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RESUMO

O Brasil, grande importador de azeite e de azeitona, possui enorme
potencial para o cultivo da oliveira (Olea europaea L.). Entretanto, ainda sdo
poucas as informagdes disponiveis a respeito do comportamento produtivo da
espécie em condigdes locais e pouco se conhece sobre o potencial de produgdo e
de crescimento, bem como da origem, identificagdo e caracterizagdo genética
das variedades que sdo atualmente cultivadas no Pais. Nesse estudo, foi efetuada
a caracterizacdo e identificagdo genética de acessos de germoplasma e material
propagativo de oliveira proveniente de diferentes origens geograficas com o
auxilio de marcadores moleculares do tipo microssatélites. Inicialmente, foram
utilizados 12 microssatélites para caracterizagdo de 60 acessos de oliveira
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Oliveira da EPAMIG. Os
marcadores utilizados foram: GAPU 12, UD099-031,UD099-039, GAPU 101,
GAPU 59, GAPU 11 e 17, UD099-009, UD099-019, GAPU 45, GAPU 71 A,
GAPU 71 B e GAPU 89. Como resultado obteve-se a divisdo da populacdo
avaliada em quatro grupos distintos (Bayesiano) e uma Probabilidade de
Identidade (PI) igual a 1,51 x 10™°, 0 que demonstrou a grande eficiéncia dos
marcadores para a diferenciagdo das cultivares analisadas. Os microssatélites
usados também identificaram cultivares sin6nimos e possiveis erros de
denominacdo ou a possibilidade de muta¢des nos gendtipos amostrados. Numa
segunda etapa do trabalho, foi realizada a identificacdo genética (“DNA
fingerpriting”) de oito genotipos de oliveira supostamente pertencentes ao
cultivar ‘Arbequina’ fornecidos pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica
Integrada — CATI. Utilizaram-se nove marcadores microssatélites (GAPU 101,
GAPU 59, GAPU 89, GAPU 59, GAPU 71-A, GAPU 71-B, UD099-009,
UDO09%9-019, UD0O99-036 ¢ UDO99-039) e constatou-se que os genotipos de
oliveira testados realmente pertencem a cultivar ‘Arbequina’, com uma
Probabilidade de Identidade (PI) igual a 2,9 x 10~ e Probabilidade de Exclusdo
(PE) igual a 0,86.

Palavras-chave: Oliveira. Marcadores microssatélites. SSR. Identidade genética.
Recursos genéticos.



ABSTRACT

Brazil, an important importer of olive oil and olive fruits, has a huge
potential for the commercial cultivation of olive trees (Olea europaea L.).
However, there is almost no information available about the best kind of growth
technology for domestic environmental. Furthermore, little is known about the
origin, the identification, and genetic characterization of varieties cultivated in
Brazil. This study analyzed the characterization and genetic identity of olive
cultivars from different geographical locations by using microsatellite markers
(SSR). First, 12 SSR markers were used to characterize 60 olive accessions
belonging to the Germplasm Bank of EPAMIG. The markers used were: GAPU
12, UD099-031, UD099-039, GAPU 101, GAPU 59, GAPU 11 and 17,
UDO09%9-009, UD0O99-019, GAPU 45, GAPU 71 A, GAPU 71 B, and GAPU 8&9.
The results obtained showed the division of all genotypes assessed into four
distinct Bayesian groups as well as a Probability of Identity (PI) of 1.51 x 107",
indicating great efficiency of these markers for genotype differentiation. The
SSR markers have also allowed the identification of synonyms due possible
errors in designation or even due mutations in some of the accessions evaluated.
Moreover, at a second part of this work, we did a genetic fingerprinting of eight
genotypes provided by Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integrada — CATI
to check if they belong to the olive cultivar 'Arbequina’. For this purpose, it was
used nine SSR markers (GAPU 101, GAPU 59, GAPU 89, GAPU 59, GAPU
71-A, GAPU 71-B, UD099 -009, UD099-019, UD099-036 and UD099-039)
and the results indicate that the genotypes evaluated belong to the olive cultivar
'Arbequina’ with a probability of identity (PI) equal to 2.9 x 10~ and a
probability of exclusion (PE) of 0.86.

Keywords: Olive. Microsatellite markers. SSR. Genetic identity. Genetic
resources.
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1 INTRODUCAO

A oliveira, uma importante espécie arborea da Bacia do Mediterraneo,
pertencente a familia Oleaceae, ao género Olea, a espécie Olea europaea e a
subespécie Olea europaea susp. europaea. Na regido mediterrinea é possivel
encontrar tanto a oliveira selvagem (Olea europaea subsp. europaea var.
sylvestris) quanto a oliveira cultivada (Olea europaea subsp. europaea var.
europaea) (BRETON et al., 2009).

O género Olea abriga ainda outras cinco subespécies: Olea europaea
susp. cuspidata, Olea europaea susp. maroccana, Olea europaea susp.
laperrinei, Olea europaea susp. cerasiformis e Olea europaea susp. guanchica.
Além da regido Mediterranea no continente europeu, a espécie Olea europaea L.
também encontra-se difundida na Asia, Africa e ilhas do Oceano Indico (BELAJ
et al., 2007; BRETON et al., 2009; HANNACHI et al., 2009). Recentemente
essa cultura se difundiu para os demais continentes, sendo cultivada também na
Australia, América do Norte e América do Sul.

De maneira geral, a planta possui copa de formato arredondado, com o
porte, densidade da copa e cor da madeira variando em func¢do da cultivar,
condi¢gdes ambientais, manejo de poda e conducdo das mesmas. O tamanho das
folhas, textura e comprimento dos entrenos variam de acordo com a fase
fenoloégica da planta, que apresenta folhas mais curtas, grossas e com a distdncia
dos entren6s menor na fase juvenil. Na fase reprodutiva, a planta adulta
apresenta inflorescéncia do tipo racimo. Trata-se de uma espécie de clima
temperado quente, mas que necessita de baixas temperaturas no periodo pré-
floragdo (OLIVEIRA; RIO RINCON, 2007; VIEIRA NETO et al., 2008).

O cultivo, uso e valor econémico da oliveira cultivada (Olea europaea
subsp. europeae var. europeae) tem persistido e evoluido com as civilizagdes do

Mediterraneo a medida que contribui com um importante papel nas economias
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locais. A produgdo de oliveira no mundo usa mais de 1.275 cultivares, sendo que
a maioria trata-se de cultivares de origem européia (ROUBOS; MOUSTAKAS;
ARAVANOPOULOS, 2009). Além do consumo da oliveira como fruta de mesa,
o azeite extraido da fruta ¢ uma importante commodity tanto para o mercado
interno como para o mercado internacional, gragas ao grande volume exportado
pelos principais paises produtores, dentre os quais estdo a Espanha, Itélia,
Grécia, Turquia, Tunisia, Marrocos, Siria e Portugal como os responsaveis por
mais de 95% da produgdo mundial (DUNDAR; SUAKAR, 2010; IPEK et al.,
2009).

Trata-se de uma espécie diploide (2n = 2x = 46), com a maioria das
cultivares auto-incompativeis. As flores possuem pétalas brancas, geralmente
sdo hermafroditas, porém algumas cultivares possuem flores macho-estéreis,
enquanto outras apresentam apenas flores estaminadas. Trabalhos de
genotipagem de sementes de oliveira mostraram que a maioria delas é oriunda
de polinizacdo cruzada, embora ocorra uma pequena porcentagem de
descendentes que surge a partir de autofecundagdo, mesmo quando uma cultivar
¢ considerado auto-incompativel (DOVERI et al., 2008; RONY et al., 2009;
TAAMALI et al., 2006).

A polinizagdo aberta, a longevidade da espécie e a capacidade das
oliveiras para sobreviver por longo tempo sem manejo adequado tornaram a
espécie resistente a erosdo genética, o que promoveu a preservacao de sua ampla
biodiversidade. Tamanha diversidade genética ocasionou algumas desvantagens
no que se refere ao manejo e identificacdo de material vegetal (ALBA et al.,
2009; DI DONNA et al., 2010; IPEK et al., 2009; SESLI; YEGENOGLU, 2010;
TAAMALI et al., 2006).

O mercado consumidor brasileiro ¢ considerado o maior importador de
azeite de oliva da América do Sul e possui grande importdncia para a

olivicultura chilena, uma vez que 63% do total da exportagdo de azeitona de
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mesa do Chile destina-se ao Brasil (MASQUIMILLAN; ITURRIETA, 2008). O
cultivo de oliveiras no Brasil, com finalidade comercial, é uma atividade
agricola recente. Apesar de ser uma cultura introduzida no Pais hd muitas
décadas, durante algum tempo seu cultivo ndo prosperou devido a falta de
estudos cientificos e da adaptacdo tecnologica (OLIVEIRA et al., 2010), além do
consumo per capto reduzido. Em 2010, o volume importado de azeite de oliva
foi de 52.514 mil toneladas (BRASIL, 2011). Por se tratar de uma cultura cujos
frutos e produtos possuem boa qualidade organoléptica e reconhecido efeito
benéfico a sade humana, a cultura tem atraido a atengdo do consumidor que,
por sua vez, tem despertado o interesse econdmico de agricultores e da industria
alimenticia brasileiros.

No entanto, a cadeia produtiva da oliveira no Brasil ainda esbarra em
limitagdes técnicas proprias de uma atividade agricola recém implantada em
uma regido. O desconhecimento do material genético mais apropriado para as
diferentes condi¢cdes ambientais, inclusive com a inexisténcia de programas de
melhoramento direcionados para desenvolver novas cultivares mais adequadas, a
desinformagdo do potencial produtivo das cultivares comerciais ja introduzidos
no Pais nas diferentes condigdes edafoclimaticas do Brasil, auséncia de
programas de certificagdo e fiscalizacdo do material propagativo e de um
sistema padronizado de producdo de mudas, sdo alguns dos fatores de ordem
técnica que dificultam o avanco da olivicultura no Brasil.

Ao longo dos ultimos anos varios materiais genéticos vém sendo
introduzidos no Brasil, na sua maioria cultivares européias, de forma
desorganizada e em desobediéncia a normas técnicas e normativas, o que pode
comprometer o futuro da cultura, principalmente, pela introdu¢dao de doencas e
pragas ainda inexistentes no pais. Além disso, a identificacdo das cultivares de
oliveira que aqui sdo cultivadas ¢ dificultada pelo grande niimero de cultivares

sinonimos e homonimos, pelo intenso intercdmbio de material vegetal, pela
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presenca de clones de cultivares e problemas de certificacdo varietal nos
viveiros.

O conhecimento da identidade através de descritores morfologicos e
agrondmicos sdo tradicionalmente utilizados na caracterizagdo de plantas.
Apesar de recomendado, o emprego destes descritores apresenta algumas
limitagdes como a influéncia a estresses abioticos e biodticos ¢ aos efeitos do
ambiente. Além disso, ndo sdo estaveis ao longo do tempo e muitos s6é podem
ser avaliados durante a fase adulta das plantas, o que requer tempo e espaco
fisico para as avaliagdes, ¢ em alguns casos, o numero de descritores
recomendados para uma determinada cultura e/ou cultivar sdo insuficientes para
diferencia-las das demais (VIEIRA et al., 2009).

A utilizagdo de isoenzimas, como marcador enzimatico para
diferencia¢do de plantas parece ser uma técnica limitada, contudo, vantajosa
quando comparada com a utilizagdo de marcadores morfologicos (CABRAL,
2008). As isoenzimas sdo os produtos de expressdo dos genes, através de
processos de transcrigdo ¢ de traducdo e sua expressdo depende do estadio de
crescimento da planta e dos seus tecidos (WUNSCH; HORMAZA, 2002).

Com base na proporc¢ao de loco que apresentam mais do que um alelo,
no niumero de alelos por locos e na propor¢do média de genes heterozigoéticos
por individuo ¢é possivel, através dos dados isoenzimaticos, calcular uma
estimativa da variagdo genética dentro de populagdes naturais (ABDULLAH,
2001). Porém, a influéncia das condigdes ambientais e do estagio fenologico das
plantas compromete a eficiéncia das isoenzimas na deteccdo de diferencas
genéticas existentes entre os individuos. Um outro fator limitante a utilizagdo
das isoenzimas é o fato de que somente aquelas que ndo apresentam variagdes
em diferentes condigdes ambientais e fisiologicas podem ser utilizadas como
marcadores eficientes, reduzindo assim o nimero de marcadores disponiveis e

restringindo o grau de polimorfismo possivel de ser detectado. Apesar dessas
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limitagdes, até cerca de 20 anos atras, as isoenzimas representaram os principais
tipos de marcadores usados para analise de variagdo em populacdes de plantas,
por apresentaram um custo operacional relativamente baixo.

Com o surgimento da PCR (Polymerase Chain Reaction — rea¢do em
cadeia da polimerase), em meados da década de 1980, aconteceram grandes
mudancas em termos de pesquisas genéticas. Os avancos dos estudos
moleculares trouxeram um aumento significativo dos conhecimentos na area de
genética das populagdes, permitindo avaliar a diversidade genética diretamente
ao nivel de DNA, livre de influéncias do ambiente ou do estidgio de
desenvolvimento do organismo analisado
(CABRAL, 2008; LACERDA et al., 2002). O desenvolvimento de técnicas de
amplificagdo de DNA utilizando iniciadores (primers) pequenos, permite a
analise genética de diversas espécies a um custo relativamente baixo e de forma
bastante simplificada (GOMES FILHO et al., 2010).

Os marcadores moleculares oferecem numerosas vantagens
relativamente as alternativas convencionais baseadas no fenétipo, pois sdo
estaveis e detectaveis em todos os tecidos vegetais, independente do ambiente e
fase de desenvolvimento. Uma das principais vantagens da sua utilizagdo ¢
proporcionar a redugdo do tempo na identificacdo da diversidade genética entre
os individuos estudados (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008;
GOMES FILHO et al., 2010), podendo ser avaliados gendtipos ainda na fase de
semente ou de plantula.

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats - Sequéncias
Simples Repetidas) sdo sequéncias de nucleotideos constituidas pela repeticao
ininterrupta de um unico padrdo de nucleotideos, com um maximo de 6 pb
(CABRAL, 2008). Tratam-se de sequéncias simples de DNA, encontradas em
maior ou menor grau nos genomas de todos os organismos e organelas

(mitocondrias e proplastideos) conhecidos (CHAMBERS; MACAVOY, 2000;
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CIPRIANI et al., 2008). Estes marcadores moleculares podem fornecer muita
informacdo e, juntamente com a PCR, permitem detectar os diferentes graus de
polimorfismo (SCHLOTTERER, 2004). Os SSR sio abundantes em plantas e 0s
alelos SSR e seus diferentes produtos amplificados podem ser separados por
eletroforese e visualizados por fixacdo em prata, auto-radiografia ou
fluorescéncia (SANTOS et al., 2010).

