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Resumo

Em Portugal, a cultivar de oliveira Galega Vulgar € a mais cultivada e a mais apreciada
pelas caracteristicas sensoriais do azeite. Contudo, apresenta diversos obstaculos
agronomicos, incluindo dificuldades na propagacao vegetativa e dificil aptiddo para a cultura
em modo super-intensivo, sendo por isso muito importante em termos de programas de
melhoramento de plantas. De modo a ultrapassar estas barreiras pretende-se avaliar a
variabilidade genémica e genética de um banco de germoplasma constituido por 56 genétipos
de ‘Galega Vulgar' provenientes de diversas zonas do pais, presentes no Pélo de Elvas do
INIAV (Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria).

A variabilidade gendmica foi avaliada em todas as amostras através de citometria de
fluxo sendo realizadas seis repetigcdes para cada uma. Os valores médios de contetdo nuclear
obtidos para cada amostra variaram entre 3,20 pg/2C e 3,03 pg/2C representando uma
variagdo de 5,31%. Estes resultados foram interpretados como representantes de uma
variabilidade citogendémica entre as amostras, sendo que esta toma o seu valor maximo entre
as amostras 1482 e 2092.

A variabilidade genética foi avaliada através de marcadores moleculares apds a
aplicagao de 10 “primers”, cinco ISSR (9MS, (GAC)s, (GTG)s, (GACA)4 e (GTGC)4) e cinco
RAPD (OPC-04, OPC-07, OPC-08, OPC-10 e OPC-13) em 10 amostras pré-selecionadas
com base nos resultados da avaliagdo gendmica. A percentagem de polimorfismo foi
semelhante para os dois tipos de “primers” sendo de 62,03% para os RAPD e 57,14% para
os ISSR. O dendrograma gerado pelas matrizes resultantes da avaliacao dos géis demonstrou
que as amostra mais filogeneticamente diferentes séo a 1053 e a 1482.

Em conclusdo a diversidade genémica e genética intra-varietal da ‘Galega Vulgar’ foi
provada, sendo que estudos futuros poderdo avaliar geneticamente as restantes amostras

para descobrir novas dimensfes de variabilidade.

Palavras-chave: ‘Galega Vulgar’, RAPD, ISSR, citometria de fluxo, diversidade.



Abstract

In Portugal the olive cultivar Galega Vulgar is the most cultivated one and the most
cherished for its sensory oil properties. However, it does present some agronomic barriers,
including vegetative propagation problems and weak super-intensive performance, thus being
of high relevance in plant breeding programs. In order to overcome these difficulties, the main
goals are to analyse the genomic and genetic variability of a germplasm bank of 56 ‘Galega
Vulgar’ genotypes from different areas of Portugal, currently at the INIAV (Instituto Nacional
de Investigacdo Agraria e Veterinaria) Elvas headquarters.

Genomic variability was analysed in every accession through the means of flow
cytometry, and for each genotype six samples were prepared and tested. The mean values of
nuclear content obtained for each genotype varied between 3,20 pg/2C and 3,03 pg/2C,
representing a variation of 5,31%. The interpretation of these results lead to the
acknowledgement of genomic variability between the samples, peaking between the 1482 and
the 2092 genotypes.

The genetic variability was evaluated through molecular markers, using 10 primers,
where five of them were ISSR (9MS, (GAC)s, (GTG)s, (GACA)4 e (GTGC)4) and the other five
were RAPD (OPC-04, OPC-07, OPC-08, OPC-10 e OPC-13). These primers were applied in
10 genotypes which underwent a pre-selection based on the results of flow cytometry. The
polymorphism percentage was similar for both types of primers, taking on the values of 62,03%
for RAPD and 57,14% for ISSR. The dendrogram, which was the result of the binary band
matrix from agarose electroforesis, revealed that the most distinct genotypes were 1053 and
1482.

In conclusion, the genomic and genetic intra-cultivar diversity of ‘Galega Vulgar’ was
proved, although future studies could lead on genetic evaluations of the remaining genotypes

in order to unravel new variability dimensions.

Keywords: ‘Galega Vulgar’, RAPD, ISSR, flow cytometry, diversity.
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Introducéo

A cultivar Galega Vulgar, pertencente a subespécie europaea de Olea europaea L.,
representa 80% dos olivais portugueses e € a cultivar mais utilizada para a producao de azeite,
sendo muito apreciada pelos consumidores portugueses. No entanto, a sua producao
apresenta alguns obstaculos, havendo problemas na propagacao vegetativa e na aptidao da
cultura para o modo super-intensivo. E, portanto, uma cultivar muito interessante e desafiante
em termos de programas de melhoramento. Neste contexto, torna-se muito relevante
conhecer a diversidade do germoplasma para que futuramente se possa selecionar os
melhores progenitores para melhoramento de plantas.

A diversidade genética da cultivar estd amostrada por meio de uma cole¢do de
germoplasma na Herdade do Reguengo, pertencente ao Polo de Elvas do Instituto Nacional
de Investigacdo Agréaria e Veterinaria (INIAV), que possui genétipos de varia zonas agro-
ecoldgicas de Portugal. Esta colecao encontra-se em fase de caracterizacdo e podera possuir
novas caracteristicas a ser utilizadas no melhoramento desta cultivar, por forma a melhorar
rendimentos, qualidade e/ou alargar o espectro de condi¢gdes de producdo, e resolver os
problemas mencionados anteriormente de propagacdo vegetativa e relacionados com a
producdo em modo super-intensivo. Com 0 objetivo de contribuir para a caracterizacdo da
referida colecdo, este trabalho procurara avaliar as diferengas genéticas entre os diferentes
gendtipos de ‘Galega Vulgar'. Esta avaliacdo serd conduzida em duas direcgbes, numa
vertente dita de variabilidade genémica, e noutra vertente dita de variabilidade genética.

Para caracterizar a variabilidade genomica, verificando se ha diferengas no tamanho do
genoma, ir-se-a estimar o contedo de DNA nuclear de cada amostra através da citometria
de fluxo. Este método permitird também identificar qualquer tipo de poliploidia. Até a data,
nenhum estudo relatou poliploidia na subespécie europaea.

Para avaliar a variabilidade genética, recorrer-se-4 a utilizacdo de marcadores
moleculares. Os marcadores moleculares representam uma ferramenta essencial para a
identificacdo de variabilidade genética, uma vez que ndo sao influenciados pelo fator
ambiental. A sua utilizacdo permite caracterizar, mapear e diferenciar genétipos, permitindo
identificar alteragbes genéticas que poderdo resultar em novas caracteristicas.

Gemas et al. (2004) utilizaram varios “primers” ISSR e RAPD para estudar a
variabilidade genética da cultivar e demonstraram que esta ainda se encontra na fase inicial
de domesticagéo, havendo margem para variabilidade intra-varietal. Figueiredo et al. (2013)
estudaram a diversidade genética de 75 amostras de ‘Galega Vulgar’ provenientes de todo o
pais com RAPDs, assim como Gemas et al. (2000) que analisaram 27 amostras de ‘Galega
Vulgar'. Contudo, a avaliagdo genémica de uma grande amostragem de varios genotipos da

cultivar ‘Galega Vulgar’ nunca foi antes realizada.



Devido a natureza das amostras da espécie em questdo, a extracdo de DNA nem
sempre € facil, e os extratos obtidos nem sempre passiveis de posterior manipulacao
enzimética. Com isto pretende-se também otimizar os métodos de extracdo de DNA da
oliveira.
Neste contexto, 0s objetivos desta dissertacédo sao:
a) Avaliacdo do contetdo nuclear de 56 gendtipos da colecdo de germoplasma de
‘Galega Vulgar sita na Herdade do Reguengo, em Elvas;

b) Avaliacdo da diversidade genética dos referidos 56 gendtipos de ‘Galega Vulgar’
apos andlise de marcadores moleculares obtidos com diversos “primers” RAPD e
ISSR.



1.Revisdo Bibliografica

1.1. A oliveira

A oliveira tem como nome cientifico Olea europaea (quadro 1). O nome do género, Olea,
provém do latim de oliveira, e o0 epiteto especifico, europaea, foi sugerido por Lineu (1764),
fazendo referéncia a sua zona de origem, considerando-a tipica do mediterraneo (Various
authors, 1882 cit in Bartolini and Petruccelli, 2002; Percy and Newberry, 1937 cit in Bartolini
and Petruccelli, 2002). A oliveira é a Unica espécie do género Olea que se encontra na zona

do mediterraneo (Zohary, Hopf, 1994 cit in Bartolini and Petruccelli, 2002).

Quadro 1 - Taxonomia da oliveira (adaptado de Cronquist, 1981 cit in Bartolini and
Petruccelli, 2002).

Esta espécie faz parte da civilizagdo mediterrdnea ha muito tempo, tendo sido
domesticada ha 6000 anos na costa Este do Mar Mediterraneo (Zohary and Spiegel, 1975 cit
in Martins-Lopes, 2007).

E uma cultura de grande importancia e representa, em conjunto com a videira, a cultura
permanente mais antiga da alimentacdo humana. O seu melhoramento genético comegou no
Crescente Fértil onde as populagfes selecionavam os melhores fenétipos; esta selegéo, que
se prolongou ao longo dos anos e por toda a bacia do mediterraneo, permitiu transformar a
oliveira selvagem nas atuais oliveiras cultivadas (Bohm, 2013).

Hoje em dia a oliveira é cultivada maioritariamente para a producdo de azeite, mas
também para a producao de frutos. Nos paises do mediterraneo ha cerca de sete milhdes de
hectares de olivais; o valor nutricional do azeite e as vantagens para a saude que proporciona
leva a um aumento da procura de mercado e, consequentemente, a um aumento do nimero
de olivais. Devido ao aumento da procura, os olivais antigos, constituidos por diferentes
cultivares, sdo modernizados, sendo o numero de cultivares reduzido para uma ou duas. Isto

leva a que haja uma diminuicdo drastica na diversidade genética da oliveira, uma vez que a



producdo € concentrada apenas em poucas cultivares, ameacando a sobrevivéncia das

restantes que ndo sao utilizadas (Khadari et al., 2003).

A espécie Olea europaea inclui as subespécies Olea europaea ssp. sativa (forma
cultivada), também conhecida como Olea europaea ssp. europaea, e Olea europaea ssp.
sylvestris (forma selvagem) ou Olea europaea ssp. oleaster, cujo home comum € zambujeiro
(B6hm, 2013).

Em 1950, Morettini afirmava que era possivel encontrar o zambujeiro em todas as zonas
costeiras da Europa meridional, da Asia ocidental e da Africa setentrional. E que, devido a
este facto, poderia admitir-se que os povos teriam feito azeite a partir dos frutos destes
zambujeiros, realizando assim uma propagacdo artificial e um melhoramento por selecdo das
melhores plantas.

Apesar de ser uma espécie importante na origem das espécies cultivadas, hoje em dia,
o0 seu valor pratico, a excecao das folhas que tém interesse medicinal, € baixo. Tem, por outro
lado uma importéncia na conservagdo genética, uma vez que € heterozigético, ajuda a
conservar genes de individuos locais (Béhm, 2013).

O zambujeiro tem propagacgéo natural por semente, através de diversas aves como
tordos, melros ou estorninhos. Apresenta ainda uma grande variabilidade morfol6gica por ser
altamente heterozigoético, o que € intensificado pela sua dispersao natural (Béhm, 2013).

Esta subespécie é facilmente confundivel, in situ, com Olea olevaster, que resulta de
sementes de Olea europaea ssp. europaea. Por se propagar apenas vegetativamente, a
subespécie europaea volta a sua forma selvagem quando semeada (Zohary and Hopf, 2000
cit in Béhm, 2013).

As subespécies de Olea europaea e as espécies de Olea podem ser divididas em trés
polos genéticos. As variedades sylvestris e sativa pertencem ao pdélo Mediterraneo. O
segundo polo, da zona de Africa e Macaronésia, é constituido pelas variedades: cerasiformis
(tetraploide), maroccana (hexapléide), guanchica (dipl6ide), lamperrini (diplide) e cuspidata.
O terceiro pélo é constituido por O. exasperata, O. capensis Ssp. macrocarpa e ssp. capensis,

O. woodiana e O. lancea. (Rugini et al., 2011).

1.1.2. A cultivar Galega Vulgar

A cultivar Galega Vulgar € antiga (Cordeiro et al., 2008) e representa 80% dos olivais
portugueses, sendo a cultivar mais utilizada para a producéo de azeite em Portugal (Lopes et
al., 2004). Em conjunto com a cultivar Cobrancosa, a ‘Galega Vulgar’ € dominante em algumas

regides olivicolas (Béhm, 2013).



E ainda utilizada na producéo de azeitonas para conserva em negro. Atualmente esta
disseminada na Beira Interior, no Ribatejo, Alentejo, Algarve e em Espanha, nomeadamente
em Huelva e na Extremadura. Tem como sinonimias ‘Galega’, ‘Galega meuda’, ‘Molar’ e
‘Negrucha’ (Cordeiro et al., 2010).

Esta cultivar € de grande rusticidade, muito produtiva e de grande alternancia. Entra em
producdo precocemente produzindo azeitonas de peso baixo (inferior a dois gramas) com
endocarpo de peso médio (entre 0,3 e 0,45 gramas) e com baixa relagéo polpa/caroco (figura
1). Na zona de Elvas, o inicio da plena floracdo da-se a dez de maio e tem uma duracdo média
de 19 dias, sendo a maturacdo dos frutos média e muito escalonada. Os frutos produzidos
tém uma elevada resisténcia ao desprendimento, havendo uma queda acentuada quando a
maturacdo chega ao fim. E uma cultivar pouco apropriada & colheita mecanica com vibrador
(Cordeiro et al., 2010).

A grande desvantagem da cultivar é a sua baixa capacidade de propagacéo por estaca
semi-lenhosa. E também muito susceptivel & gafa (Colletotrichum spp.), havendo uma alta
incidéncia de tuberculose (Pseudomonas savastanoi), de mosca da azeitona (Bactrocera
oleae), cochonilna e fumagina. Por outro lado, é resistente a Verticilium, e sofre baixa
incidéncia de olho de pavéo (Spilocaea oleaginea). As arvores sdo sensiveis ao frio, a
salinidade e ao calcario ativo, mas séo tolerantes a seca (Cordeiro et al., 2010).

Na sua producgéo, hd um baixo rendimento em azeite (inferior a 18%) que € pobre em
acido linoleico, de qualidade regular e de elevada estabilidade. Esta cultivar esta incluida na

Denominagédo de Origem Protegida (DOP) “Azeites de Beira Alta”, “Azeites Beira Baixa”,

“Azeites Ribatejo”, “Azeites Alentejo Interior” e “Azeites de Moura” (Cordeiro et al., 2010).

Figura 1 — Folhas, fruto e caroc¢o da cultivar Galega Vulgar (Cordeiro et al., 2010).



1.2. Método de avaliacéo de diversidade genética - marcadores moleculares

Os marcadores moleculares de DNA, por ndo serem afetados pelas condicbes
ambientais representam uma ferramenta muito importante no estudo da diversidade genética
de uma populacéo e da sua filogenia, fornecendo resultados fidedignos. Este estudo é crucial
para acompanhar a evolucao genética de uma dada espécie e identificar caracteristicas de
interesse econdmico. Um marcador que esteja relacionado a uma dada caracteristica ira ser
essencial para prever a sua heritabilidade. Esta é uma das caracteristicas mais importantes

dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas (Srivastava and Narula, 2005).

1.2.1. “Primers” mais utilizados em Olea europaea

O desenvolvimento de colecgdes principais (‘core collections’), que representam a
diversidade genética de uma espécie, tem sido baseado em dados fenotipicos e dados de
passaporte (geograficos, genéticos e agrondmicos). Contudo, “primers” como RAPDs, AFLPs,
SSRs e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) estdo a ser cada vez mais utilizados, em
combinagédo, ou ndo, com caracteristicas fenotipcas (Belaj et al., 2012).

Os microssatélites tem-se vindo a tornar numa ferramenta popular na andlise genética
de plantas. Gragas as suas vantagens de utilizacdo, os SSR representam uns dos “primers”
mais escolhidos no estudo de genética de populagdes e em DNA ‘fingerprinting’ de individuos
(Rafalski et al., 1996 in Cipriani et al., 2002).

Para caracterizar e descrever o germoplasma da oliveira tém sido utilizadas ao longo do
tempo caracteristicas morfolégicas e biométricas, apenas ‘recentemente’ foram aplicados
“primers” como RAPDs, AFLPs e ISSR na caracterizag&o de cultivares de oliveira (Cipriani et
al., 2002).

Em oliveira os RAPDs tém sido utilizados na caracterizacdo de cultivares (Mekuria et
al., 1999; Belaj et al., 2001; Besnard et al., 2001; Sanz-Cortés et al., 2001; Codeiro et al.,
2008). Os ISSR também sao utilizados para determinar relagbes filogenéticas em Olea
europaea (Terzopoulos et al., 2005; Vargas and Kadereit, 2001).

A utilizagdo em conjunto de “primers” RAPD e ISSR permite uma maior cobertura do
genoma uma vez que os RAPDs estdo possivelmente associados a loci de importancia
funcional (Penner, 1996 in Gemas et al., 2004) e os ISSR amplificam regibes ndo codificantes
altamente variaveis (Esselman et al., 1999).

Os RAPDs e ISSR sao técnicas que permitem caracterizar zonas de ‘multi-locus’ que
permitem distinguir cultivares e clones, e sdo utilizadas em varios tipos de estudos de

diversidade genética (Karp et al., 1997).



1.2.2. RAPD

Os RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) s&o marcadores moleculares
dominantes baseados na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Na utilizacdo de
RAPDs, a amplificacdo de DNA é feita recorrendo a “primers” de sequéncias aleatérias que
se ligam ao DNA correspondente a temperatura de 36°C. Estes “primers” detetam
polimorfismos que funcionam como marcadores genéticos, permitindo mapear geneticamente
uma espécie. Com isto, ndo € necessario conhecer sequéncias especificas de nucledétidos
para aplicar estes marcadores (Williams et al., 1990).

Os “primers” possuem normalmente um tamanho de 10 pares de bases e servem para
sintetizar fragmentos em ambas as dire¢es (forward e reverse). Podem amplificar até 10
sitios diferentes no genoma, em simultaneo. Os produtos amplificados tém um tamanho de
0,5 a 5 kb e podem ser separados através de eletroforese (gel de agarose) (Kewasat and
Kumar, 2009).

As diferengas nos perfis de um marcador de RAPD em eletroforese véo variar consoante
a presenca ou auséncia de bandas associadas a diferentes sitios de ligacao dos “primers”
existentes no genoma analisado (Srivastava and Narula, 2005).

A sua primeira aplicagéo foi feita em 1990 por Williams et. al, que afirmaram serem
ideais para mapeamento genético, melhoramento de plantas e animais e DNA fingerprinting.
Sao especialmente Gteis no estudo genético de populacdes

Estes marcadores sdo utilizados para estudar a estabilidade genética de uma
populacdo, para diferenciar individuos e mapear padrdes de heritabilidade (Srivastava and
Narula, 2005).

Por detetarem polimorfismos permitem identificar e isolar rapidamente fragmentos de
DNA especificos de certos cromossomas. Também sdo utilizados para detetar zonas do
genoma que sofreram mutagdes de dele¢éo ou adicdo. Uma vez que a informagdo genética
de cada marcador € muito pequena, estes s6 se tornam Uteis na identificagdo de genotipos
guando séo utilizados em largas quantidades (Williams et al. 1990).

Sao também importantes quando uma determinada espécie ndo possui marcadores
fenotipicos em quantidades suficientes para descrever o seu genoma e fornecer informacao

necessaria para o estudo em causa (Williams et al. 1990).

1.2.2.1. Vantagens e desvantagens dos RAPDs

Vantagens

Os RAPDs possuem varias vantagens em relacéo a outros métodos sendo uma delas

a alta aplicabilidade dos “primers” a varias espécies diferentes. O facto de ndo ser necessario
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realizar trabalho preliminar a aplicacdo dos “primers” como o isolamento de sondas ou
sequenciamento de nucledtidos representa um fator vantajoso (Williams et al. 1990).

Uma vez que os “primers” estdo disponiveis comercialmente, ndo € normalmente
necessario obter dados de sequéncias para o desenho de “primers” (Kewasat and Kumar,
2009).

A técnica de aplicacdo de RAPDs é simples e barata, e ndo envolve a utilizacdo de
is6topos radioativos. Pode ser utilizada para analisar grandes nimeros de amostras ao
mesmo tempo (Paran and Michelmore, 1992).

Estes marcadores possuem um alto nivel de abundéancia no genoma e um nivel médio
de polimorfismo, estando distribuidos aleatoriamente. A intensidade laboral para a sua
aplicacdo é baixa, assim como os seus custos de operacao e o tempo consumido. Os custos
de desenvolvimento podem ser baixos a médios e a exigéncia técnica para os utilizar € baixa.
Sao necessarias poucas quantidades de DNA para a sua aplicacao, cerca de 5 a 50ng por
reacdo (Kewasat and Kumar, 2009).

Cada marcador RAPD representa uma “Sequence Tagged Site” (STS) (sequéncias
curtas de DNA gque ocorrem apenas uma vez em todo o genoma (Olson et al. 1989)) o que
facilita a troca de informag@es entre investigadores que realizam estudos relacionados com o
mapeamento genético (Williams et al. 1990).

A vantagem mais importante € o modo automatizado com que podem ser determinados
varios genotipos. Os mapas genéticos feitos com recurso a marcadores RAPD sdo
construidos com mais eficiéncia e com uma maior densidade de marcadores do que se fossem
utilizados RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) ou outros métodos baseados
em PCR (Williams et al. 1990).

Desvantagens

Uma das limitagbes € a baixa reprodutibilidade quando a temperatura de
emparelhamento é baixa. Contudo a utilidade de um marcador pode ser melhorada
sequenciando partes terminais e desenhando “primers” mais longos (Paran and Michelmore,
1992 cit in Varshney et al., 2007). A baixa reprodutibilidade € causada também pela alta
sensibilidade as condicdes de reacdo, sendo necessario aplicar procedimentos experimentais
altamente estandardizados. Com isto, resultados obtidos com RAPDs por diferentes
laboratérios, em espécies semelhantes, ndo sdo sempre comparaveis (Kewasat and Kumar,
2009).

Os estudos efetuados com marcadores RAPD requerem DNA com alto peso molecular,

z

purificado e é necessario ter em atencdo potenciais contamina¢cdes uma vez que estes



“primers” poderdo amplificar DNA de uma grande variedade de organismos, alterando os
resultados (Kewasat and Kumar, 2009).

N&o possui especificidade em relacdo a locus, por isso as bandas resultantes ndo
podem ser interpretadas em termos de alelos e de loci, uma vez que os marcadores sao
dominantes. Fragmentos de DNA com o mesmo tamanho podem ndo ser homodlogos
(Kewasat and Kumar, 2009).

1.2.3. ISSR

Inter-Simple Sequence Repeats estéo relacionadas com a amplificacdo de segmentos
de DNA que estdo entre duas regides semelhantes de DNA repetitivo, os microssatélites,
também conhecidos por SSR, que se encontram em zonas opostas na cadeia dupla (uma
zona 3'— 5’ e outra 5’— 3’). Estes dois microssatélites tém de estar a uma distancia que seja
possivel de ser amplificada. Neste caso os “primers” serdo as SSRs que serdo aplicadas em
PCR, com o objetivo de amplificar ISSRs de diferentes tamanhos. Estes “primers” podem ser
compostos por dois, trés, quatro ou cinco nucleétidos (Kewasat and Kumar, 2009).

Uma vez que os ISSRs se baseiam na amplificacdo de segmentos que se encontram
entre SSR, é imprescindivel esclarecer a definicdo destas ultimas.

As SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites sdo segmentos repetitivos de

DNA que estéo presentes em todos os eucariotas (figura 2). O polimorfismo deste marcador

v

5 Primer SSR 3
UDO99-01 CACACACACACACACACACACA
(144bp) (144bp)
Sl reEe e e e eneelr UD099-01
3 _ 5
Primer

A

A — Adenina; G — Guanina; C- Citosina; T- Timina.
UDO99-01: AAAAATCACTTCTATTTTTGTTAGGCTCTCACGAGGAAGACTAT

Figura 2 - Funcionamento do “primer” UDO99-01 para amplificacdo de marcadores SSR.
Adaptado de Cipriani et al. (2002).

expressa-se atraves do diferente nimero de repeticdes de uma determinada zona do genoma.
Estima-se que repeticdes de tamanho superior a 20 pares de base ocorrem a cada 33 kb nas
plantas. As sequéncias de nucle6tidos que flanqueiam estas regides repetitivas de DNA sao

utilizadas para desenhar “primers” que irdo permitir amplificar esses microssatélites.




