 22,5% 75,0% 0,0% 60,0% 40,0% 42,5% 55,0% 2,5%
N8 0,0% 25,0% 75,0% 10,0% 82,5% 7,5% 70,0% 30,0% 0,0%
N9 0,0% 35,0% 65,0% 2,5% 82,5% 15,0% 45,0% 55,0% 0,0%
N10 0,0% 50,0% 50,0% 2,5% 77,5% 20,0% 30,0% 70,0% 0,0%
N11 0,0% 55,0% 45,0% 10,0% 82,5% 7,5% 32,5% 67,5% 0,0%
N12 0,0% 55,0% 45,0% 7,5% 82,5% 10,0% 25,0% 75,0% 0,0%
N13 0,0% 32,5% 67,5% 5,0% 65,0% 30,0% 40,0% 60,0% 0,0%
N14 0,0% 60,0% 40,0% 0,0% 77,5% 22,5% 12,5% 87,5% 0,0%
N15 0,0% 60,0% 40,0% 0,0% 60,0% 40,0% 20,0% 75,0% 5,0%
N16 0,0% 40,0% 60,0% 2,5% 57,5% 40,0% 25,0% 75,0% 0,0%
N17 0,0% 17,5% 82,5% 0,0% 85,0% 15,0% 60,0% 40,0% 0,0%
Média 0,33% 36,17% 63,50% 3,83% 71,17% 25,00% 40,17% 59,33% 0,50%
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Tabela 23- Caracteristicas morfologicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias.

Forma Comprimento Largura

Arvore i Eliptica- . - . .-
Eliptica lanceolada Lanceolada Reduzido Medio Elevado Reduzida Média Larga
Cc1 0,0% 42,5% 57,5% 15,0% 85,0% 0,0% 65,0% 35,0% 0,0%
Cc2 5,0% 82,5% 12,5% 7,5% 50,0% 42,5% 0,0% 90,0% 10,0%
C3 7,5% 87,5% 5,0% 7,5% 62,5% 30,0% 0,0% 90,0% 10,0%
C4 0,0% 15,0% 85,0% 7,5% 82,5% 10,0% 70,0% 30,0% 0,0%
C5 0,0% 22,5% 77,5% 0,0% 62,5% 37,5% 22,5% 77,5% 0,0%
C6 15,0% 85,0% 0,0% 0,0% 57,5% 42,5% 0,0% 62,5% 37,5%
C7 0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 65,0% 35,0% 7,5% 90,0% 2,5%
C8 0,0% 25,0% 75,0% 0,0% 85,0% 15,0% 57,5% 42,5% 0,0%
Cc9 0,0% 12,5% 87,5% 0,0% 60,0% 40,0% 52,5% 47,5% 0,0%
C10 0,0% 45,0% 55,0% 2,5% 75,0% 22,5% 25,0% 75,0% 0,0%
Cl1 0,0% 37,5% 62,5% 2,5% 80,0% 17,5% 22,5% 77,5% 0,0%
C12 2,5% 65,0% 32,5% 2,5% 62,5% 35,0% 0,0% 97,5% 2,5%
C13 0,0% 72,5% 27,5% 0,0% 40,0% 60,0% 0,0% 97,5% 2,5%
Cl14 0,0% 12,5% 87,5% 0,0% 82,5% 17,5% 77,5% 22,5% 0,0%
C15 0,0% 30,0% 70,0% 0,0% 60,0% 40,0% 35,0% 65,0% 0,0%
C16 2,5% 75,0% 22,5% 0,0% 62,5% 37,5% 2,5% 95,0% 2,5%
C18 0,0% 17,5% 82,5% 0,0% 65,0% 35,0% 37,5% 62,5% 0,0%
Média 1,91% 45,74% 52,35% 2,65% 66,91% 30,44% 27,94% 68,09% 3,97%
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Tabela 24- Caracteristicas morfologicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras novas.

Curvatura longitudinal do limbo

Posicgéo da largura maxima

Arvore
Epinastica Plana Hiponastica Helicoidal Central Basal Apical
N1 22,5% 47,5% 30,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N4 20,0% 45,0% 32,5% 2,5% 97,5% 0,0% 2,5%
N5 2,5% 22,5% 75,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N6 2,5% 80,0% 2,5% 15,0% 92,5% 0,0% 7,5%
N7 5,0% 65,0% 27,5% 2,5% 100,0% 0,0% 0,0%
N8 2,5% 27,5% 65,0% 5,0% 97,5% 0,0% 2,5%
N9 15,0% 65,0% 20,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N10 17,5% 25,0% 57,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N11 5,0% 37,5% 57,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N12 5,0% 50,0% 45,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N13 2,5% 77,5% 20,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N14 2,5% 45,0% 52,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
N15 5,0% 52,5% 40,0% 2,5% 97,5% 0,0% 2,5%
N16 2,5% 17,5% 75,0% 5,0% 97,5% 0,0% 2,5%
N17 20,0% 52,5% 25,0% 2,5% 100,0% 0,0% 0,0%
Média 8,67% 47,33% 41,67% 2,33% 98,83% 0,00% 1,17%
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Tabela 25- Caracteristicas morfoldgicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia, nas oliveiras centenarias.

Curvatura longitudinal do limbo

Posicdo da largura maxima

Arvore

Epinastica Plana Hiponastica Helicoidal Central Basal Apical

C1 0,0% 95,0% 5,0% 0,0% 92,5% 0,0% 7,5%

C2 10,0% 50,0% 37,5% 2,5% 97,5% 0,0% 2,5%

C3 0,0% 50,0% 47,5% 2,5% 95,0% 0,0% 5,0%

C4 25,0% 55,0% 20,0% 0,0% 82,5% 0,0% 17,5%

C5 10,0% 80,0% 10,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%

C6 10,0% 67,5% 17,5% 5,0% 95,0% 0,0% 5,0%

Cc7 10,0% 77,5% 12,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%

Cs8 12,5% 75,0% 12,5% 0,0% 92,5% 0,0% 7,5%

C9 12,5% 67,5% 20,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%

C10 7,5% 67,5% 22,5% 2,5% 100,0% 0,0% 0,0%
Cl11 0,0% 65,0% 35,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
C12 5,0% 55,0% 40,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
C13 0,0% 87,5% 12,5% 0,0% 97,5% 0,0% 2,5%
Cl4 20,0% 57,5% 22,5% 0,0% 97,5% 0,0% 2,5%
C15 7,5% 90,0% 2,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
C16 2,5% 30,0% 67,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
Ci18 10,0% 82,5% 7,5% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0%
Média 8,38% 67,79% 23,09% 0,74% 97,06% 0,00% 2,94%
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4.1.2. Anadlise filogenética com base nos caracteres morfologicos

Com base nos resultados morfoldgicos relativos ao total de 6rgdos avaliados (fruto,
endocarpo e folhas) das oliveiras novas e centenarias, obteve-se a matriz de distancias
Euclidianas, a partir da qual se gerou o dendrograma representado na Figura 15A. Os
resultados obtidos indicam que as caracteristicas morfoldgicas dos trés Orgaos
analisados, quando considerados em conjunto, ndo permitem a separacdo das oliveiras
novas das centendrias em dois grupos distintos. Este resultado podera dever-se a elevada
variabilidade das caracteristicas morfoldgicas observadas dentro e entre populagdes.