Em oliveira, diferentes classes de marcadores moleculares estdo sendo
utilizados em programas de melhoramento, rastreabilidade e certificacdo da
origem do azeite produzido, caracterizagdo e identificagdo genética de
cultivares, estudo do processo de polinizagdo, fluxo génico e certificacdo de
mudas (BESNARD et al., 2009; MARTINS-LOPES et al., 2009; MONTE
ALEGRE; MONTE ALEGRE; GARCIA-RUIZ, 2010; PAFUNDO et al., 2007,
RABIEI et al.,, 2010; SESLI; YEGENOGLU, 2010). Bracci et al. (2009)
consideram os SSR como os marcadores mais utilizados na cultura da oliveira,
pois sdo mais interessantes para identificacdo dos genotipos pela sua co-
dominédncia, grande potencial informativo, baixo custo e resultados
reproduziveis.

A Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
possui um dos maiores e mais antigo banco de germoplasma de oliveira do Pais.
A colecdo vem sendo organizada ao longo das ultimas décadas por
pesquisadores interessados no estudo da cultura e possui genotipos provenientes
de varias localidades geograficas, com diversas caracteristicas morfologicas e
fenologicas.

No Brasil, apesar de necessarios, ainda sdo poucos os trabalhos que
envolvem o uso de marcadores moleculares para o estudo da cultura da oliveira.
As informagdes geradas nesses estudos podem ser utilizadas eficientemente na
identificacdo de sinominias e antonimias, na andalise da diversidade genética

existentes nos pomares e bancos de germoplasmas do pais, subsidiar
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informagdes para os programas de certificagdo de mudas, gerar informagdes
uteis para o pré-melhoramento e formacdo de grupos heterdticos, caracterizar
plantas matrizes e apoiar a protecdo de cultivares geradas por programas de
melhoramento.

Diante dessa caréncia de informagdes, o presente estudo que esta
organizado em dois capitulos teve como objetivos a caracterizagdo genética de
60 acessos de oliveira pertencentes ao Banco de Germoplasma de Oliveira da
EPAMIG e a identificagdo genética (“DNA fingerprinting”) de gendtipos de

oliveira por meio do uso de marcadores moleculares do tipo SSR.
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RESUMO

O cultivo comercial da oliveira no Brasil ainda ¢ uma atividade recente.
A cultura estd sendo estudada por diferentes instituicdes de pesquisa, que
avaliam seu desempenho agrondomico em diferentes condigdes edafoclimaticas
do pais com o intuito de identificar e selecionar gendtipos com potencial para
exploragdo comercial e uso em programas de melhoramento. Porém, o setor
produtivo e a pesquisa enfrentam problemas na identificagdo e certificacdo
genética das cultivares introduzidos no Brasil. Consequentemente, a
identificacdo e caracterizagdo da diversidade genética e a estrutura populacional
preservada nos bancos de germoplasma dessa espécie ¢ fundamental para a
evolucao dos programas de melhoramento para as condigdes nacionais. Assim, o
objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar as inter-relagdes genéticas entre
60 gendtipos de oliveira pertencentes ao Banco de Germoplasma da EPAMIG
utilizando marcadores microssatélites. Os gendtipos estudados incluem acessos
brasileiros e, na maioria, cultivares de importancia comercial a nivel mundial.
Foram utilizados 12 marcadores microssatélites especificos para a oliveira:
GAPU 101, GAPU 11 e 17, UDO 99-009, UDO 99-019, GAPU 45, GAPU 71A,
GAPU 71B, GAPU 89, GAPU 59, UDO 99-031, GAPU 12 e UDO 99-039. A
analise genética foi realizada com auxilio dos aplicativos Convert, GenAlex v. 6,
Powermaker v. 3.25 e Structure v. 2.3.1. O numero total de alelos identificados
foi de 72, sendo que os locos GAPU 101 ¢ GAPU 71B foram os que
apresentaram os maiores numeros de alelos, 10 e 9 respectivamente. Enquanto
que GAPU 45 gerou apenas 3 alelos. A maior diversidade génica e contetido de
informagao polimoérfica (PIC) foram encontrados nos marcadores GAPU 101
(0,8399 e 0,8203) e GAPU71B (0,8117 e 0,7863). Ja o marcador UDO99-019
apresentou os niveis mais baixos (0,1976 e 0,1860). Além disso, os 12
marcadores SSR foram capazes de gerar uma Probabilidade de Identidade (PI)
acumulada de 1,52 x 10"°. Os dois primeiros componentes da Analise das
Principais Coordenadas explicam 48,16% da variagdo total. A andlise multiloco
discriminou 52 perfis do total de 60. Interessantemente, ndo foram detectadas
diferengas genéticas entre os gendtipos ‘Tafahi 390’ e ‘Ascolano 323°,
‘Zalmate’ e ‘Zalmate 0010°, ‘Negroa’ e ‘Galega’, ‘Ropades 398’ ¢ ‘Maria da F¢&’
(acesso da Fazenda Experimental Uva e Vinho — EPAMIG, Caldas — MGQG).
Também ndo houve diferenca entre as cultivares ‘JB1°, ‘Epamig 0012, ‘Alto
D’oro’ e ‘Mission’, que apresentaram os mesmos perfis alélicos para os 12
marcadores microssatélites utilizados. Esses resultados geram informagdes
importantes para o pré-melhoramento da oliveira no Brasil, discriminando
grupos heterdticos, otimizando programas de hibridagdo e auxiliando na
identificagdo e certificagdo genética de cultivares de oliveira.
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ABSTRACT

The commercial cultivation of olive trees in Brazil have been a recent
activity. This crop is being studied by different research institutions, which
evaluate their agronomic performance in different soil and climatic conditions in
Brazil, in order to identify and select genotypes with potential for commercial
production as well as improve the national breeding programs. However, the
olive industry and research are facing problems associated with the genetic
identification and certification of cultivars released in Brazil. Consequently, the
identification and characterization of genetic diversity and population structure
preserved in the germplasm collections of this specie are fundamental to the
progress of Brazilian breeding programs. Thus the aims of this study were the
genotype identification and the characterization and evaluation of inter-genetic
relationships among 60 olive accessions, belonging to the EPAMIG Olive
Germplasm Bank using microsatellite markers. The genotypes evaluated include
Brazilian accessions and most cultivars of commercial importance worldwide.
We used 12 microsatellite markers specific for the olive: GAPU 101, GAPU 11
and 17, UDO 99-009, UDO 99-019, GAPU 45, GAPU 71A, GAPU 71B, GAPU
89, GAPU 59, UDO 99-031, GAPU 12 and UDO 99-039. Genetic analyses were
performed using the Convert application, GenAlex v. 6, Powermaker v. 3.25 and
Structure v. 2.3.1. The total number of alleles was 72, being the loci GAPU 101
and GAPU 71B with the highest counting, 10 and 9 respectively, while GAPU
45 generated only three alleles. The greatest genetic diversity and polymorphic
information content (PIC) were found in the markers GAPU 101 (0.8399 and
0.8203) and GAPU 71B (0.8117 and 0.7863). Whereas, UDO 99-019 presenting
the lowest estimative (0.1976 and 0.1860). In addition, 12 SSR markers were
able to generate an accumulated Probability of Identity (PI) 1.52 x 10"°. The
first two components of the Analysis of Principal Coordinates explain 48.16% of
total variation. The multilocus analysis discriminated 52 of 60 profiles.
Interestingly, it were not detected any genetic differences between genotypes
‘Tafahi 390° and ‘Ascolano 323’; ‘Zalmate’ and ‘Zalmate 0010’; ‘Negroa’ and
‘Galega’; and ‘Ropades 398 and ‘Maria da F¢& (accession from the
Experimental Farm of EPAMIG, Caldas — MQG). There was no difference among
the cultivars ‘JB1°, ‘Epamig 0012, ‘Alto D'oro’ and ‘Mission’, which showed
the same allelic profiles for the 12 microsatellite markers used. These results
generate important pre-breeding information for genetic improvement of olive in
Brazil, discriminating heterotic groups, optimizing controlled hybridization and
enabling the identification and certification of genetic varieties of olive trees.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie subtropical pertencente a
familia Oleaceae e originada da bacia do Mediterrdneo (DOVERI et al., 2008).
Seu desenvolvimento ¢ dividido em fase juvenil, periodo em que a planta esta se
desenvolvendo, e fase adulta, periodo no qual atinge sua maturidade fisioldgica
sendo, portanto, capaz de florescer e produzir frutos (RAPOPORT, 1998). E
considerada uma planta alégama, embora alguns estudos indiquem que essa
condi¢do depende da cultivar e do ambiente. Segundo Besnard (2007), a oliveira
¢ uma espécie diploide (2n = 2x = 46) cuja polinizagdo ocorre principalmente
pelo vento (eolica) e suas sementes sdo dispersas por aves, animais e pelo
homem. Em termos gerais, a planta demanda cerca de 10 anos para atingir sua
maturidade fisiolodgica e, portanto, se tornar produtiva. Para evitar o longo
periodo de maturidade fisiologica e a segregacdo genética, as plantas de oliveira
sdo multiplicadas preferencialmente por meio da propagacao vegetativa.

Trata-se de uma importante espécie frutifera que ¢ tradicionalmente
cultivada nos paises da bacia do Mar Mediterrdneo. Considerada uma cultura de
aptiddo comercial (azeite e azeitona), a producdo da planta possui alto valor
agregado, uma vez que seus frutos sdo bastante apreciados pela populagio
mundial ¢ a mesma é consumida também como azeitona, além de ser matéria
prima para o azeite, um produto que possui boas qualidades nutricionais.
Segundo estimativas, cerca de 95% da producdo mundial da cultura concentra-se
na Espanha, Italia, Grécia, Portugal, Turquia e Siria (GOMES et al., 2009).

No Brasil a oliveira foi introduzida no inicio do século XIX nas regides
Sul e Sudeste. O Pais ¢ um grande mercado consumidor de azeite de oliva e de
azeitonas e apesar de apresentar regides que possuem caracteristicas climaticas

favoraveis ao cultivo da oliveira, a espécie ainda € pouco cultivada no Pais.
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Um dos maiores gargalos para o desenvolvimento da olivicultura no
Brasil ¢ a auséncia de programa de certificacdo da identidade genética das
cultivares que foram introduzidos no Pais, associado a escassez de informagdes
agrondmicas para seu cultivo nas condigdes ambientais e nos solos brasileiros.
A espécie apresenta polinizagdo cruzada intra e interespecifica (TAAMALLI et
al., 2006), o que promove altos niveis de heterozigosidade e polimorfismo no
DNA. Além disso sdo comuns nomes diferentes atribuidos para o mesmo
gendtipo de oliveira (sinonimia) ou a atribuicdo dos mesmos nomes para
diferentes gendtipos (homonimia).

O conhecimento da diversidade genética que existe entre as cultivares
de oliveira é de grande importancia para o éxito de programas de melhoramento
e na exploragdo dos recursos genéticos disponiveis. Tradicionalmente, a
identificagdo dos acessos genéticos & feita por meio de caracteristicas
morfoldgicas, que sdo fortemente influenciadas pelo ambiente, pelo estagio
fenolégico e por ataque de doencas e pragas. As isoenzimas também foram
utilizadas para deteccdo da diversidade genética de oliveiras, no entanto, devido
a sua caracteristica variavel, seu uso foi substituido pelo emprego de marcadores
moleculares, que sdo capazes de identificar gendtipos acessando diretamente a
variabilidade existente na molécula de DNA, além de ser um método ndo
destrutivo, aplicavel em qualquer fase de crescimento das plantas e
independente de fatores bidticos e abioticos aos quais as plantas estdo expostas.

Inicialmente, os marcadores RFLP, RAPD e AFLP foram utilizados em
estudo de caracterizagdo molecular e analise da relagdo genética entre cultivares
de oliveira. Atualmente os marcadores mais usualmente utilizados sdo os
microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples Repetidas - Simple Sequence
Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat - Inter Sequéncias Simples
Repetidas).
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Os microssatélites estdo sendo utilizados em programas de
melhoramento (HANNACHI et al., 2009), estudos de variabilidade (MARTINS
LOPES et al., 2009), caracterizacdo de germoplasma (GANINO et al., 2007;
RONY et al, 2009), identificacio genética de cultivares de oliveira
(MUZZALUPO et al., 2008; SARRI et al. 2006), na certificacdo genética e de
origem do azeite (MUZZALUPO; PELLEGRINO; PERRI, 2007
PASQUALONE et al., 2007) e na avaliacdo da polinizagio (MOOKERJEE et
al., 2005; RALLO; DORADO; MARTIN, 2000). Esses marcadores diferenciam
individuos homozigotos e heterozigotos, promovem a identificagdo de muitos
alelos presentes nas populagdes amostradas, produzindo resultados de facil
interpretacdo e de elevada reprodutibilidade (ALBA et al., 2009).

Alguns relatos de pesquisa com oliveira demonstraram que poucos
marcadores microssatélites ja sdo suficientemente polimodrficos para distinguir
mais de 100 gendtipos, e sugerem que a selecdo adequada de um conjunto de
microssatélites em quantidade e caracteristicas apropriadas agiliza os trabalhos
de identificacdo e diferenciagdo de alelos (BALDONI et al., 2009). Diaz et al.
(2006) conseguiram diferenciar 51 cultivares de oliveira quando obtiveram 68
alelos utilizando 12 microssatélites. Taamali et al. (2008) caracterizaram 26
cultivares de oliveira da Tunisia com apenas 10 marcadores microssatélites e
identificaram 86 alelos, o minimo de 4 ¢ o maximo de 14 alelos por marcador,
com uma média de 8,6. J& Omrani-Sabbaghi et al. (2007), mesmo trabalhando
com uma populacdo de 87 acessos de oliveira, observaram que o numero de
alelos variou de 3 a 14 com uma média de 9, valores proximos aos encontrados
por Taamali et al. (2008).

De acordo com Gil et al. (2006), essa similaridade entre os resultados
obtidos em diferentes estudos ¢ justificavel uma vez que o polimorfismo dos

marcadores pode variar de acordo com o tamanho e a origem do germoplasma
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amostrado, assim como a presenca de ancestrais comuns de diferentes cultivares,
o que influencia na redu¢do da variabilidade genética de um grupo.