Por sua vez, estes “primers” sdo de grande utilidade para identificar formas polimorficas
de loci e gerar mapas baseados nestes marcadores. Este tipo de polimorfismo é altamente
reprodutivel (Srivastava and Narula, 2005).

Os ISSRs utilizam “primers” mais longos do que os RAPD’s, o que significa maiores
temperaturas de emparelhamento e maior especificidade. A temperatura de emparelhamento
vai depender da quantidade de nucleétidos de guanina e citosina de cada “primer” e varia
normalmente entre 45 a 65°C. Os produtos resultantes (200 a 2000 pares de bases) podem
ser avaliados por meio de eletroforese (gel de agarose ou poliacrilamida) (Kewasat and
Kumar, 2009).

Estes marcadores estdo distribuidos aleatoriamente pelo genoma e demonstram ser
altamente polimorficos apesar do nivel de polimorfismo variar consoante o método de detegao
utilizado (Kewasat and Kumar, 2009).

Os ISSRs possuem um grande potencial em identificar diversidade dentro e entre uma
grande amplitude de grupos taxonémicos quando comparados com outros “primers”, pois
estes conseguem revelar variabilidade relacionada com zonas Unicas do genoma

simultaneamente, em varios loci (figura 3). Através da aplicacdo dos “primers” € possivel

\ 4

Primer
5’ ISSR 3’
...GACGACGAC GACGACGACGACGAC | NNNNNNNNNNNNN CTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG...

.CTGCTG CTGCTGCTGCTGCTGCTG NNNNNNNNNNNNN GACGACGACGACGAC GACGACGAC...
3 Primer o

F 3

A — Adenina; G — Guanina; C- Citosina; T- Timina; N- Nucleodtido.

Figura 3 — Funcionamento do “primer” (GAC)s para amplificacdo de marcadores ISSR.

identificar a presenca de zonas de DNA repetitivo e estudar a sua distribuicdo em varios
genomas. Isto demonstra a capacidade que estes marcadores possuem em distinguir
espécies através do “DNA fingerprinting”. O aparecimento de padrées semelhantes entre
espécies permite também estudar potenciais relacdes filogenéticas evolutivas (Zietkicwicz et
al. 1994).

S&do marcadores utilizados no estudo de alteracbes de DNA no genoma de eucariotas,
podendo ser aplicados ao estudo genético de populagdes, taxonomia molecular, mapeamento

genético e identificacdo de mutagfes somaticas (Zietkicwicz et al. 1994).
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1.2.3.1. Vantagens e desvantagens dos ISSRs

Vantagens

Os ISSRs, apesar de apresentarem uma especificidade para microssatélites nao
necessitam de dados de sequéncias para o desenho dos “primers”, usufruindo da vantagem
de marcadores aleatérios (Joshi et al., 2000).

Estes “primers” ndo possuem proprietario, podem ser sintetizados por qualquer pessoa
que tenha os meios e o material necessario. E uma técnica simples, rapida e ndo necessita
obrigatoriamente do uso de radioatividade (Kewasat and Kumar, 2009).

Os ISSRs tém uma abundancia no genoma e uma reprodutibilidade média-alta e um
nivel de polimorfismo médio. A intensidade de trabalho necessaria para a sua aplicacdo é
baixa e os custos de desenvolvimento sdo baixos. Os custos operacionais sdo médios a
baixos assim como a exigéncia técnica. A quantidade de DNA necessaria para utilizar estes
marcadores é muito baixa. A técnica é favoravel a automatizagdo (Kewasat and Kumar, 2009).

Uma das vantagens em relacdo aos RAPDs € a obtencdo de mais marcadores
polimorficos por ensaio. Contudo, 0os ISSRs possuem 0 mesmo espectro largo de aplicagéo
que os RAPDs, podendo ser aplicados a varios taxa (Zietkicwicz et al., 1994).

Desvantagens

Uma das desvantagens é a auséncia de homologias na presenca de fragmentos de
tamanho semelhantes. O facto de ndo haver especificidade de locus pode ser uma
desvantagem em alguns estudos. Apesar de terem uma reprodutibilidade média-alta podem

ocorrer problemas em reproduzir resultados (Kewasat and Kumar, 2009).

1.3. Variabilidade inter-cultivar

Varios estudos permitiram a distingdo de cultivares de diversas origens (portuguesas,
espanholas, francesas, italianas, gregas, marroquinas, turcas, tunisinas, sirias e israelitas)
com alguns “primers”, tanto ISSR e RAPD (Gemas et al, 2004; Belaj et al., 2001; Belaj et al,
2004; Besnard et al., 2001; Martins-Lopes et al., 2007; Rallo et al., 2000).

Martins-Lopes et al. (2007) estudaram a variabilidade de 30 cultivares portuguesas,
distinguiveis com apenas sete “primers” ISSR e 12 “primers” RAPD. A cultivar Galega Vulgar
foi distinguida através das bandas OPO-13-700 e OPO-12-1046 dos “primers” RAPD. A
auséncia das bandas OP0O4-736 e UBC846-1100 permitiu também distinguir a cultivar.
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Rallo et al. (2000) distinguiram 47 cultivares de diferentes origens (entre estas 3
portuguesas: ‘Galega Vulgar’, ‘Cobrancosa’ e ‘Cordovil de Serpa’) com apenas cinco “primers”
SSR.

Belaj et al. (2004) distinguiram 31 cultivares recorrendo a quatro “primers” RAPD (OPA-
01, OPA-08, OPA-01, OPA-03). Dentro dessas 31 de diversas origens encontram-se as
mesmas cultivares portuguesas utilizadas por Rallo et al. (2000).

Por dltimo, Gemas et al. (2004) estudaram 11 cultivares portuguesas de diferentes
regides agro-ecoldgicas de producao de azeite, de grande importancia econémica para o pais.
Foram analisadas, no total, 201 arvores das cultivares: Galega Vulgar, Macanilha,
Carrasquenha, Redondil, Blanqueta, Azeiteira, Cordovil, Madural, Cobrangosa, Negrinha e
Verdeal. Todas as cultivares foram distinguidas através de sete “primers” RAPD (OPC-4,
OPC-7, OPC-8, OPC-10, OPC-13, OPC-15, OPC-16 de Operon Technologies, Inc.). Para
cada “primer” foram obtidas oito a 15 bandas, criando no total 82 bandas. Algumas destas
bandas eram monomoérficas, mas outras mostraram ser especificas de certas cultivares.

E de realcar as bandas exclusivas da cultivar Galega Vulgar (o nimero subsequente ao
“primer” indica os pares de bases da banda em questéo): OPC-8-1016, OPC-13-409, OPC-
13-847, OPC-7-727, OPC-10-569 e OPC-10-623; e também as bandas ausentes apenas em
‘Galega Vulgar’: OPC-8-261 e OPC-13-475 (Gemas et al., 2004).

As cultivares demonstraram ter uma relagdo de similaridade de 83%. As cultivares
Negrinha e Azeiteira tiveram o maior nivel de proximidade, e a cultivar Galega Vulgar foi a
cultivar mais afastada em termos de semelhanca em relacdo as restantes 10 cultivares
(Gemas et al., 2004).

Com base nos resultados obtidos foram feitas analises de MANOVA (andlise
multivariada da variancia) e ANOVA (andlise de variancia) para obter as relagfes entre as
cultivares de diferentes regides agro-ecoldgicas e de diferentes usos. As cultivares foram
discriminadas em cinco grupos, dos quais quatro séo relacionados com as diferentes regides
agro-ecoldgicas (Beira Interior, Algarve, Alto Alentejo e Tras-os-Montes) e um Ultimo para a
cultivar Galega Vulgar que esta dispersa por todo o pais. Foi feita também uma segunda
divisdo com base na utilizacdo da cultivar para azeite, para fruto ou para ambas as utilizacbes
(Gemas et al., 2004).

Os resultados obtidos revelaram que, geneticamente, existe uma ligacdo entre as
cultivares e a selecado que ocorre localmente para a producado de fruto. Existe também uma
ligacdo com adaptacdo agro-ecoldgica de cada cultivar. Este facto também é verificado por
Besnard et al. (2001) e Belaj et al. (2002), que estudaram cultivares de varias zonas do

Mediterraneo.
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A aplicacdo de SSRs por Lopes et al., (2004) levou a coloca¢do da cultivar Galega
Vulgar e da cultivar Galega Grada de Serpa no mesmo grupo, enquanto que o ‘Galego de
Evora’ ndo foi incluido.

Martins-Lopes et al. (2007) dividiu as trés cultivares acima referidas com base nos
resultados da aplicacdo de RAPDs e ISSRs. Mas estas demonstraram ter uma relacéo
genética comum.

Figueiredo et al. (2002) concluiram também que a ‘Galega Grada de Serpa’ e a ‘Galega
Grada de Evora’ ndo pertencem ao grupo da cultivar Galega Vulgar.

Cordeiro et al. (2008) aplicaram também “primers” RAPD a cultivar Galega Vulgar que
foi totalmente discriminada através da auséncia exclusiva da banda 4 do “primer” OPR-7. Esta
demonstrou estar distanciada geneticamente das restantes 28 cultivares analisadas,

sugerindo que possui uma origem diferente.

1.4. Variabilidade intra-cultivar da Galega Vulgar

A cultivar Galega Vulgar foi avaliada por Lopes et al., (2004) com diversos SSRs. Os
oito gendtipos avaliados resultaram em oito perfis individuais sendo que sete se distinguiam
por um ou dois alelos e o ultimo era distinguivel por 10 alelos. Os “primers” utilizados foram:
ssrOeUA-DCA1, ssrOeUA-DCA3, ssrOeUA-DCA4, ssrOeUA-DCAS5, ssrOeUA-DCA7,
ssrOeUA-DCAS8, ssrOeUA-DCA9, ssrOeUA-DCA11, ssrOeUA-DCA13, ssrOeUA-DCA14,
ssrOeUA-DCA1S5, ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCAL7 e ssrOeUA-DCAL1S.

Gemas et al. (2004) estudaram a variabilidade da cultivar Galega Vulgar aplicando trés
“primers” RAPD (OPC-07, OPC-08, OPC-10) e cinco “primers” ISSR (9MS, (GAC)s, (GTG)s,
(GTGC)s e (GACA)s) que geraram 93 marcadores polimorficos. Foram estudados 77
gendtipos de cinco regides agro-ecoldgicas diferentes: Alto Alentejo, Ribatejo-Abrantes,
Ribatejo-Santarém, Beira Litoral e Baixo Alentejo. Todos o0s genotipos foram distinguidos
através dos “primers” utilizados. Andlises AMOVA (andlise de variancia molecular) e
agrupamento UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) revelaram que
os varios individuos analisados poderiam ser organizados geneticamente em relacdo a sua
origem. As andlises de ANOVA suportaram esta ideia e demonstraram uma grande
variabilidade dentro das regides agro-ecoldgicas. Estes resultados suportam a ideia de que a
cultivar Galega Vulgar € composta por diferentes genétipos adaptados as diferentes regides
onde se encontram. Com isto conclui-se que a cultivar estd prematuramente domesticada e
gue deve ser considerada uma cultivar melhorada localmente em vez de uma cultivar uniforme
que toma a mesma forma em qualquer parte do pais (Gemas et al., 2004). A variabilidade
genética da cultivar, estudada em relagdo a cada zona agro-ecoldgica, atingiu 0 maior nivel
de significAncia na regido de Ribatejo-Santarém, assim pode afirmar-se que este sera o seu

centro de origem e zona de dispersdo (Gemas et al., 2004).
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1.5. Método de avaliacéo de diversidade citogendmica - citometria de fluxo
1.5.1. Definigc&o e funcionamento

A citometria de fluxo é um processo que consiste na medi¢do de caracteristicas fisicas
e/ou quimicas de células individuais ou de outras particulas de tamanho semelhante, de
origem bioloégica ou ndo. As medicBes sdo feitas quando as células ou particulas, em
suspensao liquida, atravessam o ponto de interroga¢éo, uma por uma, num fluxo de diametro
muito pequeno (Shapiro, 2004).

Um citometro de fluxo tem cinco componentes: fluidica, 6tica, eletrénica, computacional
e mecanica. (Sklar 2005, cit in Loureiro, 2007).

O sistema fluidico gera um fluxo constante de amostra, forcando a passagem das
particulas num nucleo central estreito, projetando-as, uma por uma, na dire¢do do ponto focal
da fonte de luz (An6nimo, 2002).

A maioria dos citometros recentes utiliza “sheath flow” que consiste na injecdo da
amostra que contém os nucleos (ou outras particulas) no centro de um fluxo continuo de fluido
de embainhamento (“sheath fluid”), que como o nome indica ira servir de bainha, circundando
a amostra (figura 4). Esta técnica permite aumentar a precisdo com que a amostra é
direcionada na zona de observacdo do citbmetro ao restringir as células a zona central do
fluxo. Com isto, a probabilidade de entupimento do sistema fluidico diminui, gerando um fluxo
estavel e sem obstru¢des que ira minimizar as variagfes da velocidade e posic¢éo do fluxo da
amostra (fluxo central). Se o fluxo se tornar turbulento ou instavel, maior é a probabilidade de

obter dados imprecisos (Shapiro, 2004).

Residuos

Fluxo da Fluxo do liquido

amostra de
3 embainhamento

Células

Direcéo do
feixe de luz
oooo)>

Entrada Q@
do fluido de "™ ex )i & (o a
embainhamento REAN
Residuos
Il
A
[u]
8 Entrada da
B amostra

Figura 4 — Sistema fluidico da citometria de fluxo. (Adaptado de An6nimo, 2002).
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As velocidades normais de fluxo sdo de um a dez metros por segundo, originando
analises de 100 a 1000 células por segundo (Dolezel 1991, cit in Loureiro, 2007).

A parte 6tica de um citbmetro de fluxo consiste na iluminacao das particulas por diversas
fontes de luz e na redirecéo da luz refletida e dos sinais de fluorescéncia para detetores 6ticos
individuais (Sklar 2005, in Loureiro 2007). Com isto, pode-se afirmar que o sistema 6tico se
divide em duas partes: a fonte de luz (lasers) e o sistema de detetores (An6nimo, 2002).

Os lasers (acrénimo de ‘“light amplification by stimulated emission of radiation”),
produzem um feixe de luz estavel, brilhante e estreito, monocromatico, com comprimentos de
onda especificos (Carter and Omerod, 2000). A luz é emitida através de um angulo solido
muito pequeno, tornando possivel a sua total concentragdo numa zona eliptica ou redonda
(Shapiro, 2004). Este facto permite que os lasers sejam mais sensiveis na analise de dados
(Loureiro, 2007).

Os citometros de fluxo s@o equipados com um laser de cristal de estado sélido verde
que € muito vantajoso, nomeadamente em analises de plantas, na medicao de gendtipos com
iodeto de propidio (Pl). Este laser emite luz de 532 nm, que se encontra muito perto do
comprimento de onda 6timo de ativagéo do corante IP (ao contrario do que acontece com a
maioria dos lasers que emitem a 488 nm), 0 que resulta huma analise mais sensivel com
desvios padrdo mais baixos (Loureiro, 2007).

Contudo esta vantagem pode tornar-se inconveniente: quando S0 necessarios outros
comprimentos de onda, a especificidade dos lasers implica a introducéo de outros lasers. S&o
também lasers muito caros. (Suda, 2004).

Para medir a fluorescéncia emitida pelas células, o sistema de dete¢&o Otica foca-se na
zona de encontro entre os feixes de luz e a passagem da amostra, a zona de dete¢éo (ponto
de interrogagdo). Quando as particulas da amostra sdo iluminadas por lasers, h4 uma
dispersdo e emissdo de luz fluorescente na presenca de corantes fluorescentes ou de
particulas auto fluorescentes. A luz que é dispersa a angulos pequenos em relagéo ao centro
do laser representa a disperséo frontal (foward scatter — FSC), e a luz dispersa a angulos de
90° designa-se de dispersao lateral (side scatter — SSC). Enquanto que a FSC é proporcional
ao tamanho da particula, a SSC é proporcional a granularidade das células e é utilizada para
diferenciar varios tipos de células, por exemplo, tipos de leucdcitos (Andénimo, 2002).

A luz proveniente das particulas iluminadas é recolhida por foto-sensores que iréo gerar
correntes elétricas pulsadas proporcionais a luz recebida. O sistema eletrénico do citbmetro

de fluxo amplifica, regulariza, integra e analisa estas correntes (Anénimo, 2002).
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O sistema operativo € vocacionado para a analise e apresentacdo de dados obtidos,
permitindo o seu armazenamento sob a forma de histogramas ou de listas, onde as medicdes
de cada particula sdo registadas (Dolezel 1991, cit in Loureiro, 2007). Depois de guardados,
estes dados podem ser analisados de novo com outras abordagens através da criacdo e
aplicacdo de regifes e de limites para que apenas sejam analisadas particulas de certo
tamanho. A sobreposicdo de histogramas também é uma ferramenta Util para uma facil
comparacdo entre amostras. A maioria dos softwares utilizados fornecem também
ferramentas basicas de estatistica, que auxiliam a interpretagdo de dados (Loureiro, 2007)

(figura 5).
-0l ]

1023

Figura 5 - Histograma de resultados com recorréncia a ferramenta de restricdo de zona.
(Fonte: An6nimo, 2002).

A componente mecanica é constituida por diversos mecanismos que sao incorporados
nos citbmetros de fluxo. Entre estes estdo os carregadores de amostras automatizados
(carrosséis) (figura 6) e os tabuleiros de clonagem coordenados utilizados na colheita rigorosa

de particulas em separadores de fluxo (flow sorters) (Loureiro, 2007).
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Figura 6 — Citometro de fluxo com carrossel. (Fonte:
https://m.bdbiosciences.com/sg/instruments/facscanto/features/options.jsp.)

1.5.2. A citometria de fluxo nas plantas

As plantas possuem uma estrutura complexa tridimensional entre células, e uma vez
gue a citometria de fluxo utiliza suspensées de particulas isoladas, a sua aplicagcéo a plantas
parecia ser inadequada (Galbraith, 2004). Contudo a primeira aplicacédo da citometria de fluxo
em plantas foi feita em 1973 por Heller, mas a metodologia aplicada na preparagdo de
suspensodes de células e nucleos através de pectinase e pepsina foi laboriosa e demorada
(Dolezel and Bartos, 2005).

Apenas dez anos mais tarde € que a citometria de fluxo comegou a ser mais aplicada
as plantas através do isolamento de protoplastos em vez de células. A utilizagdo de células
perturba o fluxo do citdmetro devido a forma irregular da parede celular; com a possibilidade
de remocgéo da parede celular com enzimas hidroliticas, os protoplastos comegaram a ser
utilizados na citometria de fluxo. Uma vez que estes possuem uma estrutura esférica e regular
o fluxo j& n&o é perturbado (Dolezel and Bartos, 2005).

Contudo, a utilizacdo de protoplastos também trazia os seus inconvenientes: a baixa
permeabilidade da membrana plasmatica, a fluorescéncia do citoplasma e a posicao
descentrada do nucleo levavam a erros em relacéo a resolucdo dos histogramas do conteudo
de DNA (Galbraith 1990, cit in Loureiro, 2007). Com isto, comecaram a isolar-se ndcleos
intactos a partir de tecidos vegetais (Loureiro, 2007).

Na década de 80 foram apresentados dois métodos de extracao de nucleos. O primeiro
baseava-se na lise de protoplastos com detergentes, foi um processo apresentado por Puite
e Tenbroeke (1983) que demonstrou ser moroso, trabalhoso e ndo aplicavel a todas as
espécies nem a todos os tipos de tecidos. Apesar de gerar bons histogramas, este método é
pouco utilizado hoje em dia. O segundo método, sugerido por Galbraith et al. (1983), consistia
em picar (cortar) uma folha numa solucéo tampéao de isolamento criando uma suspenséao de

ndcleos. Este método, simples, rapido e extremamente conveniente, gerava histogramas de
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alta resolucdo em pouco tempo de analise. Facilmente se pode afirmar que o trabalho de
Galbraith revolucionou o inicio da citometria de fluxo nas plantas e estimulou novas aplicac6es
da citometria de fluxo na biologia vegetal (Dolezel and Barto$, 2005). Esta estratégia é
também aplicavel a um outro grupo de organismos pluricelulares com parede celular, os
fungos, mesmo em situac6es em que o tamanho do genoma pode ser até 100 ordens de
grandeza inferior ao das espécies vegetais de menor genoma (Bourne et al., 2014; Pires et
al., 2016; Talhinhas et al., 2017).

Célculo do DNA nuclear

A estimativa do DNA nuclear de células é uma das aplicagcbes mais importantes da
citometria de fluxo em biologia vegetal. O método de Galbraith et al. (1983) tem sido 0 método
mais utilizado globalmente para criar suspensdes de nucleos das amostras.

Neste processo, duas folhas séo trituradas ao mesmo tempo por meio de uma lamina
em conjunto com o tampao. Os nlcleos de cada folha séo libertados para o tampéo de
isolamento. Uma das folhas, ou parte de uma folha, pertence a amostra da espécie cujo
contetdo de DNA pretendemos estimar. A outra folha, ou por¢éo de folha, em quantidades
semelhantes a anterior, pertence a espécie padréo escolhida para o procedimento a partir da
qual sera feita a estimativa do DNA da amostra. Como a citometria de fluxo mede intensidades
relativas de fluorescéncia, a utilizacdo de uma espécie padrdo, cujo tamanho do genoma é
conhecido, é essencial para conseguir obter estimativas da espécie em questdo. De seguida
a suspenséo é filtrada através de um filtro de nylon para impedir a passagem de residuos
(partes de folhas). Depois de filtrada a amostra é corada com um corante especifico para DNA
(figura 7) (Dolezel and Bartos, 2005).

O material recolhido pode ser de qualquer parte da planta, desde que possua nucleos
intactos (Greilhuber et al. ,2007 cit in Loureiro, 2007). O tecido recolhido deve estar isento de
pragas, doencas ou feridas. Se forem comparadas plantas, estas devem ser provenientes da
mesma zona de cultivo (especialmente em relagédo ao regime da luz) para impedir a influéncia

de diferentes quantidades de compostos citosélicos (Loureiro, 2007).
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A guantidade de material necessario depende do tipo de tecido utilizado e deve ser
calculada empiricamente. Quando se trata de folhas, 20 a 100 mg geram um fluxo de 50 a

100 particulas por segundo (Loureiro, 2007).

Buffer de Andlise de citbmetro de fluxo da
isolamento intensidade da fluorescéncia de
de nucleos P suspensao de nacleos

_ N .y 1
20mgde Padrdode |, 1
amostra  referéncia 3
| S 3
% :
[}
©
—— o
Isolamento dos g
nucleos por corte S 4
das folhas < 2 4
icagem { i
Remocdo de (picagem) Conteudgl\zilatlvo de
detritos por ~ Coloracao dos nucleos
filtracéo com fluorocromo

Figura 7 - Diagrama do procedimento de preparacdo de amostras para determinac¢éo do
conteudo de DNA por citometria de fluxo, desenvolvido por Galbraith et al. (1983); 1- pico
representativo dos nucleos em fase Go/Gi1 com DNA 2C da amostra, 2- pico representativo dos
nucleos em fase G, com DNA 4C da amostra, 3- pico representativo dos nucleos em fase Go/G;
com DNA 2C do padréo, 4- pico representativo dos nucleos em fase G, com DNA 4C do padréo.
(Adaptado de Loureiro, 2007).

As folhas, material vegetal mais utilizado em citometria de fluxo, ap6s serem recolhidas
devem ser mantidas a baixas temperaturas (Loureiro, 2007), embrulhadas em papel
humedecido e fechadas dentro de um saco de plastico (Dolezel and Bartos, 2005).

