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Resumo

A oliveira constitui uma das culturas de maior relevancia na regido do
mediterraneo. O seu cultivo contribui significativamente para a conservagao ambiental,
valorizagdo paisagistica e sustentabilidade das zonas rurais. A regido de Tras-os-Montes,
a segunda maior produtora de azeite de Portugal, preserva um patriménio olivicola de
elevado valor, com oliveiras centenarias que se destacam pela sua resiliéncia a condigdes
adversas, representando um reservatorio crucial de biodiversidade. No entanto, diversos
fatores t€ém contribuido para a acentuada perda deste patrimonio. Estas adversidades t€ém
conduzido ao abandono ou a substitui¢ao destas oliveiras centenarias por cultivares mais
adaptadas as condic¢des atuais, ou mesmo por outras culturas que nao a oliveira.

Nesse contexto, a presente dissertagdo teve como objetivo proceder a
caracterizagdo de 31 oliveiras centendrias de cultivares ndo identificadas no concelho de
Alfandega da Fé, uma regido amplamente reconhecida pela sua rica tradicao olivicola.
Foram efetuadas analises morfologicas (folha, fruto e endocarpo), fisico-quimicas e
sensoriais do azeite, incluindo determinacao de acidez, indice de peroxidos, K232, Koss,
AK, atividade antioxidante e caracterizacdo genética. Os resultados da analise
morfoldgica da folha de oliveira, do fruto e do endocarpo amostradas ndo permitiram uma
identificacdo completa das cultivares. O peso e didmetro do fruto e do endocarpo foram
as caracteristicas mais diferenciadoras. Relativamente aos parametros de qualidade, estes
encontravam-se dentro dos intervalos estabelecidos para a categoria comercial de azeite
virgem extra, embora algumas amostras apresentassem valores proximos dos limites
legais. Na analise genética, os 11 loci utilizados permitiram detetar 55 alelos nas 31
oliveiras analisadas, evidenciando a existéncia de uma grande diversidade. A anélise pelo
software Structure permitiu diferenciar as cultivares em dois grupos de oliveiras.

Entre os loci estudados, SSR4, SSR5, SSR9 e SSR10 foram os que possibilitaram
uma maior diferenciacdo de gendtipos podendo revelar-se especialmente uteis na
certificacao de oliveiras centenarias.

Foram identificados apenas trés gendtipos do total de 31 amostras, sendo
necessaria a comparagdo dos fragmentos identificados com uma base de dados mais
completa. No entanto, com base nos resultados obtidos, ¢ recomendével a conservagado
destes exemplares de oliveiras centenarias, uma vez que apresentam uma grande
diversidade genética.

Palavras-chave: Oliveiras centenarias; Biodiversidade; Sustentabilidade;

Valorizagao; Azeites diferenciados.
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Abstract

The olive tree is one of the most important crops in the Mediterranean region. Its
cultivation contributes significantly to the environmental conservation, landscape
enhancement, and the sustainability of rural areas. The Tras-os-Montes region, the second
largest olive oil producer in Portugal, preserves a valuable olive-growing heritage, with
centuries-old olive trees that stand out for their resilience to adverse conditions,
representing a crucial reservoir of biodiversity. However, several factors have contributed
to the marked loss of this heritage. These adversities have led to the abandonment or
replacement of these centuries-old olive trees with cultivars better adapted to current
conditions, or even with other crops besides olives.

In this context, this dissertation aimed to characterize 31 centuries-old olive trees
of unidentified cultivars in the municipality of Alfindega da Fé, a region widely
recognized for its rich olive-growing tradition. Morphological (leaf, fruit and endocarp),
physicochemical and sensory analyses of the olive oil were performed, including
determination of free acidity, peroxide value, K23z, Kags, AK, antioxidant activity and
genetic characterization. The results of the morphological analysis of the sampled olive
leaf, fruit and endocarp did not allow a complete identification of the cultivars. The weight
and diameter of the fruit and endocarp were the most differentiating characteristics.
Regarding the quality parameters, these were within the ranges established for the
commercial category of extra virgin olive oil, although some samples presented values
close to the legal limits. For the genetic analysis, the 11 loci used allowed the detection
of 55 alleles in the 31 olive trees analyzed, evidencing the existence of a great diversity.
The analysis by the Structure software allowed the differentiation of the cultivars into two
groups of olive trees.

Among the loci studied, SSR4, SSRS5, SSR9 and SSR10 were those that allowed
for the greatest differentiation of genotypes and may prove especially useful in the
certification of centenary olive trees.

Only three genotypes were identified from a total of 31 samples, and it is necessary
to compare the identified fragments with a more complete database. However, based on
the results obtained, the conservation of these centenary olive tree specimens is

recommended, since they exhibit great genetic diversity

Keywords: Centenarian olive trees; Biodiversity; Sustainability; Valorisation;

Differentiated olive oils.

X



A0

itulo 1

Cap

(P
=
g=
S
S
~
=
—




1. Introducao

A oliveira (Olea europaea L.) ¢ uma das culturas mais representativas da bacia
mediterranica, concentrando 97,9% da sua superficie total nessa regido (Rallo et al.,
2018). A azeitona e o azeite sdo elementos essenciais no dia a dia, sendo fundamentais
para a alimentagdo de muitas comunidades. Para além dos seus produtos, a oliveira
possui também uma grande importancia econdmica, social e cultural (Ramos-Roman et
al., 2019), tal como um papel significativo na conservacdo ambiental e na valorizagao
paisagistica, contribuindo para a sustentabilidade e preservacdo das populagdes das zonas
rurais (Rodrigues et al., 2022).

De acordo com os dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAOSTAT, 2023), existem atualmente mais de 11,14 milhdes de hectares de
olival em todo o mundo, distribuidos por 64 paises produtores de azeite. Em Portugal a
area cultivada de olival corresponde a 380 879 ha, dos quais aproximadamente 98,3%
destina-se a produgdo de azeite e os restantes 1,7% a producao de azeitona de mesa (INE,
2023). A produgdo global de azeite tem apresentado um crescimento exponencial,
impulsionado pela maior produtividade das novas plantagdes em comparacdo com as
tradicionais. Nas ultimas campanhas, a produ¢do a nivel mundial tem constantemente
ultrapassado a marca dos 3 milhdes de toneladas de azeite (FAOSTAT, 2023).

Em Portugal, a produgdo de azeite esta distribuida por todo o territorio nacional,
sendo distintas as regides de maior produgdo. O Alentejo destaca-se como a principal
regido produtora de azeitona, representando 82,5% da produgdo nacional (INE, 2023).
Nesta regido, predominam os olivais intensivos ou de alta densidade, que apresentam as
maiores producdes por hectare (Fraga et al., 2020b). Os olivais intensivos ou de alta
densidade sdo caraterizados pelo plantio de um grande nimero de arvores por hectare,
geralmente entre 200 e 600 plantas por hectare no caso de olivais intensivos e 800 a 2000
plantas por hectare no caso de olivais de alta densidade. Esse modelo visa maximizar a
produtividade e facilitar a colheita mecanizada. Como segunda maior regido produtora,
destaca-se o Norte, responsavel por cerca de 8,2% da produ¢do nacional (INE, 2023).
Esta regido ¢ caracterizada pela predominancia de olivais tradicionais, maioritariamente
explorados em regime de sequeiro (Lopes et al., 2022). Os olivais tradicionais sdo
caracterizados pelo plantio espacado das arvores, com menor densidade de plantagdo,
geralmente entre 50 e 120 plantas por hectare. Estes olivais, quando comparados com os
sistemas modernos, apresentam menor produtividade, devido a predominancia de solos

pobres, a escassez de recursos hidricos e/ou a idade avangada das plantas, fatores que
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limitam o rendimento por hectare. Além disso, as condi¢des climaticas extremas
caracteristicas das diferentes esta¢cdes do ano, contribuem para essa baixa produtividade.

De acordo com a Dire¢ao-Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAYV, 2023), em
Portugal estdo descritas 65 cultivares de oliveira. Na regido Norte, principalmente em
Tras-os-Montes, destacam-se as cultivares Cobrangosa, Madural, Verdeal Transmontana,
Cordovil, Santulhana e Negrinha de Freixo (Rodrigues et al., 2020). Contudo, existem
outras cultivares minoritarias como ¢ o exemplo da Lentisca, Rebold, Redondal, Borrenta,
entre outras que definem a identidade dos azeites da regido de Tras-os-Montes. Na ultima
década, tém-se assistido a fendmenos extremos que tém levado a quebras de produgdo de
diversas culturas. A oliveira ndo ¢ indiferente a estas alteragdes. As alteragdes climaticas
observadas no Sul da Europa constituem um reflexo do aquecimento global, prevendo-se
um aumento da frequéncia e intensidade da seca nas proximas décadas. Este cenario
apresenta desafios significativos para a olivicultura em Portugal, nomeadamente, no que
diz respeito a sustentabilidade da producdo e a adaptacdo dos olivais a condig¢des
ambientais mais adversas (Fraga et al., 2020a). Embora a oliveira apresente uma certa
resisténcia a seca, prevé-se que as alteragdes climaticas aumentem a frequéncia e
intensidade deste fendémeno (Tanasijevic et al., 2014). Varios estudos indicam que, até ao
final do século XXI, havera um aumento nas necessidades de rega, uma diminui¢do da
produtividade e alteragdes na fenologia da oliveira na regido do Mediterraneo, como
resultado do agravamento do stress hidrico e térmico (Koubouris et al., 2009; Rodriguez
Diaz et al., 2007). Em Trés-os-Montes, existe um grande patrimonio olivicola ainda
pouco explorado, mas que representa um importante reservatdrio de biodiversidade,
contendo cultivares desconhecidas ou ainda ndo identificadas (Rodrigues et al., 2020).
Esse patrimonio tem resistido ao longo dos séculos as diferentes adversidades produtivas
mantendo-se em producdo até a atualidade. Assim, o presente trabalho tem como objetivo
estudar e caracterizar oliveiras centenarias de cultivares ndo identificadas do concelho de
Alfandega da Fé. O estudo inclui a caracterizacdo morfologica das folhas, frutos e
endocarpos, bem como a determinacdo genética dos exemplares selecionados.
Paralelamente, sera realizada a extracdo individual dos azeites, com avaliacdo de
parametros de qualidade, composicao e andlise sensorial. No final deste estudo, pretende-
se obter informacdo que nos permita ndo apenas preservar cultivares autoctones, mas
também valorizar o produto final, promovendo a sustentabilidade e a diferencia¢do no
mercado nacional e internacional além de poder contribuir para a compreensao da sua

resiliéncia ao longo dos séculos.



Este trabalho encontra-se dividido em cinco partes distintas. Numa primeira
seccao faz-se uma breve descricdo bibliografica da cultura da oliveira em especial na
regido de Tréas-os-Montes, sobre a importancia de preservar oliveiras centenarias e os
fatores que estdo a levar a perda irreparavel deste patrimonio genético unico (capitulo 2).
O terceiro capitulo ¢ destinado ao material e métodos onde ¢ apresentado o desenho
experimental assim como as metodologias aplicadas para a execucgdo deste trabalho. No
capitulo quatro sdo apresentados os resultados e a discussao do presente trabalho. Por fim,
no quinto e ultimo capitulo sdo apresentadas as conclusdes bem como sugestdes para a

realizacdo de trabalhos futuros.
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2. Olivicultura a nivel mundial

A olivicultura tem uma origem milenar, encontrando-se profundamente associada
a historia da humanidade. O cultivo da oliveira tera come¢ado muito antes das
civilizagdes grega e romana, por volta de 4000 a.C. (Kostelenos & Kiritsakis, 2017).
Devido ao seu valor como fonte de alimento e 6leo, a oliveira foi gradualmente dissipada
ao longo dos séculos pelo sul da Europa e norte de Africa. Os primeiros vestigios do
cultivo da oliveira remontam a cerca de 4 mil anos a.C., no Médio Oriente, em regides
atualmente correspondentes a Siria, Palestina, Libano, Turquia e Israel (Soares & Dias,
2024). A oliveira pertence a familia Oleaceae, composta por cerca de 600 espécies
distribuidas em 24 géneros (Soares & Dias, 2024). Contudo, a Olea europaea ¢ a inica
espécie da familia que produz frutos aptos para consumo humano. Em termos de
distribuicdo geografica, a olivicultura ¢ predominante na regiao do Mediterraneo, onde as
condi¢des climaticas sdo mais adequadas ao seu cultivo (Correia, 2014).

A oliveira ¢ uma cultura de grande relevancia, sobretudo devido a produgao de
azeite (Ozcan & Matthdus, 2017), um produto muito valorizado pelos seus beneficios
para a saude humana, principalmente pelas suas propriedades antioxidantes (Finicelli et
al., 2021), sendo o azeite reconhecido como a principal fonte de gordura na dieta
mediterranica (Brito et al., 2019). Na campanha de 2023/2024, a producdo global de
azeite atingiu cerca de 2,40 milhdes de toneladas, com mais de 90% provenientes da
regido do Mediterrdneo. A Espanha destaca-se como o maior produtor mundial,
responsavel por cerca de 31,8% do total, seguida pela Italia com 12% e pela Grécia com
8,1% (COI, 2024). A Unido Europeia ¢ a principal produtora de azeite no mundo, sendo
responsdvel por aproximadamente 60% da producdo mundial. Esta supremacia ¢
assegurada principalmente pelas contribui¢cdes de apenas quatro paises: Espanha, Italia,
Grécia e Portugal, que juntos correspondem a praticamente toda a produgado regional.

Aproximadamente 5 milhdes de hectares de terras, principalmente nos paises
mediterranicos da Unido Europeia (UE), estdo dedicados ao cultivo da oliveira
(FAOSTAT, 2023), abrangendo olivais tradicionais, intensivos e superintensivos. Dentro
da UE, Itdlia e a Espanha sdo os paises com maior consumo de azeite, com cerca de 500
000 toneladas anuais cada. No entanto, a Grécia destaca-se pelo consumo per capita mais
elevado da UE, com cerca de 12 kg por pessoa por ano. Em termos globais, cerca de 53%
do azeite produzido ¢ consumido na UE (Comissao Europeia, 2020).

O cultivo da oliveira nas regides mediterraneas constitui um setor agroindustrial

de elevada relevancia, com significativos impactos econémicos, agricolas e ornamentais.
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Este setor ndo apenas contribui para a sustentabilidade econdmica das zonas rurais, mas
também desempenha um papel essencial na coesdo social das comunidades agricolas.
Contudo, a agricultura enfrenta desafios preocupantes devido a grande procura por
alimentos associada ao crescimento populacional global, competi¢do pelos recursos
naturais limitados e aos efeitos adversos das alteragdes climaticas (Mohanty et al., 2021).
Fenoémenos climaticos extremos, como secas prolongadas e ondas de calor, representam
ameacas a seguranca alimentar e a producao agricola em diversas regides. Prevé-se que a
frequéncia e a intensidade desses eventos climaticos extremos se tornem mais frequentes,
resultando em perdas substanciais de biodiversidade e em impactos socioeconémicos
significativos, a0 mesmo tempo que impdem pressao sobre as terras ardveis para aumentar
a produtividade, frequentemente mediante praticas intensivas, como o uso elevado de

fertilizantes e pesticidas (Muluneh, 2021).

2.1. Olival em Portugal

A olivicultura em Portugal apresentou uma evolugao significativa ao longo dos
anos. Até meados do século XIX, o cultivo da oliveira era considerado uma atividade
impropria no contexto agricola nacional, com métodos de extracdo que ndo garantiam a
qualidade do azeite (Reis, 2014). Nessa época, o azeite desempenhava fungdes
diversificadas, sendo utilizado ndo s6 como um produto alimentar, mas também para
iluminagdo, como lubrificante de maquinas e no fabrico de sabdo. Os olivais existentes
eram maioritariamente formados pela enxertia de zambujeiros espontdneos ou pela
plantacdo direta de varas, designadas por tanchdes ou estacais, frequentemente dispostas
de forma irregular. A falta de interesse pela olivicultura e pela modernizagdo dos lagares,
levava a producdo de azeite de qualidade inferior.

Em 1954 o olival portugués ocupava cerca de 570 000 ha, distribuidos por
praticamente todo o territorio nacional. Contudo, na década de 1960, ocorreram alteragdes
substanciais nas politicas setoriais, nos padrdoes de consumo e nos custos de produgao,
marcando o inicio de uma fase de regressao tanto na produgdo como no consumo de
azeite. Em 1986 e 1990, a producdo média anual reduziu-se para menos de 34 000
toneladas (INE, 2007). O éxodo rural, o crescimento industrial e a consequente
diminui¢do da mao-de-obra disponivel para a olivicultura, devido a reducao do numero
de membros das familias rurais envolvidos nas atividades agricolas, resultaram, a partir

da década de 1960, numa diminui¢do continua da produgdo oleicola, tendo como



resultando, em 1995, numa reducdo da area de olival para menos de 340 000 ha (INE,
2007).

A produgao olivicola tem sido, desde sempre, uma atividade socioeconémica de
grande relevancia, particularmente nas regides do interior de Portugal. A partir da segunda
metade do século XIX, com a instalagdo dos primeiros olivais alinhados, a olivicultura
sofreu uma transformagdo significativa. Até entdo, os olivais eram predominantemente
cultivados nas encostas, uma vez que a oliveira demonstrava grande resiliéncia em
terrenos mais aridos, contrariamente as areas mais férteis e planas que eram destinadas
ao cultivo de outras culturas, como o trigo e outros cereais. (Marques, 2018).

A modernizagdo do setor oleicola em Portugal teve inicio em 1986, com a adesao
do pais a Unido Europeia e a implementacdo do Plano Nacional para a Cultura da
Azeitona. Com o apoio dos fundos europeus, foi possivel renovar os métodos de producao
e promover uma verdadeira revolugdo tecnoldgica nos olivais portugueses, resultando
num aumento substancial da produtividade e na melhoria da qualidade do azeite. Numa
primeira fase, foram criadas as condigdes necessarias para a instalagao de novos olivais,
enquanto na segunda fase, a partir de 1991, iniciou-se a implementagdo da mecanizagao
nos olivais, com destaque para processos de colheita e limpeza da azeitona.

A nivel mundial, Portugal ocupa a nona posi¢do em termos de area de olival, sendo
o0 sétimo maior produtor de azeitona e o oitavo maior produtor de azeite (COI, 2019). Em
comparagdo com o inicio do século XXI, observou-se uma alteragdo significativa nas
praticas de cultivo, particularmente no que se refere a densidade das plantagcdes. Em 1999,
o olival tradicional representava a maior parte da area cultivada, mas atualmente ocupa
134 mil ha (37,2% do total), enquanto o olival intensivo ocupa 119 mil ha (33,2%) e o
olival de alta densidade, superintensivo ou em sebe, ocupa 108 mil ha (29,6%) (COI,
2019). Nos ultimos 20 anos, o olival portugués passou por uma transformacio
substancial, evoluindo de um olival tradicional, com menor competitividade, para um
olival moderno, mais eficiente € com maior capacidade produtiva (COI, 2019). Entre
2002 e 2020, a area de olival em Portugal registou um crescimento de apenas 7%,
passando de 350 000 ha em 2002 para 380 852 ha em 2020. Esse aumento foi
acompanhado pela deslocagdo significativa da area de olival do centro do pais para a
regido do Alentejo, que atualmente concentra mais de 55% da éarea olivicola nacional
(GPP, 2023). Na Figura 1 podemos observar a evolucdo da area de olival ao longo do

tempo.



Durante esse periodo, a produtividade média de azeitona aumentou
significativamente, passando de aproximadamente 0,5 toneladas/hectare de olival para 2
toneladas/hectare, resultando em um quadruplicar da produgao por hectare em apenas 20
anos (INE, 2023). O Alentejo tem sido a regido com maior evolugdo na area agricola
destinada a olivicultura nos ultimos vinte anos, como evidenciado na Figura 1, sendo

atualmente a principal regido produtora de azeitona e azeite em Portugal.
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Figura 1- Evolucdo da area de olival (ha), em Portugal, por regides
entre 2002 e 2022 (Fonte: INE, 2023).

Apesar do crescimento limitado da area de olival em Portugal nas ultimas duas
décadas, a producdo de azeite registou um aumento de 320%. Entre 2000/2001 e
2021/2022, a produgao de azeite em Portugal cresceu de 24,6 mil toneladas para mais de
206 mil toneladas, aumentando a sua representatividade na produ¢ao mundial de 1% para
6,4%. Com este avango, a olivicultura consolidou-se como um dos pilares fundamentais
da agricultura nacional, colocando Portugal no caminho para se tornar o terceiro maior
produtor mundial de azeite na préxima década (Vilar et al., 2023). Este crescimento deve-
se, em grande parte, & modernizagdo dos olivais, com a substituicio dos sistemas
tradicionais por olivais intensivos e superintensivos, que ndo s6 aumentam a producao,
mas também reduzem os custos (Rallo et al., 2013). Esses avancos, que incluem a adogcao
de sistemas de plantacdo de alta densidade e a mecanizagao da colheita, tém permitido
um aumento significativo na produtividade e na competitividade de Portugal no mercado

global.



A evolug@o mais notavel ocorreu na regido do Alentejo, particularmente com o
surgimento do Alqueva, que possibilitou a irrigacdo, eliminando a incerteza associada a
dependéncia das precipitacdes para a producao. No entanto, novas areas de olivais em
sebe comegaram a surgir, que nao dependem da irrigagdo, mas apresentam elevados
indices de produtividade e modelos de cultivo economicamente vantajosos (GPP, 2023).