A EPAMIG possui 0 maior e mais antigo banco de germoplasma de
oliveira presente no Brasil. Essa colecao de gendtipos comegou com a iniciativa
de alguns fazendeiros da regido que trouxeram de Portugal algumas mudas de
oliveira. Mais tarde, o pesquisador da EPAMIG Dr. Washington Winglione
introduziu uma colecdo de oliveiras procedentes de diversas regides do mundo,
como: Estados Unidos, Portugal, Grécia, Italia, Espanha, entre outras, na
Fazenda Experimental de Maria da Fé, para que pudessem ser realizadas
pesquisas de adaptagdo e desempenho agrondémico dessa espécie nas condigdes
edafoclimaticas do Sul de Minas Gerais. Posteriormente, essa cole¢do evolui
para se tornar o primeiro ¢ maior Banco de Germoplasma Ativo de Oliveira
localizado no Brasil, contando com mais de 100 diferentes acessos.

No entanto, ainda faltam informagdes que comprovem a identidade
genética desses genotipos e que possam subsidiar os programas de certificagdo
de mudas e de pré-melhoramento e melhoramento genético de oliveira. Sendo
assim, esse trabalho teve como objetivos a caracterizacdo molecular da
identidade genética (“DNA fingerprinting”) e o estudo da diversidade genética
existente no Banco de Germoplasma de Oliveira localizado na Fazenda

Experimental da EPAMIG em Maria da Fé, Minas Gerais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais vegetais

No presente trabalho foram analisados 60 acessos de oliveira
pertencentes ao Banco de Germoplasma da espécie, mantido no Nucleo
Tecnologico EPAMIG Azeite e Azeitona, localizado na Fazenda Experimental
no municipio de Maria da F¢, sul do estado de Minas Gerais. A amostra de cada
acesso foi retirada de uma unica planta adulta, mantida a campo e identificada
como tal, constituindo assim em uma amostra simples.

O numero de identificacdo do gendtipo, nome, aptiddo comercial e

origem dos cultivares amostrados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Numero de identificagdo, nome, aptiddo comercial e provavel origem
geografica das cultivares de oliveira analisadas

N °de - Aptidao Provavel origem
Identificacéo Genotipo Comercial geografica

1 Manzanilla 393 indeterminada  Brasil

2 Picual azeite Espanha

3 Cornicabra azeite Espanha

4 Arbequina azeite Espanha

5 Manzanilla mesa Espanha

6 Mission mesa Estados Unidos da América

7 Tafahi 391 azeite/mesa Tunisia




Tabela 1, continuagdo
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N _° _de i Genétipo Aptidé_o Provavel,o!’igem

Identificacdo Comercial geografica

8 Koroneiki azeite Grécia

9 Koroneiki 0023 azeite Brasil

10 Grapolo 550 azeite Brasil

11 Grapolo 575 azeite Brasil

12 Coratina azeite/mesa Italia

13 Leccino azeite/mesa Italia

14 Grapolo 561%* azeite/mesa Brasil

15 Ascolano 315* mesa Brasil

16 Grapolo 541%* azeite/mesa Brasil

17 Ascolano USA mesa Estados Unidos da América

18 Santa Catalina mesa Italia

19 Frantoio azeite/mesa Italia

20 Barnea azeite Israel

21 Alto D’oro indeterminada  Portugal

22 Chemlali 003 azeite Brasil

23 Chemlali 0017 azeite Brasil

24 Zalmate 0010 indeterminada  Brasil

25 Memeciki 0003 indeterminada  Brasil

26 Clone 0025 indeterminada  Brasil

27 Clone 0012 indeterminada  Brasil

28 Clone 080 indeterminada  Brasil




Tabela 1, continuagdo
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N _° _de i Genétipo Aptidé_o Provavel,o!’igem

Identificacdo Comercial geografica

29 Clone 113 ** azeite Brasil

30 g}grgusse Alberkan indeterminada  Brasil

31 JB1 indeterminada  Brasil

32 IJB2 indeterminada  Brasil

33 Maria da Fé * azeite Brasil

34 Negroa azeite Portugal

35 Ropades 398 indeterminada  Brasil

36 Salome 488 azeite Brasil

37 Saiali Magloub azeite/mesa Tunisia

38 Galega azeite Portugal

39 Empeltre azeite Espanha

40 Arauco mesa Argentina

41 Gordal de Sevilha  mesa Espanha

42 Pendolino azeite Italia

43 Ascolano 322%* mesa Brasil

44 Halhali indeterminada  Grécia

45 Manzanilla Israeli  mesa Israel

46 Zalmate 0020 indeterminada  Tunisia

47 Lechin de Sevilha  indeterminada  Espanha

48 Manzanilla Reina  mesa Espanha




Tabela 1, continuagdo
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N_°_de i Genétipo Aptidé_o Provavel,o!’igem

Identificacdo Comercial geografica

49 Ascolano 323 mesa Brasil

50 Tafahi 390 mesa Brasil

51 Arbosana azeite Espanha

52 Megaritiki indeterminada  Italia

53 Memeciki 0004 indeterminada  Brasil

54 Zalmate azeite Tunisia

55 Koroneiki 0007 azeite Brasil

56 Trouboleg indeterminada  Desconhecida

57 Queslati 0035 azeite Brasil

58 Conservolia mesa Grécia

59 Cerignola indeterminada  Italia

60 Penafiel indeterminada  Desconhecida

* Cultivares registradas no Servigo Nacional de Protecao de Cultivares — SNPC.
** Cultivares em processo de registro no Servigo Nacional de Protegdo de Cultivares —
SNPC.

A maioria das cultivares analisadas foram amostradas através de plantas
que sdo clones de matrizes mantidas em bancos de germoplasma localizados em
diferentes paises.

Entretanto, para a avaliacdo de outras cultivares, foram usadas plantas
provenientes de sementes. Essas cultivares, cujas nomenclaturas consistem de
um nome seguido de numero, sdo resultantes de um trabalho de pré-

melhoramento realizado pela EPAMIG, no municipio de Maria da Fé, Minas
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Gerais. Essas cultivares sdo: manzanilla 393, koroneiki 0023, grapolo 550,
grapolo 575, grapolo 561, ascolano 315, grapolo 541, chemlali 003, chemlali
0017, zalmate 0010, memeciki 0003, grousse alberkan 399, ropades 398, salome
488, ascolano 322, ascolano 323, tafahi 390, memeciki 0004, queslati 0035,
koroneiki 0007

2.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA gendmico foram utilizadas folhas jovens
coletadas de plantas adultas mantidas no campo. As folhas retiradas foram
colocadas em um envelope de papel aluminio devidamente identificado com o
nome do cultivar e a data da coleta. Para o transporte das amostras até o
laboratorio, os envelopes foram guardados em sacos plasticos e acondicionados
em caixas de isopor contendo gelo. No laboratério, as amostras foram
armazenadas a -80 °C até o momento da extragdo do DNA. A extragdo de DNA
foi realizada de acordo com o método descrito por Doyle e Doyle (1990)
incluindo pequenas modificagdes. De cada amostra foram utilizados,
aproximadamente, 0,5 g de tecido foliar que foram macerados na presenga de
nitrogénio liquido. Em seguida foram adicionados 1 mL de tampao de extragdo
[Tris-HCI 100 mM, EDTA 50 mM, CTAB 2% (p/v), PVP 0,1% (p/v),
mercaptoetanol 0,2% (v/v)], os extratos foram transferidos para tubos de
polipropileno de 2 mL e incubados a 65 °C durante 1 hora em banho-maria, com
constante agitacdo. Passado este tempo, foram adicionados 400 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico na proporcao de 24:1 e agitados gentilmente
durante 5 minutos. Em seguida o extrato foi centrifugado a 13.000 rpm durante
10 minutos e a fase aquosa do sobrenadante foi transferida para um novo tubo.
Foram adicionados 400 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), agitados

gentilmente durante 5 minutos e novamente centrifugados a 13.000 rpm durante
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15 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos e
adicionado 1 mL de isopropanol gelado e 100 pL de acetato de amdnia (7,5 M) e
novamente foram levemente agitados. As amostras foram incubadas a -20 °C
“overnight” e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm durante 30 minutos para a
formacao dos “pellets” de DNA que foram entdo lavados 3 vezes com etanol
70%, secos a temperatura ambiente e, logo em seguida, ressuspendidos em 200
pL de TE [Tris-HCI 10mM (pH 8,0), EDTA 1mM]. Finalmente as amostras
foram tratadas com RNAse-A e incubadas a 37 °C por 1 hora.

As amostras de DNA foram visualizadas na presenga de luz UV apds
eletroforese em gel de agarose 0,7% corado com brometo de etideo (0,2 pg/mL)
e imerso em tampao TBE [Tris-Borato 90 mM (pHS8,0) EDTA 10 mM] para
verificar a qualidade do DNA. A quantificacdo do DNA foi realizada através da
leitura das absorbancias em espectrofotometro no comprimento de onda de 260
nm. Para verificar a contaminagdo das amostras com proteinas foi realizada
leitura das absorbancias a 280 nm ¢ calculada a relacdo entre as absorbancias a
260 e 280 nm. Foram consideradas adequadas amostras cuja relagdo variou de

1,5a2.

2.3 Analises com marcadores microssatélites

Foram utilizados 12 marcadores microssatélites previamente indicados
na literatura como polimoérficos para a espécie Olea europaea L.. Os marcadores
utilizados foram: GAPU 101, GAPU 11 e 17, GAPU 12, GAPU 45, GAPU 89
(CARRIERO et al., 2002), GAPU 59, GAPU 71A, GAPU 71B (CHAFARI et
al., 2008), UD099-009, UD099-019, UD099-031 e UD099-039 (CIPRIANI et
al., 2002). O numero de identifica¢do utilizado no trabalho, o nome dos
iniciadores microssatélites, referéncias e tamanho esperado estdo descritos na

Tabela 2.
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Tabela 2 Nome dos iniciadores SSR, suas sequéncias, referéncias bibliograficas

e tamanho esperado dos alelos (pares de base)

o . . Tamanho
Iniciadores Sequéncia Referéncia
dos alelos
Forward
5'CATGAAAGGAGGGGGACATA3’
GAPU 101 Carriero et
264
Reverse al. (2002)
5'"GGCACTTGTTGTGCAGATTG’
GAPU 101
Forward
5'"CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA3’
GAPU 59 Chafari et al.
207-222
Reverse (2008)
5’CAAAGGTGCACTTTCTCTCG3’
GAPU 59
Forward
GAPU1le 5’CGCGTTACCATACCTTAGCC3’
17 Carriero et
230
Reverse al. (2002)
GAPU 1le STTGAATCTGACGTGGATGGA3’
17
Forward
S’TTTTGCAAAGCATTAGAGCA3’
GAPU 12 Carriero et
203
Reverse al. (2002)
5’AGCAGCAGCAGAAGCTTGAT3’
GAPU 12
Forward
S’TTGATTTCACATTGCTGACCA3’
UDO099-009 Cipriani et o
Reverse al. 2002
5’CATAGGGAAGAGCTGCAAGG3’
UDO099-009
Forward Cipriani et
5’TCCCTTGTAGCCTCGTCTTG3’ 165
UDO09%9-019 al. 2002




Tabela 2, continuagéo
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o . o Tamanho
Iniciadores Sequéncia Referéncia
dos alelos
Reverse
5’GGCCTGATCATCGATACCTC3’
UDO099-019
Forward
5’TATCCTCTATGTGGCGATG3’
UDO099-031 Cipriani et 151
Reverse al. 2002
5S’TTGGTTAAAAGGATTGATACA’
UDO099-031
Forward
5’AATTACCATGGGCAGAGGAG3’
UD099-039 Cipriani et 170
Reverse al. 2002
5’CCCCAAAAGCTCCATTATTGT3’
UDO099-039
Forward
5’ATCGGGAGGGATGTGATGTAZ3’
GAPU 45 Carriero et
292
Reverse al. (2002)
5’CATCGCATCGCCTGTAAATA3’
GAPU 45
Forward 5’GATCATTTAAAATATTAGAGA
GAPU 71 A GAGAGAY Chafari et al.
209-259
Reverse (2008)
5’TCCATCCATGCTGAACTT?’
GAPU 71 A
Forward 5’GATCAAAGGAAGAAGGGGATA
GAPU71B AA3’ Chafari et al.
118-144
Reverse (2008)
5’ACAACAAATCCGTACGCTTG3’
GAPU 71B
Forward
5’GATCATTCCACACACGAGAG3’
GAPU 89 Carriero et i
Reverse al. (2002)

GAPU 89

5’AACACATGCCCACAAACTGA3Z’
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As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 30
pL, contendo 50 ng de DNA, 6 puL de tampdo de reagdo 5X, MgCl, (1,5mM),
DNTPs (200 uM de cada), 0,5 uM de cada iniciador (Sigma, USA) e 0,75 U de
Taq DNA polimerase (Go Taq Flexi, Promega, USA).

As reagdes foram conduzidas em termociclador com gradiente
(Multigene Gradient, Labnet International, USA) programado de maneira
diferente, dependendo dos iniciadores utilizados. O passo inicial comum foi um
processo de desnaturag@o por 2 minutos a 95 °C. Em seguida, para os primers
GAPU 101, GAPU 59, GAPU 11 e 17, UDO 99-009, UDO 99-019, GAPU 45,
GAPU 71A, GAPU 71B e GAPU 89 utilizou-se o sistema “Touchdown” com 45
ciclos, incluindo os processos de desnaturacdo: 95 °C por 1 minuto; anelamento
dos iniciadores com temperatura variando de 62 a 58 °C, durante os 5 primeiros
ciclos e 57 °C para os demais ciclos: 50 segundos; extensdo dos iniciadores 72
°C: 50 segundos.

Para os primers GAPU 12, UDO 99-031 e UDO 99-039 também foi
utilizado o sistema “Touchdown”, porém incluindo diferente nimero de ciclos e
temperaturas. O sistema usado foi: 45 ciclos: desnaturagdo 95°C por 1 minuto;
anelamento dos iniciadores (temperatura variando de 65 a 56 °C, durante os 10
primeiros ciclos e 55 °C para os demais ciclos) por 50 segundos; extensao dos
iniciadores 72 °C por 50 segundos. Em ambos os sistemas, foi realizado um
passo de extensao final a 72 °C por 4 minutos.

Para confirmar a qualidade final dos produtos das reagdes de
amplificagdo, aliquotas de 5 uL das amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,7% imerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM (pH 8,0) e
EDTA 10 mM) e corado com brometo de etideo (0,2 pg/mL) e visualizadas em
luz UV.
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2.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida

Uma vez confirmado o sucesso das rea¢des de amplificacdo em géis de
agarose a 0,7%, o produto da reacdo foi submetido a uma eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida 6%, numa poténcia de 60 W por tempo variavel
de acordo com o tamanho esperado dos alelos.