Ao serem triturados, os tecidos recolhidos irdo libertar ndcleos para o tampao de
isolamento (Galbraith et al., 1983 cit in Loureiro, 2007). A composi¢éo do tampéo é essencial
para obter uma boa quantidade de nudcleos de boa qualidade (sem citoplasma, intactos e
separados uns dos outros). Também € importante para manter a qualidade do DNA nuclear e
impedir a sua degradagdo por endonucleases. O tampdo de isolamento de nucleos facilita
também a coloracdo da molécula de DNA (Dolezel and Barto$, 2005). Loureiro et al. (2007)
otimizaram dois tampdes para a suspensdo de nucleos: o “woody plant buffer” (WPB) e o
“general purpose buffer” (GPB). Como o nome indica o WPB é mais apropriado para espécies
lenhosas, caso contrario, 0 GPB permite obter histogramas de maior resolucéo. A utilizagdo
destes dois tampdes na maioria das espécies estudadas, permite obter histogramas de melhor
gualidade quando comparados com 0s obtidos através de outros tampdes (Loureiro et al.,
2007).
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Depois de filtrada, a solucdo é corada com fluorocromo que se ird ligar especificamente
ao DNA dos nucleos. Os corantes podem ligar-se especificamente a certos pares de bases

ou globalmente a qualquer acido nucleico de cadeia dupla (quadro 2) (Loureiro, 2007).

Quadro 2 — Fluorocromos utilizados em citometria de fluxo nas plantas: modo de ligacéo,
comprimentos de onda de ativacdo e emissao. (Fonte: Loureiro, 2007).

Comprimento de onda (nm)

Fluorocromo Modo de ligagdo primario

Excitagéo

Emisséao

lodeto de propidio (IP)
Brometo de etidio (EB)
Laranja de acridina

DAPI

Hoechst 33258
Hoechst 33342
Cromomicina A3
Mitramicina
Olivomicina

Intercalacao
Intercalacdo
Intercalacao
Especifico de A-T
Especifico de A-T
Especifico de A-T
Especifico de G-C
Especifico de G-C
Especifico de G-C

530 (azul-verde)
530 (azul-verde)
502 (azul)

365 (UV)

365 (UV)

360 (UV)

445 (violeta-azul)
445 (violeta-azul)
440 (violeta-azul)

605 (vermelho)
615 (vermelho)
525 (verde)
450 (azul)

465 (azul)

460 (azul)

570 (verde)
575 (verde)
560 (verde)

Uma vez que as estimativas de DNA sdo feitas com base em comparacdes dos
resultados de uma amostra com DNA padréo, é essencial utilizar corantes que ndo sejam
especificos (iodeto de propidio ou brometo de etidio) (Dolezel et al. 1992).

A espécie escolhida como DNA de referéncia deve ser biologicamente semelhante a
gque vai ser analisada e o tamanho do genoma deve ser parecido. Deve ser tido em conta a
disponibilidade da espécie a escolher, a homogeneidade citolégica e a quantidade de
compostos citologicos. A sua preparacao deve ser facil e resultar em picos estreitos de DNA
(baixa variacdo). A espécie deve ser geneticamente estavel, com estimativas de DNA
constantes e fidedignas, de facil acessibilidade para outros investigadores, propagada por
semente e facilmente multiplicada. (Greilhuber et al. 2007 cit in Loureiro, 2007).

Um DNA padréo ideal possui um genoma diferente da amostra, mas ndo extremamente

diferente para n&o gerar erros (Dolezel and Bartos, 2005).
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Uma vez que é dificil cumprir todos estes critérios, sdo varias as espécies padrao
utilizadas até a data (quadro 3) (Loureiro, 2007).
Quadro 3 — Padrdes de referéncia de DNA disponiveis, fornecidos pelo Laboratory of

Molecular Cytogenetics and Cytometry, pertencente ao Institute of Experimental Botany, em
Olomouc, na Republica Checa. (Adaptado de Loureiro, 2007).

Espécies Cultivar Contetido de DNA 2C (pg)* Referéncia

Vicia faba (Fabaceae) ‘Inovec’ 26.90 Dolezel et al. 1992
Secale cereale (Poaceae) ‘Dankovské’ 16.19 Dolezel et al. 1998
Pisum sativum (Fabaceae) ‘Ctirad’ 9.09 Dolezel et al. 1998

Zea mays (Poaceae) ‘CE-77T 5.43 Lysak and Dolezel 1998
Glycine max (Fabaceae) ‘Polanka’ 2.50 Dolezel et al. 1994
Solanum lycopersicum ‘Stupicke’ 1.96 Doleel et al. 1992
(Solanaceae)

Raphanus sativus

) ‘Saxa’ 1.1 DoleZel et al. 1992
(Brassicaceae)

1- Contetdo de DNA nuclear estimado através da utilizagdo de leucdécitos humanos masculinos
(2C=7.0 pg DNA,; Tiersch et al. 1989) como padrao de referéncia primario.

1.5.3. Vantagens e desvantagens

Vantagens
A citometria de fluxo tem algumas vantagens quando relacionada com outros métodos
analogos (Loureiro, 2007).

Uma das grandes vantagens € a facilidade de preparacdo das amostras, a sua
conveniéncia e rapidez, cujo protocolo é de facil replicagdo. Uma vez que a citometria de fluxo
analisa varias particulas a alta velocidade, a obtencao de dados € bastante rapida, permitindo
analisar varias amostras diariamente. Outra vantagem € a pequena quantidade de material
necessario na preparacao das amostras. A variedade do tipo de tecidos compativeis com a
andlise também € um ponto a favor uma vez que células de qualquer tecido, raizes, pétalas,
sementes, frutos, entre outros, podem ser utilizadas. Nao ha necessidade de utilizar células
mioticamente ativas (Loureiro, 2007).

Este método permite também identificar subpopulacdes, algo que é importante no
estudo de casos de endopoliploidia, mixoploidia e de citétipos mais pequenos.

Em termos econdmicos, apés a compra do citbmetro que representa a maior despesa,
0s custos do material consumido nas analises séo baixos, o que torna os custos de operagéo

muito pequenos (Loureiro, 2007).
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Desvantagens

Um dos problemas mais recentes da citometria de fluxo, e também o mais importante,
€ a dificuldade em corar os ndcleos, devido a presenca de compostos citosélicos em certas
espécies de plantas vasculares. Os tecidos destas plantas, quando submetidos ao processo
de isolamento de nucleos, libertam compostos que condicionam o acesso do fluorocromo ao
DNA nuclear e resultam na agregacdo de particulas de pequeno tamanho aos nucleos
afetando as suas propriedades de dispersédo. Outra desvantagem deve-se a necessidade
constante de possuir material vegetal fresco (Loureiro, 2007).

Quando se pretende detetar pequenas diferencas no tamanho do genoma de amostras,
estas devem ser todas analisadas no mesmo laboratério e com o mesmo instrumento de
medicao. A utilizacdo de diferentes tipos de citbmetros (de laser ou de lampada) leva a
discrepancias entre resultados. A utilizacdo de diferentes espécies como padréo também leva
a uma variacao ligeira de resultados, havendo uma falta de consenso geral no que toca a
padrdes de referéncia (Dolezel et al., 1998).

E essencial que um conjunto de espécies padrdo para plantas seja escolhido e utilizado
em todo o mundo. Uma investigacdo coordenada internacionalmente deveria normalizar as
diferencas entre as diferentes quantidades de DNA nuclear assumidas para cada espécie
padréo e permitir os subsequentes ajustes nas quantidades de DNA das espécies a analisar.
Deveriam também ser adicionadas novas espécies a lista de espécies padrdo recomendadas
(Johnston et al., 1997).

1.5.4. A citometria de fluxo e 0 método de Feulgen em Olea europaea

A citometria de fluxo tem-se vindo a tornar na técnica mais importante para quantificar
o tamanho do genoma e analisar o nivel de ploidia de DNA em plantas (Loureiro, 2007). Tal
facto deve-se as grandes vantagens que o método apresenta, como ja foi referido o seu
procedimento é extremamente rapido, facil e preciso, o que o coloca em vantagem quando
comparado com outros métodos com o mesmo objetivo (Dolezel and Barto§, 2005).

A citometria de fluxo foi aplicada pela primeira vez em Olea europaea e nas suas
cultivares por Loureiro (2007). No estudo publicado a citometria de fluxo foi aplicada a seis
cultivares de oliveira de grande importdncia econémica em Portugal (O. europaea ssp.
europaea var. europaea) e ao zambujeiro (O. europaea ssp. europaea var. sylvestris), com o
objetivo de estudar a variabilidade intraespecifica e comparar os resultados obtidos com
trabalhos realizados no passado.

As cultivares utilizadas foram: ‘Redondal’, ‘Santulhana’, ‘Negrinha’, ‘Madural’, ‘Verdeal’

e ‘Cobrancgosa’; as amostras foram recolhidas da colegdo de germoplasma da Universidade
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de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal (UTAD). As amostras de oliveira selvagem foram
obtidas a partir de uma arvore em Porto de Més, Portugal.

O procedimento utilizado foi o de Galbraith et al. (1983) com Pisum sativum cv. Ctirad
(2C =9.09 pg de DNA) como DNA padrao.

Os resultados obtidos nas cultivares variaram de 2,90 £ 0,020 pg/2C (Verdeal) a 3,07 £
0,018 pg/2C (Santulhana). Nas amostras de oliveira selvagem os valores rondaram 3,19 +
0,047 pg/2C. Com estudos estatisticos concluiu-se que a oliveira selvagem possui diferencas
significativas das cultivares analisadas. A cultivar Verdeal provou ser singularmente diferente
de todas as restantes cultivares a exce¢do da cultivar Cobrangosa. Contudo, os valores
extremos diferem apenas em 3,3% entre cultivares e 6,9% entre a oliveira selvagem e a
cultivar Verdeal. E dificil estimar se estas variacdes s&o causadas por verdadeiras diferencas
entre amostras ou se sdo provenientes de elementos técnicos.

Noutro estudo efetuado por Brito et al. (2008) duas cultivares desconhecidas de origem
Portuguesa (Aveiro) foram analisadas por citometria de fluxo e obteve-se o valor médio de
3,10 pg/2C. Foram também analisadas vérias oliveiras selvagens de trés sitios diferentes de
Porto Santo pelo mesmo método obtendo-se uma média de 3,18 pg/2C. Estes resultados
estdo em sintonia com os alcangados por Loureiro (2007) (Brito et al., 2008).

Loureiro et al. (2007), calcularam o contetdo nuclear da oliveira (Olea europaea spp.
europaea) através de citometria de fluxo obtendo 3,24 + 0,02 pg/2C.

A espécie utilizada como DNA padréo foi a ervilha, Pisum sativum ‘Ctirad’ (9.09 pg/2C)
para ambos os estudos de Brito et al. (2008) e de Loureiro et al. (2007).

Porém, Bitonti et al. aplicou em 1999 o método de Feulgen (citofotometria) a varias
cultivares italianas de oliveiras e obteve resultados diferentes. As cultivares ‘Pendolino’ e
‘Agogia’ geraram, respetivamente, o valor mais alto (4,66 pg/2C) e mais baixo (3,90 pg/2C)
de quantidade de DNA nuclear, havendo uma diferenca de 16,31%, provando a existéncia de
uma grande variabilidade. Foi provada a existéncia de uma relacdo positiva entre a quantidade
de DNA nuclear e o numero de sequéncias repetitivas (“tandem repeats”) presentes em cada
genoma. Pode entdo afirmar-se que este DNA repetitivo é responsavel pelas grandes
diferengas entre cultivares.

Contudo, verdadeiras variagdes intraespecificas relacionadas com repeticGes de DNA
sdo raras. Na maioria dos casos encontrados estas variagbes sdo causadas por
condicionantes relacionados com o procedimento utilizado, lacunas técnicas que
erraticamente geram variabilidade nos resultados. A variabilidade intraespecifica é mais rara
do que comumente se pensa, e a sua veracidade deve ser mais questionada quando se pensa
estar na sua presenca (Greilhuber, 1998).

Rugini et al. (1996) utilizou o método de Feulgen para determinar o tamanho do genoma

das cultivares “Leccino” e “Frantoio” que resultaram, respetivamente, em 4,52 e 4,40 pg/2C.

23



A oliveira por ser uma espécie lenhosa pode representar um desafio no procedimento
de isolamento de nucleos. A metodologia utilizada por Loureiro gerou histogramas estaveis,
com picos de fluorescéncia de boa resolucdo e com baixo desvio padrdo, e também com
pouco barulho de fundo. Com isto pode considerar-se que os resultados obtidos representam
boas estimativas, imparciais e verdadeiras, da quantidade de DNA nuclear.

Uma vez que foram obtidos resultados contraditérios em ambos os estudos, € essencial
que seja realizada a mesma avaliagdo para um maior nimero de cultivares para aferir a
veracidade de cada estudo (Loureiro, 2007).

Foi encontrada poliploidia nas subespécies maroccana (hexaploide) e cerasiformis
(tetraploide) por Besnard em 2008. Foram analisadas varias oliveiras da zona mediterranica
(subespécie europaea): duas cultivares espanholas, Arbequina e Manzanilla, e uma oliveira
selvagem também de origem espanhola. Foi utilizado com DNA padréo nucleos de eritrocitos
de frango (BioSure, Grass Valley, CA, USA). Para as cultivares foi obtida uma média de 3,25
pg/2C (foi analisada uma arvore por cultivar) e para a forma selvagem os resultados de trés
arvores rondaram as 3,4 pg/2C. O resultado médio para todas as formas da subespécie
europaea foi de 3,39 pg/2C, que é intermédio em relagdo aos obtidos por Loureiro (2007) e
Bitonti (1999). Tal facto deve-se aos diferentes genétipos analisados e as diferentes
metodologias de citometria de fluxo utilizadas. Foram utilizadas diferentes espécies como
DNA padrao para a estimativa da quantidade de DNA das amostras, sendo dificil, mais uma
vez, aferir se as diferengas entre resultados de cada estudo séo reais e representativas da
variabilidade entre populacdes do mediterrdneo ou se sao resultantes de diferentes métodos
adotados (Besnard, 2008).
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2. Material e métodos
2.1. Material vegetal

2.1.1. Recolha

O material utilizado é composto por 56 amostras, cada uma representativa de um
gendtipo diferente, da cultivar Galega Vulgar, provenientes de diversas zonas de Portugal.
Todas as amostras, a exce¢cao da amostra ‘viveiro’, foram recolhidas na Herdade do
Reguengo, que representa o polo de Elvas do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e
Veterinaria (INIAV) no dia 23 de abril de 2018 (figura 8). A amostra ‘viveiro’ foi recolhida uma
semana depois, a partir de uma planta dos viveiros Plansel, representando um genotipo

comercial de cultivar Galega Vulgar.

Figura 8 — Parcela do banco de germoplasma de oliveira ‘Galega Vulgar’ na Herdade do
Reguengo em Elvas (INIAV).

A maioria das arvores (filas Glg I/1l/11l e 12 primeiras arvores de Glg IV) foi plantada em
2016, e o restante em 2013, tendo na altura da colheita 2 e 5 anos de idade, respetivamente.
O compasso é de 5x2 metros (entrelinha x linha). No anexo 1 é apresentado 0 mapa da
parcela em que foi feita a recolha de amostras.

Foram feitas duas recolhas em simultaneo, uma para a analise de citometria de fluxo e
outra para a extracdo de DNA e posterior aplicacdo de “primers” (ISSR/RAPD). Para cada
arvore foram retirados, duas vezes, varios ramos terminais com um pequeno namero de folhas

jovens, e separados consoante o método de avaliacao de diversidade utilizado (figura 9).
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Figura 9 — Fluxograma explicativo dos materiais e métodos de avaliagdo de 26
variabilidade genémica e genética da ‘Galega Vulgar’.



2.1.2. Conservacgéao

2.1.2.1. Citometria de Fluxo

Apobs recolhidas, as amostras foram identificadas e guardadas em papel de aluminio ou
sacos de plastico. No mesmo dia da recolha foram conservadas em fresco no frigorifico a 5°C.
As andlises foram realizadas num periodo de 15 dias apds a recolha do material e todos os

resultados obtidos séo referentes a esse periodo.

2.1.2.2. Marcadores moleculares

Apoés recolhidas, as amostras foram identificadas e guardadas em papel de aluminio e
colocadas em gelo. Foram transportadas em caixas de esferovite com gelo e congeladas no
mesmo dia da recolha em azoto liquido e conservadas a - 80°C. Aproximadamente trés
semanas depois, as amostras foram liofilizadas durante 29 horas (figura 10). A transferéncia
das amostras do congelador para o liofilizador foi feita em azoto liquido, minimizando o perigo
de descongelamento. Depois de liofilizadas as amostras foram mantidas num recipiente com

silica-gel e isolado com parafilme.

G

T
=

/&
Figura 10 — Liofilizag&o das amostras.
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2.2. Métodos
2.2.1. Citometria de Fluxo

O procedimento utilizado para a citometria de fluxo consiste numa adaptacao do método
de Galbraith et al. (1983) feita por Loureiro (2007). Apesar de ser aplicado um procedimento
semelhante ao de Galbraith et al. (1983), o tampé&o utilizado é criado por Loureiro et al. (2007).
O corante escolhido para corar os nucleos também difere, assim como o facto de s6 na
adaptacao de Loureiro (2007) se introduzir um DNA de referéncia. Na metodologia original,
Galbraith et al. utilizam microesferas fluorescentes como padré&o para calcular o DNA nuclear.

O primeiro passo do protocolo consiste em cortar uma porcao de folha de oliveira (figura
11) e tentar igualar o maximo possivel, em quantidade, uma outra porcdo de folha do DNA
padrao (figura 13A). Isto permite aproximar ao maximo o numero de ndcleos avaliados para

cada espécie, evitando grandes discrepancias quantitativas entre o padrdo e a amostra,

Rl i s i

Figura 11 — Lancamentos recolhidos e folhas terminais jovens utilizadas para a
suspenséo de nucleos.

permitindo calcular a quantidade relativa de DNA nuclear de maneira mais precisa possivel.
A espécie escolhida como DNA de referéncia foi o buxo, Buxus sempervirens (figura
12). O buxo foi utilizado como DNA padréo por Cravo (trabalho por publicar). Esta espécie
possui quantidades de DNA semelhantes a oliveira, mas nao iguais; as diferencas entre o
padrdo e amostra sado suficientes para comparar valores e calcular a quantidade relativa de

DNA da oliveira. Gera picos estreitos e faceis de identificar devido a baixa variabilidade e é
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facilmente propagada por semente ou estaca. Contudo, a acessibilidade da espécie a todos

os investigadores ndo € garantida.

P
’

Figura 12 — Buxus sempervirens no pétio do edificio principal do ISA em julho de 2018.

Cada porcéo de folha de oliveira é finamente dividida, com uma lamina, em conjunto
com o buxo num mililitro de tamp&o WPB (Woody Plant Buffer) criado por Loureiro et al. (2007)
(figura 13). Este tamp&o é composto por 0,2 M de Tris-HCL (TRIZMA), 4 mM MgCl,6H-0, 1%
de TRITON X-100, 2mM EDTA Naz*2H.0, 86mM NaCl, 10mM Na»S:0s (metabissulfito de
sédio), 1% PVP-10 e agua (quadro 4). No fim da adicao de todos os componentes a agua, o
pH do tampé&o é ajustado até 7,5 recorrendo a particulas de hidréxido de sédio. O tampao é
depois armazenado e conservado a 4°C.

A composicdo do WPB ¢é baseada no tampao Tris.MgCl, (Pfosser et al., 1995), sendo
este o tampao que melhor contraria os efeitos negativos do acido tanico (Loureiro et al., 2007).
Este composto fendlico interfere na ligacdo do corante as moléculas de DNA gerando
resultados erraticos, especialmente em plantas lenhosas (Loureiro et al., 2006).

A adicdo de EDTA (agente quelante) e de NaCl (sal inorgénico) provém do tampéo LB0O1
utilizado pela primeira vez por DoleZel et al. em 1989. O EDTA liga-se a catifes divalentes
gue atuam como cofatores de DNases; ao adicionar este composto ao tampao a degradacgéo
de DNA é bloqueada. Sais inorgéanicos, NaCl no caso do WPB, séo utilizados para atingir um
certo nivel de forga idnica (Dolezel and Bartos, 2005).
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Quadro 4 - Composicao de tampdes utilizados em citometria de fluxo. Adaptado de:
Loureiro et al., 2007 e Dolezel and Bartos, 2005.

Tampéo Composicao Referéncia

Tris-MgCl, 0,2 M Tris; 4 mM MgClz*6H20; 0,5% (v/v) Trinton X- Pfosser et al. (1995)
100; pH 7,5

WPB 0,2 M Tris-HCI; 4 mM MgClx*6H,0, 2mM EDTA Loureiro et al. (2007)

Naz*2H20; 86 mM NaCl, 10 mM metabissulfito de
s6dio; 1% PVP-10; 1% (v/v) Triton X-100; pH 7,5.
LBO1 15mM Tris; 2mM NazEDTA,; 0,5 mM espermina 4HCI; Dolezel et al. (1989)
80 mM KCI; 20mM NacCl; 15mM B-mercaptoetanol;
0,1% (v/v) Triton X-100; ph 7,5.

O Triton X-100, sendo um detergente ndo-ionico, é utilizado para facilitar a libertacao
dos nucleos a partir das células e impedir a sua aglomeracdo. Este detergente permite
também afastar residuos dos nucleos isolados, impedindo também a sua agregacéo (Dolezel
and Bartos, 2005).

O metabissulfito de sddio e o PVP-10 séo introduzidos no WPB para que este possa ser
utilizado em espécies recalcitrantes, nomeadamente plantas lenhosas que possuem um alto
nivel de fendis e outros metabolitos secundarios (Loureiro et al., 2007). O metabissulfito de
sédio é o agente redutor que impede que os compostos fendlicos estejam ativos, enquanto
gue o PVP-10 gera a aglomeracdo desses compostos num estado reduzido, uma vez que é
um concorrente de fendis (Greilhuber et al., 2007 cit in Loureiro et al., 2007).

Figura 13 - Trituragao conjunta de folhas de oliveira ‘Galega Vulgar’ e do padrao de DNA
Buxus sempervirens no tampéao WPB.
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Apbs fragmentacdo, a suspensdo de nucleos é filtrada numa malha de 30um e é
adicionado o corante. Cada suspenséo é corada com lodeto de Propidio (IP). O iodeto de
propidio (empresa: Sigma-Aldrich; referéncia: P4170) é adquirido em pé, a partir do qual é
feita uma solugdo aquosa que é conservada a -20°C.

Foi realizado um teste comparando a concentracdo de IP normalmente preparada (50
ug/ml), utilizada por vérios autores (Deitch et al., 1982; Dolezel et al., 1989; Loureiro, 2007),
com as diluicdes 0,5, 0,25 e 0,125. Cada porcéo de folha foi triturada com 5 ml de WPB e a
solucdo dividida por 4 tubos, sendo o volume final ajustado com WPB. A cada tubo foi
adicionado 5 ul da respetiva concentracdo de IP. Este processo foi repetido seis vezes,
havendo assim seis amostras preparadas. Os resultados deste teste serdo apresentados na
seccdo de resultados e discussdo (capitulo 3.1.1.), contudo, pode afirmar-se que a
concentracdo adotada no presente trabalho (12,5 pg/ml) fornece melhor eficacia gerando
resultados com menos “ruido de fundo”.

Este corante, ao contrario do utilizado por Galbraith em 1983, nado € especifico de certas
bases e permite obter uma estimativa mais correta da quantidade absoluta de DNA. A
mitramicina, usada por Galbraith, é especifica de ligacdes entre citosina e guanina, gerando
estimativas de DNA que sao influenciadas pela sua composi¢éo (proporcao de cada tipo de
base).

O IP é excitado com luz azul-esverdeada e emite fluorescéncia vermelha (Suda, 2004).

O tubo contendo a amostra € inserido no citometro e sao feitas 6 repeticées para cada
amostra.

No citdbmetro, as amostras sao analisadas recorrendo a um laser de cristal de estado
sélido verde, de comprimento de onda de 532 nm. Este comprimento de onda é muito
semelhante ao comprimento de onda 6timo de excitagédo do corante IP (530 nm), o que resulta

numa analise mais precisa, gerando desvios padrdo mais baixos (Loureiro, 2007).
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2.2.1.1. Recolha de Dados

Cada repeticao consiste na paragem da contagem de nudcleos, através do software que
controla o citdbmetro, e na recolha de dados da respetiva repeticdo. A média e desvio padréo
de cada pico do histograma (da amostra e do DNA de referéncia) sao registados através de
uma ferramenta de delimitacédo de dados e € feita recolha da imagem dos graficos através da
ferramenta de recorte (figura 14).

100
80 JN1

60

counts

40

20

0 200 400 600 800 1000
FL1 532-100 RG590

Figura 14 - Gréfico resultante da andlise de citometria de fluxo da amostra 2213R_002
com laser verde de 532nm. No eixo das abcissas é contabilizada a fluorescéncia (contetdo
nuclear) captada pelo laser e no eixo das ordenadas esta o nimero de contagens.