As principais regides olivicolas de Portugal incluem o Alentejo (tanto o Alto como
o Baixo Alentejo), a Terra Quente em Tras-os-Montes, a Beira Baixa, a Beira Alta ¢ o
Ribatejo. E nas areas de olival tradicional dessas regides que se observa a maior
diversidade de cultivares autoctones, embora também seja onde o risco de erosdo genética

¢ mais acentuado (Inés & Cordeiro, 2017).

2.2.  Principais cultivares

A nivel mundial, estima-se que existam mais de 3000 cultivares de oliveiras, sendo
que apenas um numero reduzido ¢ cultivada em mais de uma regido (Cordeiro et al.,
2014). Esta diversidade contribui para uma grande diversidade genética, com muitas
cultivares locais/menores pouco cultivadas, bem como exemplares com caracteristicas
monumentais (Hosseini-Mazinani et al., 2014).

Em Portugal, at¢ 2023, encontram-se descritas e referenciadas um total de 65
cultivares de oliveira, cultivadas tanto para producao de azeite como para a producao de
azeitona de mesa. Estas cultivares constam do Registo Nacional de Variedades de
Fruteiras 2023, e algumas delas sdo especificas e provenientes de determinadas regides
do pais. De acordo com o “Grande Livro da Oliveira e do Azeite — Portugal Oleicola”, as
cultivares regionais mais relevantes de oliveira incluem: ‘Galega vulgar’, ‘Cobrangosa’,
‘Verdeal Alentejana’, ‘Cordovil de Serpa’, ‘Azeiteira’, ‘Blanqueta’, ‘Carrasquenha de
Elvas’, ‘Verdeal Transmontana, ‘Madural’, ‘Cordovil de Tras-os-Montes’ ‘Negrinha do
Freixo’, ‘Cornicabra’, ‘Carrasquinha’, ‘Cordovil de Castelo Branco’, ‘Bical de Castelo

Branco’, ‘Conserva de Elvas’ e ‘Lentrisca’ (Bohm, 2013).
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No caso especifico da regido de Tras-os-Montes, as cultivares de oliveira
predominantes sao a Cobrangosa, Madural, Verdeal Transmontana, Cordovil e Negrinha
de Freixo (Rodrigues et al., 2020). Na Figura 2 pode-se observar a distribui¢ao das

cultivares ao longo do territorio nacional.
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Figura 2 — Principais cultivares por regido. Fonte: “Recursos genéticos da oliveira e sua
preservacdo no contexto das alteragdes climdticas”, de Antoénio Cordeiro e Carla S.
Francga Inés, INIAV (2017b).

2.2.1. Principais cultivares em Tras-os-Montes

A Cobrancosa, ¢ autoctone de Tras-os-Montes, e ¢ a cultivar mais comum nos
azeites de Denominagdo de Origem Protegida (DOP) de Tras-os-Montes (Sousa, 2014).
Além de estar presente nesta regido, ¢ também cultivada nas regides do Ribatejo, Beira
Alta e Alentejo. Distingue-se pela sua versatilidade, sendo adequada tanto para a
producdo de conservas quanto para producdo de azeites. Além disso, destaca-se pela
elevada regularidade e produtividade, o que provocou uma maior aposta na sua plantagao
em detrimento de outras cultivares na regido (Béhm, 2013). Demonstra boa adaptacdo a
colheita mecanica e tolera o clima frio. No entanto, ¢ moderadamente suscetivel a
algumas pragas, como o olho-de-pavao e a tuberculose. Os azeites produzidos a partir
desta cultivar apresentam um perfil sensorial com aroma e sabor frescos, com sensagoes

verdes, amargas e picantes (Maia, 2014).
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A Madural, de origem portuguesa e caracteristica de Tras-os-Montes, distingue-
se por arvores de porte médio com frutos de tamanho mediano, adequados para a
producao de azeites. Cultivada principalmente em Tras-os-Montes e na Beira Interior,
apresenta uma boa tolerancia ao frio e € reconhecida pela sua produtividade, embora a
frutificacao seja irregular (Leitdo et al, 1986). No entanto, ¢ suscetivel a uma elevada
incidéncia de pragas, como o olho-de-pavdo e a mosca-da-azeitona. Os azeites
provenientes desta cultivar apresentam um perfil sensorial equilibrado, com notas de

frutado verde, amargo e picante (Chéu-Guedes et al., 2023).

A Verdeal Transmontana, cultivar tipica de Trés-os-Montes, ¢ amplamente
utilizada na produgdo de azeite, destacando-se pela sua adaptagdo a colheita mecanica
quando a azeitona atinge a maturagdo. Caracteriza-se por possuir baixos teores de acido
linoleico (Leitao et al., 1986). Contudo, uma das suas principais desvantagens ¢ a elevada
alternancia de frutificacdo e a maturagdo desigual dos frutos. Esta cultivar ¢ a tiltima das
trés principais cultivares da regido de Tras-os-Montes que compdem os azeites com
Denominag¢do de Origem Protegida (DOP). Os azeites produzidos a partir desta cultivar
sdo caracteristicos por possuirem um perfil sensorial intenso, com notas de frutado verde,

tomate e maga (Rodrigues et al., 2020).

A Cordovil, tipica da regido transmontana, apresenta atualmente menor
relevancia em comparagdo com as outras cultivares mencionadas. As suas arvores
possuem um porte que varia de pequeno a médio, e os frutos, de tamanho médio, tém a
particularidade de serem caracteristicos pela dupla aptiddo, ou seja, sdo adequados tanto
para o consumo como azeitona de mesa quanto para a produgdo de azeite. (Leitdo et al.,

1986).

A Negrinha de freixo disseminada em Trés-os-Montes e Beira Interior,
caracteriza-se por arvores de porte pequeno a médio, sendo altamente produtiva e regular.
Essas caracteristicas fazem dela uma cultivar de grande importancia para o consumo na
regido, especialmente para a produgdo de azeitonas de mesa. Desse modo, os seus frutos,
de tamanho médio, sdo adequados para a producdo de azeitonas de mesa, podendo ser

colhidos frutos verdes ou totalmente maduros.
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A Santulhana esta presente nos concelhos de Braganga (freguesias de Pombares,
Quintela de Lampagas, Sendas, Macedo do Mato e Izeda) e Vimioso (Matela e
Santulhdo), com origem na freguesia de Santulhdo (Monteiro, 1999). Estas oliveiras sdo
caracterizadas por apresentarem um grande porte, com copas volumosas e ramificagdes
médias, e tém ciclo de maturagdo médio a tardio, com frutos amadurecendo a partir do
final de novembro. Os frutos possuem dupla aptidao (azeite e azeitonas de mesa) gragas
a alta relacao polpa/carogo, mas sao usados principalmente para azeites devido a
tendéncia de ranco no processo de cura natural. Azeites monovarietais desta cultivar sdo
valorizados pelas suas caracteristicas quimicas e sensoriais unicas, com aromas de
tomate, maga, frutos secos e erva fresca, e sabores frutados com leve amargor e um

picante forte e persistente (Rodrigues et al., 2018).

2.2.2. Outras cultivares em Portugal

A Galega Vulgar, ¢ uma das cultivares amplamente difundida nas regides da
Beira Interior, Ribatejo, Alentejo e Algarve, sendo utilizada tanto para a producdo de
azeite como para azeitona de mesa. Esta cultivar apresenta uma elevada suscetibilidade a
pragas como a gafa, mosca-da-azeitona e a cochonilha. A Galega vulgar, também
conhecida por Galega, ¢ a principal cultivar em Portugal, representando
aproximadamente 60% do total de oliveiras do pais. Caracteriza-se por possuir uma
resisténcia moderada ao desprendimento dos frutos, com uma queda acentuada das
azeitonas no final da maturagdo, o que a torna pouco adequada para colheitas mecanicas
por vibracao (Leitdo et al, 1986). Esta cultivar, ¢ notavel pela elevada rusticidade e porte
alternado, destacando-se pela produgdo de azeite de alta qualidade e pela resisténcia a
seca, embora apresente uma produtividade mediana, em parte devido a sua suscetibilidade
a pragas e doengas (Oliveira et al, 2010).

A nivel nacional, destacam-se ainda quatro cultivares em termos de produgao,
particularmente pela ampla utilizacdo em olivais intensivos e superintensivos do sul de
Portugal. A introducdo de cultivares como Arbequina, Arbosana, Picual e Koroneiki, esta
inteiramente associada a modernizacao do setor olivicola. O crescimento dos sistemas
superintensivos em regioes como o Alentejo e o Vale do Tejo impulsionou a adogdo dessas
cultivares estrangeiras, devido a sua elevada rentabilidade e eficiéncia, especialmente no
que diz respeito & mecanizacao da colheita.

A Arbequina ¢ uma cultivar autoctone da regido da Catalunha (Espanha), sendo

especialmente adequada para plantacdes intensivas devido ao seu porte compacto. Esta
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cultivar ¢ altamente produtiva, com pouca alternancia na produgdo, e a entrada em
produgdo ocorre precocemente (Tous et al., 1998). Apresenta resisténcia ao frio, porém ¢
sensivel a clorose férrica, demostrando tolerancia ao olho-de-pavao e a verticilose
(Agusti, 2004). Os frutos desta cultivar apresentam um bom rendimento em azeite,
resultando em azeites de qualidade, embora com uma estabilidade relativamente baixa
(Barranco, 2008).

A Arbosana, outra cultivar espanhola, ¢ amplamente cultivada no Alentejo e
Ribatejo. Destaca-se pela sua elevada produtividade e regularidade. Resiste bem ao frio,
mas ¢ vulneravel a mosca-da-azeitona e a verticiliose.

A Picual ¢ uma cultivar originaria da Andaluzia (Espanha), amplamente utilizada
para a produgdo de azeite. Esta cultivar ¢ muito produtiva e ristica, mostrando uma boa
tolerancia ao frio e a salinidade. A arvore tem porte médio, entra em producao de forma
precoce e apresenta elevados indices de produtividade (Barranco, 2008; Tous et al., 1998).
No entanto, ¢ altamente suscetivel ao olho-de-pavao e a verticilose, embora seja tolerante
a tuberculose (Agusti, 2004). O rendimento em gordura ¢ elevado, mas a qualidade do
azeite produzido ¢ considerada média, com elevados indices de estabilidade e niveis de
acido oleico (Barranco, 2008).

A Koroneiki, originaria da Grécia, ¢ uma das cultivares mais produtivas, sendo
especialmente indicada para olivais superintensivos. Esta cultivar ¢é resistente a seca e ao

olho-de-pavao, mas apresenta sensibilidade ao frio.

2.3.  Oliveiras centenarias em Portugal

As oliveiras centendrias destacam-se como um elemento essencial da paisagem
do olival tradicional. Portugal possui um grande patrimonio genético de germoplasma de
oliveira representado por muitas cultivares, algumas das quais com distribui¢do
geografica restrita (Moreira & Veloso, 2009). Em Tréas-os-Montes, a oliveira juntamente
com a amendoeira e a videira compdem o mosaico paisagistico da regido. Ao longo de
todo o territério transmontano, podemos encontrar varios exemplares de oliveiras
centendrias. Muitos destes exemplares pertencem a cultivares desconhecidos, o que os
torna uma potencial fonte de azeites com caracteristicas unicas e diferenciadas
(Rodrigues, 2018). No entanto, a sua preservacdo e exploracdo de forma sustentavel
permanecem pouco implementadas. Nos ultimos anos, algumas dessas plantas tém vindo
a ser alvo de estudo para aumento do conhecimento cientifico destas plantas centendrias.

Tém sido feitos registos quanto as suas caracteristicas morfoldgicas e a composi¢ao
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quimica dos azeites extraidos dos seus frutos destacando atributos distintos, como
elevados niveis de antioxidantes (compostos fendlicos e tocoferdis) e propriedades
sensoriais excecionais (Rodrigues, 2018; Rodrigues et al., 2022). Tem-se observado que
existe uma grande variabilidade genética dentro da regido e que isso tem contribuido para
a diferenciac¢do do azeite produzido.

A regido de Tras-os-Montes ¢ o segundo maior produtor de azeite em Portugal.
Historicamente, o azeite desta zona ¢ valorizado pela sua qualidade, que se deve, em
grande medida, as condi¢gdes ambientais especificas e ao sistema de producao extensivo
predominante, no qual a maior parte da azeitona provém de olivais tradicionais. No
entanto, essa qualidade estd intrinsecamente ligada a rica diversidade genética das
oliveiras da regido, um patrimoénio que corre o risco de se perder. Além disso, nos ultimos
anos, o mercado de azeites tem registado uma crescente procura por produtos exclusivos,
criando oportunidades para explorar esta diversidade genética e responder as novas

exigéncias dos consumidores.

2.3.1. Fatores que levam a perda deste patrimonio

Existem varios fatores que contribuem de forma direta e indireta para a perda deste
patrimoénio. Dentro dos fatores que mais tém contribuido estdo as alteragdes climaticas
que constituem um dos maiores ¢ mais desafiantes problemas enfrentados pela
humanidade no século XXI (Ozturk et al., 2015). Em particular, a regido mediterranica,
frequentemente considerada como um “ponto critico” climatico, devido a elevada
suscetibilidade a fenémenos como a seca (Carrdo et al., 2016), prevé-se que sofra
alteragoes significativas, incluindo uma redugdo substancial nos niveis de precipitagdo e
um aumento nas temperaturas médias, o que intensifica a vulnerabilidade ambiental e
socioecondmica da area. Adicionalmente, a crescente frequéncia de eventos climaticos
extremos, como secas, inundacdes e ondas de calor, ja estdo a comprometer a
produtividade agricola em diversas regides do mundo.

Na bacia do Mediterraneo, a disponibilidade da d4gua constitui um recurso escasso,
tanto em termos absolutos como devido a concentragdo temporal das precipitacdes e a
elevada variabilidade interanual, caracterizada por frequentes periodos de seca. As
tendéncias climaticas atuais estdo a agravar a escassez hidrica nesta regido. Prevé-se que
estas tendéncias se intensifiquem, resultando em maior procura de agua para fins de
irrigagdo (Dono et al., 2016), num contexto em que a agricultura ¢ o principal consumidor

de 4gua doce (Nguyen et al., 2016).

15



A significativa variabilidade climatica afeta diretamente os parametros
fenologicos e a produtividade desta cultura, resultando em desequilibrios consideraveis
nos rendimentos agricolas observados nos ultimos anos (MiPAAF, 2010).

A preferéncia por cultivares comerciais altamente produtivas e uniformes reduz a
diversidade genética ao substituir cultivares tradicionais por cultivares economicamente
mais vantajosas. A pressdo para aumentar a produtividade frequentemente leva ao
abandono dessas cultivares menos produtivas, mas geneticamente uteis. Embora essas
cultivares comerciais apresentem maior rendimento, as cultivares locais possuem
caracteristicas Unicas, como resisténcia as alteragdes climaticas, e sdo por isso essenciais
para a sustentabilidade a longo prazo. O abandono dessas cultivares reduz a resiliéncia
genética do olival, aumentando a vulnerabilidade as mudancas climaticas e aos novos
agentes patogénicos.

No entanto, essas arvores imponentes apresentam desafios significativos para a
mecanizagdo da apanha da azeitona, especialmente em comparagdo com as plantagdes
modernas, que sdo instaladas de modo a facilitar o uso de méaquinas agricolas. Um dos
principais entraves esta relacionado ao tamanho e a forma dessas arvores. As oliveiras
centendrias possuem troncos retorcidos, copas amplas e ramificagdes irregulares,
caracteristicas que dificultam o acesso e a operagdo de maquinas convencionais.

Outro fator relevante ¢ a sensibilidade das oliveiras centenarias. Devido a sua
idade avangada, elas podem ser mais vulneraveis a danos causados por vibragdes ou
contato direto com maquinas.

O aparecimento de novas pragas e/ou doencas sdo fatores que comprometem a
produtividade e a longevidade das arvores, bem como a qualidade dos frutos. Espera-se
que pragas e doencas causadas por artropodes como a mosca-da-azeitona (Bactrocera
oleae), que danifica os frutos, a traga-da-oliveira (Prays oleae), que afeta folhas, flores e
frutos e certos vetores de Xylella fastidiosa aumentem e se espalhem em parte devido a
este cenario global. No entanto, a oliveira, ¢ uma das plantas mais antigas cultivada pelo
homem, destaca-se pela sua extraordinaria capacidade de permanecer produtiva durante
centenas de anos (Martinez, 2017).

Um outro fator que leva a perda deste patrimonio, € a baixa produtividade. As
oliveiras centenarias sdo arvores altamente valorizadas, ndo s6 pela sua longevidade e
imponéncia, mas também pelo simbolismo cultural e historico que carregam. No entanto,
em termos produtivos, elas frequentemente apresentam uma produtividade menor em

comparagao com oliveiras mais jovens levando assim ao seu abandono e/ou a substitui¢ao
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por outras cultivares, na maioria estrangeiras e/ou a substitui¢do por outras culturas mais

rentaveis.

2.3.2. Porque valorizar as oliveiras centenarias

Valorizar o patrimonio olivicola é essencial para preservar a diversidade genética
das oliveiras, garantir a produgao sustentavel e proteger a identidade cultural das regides
produtoras. Cultivares locais oferecem azeites e azeitonas de qualidade unica,
contribuindo para a economia rural e promovendo praticas agricolas mais sustentaveis.
No entanto, a baixa produtividade aliada a pressdo para instalagdo de culturas mais
rentaveis tem levado a sua substituicdo com perda irreparavel do patrimonio olivicola.

As oliveiras centenarias constituem um patrimoénio vivo de valor inestimavel,
tanto do ponto de vista cultural como ambiental, desempenhando um papel fundamental
na identidade da regido de Tras-os-Montes. Estas arvores perenes, que perduram ao longo
dos séculos, sdo testemunhas da evolugdo historica local, estabelecendo uma ligagdo
tangivel entre as geracdes passadas e futuras. Para além do seu simbolismo, estas oliveiras
possuem também uma relevancia econdmica significativa, refor¢ando a sua importincia
multifacetada para a regido. O estudo e a caracterizagdo das oliveiras centendrias sao
essenciais para compreender a biodiversidade associada a estas arvores. Os olivais antigos
sdo ecossistemas de elevada riqueza bioldgica, albergando uma ampla diversidade de
fauna e flora, desempenhando um papel essencial no equilibrio ecologico.
Adicionalmente, contribuem significativamente para a conservagdo dos solos e para a
manuten¢do das paisagens rurais, reforcando a sua relevancia ambiental e patrimonial.

Cada oliveira centendria conta uma histdria, representando um simbolo vivo da
tradi¢do agricola de Tras-os-Montes. Esta regido, que ao longo de séculos preservou e
transmitiu conhecimentos de gera¢do em geragdo, encontra nestas arvores um testemunho
da sua heranca cultural. Estudar ¢ documentar estas oliveiras constitui ndo s6 um
contributo para a valorizacdo do patrimonio cultural, mas também uma salvaguarda
contra a sua possivel perda, proporcionando as comunidades locais uma ligacdo tangivel
e duradoura com a sua histoéria e identidade.

A caracterizagdo destes exemplares Uinicos passa pela determinacdo genética das
oliveiras. Esta ¢é realizada através de marcadores de DNA, também conhecidos como
marcadores moleculares, ou através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
conforme descrito por Kalia et al., (2011) e Gomes et al., (2012). Contudo, os estudos

dedicados a identificacdo e caracterizagao de exemplares de oliveiras centenarias, tanto
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na regido de Tras-os-Montes como a nivel nacional, permanecem bastante escassos,
havendo apenas um niimero reduzido de arvores centendrias caracterizados em termos de
morfologia e da composi¢dao quimica dos seus azeites. Neste ambito, Fernandes (2014)
analisou cultivares provenientes de oliveiras centendrias, Peres et al. (2011) estudou as
cultivares tipicas de Tras-os-Montes, enquanto Reboredo-Rodriguez et al. (2018) analisou
cultivares da regido nordeste de Espanha. Mais recentemente, o projeto “Olivecoa”
possibilitou a analise e caracterizagcdo de 150 exemplares de oliveiras centenarias, com o
objetivo de valorizar e caracterizar o patrimoénio olivicola ancestral da regidao do Vale do
Coa.

E essencial aumentar a disponibilidade de genétipos de oliveiras cultivadas que
sejam geneticamente caracterizadas e altamente diferenciadas (Mariotti et al., 2023).
Estes gendtipos desempenham um papel fundamental na superagdo dos desafios
agronomicos emergentes (De Gennaro et al., 2012; Larbi et al., 2015) e na adaptacao as
crescentes restricdes impostas pelas alteragdes climaticas (Moriondo et al., 2013;
Tanasijevic et al., 2014).

A preservagdo e valorizacdo das oliveiras centenarias, enquanto patrimonio
genético, cultural e econdomico, ¢ fundamental para garantir a sustentabilidade dos
sistemas de producdo tradicionais e a diferenciagdo dos produtos regionais no mercado

global.
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Capitulo 3
Material e Métodos
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3. Desenho experimental

3.1. Amostragem

Para a realizacdo deste trabalho, foram identificados e selecionados 31 exemplares
de oliveiras centendrias no concelho de Alfaindega da Fé, com caracteristicas
diferenciadoras.

A selecao baseou-se em critérios visuais, nomeadamente as dimensoes do tronco,
dimensdes e tamanho da copa e as caracteristicas do fruto. A localizagdo geografica das
amostras encontra-se representada na Figura 3 e no Anexo A 1.

De cada exemplar, foram colhidos aleatoriamente, 50 frutos e 50 folhas destinados
a caracterizacdo morfologica, folhas adicionais para a andlise genética e azeitonas para a
extracdo de azeite (aproximadamente 3 kg onde a maturagdo variou entre o IM 3 e 0o IM
4 determinadas de acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COI, 2011)).