Apoés a corrida os géis foram corados com nitrato de prata de acordo
com o método descrito por Creste, Tulmann Neto; Figueira (2001). Inicialmente
o gel em processo de coloragdo passou por uma etapa de fixagdo durante 10
minutos em solu¢do de etanol (10%) e acido acético (1%). Em seguida foi
lavado com 2 L de agua ultra-pura (Milli-Q) e submetido a uma pré-coloragio
com acido nitrico 1,5%. Passou entdo por nova lavagem e foi corado em solugao
de nitrato de prata (0,2%) durante 20 minutos. A revelacdo foi realizada com
solugdo de carbonato de sdédio (3,5%) contendo 800 puL de formaldeido 37%
(adicionado pouco antes da revelagao) durante 20 minutos. Finalmente o gel foi
imerso durante 5 minutos em solugdo de parada composta de acido acético
(1,5%). Todas as etapas foram realizadas sobre mesa agitadora e em capela de
exaustao.

Depois de seco em temperatura ambiente, o gel foi fotografado sobre
negatoscopio. Na Figura 1 ¢ apresentada a separagdo eletroforética em gel
desnaturante de poliacrilamida 6% dos produtos da amplificagdo dos 60

genotipos de oliveira realizado simultaneamente em duas cubas.
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Figura 1 Géis de poliacrilamida durante -eletroforese dos produtos de
amplificagdo

2.5 Analises dos dados

A partir dos perfis alélicos gerados com os 12 locos microssatélites para
os 60 acessos de oliveira, foi construida uma matriz, na qual cada alelo de cada
loco foi designado numericamente de 1 até o numero maximo de alelos por loco.
Utilizando o aplicativo computacional “GenAlex 6” (PEAKALL; SMOUSE,
2006) foram estimados os seguintes parametros: Probabilidade de Identidade
(para cada loco e acumulada) (WAITS; LUIKART; TABERLET, 2001) e
dispersdo grafica pelo método da Andlise das Coordenadas Principais. O mesmo
aplicativo computacional foi utilizado para analisar a variabilidade genética
entre ¢ dentro dos grupos através da Analise Molecular de Variancia (AMOVA)
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

Por meio do aplicativo “Convert” (GLAUBITZ, 2004) foi estimada a
frequéncia alélica para todos os locos. Este software foi também utilizado para
converter a matriz dos dados para o formato do aplicativo “Structure 2.3.1”
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).
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O célculo dos valores de conteudo de informagdo polimoérfica (PIC), a
matriz de dissimilaridade genética baseada na distancia “C.S. Chord”
(CAVALLI-SFORZA; EDWARDS, 1967) e uma arvore filogenética obtida pelo
método de agrupamento do Vizinho Mais Proximo (SAITOU; NEI, 1987) foram
obtidas utilizando o programa “Powermarker Version 3.25” (LIU; MUSE,
2005).

Para averiguar a estruturacdo genética dos 60 acessos analisados,
utilizou-se o método bayesiano através do programa “Structure 2.3.1” para
definir o numero de grupos (K) mais provavel. Empregou-se o modelo de
auséncia de mistura (“non admixture model”) e frequéncias alélicas
independentes, usando “Burn-in 5.000”, seguido de extensdo de 50.000
repeticdes durante a analise. Foram efetuadas 20 simulagdes por k, com k
variando de 1 a 12. O teste estatistico Ak foi realizado usando o aplicativo
“Structure Harvest” (disponivel “online” em
http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/) baseado no critério de Evanno,
Regnaut e Goudet (2005). Este critério baseia-se na média e no desvio padrao do
LnP(D) estimado em cada uma das 20 intera¢des por k. Os valores de Ak; foram
estimados através da formula:

Ak; = ABS [(ki+1 - (2%k;) + k;.1)] / desvio padrio de K;

Onde:

i: corresponde ao numero de grupos simulados, variando dei=1 atéi=12.
ABS = corresponde ao modulo

Esse valor de Ak é estimado para cada k, sendo selecionado o que
apresentar maior valor. Apos escolhido o Ak 6timo, escolhe-se a simulacdo de
menor valor de LnP(D) dentre as 20 simulag¢des feitas para a obtencdo do
mesmo. Cada cor do grafico gerado representa um possivel grupo de individuos

estruturados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise dos marcadores microssatélites

Com a utilizagdo dos 12 locos foi obtido um total de 72 alelos, um valor
médio igual a 6 e variacdo entre 10, para o loco GAPU 101, a 3 para o loco
GAPU 45 (Tabela 3). Na Tabela 3 estdo descritos outros pardmetros genéticos
gerados a partir dos microssatélites.

Poljuha et al. (2008) trabalhando com uma populagdo de 27 cultivares de
oliveira de origem croata e utilizando 12 marcadores microssatélites obtiveram
81 alelos, variando entre 4 ¢ 9, com uma média 6.75 alelos por locos. Nessa
analise, os autores verificaram que o loco UDO 99-019 apresentou 4 alelos, o
mesmo nimero encontrado no presente trabalho, de acordo com a Tabela 3.

Chafari et al. (2008), em um trabalho de caracterizagdo de 128 cultivares
de oliveira, utilizaram 15 marcadores microssatélites que juntos geraram 70
alelos, uma média de 4,67 alelos por loco ¢ 0o numero maximo de alelos igual a
10. Assim como neste trabalho, Carriero et al. (2002), em um estudo, obtiveram
o numero maximo de alelos com o uso do microssatélite GAPU 101.

No estudo de Carriero et al. (2002) de caracterizagdo de 20 cultivares de
oliveira, obtiveram o niimero de alelos pelos marcadores GAPU 89 ¢ GAPU
71A de 8 e 5, respectivamente, resultados semelhantes aos apresentados nessa
analise. Chafari et al. (2008) também encontraram o mesmo valor para o
microssatélite GAPU 71A.

Os resultados encontrados por Baldoni et al. (2009) e Cipriani et al.
(2002) para UDO 009-019 e GAPU 71B, respectivamente, também foram os
mesmos obtidos nessa analise de 60 cultivares, como pode ser observado na

Tabela 3.
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O conteudo de informagdo polimorfica (PIC) obtido empregando-se o
aplicativo computacional “Powermaker”,fornece um valor que permite inferir
quanto a eficiéncia de cada marcador utilizado para identificar os individuos em
uma populacdo, com base em suas frequéncias alélicas. Marcadores com
informagdes superiores a 0,5 sdo considerados bem informativos. Neste trabalho,
o PIC médio obtido foi de 0,5946 ¢ com excegdo dos marcadores GAPU 12,
UDO 99-019 e GAPU 45, que apresentaram valores abaixo de 0,5; os outros
nove marcadores empregados apresentaram valores superiores a 0,5 podendo ser
considerados como altamente informativos (Tabela 3).

No entanto, o PIC depende do numero de alelos e de suas frequéncias.
Desta forma, a informacdo que este pardmetro produz ndo deve ser o unico
aspecto para a selegdo ou descarte de um marcador. Portanto, o emprego do
aplicativo “GenAlex 6” permite gerar pardmetros adicionais, entre os quais estdo
a probabilidade de identidade (PI), que considera o conjunto de marcadores
empregado em uma analise e que, ao contrario do PIC, quanto mais baixos sdo
os valores encontrados, mais eficiente o conjunto de marcadores utilizado. Nesta
pesquisa, os menores valores de PI forma fornecidos pelos marcadores GAPU
101 com 0,041; UDO 99-031, com 0,061 e GAPU 71A, com 0,071 (Tabela 3),
os quais sdo indicativos de que estes marcadores foram os mais apropriados em

identificar genotipos.
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Tabela 3 Nome do marcador e pardmetros genéticos apresentados pelos 12
marcadores  microssatélites  utilizados na identificagdo e
caracterizagdo de 60 cultivares de oliveira

Nome do Frequénci ;I:r(:iel N°de Diversidade
marcador a dp a_lelo gerado / alelos Alélica PIC Pl
principal marcador

GAPU 101 0,2414 25 10 0,8399 0,8203 0,045
GAPU 59 0,5909 9 6 0,5924 0,5499 0,114
?7A PUILe 0,3000 5 4 0,7429 0,6950 0,234
GAPU 12 0,5169 3 4 0,5447 0,4437 0,655
UD099-009 0,6083 7 5 0,5681 0,5204 0,358
UD099-019 0,8917 5 4 0,1976 0,1860 0,225
UDO099-031 0.2833 15 8 0,7953 0,7660 0,061
UD099-039 0,4167 16 6 0,7515 0,7215 0,093
GAPU 45 0,6250 5 3 0,4874 0,3919 0,209
GAPU 71 A 0,6102 8 5 0,5730 0,5307 0,071
GAPU 71 B 0,2685 18 9 0,8117 0,7863 0,308
GAPU 89 0.3833 14 8 0,7567 0,7231 0,092
Total 72 15x 1070

Media 0.4780 10.8 6 0.6384 0,5946
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Para verificar o numero minimo de marcadores necessarios para
diferenciar todos os gendtipos foi construido um grafico (Figura 2) relacionando
a PI em fung@o do numero de locos. Assim, foram calculados valores referentes
ao acumulo gradativo da PI dos 12 locos utilizados.

Podemos observar que a partir da combinag@o entre os cinco primeiros
microssatélites utilizados foi possivel atingir um nivel alto de diferenciacao das
cultivares. Considerando a combinagdo dos 12 locos utilizados, a PI acumulado
foi igual a 1,51 x 10™"°, demonstrando uma grande eficiéncia dos locos utilizados

para a diferenciac@o das cultivares analisadas.
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3.2 Andlise da diversidade genética

Para melhor avaliar a estruturacdo genética da populacdo de oliveiras
amostrada foi utilizado também o aplicativo computacional “Structure”. De
acordo com o critério de Evanno, Regnaut e Goudet (2005), o AK 6timo foi
obtido quando K= 4, valor referente ao pico mais alto (Figura 3), indicando que
a estruturacdo maxima observada foi aquela em que a populacdo foi dividida em
4 grupos, identificados e caracterizados pela cor predominante: Grupo 1 —

vermelho; Grupo 2 — verde; Grupo 3 — azul; Grupo 4: amarelo (Figura 4).

10 3 T T

Dalta K

= R W

Figura 3 Valores de Delta-K (eixo Y) em fun¢do do numero de grupos formados
pela analise Bayeisiana obtido pelo aplicativo do Structure.
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De acordo a andlise realizada pelo “Structure”, sdo considerados
individuos hibridos aqueles que apresentam um grupo, diferente daquele no qual
foi incluido, que influencia em seu perfil o que corresponde a 0,20 ou superior a
isso. Esse valor pode ser observado no eixo vertical da Figura gerada apds o
final da andlise.

Pode-se observar na Figura 4 que algumas cultivares analisadas possui
forte influéncia de outro (s) grupos(s) e que essa influéncia atinge niveis igual ou
superior a 0,20. As cultivares que apresentaram esse comportamento foram:
‘Picual’, Grapolo 561°, ‘Grapolo 541°, ‘Barnea’, ‘Clone 0025°, ‘Chemlalli 003’,
‘Clone 080°, ‘Clone 113°, ‘Salomé 488’, ‘Saiali Magloub’, ‘Empeltre’,
‘Arauco’, ‘Godal de Servilha’, ‘Halhali’, ‘Zalmate 020’, ‘Manzanilha Reina’,
‘Queslati 0035 ¢ ‘Conservolia’. As cultivares ‘Chemlalli 003°, ‘Clone 0025,
‘Arauco’ e ‘Conservolia’ sofrem influéncia dos quatro grupos em diferentes
proporgoes.

Na Tabela 4 estdo representados os valores referentes a contribuicao de
cada grupo na ascendéncia dos individuos analisados.

E possivel observar que, os individuos que tém influéncia de apenas um
grupo na sua ascendéncia demonstraram a partir de seus perfis alélicos, uma
probabilidade de ascendéncia de no minimo 0,8. Isso indica que existe a chance
de 80%, no minimo, daqueles individuos pertencerem aos respectivos grupos
(Tabela 4).

Por outro lado, os resultados da ascendéncia de alguns individuos
apresentaram um comportamento diferente e indicaram que mais de um grupo
tem influéncia na sua ascendéncia, que ainda esses grupos influenciam em
diferentes propor¢des e sdo relativas ao grau de ascendéncia que um
determinado grupo possui na origem do individuo (Tabela 4).

O aplicativo “Structure” dividiu a populagdo amostrada em quatro

grupos (Figura 4). Na Figura 4 é possivel observar que a formagdo dos quatro
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grupos se deu com base nos perfis alélicos gerados a partir dos microssatélites
usados, e ndo na origem geografica dos genoétipos. Isso pode indicar a
proximidade e a distdncia genética que existe entre as cultivares avaliadas.

Os grupos azul e verde foram os que apresentaram o maior grau de
estruturagdo, uma vez que, de acordo com o resultado seus individuos
constituintes tém pouca influéncia dos demais grupos. Os grupos vermelho e
azul possuem o mesmo numero de individuos. Dentre os quatro grupos, o
amarelo é formado por um niimero maior de individuos ¢ € o que apresentou o

menor grau de estruturacdo.
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Tabela 4 Contribuicdo de cada grupo formado pelo aplicativo computacional

‘Structure’ na ascendéncia dos individuos analisados

Genotipos

Grupos Inferidos

2 3 4
1 0,035 0,007 0,006  [noos2y
2 0,197 0,021 0,012 0,771
3 0,027 0,016 0,004
5 0,056 0,019 0,051
. oo P 0005
7 0,01 0,005 0,009
8 0,009 0,004 0,004
9 0,039 0,015 0,004
10 0,032 0,011 0,007
11 _& 0,076 0,007
12 0,019 0,005 0,005
13 0932 0,028 0,011 0,029
14 0,176 0,014 0,025 0,786
15 002 O 0014 0,005
16 0,402 0,124 0,442 0,032
17 0,009 0,004 0,007
18 0,011 0,005 0,007
19 0,067 0,017 0,024
20 0,363 0,099 0,006 0,533
21 0,005 0,005 0,005
22 0,427 0,18 0,186
23 0,08 0,026 0,004
24 0,008 0,006
25 0,02 0,01
26 0,317 0,097
27 0,004 0,004
28 0,416 0,008 0,047 0,529
29 0,536 0,428 0,028
30 0,054 0,013
31 0,004 0,005 0,005
32 0,014 0,012
33 0,012 0,009 0,007
34 0,009 0,009 0,007
35 0,013 0,008 0,007
36 0,55 0,066 0,015 0,369
37 0,596 0,356 0,014 0,035




Tabela 4, continuagao

Grupos Inferidos

Genotipos 1 > 3 7
38 0,009 0,008  DROREE 0008
39 0,627 0,014 0,014 0,345
40 0,265 0,122 0,05 0,563
41 0,193 0,537 0,018 0,252
42 0,027 N0 0,005 0,012
43 0,008 0,004 0,004 [0SR
44 0,128 0,12 0,011 0,741
45 0,126 0,782 0,014 0,078
46 0,392 0,03 0,19 0,388
47 0,053 0,013 0,03
48 0,241 0,086 0,007 0,667
49 0,034 0,005 0,012
50 0,033 0,005 0,012
51 0,035 0,008 0,01
52 0,127 0,015 0,004
53 0,015 0,013
54 0,008 0,006
55 0,084 0,007
56 0,879 0,015 0,058 0,048
57 0,218 0,044 0,004 0,734
58 0,401 0,527 0,029 0,043
59 0,05 0,015 0,008
60 0,103 0,037 0,013

Assim como a analise do “Structure”, o aplicativo computacional
‘GenAlex’ também dividiu, por meio da analise de dispersdo grafica PCA
(“Principal Coordenate Analysis”), a populacdo de oliveiras em 4 grupos (Figura
5).