Vérios estudos tém demonstrado que, ao nivel das plantas, as caracteristicas
morfoldgicas individuais de um gendtipo podem alterar-se de acordo com as condicdes
ambientais (Gratani, 2014). Assim sendo, a variabilidade morfoldgica observada entre
as oliveiras estudadas podem dever-se, em grande parte, a diferencas das condic¢des
ambientais onde se desenvolvem, em especial as relacionadas com as condicdes
edaficas e mesmo de maneio. Por exemplo, Royer et al., (2009) e Li & Yu (2009)
verificaram que o tamanho e a forma das folhas podem sofrer alteracfes resultantes dos
fatores ambientais, como por exemplo temperatura, disponibilidade da agua, altitude,
latitude, longitude, entre outros. Similarmente, Gregoriou et al., (2007) verificou que a
radiacdo solar (exposicdo vs. sombreamento) influenciava a morfologia e a anatomia das
folhas de oliveira, bem como o peso e o nimero de frutos por oliveira.

Apesar da ndo diferenciacdo das duas populagdes de oliveiras, considerando os trés
Orgdos avaliados, observou-se a formacdo de trés grupos distintos (Figura 15A). O
primeiro grupo inclui apenas as oliveiras centenarias C2, C3 e C6, caracterizadas por
apresentarem frutos com comprimentos e pesos muito similares. O segundo grupo
abrange oliveiras centendrias e novas e encontra-se subdividido em quatro grupos. Por
fim, o terceiro grupo inclui apenas as oliveiras novas N1, N6 e N8 que se caracterizam
por possuirem a forma da folha idéntica. As arvores morfologicamente mais similares
sdo N11 e N12 ao nivel da populagdo de oliveiras novas e C12 e C13 ao nivel da
populacdo de oliveiras centendrias. Estas arvores tém em comum o comprimento das

folhas.
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Figura 15- Dendrogramas de dissimilaridade morfologica nas oliveiras novas (0) e centenarias (e),
estabelecido pelo método hierarquico aglomerativo Ligacdo Completa (complete linkage) utilizando a
distancia Euclidiana.

Legenda: A- Dendrograma total, B- Dendrograma do fruto, C- Dendrograma do endocarpo, D-

Dendrograma da folha.

O dendrograma obtido com base nos resultados morfoldgicos do fruto (Figura 15B)
evidenciou a formacdo de dois grupos distintos. O primeiro grupo € constituido,
maioritariamente, por oliveiras centenarias e o segundo grupo inclui oliveiras novas e

centenarias. Este Ultimo encontra-se, por sua vez, subdividido em trés grupos: o
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primeiro inclui, maioritariamente, oliveiras centenarias (C5, C7, C10, C14, C15, C18 e
N9) que tém em comum o didmetro maximo dos frutos, o segundo grupo inclui, na sua
maioria, oliveiras novas e, por fim, o terceiro grupo abrange apenas a oliveira N1. As
arvores com frutos morfologicamente mais semelhantes, na populacdo de oliveiras
novas, sdo N16 e N17, que se caracterizam por possuirem os didmetros maximo e
minimo dos frutos similares. Enquanto que na populacdo de oliveiras centenarias as
mais semelhantes sdo C12 e C13. Estas arvores ttm em comum 0 comprimento, 0S
didmetros maximo e minimo dos frutos.

De entre os diferentes 6rgdos analisados, o endocarpo foi o que permitiu um melhor
agrupamento das oliveiras novas e centenarias. O dendrograma obtido a partir das
caracteristicas morfolégicas do endocarpo originou dois grupos (Figura 15C). O
primeiro grupo é formado, maioritariamente, por oliveiras centendrias e apenas por duas
oliveiras novas (N6 e N8). Este grupo subdivide-se em trés grupos, o primeiro subgrupo
contém apenas oliveiras centenarias (C2, C4, C6 e C8) e caracterizam-se por terem
valores de didmetro méaximo dos endocarpos similares. O segundo grupo é constituido
por 13 oliveiras novas e 4 oliveiras centenarias. As arvores que apresentam endocarpos
com caracteristicas morfologicas mais similares ao nivel das oliveiras novas sdo N10 e
N11 e ao nivel das oliveiras centenérias sdo C13 e C16, que se caracterizam por
apresentarem o comprimento e o didmetro minimo dos endocarpos similares.
Adicionalmente, observou-se um elevado grau de similaridade nas caracteristicas
morfoldgicas dos endocarpos entre a arvore N16 e C9, provavelmente pelo facto de
terem em comum o didmetro maximo e peso dos endocarpos.

Por fim, o dendrograma obtido a partir das caracteristicas morfoldgicas da folha
(Figura 15D) permitiu separar as oliveiras estudadas em dois grupos distintos. O
primeiro grupo é formado, exclusivamente, por oliveiras centenarias (C2, C3, C6, C13 e
C16), caracterizadas por exibirem a largura das folhas semelhantes. O segundo grupo
encontra-se subdividido em trés grupos contendo, todos eles, oliveiras novas e

centendrias.

4.1.3. Analise de Componentes Principais (ACP) com base nos caracteres
morfologicos

Procedeu-se a realizacdo de uma ACP, considerando as varidveis quantitativas

avaliadas nos 40 frutos, endocarpos e folhas das oliveiras centenarias e novas. O
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resultado obtido encontra-se representado na Figura 16. Com a aplicacdo desta anélise
foi possivel explicar um total de 75,87% da variabilidade observada nos dados
morfologicos [56,43% na primeira componente (CP 1) e 19,44% na segunda
componente (CP 2)], utilizando apenas duas componentes principais. A variabilidade
observada na CP 1 deve-se sobretudo aos parametros morfologicos relacionadas com o
peso, didmetros minimo e méaximo dos frutos e endocarpos. Na CP 2, a variabilidade
observada esta relacionada com caracteristicas dos pardmetros forma e comprimento
dos frutos e endocarpos, e comprimento e largura das folhas. Pela analise da Figura 16
podemos constatar que a distribui¢do espacial das oliveiras permitiu diferenciar os dois
grupos principais em estudo, oliveiras novas (N) e oliveiras centenérias (C), sendo que a
CP 1 foi a componente principal que permitiu separar as duas populagdes em estudo. Na
Figura 16 é possivel observar uma separacdo entre as oliveiras novas (representadas
maioritariamente na regido negativa da CP 1) e as oliveiras centenarias (representadas
maioritariamente na regido positiva da CP 1). As oliveiras novas foram caracterizadas,
essencialmente, devido a caracteres morfoldgicos relacionados com o endocarpo e as
folhas, nomeadamente a forma e comprimento de ambos, bem como da forma do fruto
(Figura 16; Tabelas 12, 20 e 4, respetivamente). As oliveiras centenarias foram
caracterizadas, fundamentalmente, por caracteres morfologicos associados ao fruto e
também ao endocarpo. Estas arvores exibiram valores médios superiores relativamente
aos frutos nos seguintes caracteres: comprimento, didmetros maximo e minimo e peso
dos frutos (Tabela 5). No que respeita ao endocarpo, as oliveiras centendrias
apresentaram valores superiores nos didmetros maximo e minimo e no peso (Tabela 13).
No que respeita aos pardmetros relacionados com as folhas, as oliveiras centenérias
apresentam maior largura comparativamente as oliveiras novas (Tabela 21). No entanto,
duas oliveiras centenarias (C7 e C13) apresentaram valores superiores de comprimento
de folha, comparativamente as restantes amostras do mesmo grupo (Figura 16; Tabela
21).
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Figura 16- ACP usando as variaveis quantitativas avaliadas nos frutos, endocarpos e folhas de oliveiras

novas (N) e centenarias (C).
Legenda: 1- Forma do fruto; 2- Comprimento do fruto; 3- Diametro maximo do fruto; 4- Diametro

minimo do fruto; 5- Peso do fruto; 6- Forma do endocarpo; 7- Comprimento do endocarpo; 8- Didmetro
méximo do endocarpo; 9- Didmetro minimo do endocarpo; 10- Peso do endocarpo; 11- Forma da folha;

12- Comprimento da folha; 13- Largura da folha.