No laboratério, as folhas de cada arvore destinadas a analise morfoldgica foram
armazenadas a 4°C até posterior caracterizagdo, enquanto as restantes folhas foram
conservadas a -80°C para a analise genética por microssatélites. Os frutos foram
conservados a -20°C até a realizacdo da caracterizagdo morfologica.

Este trabalho insere-se no projeto “OleaPrime”, sendo que as amostras em estudo
correspondem a 31 prospecdes (genotipo 76 a 106), sendo estas parte de um total de 560

prospecoes.

- - - - - -
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Figura 3 - Localizacdo geografica dos exemplares selecionados na regido de Alfandega
da Fé. Mapa projetado em ETRS89/PT-TMO06 sistema.
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3.2. Caracterizacao morfologica

A caracterizagdo morfologica das folhas, frutos e endocarpos de cada arvore foi
realizada com base na anélise de um conjunto de parametros quantitativos e qualitativos.
Para cada exemplar, foram avaliadas 50 folhas e 50 frutos, selecionados de forma
aleatoria, juntamente com os respetivos endocarpos. A definicdo dos pardmetros € 0s

critérios de medi¢ao seguiram as recomendagdes de UPOV (2011).

3.2.1. Folha

A avaliagao das folhas incluiu a medigao do peso (g), comprimento e largura (cm),
bem como a determinagdo da forma (eliptica, eliptico-lanceolada ou lanceolada), segundo
a relagdo comprimento/largura. Foram também avaliadas a curvatura longitudinal do
limbo (epindstica, plana, hipondstica ou helicoidal) e a posi¢do da largura méaxima
(central, basal ou apical).

A forma das folhas foi classificada em classes de comprimento: (reduzido <5 cm,

médio 5-7 cm, elevado > 7 cm) e largura (reduzida < 1 cm, média 1-1,5 cm, larga > 1,5

1)

Figura 4 — Exemplos de folhas de oliveira, representando as principais caracteristicas
morfolédgicas avaliadas (forma, curvatura e proporgdes dimensionais).

cm).

3.2.2. Fruto

Nos frutos, foram avaliadas caracteristicas externas, como o comprimento (cm),
os didmetros maximo e minimo (cm), o peso (g), a forma (relacdo comprimento/largura),
a simetria e a posi¢do do didmetro transversal maximo. Adicionalmente, observaram-se o
apice, a base, a presenca de mamilo, bem como as lenticulas (nimero, tamanho e

distribuicao) e a cor da epiderme.
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O peso dos frutos foi classificado em quatro categorias: baixo (< 2 g), médio (2—

4 g), alto (46 g) e muito alto (> 6 g).

Figura 5 — Exemplos de frutos de oliveira, representando as principais caracteristicas
morfoldgicas avaliadas: dimensdes, forma, simetria, presenga de mamilo, lenticulas e cor
da epiderme.

3.2.3. Endocarpo

Nos endocarpos, foram avaliadas caracteristicas como o comprimento (cm), 0s
diametros méaximo e minimo (cm), o peso (g), e a forma (obtida pela relacdo
comprimento/largura). Foram também observadas a simetria, a posi¢do do didmetro
maximo, a morfologia do &pice e da base, o grau de rugosidade da superficie, o numero

e distribuicdo dos sulcos fibrovasculares, e a presenga ou auséncia de mucrdo no apice.

Figura 6 — Exemplos de endocarpos de oliveira representando as principais
caracteristicas morfologicas avaliadas: dimensdes, forma, simetria, rugosidade da
superficie e presenca de mucrao.

3.3. Extracio de azeites

Para a extragdo dos azeites dos frutos de cada oliveira foi seguido o método
descrito por Rodrigues et al., (2020). Ap6s a colheita realizou-se a extra¢ao dos respetivos
azeites, em Sistema Piloto Abencor (Comercial Abengoa S.A., Sevilha, Espanha) do
laboratorio AgroBioTecnologia-Azeites da Escola Superior Agraria de Braganga. Este
sistema (Figura 7) € constituido por: um moinho (moinho de martelo MM100 da MC2.,
Sevilha, Espanha; com um crivo de 5,5 mm de didmetro e um motor monofasico de 1,5

kW), uma termobatedora (Thermo-Mixer TB-100 da MC2., Sevilha, Espanha; com 8
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orificios de trabalho e 8 panelas de mistura com controlo de temperatura e hélices
individuais para misturar a pasta) e uma centrifuga (Centrifugal Machine CF-100 da
MC2., Sevilha, Espanha; com 1,5 kW motor trifasico, tambor inox com rotagdo maxima
de 3500 rpm e temporizador automatico).

As azeitonas foram moidas e utilizaram-se aproximadamente 700 g de pasta para
cada unidade da termobatedora onde ficou em constante malaxac¢do durante 30 minutos
em banho-maria a 25 °C. Decorrido esse tempo, foi posteriormente centrifugada e
decantada para a recolha do azeite.

Para posterior analise filtrou-se cada um dos azeites com papel de filtro (Whatman
paper n° 4) e sulfato de sdédio anidro para remover as particulas solidas e alguma dgua que
ainda possam conter. Os azeites foram armazenados em frascos de cor ambar de 100 mL,
protegidos da exposicdo a luz e mantidos a temperatura ambiente (20-25 °C), até a

realizacdo das andlises posteriores.

Figura 7 — Processo de extracdo dos azeites em sistema piloto Abencor.

3.4. Parametros de qualidade do azeite

A determinagdo da qualidade do azeite baseia-se essencialmente na avaliagdo de
diversos parametros fisico-quimicos, que permitem classificar o produto em diferentes
categorias comerciais. De acordo com o Regulamento de Execucao (UE) 2022/2104 da
Comissao, de 29 de julho de 2022, os azeites podem ser classificados como azeite virgem
extra, azeite virgem ou azeite lampante. Este ultimo, por ndo poder ser comercializado, ¢
submetido a um processo de refinacao, apds o qual deve ser misturado com azeite virgem
extra ou virgem, podendo ser comercializado apenas sob a designagao de azeite.

Para esta classificagdo, ¢ necessario determinar um conjunto de parametros,

nomeadamente:
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Acidez livre (expressa em % de acido oleico por 100 g de azeite), que
reflete a extensao da hidrolise dos triglicerideos e, consequentemente, o
estado de conservacdo da matéria-prima;

Indice de peroxidos, indicador do estado de oxidacdo primaria e da
formagdo de peroxidos e hidroperéxidos;

Coeficiente de extingdo especifica no ultravioleta (K232 e Koeg), que
permitem detetar compostos de oxidacdo primaria e secundéria, sendo
essenciais para avaliar a pureza ¢ a frescura do azeite.

Analise sensorial (prova organolética) realizada por um painel de
provadores treinados, que avalia os atributos negativos e positivos do
azeite, bem como a sua intensidade. Com base nessa avaliacao, determina-
se se o azeite se enquadra na categoria de azeite virgem extra ou virgem,
uma vez que a presenca de defeitos exclui o produto das categorias

superiores mesmo que os parametros fisico-quimicos estejam conformes.

3.4.1. Acidez

Para a andlise da acidez, seguiu-se a metodologia descrita no Anexo I do

Regulamento de Execugdo (UE) 2022/2105 da Comissao de 29 de julho de 2022. Foram

pesadas 5 g de amostra de azeite num baldo erlenmeyer de 100 mL e adicionado 50 mL

de uma solugdo de etanol 96 %/éter dietilico (1:1) juntamente com 3 gotas de fenolftaleina

(2%). Posteriormente, realizou-se a titulagdo com a solu¢do de hidroxido de sodio

(NaOH) a 0,1 N, até atingir o ponto de viragem, ou seja, até¢ a mudanca de cor da solugdo,

de amarelo-palido para laranja-tijolo, que permanece durante pelo menos 10 segundos.

Todas as amostras foram realizadas em duplicado. Os resultados da acidez sdo expressos

em percentagem de acido oleico por 100 g de azeite, calculado através da seguinte

equagao:

Onde:

VX cxXx M

Acidez (% de acido oleico) = 0x m

V- Volume de NaOH gasto na titulagcdo (mL);
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c- Concentracdo exata da solu¢do de hidroxido de s6dio em moles por litro (=0,1
N) (mol/L);
M- Massa molar do acido oleico (g/mol);

m- Massa da amostra (g);

3.4.2. indice de Peréxidos

Para a determinacdo do indice de peroxidos, utilizou-se como referéncia a
metodologia descrita no Anexo I do Regulamento de Execugdao (UE) 2022/2105 da
Comissao de 29 de julho de 2022. Pesaram-se 1,2 g da amostra em baldo erlenmeyer de
250 mL, onde se adicionou 10 mL de cloroférmio, 15 mL de &cido acético glacial e 1 mL
de solucdo saturada de iodeto de potassio. De seguida, este foi tapado com parafilm e
agitado durante 1 minuto ao fim do qual foi colocado ao abrigo de luz por 5 minutos.
Apos esse tempo, adicionou-se 75 mL de dgua destilada a mistura e 4 gotas de cozimento
de amido a 1 g/100 mL (indicador) e efetuou-se a titulacdo com tiossulfato de sodio
(Na2S203) 2a 0,01 M até ao ponto de viragem, ou seja, até a mudanca de cor da solucdo de
uma coloragdo escura para uma coloracao totalmente transparente. Todas as amostras
foram realizadas em duplicado. O resultado do indice de peroxidos foi expresso em

mEq.O2/kg de azeite, sendo calculado pela equacao:

Qo (. 0,. Vx Tx 1000
Indice de perdxidos (mEq.@ = -

Onde:

V - Volume de tiossulfato de sodio (Na2S>03) utilizado na titulagdo levando em
considera¢do o ensaio do branco (mL);
T - Normalidade exata da solugdo de tiossulfato de s6dio = 0,0152 (mol/L);

m — Massa da amostra (g);

3.4.3. Coeficiente de extincio especifico no ultravioleta
Para a analise do coeficiente de extin¢do especifico no ultravioleta foi seguida a
metodologia presente no Anexo I do Regulamento de Execucao (UE) 2022/2105 da
Comissao de 29 de julho de 2022, com algumas alteragdes. Pesou-se 0,60 g de amostra

para tubos de falcon de 15 mL e completou-se o volume até 10 mL com isooctano (2,2,4-
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trimetilpentano). As amostras foram homogeneizadas no vortex e feitas as devidas
dilui¢des, ou seja, a diluicdo 1:20 e 1:5. A diluicdo 1:20 foi utilizada para medir a
absorvancia a 232 nm, enquanto a dilui¢do 1:5 permitiu a leitura da absorvancia a 264,
268 e 272 nm. Os resultados das respetivas absorvancias devem estar compreendidos
entre 0,1 e 0,8 caso contrario as diluigdes devem ser ajustadas adequadamente. Cada
amostra foi realizada em duplicado. A leitura das absorvancias foram feitas utilizando um
espectrofotometro UV—VIS (UV 1280 Shimadzu). As equagdes para calcular os K23o,

K264, Koss, K272 € 0 valor de AK foram as seguintes:

Aysy X FD
K23z = m X 10
Ayes X FD
Kaos = m X% 10
Ayes X FD
Kass = m X 10
Ayry X FD
Ker2 == %10
(K264- + K272)
AK == K268 - 2

Onde:

A232 - Absorvancia no comprimento de onda 232 nm;
Az64 — Absorvancia no comprimento de onda 264 nm;
Azes - Absorvancia no comprimento de onda 268 nm,;
A7 - Absorvancia no comprimento de onda 272 nm;
FD - Fator de diluicao;

m - Massa da respetiva amostra (g).

3.4.4. Analise sensorial descritiva
A andlise sensorial dos azeites foi realizada de acordo com o Anexo I do
Regulamento de Execugdo (UE) 2022/2105 da Comissdo, de 29 de julho de 2022,
seguindo as normas oficiais estabelecidas para a classificacdo organolética. Para esta
avaliacdo, recorreu-se a um painel de provadores treinados, garantindo a

reprodutibilidade e consisténcia dos resultados.
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Nos casos em que as amostras ndo apresentaram defeitos sensoriais, procedeu-se
a andlise detalhada do perfil sensorial, de acordo com a metodologia definida pelo
Conselho Oleicola Internacional (COI, 2005), com pequenas adaptacdes na metodologia
proposta por Rodrigues et al. (2020).

As provas foram realizadas numa sala adequada, com ilumina¢do natural,
temperatura controlada e auséncia de odores interferentes, garantindo assim as condigdes
ideais para a percecao sensorial. Foram utilizados copos oficiais de prova, conforme as
normas do COI (2018), de cor azul ou vermelha, ndo sendo visivel a cor do azeite, ¢
disponibilizados aos provadores folhas de registo, 4gua, maca cortada e bolachas de agua
e sal, de modo a neutralizar o paladar entre as diferentes amostras. Os azeites foram
mantidos a uma temperatura 28 °C, favorecendo a libertacdo de aromas, levando a
resultados mais crediveis.

A avaliagdo foi efetuada com base numa escala de intensidade ndo estruturada
entre 0 a 10, em que 0 corresponde a auséncia de sensacgdes e 10 a intensidade maxima
percebida desse atributo. A avaliacdo contempla tanto os atributos olfativos como os
gustativos. A primeira fase consiste na avaliacdo das caracteristicas do azeite ao nivel
olfativo onde foram analisadas as sensacdes de frutado (verde ou maduro), as sensagdes
de frutas e herbaceas, bem como a harmonia. Quanto as sensagdes gustativas, foi
determinada a intensidade dos mesmos parametros mencionados nas sensacdes olfativas,
acrescentando a avaliacdo dos atributos doce, amargo e picante. Nas sensagdes olfato-
gustativas, foram avaliados os parametros de complexidade e persisténcia, em que a
complexidade estd relacionada a combinagdo das diferentes sensacdes positivas
percebidas, e a persisténcia corresponde a duracdo das sensagdes que permanecem na

boca ap0s a prova da amostra.

3.5. Atividade antioxidante dos azeites

Para determinacdo da atividade antioxidante foram aplicados dois métodos
complementares: a avaliagdo da atividade sequestradora realizada pelo radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), e o método de Folin—Ciocalteu, para a quantificacdo do

teor total de compostos fenolicos.

3.5.1. Preparacio do extrato
Antes da realizagao destas analises foi necessario a preparagdo das amostras. Para

1sso utilizou-se como base a metodologia descrita por Pizarro et al. (2013). Em tubos
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eppendorf de 2 mL, pesaram-se 0,50 g de amostra e adicionou-se 1 mL de uma solugdo
metanol-agua (80:20, v/v). Apds agitagdo em vortex, as amostras foram centrifugadas a
13 000 rpm (centrifuga VWR Micro Star 21R) durante 5 minutos. O sobrenadante obtido
foi recolhido e transferido para um tubo falcon de 15 mL. Este procedimento foi repetido
trés vezes, totalizando 3 mL de extrato. Em seguida, completou-se o volume com a
solugdo metanol-agua (80:20, v/v) até 5 mL. Os extratos obtidos foram protegidos da luz

com papel de aluminio e armazenados no frigorifico a 4°C até posteriores analises.

3.5.2. Determinacio do efeito bloqueador dos radicais livres 2,2-difenil-
1 picrilhidrazilo (DPPH)

Para a avaliagdo da atividade antioxidante foi seguida a metodologia descrita por
Pizarro et al. (2013), com algumas modificac¢des. Inicialmente foi preparada uma solugdo
de DPPH com 2,4 mg de DPPH em 100 mL de metanol. Foram transferidos 500 uL do
extrato para tubos de ensaio aos quais se adicionaram 3,5 mL da solugdo de DPPH (em
metanol). Para o branco utilizaram-se 500 pL de metanol-agua (80:20 v/v). Foi entdo
homogeneizada em vortex e armazenada no escuro, a temperatura ambiente, durante 30
minutos. Apés o tempo de reacdo, as leituras das absorvancias foram realizadas num
espectrofotometro UV—VIS (UV-1280 Shimadzu) a um comprimento de onda de 517 nm.
Foi feito autozero no equipamento com metanol-dgua (80:20 v/v) seguido da leitura do
branco e das leituras das amostras em “cuvette” de quartzo de percurso otico de 1 cm,
lavada entre amostras com metanol. A percentagem de inibicdo foi calculada pela

equacao:

Apppy — A

DPPH (% de inibi¢io) = 2 % 100

ApppH

Em que:

ApppH — valor da absorvancia da solucao DPPH, ou seja, o branco;

A — valor da absorvancia da solugdo contendo o extrato;

3.5.3. Fenois totais
A quantificacdo de fenois totais foi efetuada pelo método de Folin—Ciocalteu
(Hatano et al, 1988) com algumas modificagdes. Em tubos de ensaio, adicionaram-se 100

pL do extrato com 1500 pL de 4gua destilada e 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau.
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Para o branco foram utilizados 100 pL metanol-agua (80:20 v/v). Agitou-se em vortex e
deixou-se em repouso durante 3 minutos. De seguida, foram adicionados 300 pL de
carbonato de sodio (Na;CO3) a 20% e as amostras foram agitadas uma vez mais em
vortex. Durante 60 minutos permaneceram armazenadas ao abrigo de luz, a temperatura
ambiente. Apés esse tempo foram efetuadas as leituras da absorvancia a um comprimento
de onda de 765 nm, num espectrofotdémetro UV-VIS (UV-VIS/UV-1280 Shimadzu). Foi
feito autozero no equipamento com o branco. Os resultados sdo apresentados em mg de
acido galico por kg de azeite (mg ac. Gal./kg azeite), utilizando uma curva de calibragao
de 4cido galico dissolvido em metanol, a diferentes concentracdes (0,002 a 0,125

mg/mL).

3.6. Caracterizagdo genética

A caracterizagdo genética dos 31 genotipos foi realizada com base na utilizagao
de marcadores moleculares do tipo microssatélite (SSR).

As amostras de folhas, previamente armazenadas a -80 °C, foram maceradas com
adicao continua de azoto liquido até se obter um pd fino, utilizando almofarizes
autoclavados para o efeito.

Posteriormente, o material foi acondicionado em tubos eppendorf de 1,5 mL

estéreis e armazenados a -80°C até ao momento da extracao de DNA.

3.6.1. Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi realizada utilizando um kit de extragao SpeedTools DNA
Extraction Kit (Biotools, B&M Labs). O processo de extragdo foi efetuado de acordo com
as instrugdes fornecidas, com pequenas alteragdes. Num tubo eppendorf de 1,5 mL foram
adicionados 180 uL de tampao BT1, ao qual foi adicionada uma espatula de ditiotreitol
(DTT), que atua como antioxidante. Em seguida, foi adicionada a amostra (uma espatula)
juntamente com 25 pLL de Proteinase K. Apos agitacdo em vortex, as amostras foram
incubadas num termobloco (Thermo Scientific Thermal Mixer) a 56 °C por 3 horas, com

agitacdo a 600 rpm.

Ap6s o tempo decorrido, foram adicionados 200 pL de tampdo BB3 e as amostras
foram novamente agitadas em vortex e incubadas a 70 °C durante 10 minutos, com
agitacdo a 600 rpm. Ap0s incubagao, foram centrifugadas durante 2 minutos a 13 000 rpm

(centrifuga VWR Micro Star 21R) e recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo
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eppendorf de 1,5 mL, ao qual se adicionaram 210 pL de etanol absoluto (96%) seguido
de agitacdo em vortex.

A amostra foi entdo transferida para uma coluna com uma membrana de silica e
colocada num tubo de 2 mL e centrifugada durante 1 minuto a 13 000 rpm. O liquido
retido no tubo foi descartado. Posteriormente, adicionaram-se 500 uL. de tampao BBW a
coluna, seguidos de centrifugacdo durante 1 minuto a 13 000 rpm e novo descarte do
liquido. De seguida, foram adicionados 600 pL. de tampao BB5 a coluna, centrifugou-se
durante 1 minuto a 13 000 rpm e o liquido foi novamente descartado. Realizou-se ainda
uma centrifugacgdo adicional para secagem completa da membrana de silica da coluna.

Para a elui¢do do DNA, a coluna foi colocada num novo tubo eppendorf de 1,5
mL e adicionaram-se 30 pL de agua ultrapura, previamente aquecida a 70 °C, no centro
da membrana. Apos incubagdo a temperatura ambiente durante 5 minutos, procedeu-se a
centrifugacdo durante 1 minuto a 13 000 rpm. Este passo foi repetido para um novo tubo
eppendorf de 1,5 mL, obtendo-se assim dois tubos de DNA por amostra.

ApOs extragdo, a pureza do DNA foi avaliada por espectrofotometria, através da
determinagdo do valor da absorvancia da razao dos comprimentos de onda 260/230 nm e
260/280 nm, medidas no Nanodrop, e quantificado com a leitura da absorvancia a 260nm

(Thermo Scientific NanoDrop One UV/VIS).

3.6.2. Amplifica¢do do DNA

Para este trabalho, foram selecionados 11 marcadores moleculares
(microssatélites) previamente identificados como polimorficos para O. Europaea L por
diversos autores. Os marcadores moleculares utilizados foram: SSR1, SSR2, SSR3,
SSR4, SSRS5, SSR6, SSR7, SSR8, SSR9, SSR10 e SSR11 (Carriero et al., 2002, Cipriani
et al., 2002, De la Rosa et al., 2002, Sefc et al., 2000).

A amplificac¢do termociclica dos 11 loci selecionados foi realizada por PCR num
termociclador T100 Thermal Cycler (BioRad). A mistura de reacdo, para um volume final
de 20 pl, continha 12,7 ul de 4gua ultrapura, 4 ul de tampao (5x colorless GoTaq Reaction
Buffer, Promega), 0,2 mM de dNTPs (Promega), 0,2 uM de cada iniciador
oligonucleotidico (Frilabo), 0,5 U de GoTaq DNA polimerase (Promega) e 2 pul de DNA.
Os iniciadores oligonucleotidicos forward foram marcados com um dos fluoréforos, HEX
ou 6-FAM, na extremidade 5’ (Tabela 1).