A analise de dispersdo grafica PCA (“Principal Coordinate Analysis™),
demonstra as relagdes de similaridade e distidncia genéticas entre as cultivares. A
analise PCA apresenta indices que estdo relacionados com o nivel de explicagdo
para as relagdes genéticas existentes. Os resultados obtidos na presente analise

apresentam um percentual total de explicagdo igual a 48,16%, sendo que para a
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coordenada 1 (eixo vertical) obtem-se uma explicacdo de 29,23%, ¢ a
coordenada 2 (eixo horizontal) o valor de 18,93%.

Para essa andlise admite-se que quanto mais proxima de um dos eixos a
cultivar estiver localizada, maior o grau de certeza da sua inclusdo no referido
grupo.

De acordo com os resultados da analise PCA, observa-se que a maioria
dos individuos estdo dispersos no painel, demonstrando uma grande
variabilidade genética entre as cultivares avaliadas, uma informagéo util e que
pode ser usada em trabalhos de melhoramento genético da oliveira.

Pelo resultado da analise foi possivel observar que algumas cultivares
apresentaram perfis genéticos idénticos para os 12 marcadores microssatelites
utilizados. Portanto, ndo foram detectadas diferencas genéticas capazes de
distinguir os seguintes genotipos: ‘JB1°, ‘Clone 0012°, ‘Alto D oro’ e ‘Mission’;
‘Tafahi 390° de ‘Ascolano 323’; ‘Zalmate’ de ‘Zalmate 0010°; ‘Negroa’ de
‘Galega’; ‘Ascolano USA’ de ‘Santa Catalina’; ‘Ropades 398’ e de ‘Maria da
Fé’ (acesso EPAMIG Caldas - MG).

De acordo com a Figura 5, a maioria dos individuos do grupo 1,
caracterizada pela cor vermelha, estdo distribuidos ao longo da coordenada 1. As
cultivares *Trouboleg’, *Zalmate 0020 e ’Empeltre‘ estdo proximos entre si,
porém distantes dos demais integrantes do grupo. As cultivares ’Salome 488’e
’Chemlalli 003° estdao agrupadas junto a individuos de outros grupos.

Conforme a analise de dispersdo grafica PCA, a maioria dos individuos
da populacdo 2, identificada através da cor verde, estdo posicionadas acima da
coordenada 2 e ao longo da coordenada 1, com algumas cultivares mais
proximas e outras um tanto distanciadas dessa coordenada. Nesse grupo algumas
cultivares apresentam-se isoladas, agrupadas entre si, porém, outras estdo

inseridas em grupos distintos (Figura 5).
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Figura 5 Resultado da analise das coordenadas principais das 60 cultivares de
oliveira. Nao existe diferenca genética entre os genotipos sobrepostos
no mesmo circulo em vermelho

Com relagdo ao grupo 3, representado pela cor azul, grande parte das
cultivares que o compdem estdo proximas umas das outras e dispostas abaixo da
coordenada 2 e a direita da coordenada 1, demonstrando
similaridade/proximidade genéticas entre eclas. Apenas as ‘Grapolo 541° e
‘Clone Epamig 0025’ apresentaram comportamento diferenciado das demais,
estando localizadas proximos a individuos do grupo 1 (Figura 5).

O grupo 4, caracterizado pela cor amarela e pelo maior numero de

individuos, foi o que apresentou a menor dispersdo ¢ a maior coesiao entre as
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suas cultivares constituintes, que concentraram-se abaixo da coordenada 2 e a
esquerda da coordenada 1. Porém, algumas cultivares do grupo estdo
posicionadas de maneira isolada e dispersa, ao longo das coordenadas 1 e 2
(Figura 5).

De uma maneira em geral, o que pode ser observado na Figura 5 é que
algumas cultivares apresentaram proximidade de grupos diferentes daquele ao
qual foi agrupada. A andlise do “Structure” indicou que essas cultivares sofrem
influéncia de diferentes grupos na sua ascendéncia.

Provavelmente, o valor obtido na andlise de PCA de 48,16%, que ¢
considerado baixo para explicar o agrupamento, seja devido as diferentes
influéncias na ascendéncia das cultivares analisadas.

Para facilitar o estudo dos grupos formados a partir do aplicativo
“Structure”, foi realizada uma nova analise de dispersao grafica PCA dessa vez
sem a presenca das seguintes cultivares: ‘Picual’, Grapolo 561°, ‘Grapolo 541°,
‘Barnea’, ‘Clone 0025°, ‘Chemlalli 003°, ‘Clone 080°, ‘Clone 113°, ‘Salomé
488’, ‘Saiali Magloub’, ‘Empeltre’, ‘Arauco’, ‘Godal de Servilha’, ‘Halhali’,
‘Zalmate 020°, ‘Manzanilha Reina’, ‘Queslati 0035’ ¢ ‘Conservolia’, ‘Chemlalli
003’, ‘Clone 0025°, ‘Arauco’ e ‘Conservolia’.

O resultado obtido revela que sem a presenga dessas cultivares, observa-
se um pequeno aumento na porcentagem de explicacdo da andlise de dispersao
(51,65%), sendo que a coordenada 1 apresentou uma explicagdo de 31,48% e a
coordenada 2 um valor de 20,17%. O aumento desses valores ajuda a explicar o
agrupamento das cultivares e possibilitou um rearranjo das cultivares que torna

melhor e mais simples o resultado obtido (Figura 6).



42415
2,
18
e
5
451

~ 5
© 419
] 50
qC_) 49 47 413
- 59 *s *25 * 2
5 I oS
S

30 60 3634

9 21¢6

23 52 21

3 101 56
55 5
35
4373

Coordenada 1

* Popl
Pop2
¢ Pop3
Pop4

55

Figura 6 Resultado da Analise das coordenadas principais sem a presenca das
cultivares ‘Picual’, Grapolo 561°, ‘Grapolo 541°, ‘Barnea’, ‘Clone
0025°, ‘Chemlalli 003°, ‘Clone 080’, ‘Clone 113°, ‘Salomé 488’,
‘Saiali Magloub’, ‘Empeltre’, ‘Arauco’, ‘Godal de Servilha’, ‘Halhali’,
‘Zalmate 020°, ‘Manzanilha Reina’, ‘Queslati 0035’ e ‘Conservolia’,
‘Chemlalli 003°, ‘Clone 0025’°, ‘Arauco’ e ‘Conservolia’. Ndo existe
diferenca genética entre os gendtipos sobrepostos no mesmo circulo

em vermelho

A Figura 6 mostra que os individuos das populagoes 3 e 4,

caracterizadas pelas cores azul e amarela, respectivamente, mantiveram o

comportamento de agrupamento e coesdo entre si, assim como o distanciamento

da coordenada 1. No caso do grupo 4, um individuo foi reposicionado e

distanciado da coordenada 2, comportamento que pode ser estendido aos demais

individuos do grupo, porém em menor amplitude.
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Algumas cultivares do grupo 3 também foram recolocadas no plano de
dispersao e posicionados acima da coordenada 2. Observa-se que essa populagdo
aproximou-se da coordenada 2 (Figura 6).

Os grupos 1 (cor vermelha) e 2 ( cor verde) mantiveram o
comportamento dispersivo apresentado na Figura 5. No grupo 1, os individuos
mostraram independéncia e distanciamento uns dos outros e concentraram-se a
direita da coordenada 1 e acima da coordenada 2. As cultivares que formam o
grupo 2 foram distanciadas e levemente deslocadas para a esquerda da
coordenada 1, mantendo a distribui¢do ao longo dessa coordenada. No mesmo
grupo, com excec¢do de alguns, observa-se que os a maioria dos individuos estdo
organizados em pequenos agrupamentos (Figura 6).

Assim como as analises do “Structure” e Principal Coordenada Analise
(PCA), que dividiram a populagdo de 60 genotipos em quatro grupos, a analise
do agrupamento pelo método do vizinho mais préximo com base na matriz de
dissimilaridade também dividiu as cultivares em 4 grupos (Figura 7). Esse
resultado reforga os resultados anteriores, apesar de se tratar de analises
independentes que utilizam pardmetros diferentes para avaliar a populacdo em
questao.

Na Figura 7 podemos verificar que, pela analise de agrupamento pelo
método do vizinho mais proximo as cultivares foram reagrupadas de forma
diferente daquela originada a partir do aplicativo computacional ‘Structure’. No
entanto, para facilitar a visualiza¢do desse novo rearranjo, a identificagdo dessas
cultivares e a caracterizagdo dos grupos estd de acordo com o resultado do
“Structure”.

Nessa analise, assim como as anteriores, novamente os grupos formados
agrupam cultivares de diferentes origens geograficas (Figura 7).

A analise de agrupamento pelo método do vizinho mais proximo, a

exemplo da andlise PCA, também indicou que, apdés o uso dos 12
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microssatelites, as cultivares ‘JB1’, ‘Clone 0012°, ‘Alto D oro’ ndo diferem da
‘Mission’; que a ‘Tafahi 390° é semelhante geneticamente a ‘Ascolano 323’; que
as cultivares ‘Zalmate’ de ‘Zalmate 0010’ ndo diferem entre si; que ‘Negroa’
nao difere da ‘Galega’ ; ‘Ascolano USA’ ¢é idéntica geneticamente da ‘Santa
Catalina’; ‘Ropades 398’ e de ‘Maria da Fé’ (acesso EPAMIG Caldas MQG)
apresentam perfis genéticos idénticos. Na arvore fenética formada a partir da
analise do método do vizinho mais proximo essas cultivares estdo sobrepostas
no mesmo ponto. (Figura 7).

A arvore fenética mostra que as cultivares ‘Memeciki 0003’ e
‘Memeciki 0004’ foram agrupadas no mesmo ponto, no entanto possuem perfis
alélicos diferentes (Tabela 6). O resultado da andlise demonstra a proximidade
genética entre a cultivares ‘Manzanilla’ e ‘Manzanila Israeli’.

A distribui¢do das cultivares na arvore fenética indica a proximidade e
distdncia genética que esses gendtipos possuem entre si. Ou seja, ha uma
correlacdo direta entre a distribuicdo das cultivares na arvore fenética (Figura 7)
e a distancia/proximidade genética existente. Esses dados sdo importantes para a

escolha de progenitores em um programa de melhoramento genético.
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Figura 7 Arvore obtida pelo método do vizinho mais proximo demonstrando as
relagdes genéticas entre 60 cultivares de oliveira. 1 - Manzanilla 393; 2
— Picual; 3 — Cornicabra; 4 — Arbequina; 5 - Manzanilla; 6 - Mission; 7
— Tafahi 391; 8 - Koroneiki; 9 - Koroneiki 0023; 10 - Grapolo 550; 11
- Grapolo 575; 12 - Coratina; 13 - Leccino; 14 - Grapolo 561; 15 -
Ascolano 315; 16 — Grapolo 541; 17 - Ascolano USA; 18 - Santa
Catalina; 19 - Frantoio; 20 — Barnea ; 21 - Alto D oro ;22 - Chemlalli
003; 23 - Chemlalli 0017; 24 — Zalmate 0010; 25 - Memeciki 0003; 26
- Clone 0025; 27 - Clone 0012; 28 — Clone 080; 29 — Clone 113; 30 -
Grousse Alberkan 399; 31 - JBI; 32 - JB2; 33 - Maria da Fé;34 -
Negroa;35 - Ropades 398; 36 - Salome 488; 37 - Saiali Magloub; 38 -
Galega; 39 - Empeltre; 40 - Arauco; 41 - Gordal de Sevilha; 42 -
Pendolino; 43 - Ascolano 322; 44 - Halhali; 45 - Manzanilla Israeli; 46
— Zalmate 020; 47 - Lechin de Sevilha; 48 - Manzanila Reina; 49 —
Ascolano 323;50 - Tafahi 390; 51 - Arbosana; 52 - Megaritiki; 53 -
Memeciki 0004; 54 - Zalmate; 55 - Koroneiki 0007; 56 - Trouboleg;
57 - Queslati 0035; 58 — Conservollia; 59 - Cerignola; 60 - Penafiel
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Na sequéncia, para avaliar os grupos formados a partir do aplicativo
“Structure”, foi realizada uma nova andlise do agrupamento pelo método do
vizinho mais proximo com base na matriz de dissimilaridade sem a presenca das
cultivares ‘Picual’, Grapolo 561°, ‘Grapolo 541°, ‘Barnea’, ‘Clone 0025’,
‘Chemlalli 003°, ‘Clone 080°, ‘Clone 113°, ‘Salomé 488’, ‘Saiali Magloub’,
‘Empeltre’, ‘Arauco’, ‘Godal de Servilha’, ‘Halhali’, ‘Zalmate 020,
‘Manzanilha Reina’, ‘Queslati 0035’ ¢ ‘Conservolia’, ‘Chemlalli 003’, ‘Clone

0025’, ‘Arauco’ e ‘Conservolia’.

Diante do resultado desse novo rearranjo da populagdo (Figura 8)
observa-se que a populagdo foi dividida em trés grupos e nenhum individuo foi
inserido em um grupo diferente daquele em que estava inicialmente.