Apos recolhidos os dados de fluorescéncia da amostra e do DNA padréo, o valor do
DNA nuclear da amostra é calculado. Esta estimativa é feita com base no valor de DNA
nuclear da referéncia ja conhecido, sendo neste caso para o buxo (Buxus sempervirens) de
1,63 pg/2C (Cravo, trabalho ndo publicado).

Este valor, ao contrario do calculado por Hanson et al. em 2003 (3,24 + 0,01 pg/4C ou
1,62 + 0,01 pg/2C), foi obtido recorrendo a citometria de fluxo e véarias espécies de referéncia
como o tomate (Solanum lycopersicum), o rabanete (Raphanus raphanistrum subsp. sativa) e
o milho (Zea mays). Hanson et al. (2003) calcularam a quantidade de DNA nuclear do buxo
com base em apenas uma espécie, o arroz, atraves de citometria de fluxo.

Apesar da estimativa realizada por Cravo ser baseada em mais espécies, o valor
calculado é semelhante ao de Hanson et. al, 2003. Ambos se diferenciam apenas na ordem

das centésimas, tal variagdo que € prevista por Hanson et al, 2003.

Contelido de DNA média do pico da amostra
nuclear/2C de Olea _ (Olea europaea ssp. europaea cultivar Galega Vulgar) % 163
europaea ssp. europaea média do pico da referéncia ’
cultivar Galega Vulgar (Buxus sempervirens)
(Pg)
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De seguida os valores sdo convertidos em Mbp (Megabase pair), o equivalente a um
milhdo de pares de base. O fator de conversao utilizado é 1pg = 978 Mbp (Dolezel et al.,
2003).

2.2.1.2. Tratamento estatistico

Para o tratamento estatistico dos dados resultantes da citometria de fluxo, foi utilizado
o programa RStudio. Foi feita, em primeiro lugar, uma avaliacdo da normalidade de
distribuicdo das amostras tanto no problema da concentracdo do IP como na avaliacdo da
variabilidade citogendmica, utilizando o teste de Shapiro-Wilk.

De seguida foi aplicado o teste paramétrico da ANOVA (analysis of variance) com o =
0,05. Para avaliar as relagbes de similaridade entre as amostras recorreu-se ao teste de

Tukey, com a = 0,05.
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2.2.2. Marcadores moleculares
2.2.2.1. Extracdo de DNA

O método de extracdo de DNA foi adaptado de Doyle and Doyle (1990).

O primeiro passo consiste em macerar 150 miligramas de folhas liofilizadas num
almofariz, até ficar em pd, com o auxilio de azoto liquido. O p6 recolhido é incorporado em 10
ml de tampéo CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) e 10ul de B-Mercaptoetanol, ficando meia
hora em banho-maria, a 65°C.

O tampéo CTAB é composto por 2% de CTAB em po, 1,4 M de NacCl (cloreto de sodio),
100 mM Tris HCI (tris hidroximetil aminometano cloridrato) de pH 8, 20 mM EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) e 1% de PVP (polivinilpirrolidona).

E adicionada uma mistura de cloroférmio e alcool isoamilico de 24:1 em igual quantidade
ao volume pré-existente e é feita uma agitacdo manual durante trés minutos. O cloroférmio
permite remover proteinas (Murray and Thompson, 1980) e o alcool isoamilico estabiliza o
cloroformio.

De seguida a amostra é centrifugada durante 10 minutos a 10000 rota¢des por minuto
(rpm) a temperatura ambiente. O sobrenadante é recolhido, e a este é adicionada RNase
(concentragéo final de 1 ug/ml). Depois de ser adicionada a RNase, a amostra vai para incubar
a 37°C durante meia hora.

ApoOs esse tempo € novamente adicionada a mistura de cloroférmio e alcool isoamilico
em igual quantidade a presente no tubo, sendo este agitado e de seguida centrifugado durante
10 minutos, a 10000 rpm, a temperatura ambiente. O sobrenadante é extraido e transferido
para um novo tubo onde é adicionado 1/10 volume de acetato de sddio (pH 5,2; concentracao:
3M) e 2/3 volume de isopropanol puro (a -20°C).

O tubo é inclinado ligeiramente, véarias vezes, fazendo reagir os componentes para
precipitar o DNA. A amostra é colocada no congelador durante pelo menos quatro horas e
centrifugada a 4°C, durante trés minutos, a 10000 rpm. Apds a centrifugacdo o precipitado é
reservado, drenando os componentes liquidos.

O precipitado é lavado com 500 ul de solucdo de lavagem durante 30 minutos num
agitador. A solugéo de lavagem € composta por 76% de etanol e 10 mM de acetato de amonio.

Ap6s uma nova centrifugacéo e drenagem o precipitado € seco a temperatura ambiente
e de seguida em estufa a 40°C.

E feita uma dissolucéo, aplicando 300 ul de cloreto de sédio (concentragdo: 5 M) e 600
ul de TE.

O TE possui um pH de 8,0 e € composto por 10 mM de Tris HCl e 1 mM de EDTA
(Sambrook et al,1989)
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A dissolucéo do precipitado € feita em banho-maria a 65°C durante pelo menos cinco
horas. Apds este periodo a solugdo contendo o DNA é transferida para um tubo eppendorf
onde é novamente adicionada a mistura de cloroférmio (em 1:1). Depois da agitacdo manual
h& uma nova centrifugacdo durante 10 minutos a 130000 rpm, a temperatura ambiente.

O sobrenadante é recolhido e é-lhe adicionado 2/3 do volume isopropanol puro. A
amostra € inclinada vérias vezes fazendo reagir os componentes. Se é observada precipitacdo
de DNA, a amostra é centrifugada e o sobrenadante drenado. Se nao se verifica precipitacédo
de DNA de forma visivel, a amostra é colocada no congelador a -20°C durante pelo menos
uma hora.

A centrifugacdo apoés precipitacdo do DNA é feita durante cinco minutos a 130000 rpm,
a temperatura ambiente. De seguida o precipitado é lavado com etanol a 70% no agitador
durante aproximadamente 30 a 45 minutos. Depois de drenado o precipitado é seco ao ar
livre e posteriormente numa estufa a 40°C.

Quando a secagem estd completa sdo adicionados 50ul de TE para hidratar o
precipitado. Para auxiliar na dissolugdo a amostra é colocada na estufa a 40°C durante
algumas horas.

ApOs este processo de extracdo, a utilizagdo do DNA puro resultante ndo demonstrou
resultados coerentes havendo RNA nos géis de quantificagdo e inconsisténcia no produtos de
PCR aquando da aplicagédo dos “primers” (capitulo 3.2.1). Foi feita uma diluicdo de 1:30 (5ul
de DNA puro + 145ul de TE), que continuou sem demonstrar produtos de PCR. Por esta razéo
recorreu-se a uma segunda purificagao.

Com o DNA puro resultante da extracdo realizou-se uma diluicdo em TE de 1:30 (5ul de
DNA puro + 145ul de TE). A esta diluicdo foram adicionados 10ul de RNase e os tubos foram
postos na estufa a 37°C durante meia hora. De seguida foram adicionados 300ul de agua
destilada filtrada a cada amostra para que a pipetagem do sobrenadante apés a adi¢do de
cloroférmio fosse facilitada. Os tubos foram enchidos até a capacidade total com cloroférmio,
igualando ou ultrapassando o volume da diluicdo do DNA. De seguida as amostras foram
centrifugadas a temperatura ambiente, durante dez minutos, a 130000 rpm. Ao sobrenadante
extraido foi adicionado etanol a 100% até perfazer o volume total do tubo eppendorf, sendo o
volume adicionado sempre superior a 2,5 do volume pré-existente no tubo. Para precipitar o
DNA, os tubos foram mantidos durante pelo menos duas horas no congelador a -80°C. Apos
a precipitagao, os eppis séo centrifugados a 4°C durante dez minutos, a 13000 rpm. Os tubos
sdo drenados, mantendo o pellet no fundo, que é depois lavado durante meia hora num
agitador com 400 pl de solugédo de lavagem. ApoOs lavagem os tubos sdo centrifugados a
temperatura ambiente, durante 10 minutos, a 130000 rpm. A solucdo de lavagem € drenada

e os pellets sdo novamente lavados. Apds a segunda drenagem, o pellet é seco a temperatura
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ambiente durante dez minutos e de seguida os tubos sdo colocados na estufa a 50°C até os
pellets estarem secos. ApOs secagem sao adicionados 20ul de TE a cada tubo, e a hidratacéo
do DNA é feita em banho-maria a 56°C durante pelo menos duas horas.

A solucéo resultante de todo este processo € utilizada pura na aplicagéo dos “primers”
e na obtencgao dos resultados finais.

Todos o0s reagentes sdo conservados a temperatura ambiente, a exce¢do do
isopropanol e da solucdo de lavagem que sdo mantidos a -20°C.

2.2.2.2. Avaliacdo Quantitativa/Qualitativa de DNA

O DNA extraido foi avaliado através de uma diluicdo de 1:50 analisada no
espectrofotémetro.

Ap0s esta andlise foi feita uma quantificacao do DNA por eletroforese (100V) em gel de
agarose de 1,2% durante 45 minutos, com 1 ul da solugdo de DNA extraido n&o diluida, e 2
ul de azul de bromofenol (0,1% plv; conservado a temperatura ambiente), recorrendo aos
marcadores Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (1 ul) da Fermentas (concentracdo: 0,5 ug/ul) e
Ladder Il (5 ul) da NZYTech (100 bandas) (Figura 10). Cada gel foi composto por 1,2% de
agarose, 1XTAE (Tris-Acetato-EDTA) e 2,5 ul de Greensafe premium da NZYTech por cada
100 ml de gel. O Greensafe é conservado no frio a 5°C.

O tampédo TAE é composto por 0,04 M de Tris acetato e 0,001 M de EDTA (1XTAE)
(Sambrook et al,1989).

2.2.2.3. Utilizacdo do “primer” 18S para controlar a viabilidade de amplificac&o
do DNA

Antes de serem aplicados os RAPD e ISSR, os “primers” para o gene ribossomal 18S
foram testados em todas as amostras para verificar a viabilidade do DNA em reacfes de
amplificacdo e determinar a quantidade ideal para aplicacdo dos “primers” RAPD e ISSR. Este
conjunto de “primers” foi desenhado para a macieira e € comummente utilizado no laboratério

(quadro 5).

Quadro 5 — Sequéncias dos “primers” 18S “forward” e “reverse”.

18S-F 5 GATAAAAGGTCGACGCGGACT 3
18S-R 5 GACCCAACCCAAGGTCCAACT &
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Todas as 55 amostras foram testadas com o 18S com o objetivo de pré-determinar as

quantidades certas (microlitros de DNA puro) a utilizar.

2.2.2.4. Aplicacéo de “primers” ISSR/RAPD

Os “primers” foram escolhidos com base no trabalho de Gemas et al. (2004) que
estudaram a variabilidade genética intra-varietal da cultivar Galega Vulgar. O trabalho de
Gemas et al. (2000) também foi consultado, onde € estudada a intra e intervariabilidade de
trés cultivares de Olea europaea com RAPDs, entre elas a ‘Galega Vulgar. No anexo 3
encontra-se uma tabela com o levantamento dos “primers” utilizados em varias cultivares de
Olea europaea e em ‘Galega Vulgar'.

Os RAPD utilizados foram OPC-04, OPC-07, OPC-08, OPC-10 e OPC-13 (Operon
RAPD 10 mer Kit, disponivel em:
http://www.cosmogenetech.com/cosmo/upload/files/brochure/operon%20RAPD%20kit.pdf.)

. Para os ISSR foram escolhidos 0 9MS, (GAC)s, (GTC)s, (GTGC)s e (GACA)4. A

sequéncia de cada “primer” esta descrita no anexo 4.

2.2.25. PCR

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), criada por Mullis e Faloona (1987),
permite amplificar uma cadeia de DNA, gerando milhares de copias de um dado segmento.
Com o auxilio de “primers”, a utilizacdo desta técnica possibilita a multiplicacdo de zonas
especificas no genoma, tornando possivel a sua identificacdo, mais tarde, em eletroforese.

O método desenvolvido por Mullis e Faloona (1987) é composto por trés ciclos: 0 1° a
94°C (desnaturacéo das cadeias duplas de DNA), o 2° cuja temperatura se situa normalmente
entre os 40 a 65°C, consoante o “primer” utilizado (emparelhamento — ligagdo do “primer”) e

0 3° e Ultimo a 72°C (alongamento das cadeias).

Cada PCR realizado foi composto por:

e Ciclo 1: 94°C, durante 5 minutos

Ciclo 2: 94°C, durante 45 segundos
Ciclo 3: 35°C (RAPD) ou 50°C (ISSR), durante 45 segundos [ 40 vezes ]
Ciclo 4: 72°C, durante 45 segundos

Ciclo 5: 72°C, durante 5 minutos

O primeiro e ultimo ciclo foram aplicados para assegurar que todas as cadeias de DNA
eram desnaturadas e alongadas, respetivamente. O numero total de ciclos foi ajustado

consoante a qualidade das bandas obtidas na eletroforese (arrastamento).
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A enzima utilizada foi a NZYTag DNA polymerase (“stock”: 5 u/ul; utilizacdo de 1,6(6)
unidades por amostra) (MB00102) em conjunto com MgCl. (cloreto de magnésio) (“stock”™ 50
mM) e 10x reaction buffer. Os dNTPs utilizados estavam na concentracdo de “stock” 10 mM
para cada nucledtido. As concentraces finais em cada reacdo de PCR foram 1x tampao de
reacao, 2,5 mM de MgCly, 200 uM de cada um dos dNTPs, 0,2 uM de cada “primer” no caso
do 18S-F e 18S-R ou 0,4 uM de cada “primer” no caso de RAPD ou ISSR.

A quantidade de DNA utilizada variou de amostra para amostra e de “primer” para

“primer” tomando valores entre 0,3 ul e 1,3 pl.

2.2.2.5. Electroforese

Para electroforese, 10 ul de cada amostra (produto do PCR) foi misturada com 2ul de
azul de bromofenol. Foram utilizados géis de agarose de 2%, com 3,2 ul de Greensafe por
cada 100ml de gel. Cada gel foi submetido a uma voltagem de 100V durante um total de 2h30.

Para auxiliar na identificacdo de bandas foi utilizado 1ul de DNA Ladder de 100 bp
(“base pair’ = pares de bases) (concentragdo: 0,5 ug/ul) da Fermentas, em cada gel (figura
15).

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng05pg % bp
2000 280 56 .
/ 500 280 56 — 3000
/ 1500 280 56 — 2000
/1200 280 586 — 1500
/ 1000 800 160 — 1s4
/000 270 54 =2
= 800 270 54 ~ 800
= — 700 270 54 700
£ — 600 27.0 54 600
3 -500 800 160
g — 400 300 6.0 - 500
=
I __ am
3 200 300 60 400
pre — 200 300 60
L I
k= _ 100 300 60 200
:_fn-.
Q
£ 200

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTRE, 5Viem, 1h

— 100

5% polyacrylamide

0.5 pgdane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8Viem, 3 h

Figura 15 - Marcador DNA Ladder 100pb.
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2.2.2.6. Recolha de Dados

Cada gel foi observado num transiluminador de luz ultravioleta.

Ao fim da primeira hora de cada electroforese os géis foram vistos sob o transiluminador
e fotografados. A cada 15 minutos a partir da primeira hora este processo era repetido até
chegar ao tempo final de 2h30.

As fotos foram obtidas através de uma camara dupla de 12 MP+28 MP, no modo noite,
com os parametros de ISO e S em modo automatico. A contagem das bandas foi feita através
da observacdo das fotos em formato digital. Véarios parametros foram ajustados
(luminosidade, contraste, etc.) para facilitar a identificacdo das bandas.

Todas as bandas a partir de 200 bp foram consideradas e registadas sob a forma de
sistema binario sendo que 1 significa presenca de banda e 0 auséncia.

Através do software RStudio (https://www.rstudio.com/) foi obtida a matriz de
similaridade e respetivo dendrograma. O dendrograma obtido foi baseado em distancias
euclidianas e no método de “complete linkage (furthest neighbour)” que define a distancia

entre dois grupos como a distancia entre os dois objetos mais afastados (um em cada grupo).
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3. Resultados e discusséo
3.1. Citometria de fluxo

3.1.1. Concentragao de lodeto de Propidio

O pico causado pela contagem dos ndcleos de oliveira foi delimitado para cada
repeticdo (RN1). Para cada um foi obtida a fluorescéncia média (“Mean-x"), o coeficiente de
variacdo (CV-x%), a contagem total de nucleos (“Count”), o nimero de contagens por mililitro
de solucdo de amostra preparada (“Count/ml”) e a percentagem de medi¢bes (nucleos)
abrangida pelo pico em relacdo a amostra total (“Y%oGated”) (figura 16).
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Figura 16 - Gréaficos resultantes de uma anélise de citometria de fluxo da preparacdo da segunda
amostra de folhas de oliveira ‘Galega Vulgar’ com uma concentragao de iodeto de propidio de 0,5. Nos
eixos das coordenadas estdo o SSC (side scatter), FSC (forward scatter) e o FL1 (fluorescéncia)
resultante do laser de 532 nm assim como a contagem de particulas analisadas (counts) e do tempo
decorrido (time).

Apesar da zona delimitada (pico) ser constituida por nacleos de células de oliveira, ndo
deixa de existir uma parte composta por impurezas ou células em divisdo que afetam a leitura
final. Tal facto faz com o valor de “%Gated”, que d4 uma nocédo da percentagem de nucleos
em relagdo ao “lixo” total a amostra, possa estar ligeiramente sobrestimado.

O programa utilizado forneceu também a informacéo relativa ao ndmero total de

contagens por amostra. Em conjunto com o valor de “%Gated” foi calculado “%Ungated” que
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representa a zona nao abrangida por RN1, ou seja, o “lixo”. Com o valor de contagens totais
e com a percentagem de lixo, foi determinado o nimero de contagens de “lixo”.
Os dados recolhidos na totalidade sdo apresentados no anexo 5.

No quadro 6 estédo presentes os valores médios resultantes das repeticées.

Quadro 6 - Médias dos resultados obtidos através de leitura de nucleos de ‘Galega
Vulgar’ com diferentes concentracdes de iodeto de propidio em citometria de fluxo. Cada
concentracdo foi testada em seis repeticdes, na preparacado de seis amostras diferentes.

Coeficiente  Contagem

Concentracdo Contagem total Contagem/ml %Gated Fluorescénciad . ;
e variagcdo total (lixo e

%Ungated Contagem

IP RN1 (nucleos) RN1 (ntcleos) média (%) niicleos) (lixo) lixo
1 38474 74354 36,89 116,89 7,38 101690 63,11 63216
0,5 35313 67946 42,19 103,41 7,15 81146 57,81 45833
0,25 32838 64248 44,72 95,52 7,03 72068 55,28 39232
0,125 32113 64271 49,22 83,89 6,95 64177 50,78 32065

Podemos observar que a medida que a concentragdo do IP foi diminuindo a
percentagem de nudcleos avaliados pelo citometro aumentou (“%Gated”), ou seja, a sua
eficiéncia melhorou. Ao ser utilizado na concentragdo normal, a percentagem de nucleos
avaliado é inferior em 12,33%, em relacdo a diluicdo de 0,25. Como consequéncia a
percentagem de “lixo” analisado (“%Ungated”) diminui na mesma quantidade, assim como a
contagem de “lixo”.

Contudo, a contagem total, tanto em RN1 como na amostra toda, diminui a medida que
0 corante é mais diluido. Isto é de esperar uma vez que a diluicdo do IP vai diminuir a sua
eficacia como corante apesar de aumentar a sua eficiéncia como discriminante de “%Gated”
e “%Ungated”. Com a diminuicdo da contagem total, ha diretamente uma diminui¢cdo do
namero de contagens por mililitro de amostra.

O coeficiente de variagdo também diminui a medida que o corante € mais diluido (-
5,83%), traduzindo menor variabilidade.

O facto de a fluorescéncia média diminuir com a concentragdo do IP pode indicar uma
perda de capacidade do corante de atingir os nucleos de maior dimensdo ou apenas uma
aproximagao ao valor médio real devido a presenga de menos “lixo”. Contudo esta variacéo
pode ser meramente amostral pois a variagdo de fluorescéncia que acontece na oliveira,
aconteceria também na amostra padrao (Buxus sempervirens). Quando feita a converséo de
fluorescéncia em conteddo nuclear com base na amostra referéncia, os resultados seriam
iguais uma vez que o valor do padréo iria variar do mesmo modo que a amostra.

Uma vez que € o parametro “%Ungated” que nos fornece informacédo acerca da

eficiéncia do IP e a da sua variacdo com a concentracao, este foi avaliado estatisticamente.
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Na figura 17 pode ser observado o gréafico de quantis desta variavel. E visivel que a
variacdo de resultados é muito menor na concentracao de 0,25, e que o valor de “%Ungated”

vai diminuindo com a concentragéo, tomando o seu menor valor em 0,125.
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Figura 17 - Grafico de quantis da variavel “%Ungated”.

Recorrendo ao programa RStudio foi avaliada a normalidade da distribuicdo da variavel
através do teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado também o comando ‘ggnorm’ que gera um

grafico de quantis da distribuicdo normal (figura 18).

Normal Q-Q Plot
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Figura 18 — Gréfico de quantis da normal dos dados de “%Ungated”.
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Shapiro-wilk normality test
data: ungated
W = 0.97442, p-value = 0.7753

Apesar dos dados terem passado no teste de normalidade, pois o “p-value” foi maior do
que a = 0,05, pode observar-se no grafico de quantis que ha alguns desvios a normalidade.

Contudo, devido ao numero de amostras estes desvios ndo sao significativos.

Assim, para avaliar se o fator concentragéo teve algum efeito na variavel resposta, foi

aplicado um teste paramétrico ANOVA.

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
concentracao 3 475.7 158.57 3.987 0.0223 *
Residuals 20 795.4 39.77

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1

Como o “p-value” € menor do que a = 0,05, podemos rejeitar a hipétese nula (Ho) e
concluir que as médias da variavel “lixo” (“%oUngated”) séo significativamente diferentes entre
concentragdes.

De seguida foi aplicado o teste de Tukey (hsd test) (figura 19).

Tukey

a0

80 a

ab
70

ab
60 - | b
50

40 -

1 05 025 0,125

Figura 19 — Grafico resultante da anélise de comparacdes multiplas de Tukey dos
valores de concentracdo de iodeto de propidio.
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E visivel que os resultados de diferentes concentracées sio diferentes entre si, sendo
que a concentracao de 0,5 ndo é estatisticamente diferente da de 0,25. Contudo esta Ultima
possui uma menor variancia de resultados.

A aplicacao do teste de Tukey permite afirmar que a utilizacdo de uma diluicdo do IP
melhora a sua eficiéncia uma vez que a percentagem de “lixo” analisado diminui. Contudo é
visivel uma diminuigdo do numero de nucleos avaliado.

Para o estudo da variabilidade citogendmica da ‘Galega Vulgar’ foi escolhida a diluicéo
de 0,25 (12 pg/ml) pois € a concentracao que gera valores com melhor balancgo entre eficiéncia
e eficcia.

44



3.1.2. Avaliacao de diversidade citogendmica de amostras de oliveira ‘Galega

Vulgar’

Os dados resultantes da analise das 57 amostras de ‘Galega Vulgar’ provenientes do

pélo de Elvas do INIAV sdo apresentados no anexo 6.

Os valores de fluorescéncia sdo o resultado da média dos picos delimitados

manualmente com uma ferramenta do programa. Cada pico representa os nucleos de cada

espécie sendo o pico RN1 correspondente & amostra do DNA padréo, o buxo, e o pico RN2

a amostra de ‘Galega Vulgar’ (figura 20).
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Figura 20 - Gréficos resultantes da analise da amostra 1061 de ‘Galega Vulgar’ e de buxo em
citdmetro. Nos eixos das coordenadas estdo o SSC (side scatter), FSC (forward scatter) e o FL1
(fluorescéncia) resultante do laser de 532 nm assim como a contagem de particulas analisadas

(counts) e do tempo decorrido (time).

No quadro 7 sdo apresentados os dados recolhidos da amostra 1061. O conteudo

nuclear da amostra € calculado com base na fluorescéncia do padréo (Buxus sempervirens)

cujo valor de DNA nuclear é conhecido (1,63 pg/2C).
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Quadro 7 — Resultados de citometria de fluxo referentes a amostra 1061.