A amplificagdo das moléculas de DNA iniciou com um passo inicial de

desnaturagdo a 95 °C (5 minutos), seguido de 35 ciclos de um passo de desnaturacao a
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95 °C (20 segundos), hibridagdo a 50°C (30 segundos) e extensdo a 72 °C (30 segundos).
Apos estes 35 ciclos seguiu-se um passo de extensdo final a 72 °C durante 8 minutos.

Uma vez terminada a amplificagdo as amostras foram mantidas a -20°C.

3.6.3. Analise de fragmentos

Ap6s a amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 2%, preparado com TBE (Tris-Borate-EDTA) 1x. Para tal, 4 uL. do
produto de PCR forma homogeneizados com 2 pul. de tampao de carga (Blue/Orange 6x
loading dye, Promega) e transferidos para o pogo do gel. Para determinagdo do tamanho
dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular 100 bp DNA
ladder ready to use (BIORON, life science). A separacdo dos fragmentos de DNA foi
realizada a 90 V durante aproximadamente 30-45 minutos e o gel visualizado com recurso
ao sistema Bio-Rad Universal Hood II Gel Doc XR System.

Apbs a confirmagdo da qualidade do DNA amplificado e que os tamanhos dos
fragmentos amplificados estavam de acordo com o esperado (Tabela 1), procedeu-se a
preparacdao das misturas em placas de microtubos (96 pogos). Em cada pog¢o foram
colocados entre dois a quatro produtos de PCR (7 ul de cada), correspondentes a mesma
amostra, mas amplificados com primers distintos. A combinacdo dos produtos foi
efetuada tendo em conta o fluoréforo associado e o tamanho previsto dos fragmentos
amplificados. Fragmentos com comprimentos semelhantes puderam ser misturados desde
que estivessem marcados com fluoréforos diferentes, de forma a evitar a sobreposicao de
picos correspondentes aos alelos amplificados durante a analise por eletroforese capilar.

O tamanho dos alelos amplificados presentes em cada mistura foi determinado por
eletroforese capilar com detecdo multicolor de fluorescéncia, recorrendo aos servigos da
Stabvida (Portugal). Neste processo, os produtos de PCR marcados com fluoréforos
migram através de capilares de silica e sdo separados de acordo com o seu tamanho e
carga. A detecdo ¢ realizada por leitura de fluorescéncia em tempo real, permitindo a
identificacdo simultanea de multiplos fragmentos.

Para a determinacdo precisa do tamanho dos fragmentos amplificados, utilizou-se
um marcador interno de tamanho conhecido (ROX500), também marcado com
fluoréforo. Este padrdo interno € co-injetado com as amostras e detetado no mesmo
ensaio, garantindo a calibragdo precisa e a correcdo de eventuais variagdes de migracao

entre capilares. A comparacdo entre os picos de fluorescéncia obtidos para os produtos de
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PCR e os do marcador padrdo permitiu calcular com elevada precisdo o tamanho de cada
alelo separado.

Os resultados foram analisados na forma de eletroferogramas, representando
graficamente os picos de fluorescéncia correspondentes aos diferentes alelos
amplificados. Como as oliveiras sdo diploides, os eletroferogramas apresentam apenas
um pico nos casos em que o individuo ¢ homozigético (ambos os alelos com tamanhos
idénticos) e dois picos quando o individuo ¢ heterozigoético (alelos com tamanhos

diferentes).

Tabela 1- Loci utilizados e respetivos fluoréforos.

Locus Sequéncia Tamanho esperado  Fluoréforo

SSR8 F: AGAGGAAGAGTAATGATGAGATC ~186-205 6-FAM
R: TATGCGACTCTGTGTGTGTTCC

SSR11 F: CCCAAGCGGAGGTGTATATTGTTAC ~227-255 6-FAM
R: TGCTTTTGTGTTTGAGATGTTG

SSR4 F: TTAGGTGGGATTCTGTAGATGGTTG ~122-228 6-FAM
R: TTTTAGGTGAGTTCATAGAATTAGC

SSR1 F: AAGAAAGAAAAAGGCAGAATTAAGC ~168-184 6-FAM
R: GTTTTCGTCTCTCTACATAAGTGAC

SSR9 F: TGACTCCCTTTAAACTCATCAGG ~103-142 6-FAM
R: TGCGCATGTAGATGTGAATATG

SSR7 F: GGATTTATTAAAAGCAAAACATACAAA ~180-200 6-FAM
R: CAATAACAAATGAGCATGATAAGACA

SSR10 F: AATCAAAGTCTTCCTTCTCATTTCG ~160-214 HEX
R: GATCCTTCCAAAAGTATAACCTCTC

SSR5 F: CATGAAAGGAGGGGGACATA ~183-219 HEX
R: GGCACTTGTTGTGCAGATTG

SSRé6 F: TCCCTTGTAGCCTCGTCTTG ~97-166 HEX
R: GGCCTGATCATCGATACCTC

SSR2 F: CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA ~194-227 HEX
R: CAAAGGTGCACTTTCTCTCG

SSR3 F: CATCCGGATTTCTTGCTTTT ~181-208 HEX
R: AGCGAATGTAGCTTTGCATGT
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3.7. Tratamento estatistico e analise de dados
3.7.1. Analise estatistica da caracterizacio morfologica de folhas, frutos,

endocarpo e qualidade do azeite

Os dados obtidos na caracterizagdo morfologica das folhas, frutos e endocarpos,
bem como na caracterizacdo quimica e sensorial dos azeites, foram analisados
estatisticamente para avaliar a existéncia de diferengas significativas entre os genotipos
selecionados. Para tal, aplicou-se andlise de variancia a um fator (one-way ANOVA),
considerando como diferengas estatisticas os valores de p < 0,05, como muito
significativas os valores de p < 0,01 e como altamente significativos os valores de p <
0,001. Sempre que a ANOVA revelou diferencas significativas, procedeu-se a testes post
hot de comparagao multiplas de médias, utilizando o teste de Tukey.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software livre RStudio (versao

3.6.2).

3.7.2. Tratamento e analise dos dados genéticos

Para determinagdo do tamanho dos fragmentos amplificados em cada genétipo
foram analisados 11 microssatélites.

A determinagdo do tamanho dos alelos identificados para cada um dos 11
microssatélite foi realizada utilizando o Microsatellite Analysis Software (ThermoFisher
Scientific).

A analise dos parametros de diversidade genética foi efetuada com o programa
GenAlEx, versao 6.4 (Peakall & Smouse, 2006). Foram calculados diversos descritores
genéticos, incluindo as frequéncias alélicas, o nimero médio de alelos por locus (Na), o
numero de alelos efetivos (Ne), a heterozigosidade observada (Ho) e a heterozigosidade
esperada (He) (Nei, 1987). Estes parametros permitem avaliar a variabilidade genética
dentro da populagdo estudada, refletindo o grau de diversidade genético presente.

Para a andlise da estrutura genética populacional, recorreu-se a uma abordagem
Bayesiana implementada no programa Structure, versao 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O
modelo utilizado foi o admixture model com frequéncias alélicas correlacionadas,
permitindo estimar a proporg¢ao de ancestralidade de cada individuo em diferentes grupos
genéticos. Para cada valor de K considerado (de 1 a 6) foram realizadas 20 corridas
independentes, com o objetivo de verificar a consisténcia entre repetigdes. Cada corrida
foi executada com 750.000 iteragdes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) e um periodo

de burn-in de 100.000 iteragdes, garantindo a estabilidade dos resultados.
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A determina¢do do nimero 6timo de grupos genéticos (K) foi efetuada com base
no teste AK de Evanno (Evanno et al., 2005), implementado no StructureSelector (Li e
Liu, 2018).

A média das 20 corridas, para cada K, obtidas pelo Structure foi calculada e
utilizada para construcdo da representacdo grafica das propor¢des de ancestralidade
atribuidas a cada individuo, através do pacote pophelper (Franscis, 2017) do RStudio
(Versao 3.6.2.) e da plataforma Pophelper Structure Web App V1.0.10..

A distancia genética entre os individuos analisados (31 geno6tipos) foi avaliada por
meio da constru¢do de dendrogramas obtida a partir do tamanho dos alelos amplificados
em cada locus. Foi contruida uma matriz bindria de presenga/auséncia, com base nos
alelos identificados para os gendtipos da populagdo em estudo. Com base nessa matriz,
foram calculados os coeficientes de dissimilaridade de Jaccard. A partir da matriz das
distancias genéticas obtidas, foi construido um dendrograma de agrupamento hierarquico,
utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean).
Esta analise foi realizada no software RStudio. Para a andlise das relagdes genéticas entre
genotipos foram também incluidos os perfis genéticos de cultivares referéncia
previamente desenvolvidas (Verdeal, Madural, Cobrangosa, Negrinha, Arbequina e

Picual) com vista a identificacdo dos 31 genotipos aqui analisados.
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4. Resultados e Discussdo
4.1. Analise morfologica
Os resultados da caracterizagdo morfoldgica dos parametros quantitativos dos
frutos, endocarpos e folhas sdo apresentados em tabelas, sob a forma de média + desvio
padrdo, com os respetivos valores minimos € maximos entre paréntesis. Para os
parametros qualitativos, os resultados sdo expressos em percentagem para cada genotipo

avaliado.

4.1.1. Folhas
4.1.1.1. Parametros quantitativos

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes aos parametros quantitativos das
folhas dos gendtipos estudados (genotipos 76 a 106). De forma global, as folhas exibiram
morfologia predominantemente lanceolada, com comprimento médio de 5,9 cm, largura
de 1,1 cm, forma em torno de 6,0 e peso médio de 0,2 g.

A anélise de variancia (ANOVA) revelou diferencas altamente significativas entre
os genotipos para todas as variaveis morfoldgicas avaliadas nas folhas — comprimento,
largura, forma (relagdo comprimento/largura) e peso (valor de p < 0,001). Esses
resultados indicam uma elevada variabilidade entre gendtipos, sugerindo que fatores
genéticos influenciam fortemente no desenvolvimento e no tamanho das folhas.

O comprimento das folhas apresentou uma amplitude consideravel entre os
genotipos, variando entre 3,8 cm (gendtipo 80) e 7,7 cm (genotipo 96), com um valor
médio de aproximadamente 5,9 cm. As folhas mais longas foram observadas nas
genotipos 96 (7,7 cm), 79 (7,1 cm) e 86 (7,0 cm), enquanto as folhas mais curtas
verificaram-se nos genotipos 80 (3,8 cm) e 98 (4,5 cm).

A largura foliar variou entre 0,7 cm (gendtipo 79) e 1,5 cm (gen6tipo 94), com um
valor médio de 1,1 cm. Em geral, verificou-se que os genotipos com folhas mais longas
apresentaram larguras moderadas (1,0 — 1,2 cm), sugerindo um alongamento foliar mais
acentuado nestes genotipos.

A relagdo comprimento/largura (C/L), utilizada como indicador da forma da folha,
oscilou entre 4,3 (genotipo 77) e 11,4 (gendtipo 79), com uma média proxima de 5,9. Os
genotipos 79 e 85 apresentaram folhas mais estreitas e alongadas, enquanto os gendtipos
77 e 94 exibiram folhas mais largas e arredondadas, evidenciando uma variabilidade

morfolédgica significativa a nivel individual.
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Relativamente ao peso médio das folhas, os valores oscilaram entre 0,1 g
(genotipo 80) e 0,2 g (gendtipo 96), com uma média de 0,2 g. As folhas com maior peso
foram registadas nos genotipos 86, 94 ¢ 96 (0,2 g), enquanto as folhas com menor peso
corresponderam aos genotipos 80 ¢ 79 (0,1 g).

Os resultados obtidos para a biometria das folhas da variedade Madural (gendtipos
86 e 96) encontram-se em concordancia com os dados reportados na literatura (Malheiro
et al., 2015), nos quais o peso médio foi de 0,3 g, o comprimento médio de 7,3 cm ¢ a
largura média de 1,3 cm. Embora pequenas diferengas tenham sido observadas,
principalmente no comprimento e na largura, os valores medidos mantém-se consistentes
com os parametros esperados para esta cultivar. Para a variedade Verdeal (gen6tipo 92),
os dados obtidos apresentam peso e comprimento ligeiramente inferiores aos reportados
por Malheiro et al. (2015) para folhas com peso médio de 0,2 g, comprimento médio de
7,2 cm e largura média de 1,0 cm. A largura, por sua vez, manteve-se proxima aos valores
da literatura. Tais variacdes podem ser atribuidas a diferencas edafoclimaticas, maturagao
das folhas e posicdo na arvore, fatores que podem influenciar a biometria

foliar da oliveira.

Tabela 2- Valores médios e desvio padrao dos parametros quantitativos avaliados nas
folhas de cada gendtipo. Os valores minimos e maximos observados encontram-se
indicados entre paréntesis.

i Comprimento Largura Forma
Genotipo (cm) (cm) (C/L) Peso (g)
76 6,0 & 1,4¢df 0,9 + 0,2¢hiK 7,3+2,3° 0,2 + 0,]9cfehi
3,5-79) 0,5-14) 3,9-12,4) (0,1-0,3)
77 5,5 & (0,5¢ehi 1,3+0,2% 43 +0,5 0,2 & 0,Qbedefeh
(4,4 —-6,6) (1,1-2,1) (2,4-54) (0,13-0,2)
78 5,2 + 0,6k 1,0 + 0,1bcdefehi 5 () & (), Mk 0,1 £ 0,0hik
(470 - 654) (059 - 193) (358 - 791) (091 - 052)
79 7,1+0,8° 0,7 + 0,24 11,4 £4,4° 0,1 + 0,08k
(5,8-9,0) 0,2-1,3) (5,5-32,5) 0,1-0,2)
80 3,8+0,7 0,8 + 0,1 4,7 +0,9% 0,1 +0,0*
0,2-4,7) (0,6 - 1,0) (0,3-6,8) (0,1-0,1)
81 6,0 + 0,8cdefg 1’2 + O,Iabcde 5’1 + 0,6ghijk 0’2 + 0,0abcdefg
(473 - 7:1) (039 - 195) (4:2 - 697) (071 - 093)
% 5,2 + (,4¢hik 1,1 £ 0,1 2bcdef 4.6 +0,8* 0,1 + 0,01k
(474 - 5:8) (039 - 193) (430 - 597) (0:1 - 092)
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Tabela 2- Valores médios e desvio padrao dos pardmetros quantitativos avaliados
nas folhas de cada gendtipo. Os valores minimos e maximos observados
encontram-se indicados entre paréntesis (continuacao).

83 6,0 + 0,7°%f 0,8 + 0,21 7,7 +2,0% 0,1 + 0,01ehiik
4,0-173) (0,5-1,9) 4,5-13,4) (0,1-0,3)
84 5’3 + 0’7fghijk 1,1 + 0’2abcdefgh 5,0 + 0’7hijk 0,2 + O,OCdefghij
(4,0 — 6,6) (0,8 —1,5) (3,9-6,3) (0,1 -0,3)
85 5,5 4 1,3¢fehii 0,7+0,2! 8,5+2,5° 0,1+ 0,0
0,9-7,7) (0,4-1,1) (1,1 -12,8) (0,1-0,2)
86 7.0+ 1,1 1,1 £0,28bcdefe g7 4 1 godef 0,2+0,12
(332 - 9,0) (0,5 - 1’5) (453 - 953) (051 - 053)
87 6,4 + 0,824 1,2 + 0,224 5,3 + 0, 7¢hiik 0,2+0,1%
(4a4 - 870) (079 - 177) (453 - 679) (051 - 074)
38 6,5 +0,8%° 1,2 £ 0,28 5,3 + 0, 7¢hik 0,2 +£0,1%°
(4a4 - 870) (170 - 176) (359 - 675) (051 - 073)
89 6,0 £ 0,9°cfe! 0,8 £ 0,2" 7,2+ 1,0 0,1 =+ 0,0hik
(476 - 756) (056 - 1:7) (352 - 858) (051 - 052)
90 4,8 £0,7% 1,1 £ 0,22bcdefe 4,5+0,5¢ 0,1 =+ 0,]cfehi
(3,6 -6,1) (0,8 —1,6) (3,0-5,4) (0,1 -0,3)
01 5,8 + 0,7cdefghi 1’2 + szabcd 4,8 + O,Shijk 0’2 + O’ldefghij
(4,1-172) (0,7 —1,6) (3,9-5,9) (0,1 -0,3)
9 6,1 + 0,8cdef 0,9 + O,Ifghijk 6,8 + 0’9cde 0’1 + O)oefghijk
(4a7 - 775) (077 - 173) (552 - 876) (051 - 072)
03 5,5 + 0’6cdefghi 1,2 + l,lab 5’3 + l,oghijk 0’2 + 0,0abcdef
(474 - 655) (058 - 890) (056 - 7:1) (051 - 0:2)
94 6,6 + 0,94 1,5+0,3%® 4,5 £ (,5hik 0,2 £ 0,]2bcde
(479 - 850) (150 - 290) (256 - 5:6) (051 - 0:4)
95 4’9 + O,6de 0’9 + 0,1cdefghij 5,7 + O’7defg 0,1 + O’Oabcdef
(3a6 - 6’1) (0’5 - 172) (3’9 - 772) (0’1 - 072)
96 7’7 + 0,8Cde 1’2 + 0,2abcdefg 6,7 + O,7efghi 0’2 + O,lbcdefghi
6,1 -9,7) (0,9 —1,6) (4,3 -17.8) (0,1 -0,3)
o7 4,7 £ 0,4 1,0 & 0,2bedefehi 4.7 40 7¥ 0,1 £ 0,0hik
(379 - 553) (057 - 194) (350 - 6:0) (051 - 0:2)
08 4’5 + 0’7fghijk 1’0 + szdefghij 4,7 + O,Sghijk 0,1 + Ojodefghij
(2,8-5.5) 0,6 —1,9) (2,3 -6,3) (0,1 -0,2)
99 6,3 + O,7abc 1’1 + O’Iabcdef 5,8 + ljoefgh 0,2 + 0,0ade
(4a9 - 7,5) (0,9 - 1’5) (3,9 - 850) (0,1 - 053)
100 6,5 + 0’8cdefgh 1’1 + O,Ibcdefghi 5’9 + 0,6efghij 0’2 + 0,0defghij
(4a9 - 7,8) (0,9 - 1’5) (4,5 - 750) (0,1 - 053)
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Tabela 2- Valores médios e desvio padrao dos pardmetros quantitativos avaliados
nas folhas de cada gendtipo. Os valores minimos e maximos observados

encontram-se indicados entre paréntesis (continuacao).

101 5,7 & 1,08hik 1,0 + 0, 1¢fehi 5,6 & 1,08hik 0,2 + 0,0Mik
(431 - 7,6) (0,8 - 194) (3,6 - 752) (0,1 - 052)
102 4,4 + O,Sijk 0,9 + 0,1cdefghij 4,8 + O,Shijk 0’1 + O,ICdefghij
(3,3-53) 0,7—-1,2) (3,9-6,3) (0,1 -0,3)
103 5,8 + 0’6bcde 1)1 + O,Iade 5’1 + 0,7ghijk 0’2 + 0,0adee
(4,6 —7,0) (1,0—1,5) (3,5-6,9) (0,1 -0,3)
104 6,4 + 0’6cdefgh 1’3 + O,ladee 5’1 + 0,4ghijk 0,2 + O,OCdefghij
(532 - 7,6) (0,9 - 196) (4,5 - 652) (O,l - 053)
105 5,3 + O,6defghi 1’1 + 0,2adee 4’9 + O,Shijk 0’1 + O,OCdefghij
(472 - 658) (058 - 1:6) (354 - 698) (051 - 092)
106 6,2 + I,Oadee 1’2 + szabcde 5’2 + Llfghijk 0’2 + O’Oabcedf
(4a5 - 876) (079 - 176) (354 - 774) (051 - 073)
Valor de p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas em um nivel de
significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagdo de Tukey).

4.1.1.2. Parametros qualitativos

Quanto aos parametros qualitativos, avaliou-se a curvatura longitudinal do limbo
e a posicao da largura méxima das folhas. A curvatura longitudinal do limbo, evidenciou
predominancia de folhas planas (55,9%), seguindo-se as folhas hiponasticas (41,6%),
enquanto as folhas epinasticas (0,8%) e helicoidais (1,7%) foram pouco frequentes
(Tabela 3). Estes resultados indicam uma predominancia de folhas com limbo plano a
ligeiramente curvado.

Relativamente a posicdo da largura maxima, verificou-se uma clara

predominancia da posi¢ao central (90,3%), sendo a posicao apical observada em apenas

9,7% das folhas, nao se registando qualquer ocorréncia de posi¢do basal.

Tabela 3- Caracteristicas morfoldgicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia.

Genotipo Curvatura Longitudinal Limbo Posi¢ao Largura Maxima
Epinastica Plana Hiponastic  Helicoidal Central Basal Apical
(%) (%) a (%) (%) (%) (%) (%)
76 0,0 55,0 45,0 0,0 92,5 0,0 7,5
77 0,0 90,0 10,0 0,0 92,5 0,0 7,5
78 0,0 65,0 15,0 20,0 100,0 0,0 0,0
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Tabela 3- Caracteristicas morfoldgicas da folha, em percentagem (%) de ocorréncia (continuacao).