Dessa vez, obtém-se uma organizagdo dos individuos mais parecida com
aquela obtida pela analise do “Structure”, com mais unido ¢ em alguns casos,
com menor distancia entre as cultivares que receberam igual classificagdo

(Figura 8).
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Figura 8 Arvore obtida pelo método do vizinho mais préximo demonstrando as
relagdes genéticas entre 38 cultivares de oliveira. 1 - Manzanilla 393; 3
—Cornicabra; 4 — Arbequina; 5 - Manzanilla; 6 - Mission; 7 - Tafahi
391; 8 —Koroneiki; 9 - Koroneiki 0023; 10 - Grapolo 550; 11 - Grapolo
575; 12 — Coratina; 13 - Leccino; 15 - Ascolano 315; 17 - Ascolano
USA; 18 — Santa Catalina; 19 - Frantoio; 21 - Alto D’oro ; 23 -
Chemlalli 0017; 24 — Zalmate 0010; 25 - Memeciki 0003; 27 — Clone
0012; 30 - Grousse Alberkan 399; 31 — JB1; 32 - JB2; 33 - Maria da
Fé; 34 - Negroa; 35 - Ropades 398; 38 - Galega; 42 - Pendolino; 43 -
Ascolano 322; 45 - Manzanilla Israeli; 47 - Lechin de Sevilha; 49 -
Ascolano 323;50 - Tafahi 390; 51 - Arbosana; 52 - Megaritiki; 53 -
Memeciki 0004; 54 - Zalmate; 55 - Koroneiki 0007; 56 - Trouboleg;
59 —Cerignola; 60 - Penafiel
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Para realizar a analise molecular de variancia (AMOVA) dividiu-se a
populagdo de 60 genotipos de acordo com o aplicativo “Structure”, a fim de
analisar a distribuicdo da variabilidade dentro e entre os grupos formados.
Inicialmente, Inicialmente, fez-se a AMOVA com a populagdo completa, ou
seja, com 60 cultivares.

Em seguida, para observar o efeito das cultivares que possuem
diferentes influéncias na sua ascendéncia sobre a variancia da populagdo, fez-se
uma nova analise com a presenca de apenas 38 cultivares. As cultivares ‘Picual’,
Grapolo 561°, ‘Grapolo 541°, ‘Barnea’, ‘Clone 0025°, ‘Chemlalli 003, ‘Clone
080°, ‘Clone 113°, ‘Salomé 488’, ‘Saiali Magloub’, ‘Empeltre’, ‘Arauco’,
‘Godal de Servilha’, ‘Halhali’, ‘Zalmate 020°, ‘Manzanilha Reina’, ‘Queslati
0035’ e ‘Conservolia’, ‘Chemlalli 003°, ‘Clone 0025°, ‘Arauco’ ¢ ‘Conservolia’
foram retiradas da analise. O resultado esta apresentado na Tabela 5.

Quando a populacdo foi analisada com a presenca dos 60 cultivares, a
variagdo dentro dos grupos formados foi de 97%, demonstrando a natureza
altamente heterozigética dessa populagdo, uma vez que tratam-se de cultivares
com distintas constitui¢des genéticas e origem geografica.

No entanto, quando a andlise foi feita somente com a presenca de 38
cultivares, a variancia dentro dos grupos cai para 66%, ou seja houve mais
homogeneidade dentro dos agrupamentos. A variagdo entre os grupos teve um

comportamento contrario.
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Tabela 5 Analise molecular da varidncia de uma populagdo de gendtipos de

oliveira
S Porcentagem da

Fon_te ge GL SQ QM Var_lanma Variancia
variacéo Estimada

Molecular
Entre 3 37,088 12,363 0,267 3%
Grupos
Dentro
dos 56 471,279 8,416 8,416 97%
Grupos
Total 59 508,367 8,683 100%

cn . Porcentagem da

Fon_te ge GL SQ QM Var_lanma Variancia
variacéo Estimada

Molecular
Entre 3 118,490 39,497 3,245 34%
Grupos
Dentro
dos 38 240,510 6,329 6,329 66%
Grupos
Total 41 359, 000 9,574 100%

3.3 Anélise dos cultivares sinbnimos

Na cultura da oliveira, s3o comuns os casos em que diferentes nomes
sdo dados para um mesmo gendtipo, caracterizando assim a sinonimia, ou que
nomes iguais sejam atribuidos para genotipos diferentes, o que é chamado de
homonimia.

No presente trabalho foram detectados casos de sinonimia, e
posteriormente a utilizacdo dos 12 microssatélites alguns gendtipos com

diferentes nomes apresentaram perfis alélicos idénticos a outros (Tabela 6).
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Na Tabela 6, os casos de sinonimia foram destacados através de
diferentes cores. Os individuos identificados pela mesma cor pertencem ao

mesmo grupo e, portanto, ndo apresentam diferenca genética entre si.



Tabela 6 Nome da cultivar, nimero de identificago, “peso” dos alelos das cultivares, nimero de cultivares com o0 mesmo

perfil e grupos formados na andlise da populacdo de 60 cultivares de oliveira

Cultivar igle%rtr;?irt-:oagéeo “Peso” dos alelos Cum%né?/ ?Jeeso Grupos
Tafahi 390 50 262255332355281715552466¢ 2 A
Ascolano 323 49 262255332355281715552466¢ 0 A
Zalmate 54 5104435112223681255332456¢ 2 B
Zalmate 0010 24 5104435112223681255332456¢ 0 B
Galega 38 5104435332324591715372425¢ 2 C
Negroa 34 5104435332324591715372425¢ 0 C
JB1 31 5104435332324691715332425¢ 4 D
Clone 0012 27 5104435332324691715332425¢ 0 D
Alto D’oro 21 5104435332324691715332425¢ 0 D
Mission 6 5104435332324691715332425¢ 0 D
Santa Catalina 18 563315333345283715772436¢ 2 E
Ascolano USA 17 563315333345283715772436¢ 0 E
Ropades 398 35 582255330044161656112216g 2 F
Maria da F¢ 33 582255330044161656112216g 0 F
Trouboleg 56 004455331314005850772245g 1 1

¥9



Tabela 6, continuacao

Cultivar Numero de “Peso” dos alelos N-l]mero e Grupos
identificagéo cultivares / peso
Cerignola 59 004455333345283715772444¢ 1 2
Salom¢ 488 36 152255330045682735772426¢ 1 3
Clone 0025 26 2103315333344497755332426¢ 1 4
Zalmate 020 46 222215333334442755332466¢ 1 5
Gordal de Sevilha 41 252255333345291315672426¢ 1 6
Grapolo 541 16 253315132334482715332266g 1 7
Chemlalli 003 22 253335332344681215662426¢ 1 8
Memeciki 004 53 254413332234001750332426¢ 1 9
Meneciki 003 25 254413332234461715332426¢ 1 10
Grapolo 561 14 261135330044481256132266¢ 1 11
Manzanilla Israeli 45 263335332344281725112423¢ 1 12
Manzanilla 5 263335332344281755112423¢ 1 13
Pendolino 42 263345332235283715112414¢ 1 14
Coratina 12 263345332335283755112424¢ 1 15
Clone 0080 28 281135332244462825132466¢ 1 16

S9



Tabela 6, continuacao

Cultivar idNeirE?i::%s;o “Peso” dos alelos cuII:Iil\]/gqreersO/ Cpl)eeso Grupos
Manzanilla 393 1 281135333344495755162466¢ 1 17
Grapolo 550 10 281155333344491755112466¢ 1 18
Lechin de Sevilha 47 282455332355281715552426¢ 1 19
Picual 2 283335332344495725442466¢ 1 20
Manzanilla Reina 48 292235333344283756662423¢ 1 21
Conservollia 58 354415332344282356172466g 1 22
Penafiel 60 364455333345001715112424¢ 1 23
Arbequina 4 4104412222344287722331346g 1 24
Halhali 44 443355333344291615772466¢ 1 25
Koroneiki 0023 9 461135333344247766772436¢ 1 26
Megaritiki 52 462255331145682750442416g 1 27
Koroneiki 8 481135333344002756442416¢ 1 28
Ascolano 322 43 482255333344196756222416¢ 1 29
Cornicabra 3 482255333344265755772436¢ 1 30
Grousse Alberkan 399 30 493355333344477755222416¢ 1 31
Ascolano 315 15 5103315332235283715172436¢ 1 32

99



Tabela 6, continuacao

Cultivar Namero de “Peso” dos alelos N-l]mero e Grupos
identificacio cultivares / peso
JB2 32 5103315332335283750172436¢ 1 33
Grapolo 575 11 552213113323291245371346g 1 34
Leccino 13 561145142334281756232434¢ 1 35
Barnea 20 562235333345122455772436¢ 1 36
Tafahi 391 7 563315333345283755772436¢ 1 37
Clone 113 29 573315333300381355672466g 1 38
Arauco 40 581135332344281715472423g 1 39
Fantoio 19 6101114132334282756132434¢ 1 40
Saiali Magloub 37 663315132234292356172414g 1 41
Empeltre 39 681155332244585825672426¢ 1 42
Chemlalli 0017 23 681155333345781256670013g 1 43
Queslati 0035 57 692235333345003736672411g 1 44
Arbosana 51 9103314333345291750681324g 1 45
Koroneiki 0007 55 992255333344002556672412¢ 1 46

L9
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Na presente analise, 52 cultivares foram diferenciadas entre as 60
cultivares de oliveiras avaliadas. Dentre as oito cultivares restantes, nio
houve distingdo entre algumas cultivares. Sdo elas: cultivares ‘Santa
Catalina” e ‘Ascolano USA’; cultivares ‘Tafahi 390’ e ‘Ascolano 323’;
cultivares ‘Zalmate’ e ‘Zalmate 0010’; cultivares ‘Negroa’ e ‘Galega’;
cultivares ‘Ropades 398’ e ‘Maria da Fé’ (acesso EPAMIG Caldas-MQG); e
cultivares ‘JB1°, ‘Clone 0012°, ‘Alto D’oro’ e ‘Mission’.

Diante dessa situacdo e para reforcar o resultado das analises
realizadas, os individuos indicados como semelhantes foram novamente
amostrados no campo ¢ foram avaliados caso a caso para confirmar a
presenca de sinonimia ou se tratava de erros proporcionados por misturas de
mudas ou identificacdo incorreta de genotipos. Para avaliar as cultivares
‘Ascolano USA’, ‘Santa Catalina’, ‘Ropades 398’ e ‘Maria da F¢’, foram
utilizadas folhas jovens coletadas de plantas adultas, sendo que cada cultivar
foi amostrada em trés plantas diferentes identificadas como tais, no Banco de
Germoplasma da EPAMIG.

Os perfis genéticos gerados apoés as avaliagdes dos géis de
poliacrilamida foram convertidos em uma matriz numérica, que foi analisada
pelo software “GenAlex 6”, podendo obversar que a probabilidade de
exclusdo considerando todos os marcadores microssatélites foi de 0,943, ou
seja, temos uma confianca nos dados de 94,3%, sendo esse um valor
adequado que corrobora com a estrutura da analise. A Figura 9 demonstra

perfis representativos gerados para alguns dos alelos analisados.
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Figura 9 Géis de poliacrilamida resultantes das analises dos iniciadores
GAPU 101, UDO 99-009 e GAPU 89. Onde: 1) ‘Maria da F¢’; 2)
‘Ropades 398"; 3) ‘Ascolano USA’; e 4) ‘Santa Catalina’

Os dados dos trés individuos das cultivares ‘Ascolano USA’ e ‘Santa
Catalina’ mostram que se tratam dos mesmos gendtipos, ou seja, temos um
caso comprovado de sinonimia (nomes diferentes para a mesma cultivar).

No caso da andlise das cultivares ‘Maria da Fé’ ¢ ‘Ropades 398’ os
resultados mostram que somente um dos trés individuos que supostamente
pertenciam a cultivar ‘Maria da Fé’ apresentou perfil alélico idéntico a dois
individuos da cultivar ‘Ropades 398°. Os resultados levam a crer que houve
um erro de identificacdo de muda e que as cultivares ‘Maria da Fé&’ e
‘Ropades 398’ sdo cultivares diferentes uma da outra.

Dois dos trés individuos analisados da cultivar ‘Maria da F¢&’
apresentaram perfis alélicos diferentes de todos os outros individuos
analisados, indicando que se trata de uma cultivar diferenciada das demais.

Quanto a cultivar ‘Ropades 398°, dos trés individuos analisados, um
apresentou perfil genético diferenciado no marcador UDO 99-009. Uma
explicagdo para a variabilidade encontrada pode ser a segregacdo mendeliana
ocasionada pelo cultivo de plantas supostamente oriundas de semente. Outra
explicacdo provavel para a fonte de variagdo genética pode ser a ocorréncia
de mutagdes espontineas e mesmo a produgdo de mudas vegetativamente a
partir de ramos quiméricos. Embora essa ocorréncia seja rara, a mesma nao

pode ser desconsiderada.
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4 CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites GAPU 101, GAPU 11 e 17, GAPU
12, GAPU 45, GAPU 89, GAPU 59, GAPU 71A, GAPU 71B, UDO 99-009,
UDO 99-019, UDO 99-031 ¢ UDO 99-039 foram eficientes para a
caracterizacao da identidade genética dos acessos de oliveira;

A Probabilidade de Identidade (PI) acumulada apresentada pelos 12
marcadores microssatélites foi 1,51 x 107°, demonstrando uma grande
eficiéncia dos locos utilizados para a diferenciagdo das cultivares analisadas;

Os marcadores microssatélites GAPU 101, GAPU 11 e 17, GAPU
12, GAPU 45, GAPU 89, GAPU 59, GAPU 71A, GAPU 71B, UDO 99-009,
UDO 99-019, UDO 99-031 ¢ UDO 99-039 foram eficientes para a
identificagdo de cultivares sindnimas e possiveis erros de denominagdo em
gendtipos de oliveira presentes no Banco de Germoplasma da EPAMIG;

As cultivares ‘Ascolano USA’ e ‘Santa Catalina’; ‘Tafahi 390’ e
‘Ascolano 323’; ‘Zalmate’ e ‘Zalmate 0010’; ‘Negroa’ ¢ ‘Galega; ‘JBI1°’,
‘Clone 112°, ‘Alto D’oro’ e ‘Mission’ sdo cultivares sinonimas de oliveira;

Os marcadores microssatélites foram uma ferramenta eficiente e
robusta para definicdo de grupo heterdticos no universo amostral de oliveira
analisada, sendo de grande utilidade para o processo de pré-melhoramento
dessa espécie; e

Os acessos de oliveira pertencentes ao Banco de Germoplasma da
Epamig constituem uma populacdo de base genética variada, contendo

individuos com grande diversidade genética.
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APENDICE

Numero de alelos exclusivos detectados por cada marcador e em cada
populagdo

Populacdes Alelos
Loco Alelos )
1 2 3 4 exclusivos

GAPU 101 1 0,0455 0 0 0 A
GAPU 101 2 0,1364 0,2667 0,1667 0,15
GAPU 101 3 0 0,0667 0 0 B
GAPU 101 4 0,0455 0 0 0,2
GAPU 101 5 02727 0,2333 04583 0,1
GAPU 101 6 02273  0,3333 0 0,15
GAPU 101 7 0,0455 0 0 0 A
GAPU 101 8 0,0455  0,0333 0 0,275
GAPU 101 9 0,0455 0 0 0,125
GAPU 101 10 0,1364 0,0667 0,375 0
GAPU 59 1 0,25 0 0 0,4
GAPU 59 2 025  0,2188 0 0,45
GAPU 59 3 0,3333  0,5625 10,1667 0,15
GAPU 59 4 0,1667 0,2188 10,8333 0
GAPU 11 ¢