. Fluorescéncia Fluorescéncia _Conteddo nuclear amostra  Coeficiente  Coeficiente
Amostra Repeticdo ~ de variacdo devariacao
padrdo amostra PY Mbp padrédo (%) amostra (%)

1 127,26 243,57 3,11975 3051,1 3,72 3,28

2 131,55 249,63 3,09310 3025,0 2,35 2,87

1061 3 133,88 253,92 3,09150 3023,5 2,57 2,84

4 134,01 253,67 3,08546 3017,6 3,11 2,77

5 133,85 254,99 3,10522 3036,9 2,28 2,41

6 134,59 255,26 3,09142 3023,4 2,74 1,98

Conteddo nuclear (pg)

Para a andlise estatistica dos resultados todas as repeti¢cdes foram tidas em conta, ndo

sendo utilizado nenhum valor médio. A variavel resposta utilizada foi o conteddo nuclear

(nucleus) em picogramas, de cada amostra de oliveira ‘Galega Vulgar’ (figura 21).

Boxplot

34

viveiro

Figura 21 - Grafico de quantis do conteudo nuclear das 57 amostras de ‘Galega Vulgar’.

Podemos observar que a maioria dos valores de contetdo nuclear se encontra entre

3

e 3,3 pg/2C, sendo o valor minimo de 2,956 pg/2C e o valor maximo de 3,404 pg/2C (‘outlier’).

A média de todas as amostras foi de aproximadamente 3,137 pg/2C e o desvio padrao médio
foi de 0,052.
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Foram calculados os valores médios do conteldo nuclear de cada amostra e

correspondente coeficiente de variacdo e desvio padrao (quadro 8).

Quadro 8 — Valores médios do contetddo nuclear e do coeficiente de variagao das

amostras.

Conteudo nuclear médio por Coeficiente de

Amostra amostra Desvio padrdo variagdo médio

pg Mbp por amostra (%)
0000 3,18 3107,89 0,007 3,41
0011 3,19 3118,49 0,034 3,37
0021 3,13 3063,58 0,016 1,53
0051 3,17 3098,60 0,026 4,15
0431 3,11 3046,30 0,041 3,56
0433 3,15 3076,80 0,026 3,79
0442 3,16 3088,98 0,030 3,11
0462 3,17 3101,68 0,043 3,61
0473 3,14 3066,30 0,074 2,93
0501 3,19 3120,73 0,042 4,65
0502 3,09 3025,60 0,040 4,45
0520 3,14 3068,01 0,017 3,73
1031 3,12 3046,76 0,038 2,35
1053 3,09 3021,02 0,032 2,73
1061 3,10 3029,59 0,013 2,69
1062 3,10 3027,66 0,013 3,76
1071 3,13 3058,57 0,032 2,59
1101 3,14 3072,65 0,015 2,04
1111 3,17 3100,50 0,030 3,89
1124 3,15 3079,54 0,085 3,31
1131 3,14 3075,28 0,019 4,52
1262 3,20 3127,26 0,009 3,24
1322 3,20 3133,85 0,032 2,87
1362 3,15 3085,01 0,019 3,68
1382 3,10 3030,77 0,032 3,50
1391 3,18 3111,29 0,022 3,59
1392 3,10 3033,00 0,033 3,07
1402 3,16 3086,03 0,012 3,76
1411 3,19 3115,46 0,021 3,41
1442 3,10 3033,10 0,056 2,91
1452 3,15 3080,91 0,021 4,12
1461 3,13 3061,99 0,034 3,65
1471 3,16 3094,25 0,033 3,01
1482 3,03 2963,46 0,068 3,35
1492 3,10 3028,65 0,076 3,32
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1501 3,15 3079,08 0,022 2,49

2013 3,09 3018,95 0,021 2,49
2029 3,13 3057,78 0,024 2,98
2051 3,13 3059,30 0,017 3,33
2052 3,09 3023,14 0,018 3,69
2055 3,15 3079,51 0,018 4,03
2062 3,16 3092,19 0,027 2,70
2092 3,21 3141,95 0,028 3,65
2132 3,09 3026,09 0,057 3,64
2133 3,19 3117,97 0,011 3,10
2171 3,19 3118,18 0,017 3,43
2182 3,08 3012,19 0,028 2,57
2191 3,11 3044,25 0,035 3,48
2211 3,12 3049,39 0,014 2,71
2212 3,14 3075,41 0,129 2,70
2221 3,13 3057,34 0,043 3,08
2232 3,04 2977,06 0,012 3,36
2251 3,16 3087,81 0,031 3,84
2252 3,11 3040,78 0,021 2,28
2314 3,14 3069,48 0,023 4,07
2502 3,19 3119,07 0,045 3,66
viveiro 3,13 3057,95 0,016 2,86
Média 3,15 3068,15 0,032 3,29

O valor médio mais alto foi de 3,20 pg/2C e o valor mais baixo foi de 3,03 pg/2C. A
variagdo entre valores médios extremos foi de 5,31%.

O valor minimo de desvio padréo foi de 0,007 e valor maximo de 0,129. O valor médio
do desvio padréo foi de 0,032. Este valor é baixo o suficiente para que possamos considerar
que os resultados obtidos s&o imparciais e representam boas estimativas do contelido nuclear
de cada amostra. O coeficiente de variagdo médio tomou um valor razoavel, sendo que este
deve ser mantido nos 3% para garantir resultados fidedignos (Suda, 2004).

A amostra ‘viveiro’ ndo demonstrou nenhuma diferenga relevante em relagdo as
restantes amostras. Alguma diferenca poderia ser esperada uma vez que este genotipo € o

resultado de varias sele¢cdes com fins comerciais.

Para o tratamento dos dados, em primeiro lugar foi avaliada a sua distribui¢éo e aplicado
o teste de Shapiro-Wilk. O resultado do teste rejeita a hipétese nula de que a distribuicdo dos

dados é normal, uma vez que o “p-value” € muito inferior a 0,05.

Shapiro-wilk normality test

data: nucleus
W = 0.98183, p-value = 0.0002581
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Contudo, pode verificar-se através do grafico de quantis da normal (figura 22) e do

gréfico densidade (figura 23) que os dados parecem seguir uma distribuicdo normal.
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Figura 22 - Grafico quantis da normal referente a variavel conteddo nuclear.
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Figura 23 - Grafico de densidade da varidvel de conteddo nuclear.

Devido ao baixo numero de repeti¢des (6) a distribuicdo dos dados nao foi considerada
como normal no teste de Shapiro-Wilk, contudo pode observar-se que o delineamento &

equilibrado e que os resultados se encontram todos no mesmo espectro, ou seja, num
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intervalo especifico. Com isto, a gravidade da viola¢édo da regra de normalidade, aquando da
aplicacdo da ANOVA, é reduzida.

Para avaliar as relacbes entre as amostras com base no seu conteddo nuclear foi
utilizado o teste paramétrico ANOVA, recorrendo ao programa RStudio, dando os seguintes

resultados:

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Sample.ID 56 0.5190 0.009268 6.383 <2e-16 ***
Residuals 285 0.4138 0.001452

Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ " 1

Uma vez que o “p-value” € bastante inferior ao nivel de significancia de 0,05, a hipétese
nula é rejeitada. Conclui-se assim que as médias das amostras sao significativamente
diferentes.

Em complemento com a analise de variancia foi aplicado o teste hsd que realiza
comparagfes multiplas de Tukey, cujos resultados sdo apresentados no anexo 7 e na figura
24. Este teste agrupou as amostras em 22 grupos diferentes, contudo este agrupamento
estatistico ndo se reflete num agrupamento biol6gico igualmente claro uma vez que a
evolugéo da diferenciacdo das amostras ao longo da sua seriagéo € gradual.

E visivel na figura 24 que ha um grande nimero de amostras que foram avaliadas como
pertencendo a um grupo apenas (abcdefghij). Possuindo letras iguais as amostras nédo sao
consideradas significativamente diferentes. Sao elas as 18 amostras: 0051, 1471, 2062, 0442,
2251, 1402, 1362, 1452, 1124, 2055, 1501, 0433, 2212, 1131, 1101, 2314, 0520 e 0473.

E também de referir um segundo grupo (abcdefghijk) que se destaca devido a
guantidade de amostras que alberga (7): 0021, 1461, 2051, 1071, 2029, ‘viveiro’ e 2221.
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Conteldo nuclear (pg)

A excecdo dos dois grupos referidos, o nimero maximo de amostras por grupo
observado é de 3 e 0 minimo de 1.
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Figura 24 - Grafico de resultados do teste de compara¢des multiplas de Tukey.

Assim, a maior diferenca de tamanho de genoma encontra-se entre os poélos. Para

selecionar as amostras que possuem mais diferencas entre si, e tendo em conta que amostras

com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes, foram escolhidas as
tltimas 10 amostras dos resultados do teste de Tukey para analisar. Os resultados
se no quadro 9.

Quadro 9 — Resultados do teste de Tukey (a = 0.05, n=6).

Teste
.~ Tukey (ANOVA
Posicao ukey ( )

12 2092 a

22 1322 ab

32 1262 abc

42 0501 abcd
52 2502 abcd
62 0011 abcde
72 2171 abcde
82 2133 abcde
92 1411 abcdef
102 1391 abcdefg
112 0000 abcdefgh
122 0462 abcdefghi

primeiras e

encontram-
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132 1111 abcdefghi
142 0051 abcdefghij
152 1471 abcdefghij
162 2062 abcdefghij
172 0442 abcdefghij
182 2251 abcdefghij
192 1402 abcdefghij
202 1362 abcdefghij
212 1452 abcdefghij
222 1124 abcdefghij
232 2055 abcdefghij
242 1501 abcdefghij
252 0433 abcdefghij
262 2212 abcdefghij
272 1131 abcdefghij
282 1101 abcdefghij
292 2314 abcdefghij
302 0520 abcdefghij
312 0473 abcdefghij
322 0021 abcdefghijk
332 1461 abcdefghijk
342 2051 abcdefghijk
352 1071 abcdefghijk
362 2029 abcdefghijk
372 viveiro abcdefghijk
382 2221 abcdefghijk
392 2211 bcdefghijkl
402 1031 bcdefghijkl
412 0431 bcdefghijkl
422 2191 cdefghijkl
432 2252 cdefghijkl
442 1442 defghijkl
452 1392 defghijkl
462 1382 efghijkl
472 1061 fghijkl
482 1492 fghijkl
492 1062 fghijkl
502 2132 ghijkl
512 0502 ghijkl
522 2052 ghijkl
532 1053 hijkl
542 2013 ijkl

552 2182 jkl

562 2232 ki

572 1482 I
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As amostras mais diferentes (primeira e Gltima posicao) foram a amostra 2092 a amostra
1482. As primeiras quatro amostras, 2092, 1322, 1262 e 0501 foram colocadas em grupos
diferentes e a 52 amostra, 2502, foi colocada ho mesmo grupo que a 42, pertencendo assim
ao grupo abcd. As amostras da 62, 72 e 82 posicao ficaram todas no mesmo grupo abcde. Por
outro lado, a 92 e 10 amostra foram separadas em grupos diferentes.

As Ultimas seis amostras foram todas separadas em grupos diferentes, sendo que a 512
e a 502 (72 e 82 a contar do fim) foram colocadas no mesmo grupo que a 512 (62 a contar do
fim). As amostras em 48° e 49° lugar foram agrupadas no grupo fghijkl.

Quando existem muitas amostras, e neste caso sendo todas da mesma variedade, a
variabilidade existente tende a ser continua. A 22 amostra tem algo em comum com a 12, e a
32 com a 22 e assim sucessivamente, de maneira que as amostras estao todas interligadas.
Apesar de parecer que nao existe variabilidade porque todas as amostras tém uma relacdo
de similaridade entre si, esta existe e toma o seu valor maximo entre a 12 e a Gltima amostra.

Concluindo, consoante os resultados do teste aplicado pode afirmar-se que ha
variabilidade genética na populacdo analisada e que o pico dessa variabilidade esta entre a
amostra 2092 e a 1482, sendo a 2092 significativamente diferente de todas as que aparecem
elencadas a partir da posi¢édo 392, inclusive.

Numa maior abrangéncia, podemos dividir as amostras em dois grupos diferentes.
Como a maior variabilidade se encontra entre as amostras dos polos, podem ser selecionadas
as cinco primeiras e as cinco ultimas amostras do resultado do teste de Tukey.

Assim, um primeiro grupo seria constituido pelas amostras 2092, 1322, 1262, 0501 e
2502 e um segundo grupo pelas amostras 1482, 2232, 2182, 2013 e 1053.

Contudo, diferencas entre o conteudo nuclear das células ndo é uma condicdo
obrigatdria de variabilidade genética e vice-versa, ou até de variabilidade fenotipica. Apesar
de menos provavel, também é possivel encontrar diferencas genéticas relevantes entre
amostras cujos valores de contetdo nuclear sejam similares.

As diferencas entre amostras identificadas por avaliacdo dos conteddos nucleares nao
significam obrigatoriedade de variabilidade genética e a relacdo entre estas ndo corresponde
necessariamente a uma filogenia exata. Por estes motivos, os dois grupos de amostras mais

distintas foram analisados recorrendo a marcadores moleculares.

3.1.2.1. Relagao com outros resultados ja obtidos em oliveira

Os valores obtidos por Loureiro (2007) em relacdo a diferentes cultivares de oliveira
(‘Redondal’, ‘Santulhana’, ‘Negrinha’, ‘Madural’, ‘Verdeal‘ e ‘Cobrangosa’) variaram entre 2.90

+ 0.020 pg/2C e 3.07 + 0.018 pg/2C. A variagdo maxima entre as médias de cada cultivar foi
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de 3,3%. O desvio padrédo de 0,023 e a variagcdo maxima entre amostras, ambos inferiores
aos valores obtidos no presente trabalho, demonstram bem a diferenca de amplitudes de
resultados entre os estudos.

Os dados de Loureiro (2007), apesar de serem baseados em mais cultivares, em
comparacdo com o presente estudo, possuem valores menos variaveis, indicando menor
variabilidade citogendmica e, possivelmente, genética. Contudo é de notar a diferenca do
numero de gendtipos analisado, sendo que Loureiro utilizou apena trés genotipos por cultivar
e realizou apenas duas repeticdes por amostra.

Esta discrepancia entre o nimero de amostras utilizadas pode explicar a grande
diferenca entre o desvio padrao e uma possivel diferenca de variabilidade genética.

Besnard et al. (2008) calcularam o tamanho do contetddo nuclear de dois individuos de
duas variedades espanholas diferentes: ‘Arbequina’ e ‘Macanilha’. O valor médio obtido foi de
3,25 pg/2C. Brito et al. (2008) mediram o tamanho do genoma de duas cultivares
desconhecidas provenientes de Aveiro, resultando num valor médio de 3.10 + 0.028 pg/2C.

Assim podemos concluir que os valores obtidos foram semelhantes aos de Loureiro
(2007), Besnard et al. (2008) e Brito et al. (2008) ndo havendo grandes disparidades.

A intravariabilidade da cultivar ‘Galega Vulgar’ nunca foi estudada por meio de citometria
de fluxo, ndo havendo dados comparativos.

Contudo, intravariabilidade ja foi descrita através da citometria de fluxo em varias
espécies de Lathyrus, apresentando uma intra-variancia de 10,1% a 28%, dependendo da
espécie (Nandini et al., 1997). A intravariabilidade do milho (Zea mays) também ja foi provada
através da citometria de fluxo (Rayburn et al., 1989 cit in Dolezel and Bartos, 2005).

Esta variabilidade, apesar de ser a um nivel menos especifico, pois da-se dentro de
espécies e ndo de cultivares, pode ser considerada como um ponto de partida para quantificar
a intravariabilidade em plantas. O facto de uma variancia de 10,1% poder representar
variabilidade ao nivel da espécie, o valor de 5,31% obtido para a cultivar ‘Galega Vulgar’ pode

igualmente representar o mesmo nivel de intravariabilidade.
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3.2. Marcadores Moleculares
3.2.1. Problemas de amplificagcdo preliminares

De modo a quantificar a viabilidade de amplificacdo do DNA, cada amostra foi testada
com o “primer” 18S. Aquando da aplicacdo dos “primers” RAPD e ISSR, as quantidades
acertadas ndo geravam produtos de PCR, n&o havendo bandas. Ao longo do teste, solugbes
cujo “primer” 18S funcionara eram utilizadas como controlo em testes seguintes, mas nao
voltavam a gerar bandas. O facto deste “primer” gerar resultados inconsistentes levou ao
abandono da sua utilizagao no presente trabalho.

A instabilidade e impureza do DNA resultou em constantes incongruéncias nos produtos
de PCR. Isto levou obrigatoriamente a realizagdo de uma segunda purificacdo, havendo
essencialmente necessidade de nova degradacdo de RNA que foi visivel em muitas das

amostras em géis de quantificacéo (figura 25).

Figura 25 — Observacéo de gel de agarose em transiluminador de luz ultravioleta de
guantificagdo do DNA gendmico relativo as amostras 1 a 17 (correspondéncias com o
numero de amostra no anexo 2) recorrendo a dois marcadores (M= Lambda
DNA/EcoRI+Hindlll; M’= Ladder II).

3.2.2. Aplicagao “primers” RAPD/ISSR

Devido a problemas logisticos, nao foi possivel aplicar os “primers” escolhidos aos 55
genotipos existentes. Deste modo foram selecionadas as amostras mais diferentes segundo
os resultados de citometria de fluxo: as primeiras e ultimas cinco do teste de Tukey.

Uma vez que a amostra 2502 ndo foi colhida, esta foi substituida pela amostra na
posi¢do seguinte (62) na lista de resultados (0011). Assim as amostras a que foram aplicados
os “primers” foram 2092, 1322, 1262, 0501, 0011, 1053, 2013, 2182, 2232 e 1482.
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A cada uma das 10 amostras selecionadas foram aplicados cinco “primers” ISSR e cinco
“primers” RAPD. Os “primers” RAPD utilizados foram OPC-04, OPC-07, OPC-08, OPC-10 e
OPC-13 e 0s ISSR foram 9MS, (GAC)s, (GTG)s, (GACA)s e (GTGC)a.

Dos “primers” aplicados foram o0 9MS e o (GTG)s que apresentaram bandas menos
nitidas havendo claramente um arrastamento. O 9MS é um “primer” pouco especifico uma
vez que tem nucledtidos degenerados em varias posi¢oes, esta podera ser a razéo pela qual

a sua aplicacdo néo gera resultados definidos (figura 26).

Figura 26 - Observacao de gel de agarose sobre transiluminador de luz
ultravioleta de resultados da aplicagao do “primer” 9MS nas amostras 2092, 1322, 1262,
0501, 0011, 1053, 2013, 2182, 2232 e 1482.

Por outro lado, quanto ao (GTG)s, a temperatura de “annealing” (emparelhamento)
utilizada (50°C) difere da calculada (63°C) o que pode piorar os resultados. Todos os restantes

“primers” geraram bandas nitidas sem arrastamento (Figura 27).
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Figura 27 - Observacéo de gel de agarose sobre transiluminador de luz
ultravioleta de resultados da aplicag¢ao do “primer” OPC-08 nas amostras 2092, 1322,
1262, 0501, 0011, 1053, 2013, 2182, 2232 e 1482.
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3.2.2.1. Poder discriminativo RAPD/ISSR

Para determinar qual o tipo de “primers” com maior poder discriminativo foi realizado um
quadro onde sdo apresentadas as bandas totais, a monomorficas (que estdo presentes em
todas as amostras), as polimérficas (presentes em algumas amostras e ausentes noutras) e
as Unicas que aparecem exclusivamente numa amostra. Foi também calculada a
percentagem de polimorfismo, ou seja, a percentagem de bandas polimérficas em relacédo ao

namero total de bandas (quadro 10).

Quadro 10 — Bandas resultantes da aplicagao de “primers” RAPD e ISSR nas 10
amostras selecionadas.

Primers Bandas > Total . % .
Monomorficas  Polimérficas Unicas Polimorfismo
OPC-04 13 1 1 15 13,33
OPC-07 6 9 2 17 64,70
RAPD OPC-08 5 7 0 12 58,33
OPC-10 3 11 6 20 85
OPC-13 3 11 1 15 80
Total 30 39 10 79 62,03
9MS 4 6 2 12 66,67
(GAC)s 4 10 0 14 71,43
ISSR (GTG)s 5 7 0 12 58,33
(GACA)4 3 9 2 14 78,57
(GTGQC)4 11 0 0 11 -
Total 27 32 4 63 57,14

Dentro dos RAPD foi o “primer” OPC-10 que gerou mais bandas Unicas sendo o que
permite discriminar mais amostras. Contrariamente discriminante foi o “primer” OPC-08 que
nao gerou bandas Unicas. O OPC-04 e o OPC-13 geraram ambos apenas uma banda Unica,
e 0 OPC-07 gerou duas bandas Unicas.

Em relag&o as bandas monomorficas foi 0 OPC-04 que gerou um maior nimero destas
bandas (13) e os “primers” OPC-10 e OPC-13 resultaram em apenas 3 bandas cada um. O
OPC-07 gerou 6 bandas e o OPC-08, 5 bandas monomorficas.

As bandas polimérficas foram altamente produzidas especialmente pelos “primers”
OPC-10, OPC-13 e OPC-07, a excecao do caso do OPC-04 que gerou apenas uma banda.
O OPC-8 gerou um valor intermédio de 7 bandas polimérficas.

Quanto ao numero total de bandas por “primer” o OPC-10 foi 0 que gerou mais bandas
no total (20) e o OPC-08 foi 0 que gerou o menor nimero de bandas (12).

A percentagem de polimorfismo foi mais alta em OPC-10 (85%) e mais baixa em OPC-
04 (13,33%).
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Nos ISSR apenas dois “primers” geraram bandas Unicas, 0 9MS e o (GACA)4, sendo
gue de cada um resultaram duas bandas.

Nas bandas monomérficas o “primer” (GTGC)s gerou um total de 11 bandas
monomorficas que perfazem o total de bandas produzidas por este “primer” levando-o a ser
considerado como o “primer” menos discriminativo de todos os que foram utilizados. Dos
“primers” (GACA)4, (GAC)s e (GTG)s resultaram 3, 4 e 5 bandas respetivamente. O 9MS gerou
também 4 bandas monomorficas.

As bandas polimérficas atingiram o seu valor maximo no “primer” (GAC)s que produziu
10 bandas. O 9MS, o (GTG)s e o (GACA)s geraram, respetivamente, 6, 7 e 9 bandas
polimorficas. Como foi referido anteriormente a amostra (GTGC)4 ndo gerou nenhuma banda
polimérfica, apenas bandas monomorficas.

Em relacdo ao numero total de bandas produzidas pelos ISSR os “primers” que mais
bandas geraram foram o (GAC)s e 0 (GACA). com 14 bandas, e o (GTGC)4 foi o que gerou
menos bandas com um total de 11 bandas.

O nivel de polimorfismo tomou o seu valor maximo no “primer” (GAC)s e foi nulo no caso
do (GTGC)a.

Os RAPD geraram 79 bandas no total sendo que ultrapassam o nimero de 63 bandas
produzidas pelos ISSR. O nivel de polimorfismo foi de 62,03% para os RAPD e 57,14% para
os ISSR. Apesar da percentagem de polimorfismo ser semelhante para ambos os tipos de
“primers”, foram os RAPD que geraram mais bandas Unicas (10), mostrando um maior poder
discriminativo em relagdo aos ISSR.

Gracas a presenca de bandas uUnicas é possivel discriminar amostras recorrendo a
apenas um “primer”. O “primer” OPC-10 permitiu discriminar as amostras 1053, 2013 e 2232.
A amostra 2013 foi também discriminada pelo “primer” OPC-04, e a amostra 1262 pelos
primers OPC-07 e OPC-13. O OPC-07 permitiu também distinguir a amostra 1322 das
restantes. Os “primers” 9MS e (GACA), diferenciam a amostra 1482 das outras.

A auséncia exclusiva de certas bandas numa amostra permite também a sua distin¢ao.

Esta situacdo acontece com o OPC-13 que permite identificar a amostra 1322 através
de auséncia exclusiva de duas bandas (800 e 700 bp) e com o0 9MS onde apenas a amostra
1482 nao possui trés bandas (500, 800 e 900 bp). A amostra 2232 ¢ identificada também pela
falta das bandas de 650 e 750bp com o “primer” (GAC)s. O “primer” (GACA), ndo gera também
3 bandas exclusivamente na amostra 1482 (720, 820 e 880 bp).