79 0,0 77,5 22,5 0,0 100,0 0,0 0,0
80 0,0 42,5 57,5 0,0 90,0 0,0 10,0
81 0,0 22,5 71,5 0,0 62,5 0,0 37,5
82 2,5 52,5 45,0 0,0 85,0 0,0 15,0
83 0,0 55,0 45,0 0,0 90,0 0,0 10,0
84 0,0 55,0 45,0 0,0 100,0 0,0 0,0
85 2,5 62,5 35,0 0,0 100,0 0,0 0,0
86 7,5 42,5 47,5 2,5 95,0 0,0 5,0
87 7,5 60,0 32,5 0,0 87,5 0,0 12,5
88 0,0 42,5 55,0 2,5 95,0 0,0 5,0
89 0,0 82,5 17,5 0,0 97,5 0,0 2,5
920 5,0 55,0 40,0 0,0 87,5 0,0 12,5
91 0,0 85,0 15,0 0,0 50,0 0,0 50,0
92 0,0 72,5 27,5 0,0 95,0 0,0 5,0
93 0,0 80,0 20,0 0,0 95,0 0,0 5,0
94 0,0 70,0 30,0 0,0 57,5 0,0 42,5
95 0,0 80,0 20,0 0,0 100,0 0,0 0,0
96 0,0 15,0 85,0 0,0 85,0 0,0 15,0
97 0,0 45,0 52,5 2,5 85,0 0,0 15,0
98 0,0 42,5 57,5 0,0 100,0 0,0 0,0
929 0,0 52,5 47,5 0,0 90,0 0,0 10,0
100 0,0 70,0 225 7,5 100,0 0,0 0,0
101 0,0 32,5 67,5 0,0 100,0 0,0 0,0
102 0,0 15,0 85,0 0,0 97,5 0,0 2,5
103 0,0 17,5 75,0 7,5 92,5 0,0 7,5
104 0,0 70,0 25,0 5,0 100,0 0,0 0,0
105 0,0 80,0 20,0 0,0 87,5 0,0 12,5
106 0,0 45,0 50,0 5,0 90,0 0,0 10,0

4.1.2. Fruto e endocarpo

4.1.2.1. Parametros quantitativos
A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para os pardmetros quantitativos dos
frutos e endocarpos referentes aos trinta e um geno6tipos analisados (gendtipo 76 a 106).
A analise de variancia (ANOVA) revelou diferencas altamente significativas entre
0s genotipos para todas as varidveis morfologicas do fruto — peso, didmetro maximo,

diametro minimo e comprimento (valor de p < 0,001). Estes resultados evidenciam uma
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elevada variabilidade entre gendtipos, demonstrando diferencas genéticas expressivas no
desenvolvimento e no tamanho dos frutos.

O teste de comparagdes multiplas de Tukey permitiu agrupar os gendtipos em
classes homogéneas distintas. Os gen6tipos 101 e 81 apresentaram as maiores médias de
peso e dimensdes do fruto, ndo diferindo significativamente entre si, mas diferindo dos
restantes, em particular dos genotipos 77, 92, 93 e 94, que obtiveram os valores mais
baixos. Genotipos como 83, 85, 97 e 100, apresentaram valores intermédios, sem
diferencas estatisticamente semelhantes entre si.

Para o endocarpo, a analise de variancia (ANOVA) revelou diferengas altamente
significativas entre os gendtipos (valor de p < 0,001). Os genoétipos 81, 88 e 101
apresentaram as maiores médias de peso e dimensoes, indicando endocarpos mais
desenvolvidos e de maior volume, enquanto os genotipos 89, 94, 96 e 105 registaram as
menores médias, evidenciando diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos
grupos superiores. Esta tendéncia sugere uma correlagio positiva entre o tamanho do fruto
e o do endocarpo, uma vez que os mesmos gendtipos se destacam em ambas as varidveis.

Entre os parametros avaliados do fruto, o peso apresentou a maior amplitude de
variagdo, sendo o parametro mais variavel dentro da amostra. O peso médio dos frutos
variou entre 1,3 g (genétipo 77) e 4,2 g (gendtipo 81), observando-se ainda valores
elevados nos gendtipos 76, 87, 88 e 101, cujos frutos ultrapassaram, em média, os 3,5 g
(Tabela 4).

O comprimento médio dos frutos apresentou menor variacao, oscilando entre 1,6
cm (genotipo 77) e 2,5 cm (gendtipo 101). Estes resultados indicam uma maior
uniformidade neste parametro morfoldgico, sugerindo que o comprimento do fruto ¢ uma
caracteristica relativamente estavel entre os genotipos avaliados.

Os diametros maximo e minimo evidenciaram igualmente baixa variabilidade,
com o didmetro maximo a variar de 1,0 cm (genotipo 77) a 1,7 cm (genotipo 101), e o
diametro minimo entre 0,6 cm (genotipo 77) e 1,1 cm (genotipo 101) (Tabela 4).

Relativamente aos parametros quantitativos do endocarpo, observou-se uma
variabilidade morfologica consideravel entre genotipos, demonstrada nos valores médios
e respetivos intervalos obtidos.

O peso médio do endocarpo variou entre 0,4 g (gendtipo 89) e 0,9 g (genotipo
101), apresentando um valor médio de aproximadamente 0,5 g. Destacaram-se os
genotipos 81, 88, 99, 100, 101 e 103 por apresentarem endocarpos com valores de massa

mais elevados (0,6 g), enquanto os genotipos 77, 80, 84, 89, 98, 104 e 105 exibiram
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valores inferiores a 0,5 g. O elevado desvio-padrao observado em alguns destes genotipos
(81, 88 e 101) sugere uma maior heterogeneidade entre os frutos, possivelmente
relacionada com diferengas no grau de maturagcdo do fruto ou fatores ambientais. Nos
genotipos de referéncia (Madural), os valores médios de peso do fruto e do endocarpo
foram inferiores aos reportados por Chéu-Guedes et al., (2023), indicando diferencas na
origem genética, condi¢des edafoclimaticas ou praticas de cultivo.

O comprimento médio do endocarpo oscilou entre 1,3 cm (gendtipos 91) e 1,9 cm
(genotipos 101), apresentando um valor médio global de aproximadamente 1,5 cm. Os
genotipos 81, 88, 100, 101 e 103 destacaram-se por apresentarem valores de endocarpos
com comprimentos médios mais elevados (1,6 cm), enquanto os gendtipos 77, 84, 91 e
95 apresentaram os valores mais reduzidos (1,5 cm). Tal como observado para o peso, o
comprimento apresentou alguma variacdo entre gendtipos, embora com coeficientes de
variacdo geralmente inferiores a 10 %, indicando maior uniformidade dentro de cada
genotipo.

Relativamente ao diametro maximo ¢ minimo dos endocarpos, os valores médios
variaram entre 0,7 — 0,9 cm (gendtipo 98 e 101) e 0,3 — 0,6 cm (genotipo 96 e 101). Os
genotipos 81, 87, 88,91, 99, 100, 101 e 103 apresentaram endocarpos mais largos (> 0,8
cm), e mais espessos (> 0,5 cm), enquanto os gendtipos 80, 84, 86, 90, 92, 96, 98 ¢ 104
apresentaram os valores mais reduzidos (< 0,4 cm). Os resultados evidenciam que os
gendtipos analisados apresentam variabilidade significativa em todos os parametros
quantitativos, sendo o peso do fruto e do endocarpo os atributos mais heterogéneos,
enquanto o comprimento do fruto e os didmetros do fruto exibem maior uniformidade

entre amostras.
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Tabela 4- Valores médios e desvio padrao dos pardmetros quantitativos avaliados nos frutos e endocarpos de cada gendtipo. Os valores minimos e

maximos observados encontram-se indicados entre paréntesis.

Fruto Endocarpo
Geno .A > o o
tipo Dlarm'etro Dlarm.etro Comprimento Dlarm.etro Dlarm.etro Compriment
Peso (g) Maximo Minimo Peso (g) Maximo Minimo
(cm) o (cm)
(cm) (cm) (cm) (cm)
76 3,8 +0,5% 1,7+0,1° 0,8 £ 0,18hi 2,3+0,2° 0,5 £ 0,1 hik 0,7 + 0,0M 0,4+0,0™  1,5=+0,]cfhik
2,6 -4,7) (1,5-1,9) 0,7-1,0) (2,0-2,6) (0,6 - 0,3) (0,8-0,7) (0,5-0,3) (1,9-1,3)
77 1,3+£0,2° 1,0 £0,0' 0,6 £0,1" 1,6 £0,0m 0,4 = 0,0 0,7 £ 0,0k 0,4+0,1Y 1,3+0,1™
(1,0-1,8) 0,9-1,2) 0,5-0,8) (1,4-1,8) (0,3-0,6) (0,6 - 0,8) (0,3-0,6) (1,1-1,5)
78 2,0 £ 0,9kimn 1,3+£0,20 0,7+ 0,1ikimno 1,8 £ 0,30k 0,6 +£0,1¢ 0,8£0,1%  0,5+£0,00%" 1,6+0,1%E
(1,0—4,4) 09-1,7) (0,5-1,0) (1,4-2,4) 0,4-0,9) (0,7 -1,0) 0,4 -0,6) (1,4-1,8)
79 3,1+0,5¢ 1,5+0,1° 0,7+ 0,1p7 2,1+£0,1¢ 0,6 +0,1¢ 0,8 £0,1%f 0,4 £+ 0,0Y 1,6 £ 0,1bcd
(2,0-4,3) (1,2-1,7) 0,6 - 0,8) (1,9-2,4) (0,3-0,8) (0,7-0,9) 0,4-0,5) (1,3-1,8)
30 2,5 & 0,5¢feh 1,4+0,1¢4 0,9 £ 0,1¢de 2,0 £ 0,241 0,4+ 0,14 0,7 £ 0,0k 0,4 £ 0,0Y 1,4 +0,14
(1,2-4,1) (1,2-1,7) 0,8-1,2) (1,5-2,4) (0,2 -0,6) (0,6 - 0,8) 0,3-0,5) (1,0-1,8)
81 42 +0,7° 1,6 £0,1° 0,7 £ 0,1mnepd 2,3+£0,2° 0,7+0,1° 0,9£0,1%  0,5+0,1%° 1,7 +£0,1%
(2,6 -6,4) (1,4-1,9) 0,6 -0,9) (1,9 -2,8) (0,6 -1,2) 0,7-1,1) 0,4-0,7) (1, 4-2,1)
82 2,1 & (,31kimn 1,3 +£0,11%h 0,8 £ 0,10k 1,9 & 0,1hiik 0,4 £ 0,180k 0,7 £0,1%k 0,5+ 0,0°% 1,5+0,10
(1,7-2,9) (1,2-1,5) 0,6 -0,9) (1,8-2,1) 0,3-0,7) (0,7-0,8) 0,4 -0,0) (1,2-1,7)
33 2.9 +0,6% 1,5+0,1° 0,9 £ 0,1%f 2,1 £0,200 0,6 +0,1¢ 0,8+ 0,19 0,5+0,1% 1,6+ 0,]dfeh
(1,8-4,1) (1,3-1,7) 0,8-1,1) (1,7-2,5) 0,4-0,9) (0,7-0,9) 0,4 -0,6) (1,2-1,9)
84 2,1 £ 0,3)kimn 1,3+0,1% 0,8 £ 0,1¢n 2,0 £ 0,1ehi 0,4 + 0,1 0,7 £0,1%k 0,4 £ 0,0 1,5 + 0,18hik
(1,5-2,6) (1,2-1,5) 0,7-0,9) (1,7-2,2) (0,2 -0,6) (0,6 - 0,8) (0,3-0,5) (1,2-1,6)
85 2,7 £ 0,4°T% 1,4 +0,1¢¢ 0,8 £ 0,1 2,0 £ 0,191 0,6 +0,1° 0,8 £0,1%f 0,6 0,12 1,5+ (,]defehifk
(1,8-4,2) (1,3-1,7) 0,7-1,1) (1,7-2,3) (0,1 -0,8) (0,7-1,0) 0,4-0,7) (1,2-1,8)
86 2,2 £ (,3hijkim 1,3+0,1% 0,8 £ 0,18hiik 2,0 £ 0,]1cdfe 0,5 + 0,1 ehi 0,7 £0,1Mk 0,4 £0,08m 1,6+ 0,]1%feh
(1,6-3,4) (1,2-1,6) 0,6 -0,9) (1,7-2,3) 0,3-0,7) (0,6 -0,9) (0,3-0,5) (1,2-1,9)




Tabela 4- Valores médios e desvio padrao dos parametros quantitativos avaliados nos frutos e endocarpos de cada gendtipo. Os valores minimos

€ maximos observados encontram-se indicados entre paréntesis (continuagao).

g7 3SE0ST  16x01%  10x01% 20+0,°
(1,8-52) (13-19)  (0.8-1,3) (1,7-2.5)
g TE06Y L6010 Lixol 234020
27-51)  (15-18)  (1,0-12) 2,0-2.7)
g 210314301 08020 1,8 + 0,21
(1,6-29) (13-15)  (0,6-2,0) 0,8 -2,1)
o  2AE0AEE 14x01%  09%0,1% 2,0 + 0,2
(1,7-3,7) (13-17)  (0.8-1,0) (1,7-23)
op  24%04FH 1501 09501 1,9 0, Mk
(1,5-3,1)  (12-16)  (0,7-1,0) (1,6-2,1)
o 17403 120, Oﬂ’gmfop 1.8 + 0,1
(1L1-23)  (1L0-14) e oo (1,6-2,2)
o3 19=03™  12x017 0802 1.8+ 02K
(12-28)  (1,0-14)  (0,6-1,7) (0,8 -2,1)
o4 1,840,3" 124015 0,7+0,100 1,8+0,1
(1,1-24)  (0,6-14)  (0,5-048) (1,5 - 2,0)
o5 26%06%  15E0IY 09501 2,0 + 0,20z
(12-44)  (1,1-18)  (0,6-1,1) (1,4-2.3)
o LOEOS™ 201N 07x01™0  2,00,1%%
(1,0-3,1)  (09-15  (0,5-0,9) (1,6 - 2,4)
g7 26%06F  14x017  10+01" 2,1+ 0,200f
(13-39  (12-17)  (08-1,1) (1,6 - 2,5)
g 2SEOSE15=01 10x01% 2,0 + 0,2
(1,5-3,7) (12-16)  (09-1,1) (1,7-2.4)
g 2506 14=01¢  10£01 2,0+ 0,250
(1,6-38)  (12-17)  (0.8-12) (1,8 -2,4)
00 28EOST 152010 1020, 2.1+ 0,]%
22-41)  (13-16)  (0.8-1,1) (1,9 - 2,4)
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0,6 + 0,1¢d° 09+0,1*  0,5+0,0® 1,5+ 0,]&hik
(0,3-0,8) 0,7-0,9)  (0,5-0,6) (1,2-1,8)
0,8 +0,2° 0,9+0,1%® 0,5+ 0,12 1,7+0,2°
0,5-1,2) 0,7-1,1) (0,4 -0,0) (1,4-2,0)
0,4+0,1 0,7 + 0,1hik 0,4+0,3m 1,4+0,1¢
0,3 -0,5) 0,6-1,5  (03-23) (1,2-1,7)

0,4 + 0,1hiikl 0,7 £ 0,1"i 0,4 + 0,0k 1,6 =+ 0,2dcfehii
(0,3 -0,6) 0,6-0,8)  (0,3-0,5) (1,2-1,8)

0,5+ 0,19 0,8 +£0,1%d  (,5+0,1¢& 1,4+0,1m™

(0,3-0,7) 0,7-2,00  (0,3-0,6) (1,1 - 1,6)
0,4 + 0,114 0,7 + 0,0Mik 0,5 + 0,0¢M 1,5 £ 0,1 fehiik
(0,3 -0,6) 0,7-0,8)  (0,4-05)  (1,20-1,86)

0,5 + 0,18hiik 0,7 £ 0,1"i 0,4 + 0, 1" 1,5+ 0,11k
0,3-0,7) 0,4 -0,8) 0,3-0,7) (1,1-1,7)
0,5+0,1¢" 0,8+0,1¢ 0,5+ 0,]¢¢f 1,5+0,14
(0,3-0,8) (0,7-0,9) 0,4 -0,0) (1,2-1,7)

0,4 + 0,1hiikl 0,7 +0,1¢" 0,4 + 0,0 1,4+ 0,24
(0,1 -0,8) 0,5-0,9)  (0,3-0,5) 0,9-1,7)
0,4 + 0,114 0,7 + 0,2"ik 0,3 +0,0m 1,6 £ 0,2¢d¢
(0,2-0,7) 0,5-1,6)  (0,3-0,5) (1,3-2,0)

0,4 + 0,18 0,7 £ 0,0k 0,5+ 0,0°df 1,5 + 0,2¢hik
0,2-0,7) (0,6 - 0,8) 0,4 -0,0) (1,0-1,9)

0,4 +0,14 0,7 +0,1% 0,5 + 0,0¢" 1,4 + 0,2
(0,2 -0,6) 0,5-0,7) 0,4-0,5) (1,2-1,8)

0,6 + 0,1¢def 0,8 + 0,1 0,6 £ 0,0 1,5 £ 0,1 defehil
0,4-0,9) (0,7-1,0) (0,5-0,7) (1,3-1,8)
0,6 £0,1°¢ 0,8 +£0,0% 0,5+ 0,00f 1,6 £ 0,10
(0,5-0,9) (0,7-0,9) (0,5-0,6) (1,4-1,9)




Tabela 4- Valores médios e desvio padrao dos parametros quantitativos avaliados nos frutos e endocarpos de cada gendtipo. Os valores minimos

€ maximos observados encontram-se indicados entre paréntesis (continuagao).

101 4,14+0,7° 1,74 0,1 1,1+0,12 2,5+0,1°
(2,9 - 6,0) (1,5-1,8) 0,9-1,2) (2,2-2,9)
Ly 20E04™ 1301 070,10 1,8+ 0,14
(1,0 - 2,9) (1,1 - 1,4) (0,6 - 0,8) (1,6 -2.2)
03 26+05® 1,4+0,19  0,9+0,1¢ 2,1 40,00
(1,8 -4,0) (12-1,7) 0,7-1,1) (1,8-2,4)
g 2SEOAE 13018 07%0,1m 2,0 4 0,1%hi
(1,7 -3,4) (1,1 -1,5) (0,6 - 1,0) (1,7-2.2)
o5 2SEOEWI 14£01  0,6+0,17 2,0 £ 0,2¢feh
(1,1 -3.5) (1,1 - 1,6) (0,4 -0,8) (1,4 -2.,4)
06 ZIEOAE™ 13018 0801 1,9 + 0,28hik
(1,1-3,1) (1,1-1,6) (0,69 - 1,0) (1,4-2.2)
Valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
dep

0,9 +0,15° 0,9+0,0°  0,6+0,0° 1,9+0,1°
(0,7-1,4) 09-1,00 (0,5-0,7)  (1,6-2.2)
0,5+0,1°E%  0,7+0,1%  05+0,1%  1,5+0,1hik
(0,3-1,0) 0,6-09)  (0,5-0,6)  (1,2-1,8)
0,5+0,1%f  08+0,1¢ 05+0,1%¢  1,6+0,1%
(0,3-0,9) (0,7-1,00  (0,4-0,6)  (1,3-1,9)
0.4+ 0,1 0,7+0,00k  04+0,08"  1,5+0,10
(0,3-0,5) 0,6-08)  (03-0,5)  (1,2-1,7)
0,4 +0,1¢ 0,7+0,0k  0,5+0,0%f 1,5+ 0,2dfehik
(0,2-0,5) 0,6-0,8)  (0,4-0,6)  (0,7-1,8)
0,6 +£0,1%%  0,8+0,1< 0,5+0,1%d [ 54(,]dclehik
(0,2-0,8) 0,6-1,00 (0,4-0,6)  (1,0-1,7)
<0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas em um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagéo de

Tukey).
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4.1.2.2. Parametros qualitativos

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para os parametros morfologicos
qualitativos do fruto, nomeadamente a simetria, posi¢ao do diametro transversal maximo,
forma do apice e da base, bem como presenca ou evidéncia do mamilo, para os genotipos
analisados (gend6tipos 76 a 106).

A simetria do fruto apresentou variabilidade entre os gen6tipos. Em média, 16,1%
dos frutos eram simétricos, 57,0% ligeiramente assimétricos e 26,4% assimétricos,
evidenciando uma predominancia de frutos com ligeira assimetria. Os geno6tipos 80, 85,
87, 91, 95 e 99 apresentaram uma maior percentagem de frutos simétricos (> 30,0%),
enquanto os genotipos 79, 93 e 105 evidenciaram percentagens elevadas de frutos
assimétricos (> 57,5%).

Relativamente a posi¢do do didmetro transversal maximo, observou-se uma
notavel uniformidade entre as amostras, sendo este maioritariamente central em 94,3%
dos frutos. Apenas 1,7% dos frutos apresentaram o didmetro transversal maximo junto a
base e 4,0% junto ao apice, confirmando que esta caracteristica se manteve bastante
constante entre os genotipos.

Quanto a forma do apice, a maioria dos frutos (65,4%) apresentou apice
arredondado, enquanto 34,6% apresentaram apice pontiagudo. Observou-se um padro
inverso em alguns genotipos, nomeadamente 79, 82, 93, 96 e 97, nos quais predominaram
frutos com apice pontiagudo (> 70,0%). Em contrapartida, os genotipos 80, 83, 84, 87,
88, 89, 90, 92, 95 e 99 apresentaram uma predominancia de 4pice arredondados, com
valores superiores a 90%.

Em relacdo a forma da base, verificou-se predominancia de bases truncadas
(83,4%), sendo apenas 16,6% arredondada. Algumas excecdes foram registadas nos
genotipos 92, 104 e 106, em que predominou a base arredondada.