17 1 02917 0,1875 0,1667 0
GAP}; Ile 2 0,0417 0 0 0 A
GAPIL;HG 3 0,0833  0,0625 0,4167 0,25
GAPIL; Ile 4 0,125  0,0625 0 0
GAPS“‘* 5 0,4583 0,6875 04167 0,75
GAPU 12 1 0,2083 0 0,2083 0
GAPU 12 2 0,0833 0 0 0 A
GAPU 12 3 0,6667 1 0,7917 1
GAPU 12 4 0,0417 0 0 0 A
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continuacao
Loco Alelos Populagdes exgljl?\fos
1 2 3 4
UDO 99- |
009 0,0455 0 0 0,0588
UDO(3999— 2 0,3636 0,375 0,625 0,1176
UDO(())999- 3 0,5909 0,625 0375 0,8235
UDO99- | A
019 0,0455 0 0 0
UDO(I)999' 2 0,0455 0 03333 0
U%?999- 3 02273 0,125 0,2083 0
UDO(1)999— 4 0,5909 0,375 0,4583 0,9
UDO 99- 5
s 0,0909 0,5 0 0.1
UDO 99- | D
o 0 0 0 0,1176
UD()2199_ 2 02727 0,5 0 0,1765
UDO 99- 3 A
031 0,0455 0 0 0
UDO€3)199- 4 0,0909 0  0,1364 0,2059
UDO(3)199' 5 0,0455 0 00909 0
UDO(gl99- 6 0,0909 0 03182 0,1471
UDO 99- 7 D
0 0 0 0 0,0588
UDO%”' 8 0,3182 04667 0,1364 0,1471
UDO(3)199' 9 0,1364 0,0333 03182 0,1471
UDO 99-
1 0,2083 0,2188 0,4167 0,175

039
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continuacao
Loco Alelos Populagoes Alelgs
exclusivos
1 2 3 4
UDO(g 999' 2 025 00312 0,125 0,175
UDO 99- 3 00833 03125 0 0,05
039
UDO 99- 4 D
03 0 0 0 0,025
UDO 99- 5
030 0,0833 0 0 0,1
UDO 99- 6 D
03 0 0 0 0,1
UDO(3)999‘ 7 02917 04375 04583 0,35
UDO 99- ]
030 0,0833 0 0 0,025
GAPU 45 ! 0,05 03333 03636 00526
GAPU 45 2 0,15 0,0333 00,0526
GAPU4S 3 0,05 0 00,0263
GAPU 45 4 0.05 0 0 0 A
GAPU4S 3 055 06 06364 05789
GAPU 45 6 0,15  0,0333 0 0,2895
GAPU 71A 1 0,0833 04062 0 0,225
GAPU 71A 2 0,0417 0 0 0,1
GAPU 71A 3 0,2917 0 09167 0,05
GAPU 71A 4 0 0 0 0,175 D
GAPU 71A 5 0 0,1875 0 0 B
GAPU 71A 6 0,2083 0,0312 0 0,15
GAPU 71A 7 0,3333 0375 10,0833 0,3
GAPU 71A 8 0,0417 0 0 0 A
GAPU 71B 1 0,125 0 0 0 A
GAPU 71B 2 04167 0,5 0,5417 0,5789
GAPU 71B 3 0,125 0 0 0 A
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continuacao
Loco Alelos ex?lljlci)\ios
1 2 3 4

GAPU 71B 4 03333 0,5 04583 04211
GAPU 89 I 0,0417 0,0312 0 025
GAPU 89 2 01667 0,1875 0375 0,075
GAPU 89 3 0,0833 0,2188 0 015
GAPU 89 4 02917 0.1562 0 0
GAPU 89 3 0,0417 0 03333 0
GAPU 89 6 0375 04062 02917 0,525
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CAPITULO 3

APLICACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES NA
IDENTIFICACAO GENETICA DE UMA CULTIVAR DE OLIVEIRA
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RESUMO

Ainda existem controvérsias sobre a forma predominante de
propagacdo sexuada da oliveira. Estudos indicam que durante a
autopolinizagdo de plantas de oliveira os tubos polinicos ndo sdo capazes de
crescer através do pistilo e atingir o 6vulo para que ocorra fecundagio,
diferentemente de tubos polinicos resultantes da polinizagdo cruzada,
indicando um sistema de autoincompatibilidade. H4 também relatos
indicando a existéncia de autoincompatibilidade e incompatibilidade cruzada
para a espécie. O objetivo deste estudo foi comprovar através do uso de
marcadores microssatélites a identidade genética de oitos acessos de oliveira
supostamente pertencentes a cultivar ‘Arbequina’ utilizando um acesso de
‘Arbequina’ pertencente ao Banco de Germoplasma da EPAMIG como
material padrdo. Nesse estudo, foram empregados 9 marcadores SSR: GAPU
101, GAPU 59, UDO 99-009, UDO 99-019, UDO 99-036, UDO 99-039,
GAPU 45, GAPU 71A, GAPU 71B e GAPU 89. A comprovagdo da
fidelidade genética foi realizada pelo aplicativo “GenAlex 6”. Os resultados
obtidos indicam com uma Probabilidade de Identidade (PI) acumulada de 2,9
x 107 ¢ uma Probabilidade de Exclusdo igual 0,86 que os materiais
analisados realmente pertencem a cultivar ‘Arbequina’.
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ABSTRACT

With respect to the olive, there is still controversy about how sexual
reproduction works for this specie. Studies indicate that during the
pollination of olive plants, the pollen tubes are unable to grow through the
pistil and reach the egg for fertilization events, unlike pollen tubes resulting
from cross-pollination, indicating a system of self-incompatibility. There are
also reports indicating the existence of self-incompatibility and cross-species
incompatibility. The aim of this study was evaluate the genetic identity of
accessions of eight olive genotypes apparently belonging to the cultivar
‘Arbequina’ by using microsatellite markers. For this purpose, we used an
‘Arbequina’ accession from the EPAMIG Olive Germplasm Bank as
standard genotype. In this study, nine SSR markers were evaluated: GAPU
101, GAPU 59, UDO 99-009, UDO 99-019, UDO 99-036, UDO 99-039,
GAPU 45, GAPU 71A, GAPU 71B, and GAPU 89. Evidence of genetic
fidelity was performed by the application "GenAlex 6". The results indicate
with an accumulated probability of identity (PI) of 2.9 x 10 and a
probability of exclusion of 0.86 that the genetic identity of all evaluated
materials are similar to the ‘Arbequina’ standard cultivar.
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1 INTRODUCAO

O género Olea L. (Oleaceae) é constituido por aproximadamente 30
espécies que se encontram distribuidas pela Europa, Asia e Africa, América
e Oceania. A oliveira (Olea europaea L.), a mais conhecida e importante
espécie do género, ¢ nativa da Bacia do Mediterraneo e inclui varias
cultivares economicamente importantes e genotipos selvagens (LOUREIRO
et al., 2007). As cultivares de oliveira apresentam ampla variagdo do teor de
6leo, tamanho dos frutos, forma da copa e diferentes niveis de adaptagdo as
condigdes ambientais locais (CORDEIRO et al., 2008).

A preservacdo da grande variabilidade genética da oliveira pode ser
explicada pelo reduzido impacto da erosdo genética e a baixa pressdo de
programas de melhoramento para esta espécie. Com os avangos nos estudos
e técnicas utilizados na taxonomia e reprodugdo vegetal, tem sido possivel
conhecer melhor as cultivares de oliveira (GANINO et al., 2007). A origem
e a distribui¢do geografica da variabilidade da oliveira cultivada ¢ objeto de
varios estudos. De acordo com Essadki et al. (2006), as cultivares de oliveira
foram distribuidas por inumeras e sucessivas migracdes humanas em toda a
bacia do Mediterraneo, especialmente do Oriente para o Ocidente. Supde-se
que a maioria das cultivares modernas foram obtidas a partir do cruzamento
das cultivares antigas ou pelo seu cruzamento com plantas silvestres, seguido
pela selecdo local (CORDEIRO et al., 2008). Para Essadki et al. (2006) as
cultivares de oliveira sdo resultantes da propagagdo vegetativa de individuos
superiores os quais foram selecionados de maneira empirica pelos
olivicultores.

Inicialmente, a identificagdo dos genotipos de oliveira era baseada
em caracteristicas e diferengas morfologicas existentes entre as cultivares.
No entanto, como a maioria dos caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e
bioquimicos sao fortemente influenciados por fatores ambientais e fenologia
da planta, esses métodos apresentam resultados variaveis e passiveis de

avaliagdes subjetivas. No caso especifico da oliveira, a grande diversidade e
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a proximidade genética entre muitas das cultivares resultantes da
domesticacdo local, levam a confusdo e erros na denominac¢do das mesmas
ndo apresentando-se raros os casos de homonimia e sinonimia (ESSADKI et
al., 2006). Atualmente, métodos baseados em marcadores de DNA vém
sendo utilizados com grande eficiéncia e precisdo nos estudos de
identificagdo genética de cultivares, estabelecimento de filogenias e
mapeamento de genomas de plantas, com resultados que ndo sdo
influenciados pelas condi¢des ambientais e pelo estado fenologico da planta.

No contexto mundial, o Brasil se posiciona entre os maiores
importadores dos produtos de oliveira (Olea europaea L.). Argentina, Peru,
Chile, Espanha e Portugal sdo os maiores fornecedores destes produtos para
o Brasil (FAGUNDES, 2004). Cerca de 95% da produ¢do mundial da cultura
concentra-se na Espanha, Italia, Grécia, Portugal, Turquia e Siria (GOMES
et al., 2009).

Os problemas de identificacdo de genotipos, a ampla diversidade, a
auséncia de programas de certificacdo de mudas, a inexisténcia de uma
legislacdo especifica para a propagacdo da cultura e a possibilidade da
perpetuacdo de caracteres desejaveis através da propagagdo assexuada
contribuiram para o atual cenario da olivicultura brasileira. No Pais, ainda
ndo se conhece a identidade e origem genéticas de grande parte das
cultivares que foram introduzidas e que estdo sendo cultivadas, assim como
a comprovacdo dos parentais (“pedigree”) de genoétipos resultantes de
programas de melhoramento nacionais.

No Brasil, uma das cultivares de oliveira mais plantada ¢ de origem
espanhola denominada ‘Arbequina’, conhecida pela sua precocidade, aptiddo
para produgdo de azeite e alta producdo. Na Espanha, a cultivar ‘Arbequina’
também ¢é uma das mais cultivadas devido as suas caracteristicas de vigor
vegetativo, precocidade, alto rendimento em azeite e boa resist€ncia ao
ataque de pragas e doencas e ainda, ¢ considerada uma das 24 cultivares
espanholas ditas como principais, por sua dominancia em algumas das

regides e por ser a base genética de pomares comerciais (DEL RIO;
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CABALLERO, 2006; OLIVEIRA et al.,, 2003). De acordo com Vossen
(2007), a ‘Arbequina’ é um genotipo autoincompativel, amplamente
cultivado nos paises produtores, inclusive em pomares com altas densidades,
possui grande resisténcia ao frio, frutos pequenos, com 22 a 27% de 6leo ¢
baixo teor de polifendis.

A Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral do Estado de Sdo
Paulo (CATI) possui uma colecdo de cultivares de oliveira, incluindo
acessos de ‘Arbequina’. O objetivo desse trabalho foi verificar, com o uso de
marcadores microssatélites, a identidade genética de oito genotipos de

oliveira supostamente pertencentes a cultivar ‘Arbequina’.



&5

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Neste estudo foram utilizadas e analisadas 8 plantas de oliveira
supostamente pertencentes a cultivar ‘Arbequina’, que sdo cultivadas na
colecdo de germoplasma de oliveira da CATI localizada em Sao Bento do
Sapucai, Sdo Paulo. De cada planta adulta, foram retiradas duas amostras
que consistiram de brotagdes novas. Para comprovar a identidade genética
desses oito acessos, foi utilizada como controle positivo uma amostra de
tecido foliar da planta denominada oliveira da cultivar ‘Arbequina’ mantida
no Banco de Germoplasma de Oliveira da EPAMIG, localizado na Fazenda

Experimental no municipio de Maria da Fé, Sul do Estado de Minas Gerais.

2.2 Extracdo de DNA

As folhas retiradas foram colocadas em um saco plastico
devidamente identificado com o numero da planta amostrada seguido pelo
numero da amostra. Para o transporte das amostras até o laboratorio, os
sacos plasticos foram acondicionados em caixas de isopor contendo gelo. No
laboratério, as amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento da
extracdo do DNA. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o método
descrito por Doyle e Doyle (1990) incluindo pequenas modificagdes. De
cada amostra foram utilizados, aproximadamente 0,5 g de tecido foliar, que
foram macerados na presenga de nitrogénio liquido. Em seguida foram
adicionados 1 mL de tampao de extragdo (Tris-HCI 100 mM, EDTA 50 mM,
CTAB 2% (p/v), PVP 0,1% (p/v), mercaptoetanol 0,2% (v/v)), os extratos
foram transferidos para tubos de polipropileno de 2 mL e incubados a 65 °C
durante 1 hora em banho-maria, com agitagdo suave e¢ constante. Passado
esse tempo, foram adicionados 400 pL de cloroférmio: alcool isoamilico na

propor¢do de 24:1 e agitados gentilmente durante 5 minutos. Em seguida o
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extrato foi centrifugado a 13.000 rpm durante 10 minutos e a fase aquosa do
sobrenadante foi transferida para um novo tubo. Foram adicionados 400 pL
de cloroformio: alcool isoamilico (24:1), agitados gentilmente durante 5
minutos e novamente centrifugados a 13.000 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo ¢ adicionado 1
mL de isopropanol gelado e 100 uL de acetato de aménia (7,5 M) e
novamente foram levemente agitados. As amostras foram incubadas a -20 °C
“overnight” ¢ em seguida centrifugadas a 13.000 rpm durante 30 minutos
para a formagdo dos “pellets” de DNA, que foram entdo lavadas 3 vezes
com etanol 70%, secas a temperatura ambiente e logo em seguida,
ressuspendidas em 200 pL de tampao TE [Tris-HCI 10mM (pH 8,0), EDTA
ImM]. Finalmente, foram tratadas com RNAse-A ¢ incubadas a 37 °C por 1
hora.