Concluindo, as amostras discriminadas pela auséncia ou presenca exclusiva de bandas
sdo 1053, 2013, 2232, 1262, 1322 e 1482.
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3.2.2.2. Avaliagao de diversidade genética de amostras de oliveira ‘Galega
Vulgar’

ApoOs realizada a eletroforese de todos os produtos de PCR, as bandas resultantes
foram registadas em sistema de matriz binaria e transformadas num dendrograma (figura 28).

Foi também extraida a matriz de similaridade (quadro 11). A matriz de que resulta o
dendrograma esta no anexo 8.

Dendrograma
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Figura 28 - Dendrograma resultante da analise das amostras por aplicagido de “primers” ISSR e
RAPD.

O dendrograma agrupou as amostras 0011 e 1053 que demonstraram diferengas
significativas no teste de Tukey (capitulo 3.1.2). O mesmo aconteceu para as amostras 0501
e 2232 que mantinham uma distancia de 52 posicdes na lista. Por outro lado, o agrupamento
das amostras 1262, 2092 e 1322 corresponde as suas relacbes resultantes da analise
citogenOmica assim como as amostras 2013 e 1482 que apesar de terem duas posicdes de
diferencga na lista pertencem ao mesmo lado do espectro da diversidade. A amostra 2182 n&o
demonstra ter nenhumas relacdes filogenéticas mais préximas, mas também esta associada
a amostras de um agrupamento diferente (1262, 2092 e 1322).

60



Quadro 11 — Matriz de similaridade resultante da aplicacédo de “primers” ISSR e RAPD.

Amostra 2092 1322 1262 0501 0011 1053 2013 2182 2232
1322 0.8920863
1262 0.8633094
0501 0.7697842 0.7194245 0.7985612
0011 0.8633094 0.8201439 0.7625899

1053 0.8057554 0.8129496 0.8201439 0.8345324 0.8417266

2013 0.7913669 0.6978417 0.7482014 0.7769784 0.7697842 0.7841727

2182 0.8057554 0.8273381 0.7697842 0.8201439 0.8057554 0.7913669

2232 0.7266187 0.6762590 0.7122302 0.8129496 0.7050360 0.7482014 0.7482014 0.7122302

1482 0.7338129 0.6690647 0.6762590 0.6762590 0.6978417 0.6546763 0.7841727 0.7194245 0.7050360

No dendrograma as amostras mais filogeneticamente afastadas séo a 1482 e a 1053,
possuindo o valor mais baixo na matriz de similaridade (~ 0,654). Estas duas amostras
pertenciam ao mesmo grupo do teste de Tukey (572 e 532 respetivamente), o que significa
que as amostras foram consideradas como semelhantes com base em resultados
citogenomicos. Essa constatacao foi contraposta com dados genéticos e demonstrou que falta
de variabilidade citogenémica néo implica auséncia de variabilidade genética.

Das amostras menos semelhantes destaca-se ainda as amostras 1482 e 1322 (57° e 2°
lugar) com um indice de similaridade de aproximadamente 0,669 e as amostras 1482 (57°
lugar) e 1262/0501 (3°/4° lugar) e 1322 (22 posicao) e 2232 (92 posicéo) (~ 0,676). Todas estas
amostras por outro lado pertenciam a grupos distintos, sendo a variabilidade citogendmica
traduzida em variabilidade genética.

As amostras que demonstram ter o maior nivel de similaridade sdo a 2092 e a 1322 que
estdo em posi¢cles seguidas no teste de Tukey (12 e 22 lugar respetivamente). Ligeiramente
menos similares sdo as amostras 2092 e 1262/2182 e 0011 e 1322, com indice de similaridade
de aproximadamente 0,884.

Com isto conclui-se que algumas relacdes filogenéticas foram confirmadas pelos
resultados citogendmicos, nomeadamente a proximidade das amostras 1262, 2092 e 1322 e
a diferenca entre as amostras 1482 e 1322. Contudo as amostras que demonstraram ser mais
filogeneticamente distantes ndo possuiam diferencas significativas a nivel citogendémicos.

Pode afirmar-se que a variabilidade genética toma o0 seu auge entre as amostras 1482
e 1053.
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3.2.2.3. Reprodutibilidade dos resultados

Para confirmar a reprodutibilidade das bandas, e resultados obtidos, a aplicacdo dos
“primers” deve ser repetida pelo menos trés vezes. Devido a problemas logisticos tal ndo foi
possivel, recorrendo-se apenas a uma repeticéo.

Contudo, devido a instabilidade do DNA extraido os resultados nesta repeticdo foram
mais fracos, havendo uma diminuicdo da intensidade geral das bandas. Tal facto levou a uma
incorreta, mas inevitavel, depreciacdo de bandas que eram visiveis na 12 repeti¢cdo, gerando
uma diminuicdo de informacgédo recolhida. Com isto o poder discriminante dos “primers” foi
também altamente reduzido. Contudo, a auséncia de bandas pode significar que estas ndo
sdo simplesmente reprodutiveis.

Para determinar se as diferencas mais fortes foram conservadas entre repeti¢cdes foi
feita uma nova analise de resultados onde foram consideradas apenas as bandas de maior
intensidade em ambos os géis. Dessa avaliacdo surge o segundo dendrograma (figura 29)
cuja matriz esta no anexo 9.
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Figura 29 - Dendrograma resultante do cruzamento das matrizes das duas repeti¢cdes de
aplicagao de “primers” ISSR e RAPD.

Em comparacdo com o dendrograma feito com base na 1# amplificacdo, pode observar-
se que houve alguma alteracdo nas relacdes filogenéticas entre amostras. Estas sdo agora
divididas em trés grupos sendo que a amostra 1482 se encontra isolada das restantes. No 1°
dendrograma a amostra 1482 encontrava-se agrupada com a 2013, sendo que na repeticao
foi transferida para o grupo mais abrangente, cujas relacdes se mantém préximas como na

analise anterior.
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As amostras 2232, 2182, 2013, 0501, 1262, 2092 e 1322 ndo demonstram ter diferencas
entre si, mas diferenciam-se das amostras 0011 e 1053 que foram agrupadas a parte. Em
ambas as andlises verificou-se a juncdo das amostras 0011 e 1053 num s ramo, e as
amostras mais distantes mantiveram-se, sendo a 1482 e a 1053.

O grupo com mais amostras é composto maioritariamente por amostras que se
encontravam em posi¢cdes adjacentes no teste de Tukey, nomeadamente em 1° (2092), 2°
(1322), 3° (1262) e 4° lugar (0501). As restantes amostras pertencem as Ultimas posicdes do
teste 562 (2232), 552 (2182) e 542 (2013).

Ao juntar amostras supostamente “diferentes” & luz da citometria de fluxo, mais uma vez
€ demonstrado que as diferencas entre tamanhos do genoma ndo se traduzem,
obrigatoriamente, em diferencas genéticas. O mesmo se aplica as duas amostras
classificadas como filogeneticamente mais distantes que s&o separadas apenas por quatro
posicdes na analise de Tukey.
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3.2.2.4. Relacdo com outros resultados ja obtidos em oliveira

Gemas et al. (2004) avaliaram a intravariabilidade da ‘Galega Vulgar com os RAPD
OPC-07, OPC-10 e OPC-13 e com os mesmos ISSR aplicados neste trabalho, onde foi
possivel a total discriminagdo das 77 amostras recolhidas de diferentes regifes agro-
ecoldgicas. A aplicagao dos “primers” gerou 93 bandas polimérficas. Gemas et al. (2004)
determinaram ainda que todas as amostras de ‘Galega Vulgar’ representavam genoétipos
diferentes.

Apesar das amostras do presente trabalho n&o terem sido analisadas na totalidade
através de marcadores moleculares, pode dizer-se que as 10 amostras analisadas
demonstraram também diferencas a nivel de genotipo, e que ndo séo iguais. A percentagem
de polimorfismo foi de 62,03% para os RAPD e de 57,14% para os ISSR, gerando 71 bandas
polimorficas, contudo a selec¢éo destas néo foi tdo rigorosa como no trabalho de Gemas et al.
(2004). Para determinar se esta diversidade se mantera ao longo do banco de germoplasma,
€ preciso dar continuidade a aplicacao de ‘primers’ e realizar mais repeticdes para confirmar
os dados recolhidos.

Gemas et al. (2000) analisaram 27 amostras de ‘Galega Vulgar com os RAPD OPC-04,
OPC-07, OPC-08, OPC-09, OPC-10, OPC-13, OPC-15 e OPC-16 que gerou um nivel de
polimorfismo de 32%. Todas as amostras foram agrupadas com um indice de similaridade de
81,1 + 2,9%, contudo o método de agrupamento (UPGMA) foi diferente do utilizado neste
trabalho. No entanto pode afirmar-se que 0s resultados obtidos no presente trabalho indicam
uma maior diversidade no grupo de amostras analisadas pois o indice de similaridade mais
baixo foi de = 0,65.

Figueiredo et al. (2013) aplicaram 20 “primers” RAPD, do OPC-01 ao OPC-20 a 75
amostras de ‘Galega Vulgar’ representantes de diversas zonas do pais, gerando 48 bandas
polimérficas (32% polimorfismo). Mais uma vez o nivel de polimorfismo é inferior ao obtido
neste trabalho, sendo de 57,14% apenas para os ISSR. Figueiredo et al. (2013) realizaram o
agrupamento das amostras recorrendo ao UPGMA e ao coeficiente de DICE, contudo o indice
de similaridade mais baixo foi de 0,9. Em contraste com o indice mais baixo obtido (0,669)
neste trabalho, pode afirmar-se que os resultados demonstraram uma maior diversidade

genética do que a que Figueiredo et al. (2013) obtiveram.
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4.Conclusoes

Os resultados obtidos através da citometria de fluxo das 56 amostras de ‘Galega Vulgar’
analisados encontram-se dentro da gama dos valores alcancados por outros autores. O
conteudo nuclear médio por amostra tomou valores entre 3,03 pg/2C e 3,20 pg/2C.

Segundo os resultados da citometria de fluxo pode afirmar-se que ha variabilidade intra-
varietal, sendo as amostras divididas em 22 grupos distintos. No entanto, a variabilidade
resultante da andlise de todos os individuos demonstrou ter um caracter continuo, resultando
num nivel de semelhanca gradual entre as amostras. Deste modo, a variabilidade toma o seu
valor maximo entre os individuos dos extremos da lista de amostras do teste de Tukey. Pode
concluir-se que as amostras mais diferentes, de um ponto de vista citogenémico, sao a 1482
e 2092.

Avaliando os “primers” utilizados para a obtencédo de marcadores moleculares em 10
gendtipos de ‘Galega Vulgar’, tanto os ISSR como os RAPD tiveram uma percentagem de
polimorfismo semelhante, de 57,14% e 62,03% respetivamente. Contudo os “primers” RAPD
geraram um maximo de seis bandas Unicas por “primer”’, enquanto que os ISSR geraram
apenas duas. Em comparagdo com outros trabalhos de avaliagdo intra-varietal da ‘Galega
Vulgar’ verificou-se uma maior percentagem de polimorfismo. Contudo este facto pode dever-
se aos diferentes critérios utilizados na contagem de bandas e na falta de repeti¢des.

Das 10 amostras avaliadas na analise de marcadores moleculares, seis foram
distinguidas, através da auséncia ou presenga exclusiva de bandas, sendo que foram os
RAPD que permitiram distinguir mais amostras. O “primer” OPC-10 permitiu diferenciar as
amostras 1053, 2013 e 2232 das restantes, sendo o “primer’ mais discriminante. Também o
OPC-04, 0 OPC-07, OPC-13, 0 9MS, 0 (GAC)s e 0 (GACA), contribuiram para a distingédo de
amostras. As amostras discriminadas pela auséncia ou presenca exclusiva de bandas foram
a 1053, 2013, 2232, 1262, 1322 e 1482.

Da avaliagcdo por marcadores moleculares conclui-se que as amostras mais
filogeneticamente distantes sdo a 1482 e a 1053, correspondendo ao indice de similaridade
mais baixo de =~ 0,65. Igualmente filogeneticamente distantes da amostra 1482 estdo as
amostras 1322, 1262 e 0501. Quando comparado com outros trabalhos, o dendrograma
criado, apesar de utilizar um método de agrupamento diferente, demonstrou relacbes
filogenéticas mais afastadas entre as amostras, indicando uma maior diversidade genética.

O dendrograma gerou o agrupamento de amostras consideradas diferentes pela
citometria de fluxo e separou também filogeneticamente amostras consideradas semelhantes.
Isto aconteceu nas amostras mais diferentes segundo o diagrama, que se encontravam no
mesmo extremo do teste de Tukey. Tal facto demonstra que as diferencas em tamanho do

conteddo nuclear ndo sao imperiosamente traduzidas em diferencas genéticas e vice-versa.
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Devido a este fator trabalhos futuros deverdao continuar a avaliagdo por marcadores
moleculares dos restantes 46 genoétipos, no ambito da descoberta de novas amplitudes da
variabilidade genética deste banco de germoplasma e garantir a avaliagdo completa da
diversidade de todos os individuos.

Tendo em conta que o presente trabalho € de caracter preliminar e que visa suportar a
escolha de gendtipos de ‘Galega’ para futuros programas de melhoramento, os dados obtidos
sugerem que o0s genotipos 1482, 1053, 1322 e 0501 sdo bons candidatos para espelhar a
diversidade citogendémica e genética do lote analisado. Desta forma pode considerar-se que
cada par destas amostras representa variabilidade genética (1482 e 1053; 1322 e 0501), por
apresentar relacdes filogenéticas mais afastadas no dendrograma, ou citogenémica (1482 e
1322;1053 e 0501) por se apresentarem em polos opostos do teste de Tukey.
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Anexo 1 — Mapa da parcela de recolha de amostras no p6lo de Elvas do INIAV.

Monte Velho

Mapa da Folha de Clones

Versdo 20/07/2017
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14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 | 30 | 31 32 33| 34| 35 36 37 | 38 | 39 40
Cob 1110253(0254(0000{0000(1461(1461|1051|1051|0092|0092|2651|2651|1471|1471|2452|2452|0061|0061
Cob 1111031(1031(2432(2432(1202(1202(2023|2023|1543|1543|1083|1083|1121]|1121|0741|0741(1182(1182[1191(1191 (1221|1221
Cob 1 (1024]1024(1111|1111|1161|1161|1153|1153]|0724(0724|1203(1203]|1073[1093]|0183(0032
Glg v |1053(1391(1402(2171(2314[1262|1322|10622211|0520| 520 |2232]|2232]|0051|0051|2502(2502(0501 (0501 (1061|1061 |1053|1053 1101-1131 1131{0011{0011|0502{0502[0021|00211362|1362|0000/0000|CI Pt|CI Pt|ClI Pt
Glg IvV[2092[2092|2092 (2252|2252 | 2055|0442 1461(2052(2052|0520(1452|1452(1452(2171|2171]|2171(2212|2212|2212]|0462|0462]|0462]1411|1411|1411]12051|2051/2051|0433|0433{0433{1031(1031(1031{1071(1071(1071
Glg m|1392]1392(1392|2191(2191|2191(1382|1382|1382(1111(1111[1111]|0473[0473]|0473(0431|0431|0431]2251(2251|2251(21322132(2132|1492|1492(1492|1482|1482]|1482(2182]|2013[1124|1124|2029|2133(1471|1501
Glg Il |2062(2062(2062(1462(1462|1462 56 ensh
Glg 1 [2221]22212221 Cl Pt= Clone Manuel Patanita VD= Vala de drenagem _ _ 27-0520 ou 1472




Anexo 2 — Lista de amostras recolhidas.

Amostra Citometria de Fluxo Marcadores Moleculares
viveiro v n/a
1 0000 v v
2 0011 v v
3 0021 v v
4 0051 v v
5 0431 v v
6 0433 v v
7 0442 v v
8 0462 v v
9 0473 v v
10 0501 v v
11 0502 v v
12 0520 v v
13 1031 v v
14 1053 v" (duplicado*) v" (duplicado*)
15 1061 v v
16 1062 v v
17 1071 v v
18 1101 v v
19 1111 v v
20 1124 4 4
21 1131 v v
22 1262 v v
23 1322 v v
24 1362 v v
25 1382 v v
26 1391 v v
27 1392 v 4
28 1402 v 4
29 1411 v v
30 1452 4 4
31 1461 v v
32 1462 (sem amostra) v
33 1471 v v
34 1482 v v
35 1492 4 4
36 1501 4 v
37 2013 v v
38 2029 4 v

(Continua na péagina seguinte)
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39 2051 v v
40 2052 v v" (duplicado)
41 2055 v v
42 2062 v v
43 2092 v v
44 2132 v v
45 2133 v 4
46 2171 v" (duplicado*) v" (duplicado*)
47 2182 v v
48 2191 v 4
49 2211 v v
50 2212 v (2213%*%) v
51 2221 v v
55 2232 v v\ (2322%*%)
52 2251 4 4
53 2252 4 4
54 2314 4 4
2502 v" (duplicado**)
Total: 57 genétipos 59 amostras 58 amostras/ 55 genétipos

* - gendtipos duplicados no campo em sitios diferentes, recolha duplicada acidental em ambos os
métodos (citometria de fluxo/marcadores moleculares).

** . gendtipos duplicados lado a lado, recolha duplicada acidental para a citometria do fluxo.

*** _ nimero escrito erraticamente na amostra recolhida.



Anexo 3 — Quadro de “primers” para distingdo de cultivares de Olea europaea ssp.europaea e
de acessoes de ‘Galega Vulgar’.

“Primer”

Especificidade Tipo Fonte Cultivares

OPC-07 727 Bandas exclusivas RAPD GemasV.J.V., ‘Azeiteira’; ‘Blanqueta’;
OPC-08 1016 em ‘Galega’ Almadanim M.C., ‘Carrasquenha’; ‘Cobrangosa’;
OPC-10 569 (primers OPC-07, Tenreiro R., ‘Cordovil’; ‘Galega’;
623 OPC-10, OPC-13 Martins A. and ‘Maganilha’; 'Madural’;
OPC-13 409 utilizados para Fevereiro P. ‘Negrinha’; ‘Redondil’; ‘Verdeal'.
847  estudar intra- (2004). Genetic
variabilidade da diversity in the
cultivar ‘Galega’) Olive tree (Olea
OPC-16 1423 Exclusiva em europaea L.
OPC-13 603 ‘Madural’ subsp. europaea)
OPC-08 584 Exclusiva em cultivated in
‘Macanilha’ Portugal revealed
OPC-04 1539 Exclusiva em by RAPD and
‘Cobrangosa’ ISSR markers.
OPC-10 2596 Exclusiva em Genetic
‘Blanqueta’ Resources and
OPC-08 261 Ausente Crop Evolution,
OPC-13 475 exclusivamente em 51:501-511.
‘Galega’;
OPC-08 420 Ausente
OPC-16 620 exclusivamente em
‘Blanqueta’;
OPC-07 630 Ausente
OPC-16 1239 exclusivamente em
‘Madural’;
OPC-07 289 Ausente
exclusivamente em
‘Cobrancgosa’;
IMS Utilizados para ISSR
(GAC)s estudar a intra-
(GTG)s variabilidade da
(GTGC)4 cultivar ‘Galega’.
(GACA)4
UDO099-09 Distin¢cdo de todas SSR Belaj A., Cipriani ‘Alfafara’; ‘Alorefia’; ‘Arbequina’;
UDO099-14 as cultivares G., Testolin R., ‘Ascolana Tenera’; ‘Bical’;
UD099-43 (espanholas e Rallo L., and ‘Blanqueta’; ‘Carolea’;
italianas). Trujillo 1. (2004). ‘Castellana’; ‘Cellina’; ‘Changlot
Characterization Real’; ‘Cornicabra’; ‘Coratina’;
and identification ‘Empeltre’; ‘Farga’; ‘Frantoio’;
of the main ‘Gordal Sevillana’; ‘Hojiblanca’;
Spanish and ‘ltrana’; ‘Leccino’; ‘Leccio del
Italian olive Corno’; ‘Lechin de Granada’;
cultivars by ‘Lechin de Sevilla’; ‘Manzanilla
simple-sequence-  Cacerefia’; ‘Manzanilla
repeat markers. Sevillana’; ‘Moraiolo’; ‘Morisca’;
HortScience, 39: ‘Morrut’; ‘Picual’; ‘Picudo’;
1557-1561. ‘Rosciola’; ‘Sevillenca’; ‘Verdial

de Badajoz’; ‘Verdial de
Huevar’; ‘Verdial de Velez-
Malaga’; ‘Villalonga’'.

(Continua na péagina seguinte)
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“Primer”

Especificidade

Tipo

Cultivares

Al
A9
A10
C9
C15

Distingdo de todas as
cultivares, de varias
origens,
maioritariamente de
Franca, Itélia,
Espanha e Grécia
(C9 e C15 permitem
uma maior eficiéncia
na identificacdo, mas
esta é possivel s6
com Al, A9 e Al10).

RAPD

Besnard G.,
Breton C., Baradat
P., Khadari B.,
and Bervillé A.
(2001). Cultivar
identification in
olive based on
RAPD markers.
Journal of the
American Society
for Horticultural
Science, 126:
668-675.

‘Aglandau’; ‘Amellau’; ‘Amygdalolia’;
‘Arbequina’; ‘Ascolana Tenera’; ‘Aubenc’;
‘Ayvalik’; ‘Azeradj’; ‘Barnea’; ‘Barouni’;
‘Berdaneil’=‘Poumal’; ‘Biancolilla’;
‘Blanquetier d’Antibes’; ‘Blanquetier de
Nice’; ‘Bouteillan’; ‘Cailletier’; ‘Capanacce’;
‘Carolia’; ‘Cassanese’; ‘Cayet Rouge’;
‘Cayon’; ‘Celounen’; ‘Chemlal’; ‘Chemlal
Mechtrass’;Chemlali’; ‘Chetoui’; ‘Colombale’;
‘Corniale’; ‘Cornicabra’; ‘Coucourelle’;
‘Courbeil’; ‘Curnet’; ‘Dolce Agogia’; ‘Domat’;
‘Dorée’; ‘Empeltre’; ‘Filayre Rouge’;
‘Frantoio’=‘Cellina’='Ghjermana’;
‘Gaidourolia’; ‘Galega’; ‘Giarraffa’; ‘Grapié’;
‘Grossane’; ‘Kaissy’; ‘Kalamata’; ‘Koroneiki’;
‘Leccino’; ‘Lechin de Sevilla’; ‘Leucocarpa’;
‘Lucques’; ‘Malaussena’; ‘Manzanilla’;
‘Merhavia’=‘Belgentier’; ‘Meski’;
‘Moraiolo’="Cayet Bleu’="Ghjermana’="Aliva
Nera’; ‘Moresca’; ‘Nabali Mohassen’;
‘Négrette’; ‘Nocellara del Belice’; ‘Nocellara
Etnea’; ‘Noirette’; ‘Oblica’; ‘Ogliarola
Messinese’; ‘Oliviere; ‘Passalunara’;
‘Pendolino’; ‘Picholine’; ‘Picholine de
Rochefort’; ‘Picholine
Marocaine’='Sigoise’="Shimlali’'="Canivano
Blanco’; ‘Picual’; ‘Pigale’; ‘Poulo’;
‘Rascasset’; ‘Redouneil’; ‘Reymet’ ‘Rougette
de Pignan’; ‘Rousset’="Verdale de I'Hérault’;
‘Sabina’=‘Aliva Bianca’='Biancaghia’;
‘Sabina’; ‘Salonenque’; ‘San Felice’;
‘Santagatese’="Nabali Baladi Baka'='Souri
Cadouri’; ‘Sauzin’;'Sevillenca’; ‘Sofralik’;
‘Souri’="Nabali’; ‘Souri Mansi’;
‘Taksrit’='Limli’; “Tanche’; ‘Toffahi’; “Tonda
Iblea’; ‘Uslu’; ‘Vallanolia’; ‘Verdanel’;
‘Verdelé’; ‘Vermillau’; ‘Villalonga’; ‘Zaituna’;
‘Zaity’; ‘Zarazi’; ‘Zinzala'. (‘=" significa que
ndo houve distin¢do entre variedades
com os RAPDs utilizados)

(Continua na pagina seguinte)
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“Primer”

Especificidade

Cultivares

(maioritariamente
gregas, italianas e
espanholas).

P. J., Kaltsikes, P.
J., and Metzidakis,
I. (2005).
Identification of
Olea europaea L.
cultivars using inter-
simple sequence
repeat markers.
Scientia
Horticulturae, 105:
45-51.