Quanto a presenga de mamilo, a maioria dos frutos apresentou mamilo ausente
(55,0%), enquanto 7,7% evidenciou mamilo presente. Algumas diferencas estatisticas
significativas foram observadas entre genotipos, o genotipo 85 apresentou todos os frutos
com mamilo evidente, enquanto os genotipos 101 e 102 apresentaram percentagens
elevadas de frutos com mamilo (> 40,0%). Por outro lado, os genoétipos 80, 81, 88, 89,

90, 95 e 106 evidenciaram auséncia quase total do mamilo.
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Tabela 5- Frequéncia de ocorréncia (%) das diferentes caracteristicas morfologicas observadas nos frutos de cada gendtipo.

Simetria Posicao Apice Base Mamilo
Pouc

Genoti  Simétr  Ligeiramente Assimétric  Juntoa Centra Juntoao  Pontiag Arredond Trunc Arredond Evide 0 Ause

po ico assimétrico 0 base 1 apice udo ado ada ada nte evide nte
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) nte (%)

%

76 0,0 40,0 60,0 2,5 97,5 0,0 17,5 82,5 97,5 2,5 12,5 50,()) 17,5
77 2,5 62,5 35,0 0,0 72,5 27,5 42,5 57,5 32,5 67,5 0,0 65,0 35,0

78 12,0 44,0 44,0 0,0 100,0 0,0 90,0 10,0 100,0 0,0 32,5 60,0 7,5
79 2,5 22,5 75,0 0,0 100,0 0,0 71,5 22,5 92,5 7,5 32,5 52,5 15,0
80 32,5 65,0 2,5 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 7,5 92,5
81 17,5 42,5 40,0 0,0 100,0 0,0 15,0 85,0 92,5 7,5 2,5 22,5 75,0

82 10,0 47,5 42,5 45,0 55,0 0,0 92,5 7,5 100,0 0,0 32,5 625 5,0
83 2,5 80,0 17,5 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 72,5 27,5 0,0 60,0 40,0
84 17,5 55,0 27,5 0,0 100,0 0,0 10,0 90,0 100,0 0,0 0,0 70,0 30,0

85 67,5 32,5 0,0 0,0 100,0 0,0 72,5 27,5 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0
86 27,5 70,0 2,5 0,0 100,0 0,0 2,5 97,5 47,5 52,5 0,0 2,5 97,5
87 35,0 60,0 5,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 20,0 80,0
88 20,0 55,0 25,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0  100,0
89 0,0 90,0 10,0 0,0 100,0 0,0 5,0 95,0 97,5 2,5 0,0 0,0  100,0
90 37,5 52,5 10,0 0,0 100,0 0,0 2,5 97,5 100,0 0,0 0,0 5,0 95,0
91 25,0 70,0 5,0 0,0 100,0 0,0 30,0 70,0 100,0 0,0 0,0 30,0 70,0
92 30,0 60,0 10,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 5,0 95,0 0,0 22,5 775
93 0,0 15,0 85,0 0,0 22,5 77,5 97,5 2,5 92,5 7,5 0,0 80,0 20,0
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Tabela 5- Frequéncia de ocorréncia (%) das diferentes caracteristicas morfoldgicas observadas nos frutos de cada genotipo (continuacao).

94 17,5 77,5 5,0 0,0 100,0 0,0 87,5 12,5 82,5 17,5 0,0 95,0 5,0

95 32,5 60,0 7,5 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 10,0 90,0
96 0,0 37,5 62,5 0,0 82,5 17,5 92,5 7,5 22,5 71,5 0,0 62,5 375
97 0,0 55,0 45,0 0,0 100,0 0,0 72,5 27,5 100,0 0,0 0,0 72,5 275
98 0,0 75,0 25,0 0,0 100,0 0,0 35,0 65,0 100,0 0,0 0,0 350 65,0
929 22,5 72,5 5,0 0,0 97,5 2,5 5,0 95,0 100,0 0,0 0,0 5,0 95,0
100 17,5 71,5 5,0 0,0 95,0 5,0 20,0 80,0 100,0 0,0 0,0 20,0 80,0
101 10,0 47,5 42,5 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0

102 20,0 47,5 32,5 0,0 90,0 10,0 65,0 35,0 92,5 7,5 40,0 425 175
103 12,5 45,0 42,5 0,0 100,0 0,0 67,5 32,5 100,0 0,0 0,0 67,5 32,5
104 7,5 75,0 17,5 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 2,5 97,5 2,5 60,0 375
105 5,0 37,5 57,5 0,0 100,0 0,0 70,0 30,0 90,0 10,0 12,5 57,5 30,0
106 25,0 67,5 7,5 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
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As Tabelas 6, 7 e 8 apresentam os resultados referentes a caracterizacao qualitativa
dos endocarpos dos 31 gendtipos avaliados.

Relativamente a simetria A, verificou-se uma predominancia de endocarpos
ligeiramente simétricos (53,4%), enquanto 38,3% foram classificados como assimétricos
e apenas 8,3% como simétricos. Na simetria B, observou-se a mesma tendéncia, ou seja,
prevaleceram os endocarpos ligeiramente simétricos (58,7%), observando-se
percentagens inferiores de exemplares totalmente simétricos (41,3%).

Quanto a posi¢ao do maior didmetro, a maioria dos endocarpos apresentou o
diametro ao centro do fruto (90,3%), sendo residual a ocorréncia de frutos com didmetro
junto a base (1,8%) ou junto ao apice (7,8%).

No que se refere a forma do apice, predominou a forma pontiaguda (87,4%), sendo
a forma arredondada observada em 12,6% das amostras e a forma truncada em 8,7%. Em
relacdo a base, verificou-se uma distribuicdo equilibrada entre as formas pontiaguda
(48,0%) e arredondada (43,3%), sendo a base truncada registada em apenas 8,7% dos
endocarpos analisados.

A superficie do endocarpo apresentou, maioritariamente textura lisa (46,2%) ou
rugosa (43,0%), sendo muito rugosa em apenas 10,8% dos endocarpos, o que evidencia
uma variabilidade moderada entre gendtipos quanto a esta caracteristica.

O numero de sulcos, apresentou maioritariamente valores intermédios, com
39,4% dos endocarpos apresentando entre 7 e 10 sulcos, seguindo-se os com nimero
reduzido (<7 sulcos, 34,4%) e, por ultimo, aqueles com ntimero elevado (>10 sulcos,
26,1%). A distribuicdo dos sulcos revelou-se predominantemente uniforme (95,1%),
sendo agrupada apenas em 4,9%.

Relativamente a presenca de mucrdo na extremidade apical, a maioria dos
endocarpos apresentou esta caracteristica (85,8%), enquanto 14,2% dos endocarpos

foram classificados como ausentes de mucrao.
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Tabela 6- Caracteristicas morfologicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia.

Simetria A Simetria B Posicao
G'enét S1m§tr1c Lliir:trrrilsgte Ass1r(1)1etr1c Simétrico Llégiillrgtrrrilggte Jlg;z; a Cenral Jl;l;ti(z :0
PO (%) (%) %) %) %) O T ()
76 0,0 20,0 80,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0
77 32,5 50,0 17,5 52,5 47,5 25,0 52,5 22,5
78 0,0 67,5 32,5 40,0 60,0 0,0 100,0 0,0
79 2,5 67,5 30,0 32,5 67,5 0,0 100,0 0,0
80 7,5 75,0 17,5 60,0 40,0 0,0 100,0 0,0
81 7,5 27,5 65,0 7,5 92,5 0,0 100,0 0,0
82 10,0 72,5 17,5 77,5 22,5 22,5 65,0 12,5
83 0,0 72,5 27,5 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0
84 2,5 55,0 42,5 27,5 72,5 0,0 100,0 0,0
85 10,0 85,0 5,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
86 2,5 47,5 50,0 40,0 60,0 0,0 100,0 0,0
87 2,5 67,5 30,0 12,5 87,5 0,0 100,0 0,0
88 15,0 60,0 25,0 55,0 45,0 0,0 100,0 0,0
89 2,5 62,5 35,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0
90 2,5 50,0 47,5 100,0 0,0 2,5 97,5 0,0
91 5,0 77,5 17,5 45,0 55,0 2,5 97,5 0,0
92 0,0 40,0 60,0 7,5 92,5 0,0 97,5 2,5
93 32,5 50,0 17,5 32,5 67,5 0,0 20,0 80,0
94 10,3 89,7 0,0 10,3 89,7 0,0 100,0 0,0
95 2,5 82,5 15,0 47,5 52,5 0,0 100,0 0,0
926 5,0 32,5 62,5 97,5 2,5 0,0 67,5 32,5
97 0,0 45,0 55,0 37,5 62,5 0,0 95,0 5,0
98 0,0 47,5 52,5 32,5 67,5 0,0 100,0 0,0
99 5,0 55,0 40,0 40,0 60,0 0,0 57,5 42,5
100 7,5 35,0 57,5 22,5 77,5 0,0 80,0 20,0
101 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 85,0 15,0
102 7,5 35,0 57,5 10,0 90,0 0,0 100,0 0,0
103 0,0 35,0 65,0 17,5 82,5 0,0 62,5 37,5
104 5,0 77,5 17,5 5,0 95,0 0,0 100,0 0,0
105 0,0 30,0 70,0 30,0 70,0 0,0 97,5 2,5
106 10,0 55,0 35,0 35,0 65,0 0,0 97,5 2,5
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Tabela 7- Caracteristicas morfologicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia.

Apice Base Superficie
Genotipo Pontiagudo Arredondado Truncada Pontiagudo Arredondada Lisa Rugosa rlfgci)ts(;

(%) (%) (%) (%) (%) (%) ) (o)
76 90,0 10,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0
77 72,5 27,5 12,5 65,0 22,5 90,0 10,0 0,0
78 97,5 2,5 7,5 45,0 47,5 5,0 95,0 0,0
79 90,0 10,0 7,5 25,0 67,5 0,0 92,5 7,5
80 100,0 0,0 0,0 7,5 92,5 97,5 2,5 0,0
81 87,5 12,5 0,0 17,5 82,5 0,0 60,0 40,0
82 100,0 0,0 17,5 22,5 60,0 60,0 40,0 0,0
83 2,5 97,5 2,5 20,0 77,5 100,0 0,0 0,0
84 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 97,5 2,5 0,0
85 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
86 100,0 0,0 0,0 97,5 2,5 97,5 2,5 0,0
87 95,0 5,0 2,5 0,0 97,5 0,0 100,0 0,0
88 100,0 0,0 0,0 12,5 87,5 100,0 0,0 0,0
89 100,0 0,0 0,0 57,5 42,5 100,0 0,0 0,0
90 97,5 2,5 0,0 90,0 10,0 27,5 72,5 0,0
91 100,0 0,0 12,5 5,0 82,5 22,5 72,5 5,0
92 100,0 0,0 0,0 75,0 25,0 100,0 0,0 0,0
93 97,5 2,5 0,0 92,5 7,5 100,0 0,0 0,0
94 100,0 0,0 23,1 71,8 5,1 0,0 100,0 0,0
95 100,0 0,0 0,0 225 77,5 92,5 7,5 0,0
96 95,0 5,0 0,0 100,0 0,0 71,5 22,5 0,0
97 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0
98 92,5 7,5 0,0 95,0 5,0 80,0 20,0 0,0
99 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 12,5 87,5 0,0
100 100,0 0,0 0,0 90,0 10,0 7,5 92,5 0,0
101 100,0 0,0 30,0 0,0 70,0 0,0 2,5 97,5
102 100,0 0,0 2,5 20,0 71,5 22,5 77,5 0,0
103 100,0 0,0 0,0 85,0 15,0 0,0 67,5 32,5
104 100,0 0,0 0,0 67,5 32,5 0,0 100,0 0,0
105 87,5 12,5 0,0 87,5 12,5 7,5 87,5 5,0
106 100,0 0,0 47,5 2,5 50,0 80,0 20,0 0,0
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Tabela 8- Caracteristicas morfologicas do endocarpo, em percentagem (%) de ocorréncia.

N° Sulcos Distribuicéo sulcos Extremidade Apice

Gen6tipo Reduzido  Médio (7- Elevado Uniforme Agrupado Sem muctio Corr~1

<7 10) (>10) o s o mucrao

6 (%) O N ) %) %)

76 0,0 2,5 97,5 100,0 0,0 22,5 77,5
77 35,0 65,0 0,0 100,0 0,0 57,5 42,5
78 72,5 27,5 0,0 100,0 0,0 7,5 92,5
79 2,5 25,0 72,5 100,0 0,0 10,0 90,0
80 87,5 7,5 5,0 100,0 0,0 0,0 100,0
81 2,5 67,5 30,0 92,5 7,5 0,0 100,0
82 10,0 27,5 62,5 92,5 7,5 45,0 55,0
83 0,0 2,5 97,5 100,0 0,0 42,5 57,5
84 97,5 0,0 2,5 100,0 0,0 0,0 100,0
85 0,0 32,5 67,5 100,0 0,0 0,0 100,0
86 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
87 0,0 80,0 20,0 100,0 0,0 0,0 100,0
88 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
89 0,0 40,0 60,0 100,0 0,0 0,0 100,0
90 0,0 35,0 65,0 100,0 0,0 2,5 97,5
91 25,0 62,5 12,5 100,0 0,0 20,0 80,0
92 95,0 2,5 2,5 100,0 0,0 0,0 100,0
93 0,0 92,5 7,5 100,0 0,0 2,5 97,5
94 0,0 79,5 20,5 28,2 71,8 0,0 100,0
95 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 2,5 97,5
96 2,5 5,0 92,5 100,0 0,0 0,0 100,0
97 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 12,5 87,5
98 62,5 37,5 0,0 100,0 0,0 7,5 92,5
99 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
100 80,0 20,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0

101 40,0 60,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
102 95,0 5,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
103 40,0 50,0 10,0 100,0 0,0 0,0 100,0
104 2,5 90,0 7,5 42,5 57,5 0,0 100,0
105 0,0 72,5 27,5 90,0 10,0 0,0 100,0
106 92,5 7,5 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
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4.2. Parametros de qualidade

Para avaliar a qualidade dos azeites obtidos a partir dos diferentes genotipos,
foram determinados varios parametros fisico-quimicos e sensoriais. De acordo com o
Regulamento de Execucao (UE) 2022/2104 da Comissdo de 29 de julho de 2022, para
que um azeite possa ser classificado como azeite virgem extra, ¢ necessario cumprir um
conjunto de critérios, nomeadamente: acidez < 0,8%; indice de peroxidos < 20 mEq.
O2/kg; Koz < 2,50; Kaeg < 0,22; AK < 0,01. O azeite deve estar isento de defeitos

sensoriais e apresentar uma mediana de frutado superior a zero.

4.2.1. Acidez

A avaliacdo da acidez do azeite ¢ um dos parametros utilizados para a
caracterizacdo comercial do azeite, uma vez que reflete o teor de acidos gordos livres,
principalmente o acido oleico, presente no produto final. No presente trabalho, foram
analisadas 31 amostras de azeite obtendo-se valores de acidez que variaram entre 0,11%
e 0,28 %.

A maioria das amostras (cerca de 77%) apresentou acidez de 0,23%,
demonstrando uma elevada uniformidade entre os azeites analisados. Apenas cinco
amostras atingiram 0,28%, enquanto o azeite do gendtipo 80 apresentou o valor minimo
de 0,11%. Todos os resultados estdo consideravelmente abaixo do limite maximo de
0,80% estabelecido pelo Regulamento de Execucdo (UE) 2022/2104 para a categoria
comercial azeite virgem extra, indicando que todas as amostras cumprem os requisitos
estabelecidos para este parametro de qualidade.

As ligeiras variagdes observadas podem ser atribuidas a diferentes graus de
maturagdo da azeitona. Resultados semelhantes foram reportados por Rodrigues et al.,
(2020) em azeites provenientes de oliveiras centendrias do nordeste de Portugal, das
variedades Lentisca, Madural, Rebola, Redondal, Verdeal e Verdeal Transmontana, com

valores de acidez entre 0,20 e 0,30%.

4.2.2. indice de Peroxidos
O indice de perdxidos das amostras de azeite dos diferentes genotipos analisados
apresentou valores compreendidos entre 5,0 e 19,1 mEq Ox/kg azeite. Observou-se que a

maioria das amostras apresentou valores entre 5,0 e 10,0 mEq O:/kg azeite, evidenciando
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um baixo nivel de oxida¢do primaria e, consequentemente, uma elevada estabilidade
oxidativa.

Alguns genotipos, como o genotipo 80, apresentou valores superiores (19,1 mEq
O2/kg azeite), o que podera indicar inicio de degradagdo oxidativa, possivelmente
associada a maior exposi¢do ao oxigénio ou a luz, ou ainda a diferenga na composi¢ao
em acidos gordos e antioxidantes naturais (como tocoferdis e polifendis).

De acordo com o Regulamento de Execucao (UE) 2022/2104, o valor méximo
permitido para azeite virgem extra ¢ de 20,0 mEq O/kg azeite. Assim, todas as amostras
analisadas encontram-se dentro dos limites regulamentares para a categoria de azeite
virgem extra. Resultados semelhantes foram mencionados por Rodrigues et al., (2020),
onde obteve valores de indice de peroxidos a variar entre de 3,0 a 5,2 mEq.O»/kg azeite
das variedades Lentisca, Madural, Rebola, Redondal, Verdeal. Contudo, quando
comparados com o gendtipo 86 e 96 (Madural) e gendtipo 92 (Verdeal), os valores
obtidos neste estudo foram ligeiramente superiores, facto também reportado por Chéu
Guedes et al., (2023) em diferentes regides geograficas, com valores acima de 8,0

mEq.Ox/kg azeite.

4.2.3. Coeficiente de extin¢do no ultravioleta

Os coeficientes de extingao especificos no ultravioleta (K232 € Koss) das amostras
de azeite dos diferentes genotipos analisados (gendtipos 76 a 106) apresentaram valores
que variaram entre 1,50 e 2,52 para K»32 e entre 0,11 e 0,22 para Kaes.

O parametro K»3> estd associado a presenca de dienos conjugados, formados
durante as fases iniciais da oxidacdo lipidica. A maioria das amostras apresentou valores
de K232 entre 1,60 e 2,10, o que indica baixo grau de oxidacdo primaria. Algumas
amostras, nomeadamente a 94 (2,39), apresentam valores mais elevados, sugerindo o
inicio de processos oxidativos ou possiveis variacdes nas condi¢des de armazenamento.
Apenas o genétipo 89 (2,52) ultrapassa ligeiramente os limites estabelecidos pela
legislacdo em vigor, Regulamento de Execu¢do (UE) 2022/2104, que fixa valores
maximos de Kz3» < 2,50. As restantes amostras encontravam-se dentro dos limites
regulamentares, confirmando a conformidade dos azeites.

O coeficiente Kaes, relacionado a presenca de trienos conjugados (produtos
secundarios de oxida¢dao, como aldeidos e cetonas), variou entre 0,11 ¢ 0,22. Todos os
valores obtidos encontram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo em vigor,

Regulamento de Execugdo (UE) 2022/2104, que fixa valores maximos de Kzeg < 0,22
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para azeites classificados como virgem extra. Assim, todas as amostras analisadas

cumprem os critérios legais de qualidade.

A variabilidade observada entre os genotipos evidencia o papel determinante da

genética na composicao e estabilidade dos azeites. Embora todos os gendtipos apresentem

parametros dentro dos limites legais para azeite virgem extra, estas diferengas permitem

identificar genotipos com maior potencial de estabilidade, como 76, 78, 81 e 104 e outros

mais suscetiveis a oxidagdo, nomeadamente os genotipos 88, 89 e 94.

Os valores médios obtidos para os parametros de qualidade dos azeites dos

diferentes genotipos (acidez, indice de perdxidos, Koz, K € AK, encontram-se

representados na Tabela 9.

Tabela 9- Valores médios + desvios padroes dos parametros de qualidade, nomeadamente
a acidez (% acido oleico), indice de peroxidos (mEq.O2/kg de azeite), Koz, Kags € AK,

determinados para os diferentes gendtipos.