As amostras de DNA foram visualizadas em gel de agarose 0,7%
corado com brometo de etideo (0,2 pg/mL) e imerso em tampao TBE [Tris-
Borato 90 mM (pHS8,0) EDTA 10 mM] sob luz UV para verificar a
integridade do DNA genomico extraido (Figura 1). A quantificagdo do DNA
foi realizada através da leitura das absorbancias em espectrofotometro no
comprimento de onda de 260 nm. Para verificar a contaminagdo das
amostras com proteinas foi realizada leitura das absorbancias a 280 nm e
calculada a relagdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm. Foram

consideradas adequadas amostras cuja relacdo variou de 1,5 a 2.
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Figura 1 Foto de gel de agarose com amostras do DNA total antes do
tratamento de digestdo de RNAse extraido das plantas de oliveira
supostamente da cultivar ‘Arbequina’

2.3 Analises com marcadores microssatélites

Foram usados 9 (nove) marcadores microssatélites previamente
desenvolvidos e validados para a espécie Olea europaea L. Os marcadores
utilizados foram: GAPU 101, GAPU 59, GAPU 89 (CARRIERO et al.,
2002), GAPU 71A, GAPU 71B (CHAFARI et al., 2008), UDO 99-009,
UDO 99-019, UDO 99-036 ¢ UDO 99-039 (CIPRIANI et al., 2002). O
numero de identificagdo utilizado no trabalho, o nome dos microssatélites,
referéncias bibliograficas utilizadas e tamanho esperado estdo descritos na

Tabela 1.
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Tabela 1 Nome dos iniciadores microssatélites, suas sequéncias, referéncias
bibliograficas e tamanho esperado dos alelos (pares de base)

Iniciadores

Sequéncia

Referéncia

Tamanho
dos alelos

Forward
GAPU 101

Reverse
GAPU 101

Forward
GAPU 59
Reverse
GAPU 59

Forward
UDO 99-
009
Reverse
UDO 99-
009

Forward
UDO 99-
019
Reverse
UDO 99-
019

Forward
UDO 99-
036
Reverse
UDO 99-
036

Forward
UDO 99-
039
Reverse
UDO 99-
039

Forward
GAPU 71 A
Reverse
GAPU 71 A

CATGAAAGGAGGGGGACATA

GGCACTTGTTGTGCAGATTG

CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA

CAAAGGTGCACTTTCTCTCG

TTGATTTCACATTGCTGACCA

CATAGGGAAGAGCTGCAAGG

TCCCTTGTAGCCTCGTCTTG

GGCCTGATCATCGATACCTC

AACACTGTGCCACCTCAACA

GAACCCAACCCCCATCTTAC

AATTACCATGGGCAGAGGAG

CCCCAAAAGCTCCATTATTGT

GATCATTTAAAATATTAGAGA
GAGAGA

TCCATCCATGCTGAACTT

Carriero et
al (2002)

Chafari et
al.
(2008)

Cipriani et
al. (2002)

Cipriani et
al. (2002)

Chafari et
al.
(2008)

Cipriani et
al. (2002)

Chafari et
al.
(2008)

264

207-222

119

165

141--153

170

209-259




89

Tabela 1, continuagao

Iniciadores  Sequéncia Referéncia dos el
dos alelos
Forward GATCAAAGGAAGAAGGGGAT Chafari et al. 118-144
GAPU71B AAA (2008)
Reverse
GAPU 71B ACAACAAATCCGTACGCTTG
Forward
GAPU 89 GATCATTCCACACACGAGAG Carriero et
Reverse al. (2002) 215
GAPU 89 AACACATGCCCACAAACTGA

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
30 uL, contendo 50 ng de DNA, 6 uL de tampao de reagdo 5X, 1,5 mM de
MgCl,, 200 uM DNTPs, 0,5 uM cada iniciador ¢ 0,75 U Taq DNA
polimerase (Go Taq Flexi, Promega, USA). As reagdes foram conduzidas em
termociclador com gradiente (Multigene Gradient, Labnet International,
USA) programado para um passo inicial de desnaturacdo de 2 minutos a 95
°C. Em seguida foi utilizado um sistema “touchdown” para amplificacao.
Para os marcadores GAPU 101, GAPU 59, UDO 99-009, UDO 99-019,
GAPU 71A, GAPU 71B e GAPU 89 utilizaram-se as seguintes temperaturas
e numeros de ciclos: 45 ciclos - Desnaturagdo 95 °C por 1 minuto,
anelamento dos iniciadores (temperatura variando de 62 a 58 °C, durante os
5 primeiros ciclos e 57 °C para os demais ciclos) por 50 segundos, extensao
dos iniciadores 72 °C por 50 segundos.

Nos marcadores UD099-036 ¢ UD099-039 foram utilizados 45
ciclos: Desnaturagio 95 °C por 1 minuto, anelamento dos iniciadores
(temperatura variando de 65 a 56 °C, durante os 10 primeiros ciclos e 55 °C
para os demais ciclos) por 50 segundos, extensdo dos iniciadores 72 °C por
50 segundos. Para todas as reacdes, foi realizado um passo de extensao final
a 72 °C por 4 minutos.

Para confirmar a qualidade final dos produtos das reagdes de

amplificacdo, aliquotas de 5 pL das amostras foram submetidas a
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eletroforese em gel de agarose 0,7% imerso em tampao TBE [Tris-Borato 90
mM (pHS8,0) EDTA 10 mM], corado com brometo de etideo (0,2 pg/mL) e

visualizado em luz UV.

2.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida

Uma vez confirmado o sucesso das reagdes de amplificagdo em géis
de agarose a 0,7%, foi utilizado o volume de 6 uL do produto da reagdo,
acrescido de 3 uL de tampdo de corrida, no processo de eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida 6%, numa poténcia de 60 W por tempo
variavel de acordo com o tamanho esperado dos alelos.

Apos a corrida os géis foram corados com nitrato de prata de acordo
com o método descrito por Creste et al. (2001). Inicialmente o gel em
processo de coloragdo passou por uma etapa de fixacdo durante 10 minutos
em solugdo de etanol (10%) e acido acético (1%). Em seguida foi lavado
com 2 L de agua ultra-pura (Milli-Q) e submetido a uma pré-coloracdo com
acido nitrico 1,5%. Passou entdo por nova lavagem e foi corado em solugado
de nitrato de prata (0,2%) durante 20 minutos. A revelagdo foi realizada com
solugdo de carbonato de sddio (3,5%) contendo 800 pL. de formaldeido 37%
(adicionado pouco antes da revelagdo) durante 20 minutos. Finalmente o gel
foi imerso em solucdo de parada composta de acido acético (1,5%) durante 5
minutos. Todas as etapas foram realizadas sobre mesa agitadora e em capela
de exaustdo. Depois de seco em temperatura ambiente o gel foi fotografado

sobre negatoscopio.

2.5 Analises dos dados

A partir dos perfis alélicos gerados com os 9 locos microssatélites
para as 8 plantas de oliveira, foi construida uma matriz, na qual cada alelo de
cada locos foi designado numericamente de 1 até o numero maximo de

alelos no locos. Utilizando o aplicativo computacional “GenAlex 6”



91

(PEAKALL; SMOUSE, 2006) foram estimados os seguintes pardmetros:
Probabilidade de Identidade acumulada e Probabilidade de Exclusido
(WAITS; LUIKART; TABERLET, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da eletroforese em gel desnaturante, é possivel observar que
os perfis de bandas gerados com as oito amostras avaliadas coincidem com o
padrio de bandas da planta controle, demonstrando que os acessos de
oliveira testados realmente pertencem ao mesmo genotipo da cultivar
‘Arbequina’, e que provavelmente trata-se de plantas oriundas de
propagacao vegetativa.

Alguns trabalhos relatados na literatura também confirmam a
viabilidade no uso de marcadores moleculares para a identificagdo genética e
avaliacdo de polinizagdo cruzada em oliveira. Mookerjee et al. (2005) ao
analisarem a paternidade através do uso de 8 marcadores do tipo
microssatélite, enfatizaram a eficiéncia da metodologia para determinar a
frequéncia e a porcentagem da contribuicdo de doadores de polen na
fecundacdo de plantas matrizes em um pomar misto de oliveira. Nesse
trabalho, os autores observaram que para as 13 cultivares avaliadas,
raramente foi observado autofecundacdo. Diaz et al. (2006) avaliaram a
autoincompatibilidade testando sementes obtidas de plantas matrizes das
cultivares ‘Picual’ e ‘Arbequina’ utilizando 4 marcadores microssatélites e
concluiram que essas cultivares sdo auto-incompativeis. Guerin ¢ Sedgley
(2007) confirmaram a ocorréncia da autoincompatibilidade e da
incompatibilidade cruzada em oliveira ao analisarem, com o uso de
marcadores microssatélites, a poliniza¢do cruzada e a autopolinizagdo em
oliveiras cultivadas em dois locais distintos.

Com o uso dos 9 locos, o resultado da analise feita com o aplicativo
“GenAlex” v. 6 mostrou que o probabilidade de identidade acumulada obtida
foi de 2,9 x 10 ( Figura 2), o que corresponde a um potencial, do ponto de
vista estatistico, de distingdo de cerca de 2.900 cultivares. Ou seja, a
probabilidade de se encontrar um genétipo idéntico ¢ de 1 em cada 2.900
variedades. Alguns autores consideram que o numero de cultivares de

oliveira varia entre 1.600 a 2.500 (ANTHELME; ABDOULKADER;
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BESNARD, 2008; CHAFARI et al., 2008; CORDEIRO et al., 2008; DIAZ
et al.,, 2006; GRATI-KAMOUN et al.,, 2006; NATALI et al., 2007;
OSKAYA et al., 2006). Diante dessa informagdo e considerando o valor de
Probabilidade de Identidade (PI) obtido, podem-se considerar como
pertencentes a cultivar ‘Arbequina’ as amostras analisadas no presente
trabalho.

O parametro PI esta relacionado a probabilidade de dois individuos
selecionados aleatoriamente possuir perfil genético idéntico e serem
diferentes. Cabral (2008) em um trabalho de caracterizacdo molecular de
nogueiras no qual utilizou 10 marcadores microssatélites obteve um PI
acumulado de 2,27x10™. Schuck et al. (2009) obtiveram o valor de 2.13x10"
2 em um trabalho de caracterizacdo molecular de videiras. Hvarleva et al.
(2007) obtiveram o valor de 5,46 x 10" para a probabilidade de identidade
acumulada em um estudo de caracterizagdo de girassois. Segundo os autores,
o alto valor de PI obtido deve-se ao baixo numero de alelos gerados por
marcadores, bem como a desigualdade na distribuicdo das frequéncias
alélicas por loco.

Outra variavel analisada nesse estudo foi a Probabilidade de
Exclusdo (PE). O valor encontrado da probabilidade de exclusdo acumulada
foi de 0,86. (Figura 3). Esse parametro, cujo valor pode variar de 0 a 1,0,
demonstra a probabilidade de um individuo especifico nio ter contribuido
com o material genético encontrado em outro individuo. Tanto a PI como a
PE indicam se duas amostras possuem ou ndao o mesmo genotipo (VIEIRA et

al., 2009).
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Figura 2 Variagdo da Probabilidade de identidade (PI) de acordo com o

acumulo do valor PI de cada loco

Oliveira, Vieira e Schuster (2010) em um trabalho de construcdo
de um banco de dados moleculares para identificacdo de cultivares de soja
no Brasil obtiveram um PE igual a 0,99, mesmo valor que Salzer et al.

(2009) obtiveram em um estudo de caracterizagdo molecular de pinheiro

(Pinus cembra L.).

GAPU 101+
GAPL 58 +
UDC A3-008 +
UDo 88-019 +
UDO 88-036 +
UDO 99-039 +
GAPL T14 +
GAPU T1E +
GAPU D9
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Probabilidade de Exclusao

(1] T T T T T T T 1

GAPUIDT  GAPU1O1  GAPUI101  GAPU1O01  GAPUID1  GAPUID1  GAPUI101  GAPU1O01  GAPU 101
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ong 00% +UDO 008 +UDO 008 +UDO 008 +UDO 009 +UDO 009 +UDO

99-0118 99019 + 99019 + 99019 + 99019 + 899019 +

uD099- Uno &9- uno9s- una99- uno 59-
036 036 +UDD 036 +UDO 036 +UDO 036 +UDOD

99-039 99-039 + 99039 + 99039 +
GAPUT1A GAPUTIA GAPUTZIA

+GAPU +GAPU

Valores da Combinacdo Acumulada dos Locos 7' GQF‘ELJEB

Figura 3 Variagdo da Probabilidade de Exclusdo (PE) de acordo com o
acumulo do valor PI de cada loco
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4 CONCLUSAO

Os oito acessos de oliveira pertencentes a CATI e avaliados pelos
marcadores microssatélites sdo geneticamente similares a cultivar
‘Arbequina’ para os marcadores avaliados;

O emprego de 9 marcadores microssatélites foi suficiente para
realizar a identificagdo genética dos oito acessos de oliveira analisados; e

A metodologia empregada nesse estudo demonstrou que o0s
marcadores microssatélites podem ser utilizados em trabalhos de rotina para
identificacdo genética de plantas matrizes e em programas de certificacdo de

mudas de oliveira.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, pode-se constatar que com o trabalho
realizado foi possivel gerar importantes informagdes a respeito da colecéo de
germoplasma de oliveira da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais - EPAMIG, uma das maiores e mais antiga existente no Brasil, assim
como dos materiais propagativos fornecidos pela Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integrada - CATI.

Verificou-se que marcadores moleculares microssatélites possuem
grande eficiéncia na diferenciacdo dos genotipos e que o universo de 60
acessos amostrados possui genotipos com grande dissimilaridade genética
entre eles, gendtipos geneticamente muito proximos e individuos
comprovadamente identificados como sindénimos de outros genotipos, o que
pode ser um possivel indicativo de problemas de manejo de material
propagativo (mudas) e da informagao acerca das plantas mantidas no campo.
Porém, comprovou-se também ampla diversidade das cultivares e possiveis
grupos heterdticos.

Por outro lado, os microssatélites foram precisos e acurados na
confirmacao da identidade genética dos materiais de oliveira provenientes da
CATI, confirmando sua similaridade com a cultivar ‘Aberquina’.

O presente trabalho garante robustez nos resultados e independéncia
de fatores ambientais durante a caracterizagdo de cultivares de oliveira.

Concluindo, é importante ressaltar que os resultados gerados sdo
apenas o inicio de um longo trabalho de pesquisa, destinado a essa cultura de
cultivo tdo recente no Brasil, servindo como importante pilar para futuros
programas de melhoramento genético, destinados a otimizar o cultivo e
produgdo da oliveira nas condigdes nacionais, assim como na promog¢ao do
correto manejo e conservagdo dos recursos genéticos de oliveira disponiveis
em bancos de germoplasma e na possibilidade de protecdo intelectual de

novas cultivares com descritores mais precisos e incontestaveis.
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