4.2. Anélise genética
4.2.1. Andlise da diversidade genética

A diversidade genética de cada populacdo de oliveiras (novas e centenarias) foi

avaliada pela estimativa das frequéncias alélicas e por diversos indices de diversidade.

4.2.1.1. Frequéncias alélicas

Geneticamente, uma populacdo ¢ um grupo de individuos que se reproduzem e
deixam descendentes. Deste modo, a caracterizacdo da variabilidade genetica de uma
populacédo inclui ndo s6 o conhecimento da constituicdo genética dos individuos dessa
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populacdo, mas também o modo como os genes sao transmitidos as préximas geracdes.
Na descendéncia sdo formados novos genotipos a partir da combinagdo dos alelos
transmitidos pelos gametas dos progenitores e, desta forma, a constituicdo genética da
populacdo em relacédo aos alelos, que sdo transmitidos a cada geracao, pode ser descrita
pelas frequéncias alélicas. As frequéncias alélicas indicam a abundancia de cada um dos
alelos (Tavares, 2007). Quando a frequéncia alélica € menor ou igual a 5% (0,05) os
alelos séo considerados raros (Alves, 2007).

Apbs a andlise da Tabela 26, podemos constatar que na populacdo de oliveiras
novas as frequéncias alélicas variaram entre 0,033 (loci EM090, DCA9, DCA14 e
DCA18) e 0,769 (locus DCAS5). Dos 47 alelos identificados nesta populagéo, cerca de
74% apresentaram frequéncia igual ou superior a 0,10 e 13% correspondem a alelos
raros (6 alelos no total, assinalados com um asterisco na Tabela 26). Na populacdo de
oliveiras centenarias, as frequéncias alélicas variaram entre 0,029 (loci EM090, UDO-
011, UDO-043, DCA3, DCA5, DCA14, DCA18 e DQ386912) e 0,794 (locus DCADS).
Nesta populacdo de oliveiras, a percentagem de alelos raros foi superior (cerca de 25%,
assinalados com um asterisco na Tabela 26) e cerca de 56% dos alelos apresentaram
uma frequéncia igual ou superior a 0,10. Bandelj et al. (2004) ao analisarem 14 loci,
cinco dos quais semelhantes aos do presente estudo (DCA3, DCA5, DCA9, DCAl4 e
DCA16), obtiveram valores de frequéncia alélica entre 0,026 e 0,815, muito similares
aos obtidos no presente estudo. Pelo contrario, Cicatelli e colaboradores (2013) para 0s
8 loci analisados, dois dos quais (GAPU71B e GAPU101) idénticos aos do presente
estudo, obtiveram valores de frequéncia alélica mais baixos, variando entre 0,005 e
0,560, inclusive para os loci GAPU71B e GAPU101, com frequéncias alélicas a variar
entre 0,015 - 0,465 e 0,014 - 0,290, respetivamente. Similarmente, Bracci e seus
colaboradores (2009) obtiveram valores de frequéncia alélica baixos, variando entre
0,008 e 0,483, inclusivamente para cinco dos loci (DCA9, DCA16, DCA18, UDO-011 e
UDO-043) também avaliados no presente estudo. Estes loci apresentaram frequéncias
alélicas a variar entre 0,009 - 0,224, 0,008 - 0,175, 0,008 - 0,282, 0,008 - 0,230 e 0,008 -
0,302, respetivamente.

A analise da Tabela 26 revela ainda que os loci DCA5 e DCA14, em ambas as
populacdes de oliveiras, e o locus EM090 na populagéo de oliveiras centenarias tiveram
uma distribuicdo menos uniforme, apresentando um alelo com uma frequéncia muito
elevada. Nos restantes loci, as frequéncias foram mais uniformes, predominando 2 a 3

alelos por cada locus em cada uma das populagdes estudadas.
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Tabela 26- Frequéncia alélica para as populagdes de oliveiras novas e centenarias.

Frequéncia Alélica

Locus Alelos
Oliveiras Novas Oliveiras Centenarias
184 0,400 0,647
185 0,167 0,147
EMO%0 186 0,400 0,176
187 0,033* 0,029+
112 - 0,088
113 0,071 0,059
114 - 0,324
UDO-011 115 - 0,029*
122 0,500 0,324
127 0,393 0,147
128 0,036* 0,029*
172 - 0,029*
174 0,500 0,471
175 0,100 0,088
UDO-043 212 - 0,029+
218 0,200 0,147
219 0,100 0,147
221 0,100 0,088
239 - 0,029*
240 - 0,206
243 - 0,029+
DCA3 246 0,500 0,235
249 0,107 0,059
250 - 0,118
254 0,286 0,235
257 0,107 0,088
204 0,769 0,794
DCA5 205 0,231 0,176
212 - 0,029*
161 - 0,206
163 0,100 0,118
183 - 0,088
DCA9 193 0,400 0,206
194 0,033* 0,059
205 0,400 0,324
207 0,067 -

77



Resultados e Discussao

178 - 0,088
180 - 0,029*
DCA14 184 0,033* -
188 0,767 0,706
189 0,200 0,176
121 0,286 0,219
122 0,143 0,125
123 0,286 0,281
124 0,214 0,094
DCALl6
154 - 0,156
155 0,071 0,031*
174 - 0,063
175 - 0,031*
163 - 0,029*
167 - 0,235
168 0,067 0,059
169 0,500 0,235
DCALS 170 0,033* 0,029*
173 - 0,118
174 - 0,029*
175 - 0,029*
177 0,300 0,176
178 0,100 0,059
117 - 0,118
120 - 0,088
GAPU71B 123 0,429 0,206
126 0,071 0,235
140 0,500 0,353
192 0,067 0,233
GAPU101 1o ) 0.033%
198 0,433 0,233
200 0,500 0,500
191 ; 0,147
192 - 0,029*
DO386912 193 0,393 0,412
194 0,179 0,118
199 0,393 0,265
200 0,036* 0,029*
N° total de alelos 74 47 72

Legenda: * Alelos raros.
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4.2.1.2. Estimativas da diversidade genética

Frequentemente sdo utilizados varios estimadores de diversidade genética com o
intuito de se conhecer a diversidade genética molecular de populagdes naturais. De entre
os estimadores, os mais utilizados na analise por microssatélite sdo: nimero medio de
alelos por locus (Nj), niumero de alelos efetivos (Ng), Indice de Shannon (ou de
informatividade - 1), heterozigotia observada (H,), heterizigotia esperada (H¢) e alelos
privados (A privados).

4.2.1.2.1. Numero de alelos por locus (Na)

O numero de alelos por locus corresponde ao nimero total de alelos distintos que
cada locus apresenta nas populacdes em estudo. Este calculo da-nos uma ideia do estado
de uma populacdo, uma vez que quanto maior for o nimero de alelos por locus e por
populacdo maior diversidade apresenta essa popula¢do. O numero médio de alelos por
locus é a média aritmética do numero de alelos distintos que cada locus apresenta,
calculada para cada loci nas populagdes em estudo (Tavares, 2007).