Acidez IP
Genotipo (% acido (mEq.O2/kg Ka3 Kaes AK
oleico) de azeite)

76 0,23 +0,00° 5,0+ 0,0 1,64 + 0,1 1ikim 0,134+0,01" 0,00 + 0,002
77 0,23 +£0,00¢ 11,6 £ 0,0° 1,90 + 0,06 0,19 + 0,004 0,00 + 0,00
78 0,23 +0,00° 5,8+ 0,0! 1,62 £ 0,004™ 0,16 £0,00°® 0,00 £ 0,000cdf
79 0,23 £ 0,00 5,8+ 0,0! 1,61 £0,068™ 0,18 £ 0,00% 0,00 £ 0,004
80 0,11 +0,00° 19,1 £0,02 2,03 £ 0,00%fe 0,15+ 0,00¢" 0,00 £ 0,000¢def
81 0,23 £ 0,00 5,8+ 0,0 1,66 £0,038™ 0,17 £0,00%" 0,00 + 0,002bcdef
82 0,23 £ 0,00 11,6 £0,0° 1,91 £ 0,07%" 0,18 £0,01%f 0,00 £ 0,002bcdet
83 0,23 £ 0,00 10,0 = 0,0¢ 1,50+0,03™ 0,16 £ 0,00°® 0,00 + 0,00®
84 0,23 + 0,00 8,3+ 0,0f 1,92 + 0,091h 0,19 +£0,00°¢ 0,00 + 0,002
85 0,23 4+ 0,00 5,8+ 0,0 1,83 + 0,08ehiik 0,22 +£0,01 0,00 £+ 0,00®
86 0,23 £ 0,00 10,0 £ 0,0¢ 2,37 £0,00%° 0,19 £ 0,00 0,00 £ 0,00%fe
87 0,23 £ 0,00 7,5+ 0,08 1,87 £0,06% 0,17 £0,01%f 0,00 £ 0,002
88 0,23 + 0,00 5,8+ 0,0 1,96 + 0,02¢fh 0,22 +0,012 0,00 £ 0,000¢def
89 0,23 + 0,00 8,3+ 0,0f 2,52 +0,10° 0,22 +0,012 0,00 + 0,00
90 0,23 £ 0,00 9,1 £0,0° 2,06 £ 0,069t 0,20 £ 0,002 0,00 £ 0,00
91 0,23 £ 0,00 8,3+ 0,0° 1,91 £ 0,00 0,19 £0,00°¢ 0,00 + 0,002
92 0,28 £0,00? 6,7 +0,0" 1,87 + 0,14/fehii 0,18 + 0,019 0,00 £ 0,00%4f
93 0,28 £0,00? 7,5+0,08 1,96 + 0,05 0,18 + 0,00% 0,00 £ 0,00°¢
94 0,28 + 0,00* 10,0 = 0,0¢ 2,39 +£0,14% 0,22 +0,00* 0,00 £ 0,00¢
95 0,23 £ 0,00 8,3+ 0,0° 220£0,21% 0,17 £0,00% 0,00 + 0,000
96 0,28 + 0,00* 10,8 £ 0,0° 1,91 + 0,001" 0,19 + 0,00% 0,00 £ 0,00dfe
97 0,23 + 0,00 9,1 +0,0° 1,65 + 0,05Im 0,19 + 0,004 0,00 £ 0,002
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Tabela 9- Valores médios + desvios padrdes dos pardmetros de qualidade, nomeadamente a acidez
(% acido oleico), indice de perdxidos (mEq.O2/kg de azeite), K232, Koss € AK, determinados para
os diferentes genotipos (continuacgdo).

98 0,23 + 0,00 7,5+0,08 1,58 +0,05™ 0,18 +0,00%f 0,00 + 0,00
99 0,23 + 0,00 8,3 + 0,0 1,82 +0,00¢"% 0,16 + 0,00%" 0,00 + 0,00°
100 0,23 £ 0,00 10,0 +0,0¢ 1,79 £0,01" 0,15+ 0,00¢" 0,00 + 0,00°%"
101 0,28 £ 0,00 10,8 £0,0° 1,68 £ 0,06 0,19 £ 0,00 0,00 + 0,00
102 0,23 £ 0,00 10,0 + 0,04 2,16 +0,01 0,21 £0,00% 0,00 = 0,00%
103 0,23 + 0,00 7,5+0,08 1,81 +£0,11¢"K  0,15+0,01%" 0,00 + 0,00%%
104 0,23 £ 0,00 7,5+0,08 1,74 + 0,00 0,11 + 0,00 0,00 £ 0,007
105 0,23 £ 0,00 8,3+0,0 1,95 & 0,02¢fh 0,21 +0,01? 0,00 + 0,00%
106 0,23 + 0,00 10,8 £ 0,0¢ 1,81 +0,00 ik (0,16 + 0,00°% 0,00 + 0,00
Valor de p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas em um nivel de
significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagao de Tukey).

4.2.4. Analise Sensorial

A andlise sensorial revelou diferengas estatisticamente significativas entre os
genotipos para algumas sensacgdes olfativas (Tabela 10), demonstrando variagdo no perfil
sensorial dos azeites analisados. As diferengas mais notérias foram observadas nas
sensagoes olfativas, nos atributos frutado verde, banana, tomate, couve, erva fresca, rama
de tomateira e folha de oliveira, enquanto os atributos de maga, frutos secos e harmonia
ndo apresentaram varia¢ao significativa.

A sensacdo de frutado verde apresentou intensidade entre 1,7 (gen6tipos 83 € 99)
e 3,4 (genotipo 86), demonstrando que existem diferentes intensidades entre amostras. A
sensacdo olfativa de maca ndo apresentou diferencas significativas entre gendtipos. A
intensidade deste atributo variou entre 1,6 e 3,0, indicando uma presenga homogénea
deste atributo nas amostras, contudo, as intensidades obtidas foram inferiores aos
reportados por Rodrigues et al., (2020) para a variedade Madural (gendtipos 86 e 96) e
variedade Verdeal (genotipo 92).

A sensa¢do de banana destacou-se pela sua variabilidade, sendo mais intenso nos
azeites dos genotipos 77, 84, 89 e 90, enquanto nos genotipos 97, 104 e 105 teve
intensidade baixa ou estava ausente. De forma semelhante, a sensagcdo de tomate
apresentou elevada intensidade nos gendtipos 93, 94, 102 e 103, variando os valores entre
3,0 e 3,5. Por outro lado, genotipos como 89 e 104 apresentaram valores de intensidade
significativamente menores, 1,5 e 1,2, respetivamente.

A sensacao de frutos secos variou entre 1,5 e 3,0. Em contraste, a sensacao de

couve revelou diferengas altamente significativas, com alguns genotipos a destacarem-se
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pela maior intensidade deste atributo, nomeadamente 93, 102 e 103. A sensagdo de erva
fresca evidenciou variacao significativa entre gendtipos, com intensidades mais elevadas
nos genotipos 93, 94 e 102 (2,9; 2,9; 3,4, respetivamente), enquanto os genotipos 97 e
104 apresentaram valores mais reduzidos de 1,4 e 1,9, respetivamente. Por sua vez, a
sensagdo rama de tomateira, embora ausente na maioria dos gendtipos, foi detetada em
alguns azeites, nomeadamente 80, 82, 93 e 103, que se distinguiram pela presenca deste
aroma, com valores a variar entre 2,4 ¢ 2,7.

A sensac¢do de folha de oliveira, ausente na maioria dos gendtipos, foi detetada
apenas nos gendtipos 93, 95 e 103, com valores entre 1,7 e 2,5, evidenciando diferengas
altamente significativas. A auséncia deste aroma na maioria dos azeites sugere que se trata
de um descritor sensorial especifico de determinados genotipos, possivelmente associado
a composi¢ao volatil caracteristica de cada um.

Apesar das diferencas detetadas em alguns atributos, o pardmetro harmonia nao
apresentou diferencas estatisticas (valor de p > 0,05), com valores entre 8,5 ¢ 9,2. Este
resultado indica que, independentemente do perfil aromatico especifico de cada amostra,
todos os azeites apresentaram equilibrio sensorial.

A avaliagdo gustativa (Tabela 11) evidenciou diferencas significativas entre os
genotipos para os diferentes atributos detetados, confirmando a influéncia da origem
genética no perfil organolético dos azeites analisados.

O atributo de frutado verde apresentou elevada variabilidade, com intensidades
mais elevadas nos geno6tipos 85, 93, 98, 101 e 103, que se distinguiram por apresentarem
maior intensidade de frutado verde. Em contraste, os gendtipos 104 ¢ 106 apresentaram
menos intensidade de frutado verde. Em comparacdo com os resultados obtidos por
Rodrigues et al., (2020) referentes as mesmas variedades Madural (gen6tipos 86 e 96)
Verdeal (gendtipo 92), observa-se que os valores de frutado verde obtiveram menos
intensidade.

O atributo de doce apresentou grande variabilidade, destacando-se os genotipos
77 e 104 por apresentarem maior intensidade (4,8 e 4,2), enquanto as restantes amostras
apresentarem menores intensidades.

O atributo de amargo variou significativamente, sendo que os gendtipos 85, 91,
98 e 99 apresentarem intensidades mais elevadas. J4 os gendtipos 77, 104 e 106

apresentaram intensidades menores.
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De forma semelhante, o atributo de picante mostrou diferencas estatisticas entre
0s genotipos, a apresentar maior intensidade os gendtipos 93, 98, 99 e 101, enquanto os
genotipos 77, 96 e 106 obtiveram menor intensidade.

Quanto aos atributos frutados, a sensagdo de maga nao apresentou diferengas
significativas, havendo uniformidade entre os genotipos. A sensagdo de tomate ndo foi
detetada nos genoétipos 77, 78, 79, 87 e 92, contudo obteve maior intensidade nos
genotipos 93 e 98. A sensagdo de banana nao foi detetada na maioria das amostras,
contudo destacam-se os genoétipos 77, 89, 100 e 104, por apresentarem valores de
intensidades superiores.

J& nas sensagdes herbaceas, a couve e erva fresca apresentaram diferencas
significativas nos genotipos 76, 89, 94 e 99 a evidenciarem maior intensidade desses
atributos. A sensacdo de rama tomateira apenas foi detetada nos gendtipos 80, 82 e 103,
com intensidades entre 2,4 e 2.7. Por sua vez, o atributo de folha de oliveira foi detetado
nos gendtipos 93, 95 e 103, variando as intensidades entre 1,7 e 2,5.

Os atributos harmonia, complexidade e persisténcia apresentaram valores
elevados e sem diferencas significativas entre genotipos, demonstrando o elevado
equilibrio sensorial dos azeites analisados. Destacaram-se os genoétipos 85, 91, 98 e 99
por apresentarem maior intensidade de harmonia (8,6-9,1), complexidade (7,0-8,8) e
persisténcia (7,5-9,1).

Importa salientar que ndo foram detetados defeitos sensoriais em nenhuma
amostra analisada, o que evidencia a elevada qualidade e a concordancia com os

resultados fisico-quimicos previamente obtidos.
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Tabela 10- Sensacdes olfativas avaliadas na andlise sensorial para cada um dos azeites.

Sensacoes olfativas

Genotipo F\I?:::;lo Maca Tomate Banana Frutos secos Couve Erva fresca Rama Tomateira Folha Oliveira
76 29+04* 2,140,120 24+04%% 22401 1,9+0,1? 2,8+ 0,0 2,3+0,0° nd nd
77 1,9+04* 3,0+£0,22 nd 3,6+0,1° 1,9 +0,3? nd 3,2+0,7° nd nd
78 20+04* 20+0,4* nd 2,9 +£0,5% 2,0 +0,4° nd 2,0 £ 0,4% nd nd
79 1,9+04* 2,6+0,4* nd 3,2+0,1% 2,1 +04° nd 3,1 +0,6 nd nd
80 2.8+0,3% 24+03* 29=+0,1% nd 1,9 +0,3? 3,2 +0,1%° 1,9 +0,3% 2,6 £0,2° nd
81 23+0,74 1,9+0,6* 2,6+0,2b% nd 1,6 £0,7° 2,6£0,1° nd nd nd
82 28+04* 23+0,4* 3,1+£0,2% nd 2,3+0,2° 3,4 + 0,28 2,7+0,2° 2,7+04° nd
83 1,7£0,68 27+0,68 2,2+0,6%cd nd 1,6 £ 0,6 nd 23+0,7° nd nd
84 2,7+0,12 27+0,1* 23+04%d  35+04° 1,9 +0,2° nd 2,6 £0,4° nd nd
85 3,004 25+0,4* 3,1 £0,4% nd 1,5+0,6 nd 2,2 +0,5° nd nd
86 34+0,1* 26+0,1* 3,0 £ 0,32 nd 2,0+0,2° 3,1 +0,4% 24+0,1° nd nd
87 1,8+0,6° 23+0,7* nd nd 1,7+0,7¢ nd 1,8+ 0,7 nd nd
88 2,7+0,3* 27+0,3* 3,0+ 0,12 nd 2,0 +0,4° 2,9+ 0,0 2,0 £0,3% nd nd
89 20+0,74 23+0,4° 1,5+ 0,6% 3,0+ 0,6° 2,3+0,7° nd 3,1+0,8° nd nd
90 23+0,6° 23+0,6° 1,6 + 0,4 3,1+0,5¢ 1,6 £0,5° nd 2,2+0,9° nd nd
91 2604 20+03* 29+0,0%d nd 2,4+0,1° 3,0+ 0,1bc 2,7+0,2° nd nd
92 20+0,6° 23+0,1° nd nd 1,9 +0,4° nd 1,8+ 0,2 nd nd
93 2,8+02* 2,4+0,2° 3,0 £ 0,0% nd 2,0£0,3? 3,3+£0,1%¢ 29+0,1° nd 2,3+0,1°
94 24+06° 2,7+0,3 3.2 +£0,4% nd 2,1 +0,3? nd 3,4+0,6° nd nd
95 28+0,4* 28+04* 2,1+0,7%de 28+ (4% 1,7+0,8? nd 2,3+0,6° nd 1,7+0,7°
96 2,1+0,4 20+0,1* 2,4+ 0,0%0cde nd 1,7 £0,4* nd 2,1+£0,1% nd nd
97 2,1+£0,3% 1,6+£04* 2,1+ (,40cde nd 1,6 £0,4* 1,6 £ 0,69 1,4 +0,6% nd nd
98 3,1+£022* 2,1+0,1* 3,1 +£0,4% nd 1,6 £0,0? nd 2,3+0,3° nd nd
99 1,7£0,6° 29+0,68 2,2+ 0,6%cde nd 1,8 £0,6* 3,0+ 0,8 22+1,1° nd nd
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Tabela 10- Sensagdes olfativas avaliadas na analise sensorial para cada um dos azeites (continuagao).

100 2,1£03* 29+04* 22+0,1%€ 22+01°  29+03° nd 1,8 + 0,2 nd nd
101 3,0£0,1° 3,0£02°  3,0+0,1% nd 2,1 £ 0,6° nd 2,1 £ 0,62 nd nd
102 2,803 28+04* 34+04° nd 2,5+ 0,7° 3,9+£03"  2,9+04° nd nd
103 31+£0,1° 2,6+00° 3,5+02° nd 174020 3.6+0,1®  31+0,1° 2.4+ 0,0° 2,5+0,1°
104 1,9+0,60° 29+0,8  12+04 3,0+08°  3,0+0,7° nd 1,9 + 0,8% nd nd
105 2,1£0,5 2,707 1,6+0,6° 22+06°  28+0,8 nd 1,7 + 0,62 nd nd
106 2,74+03" 2,1+£04* 2,8+ 04 nd 2.1+0,5 nd 2.9+ 04° nd nd
Valordep 0,006 0,108 <0,001 <0,001 0,194 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam diferencas estatisticas significativas em um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagdo de
Tukey); nd = nao detetado.

Tabela 11- Sensacdes gustativas avaliadas na analise sensorial para cada um dos azeites.

Sensacoes gustativas

L Frutado . ~ Frutos Erva Rama Folha
Genotipo Verde Doce Amargo Picante Ma¢d Banana Tomate ecos Couve fresca  Tomateira  Oliveira
76 39+ 14+ 3,1+ 32+ 2,6+ nd 32+ 2,1+ 42 + 35+ nd nd
O,ladee O’SCd 0’1abcde 0’1abcde 0’1a 0’1ab 0,0a 0,321 O,3a
23+ 48+ . 1,9+ 32+ 42+ 23+ 2,1+
77 0,600 0.4° 1,2+ 0,4 0.4 0.1° 0.1° nd 0.4° nd 0,5¢ nd nd
2,7+ 22+ 2,7+ 3,1+ 2,7+ 2,6 1,9+ 2,8+
78 O,Sdeef 0,6de 0’7abcde O,Sade 0’4a l’ld 0’7ab 0,321 Ild 0,6ab Ild nd
32+ 2,1+ 3,0+ 24+ 3,1+ 2,1+ 33+
ef ’ ’ ’ ’ ) s s
79 2’2 + Oal O,6abc 0’3abcde O,Iade 0,2a O,Ibc l’ld 0’4a l’ld 0’3ab l’ld nd
30 3,4+ 1,5+ 29+ 34+ 2,7+ nd 32+ 1,9+ 3,0+ 2,2+ nd nd
0,0adeef 0’7cd O,Iadee 0,0ade O,Sa 0,1ab O,4a O,labc 0’6abc
2,7+ 1,5+ 32+ 32+ 2,1+ 28+ 20+ 3,1+
81 O,Sbcdef 0’4cd O’Sabcde O’Sabcd 0,621 Ild O,3ab O’Sa O’Iabc Ild nd nd
32 29+ 2,8+ 22+ 2,8+ 22+ nd 2,8+ 2,1+ 29+ 22+ nd nd
0’6abcdef O,7abcd 0’6abcde O,6ade 0’6a 0’6ab O’4a O,Zabc 0’4abc
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Tabela 11- SensagOes gustativas avaliadas na andlise sensorial para cada um dos azeites (continuacao).

2,8+

2,1+

34+

39+

2,7 +

34+

2,0+

2,9+

83 0,6deef 0,6Cd O,8ade 0,9ab° 0,7a nd O,Sab 0’8;1 nd 0’7ab 277 + 070 nd
2,5+ 2,5+ 1,8+ 26+ 20+ 27+ 2,0+ 1,6 + 2.8+
84 0 5bcdef 0 6bcd 0 4bcde 0 6abcd 0.2? 0 6cd 0 labc 0.12 nd 0 4ab nd nd
4,0+ 1,9+ 3,4+ 3,5+ 2,2+ 2,8+ 1,6 + 1,8 1,2+
85 0,1abcd 0,2cd 0,0abcd O,Sab"d 0,4a nd 0,1ab 0’5:1 0’2(: 0’2bc nd nd
3,0+ 33+ 1,9+ 26+ 27+ 33+ 2,7+ 20+ 26+ 21+
86 0,1ab6d8f 0,0abc 0’4bcde O,Zade O,3a O,Ibc O)zab O)za O,4bc 0,5abc l’ld nd
87 24+ 2,4+ 3,0+ 35+ 29+ nd 35+ 2,0+ 2,8+ 22+ nd nd
0’6bcdef 0,6de O,Sadee 0’4abcd 0’6a 0’4a 1 ,Oa 0’9abc 1 ’Oabc
3,7+ 0,8 + 3,5+ 27+ 27+ 32+ 1,9+ 32+ 22+ .
88 O,Iadee O,Id 0’2abcd O,Iade O,la Ild O,4ab O)oa O)zabc 0,1abc l’ld 2’9 + 051
89 34+ 344+ 1,9+ 28+ 28+ 37+ 1,5+ 23+ d 3,6+ d d
0,1abcdef 0,0abc 0’3bcde 0’3abcd 0’3a 0’2ab O,Ide O,Ia O,Sa
35+ 1,7+ 2,9+ 35+ 24+ 3,6+ 1,7+ 37+ 30+ .
90 0’6abcdef O,SCd 0’7abcde 0’7abcd O,6a Ild 0’7a O,Sa O,7ab 0’9ab 197 + 058 nd
91 PR N Y S S S nd 34404
1,9+ 29+ 29+ 23+ 3,1+ 23+ 3,0+
ef ’ ’ ’ ’ ) s s
92 2’2 + 015 0’7cd 0’3abcde 0’3abcd 0,2a Ild O,lab 0’2a l’ld O,Iab l’ld nd
4,1 £ 0,8+ 3,1+ 38+ 2,7+ 33+ 22+ 3,7+ 2,6+
93 ’ : : ’ ’ nd ’ ’ ’ ’ nd 3,2+0,1°
0’1ab 0,1d 0’8abcde 0’6abc 0,0a 0,0ab 0,0a O’zab 0,4ab ’ ’
2,8+ 2,0+ 2,8+ 34+ 29+ 34+ 2,2+ 3.4+
94 0’3abcdef 0’3cd O,Sadee 0’4abcd 0,6a Ild 0,6ab 0’6a l’ld 0’8ab l’ld nd
30+ 1,8+ 3,0+ 3,6+ 30+ 30+ 3,6+ 1,7+ 3,7+ 3,1+ a
95 0 4abcdef 0 9cd 0 4abcde 0 3abcd 0.52 0 5bcd 0.48 1.0? 0 4ab 0 6ab Ild 1’9 + 078
2,6+ 1,4 + 2,5+ 2,0+ 1,4+ 2,4+ 1,8+ 22+
96 0, lbcdef 0,6Cd 0’3abcde 0, lbcd 0,3a Ild 0, lab 0,Za I’ld 0, 1 abc I’ld I‘ld
97 23+ 1,7+ 3,1+ 3,6+ 2,4+ nd 2,8+ 1,9+ 25+ 1,9+ nd nd
0’4def O’ICd 0,0adee O,lade 0’1a 0,1ab O,4a 0’1bc 0’3abc
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Tabela 11- SensagOes gustativas avaliadas na andlise sensorial para cada um dos azeites (continuacao).
19+ 39+ 39+ 28+ 40+ 20+ 40+ 31+

AR Y I A 0,1 0,1 nd 0,6° 04° 05 04 nd nd
99 35+ 1,8 + 3,6+ 42+ 30+ d 3,6+ 22+ 37+ 3,1% d d
0’8abcdef 0,6Cd O’9abcd O,8a O,8a 0,8a 1,la 0,7ab 0’8ab
100 3,0+ 3,0+ 2,1+ 35+ 29+ 2,1+ 2,1+ 1,6 £ nd 32+ nd nd
0,6abcdef O,6abc 0,7abcde O,6ade O,7a 0,7(1 O,Sabc 0’6:1 O,Sab
101 4,0+ 1,70,5 3,8+ 43 + 1,7+ nd 2,8+ 1,6 = 33+ 29+ nd nd
anabcd + cd 0’4abc O,4a O,6a O,Sab O’7a O,7ab 0,8ab
102 33+ 2,7+ 2,7+ 34+ 32+ nd 2,7+ 1,8+ 33+ 2,8+ nd nd
0,4abcdef 0,4bcd 0,3abcde 0’4abcd 0’6a 0’6ab 0’4a O,Sabc 0’9ab
103 e gie game  orme g1 M Gle G oge oo 26502 18010
4,2 + 1,7+ 24+ 3,0+ 3,6+ 0,6 32+ 1,7+
f 5 D) D) D) ) ) s D)
104 1’8 + 0,4 0,1ab 0,4cde 0’4abcd 0’6a 0’6abc 0’1cd 0’4a nd O,5abc nd Ild
23+ 1,6 + 3,4+ 34+ 22+ 29+ 22+ 23+
105 O,Sdef 0,6Cd 0’9abcd 0’9abcd O,Sa Ild O,Sab O,Sa l’ld O’gabc l’ld nd
32+ 1,6 £ 1,7+ 22+ 2,8+ 2,1+ 22+
ef 5 D) D) 5 ) D) 5
106 214067 (Mo (g 0.6 o6 nd 0.6% o7 nd 0.5 nd nd
Valorde —_, 01 0 0<01 <0,001 <0001 0,106 <0001 <0001 0844 <0001 <0001  <0,001 <0,001

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas em um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste multicomparagéo de
Tukey); nd = ndo detetado.
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4.3. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH

A capacidade antioxidante dos azeites foi avaliada através do método do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Este método permite determinar a atividade
antirradicalar, refletindo a eficacia do azeite em neutralizar radicais livres. Assim, a
percentagem de inibi¢do obtida traduz o potencial antioxidante de cada amostra. Na
Figura 8 apresentam-se os resultados relativos a percentagem de inibicdo dos azeites

provenientes dos 31 genoétipos avaliados (genotipo 76 a 106).