OPA-01 Distin¢éo de todas RAPD  Martins-Lopes P., ‘Azeiteira’; ‘Blanqueta’; ‘Borrenta’;

OPA-13 as cultivares, 30 Lima-Brito J., ‘Carrasquenha’; ‘Cobrancosa’; ‘Conserva

OPC-08 portuguesas e oito Gomes S., de Elvas’; ‘Cordovil de Castelo Branco’;

OPC-13 estrangeiras (0 Meirinhos J., Santos ‘Cordovil de Elvas’; ‘Cordovil de Serpa’;

OPE-01 artigo refere que L. and Guedes- ‘Cordovil de Tras-os-Montes’; ‘Cornicabra’;
"OPE-02  todas as cultivares Pinto H. (2007). ‘Galega’; ‘Galego de Evora’; ‘Galego
"OPE-16 __ podem ser RAPD and ISSR Grado de Serpa’; ‘Golosinha’; ‘Izmir
“OPO-03 _ Identificadas com molecular markers  Sofralik’; ‘Kalamata’; ‘Leccino’;
TOPO-04  apenassete ISSR e in Olea europaea L.: ‘Leucocarpa’; ‘Maganilha Carrasquenha’;
TOPO-05 12 RAPD, mas néao Genetic variability ‘Maganilha de Elvas’; ‘Maganilha de
OPO-06 indica quais). and_ molecular Tavira’; ‘Madura}l’; ‘Merhayia’; ‘Meski’;
TOPO-07 _cultlv_a_r _ :Mora_‘; ‘,M‘or_ocan_\e’;, ‘I‘\le_grlnr)a‘de _Frelxo’;
OPO10 |dent|f|_cat|0n. Negrlta,; ‘Plchollne;, I‘:’lcual; _Qumta do
OPO12 Genetic Resourqes Porta_do ; Redondal’; ‘Redondil’;
— and Crop Evolution, ‘Tentilheira’; ‘Verde Verdelho’; ‘Verdeal de
_OPO-13 54:117-128. Serpa’; 'Verdeal de Tras-os-Montes’.

OPX-03

OPX-14

OPX-15

OPX-18

OPX-19

UBC-807 ISSR

UBC-809

UBC-810

UBC-811

UBC-817

UBC-823

UBC-825

UBC-826

UBC-834

UBC-841

UBC-846

UBC-849

UBC-850

UBC-855

UBC-856

UBC-880

UBC-889

UBC-818 Distin¢céo de todas ISSR Terzopoulos, P. J., ‘Amphisis’; ‘Amygdalolia’; ‘Baruni’;

UBC-849 as cultivares Kolano, B., Bebeli, ‘Basilikada’; ‘Changlot Real’; ‘Chrysolia’;

‘Dolce agocia’; ‘Ecizano’; ‘Empeltre’;
‘Frantoio’; ‘Grappolo’; ‘Kalokerida’;
‘Karolia’; ‘Kolybada’; ‘Koroneiki’; ‘Kothreiki’;
‘Koutsourelia’; ‘Leccino’; ‘Lechio-del-corno’;
‘Mastoidis’; ‘Nevadillo negro’; ‘Oblonga’;
‘Piangente’; ‘Rachati’; ‘Sevillano’;
‘Sincoise’; ‘Souri’; ‘Strogylolia’; ‘Thiaki’;
‘Throubolia’; ‘Zargariega’.

(Continua na péagina seguinte)
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“Primer” Especificidade Tipo Fonte Cultivares

OPA-01 Distincdo de todas RAPD  Belaj A, Trujillo I, ‘Amphisis’; ‘Amygdalolia’; ‘Baruni’;

OPA-08 as cultivares De la Rosa R., ‘Basilikada’; ‘Changlot Real’; ‘Chrysolia’;

OPX-01 (maioritariamente Rallo L., and ‘Dolce agocia’; ‘Ecizano’; ‘Empeltre’;

OPX-03 espanholas, mas Gimenez M. J. ‘Frantoio’; ‘Grappolo’; ‘Kalokerida’; ‘Karolia’;

também gregas, (2001). ‘Kolybada’; ‘Koroneiki’; ‘Kothreiki’;
italianas, Polymorphism and  ‘Koutsourelia’; ‘Leccino’; ‘Lechio-del-corno’;
portuguesas, discrimination ‘Mastoidis’; ‘Nevadillo negro’; ‘Oblonga’;
turcas, tunisinas e capacity of ‘Piangente’; ‘Rachati’; ‘Sevillano’; ‘Sincoise’;
marroquinas). randomly amplified ‘Souri’; ‘Strogylolia’; ‘Thiaki’; ‘Throubolia’;

polymorphic ‘Zargariega’.

markers in an olive

germplasm bank.

Journal of the

American Society

for Horticultural

Science, 126: 64-

71.

Al Distingdo de todas RAPD Khadari B., Breton ‘Aglandau’; ‘Amygdalolia’; ‘Araban AHP’;

A9 as cultivares C., Moutier N., ‘Araban du Var’; ‘Arbequina’; ‘Ascolana
"Me30Ms  (maioritariamente  “ggr Roger J., Besnard  Tenera’; ‘Argental’; ‘Aubenc’; ‘Avellanet’;
W francesas, mas G., Bervillé A. and  ‘Baguet’; ‘Barnea’; ‘Barouni’; ‘Béchu de

3 também italianas, Dosba F. (2003). I'Ardeche’; ‘Belle d’Espagne’; ‘Berdaneil,
gregas, The use of Poumal’; ‘Bid el Hamam’="Meski’; ‘Bigarude’;
espanholas, molecular markers  ‘Blanc Payzac’; ‘Blanc Vinezac’; ‘Cailletier’;
marroquinas, for germplasm ‘Cayet bleu’; ‘Cayet rouge’; ‘Cayon’;
tunisinas e managementina  ‘Celounen’; ‘Chemlali’; ‘Colombale’; ‘Corniale’;
israelitas). French olive ‘Coucourelle’; ‘Courbeil’; ‘Curnet’; ‘Darame’;

collection. ‘Dent de Verrat’; ‘Dorée Vinezac’; ‘Filayre’;

Theoretical and ‘Gaidourolia’; ‘Galinier’(offspring of ‘Lucques’);

Applied Genetics, ‘Gardisson’; ‘Germaine’; ‘Grapié’; ‘Grappola’;

106: 521-529. ‘Grassois’; ‘Gros Vert’; ‘Grossane’; ‘Koroneiki
Kotreiki’; ‘Lechin de Sevilla’; ‘Linat’;
‘Malaussina’; ‘Manzanilla’; ‘Menara’;
‘Montaurounenque’; ‘Moufla’; ‘Négret Callian’;
‘Négrette des Vans’; ‘Négrette SJB’="Négrette
B’; 'Oblonga’; ‘Oliviere’; ‘Petite Noire’;
Picholine’; ‘Picual’; ‘Pigale’; ‘Poulo’; ‘Poussou’;
‘Rabeyrolle’; ‘Rascasset’; ‘Razzola’;
‘Redouneil’; ‘Reymet’; ‘Rouge’; ‘Rougeon’;
‘Rougette’; ‘Roussette’="Verdale de I'Ht’;
‘Roussette SJG’; “Tanche’ ‘Tripue’; ‘Taulelle’;
‘Valensole’; ‘Verdanel’; ‘Verdelet’; ‘Vilette’;
‘Vermillau’.

IAS-0li06 Distingdo de todas SSR Rallo P., Dorado ‘Alfafara’; ‘Ascolana Tenera’; ‘Arbequina’;

IAS-olill as cultivares, a G. and Martin A. ‘Ayvalik’; ‘Bical‘; Blanqueta‘; ‘Cakir‘; ‘Carolea’;

IAS-0li12 excepcgao de: (2000). ‘Castellana’; ‘Changlot Real’; ‘Chemlali’;

IAS-0li17 ‘Morisa’ e ‘Picudo’; Development of ‘Chetoui’; ‘Coratina‘; ‘Cobrangosa’; ‘Cordovil

IAS-0li22  ‘Castellana’ e simple sequence de Serpa’; ‘Cornicabra‘; ‘Dolce Agogia’;

‘Manzanilla repeats (SSRs) in  ‘Domat’; ‘Empeltre’; ‘Farga’; ‘Frantoio’;
Cacerena’; olive tree (Olea ‘Galega’; ‘Gemlik’; ‘Gerboui’; ‘Gordal
‘Ascolana Tenera’, europaea L.). Sevillana‘; ‘Hojiblanca’; ‘Kaissy’; ‘Kalamon’; *
‘Kalamon’ e Theoretical and ‘Konservolia‘;  ‘Koroneiki‘; ‘Leccino’; ‘Lechin
‘Picholine Applied Genetics, de Granada’; ‘Lechin de Sevilla‘; ‘Manzanilla
Marrocaine’. 101: 984-989. Cacerefa‘; ‘Manzanilla de Sevilla’; ‘Memegik’;

‘Meski‘; ‘Moraiolo ‘; ‘Morisca ‘; ‘Morrut’;
‘Picholine Marrocaine’; ‘Picual’; ‘Picudo;
‘Sevillenca’; ‘Uslu’; ‘Verdial de Huevar'.

(Continua na pagina seguinte)
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“Primer” Especificidade Tipo Fonte Cultivares
UDQ099-001 Distin¢cdo de todas ISSR Cipriani, G., ‘Coratina’; ‘Casaliva’; ‘Favarol’; ‘Fort’;
UDO79-003 as cultivares. Marrazzo, M. ‘Frantoio’; ‘Grignan’; ‘Leccino’; ‘Less’;
UD099-004 T., Marconi, R., ‘Pendolino’; ‘Raza’; ‘Rossanel’; ‘Trep’.
UD099-005 Cimato, A., and
UDO99-006 Testolin, R.

UDO99-007 (2002).
UDO99-008 Microsatellite
UDO99-009 markers
UD0O99-011 isolated in olive
UDO99-012 (Olea europaea
UD099-014 L) are suitable
UDO99-015 for Individual
ingerprinting
Uposs o1 o o
polymorphism
UDO99-020 within ancient
UD0O99-022 cultivars.
UDO99-024 Theoretical and
UDQ099-025 Applied
UDO99-026 Genetics, 104:
UDO99-027 223-228.
UDQ099-028
UDQ099-031
UDQ099-034
UDQ099-035
UDQ099-036
UD099-039
UDQ099-041
UDQ99-042
UDQ099-043
UDQ099-044
OPA-01 Todas as cultivares  RAPD  Cordeiro A.l., ‘Azeiteira’; ‘Bico de Corvo de Serpa’;
OPC-15 distinguidas com Sanchez-Sevilla ‘Blanqueta de Elvas’; ‘Borrenta’ ;
OPK-14 OPR-01, OPK-14 e J.F., Alvarez- ‘Carrasqueia’ ; ‘Cobrancgosa’ ; ‘Conserva
OPR-01 OPA-01. Tinaut M.C. and das Barrancas’ ; ‘Conserva de Elvas’ ; °
OPR-06 Gomez- Cordovil de Castelo Branco’ ; ‘Cordovil de
OPR-07 Jimenez M.C. Elvas’ ; ‘Cordovil de Serpa’ ; ‘Cordovil Tras-
OPS-03 (2008). Genetic  os-Montes' ; ‘Galega’ ; ‘Galego Evora’ ;
OPS-14 diversity ‘Galego Grado Serpa’ ; * Golosinha’ ;
OPX-01 assessment in ‘Macganilha de Tavira’ ; * Madural’ ; ‘Planalto’
OPX-03 Portuggl ; ‘Quinta do Portado’ ; ‘Redondal’ ;
OPZ-19 accessions of ‘Redondil*; ‘Tentilheira’ ; * Verdeal de

Olea europaea
by RAPD
markers.
Biologia
Plantarum, 52:
642-647.

Serpa’ ; ‘Verdeal Tras-os-Montes’ ; ¢
Verdeal Elvas’ ; ‘ Verde Verdelho'.

(Continua na péagina seguinte)
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“Primer”

Al1-225

Al-275

A1-1200

A2-650

A10-1250

Especificidade

Estabelecimento RAPD

de relacdes
entre 102
cultivares da
bacia do
mediterraneo
(uso dos frutos
e origem
geogréfica).

Tipo

Fonte

Besnard, G.,
Baradat, P., and
Bervillé, A.
(2001). Genetic
relationships in
the olive (Olea
europaea L.)
reflect multilocal
selection of
cultivars.
Theoretical and
Applied Genetics,
102: 251-258.

Cultivares

‘Aglandau’; ‘Amellau’; ’Amygdalolia’;
‘Arbequina’; ‘Ascolana Tenera’; ‘Aubenc’;
‘Ayvalik’; ‘Azeradj’ ; ‘Barnea’; ‘Berdaneil’;
‘Biancolilla’; ‘Blanquetier de
Nice’;'Barouni’ ; ‘Bouteillan’; ‘Blanquetier
d’Antibes’; ‘Chemlal "Mechtrass™;
‘Cailletier’ ; ‘Cassanese’; ‘Cayet Rouge’;
‘Cayon’; ‘Capanacce’ ;‘Carolia’;
‘Celounen’; ‘Chemlal’;'Chetoui’ ;
‘Chemlali’; ’Courbeil’; ‘Coucourelle’ ;
‘Colombale’; ‘Corniale’; ‘Cornicabra’;
“Curnet’; ‘Domat’ ; ‘Dorée’ ; ‘Dolce
Agogia’;'Empeltre’; ‘Frantoio’ ; ‘Filayre
Rouge’; ‘Galega’; ‘Gadouralia’;
‘Giarraffa’;'Grapié’; ‘Grossane’; ‘Kaissy’;
‘Kalamata’; ‘Koroneiki’; ‘Leucocarpa’;
‘Leccino’; ‘Lechin de Sevilla’; ‘Lucques’;
‘Manzanilla’; ‘Malaussena’; ‘Meski’;
‘Merhavia’; ‘Moraiolo’; ‘Moresca’; ‘Nabali
"Mohassen”; ‘Négrette’; ‘Noirette’;
‘Nocellara Etnea’; ‘Nocellara del Belice’;
‘Oblica’; ‘Ogliarola Messinese’; ‘Oliviere’;
‘Pendolino’ ; ‘Pigale’ ; ‘Picholine de
Rochefort’; ‘Picholine Marocaine’
;‘Passalunara’; ‘Picual’; ‘Picholine’;
‘Poulo’; ‘Redouneil’; 'Rascasset’ ;
‘Reymet’; ‘Rougette de Pighan’ ;
‘Sauzin’; ‘San Felice’; ‘Sabina’; ‘Sabina’;
‘Santagatese’; ‘Sevillenca’; ‘Salonenque’
‘Sofralik’ ; ‘Souri’ ; ‘Souri "Mansi”’;
‘Tanche’; ‘Taksrit’; ‘“Toffahi’; ‘Tonda
Iblea’; ‘Uslu’; ‘Verdale de I'Hérault’ ;
‘Vermillau’ ; ‘Verdelé’; ‘Villalonga’;
‘Verdanel’; ‘Vallanolia’; ‘Zaity’; ‘Zarazi’;
‘Zinzala’ ;’Zaituna’.

OPA

OPC

OPK

OPR

OPS

OPX

OPZ

Todas as
cultivares
identificadas
através da
combinacgéo de
3 primers (OPF-
6, OPA-8 e
OPK-16).

RAPD

Parra-Lobato, M.
C., Delgado-
Martinez, F. J., &
Gomez-Jimenez,
M. C. (2012).
Morphological
traits and RAPD
markers for
characterization
and identification
of minor Spanish
olive cultivars
from the
Extremadura
region. Genetics
and Molecular
Research, 11:
2401-2411.

‘Carrasquefia’ ; ‘Oliva’; ‘Morisca’; ‘Pico
Limon’ ; ‘Pico Real’ ; ‘Azulejo’ ;' Perito’
‘Manzanilla Real’; ‘Redondil’ ; ‘Cordovil’ ;
‘Ocal’ ; ‘Colora’ ; ‘Cafiaval’ ; ‘Tempranillo
; ‘Galega’ ; ‘Pajonala’ ; ‘Bical’ ;
‘Limoncillo’ ;’Corniche’ ; ‘Azulito’ ;
‘Jariego’ ; ‘Hojiblanca’ ;’Manzanilla
Cacerefia’ ; ‘Manzanilla Sevillana’ ;
‘Cornicabra’ ; ‘Redondillo’ ; ‘Cuerno
Real’ ; ‘WT’ ;'Picual’ ;’Arbequina’ ;
‘Original’ ; ‘Cojon del Gallo’.

(Continua na pagina seguinte)
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“Primer” Especificidade  Tipo Cultivares

OPC-1 Identificacéo RAPD  Figueiredo, E., ‘Galega’
OPC-2 dos 78 Canhoto, J., and
OPC-3 gendtipos com Ribeiro, M. M.
OPC-4 os 12 “primers” (2013).
OPC-5 OPC- Fingerprinting
OPC-6 1/2/3/4/5/7/8/9/1 and genetic
OPC-7 0/13/14/20. diversity of Olea
OPC-8 europaea L. ssp.
OPC-9 europaea
OPC-10 accessi_ons from
O Galoga vaing
8:2215 RAPD markers.

Scientia
ot b Horticulturae,
OPC-15 156: 24-28.
OPC-16
OPC-17
OPC-18
OPC-19
OPC-20
UBC 807 ISSR Gomes, S., ‘Santulhana’ or ‘Gordal Sevillana’
UBC 809 Martins-Lopes, ‘Cornalhuda’ or ‘Cornicabra’; ‘Bical’
UBC 810 P., Lopes, J. and ;'Casta Grande’;'Cordovesa’ or
UBC 811 Guedes-Pinto, H.  ‘Manzanilha Prieta’ ;'Espanhola’ ;
UBC 817 (2009). ‘Verdeal-Transmontana’; ‘Azeite Branco’
UBC 823 Assessing ; ‘Linguiceira’ ; ‘Lentisca’ ; ‘Coimbreira’;
UBC 826 genetic diversity  ‘Borrenta’; ‘Carrasca-Molar’; ‘Negrita’ ;
UBC 834 in Olea europaea ‘Zambulha’ or ‘Lentisca’ ; ‘Zimbreira’
UBC 846 L. using ISSR ;'Redondal’; ‘Longal’ ; ‘Madural2’ ;
UBC 849 and SSR ‘Madural5’ ; ‘Cordovil’ ; ‘Madural4’;
UBC 856 markers. Plant ‘Verdeal?2’ ; ‘Cordovil2’ ; ‘Madural3’;
ssrOeUA-DCA1 SSR molecular biology ‘Cobrangosa’; ‘Salgueira’; ‘Negrinha’ ;
ssrOeUA-DCA3 reporter, 27: 365- ‘Macanilha Algarvia’ ; ‘Cordovil-Serpa’;
ssrOeUA-DCA4 373. ‘Verdeal-Alentejana’ ; ‘Galega Vulgar’;
ssrOeUA—DCAS5 ‘Azeitoneira’ or ‘Azeiteira’; ‘Blanqueta’
ssrOeUA—DCA9 ;‘Picual’; ‘Hojiblanca’ ; ‘Manzanilha-
ssrOeUA—DCA13 Carrasquenha’; ‘Arbequina’ ;'Leccino’;

‘Frantoio’; ‘Ascolana’
OPC-02 Discriminacao RAPD Gemas, V. J,, ‘Galega Vulgar’, ‘Cordovil de Serpa’ e
OPC-04 das trés Rijo-Johansen, ‘Verdeal Alentejana’
OPC-05 culivares com M. J., Tenreiro,
OPC-07 OPC- R., & Fevereiro,
OPC-08 7/8/10/13/16 P. (2000). Inter-
OPC-09 and intra-varietal
OPC-10 analysis of three
OPC-12 Olea europaea L.
OPC-13 cultivars using
OPC-14 the RAPD
OPC-15 techmqluef. The
OPC16 Hortiodtral
OPC-19 Sci
cience and

OPC-20 Biotechnology,

75: 312-319.
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Anexo 4 — “Primers” RAPD e ISSR utilizados. Fonte: Operon RAPD 10 mer Kit,
Cosmogenetech disponivel em:
http://www.cosmogenetech.com/cosmo/upload/files/brochure/operon%20RAPD%20kit
.pdf.; Gemas et al., 2004.

“Primers” Sequéncia (5°>3’) Tamanho (pb)

OPC-4 CCGCATCTAC
OPC-07 GTCCCGACGA

RAPD OPC-08 TGGACCGGTG 10
OPC-10 TGTCTGGGTG
OPC-13 AAGCCTCGTC
IMS onde K:G/'II'<;KYY:|§I\//C|§;V F(zC::I\)/Gc;; V=AIC/G 19
(GAC)s GACGACGACGACGAC 15

ISSR  (GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG 15
(GTGC)a GTGCGTGCGTGCGTGC 16
(GACA)a GACAGACAGACAGACA 16
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Anexo 5 - Quadro de valores obtidos de citometria de fluxo com diferentes
concentracfes de iodeto de propidio em seis repetices de uma amostra de oliveira
‘Galega Vulgar’.

Repeticéo Conc<e|r|13tragéo Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Co?ct)?glem %Léﬂ)?g;ed Corllit)?gem
1 28950 58680 35,97 113,8 7,98 80484 64,03 51534
0,5 31509 63180 38 104,71 7,63 82911 62 51405
' 0,25 31956 67335 41,58 93,22 7,57 76848 58,42 44895
0,125 35185 73700 46,05 82,98 7,39 76403 53,95 41219
1 27501 53320 39,74 115,89 7,01 69200 60,26 41700
0,5 29182 55415 46,31 98,3 6,97 63009 53,69 33830
? 0,25 24693 50250 44,69 95,41 6,2 55251 55,31 30559
0,125 28250 57810 48,2 83,11 6,3 58607 51,8 30358
1 25392 50955 24,96 117,11 7,01 101719 75,04 76330
0,5 21958 43370 31,16 104,45 7,04 70472 68,84 48513
° 0,25 24590 47605 38,79 94,74 7,57 63395 61,21 38804
0,125 21061 39815 48,28 85,6 8,35 43619 51,72 22560
1 26990 48840 33,96 115,69 7,47 79469 66,04 52481
0,5 21027 38085 37,18 106,49 6,33 56549 62,82 35524
‘ 0,25 18059 33555 44,35 97,57 7,35 40720 55,65 22661
0,125 16952 32195 45,12 87,5 5,91 37569 54,88 20618
1 71569 139360 46,7 123,3 8,58 153267 53,3 81691
0,5 62962 120400 54,51 103,09 9,03 115514 45,49 52547
° 0,25 59210 111940 51,59 93,72 6,58 114762 48,41 55556
0,125 51434 105890 56,26 79,92 7,11 91426 43,74 39990
1 50443 94970 40,03 115,54 6,2 125999 59,97 75562
0,5 45242 87225 45,97 103,4 5,91 98420 54,03 53176
° 0,25 38518 74805 47,3 98,45 6,93 81432 52,7 42915
0,125 39798 76215 51,39 84,22 6,66 77437 48,61 37642
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Anexo 6 — Quadro de resultados de citometria de fluxo de oliveira ‘Galega Vulgar’.