A maioria dos 12 loci avaliados no presente estudo revelaram ser muito
polimorficos, ao permitiram detetar um total de 74 alelos nas 32 oliveiras (novas e
centenarias) amostradas (Tabela 26), com uma média total de 4,96 alelos por locus
(Tabela 27). De entre os loci avaliados, DCA5 foi 0 menos polimoérfico (2 alelos) e
DCA18 foi o mais polimorfico (10 alelos). O numero total de alelos obtidos neste
estudo é comparavel com o referido por outros autores (Carriero et al., 2002; Cipriani et
al., 2002; De la Rosa et al., 2002; Bandelj et al., 2004; Sabino Gil et al., 2006; Khadari
et al., 2008; Cicatelli et al., 2013), apesar do niumero de oliveiras estudadas e de loci
analisados serem diferentes. Por exemplo, Sabino Gil et al. (2006) identificaram um
total de 81 alelos em 33 cultivares de oliveira, utilizando 12 marcadores microssateélites.
Polimorfismos superiores foram obtidos por Cipriani et al. (2002) ao identificarem um
total de 104 alelos em 12 cultivares, usando 30 marcadores microssatélites, e por
Bandelj et al. (2004) com a identificacdo de 96 alelos em 19 cultivares de oliveira e com
0 uso de 14 marcadores microssatélites. De igual modo, Cicatelli e seus colaboradores
(2013) numa populagdo de 136 oliveiras, utilizando 8 marcadores microssatélites
identificaram um total de 83 alelos e Khadari et al., (2008) identificaram um total de

105 alelos em 215 cultivares de oliveiras, com a aplicagcdo de 15 marcadores
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microssatélites. Pelo contrario, Charafi et al., (2008) referem polimorfismos inferiores,
ao identificarem um total de 70 alelos com recurso a 15 marcadores microssatélites, em
128 oliveiras e no estudo De la Rosa et al., (2002) numa populacdo de 23 oliveiras e
utilizando 7 marcadores microssatélites, identificaram um total de 45 alelos.
Igualmente, Carriero e seus colaboradores (2002) identificaram na totalidade 57 alelos
em 20 cultivares de oliveira, com o uso de 10 marcadores microssatélites.

Ao nivel das 15 oliveiras novas, para os 12 loci avaliados, foram obtidos 47
alelos, com um valor médio de 3,92 alelos por locus (Tabela 27). Nesta populacdo, o
numero de alelos por locus variou entre 2 (DCA5S) e 5 alelos (UDO-043, DCAO9,
DCA16 e DCA18). A populacéo de oliveiras centenarias apresentou um maior numero
de alelos (72), com um valor médio de 6,00 alelos por locus, para os 17 individuos
amostrados (Tabela 27). Dos loci analisados nesta populacdo, o DCA18 revelou-se o
mais polimorfico, com um ndmero de alelos de 10 e 0 DCAS5 foi 0 menos polimorfico,
com apenas 3 alelos. Estes resultados sdo similares com os de outros autores, onde
referem que os loci UDO-11 e UDO-43 possuem 5 alelos (Cipriani et al., 2002), o locus
DCA3 e DCAS é variavel entre 4 e 5 (Charafi et al., 2008), 7 e 5 (Bandelj et al., 2004) e
8 e 10 alelos (Khadari et al., 2008), respetivamente. Por sua vez, os loci DCA9, DCA14
e DCAL16 possuem 9, 7 e 9 alelos (Bandelj et al., 2004), de forma respetiva. O locus
GAPUT71B possui 5 alelos (Charafi et al., 2008; Khadari et al., 2008), em diversas

cultivares de oliveira.

Tabela 27- Estimativas da diversidade genética nas duas populagdes de oliveiras amostradas (oliveiras

novas e centenarias).

Populacdo SSR Na Ne 1 Ho He
EMO090 4 2,866 1,145 0,867 0,651
UDO-011 4 2,435 1,021 1,000 0,589
UDO-043 5 3,125 1,359 0,800 0,680
DCA3 4 2,820 1,183 0,786 0,645
L DCA5 2 1,550 0,540 0,000 0,355

Oliveiras
DCA9 5 2,980 1,257 0,933 0,664
Novas

DCA14 3 1,590 0,639 0,067 0,371
DCA16 5 4,261 1,512 1,000 0,765
DCAI18 5 2,813 1,232 0,800 0,644
GAPU71B 3 2,279 0,898 1,000 0,561
GAPU101 3 2,261 0,889 1,000 0,558
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DQ386912 4 2,925 1,161 0,857 0,658
Média + DP 392+100 266+072 107029 076+035 0,60+0,12
EMO90 4 2,117 0,973 0,412 0,528
UDO-011 7 4,099 1,600 0,647 0,756
UDO-043 7 3,546 1,554 0,824 0,718
DCA3 8 5,558 1,846 0,765 0,820
DCAS5 3 1,509 0,593 0,059 0,337
Oliveiras DCA9 6 4,661 1,649 0,824 0,785
Centenarias  pCcA14 4 1,859 0,870 0,235 0,462
DCAL6 8 5,505 1,851 1,000 0,818
DCA18 10 6,021 1,987 0,824 0,834
GAPU71B 5 4,099 1,499 1,000 0,756
GAPU101 4 2,778 1,139 1,000 0,640
DQ386912 6 3,613 1,458 0,765 0,723
Média + DP 6,00£209 378+150 142+043 070+031 068+0,16

Média Total + DP Total 496+1,92 322+129 124+040 0,73+032 064+0,15

Legenda: N,- N° médio de alelos por locus, Ne- N° de alelos efetivos, I- indice de Shannon, H,-

Heterozigotia observada, He- Heterozigotia esperada.

4.2.1.2.2. Numero de alelos efetivos (Ne)

O ndmero de alelos efetivos reflete 0 numero de alelos necessarios dentro de um
locus para manter o nivel atual de heterozigotia. Este parametro estd dependente do
namero de individuos de uma populacdo que efetivamente participam na reproducao e
na contribuicdo relativa para a geracdo seguinte. Quanto maior o seu valor, menor é a
probabilidade de alteracdo das frequéncias alélicas numa populacdo devido ao acaso
(deriva genética). Na pratica, 0 N¢ é estimado com base no tamanho amostral e no
indice de fixacdo, duas medidas indiretas da sensibilidade da populacdo a perda de
alelos por deriva genética.

O numero médio de alelos efetivos nas 32 oliveiras (novas e centenarias)
analisadas, com recurso aos 12 loci, variou entre 1,509 e 6,021, com um valor médio de
3,22 (Tabela 27). Este valor é considerado alto e concordante com o trabalho de
Cicatelli et al., (2013) que ao analisarem 8 loci para 49 oliveiras centenérias e 22
oliveiras novas, estimaram um numero médio de alelos efetivos de 3,557. No estudo

realizado por Baldoni e seus colaboradores (2009), dos 11 loci analisados para um
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conjunto de 77 cultivares de oliveiras, estimou-se um valor superior de alelos efetivos
(5,83).

Na populagdo de oliveiras novas, o N, possui um valor médio de 2,66, tendo
variado entre 1,550 (locus DCA5) e 4,261 (locus DCA16). Em contrapartida, na
populacédo de oliveiras centenérias, o valor médio de N, foi superior (3,78) com uma
variacdo entre 1,509 (locus DCAS5) e 6,021 (locus DCA18).

4.2.1.2.3. Indice de Shannon (1)

O indice de informatividade, também designado por indice de Shannon, é utilizado
para medir a diversidade.

Assim sendo, dos 12 loci estudados, os loci DCA16 e DCA18 foram 0s mais
informativos ao nivel da populacdo de oliveiras novas (I= 1,512) e centenarias (I=
1,987), respetivamente (Tabela 27). Este resultado deve-se ao fato destes loci serem os
mais polimérficos ao nivel das duas populagdes de oliveiras. Tal como podemos
verificar na Tabela 27, a média do indice de informatividade é superior nas oliveiras
centenarias (1,42) em relacdo as oliveiras novas (1,07), podendo assim afirmar que a
populacdo de oliveiras centenarias possui maior diversidade. Baldoni e seus
colaboradores (2009), utilizando 11 loci, dos quais 10 iguais ao presente estudo (UDO-
043, DCA3, DCA5, DCA9, DCA14, DCA16, DCA18, GAPU71B, GAPU101 e
EMO090), obtiveram indices de informatividade superiores. Estes autores verificaram
que os loci UDO-043 e DCA9 foram os mais informativos (2,425 e 2,306,

respetivamente), e ndo o DCA16 e DCA18 tal como observado no presente estudo.

4.2.1.2.4. Heterozigotia

A heterozigotia € a propor¢do de individuos heterozigéticos numa populacdo. Esta
proporcao exibe um valor observado (heterozigotia observada, H,) que pode diferir do
seu valor esperado (He). A H, € 0 nimero observado de heterozigbticos que foi
calculado para cada locus como a razdo entre o nimero de individuos heterozigoticos e
0 namero total de individuos estudados. A H¢ € 0 nimero de heterozig6ticos esperados a
partir das frequéncias alélicas estimadas (Alves, 2007; Tavares, 2007).
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Os valores de H. nas 32 oliveiras amostradas (centenarias e novas) variaram entre
0,337 e 0,834, com um valor médio de 0,64, ligeiramente inferior a H, (valor médio de
0,73) (Tabela 27). Similarmente, Cicatelli et al. (2013) em varias cultivares de oliveira e
utilizando 8 loci observaram valores medios de He e H, iguais a 0,690 e 0,658,
respetivamente. De igual forma, Bandelj et al., (2004), usando 14 loci alcancaram
valores médios de H. e H, iguais a 0,705 e 0,769, respetivamente. Baldoni e seus
colaboradores (2009), com o uso de 11 loci obtiveram valores médios de He e H,
superiores ao presente estudo (0,81 e 0,85, respetivamente). Geralmente, 0s
microssatélites desenvolvidos em oliveira sdo caracterizados por apresentarem valores
de heterozigotia esperada médios, isto &, na ordem de 0,66 (Diaz et al. 2006; Alves,
2007), tal como observado no presente estudo.

Na populacdo de oliveiras novas os valores de He, obtidos nos 12 loci analisados,
variaram entre 0,355 (locus DCAD5) e 0,765 (locus DCA16), com um valor médio de
0,60 (Tabela 27). Por sua vez, os valores H, foram superiores (média igual a 0,76),
variando entre 0,000 (locus DCA5) e 1,000 (loci UDO-011, DCA16, GAPU71B,
GAPU101). Na populacdo de oliveiras centenarias os valores de H estdo
compreendidos entre 0,337 (locus DCAD5) e 0,834 (locus DCA18), com um valor médio
de 0,68 (Tabela 27). Os valores de H, variaram de 0,059 (locus DCA5) a 1,00 (loci
DCAL6, GAPU71B e GAPU101), sendo o valor médio (0,70) ligeiramente superior a
He. A superioridade dos valores médios da H, face a He sugere um excesso de
heterozigo6ticos em cada uma das populacdes de oliveiras estudadas, em especial nas
oliveiras novas onde a diferenca € mais notéria. Pelo contréario, os loci DCA5, DCA14
(populacdo oliveiras novas), EMO90, UDO-11, DCA3, DCA5, DCA14 e DCAI18

(populacdo oliveiras centenarias) apresentaram um valor de H, inferior ao de He,

4.2.1.2.5. Alelos privados (A privados)

Alelos privados sdo os alelos presentes exclusivamente numa populagdo, e
normalmente apresentam frequéncias baixas (Tavares, 2007). Estes alelos podem ser
interessantes para distinguir as duas populagdes de oliveiras amostradas, ao permitirem
melhorar a imputacdo de um individuo a uma das populagoes.

Nas duas populacOes de oliveiras existe um total de 29 alelos privados, sendo que 2
deles pertencem a populacdo de oliveiras novas e os restantes 27 a populagdo de

oliveiras centenérias, podendo afirmar assim que estas contém maior diversidade
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(Tabela 28). Ao nivel da populacdo de oliveiras novas, os loci DCA9 e DCA14
apresentam apenas um alelo privado, enquanto que na populacdo de oliveiras
centendrias o nimero de alelos privados por locus varia entre 1 (loci DCA5 e GAPU-
101) e 5 (locus DCAL18). Verifica-se ainda que o locus DCA14 apresenta um alelo
privado para a populacéo de oliveiras novas e dois alelos privados para a populacéo de
oliveiras centendrias. Salimonti e seus colaboradores (2013), ao utilizarem 9 loci para a
identificacdo de 36 cultivares de oliveiras centenarias em regides da Italia, obtiveram
um menor nimero de alelos privados. Do total dos 54 alelos obtidos pelos autores,
apenas 14 correspondiam a alelos privados. Estes encontravam-se presentes em 7 loci,
dos quais 6 eram semelhantes ao presente estudo (GAPU71B, DCA5, DCA9, DCA1S6,
EMO090 e DCA14), com um ndmero de alelos privados de 1, 1, 2, 2, 4 e 3,
respetivamente. Bracci et al. (2009) num total de 95 alelos, pertencentes as 23 cultivares
da Liguria (regido da Italia), obteu 22 alelos privados relativos a 12 loci, sendo 4 deles
idénticos ao atual estudo (DCA9, DCA16, DCA18 e UDO-011), com um numero de
alelos privados de 1, 2, 1, 2, respetivamente.

A elevada quantidade de alelos privados observados, ao nivel da populacdo de
oliveiras centenéarias, associado a sua baixa frequéncia (cerca de 41% dos alelos
privados possuiam uma frequéncia de 0,029; Tabela 28) aumenta o risco de ocorréncia
da sua perda. Estes alelos devem, por conseguinte, ser monitorizados ao nivel desta
populacdo por poderem representar algum tipo de endemismo. A presenca destes alelos

pode estar relacionada com o mecanismo da deriva genética.

Tabela 28- Locus e os respetivos alelos privados (A privados) e as suas frequéncias (F

privados), nas duas populagdes de oliveiras amostradas (oliveiras novas e centenérias).

Populacéo Locus A privados F privados
Oliveiras centenarias 239 0,029
Oliveiras centenarias 240 0,206

DCA3
Oliveiras centenarias 243 0,029
Oliveiras centenérias 250 0,118
Oliveiras centenarias DCA5 212 0,029
Oliveiras novas 207 0,067
Oliveiras centenarias DCA9 161 0,206
Oliveiras centenérias 183 0,088
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Oliveiras novas 184 0,033
Oliveiras centenérias DCA14 178 0,088
Oliveiras centenarias 180 0,029
Oliveiras centenarias 154 0,156
Oliveiras centenérias DCA16 174 0,063
Oliveiras centenarias 175 0,031
Oliveiras centenérias 163 0,029
Oliveiras centenérias 167 0,235
Oliveiras centenérias DCAI18 173 0,118
Oliveiras centenérias 174 0,029
Oliveiras centendrias 175 0,029
Oliveiras centenérias GAPU-101 194 0,033
Oliveiras centenarias GAPU7IR 117 0,118
Oliveiras centenarias 120 0,088
Oliveiras centenarias 112 0,088
Oliveiras centenérias UDO-011 114 0,324
Oliveiras centenarias 115 0,029
Oliveiras centenarias UDO-043 172 0,029
Oliveiras centenarias 212 0,029
Oliveiras centenérias DO38E012 191 0,147
Oliveiras centenarias 192 0,029

29

Total de A privativos

4.2.2. Analise da estrutura genética

A estrutura genética de populacdes refere-se a heterogeneidade na distribuicdo dos

da variabilidade genética entre as populagdes (Fsr).

alelos e gendtipos no espaco e no tempo, resultante da acdo de forcas evolutivas como a
mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética. Existem diferentes métodos estatisticos
para caracterizar a estrutura genética populacional sendo as estatisticas F (Wright, 1951)

uma das mais utilizadas. As estatisticas de F permitem a caracterizacdo da distribuicédo
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Para verificar a presenca de estrutura nas duas populacdes de oliveiras estudadas e
alocar os diferentes individuos a agrupamentos, em fungdo dos seus gendtipos em

maltiplos loci, realizou-se uma andlise no Structure (Pritchard et al., 2000).