Amostra Repeticdo FIuorescNéncia Fluorescéncia Conteddo nuclear amostra Co\e;g;:ilaeggg e gg\e;gfilggétlﬁ
padrdo amostra P9 Mbp padrédo (%)  amostra (%)
1 89,47 174,73 3,183300548 3113,267936 5,44 4,14
2 91,24 177,49 3,170853792 3101,095009 5,55 3,87
0000 3 91,54 177,88 3,167406598 3097,723653 5,21 3,03
4 92,19 179,96 3,181850526 3111,849815 4,9 3,07
5 92,31 180,38 3,185130538 3115,057667 4,31 3,2
6 92,32 180,01 3,178252816 3108,331254 4,93 3,13
1 97,44 191,68 3,206469622 3135,927291 4,94 3,89
2 98,05 194,86 3,239386028 3168,119535 4,41 3,65
0011 3 100,86 196,76 3,179841364 3109,884854 4,89 3,3
4 101,76 196,77 3,151877948 3082,536633 3,51 2,85
5 101,18 198,65 3,200232259 3129,82715 4,32 3,12
6 103,37 200,02 3,15403502 3084,646249 5,17 3,41
1 136,3 263,85 3,155359501 3085,941592 2,36 1,58
2 138 264,82 3,127946377 3059,131557 2,81 1,74
0021 3 138,18 265,2 3,12835432 3059,530525 2,31 1,83
4 138,15 264,4 3,119594644 3050,963561 2,88 1,37
5 137,63 262,99 3,114682119 3046,159112 2,07 1,09
6 137,92 266,45 3,149024797 3079,746251 2,17 1,54
1 89,75 176,36 3,202972702 3132,507303 5,25 4,86
2 95,1 184,35 3,159731861 3090,21776 4,16 4.5
0051 3 96,31 185,33 3,136620289 3067,614642 4,76 4,13
4 97,2 187,45 3,143451646 3074,29571 4,31 4,07
5 96,62 188,3 3,176661147 3106,774602 4,49 3,59
6 96,47 188,82 3,190386649 3120,198142 4,14 3,75
1 89,85 175,3 3,180178075 3110,214157 6,07 4,96
2 91,48 176,66 3,147745955 3078,495544 4,72 4,19
0431 3 91,07 173,07 3,097662238 3029,513669 4,47 3,74
4 90,16 170,11 3,075413709 3007,754607 3,64 3
5 85,51 161,75 3,083294352 3015,461876 3,48 2,35
6 83,42 158,89 3,104659554 3036,357044 4,1 3,13
1 92,67 181,72 3,196326751 3126,007562 5,05 4,96
2 95,82 184,73 3,142453559 3073,31958 4,25 3,42
0433 3 96,5 184,91 3,123350259 3054,636553 4,48 3,32
4 97,47 186,87 3,125044629 3056,293647 4,38 3,57
5 97,42 187,9 3,14388216 3074,716752 4,67 3,69
6 97,69 188,49 3,145037363 3075,846541 5,22 3,76
1 91,88 180,59 3,203762516 3133,279741 6,34 3,85
2 99,84 191,39 3,12465645 3055,914008 3,96 2,5
0442 3 100,17 193,62 3,150649895 3081,335597 2,98 2,42
4 102,88 198,94 3,151945956 3082,603145 3,38 2,9
5 104,38 203,95 3,184886952 3114,819439 4,57 3,71
6 109,05 209,73 3,134891334 3065,923725 4,49 3,27
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1 79,23 157,78 3,24601035 3174,598122 6,48 4,51
2 85,89 164,44 3,120703225 3052,047754 5,38 3,58
0462 3 84,64 163,64 3,151384688 3082,054225 4,93 3,65
4 83,88 163,55 3,17818908  3108,26892 4,87 3,2
5 84,9 163,91 3,14691755 3077,685364 5,76 3,29
6 84,22 164,59 3,18548682  3115,40611 3,63 3,43
1 94,7 188,68 3,247607181 3176,159823 5,35 5,27
2 101,09 194,11 3,129877337 3061,020036 4,46 2,81
0473 3 102,86 195,8 3,102799922 3034,538324 3,9 2,3
4 104,34 199,9 3,122838796 3054,136343 4,22 2,77
5 106,53 197,83 3,02696799  2960,374694 3,87 1,4
6 105,53 205,98 3,181535108 3111,541336 4,46 3,04
1 87,64 176,14 3,275994979  3203,92309 4,79 6,08
2 92,95 181,61 3,184769231 3114,704308 5,42 4,15
0501 3 94,01 183,39 3,17972237 3109,768478 5,79 4,57
4 94,59 183,77 3,166773443 3097,104428 5,95 4,53
5 94,75 184,56 3,175016359 3105,165999 4,95 4,17
6 96,1 186,5 3,163319459 3093,726431 4,95 4,41
1 91,92 176,36 3,127358573 3058,556684 6,05 5,27
2 94,22 182,19 3,151875398 3082,534139 6,59 4,54
0502 3 97,05 183,59 3,08347965 3015,643097 541 3,84
4 97,26 184,59 3,093581123 3025,522338 6,66 3,94
5 99,05 186,15 3,063346795 2995,953165 6,87 4,32
6 100,11 186,85 3,042308461 2975,377675 6,32 4,76
1 93,79 181,37 3,152074848 3082,729201 4,63 4,39
2 95,9 184,83 3,141531804 3072,418104 4,66 4,02
0520 3 96,84 185,76 3,12669145 3057,904238 4,55 3,68
4 97,48 188,03 3,144120845 3074,950187 3,05 3,42
5 98,13 189,62 3,149705493 3080,411972 4,03 3,37
6 100,92 192,43 3,10801526 3039,638924 6,91 3,5
1 100,77 196,94 3,185592934  3115,50989 3,6 2,51
2 106,32 202,98 3,111901806 3043,439966 3,27 2,59
1031 3 109,36 207,12 3,087103146 3019,186876 3,25 2,51
4 108,72 207,75 3,114721302 3046,197434 2,86 2,43
5 109,62 206,78 3,074725415 3007,081456 2,85 2,12
6 109,52 209,48 3,117717312 3049,127531 2,6 1,96
1 109,79 210,08 3,118958011 3050,340935 7,1 5,18
2 130,04 249,66 3,129389419 3060,542851 3,28 2,44
1053 3 132,09 251,1 3,098591869 3030,422848 2,94 2,67
4 133,57 251,48 3,06889571  3001,380004 2,96 2,27
5 134,32 251,38 3,050546456 2983,434434 2,79 2,13
6 133,08 250,44 3,067457169 2999,973111 2,67 1,66
1 127,26 243,57 3,11974776  3051,11331 3,72 3,28
1061 2 131,55 249,63 3,093096921 3025,048789 2,35 2,87
3 133,88 253,92 3,091496863 3023,483932 2,57 2,84
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4 134,01 253,67 3,085457055 3017,577 3,11 2,77
5 133,85 254,99 3,105220022 3036,905182 2,28 2,41
6 134,59 255,26 3,091416896 3023,405724 2,74 1,98
1 98,48 187,33 3,100608245 3032,394864 4,78 4,46
2 100,26 189,58 3,082140435 3014,333345 4,45 3,55
1062 3 100,43 191,07 3,101106243 3032,881906 4,46 3,71
4 101,75 192,22 3,07929828 3011,553718 4,61 3,52
5 101,38 193,57 3,11224206  3043,772734 4,77 3,57
6 102,39 194,68 3,099212814 3031,030132 4,69 3,72
1 90,94 177,6 3,183285683 3113,253398 5,45 3,66
2 93,19 179,88 3,146307544 3077,088778 3,88 3
1071 3 94,1 179,63 3,111550478 3043,096368 3,99 2,62
4 94,48 179,31 3,09351503  3025,457699 3,24 2,31
5 94,46 180,52 3,115049757 3046,518662 3,17 2,09
6 93,23 178,14 3,114536094 3046,016299 3,24 1,87
1 111,3 213,96 3,133466307 3064,530049 2,53 2,08
2 114,81 222,32 3,156359202  3086,9193 2,57 2,23
1101 3 114,98 222,92 3,160198295 3090,673933 2,65 2,32
4 115,86 222,49 3,130145866 3061,282657 2,55 1,98
5 114,86 221,69 3,14604475 3076,831766 2,46 1,97
6 115,18 220,78 3,124426116 3055,688741 2,82 1,67
1 91,48 180,3 3,212603848 3141,926563 3,57 3,74
2 91,88 177,2 3,143622116 3074,462429 3,95 4,07
1111 3 87,95 170,01 3,150839113 3081,520653 2,75 3,16
4 85,21 166,07 3,176787936 3106,898601 4,26 3,64
5 82,78 162,32 3,196201981 3125,885538 4,75 4,33
6 87 167,67 3,141403448 3072,292572 4,64 4,37
1 99,38 196,74 3,226868585 3155,877476 3,26 4,5
2 100,39 192,85 3,131243152 3062,355802 3,77 2,63
1124 3 95,32 175,54 3,001785564 2935,746282 4,03 0,99
4 85,64 167,48 3,187673984 3117,545156 4,66 3,87
5 87,95 168,45 3,121927231 3053,244832 5,55 3,23
6 78,35 154,94 3,223384812 3152,470346 5,58 4,66
1 89,61 173,68 3,159227765 3089,724754 7,12 5,7
2 94,1 180,61 3,128526036 3059,698463 5,87 4,71
1131 3 94,68 183,51 3,159287072 3089,782757 4,13 4,14
4 96,03 184,94 3,1391461  3070,084886 4,98 4,29
5 97 185,46 3,116492784 3047,929942 5,04 4
6 96,71 187,73 3,164097818 3094,487666 5,68 4,28
1 93,11 182,69 3,198203201 3127,84273 4,4 3,41
2 94,07 184,6 3,198660572 3128,290039 521 3,71
1262 3 95,11 186,05 3,188534329 3118,386573 3,83 3,13
4 95,37 186,51 3,18770368 3117,574199 3,84 2,72
5 95,85 188,9 3,212383933 3141,711487 4,61 3,35
6 96,73 189,91 3,200178848 3129,774914 4,52 3,09
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1 95,31 185,53 3,172950372 3103,145464 4,08 3,1
2 98,77 194,14 3,203889845 3133,404269 4,24 3,04
1322 3 100,21 195,8 3,184851811 3114,785071 3,46 2,84
4 100,72 196,5 3,180053614 3110,092434 4,13 2,52
5 100,07 198,47 3,232798041 3161,676484 4,3 2,95
6 102,07 203,61 3,251536201 3180,002404 2,15 2,76
1 99,97 192,03 3,131028308 3062,145686 4,14 3,83
2 101,6 195,35 3,134060039 3065,110719 4,63 3,59
1362 3 101,05 196,38 3,167732806 3098,042684 5,45 3,66
4 101,26 196,64 3,165348608 3095,710938 4,74 3,86
5 102,62 198,35 3,15056032  3081,247993 4,35 3,81
6 102 198,85 3,17770098 3107,791559 4,49 3,35
1 89,73 171,21 3,110133735 3041,710792 5,72 5,33
2 93,28 176,93 3,09172277 3023,704869 3,63 3,12
1382 3 90,9 174,43 3,127842684 3059,030145 3,93 3,93
4 89,87 171,19 3,104926004 3036,617632 4,66 3,88
5 90,43 168,55 3,038112352 2971,27388 3,7 2,2
6 88,02 168,53 3,120925926 3052,265556 2,57 2,52
1 99,52 195,75 3,206114349 3135,579833 5,75 4,08
2 100,92 198,26 3,202177963 3131,730048 4,67 3,56
1391 3 102,08 199,96 3,192934953 3122,690384 4,67 3,46
4 103,3 200,35 3,161379477 3091,829129 4,29 3,24
5 104,28 201,72 3,153084005 3083,716157 3,95 3,72
6 104,47 203,3 3,172001532 3102,217498 4,8 3,49
1 94,25 182,16 3,150353316 3081,045543 4,1 4,22
2 97,67 183,93 3,069580219 3002,049454 4,57 3,43
1392 3 98,98 187,03 3,080005052  3012,24494 3,04 2,83
4 99,43 187,42 3,072459016 3004,864918 3,69 3,1
5 100,47 191,6 3,10847019 3040,083846 4,39 2,51
6 101,21 194,13 3,126488489 3057,705743 3,01 2,31
1 87,04 168,65 3,15831227  3088,8294 4,43 4,37
2 90,87 176,94 3,173898977 3104,073199 3,92 4,29
1402 3 94,46 182,55 3,150079399 3080,777652 4,18 3,65
4 96,53 186,38 3,147201906 3077,963464 4,1 3,65
5 98,32 189,48 3,141297803 3072,189251 4,08 3,06
6 99,84 193,67 3,161880008 3092,318648 3,93 3,53
1 85,67 166,75 3,172668379 3102,869674 4,82 5,39
2 90,04 176 3,186139494 3116,044425 5,76 2,98
1411 3 90,61 176,37 3,172752456 3102,951902 5,02 2,84
4 92,01 179,12 3,173194218 3103,383945 5,23 3,09
5 90,99 180,17 3,227575558 3156,568895 5,38 3,21
6 92,58 180,67 3,180947289 3110,966448 4,26 2,95
1 96,87 190,06 3,198077836 3127,720124 517 3,17
1442 2 102,48 194,52 3,093946136 3025,879321 3,96 2,68
3 103,77 198,9 3,124284475 3055,550217 4,11 3,63
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4 106,53 198,69 3,040126725 2973,243937 2,86 3,14
5 105,94 198,59 3,055519162 2988,29774 2,88 2,13
6 105,35 200,1 3,095994305 3027,88243 4,53 2,72
1 89,4 171,65 3,129636465 3060,784463 4,65 4,47
2 93 181,1 3,17411828 3104,287677 6,09 4,63
1455 3 95,75 183,23 3,119215666 3050,592921 4,54 3,85
4 95,65 185,29 3,157581809 3088,115009 4,24 3,83
5 96,51 187,16 3,161027873 3091,48526 4,55 3,82
6 97,33 188,67 3,159684578 3090,171518 5,41 4,13
1 89,74 174,93 3,177355694 3107,453869 6,05 4,65
2 93,1 180,14 3,153901182 3084,515356 5,19 3,64
1461 3 94,72 180,35 3,103573691 3035,29507 4,36 3,39
4 94,68 179,9 3,097137727 3029,000697 4,65 3,24
5 95,19 181,25 3,103661099 3035,380555 4,9 3,31
6 95,36 184,26 3,14957844 3080,287714 5,36 3,67
1 84,12 166,4 3,224346172 3153,410556 5,95 4,26
2 91,39 175,36 3,127659481 3058,850973 4,42 35
1471 3 91,56 177,44 3,158881608 3089,386212 3,61 2,95
4 92,46 179,65 3,167093878 3097,417813 3,05 2,88
5 92,79 179,14 3,14687143 3077,640259 3,55 2,07
6 93,08 180,35 3,158256339 3088,774699 3,91 2,42
1 98,95 187,15 3,082915614 3015,09147 5,08 3,92
2 99,91 191,16 3,118714843 3050,103117 4,27 4,67
1482 3 99,35 187,06 3,069026673 3001,508087 4,28 3,82
4 96,37 174,75 2,955717547 2890,691761 4,71 2,84
5 92,78 169,23 2,973107351 2907,698989 5,21 2,56
6 90,12 164,83 2,981279405 2915,691258 5,17 2,28
1 94,16 186,26 3,224339422 3153,403955 6,89 4,52
2 102,1 197,25 3,149045054 3079,766063 3,77 4,86
1492 3 102,65 194,55 3,089298587 3021,334019 3,68 3,73
4 102,76 192,29 3,050143052 2983,039905 3,57 2,55
5 102,02 189,78 3,032164282 2965,456667 3,36 2,08
6 101,58 189,18 3,035670408 2968,885659 4,29 2,2
1 93,17 181,76 3,17987335 3109,916136 4,46 2,95
2 94,86 183,53 3,153635884 3084,255895 3,79 2,97
1501 3 93,91 182,41 3,166098392 3096,444227 3,76 2,4
4 95,14 182,89 3,133389741 3064,455167 3,49 2,14
5 95,72 184,27 3,13790326  3068,869388 3,52 2,14
6 96,08 183,86 3,119190258 3050,568072 3,39 2,31
1 93,91 178,15 3,092157385 3024,129922 4,28 2,39
2 96,58 184,15 3,107936426 3039,561824 2,38 2,48
3 99,31 186,06 3,053849562 2986,664872 2,89 2,04
2013 4 100,89 189,9 3,068064228 3000,566815 3 2,74
5 101,12 192,05 3,095742682 3027,636343 2,87 2,62
6 101,72 193,67 3,103441801 3035,166081 2,88 2,67
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1 95,67 185,59 3,16203303  3092,468304 2,64 3.7
2 97,23 186,96 3,134267201 3065,313323 3,2 2,9
2029 3 98,17 188,99 3,137961699 3068,926542 3,16 3,23
4 98,41 187,64 3,107948379 3039,573515 3,73 2,6
5 99,26 188,29 3,092007858 3023,983685 3,86 2,94
6 100,11 191,94 3,125184297 3056,430243 3,34 2,51
1 85,1 164,33 3,147566392 3078,319932 5,32 4,52
2 90,53 172,96 3,114158842 3045,647348 4,87 3,43
2051 3 90,45 172,57 3,109885019 3041,467549 5,23 3,1
4 89,41 171,29 3,122723409 3054,023494 45 2,94
5 90,19 172,79 3,122826256 3054,124078 5,54 2,82
6 89,9 173,82 3,151575083 3082,240432 4,62 3,14
1 84,83 162,49 3,122229164 3053,540123 5,97 5,43
2 89,76 170,08 3,088573975 3020,625348 3,34 3,18
2052 3 91,21 172,73 3,086831488 3018,921195 4,49 3,63
4 90,61 172,29 3,099356583 3031,170738 3,98 3,05
5 92,33 173,85 3,069159536 3001,638027 4,51 3,37
6 92,56 174,94 3,080728176 3012,952156 4,52 3,46
1 90,44 175,34 3,160152587  3090,62923 5,85 5,1
2 93,05 178,56 3,127918323 3059,10412 4,92 4,29
— 3 93,24 181,1 3,165948091 3096,297233 5,02 3,96
4 94,76 181,71 3,12565745 3056,892986 45 3,31
5 95,47 184,46 3,149364198 3080,078186 4,41 3,88
6 95,11 184,6 3,163684155 3094,083104 5,22 3,65
1 96,32 189,07 3,199585756 3129,194869 4,74 3,7
2 98,91 190,26 3,135414013 3066,434904 3,03 3,09
3 98,03 189,7 3,154248699 3084,855228 3,04 2,47
2062 4 97,64 188,03 3,13896866  3069,91135 3,34 2,26
5 95,77 187,37 3,189026835 3118,868245 2,67 2,21
6 98,01 189,6 3,153229262 3083,858219 2,17 2,46
1 88,01 175,56 3,251480514 3179,947942 6,2 4,93
2 91,93 181,24 3,213545089 3142,847097 5,17 3,98
2092 3 94,58 184,12 3,173140199 3103,331114 47 3,18
4 94,68 186,22 3,205942121 3135,411394 5,29 3,23
5 95,95 188,17 3,196634706 3126,308742 4,22 3,28
6 95,27 189,08 3,235020468 3163,850018 4,73 3,31
1 93,14 172,48 3,018492592 2952,085755 3,9 2,71
2 88,88 166,85 3,059917867 2992,599674 3,6 3,19
513 3 81 153,34 3,085730864 3017,844785 4,66 3,51
4 75,19 142,55 3,090258013 3022,272337 6,15 3,78
5 69,63 133,44 3,123757001 3055,034347 4,96 45
6 68,83 134,57 3,186824059 3116,71393 5,04 4,14
1 80,89 158,5 3,193905303 3123,639387 4,56 4,11
2133 2 80,72 158,69 3,204468533 3133,970225 4,34 2,94
3 81,06 157,72 3,171522329  3101,748838 4,39 2,72
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4 80,29 156,85 3,18427575 3114,221684 5,05 3,39
5 82,28 161,18 3,193040836 3122,793938 4,21 2,81
6 82,81 161,63 3,181462384 3111,470211 3,3 2,63
1 90,26 177 3,196432528 3126,111013 4,83 4,54
2 95,43 188,06 3,212174369 3141,506533 4,08 3,76
171 3 96,59 189,11 3,191316907 3121,107935 3,78 3
4 97,61 190,65 3,183685073 3113,644002 4,73 3,17
5 98,45 192,45 3,186323007  3116,2239 3,83 3,21
6 99,9 193,67 3,159980981 3090,461399 4,24 2,92
1 85,1 163,41 3,129944771 3061,085986 5,04 4,26
2 87,24 164,02 3,06456442 2997,144003 4 2,7
o182 3 87,98 167 3,093998636 3025,930666 3,66 2,54
4 89,18 168,12 3,072836959 3005,234546 3,41 1,94
5 89,31 167,13 3,0502956  2983,189096 4,43 1,82
6 91,36 171,96 3,068025394 3000,528835 2,86 2,15
1 99,98 191,93 3,129084817 3060,244951 4,97 3,65
2 103,16 198,88 3,142442807 3073,309066 4,64 4,37
2101 3 102,46 196,45 3,125253758 3056,498175 4,37 3,62
4 101,25 191,03 3,07534716  3007,689523 4,67 2,28
5 96,12 180,53 3,061422181 2994,070893 4,22 2,81
6 94,16 181,55 3,1428048  3073,663095 3,93 4,16
1 115,32 219,61 3,10409556  3035,805458 3.7 2,94
2 117,23 223 3,100656828 3032,442378 3,24 2,85
3 116,06 222,65 3,126998966 3058,204989 3,48 2,64
2211 4 117,21 223,96 3,114536302 3046,016504 3,73 2,55
5 117,5 2253 3,125438298 3056,678655 2,83 2,36
6 117,7 226,46 3,136192014 3067,195789 3,35 2,9
1 120,92 2294 3,092308965 3024,278167 4,81 4,17
2 126,52 239,58 3,086590262 3018,685277 2,61 2,46
9212 3 131,04 246,77 3,069559676 3002,029364 3,41 2,48
4 132,55 250,2 3,07677103  3009,082067 2,48 2,43
5 133,88 279,55 3,403544219 3328,666246 2,91 1,73
6 131,1 252,45 3,138775744 3069,722677 3,72 2,9
1 86,52 170,33 3,208944753 3138,347968 4,41 438
2 98,95 189,96 3,129204649 3060,362147 3 3,25
— 3 100,31 191,51 3,111965906 3043,502656 3,64 3,2
4 102,32 195,28 3,110891321 3042,451712 2,85 2,48
5 104,11 198,61 3,10954087 3041,130971 3,19 2,27
6 105,49 199,73 3,086168357 3018,272653 2,8 2,45
1 83,77 155,64 3,028449326  2961,82344 7,46 4,34
2 89,3 166,96 3,047534155 2980,488403 5,93 3,56
9232 3 90,58 169,31 3,046757562 2979,728896 6,11 3
4 91,22 171,14 3,058081561 2990,803767 5,15 2,94
5 93,56 173,93 3,030204147 2963,539656 5,45 3,24
6 94,94 177,83 3,053116705 2985,948138 5,75 3,08
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1 83,56 163,43 3,188019387 3117,882961 4,5 6
2 88,86 171,79 3,151223273 3081,896361 3,91 3,66
2951 3 85,89 164,54 3,122601001 3053,903779 3,61 3,23
4 82,57 158,04 3,119840136 3051,203653 3,64 2,83
5 76,08 148,26 3,176443218 3106,561467 3,96 3,53
6 72,42 141,53 3,185499862 3115,418865 5,53 3,76
1 130,33 251,15 3,141061152 3071,957807 3,29 3,37
2 131,46 250,5 3,106001826 3037,669785 2,98 2,44
2952 3 130,49 249,35 3,114725266  3046,20131 3,61 2,5
4 130,62 247,65 3,090411116 3022,422072 2,56 2
5 129,79 245,49 3,08304723 3015,220191 2,51 1,49
6 130,35 249,49 3,11982125 3051,185183 1,96 1,9
1 79,77 154,23 3,151496803 3082,163874 5,69 6,02
2 84,53 160,77 3,100143144 3031,939995 4,8 3,45
2314 3 84,38 162,18 3,13289168 3063,968064 4,92 3,74
4 84,53 164,39 3,169947947 3100,209093 4,86 3,51
5 84,94 163,88 3,144859901 3075,672983 5,57 3,74
6 85,06 163,43 3,131799906 3062,900308 6,01 3,98
1 75,87 152,6 3,278476341 3206,349862 7,5 6,41
2 89,68 174,21 3,16639496 3096,734271 4,57 3,37
2502 3 91,14 176,83 3,162529076 3092,953436 4,91 3,19
4 91,34 177,12 3,160779505 3091,242356 4,3 3,04
5 92,13 179,61 3,177730381 3107,820313 4,72 3,05
6 92,02 180,06 3,189500109 3119,331106 4,77 2,88
1 92,44 177,25 3,125459758 3056,699643 4 3,7
2 94,77 180,7 3,107956104 3039,58107 3,36 3,16
Viveiro 3 95,53 183,52 3,131347221 3062,457582 2,96 2,87
4 95,49 182,13 3,108931825 3040,535325 4,59 2,45
5 93,49 180,23 3,142313616 3073,182717 512 2,75
6 95,17 183,59 3,14439109 3075,214486 3,15 2,2
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Anexo 7 — Grafico de resultados do teste de Tukey para amostras oliveira ‘Galega Vulgar’ em citometria de fluxo.
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Anexo 8 — Matriz geral da contagem de bandas de aplicacdo de “primers” RAPD

e ISSR nas 10 amostras selecionadas.
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Anexo 9 - Matriz geral da contagem simplificada de bandas, resultantes de

aplicacao de “primers” RAPD e ISSR nas 10 amostras selecionadas.
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