4.2.2.1. Indice Fsr

O indice Fst mede a reducdo de heterozigotia devido a deriva genética dentro de
subpopulacdes, refletindo a diferenciacdo genética entre subpopulacdes. Na pratica,
corresponde a proporcdo de variancia genética de uma subpopulacéo relativamente a
variancia genética total. Os seus valores variam de 0 a 1, sendo que um valor de Fsr alto
corresponde a uma diferenciacdo genética consideravel entre populagdes. De facto,
quando Fst= 1 indica que as subpopulacbes sdo completamente homozigoticas com a
fixacdo de alelos distintos entre elas. Se Fst= 0 indica subpopulacdes com frequéncias
alélicas idénticas, ou seja, ndo existe diferenca genética entre as subpopulacdes.

O valor de Fst médio, estimado entre as duas populacdes de oliveiras (novas e
centenarias), foi de 0,030 (Tabela 29), indicando que existe 3% de variacdo
interpopulacional. De acordo com Wrigth (1965), valores de Fst entre 0 e 0,05 sdo
indicativos de pouca diferenciacdo genética. Este resultado ndo é surpreendente uma vez
que, nesta espécie, 0 método tradicional para a obtencdo de novas plantas é feito por
multiplicacdo vegetativa. Segundo o mesmo autor, valores de Fst entre 0,05 e 0,25
indicam a existéncia de uma diferenciacdo moderada. No presente estudo, os loci UDO-
011 e DCA18 apresentaram valores de Fst iguais a 0,071 e 0,051, respetivamente
(Tabela 29), sugerindo uma diferenciacdo entre as duas populagdes de oliveiras. Desta
forma, estes loci podem ser Uteis para discriminar a populagdo de oliveiras centenarias
das novas.

Baldoni et al. (2009) obteve valores de Fst entre 0,027 e 0,053, sendo o valor
médio de 0,04. Tal como no presente estudo, o0s valores de Fst obtidos por Baldoni et
al. (2009) séo inferiores a 0,05, com a excec¢do de 2 loci que apresentaram valores de

Fst superiores a 0,05.
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Tabela 29- Grau de diferenciacdo genética (Fst) entre as duas populactes de oliveiras

amostradas (oliveiras novas e centenarias).

Populacao SSR Fst
EMO090 0,045
UDO-011 0,071
UDO-043 0,003
DCA3 0,043
DCA5 0,003
Oliveiras DCA9 0,033
Novas e
Centenérias DCA14 0,008
DCA16 0,016
DCA18 0,051
GAPU71B 0,043
GAPU101 0,028
DQ386912 0,015
Média + DP 0,030 + 0,02

4.2.2.2. Structure

De forma a analisar a estrutura genética das populac@es de oliveiras foi utilizado o
programa Structure (Pritchard et al., 2000). Este aplicativo permite analisar todos os
individuos, assinalando-os com uma percentagem de probabilidade a cada K populactes
consideradas. O programa para descriminar a estrutura populacional tem como base
que, em cada populacdo, os loci estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e que néo estao
em desequilibrio de ligacdo (Linkage Desequilibrium) dentro das populagdes.

Para verificar qual o numero de populacdes (K) mais provavel utilizou-se o teste de
Evanno AK. Apés a analise da Figura 17 e da Tabela 1 (Anexo I) podemos afirmar que

o AK 6timo foi conseguido quando K=3, valor alusivo ao pico mais alto (566.96).
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 17- Valores de AK em fungdo do numero de grupos formados (K).

Apdbs a andlise da Figura 18, podemos verificar a diferenciacdo da populacdo de
oliveiras novas das centenérias. Para K=2, existe a divisdo dos individuos em dois
grupos, representados a cores vermelha (que inclui a maioria das oliveiras novas) e
verde (que inclui a maioria das oliveiras centenarias). De K=3 até K=6 v&o surgindo
componentes novas apenas nos individuos pertencentes a populacdo de oliveiras
centenarias, indicando a existéncia de uma maior diversidade genética ao nivel destas
oliveiras. Este resultado é corroborado pelos valores de estimativa de diversidade,
anteriormente calculados para esta populagao de oliveiras (e.g. Na, Ne, I, He € Ho, Tabela
27). As oliveiras centenarias, devido a sua maior variabilidade genética, tem maior
probabilidade de perpetuacdo quando comparada com as oliveiras novas. Desta forma,
considera-se ser de extrema importancia a sua conservagao.

A Figura 18 evidéncia ainda a existéncia de um relacionamento entre as oliveiras
centenarias e oliveiras novas. De K=3 a K=6 é possivel verificar que as oliveiras novas
N6, N7 e N8 parecem ter tido origem das centenarias C4, C5 e C6, por partilharem a
componente verde; e as restantes oliveiras novas, provavelmente, tiveram origem das
centenarias C7, C10, C14, C15 e C18, por partilharem a componente vermelha. Na
oliveira, o processo mais utilizado para a obtencdo de novas plantas é através da
multiplicagcdo vegetativa de estacas semi-lenhosas. Desta forma, as novas plantas
obtidas constituem clones das plantas mae, onde se recolhe o material vegetal. E
provavel que algumas das oliveiras centenarias amostradas neste estudo tenham sido

plantas mée de algumas oliveiras novas, por partilharem a mesma componente genética.
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Figura 18- Analise da estrutura genética das 15 oliveiras novas e das 17 oliveiras centenarias. Cada cor
representa uma populagdo e as barras verticais representam as oliveiras, cujo comprimento indica a
proporg¢do do genoma atribuido ao respetivo genétipo.

Legenda: 1- N1, 2- N4, 3- N5, 4- N6, 5- N7, 6- N8, 7- N9, 8- N10, 9- N11, 10- N12, 11- N13, 12- N14,
13- N15, 14- N16, 15- N17, 16- C1, 17- C2, 18- C3, 19- C4, 20- C5, 21- C6, 22- C7, 23- C8, 24- C9, 25-
C10, 26- C11, 27- C12, 28- C13, 29- C14, 30- C15, 31- C16, 32- C18.

4.2.3. Relagdes filogenéticas

Os grupos, nos métodos hierarquicos, sdo vulgarmente representados por um
diagrama bi-dimensional designado por dendrograma ou diagrama de arvore (Doni,
2004). No dendrograma, cada ramo representa um individuo, enquanto a raiz representa
0 agrupamento de todos os individuos.

Apos a andlise do dendrograma da Figura 19, baseado no indice de similaridade
Jaccard, podemos verificar que esta se divide em dois grandes grupos. O primeiro
subdivide-se em dois subgrupos, em que um apresenta as arvores N7 e C5 e o outro as
arvores N6, N8, C4 e C6. O segundo grupo divide-se em dois, sendo que o primeiro
contém as arvores C2 e C3 e o0 segundo grupo contém as restantes arvores. O
agrupamento observado pelo dendrograma comprova os resultados obtidos pelo
Struture (Figura 18).
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Figura 19- Dendrograma obtido a partir do método UPGMA baseado no indice de similaridade Jaccard,
mostrando as relacBes genéticas entre as 32 oliveiras estudadas (oliveiras centenarias - C e novas - N). Os

valores de bootstrapping encontram-se indicados no inicio de cada agrupamento.

4.3. Correlacdo entre as analises morfoldgica e genética

De forma a avaliar a existéncia de uma correlacdo entre as caracteristicas
morfologicas e a analise genética nas duas populacdes de oliveiras (centenarias e
novas), procedeu-se a aplicacdo do teste de Mantel (Mantel, 1967). As matrizes de
distancias dos dados morfoldgicos de todos os drgaos analisados (fruto, endocarpo e
folha) e dos dados genéticos foram estimadas utilizando os indices de similaridade
Bray-Curtis e distancias Euclidianas. As matrizes obtidas foram correlacionadas
utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (r).

Os resultados obtidos indicam que, para ambas as populac@es de oliveiras, a analise
morfolégica dos trés 6rgdos avaliados se correlacionam positivamente, de forma
altamente significativa, com a andlise genética (> 0,89 para o fruto, > 0,62 para a folha e
> 0,56 para o endocarpo; Tabela 30).

No que concerne a populacdo de oliveiras centendrias, as caracteristicas
morfologicas do fruto (> 0,84; p< 0,001) foram as que apresentaram maior coeficiente
de correlacdo com a andlise genética, seguida pela folha (> 0,73; p< 0,001) e o
endocarpo (> 0,57; p <0,001). Esta correlagdo diminuiu quando considerado a totalidade

dos trés orgdos avaliados (> 0,47; p< 0,001).
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Por sua vez, na populagéo de oliveiras novas, as caracteristicas relacionadas com o
fruto (> 0,93; p< 0,001) foram as que apresentaram maior coeficiente de correlagdo com
a anélise genética, seguida pelo endocarpo (> 0,70; p< 0,001) e a folha (> 0,39; p<
0,001). Quando consideradas as caracteristicas morfologicas dos trés Orgdos no seu
conjunto, a correlacdo com a analise morfologica nao se verificou. Esta alta correlacao
entre as caracteristicas morfologicas, em especial relacionadas com o fruto, e a andlise
genética das duas populacdes significa a existéncia de uma certa dependéncia entre 0s
caracteres morfoldgicos e moleculares utilizados neste estudo. A alta correlagéo observada
pode ser explicada pelo elevado numero de caracteres morfologicos avaliados. Apesar
dos marcadores morfologicos se encontrarem relacionados com os moleculares, os
segundos apresentam a vantagem de permitir a analise de marcas polimorficas sem a

influéncia do ambiente, num curto espaco de tempo.

Tabela 30- Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para o fruto, endocarpo, folha e total dos 6rgdos,
para a populagdo de oliveiras centenarias, novas e ambas as populagdes, com base no indice de
similaridade Bray -Curtis e nas distancias Euclidianas.

. r (Distancia
r (Bray-Curtis) Euclidiana)
Fruto 0,844*** 0,860***
Endocarpo 0,775*** 0,570%**
Oliveiras Centenarias
Folha 0,734*** 0,770***
Total 6rgaos 0,469*** 0,466***
Fruto 0,931*** 0,927***
Endocarpo 0,757*** 0,697***
Oliveiras Novas
Folha 0,388*** 0,567***
Total 6rgdos 0,176™° -0,024MN°
Fruto 0,886*** 0,909***
Oliveiras Novas e Endocarpo 0,736*** 0,563***
Centenarias Folha 0,616*** 0,695%**
Total 6rgaos 0,265*** 0,155***

Legenda: *** p< 0,001; NS- Néo Significativo

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam ainda o maior poder
discriminante do marcador molecular (microssatélites), o que pode ser atribuido a
possibilidade de uma maior cobertura do genoma, ao contrario dos marcadores

morfoldgicos, que ocorrem em menor ndmero.
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O presente estudo tinha como objetivo geral caracterizar morfologicamente (fruto,
endocarpo e folha) e molecularmente (por analise de microssatélites) oliveiras
centenarias e cultivares tradicionais presentes em Tras-os-Montes, especificamente na
regido de Mirandela. Tanto quanto se sabe, este é o primeiro estudo realizado em
Portugal, cujos resultados esperam-se que contribuam para um melhor conhecimento da
diversidade genética e das relagdes filogenéticas entre os individuos das duas
populacdes de oliveiras amostradas, centenarias e tradicionais (designadas doravante
por novas).

Os resultados obtidos da analise morfoldgica dos trés 6rgdos mostraram que,
quando considerados em conjunto, ndo permitiam a completa diferenciacdo das duas
populacdes de oliveiras (centenarias e novas). De entre os 6rgdos avaliados, o
endocarpo foi o que mais contribuiu para a diferenciacdo das duas populacdes. A
populagdo de oliveiras novas diferenciou-se, adicionalmente, devido a caracteres
morfolégicos relacionados com as folhas, nomeadamente a forma (lanceolada) e o seu
comprimento, bem como a forma do fruto (alongada). As oliveiras centendrias
diferenciaram-se, fundamentalmente, devido a caracteristicas relacionadas com o fruto,
para além do endocarpo. Estas arvores apresentavam, em média, frutos com peso,
comprimento, didmetros maximo e minimo superior e endocarpos com peso, didmetros
maximo e minimo superior.

A nivel genético, os 12 loci utilizados neste estudo permitiram detetar 74 alelos nas
32 oliveiras, obtendo uma média de 4,96 alelos por locus. Os loci mais polimorficos
foram o UDO-043, DCA9, DCA16 e DCA18 (5 alelos) nas oliveiras novas e o locus
DCA18 (10 alelos) nas oliveiras centendrias. A elevada diversidade genética observada
ao nivel das 32 oliveiras foi ainda confirmada pelos diversos parametros de diversidade
calculados (N, = 4,96; Ne = 3,22; 1 = 1,24; H, = 0,73 e H, = 0,64).

Relativamente a diversidade genética intra-populacional, os resultados mostraram
que a populacdo de oliveiras centenarias foi a que apresentou maior diversidade
genética entre os individuos (N, = 6,00; N = 3,78; | = 1,42; H, = 0,70; He = 0,68),
comparativamente com a populacao de oliveiras novas (N, = 3,92; Ne= 2,66; |1 =1,07; H,
=0,76; H.= 0,60). Similarmente, foi observado um maior nimero de alelos (72 alelos, 6
alelos/locus), inclusive privados (27 alelos), na populacdo de oliveiras centenarias face a
populagéo de oliveiras novas (47 alelos, 3,92 alelos/locus, com apenas 2 alelos
privados). A elevada quantidade de alelos privados, associados a sua baixa frequéncia

(41% dos alelos privados apresentavam frequéncias < 0,029), registados ao nivel das
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oliveiras centenérias sugere que estes alelos possam ter tido origem de fendmenos de
deriva genética.

A observacao de valores H, superiores aos de He, tanto ao nivel da populagédo de
oliveiras centenarias como da populacdo de oliveiras novas, evidencia a existéncia de
um excesso de heterozigdticos. Apesar do baixo valor Fst observado (0,030), a analise
structure diferenciou as oliveiras novas das centenarias. Esta analise indicou,
adicionalmente, a existéncia de um certo grau de relacionamento entre oliveiras novas e
centenarias, sugerindo a possibilidade de algumas oliveiras novas terem origem de
oliveiras centenarias.

Dos 12 loci analisados, UDO-011 e DCA18, foram os que permitiram uma maior
diferenciacdo das duas populacdes de oliveiras. Estes loci, juntamente com os loci que
originaram alelos privados nas oliveiras centenarias, apresentam um grande potencial
para a certificagdo destas oliveiras.

O teste de Mantel evidenciou que as caracteristicas morfolégicas avaliadas nos trés
Orgdos, e em especial as relacionadas com o fruto, se correlacionavam positivamente de
forma altamente significativa com a analise genética. Esta correlacdo, observada ao
nivel das duas populacbes de oliveiras estudadas, podera ter resultado do elevado
namero de caracteres morfoldgicos avaliados.

Em suma, com base nos resultados obtidos é recomendavel a conservacdo da
populacdo de oliveiras centenarias pelo facto de apresentar uma grande diversidade
genética e uma grande quantidade de alelos privados, sugerindo a existéncia de algum
grau de evolucdo ou adaptacdo destas oliveiras as condi¢Oes edafocliméticas da regido
Transmontana. Neste processo devera ser incluido, em especial, as oliveiras C1, C8 e

C11, por terem uma maior diversidade genética.
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Anexo |

Tabela 1- Valores de AK

K Repeticdo ~ Mean LnP(K)  Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn**(K)| AK

1 20 -1056.595000 0.588016 - - -

2 20 -840.450000 7.953185 216.145000 69.510000 8.739894
3 20 -693.815000 0.239022 146.635000  135.515000  566.955870
4 20 -682.695000 1.226666 11.120000 28.635000 23.343755
5 20 -700.210000 21.512638 -17.515000 4.085000 0.189888
6 20 -713.640000 14.452878 -13.430000 - -
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Comprimento  Didmetro Diametro Peso (9)
(cm) Max. (cm) Min. (cm)

m Oliveiras Novas  ® Oliveiras Centenarias

Figura 1- Valores médios do comprimento, didmetro maximo, didmetro minimo e peso do fruto

avaliados na populacéo de oliveiras novas (n= 600) e centenarias (n= 680).
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100% - 100% - B
80% 1 80%
60% - 60%
40% - 40%
20% - 20%
0% . - 0%
Oliveiras Oliveiras Oliveiras Oliveiras
Novas Centenarias Novas Centenarias
WFormaEsférica ® Forma Alongada B Peso Baixo B Peso Alto
BForma Ovoide B Peso Madio BPeso Muito alto
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60% -
40% -

20% -

0%

Oliveiras
Novas

B Simetria Simétrico

® Simetria Ligeiremente assmétrico

Oliveiras
Centenarias

® Simetr:a Assim éfrico

Figura 2- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas a forma (A), peso (B) e simetria (C).

A B
100% - 100%
80% - 80% -
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0% — 0% —
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WPDT max Junto abase ®PDT max Junto ao dpice ® Apice Pontiagudo
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Novas Centenarias
m Mamilo Esiderte » hMamilo Ansente
m hiamilo Pouco Evidente

Figura 3- Caracteristicas morfolégicas do fruto, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas a PDT méax (A), apice (B), base (C) e mamilo (D).
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A
100% - 100% B 100% - ©
80% - 80% - 80% -
60% - 60% - 60% -
40% - 40% - 40% -
20% - 20% - 20% -
0% — — 0% — — 0%
Oliveiras  Oliveiras Oliveiras Oliveiras Oliveiras Oliveiras

Novas  Centenéarias Novas Centendrias Novas Centenarias
® Presenga de lenticulas Muito num erosa m Dimenséo das lenticulas Grandes mCorNegra m Cor Verde # Cor Verde + Violacea
B Presenca de lenticulas Pouco mimerosa m Dimenséo das lenticulas Pequenas BCorVidlacea ®CorVerderoxa

Figura 4- Caracteristicas morfoldgicas do fruto, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas a presenca (A) e dimenséo (B) das lenticulas e cor (C).

2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
0 T T T T
Comprimento ~ Diametro Diametro Peso (9)
(cm) Méx. (cm) Min. (cm)

m Oliveiras Novas  m Oliveiras Centenérias

Figura 5- Valores médios do comprimento, didmetro maximo, didmetro minimo e peso do endocarpo avaliados

na populacdo de oliveiras novas (n= 600) e centenarias (n= 680).
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A D
100% - 100% - © 100% - © 100% -
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40% - 40% - 40% - 40% -
20% 20% - 20% - 20% -
0% 0% 0% — — 0% — —
Oliveiras Oliveiras Oliveiras Oliveiras Oliveiras 0||V9|1f61_5 Oliveiras Ollvelra.s
Novas Centenérias Novas Centenarias Novas Centenarias Novas Centenarias
= Forma Esférica  m Forma Ovoide = Peso Baixo = Peso Médio = Simetria (P1) Assimétrico m Simetria (P2) Ligeiramente assimétrico
% Forma Eliptica = Forma Alongada w Peso Alto m Peso Muito Alto m Simetria (P1) Ligeiramente assimétrico  m Simetria (P2) Simétrico

m Simetria (P1) Simétrico

Figura 6- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas a forma (A), peso (B), simetria na posicéo 1 (C) e 2 (D).
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0% Oliveiras  Oliveiras 0% Oliveiras  Oliveiras 0% Oliveiras Oliveiras 0% Oliveiras  Oliveiras

Novas  Centenarias Novas  Centenarias Novas  Centendrias Novas  Centendrias
= PDT max Junto ao apice m Apice Arredondado mBase Truncada ~ mBase Pontiaguda = Superficie Muito Rugosa ® Superficie Rugosa

m PDT max Central

. . ® Apice Pontiagudo m Base Arredondada m Superficie Lisa
EPDT méx Junto a base

Figura 7- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas a PDT max (A), apice (B), base (C) e superficie (D).
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100% | A 100% 1B 100% - P
80% - 80% 1 80% -
60% - 60% - 60% -
40% - 40% - 40% -
20% - 20% - 20% -
0% " Gliveiras  Oliveiras % " Oliveiras  Oliveiras % "Oliveiras  Oliveiras
Novas  Centendrias Novas Centenarias Novas  Centenérias
B N° de sulcos fibr. Reduzido m N° de sulcos fibr. Médio ™ Distribuigdo de sulcos fibr. Agrupados m Extremidade do Apice Com mucréo
= N° de sulcos fibr. Elevado m Distribuicéo de sulcos fibr. Uniformes ® Extremidade do Apice Sem mucréo

Figura 8- Caracteristicas morfoldgicas do endocarpo, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centenarias relativas ao n° de sulcos fibrovasculares (A), distribuicao
de sulcos fibrovasculares (B) e extremidade do &pice (C).

o P, N W b~ 01 o N
1

Comprimento (cm) Largura (cm)

m Oliveiras Novas  m Oliveiras Centenarias

Figura 9- Valores médios do comprimento e largura da folha avaliados na populagéo de oliveiras novas (n= 600) e centenarias (n= 680).
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100% -~ 100% - 100% -
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0% — . 0% — — 0%
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Novas Centenérias Novas Centenarias Novas Centenarias
® Forma Eliptica B Forma Eliptica-lanceolads ™ Comprimento Reduzido = Comprimento Médio m Largura Reduzida ® Largura Média
= Forma Lanceolada m Comprimento Elevado = Largura Larga

Figura 10- Caracteristicas morfolégicas da folha, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centendrias relativas a forma (A), comprimento (B) e largura (C).

A B
100% - 100% -~
80% - 99% -
60% - 98% -
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Novas Centenarias Novas Centenarias
® Curvatura long. do limbo Helicoidal = Curvatura long. do limbo Hiponastica m Posicdo da largura maxima Apical m Posicdo da largura méxima Basal
m Curvatura long. do limbo Plana m Curvatura long. do limbo Epinéstica H Posi¢&o da largura méxima Central

Figura 11- Caracteristicas morfolégicas da folha, em percentagem de ocorréncia, nas oliveiras novas e centendrias relativas a curvatura longitudinal do limbo (A) e posicao
da largura maxima (B).
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