80

def de

70

% inibigio

76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 8 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106
Gendtipos

Figura 8 — Atividade antioxidante, expressa em % de inibi¢do, determinada pelo método
DPPH. Letras mintsculas diferentes em cada coluna indicam diferencas estatisticas
significativas em um nivel de significancia de 5% (ANOVA seguida pelo teste
multicomparacao de Tukey).

A anélise de variancia revelou diferengas altamente significativas (valor de p
<0,001) entre os genodtipos analisados (gendtipo 76 a 106).

Os valores de inibi¢do do DPPH variaram de 12,9% (genotipo 80) e 84,5%
(geno6tipo 105), com uma média de 55,9%, demonstrando uma variacao significativa na
atividade antioxidante entre os gendtipos. Estes resultados indicam diferengas genéticas
na capacidade de sintese e acumulagdo de compostos antioxidantes.

Verificou-se que alguns gendtipos, nomeadamente os gendtipos 88, 98, 105,
apresentaram percentagens de inibicdo superior a 70,0%, demonstrando assim uma
elevada capacidade antioxidante. Tais genotipos podem ser destacados como promissores
para futuros estudos de melhoramento genético ou desenvolvimento de produtos
funcionais, dado seu elevado potencial de neutralizacao de radicais livres. Por outro lado,
os genotipos 80 (12,9%) e 104 (37,6%) apresentaram menores percentagens de inibicao.
As restantes amostras apresentaram valores de DPPH entre 40,0% e 75,0%. Esta

variabilidade de valores, reforca a influéncia do fator genético.
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4.4. Teor em Fenois Totais

Uma outra forma de avaliar a atividade antioxidante dos azeites, € através da
determinagdo do teor de fendis totais, que indica a quantidade total de compostos
fendlicos presentes no azeite, expressa em mg de acido galico por kg de azeite (mg ac.
Gal./kg azeite). Na Figura 9 encontram-se os resultados obtidos para o teor de fendis totais

provenientes dos diferentes gendtipos estudados (genotipo 76 a 106).
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Figura 9 - Teor de fendis totais nos diferentes gendtipos, expresso em mg de acido galico
por kg de azeite (mg 4c. Gal./kg azeite). Letras mintsculas diferentes em cada coluna
indicam diferencas estatisticas significativas em um nivel de significancia de 5%
(ANOVA seguida pelo teste multicomparacao de Tukey).

Os valores obtidos apresentaram um valor médio de 494,0 mg ac. Gal./kg azeite.
Entre os genotipos, verificou-se uma elevada variabilidade, com valores compreendidos
entre 206,7 mg ac. Gal./kg azeite no gendtipo 104 e 748,2 mg ac. Gal./kg azeite no
genotipo 105, evidenciando diferengas estatisticas significativas.

A analise de variancia (ANOVA) revelou diferencas altamente significativas entre
os gendtipos (valor de p < 0,001). Observa-se que alguns gendtipos, nomeadamente 88,
98 e 105, apresentaram os maiores valores de fendis totais, superiores a 690,0 mg ac.
Gal./kg azeite, indicando elevada atividade antioxidante. Em contraste, os gendtipos 104
(206,7 mg ac. Gal./kg azeite) e 80 (273,0 mg ac. Gal./kg azeite) apresentaram os menores
valores, demonstrando menor teor em fenois totais.

Comparando com a literatura, os gendtipos de referéncia Madural, genotipos 86
(373,9 mg 4c. Gal./kg azeite), 96 (477,2 mg ac. Gal./kg azeite) e Verdeal, genotipo 92
(588,6 mg ac. Gal./kg azeite), apresentaram teores de fendis totais ligeiramente superiores

aos obtidos por Lamas et al., (2021) para estas mesmas variedades. Comparando os
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valores de fendis totais com os valores de DPPH, verifica-se que os gendtipos 88, 98 e
105 apresentaram os teores mais elevados, em ambas as analises, indicando uma relagao

entre o teor de fenois totais e DPPH.

4.5. Caracterizacio genética

A caracterizagdo genética foi feita por comparacdo com uma base de dados
genéticos do laboratorio AgroBioTecnologia na qual estdo validadas 6 variedades de
oliveira: Verdeal, Madural, Cobrancosa, Negrinha, Arbequina e Picual. Por este motivo

com base na analise por microssatélites apenas se conseguiu identificar alguns gen6tipos.

4.5.1. Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas indicam a abundancia de cada um dos alelos (Tavares,
2007). Na populacdo analisada foram identificados 55 alelos distribuidos por 11
microssatélites, o que sugere um nivel consideravel de diversidade de alelos dentro da
populagdo em estudo. As frequéncias alélicas variaram entre 0,016 ¢ 0,968, revelando a
coexisténcia de alelos raros, caracterizados por frequéncias alélicas inferiores a 5%
(frequéncia < 0,05) (Alves, 2007) e alelos altamente frequentes. Esta amplitude de
frequéncias alélicas demonstram que, embora alguns loci apresentem dominancia
acentuada de determinados alelos, outros mantém uma distribuicdo mais equilibrada,
refletindo uma estrutura genética heterogénea.

A presenca de alelos raros (frequéncia < 0,05) foi observada em praticamente
todos os loci, nomeadamente SSR1, SSR2, SSR4, SSR5, SSR6, SSR7, SSR&, SSRI,
SSR10 e SSR11 (Tabela 12). Esta elevada propor¢ao de alelos de baixa frequéncia podem
ter resultado da ocorréncia de mutagdes nao difundidas na populagdo em estudo, ou por
pressoes seletivas a que as olvieiras da regido em estudo foram sendo expostas ao longo
da sua historia evolutiva e que foram moldando a diversidade genética (Floriano e Lipka,
2025). Ao contrario de variantes alélicas com maior frequéncia, a presenca de alelos raros
podem apresentar alguma especificidade ao nivel da populagdo (Floriano e Lipka, 2025).

Por outro lado, alguns loci apresentaram distribui¢ao alélica menos uniforme, com
predominio de um tunico alelo. E o caso dos loci SSR6 (alelo 129 com frequéncia de
0,968), SSR3 (alelo 185 com 0,790), SSR2 (alelo 211 com 0,774), SSR7 (alelo 186 com
0,783) e SSR8 (alelo 194 com 0,565). Nestes casos, a forte dominancia de um alelo pode
refletir efeitos de deriva genética ou pressdes seletivas naturias ou artificiais, que

resultaram na fixacao parcial ou total desses alelos em determinados loci.
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Em contraste, os loci SSR1, SSR4, SSR9, SSR10 e SSR11 apresentaram uma
distribuicdo mais equilibrada das frequéncias alélicas, com vérios alelos de frequéncia
intermediaria. Estes loci sdo considerados altamente polimoérficos e, portanto, mais
informativos para estudos de diversidade genética. Em particular, o locus SSR1 mostrou
frequéncias proximas entre os alelos 168 (0,355) e 178 (0,339), enquanto SSR4 e SSR10
exibiram multiplos alelos com valores entre 0,100 e 0,400, evidenciando a manutengao
de elevada variabilidade interna.

De forma geral, os resultados indicam que a populagdo estudada apresenta elevada
diversidade genética, ainda que com heterogeneidade entre loci. Alguns loci mostram
sinais de fixagdo alélica, enquanto outros mantém diversidade equilibrada, o que ¢
caracteristico de populagdes naturais com historia genética complexa, sujeitas a diferentes
pressdes seletivas e processos de recombinacao. A presenga de alelos raros reforga a
importancia da conservagao genética desta populagdo, uma vez que tais variantes podem
desempenhar um papel essencial na capacidade adaptativa da populagdo face a alteragdes

ambientais futuras.

Tabela 12- Frequéncias alélicas para cada um dos locus analisados e o tamanho dos
respetivos alelos, em pares-base (pb).

Locus Alelos (pb) Frequéncia Alélica
SSR1 168 0,355
170 0,129
174 0,161
178 0,339
184 0,016
SSR2 211 0,774
221 0,194
223 0,016
225 0,016
SSR3 185 0,790
187 0,210
SSR4 122 0,065
124 0,194
145 0,016
154 0,387
160 0,016

66



Tabela 12- Frequéncias alélicas para cada um dos locus analisados e o tamanho dos
respetivos alelos, em pares-base (pb) (continuacao).

SSR4 165 0,016
174 0,258
178 0,048
SSR5 184 0,016
190 0,016
192 0,274
198 0,210
200 0,339
217 0,145
SSR6 98 0,016
129 0,968
144 0,016
SSR7 165 0,200
170 0,033
179 0,017
185 0,033
186 0,717
SSR$ 186 0,032
192 0,242
194 0,565
196 0,016
199 0,145
SSR9 110 0,032
112 0,306
114 0,194
120 0,081
122 0,194
126 0,194
SSR10 161 0,250
171 0,017
183 0,117
191 0,050
193 0,233
205 0,333
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Tabela 12- Frequéncias alélicas para cada um dos locus analisados e o tamanho dos
respetivos alelos, em pares-base (pb) (continuacao).

SSR11 228 0,017
236 0,333
244 0,150
246 0,117
250 0,383
N° total de alelos 55

4.5.2. Estimativas da diversidade genética
Para caracterizar a diversidade genética das oliveiras, foram calculados vérios
indices de diversidade classicos em marcadores do tipo microssatélite (SSR),
nomeadamente: o nimero de alelos por locus (Na), o numero efetivo de alelos (Ne), a
heterozigotia esperada (He) e a heterozigotia observada (Ho). Estes pardmetros tém sido
amplamente adotados em estudos de diversidade genética com marcadores microssatélite

(Gao et al., 2024; Liu et al., 2022).

4.5.2.1. Nimero de alelos por locus (Na)

O numero de alelos por locus mede o nimero de alelos diferentes identificados
para cada locus na populacdo em estudo. Diversos trabalhos dedicados a avaliagdo da
diversidade genética com base na utilizacdo de microssatélites, reportam frequentemente
este pardmetro como parte integrante da caracterizac¢ao da variabilidade genética (Gao et
al., 2024; Liu et al., 2022). Este parametro reflete a diversidade genética da populagao.
Quanto maior o valor de Na, maior o nimero de variantes alélicas detetada o que indica
maior potencial de variabilidade genética na populagdo em estudo. No entanto, este
parametro ndo reflete o equilibrio entre as frequéncias alélicas: quanto existem muitos
alelos, mas apenas um com alta frequéncia e os restantes muito raros, o contributo efetivo
na caracterizacao da diversidade genética ¢ menor.

O numero de alelos (Na) variou de 2 (SSR3) a 8 (SSR4) mostrando uma variagado
moderada a alta na riqueza alélica entre locus. Locus como SSR4, SSRS5, SSR8, SSR10
mostraram ser os mais polimorficos (mais alelos) enquanto SSR3 e SSR6 apresentaram
baixa diversidade alélica, com 2 e 3 alelos identificados, respetivamente, o que pode

indicar regides mais conservadas ou possivel homozigosidade elevada.
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4.5.2.2. Numero efetivo de alelos (Ne)

O numero efetivo de alelos (Ne) representa a diversidade alélica ponderada pelas
frequéncias dos alelos, refletindo o nimero de alelos que contribuem de forma efetiva
para a variabilidade genética de um locus. Este parametro tem em conta que alelos raros,
com reduzida frequéncia alélica, tém um contributo reduzido para a diversidade total.
Desta forma, reflete o equilibrio entre as frequéncias dos alelos identificados para cada
locus, e por isso, constitui uma medida de diversidade genética -efetiva,
independentemente do numero total de alelos por locus previamente calculado. Por
definicdo, Ne ¢ inferior ou igual ao Na, e quanto mais equilibradas forem as frequéncias
alélicas, maior seré o valor de Ne. Este pardmetro constitui, portanto, uma estimativa mais
realista da diversidade genética “efetiva” dentro de cada locus (Gao et al., 2024).

O namero efetivo de alelos (Ne) variou de 1,07 (SSR6) até 4,68 (SSR9) (Tabela
13). Valores mais altos foram detetados para os microssatélites SSR4, SSR5, SSRS e
SSR10, indicando maior equilibrio na frequéncia dos alelos. Os valores mais elevados
detetados para os referidos marcadores sugerem ainda que estes contribuem de forma
mais significativa para a caracterizagdo da diversidade genética da populacdo em estudo.
Valores de Ne mais baixos foram detetados para os microssatélites SSR6 (1,07) e SSR3
(1,5), o que indica uma assimetria acentuada na distribuicdo das frequéncias alélicas para
os respetivos loci, reduzindo a diversidade efetiva, e por isso com menor capacidade de

descrever a diversidade genética da populagao.

4.5.2.4. Heterozigotia esperada e observada

A heterozigotia esperada (He) representa a probabilidade de que dois alelos
escolhidos ao acaso da mesma populagdo sejam diferentes, assumindo equilibrio de
Hardy-Weinberg (Nei, 1987). Valores de He proximos de 1 sugerem a presenca de alta
diversidade genética dentro da populagdo, enquanto valores proximos de 0 indicam baixa
variabilidade. Ja a heterozigosidade observada (Ho) corresponde a proporcao de
individuos heterozigodticos detetados para um determinado locus, ou seja, quantos
genotipos contém dois alelos com tamanhos diferentes para um determinado locus em
relagdo ao niimero total de genotipos.

A heterozigotia observada variou de 0,065 (SSR5) a 1,000 (SSR1, SSRS, SSR9,
SSR11), com uma média de 0,720, enquanto a He variou entre 0,063 (SSRS) e 0,786
(SSR8), com uma média de 0,570 (Tabela 13). De forma geral, Ho apresentou valores

superiores a He, o que sugere a presenca de uma propor¢ao de heterozigoticos acima do
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que seria esperado, o que pode indicar que a populacdo em estudo é composta por

individuos geneticamente distinto, ou pertencentes a variedades diferentes.

Tabela 13- Estimativas da diversidade genética dos 31 genoétipos selecionados.

SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSRS SSR6 SSR7 SSR8 SSR9 SSR10 SSRI11
N 31 31 31 31 31 31 30 31 31 30 30
Na 5 4 2 8 6 3 5 5 6 6 5
Ne 3,527 1,569 1,496 3,829 3,914 1,067 1,798 2,503 4,676 4,091 3,396
Ho 1,000 0,452 0,419 0,968 1,000 0,065 0,500 0,613 1,000 0,900 1,000
He 0,716 0,363 0,331 0,739 0,745 0,063 0,444 0,600 0,786 0,756 0,706

N, numero de gendtipos analisados para cada microssatélite; Na, numero de alelos; Ne, numero efetivo de
alelos; Ho, heterozigotia observada; He, heterozigotia esperada.

4.5.3 Analise da estrutura genética
4.5.3.1. Structure

Para analisar a estrutura genética foi utilizado o programa Structure (Pritchard et
al., 2000). Este software permite analisar todos os individuos, assinalando-os com uma
percentagem de probabilidade a cada niimero de grupos (K) consideradas dentro da
populagdo. Para verificar qual o nimero de grupos (K) mais provavel utilizou-se o teste
de Evanno AK (Evanno et al., 2005).

Apo6s a andlise da Figura 10, relativo ao teste de Evanno AK, podemos afirmar
que o AK 6timo foi conseguido quando K=2, valor alusivo ao pico mais alto (AK =47,9)
(Anexo A 2), e por isso representativo da estrutura da populagdo em estudo dividido em

dois grupos genéticos principais.
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Figura 10- Valores de AK determinados para um numero de grupos (K) de 1 a 6 da
populagdo de 31 gendtipos de oliveira.

Apbs a andlise da figura 11, podemos verificar a diferenciagdo da populagdo de
oliveiras para um K=2, com a divisdo dos individuos em dois grupos, representados a
cores vermelha e azul. Cada barra vertical representa um genoétipo e cada cor representa
um cluster genético (K), isto €, um grupo genético. A altura relativa das cores em cada
barra indica a propor¢do de ancestralidade daquele individuo atribuida a cada cluster. O
eixo vertical mostra a propor¢do genética (de 0 a 1), e o eixo horizontal representa cada
um dos gendtipos estudados (76 a 106).

Considerando um K= 2, sdo assumidas duas populacdes principais em que oS
individuos sao divididos em dois grandes grupos (vermelho e azul). Para este valor de K,
os genoOtipos foram distribuidos em dois grupos principais, observando-se ainda varios
casos de gendtipos com perfis genéticos intermédios, indicativos de mistura entre os dois
grupos. Estes resultados sugerem que os genotipos aqui analisados ndo sao geneticamente
homogéneos e portanto, provavelmente composto por dois grupos principais com
diferentes niveis de ancestralidade partilhada.

Ao aumentar o nimero de clusters para K = 3, € possivel observar um terceiro
grupo genético, revelando uma subestrutura dentro dos dois grupos anteriores, o que

sugere que uma das populacdes contém diversidade interna. Para valores de K superiores,
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ocorre fragmentacdo progressiva, com a formagdo de novos grupos que representam
subpopulagdes adicionais. Com valores mais elevados de K, ocorre uma possivel
superestimacao de estrutura da populacao em estudo, que podem refletir uma variagao

genética residual entre os genotipos.

E=6

K=4

7677 78 79 80 31 82 B3 B4 85 36 87 B3 89 90 91 92 93 04 95 96 97 98 59 100 101 102 103 104 105 106
Genotipos

Figura 11- Estrutura populacional inferida pelo programa Structure para valores
de K variando de 2 a 6.

4.5.3.2. Relacdes genéticas e agrupamento varietal
Os grupos, nos métodos hierdrquicos, sdo vulgarmente representados por um
diagrama bi-dimensional designado por dendrograma ou diagrama de arvore. O
dendrograma foi construido a partir da matriz de distancias genéticas com base no indice
Jaccard.
A altura das ramificagdes (eixo Y) representa a distdncia genética, ou seja, o nivel
de dissimilaridade entre os individuos: quanto maior a altura, mais distante geneticamente

s30 0s grupos.
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Figura 12- Dendrograma de agrupamento hierarquico baseado em distancias genéticas,
entre os gendtipos analisados, com base no indice de Jaccard.

Observou-se que o gendtipo 92 agrupou-se diretamente com a cultivar “Verdeal”,
apresentando distdncia genética praticamente nula, o que confirma sua identidade com
essa cultivar. E possivel ainda observar que determinados grupos de genotipos, de que
sao exemplo o 102, 95, 82 e 84, devido a elevada semelhanga a nivel do perfil de alelos
pertencem provavelmente a mesma cultivar.

As restantes amostras ndo se associaram diretamente a nenhuma das cultivares
conhecidas, formando ramos separados ou grupos independentes, o que pode refletir
divergéncia genética significativa, origem distinta ou a presenca de cultivares locais ndo
caracterizados. Esses resultados reforgam o potencial da populacdo amostrada como fonte
de diversidade genética, e destacam a importancia de integrar analises moleculares e
morfoldgicas para a confirmagao da identidade varietal.

A identificagdo dos restantes genotipos serd feita em colaboragdo com o Banco
Mundial de Germoplasma de Oliveira (Cordoba) para comparacdo dos fragmentos
obtidos com a base de dados mundial de modo a tentar identificar se estes pertencem a

cultivares ja conhecidas e caracterizadas ou se estamos na presenca de cultivares distintas.
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5. Conclusio e perspetivas futuras

A presente dissertagdo teve como principal objetivo a caracterizacdo morfologica
(folha, fruto e endocarpo), quimica e genética (por analise de microssatélites) de 31
exemplares de oliveiras centenarias localizados no concelho de Alfandega da Fé¢, regidao
de forte tradicdo olivicola em Tras-os-Montes. A identificagdo e a valorizagdo destes
exemplares assumem grande importancia ndo sé pela sua relevancia produtiva e cultural,
mas sobretudo pelo seu contributo para a preservagao da diversidade genética do
patrimoénio olivicola nacional.

A andlise morfoldgica das folhas, frutos e endocarpos demonstrou uma elevada
variabilidade entre os genotipos estudados. Quando consideradas em conjunto, estas
caracteristicas permitiram distinguir diferentes perfis morfoldgicos, ainda que ndo tenham
sido suficientes para identificar inequivocamente todas as cultivares presentes. Entre os
parametros analisados, o endocarpo revelou-se o parametro morfoldégico mais
discriminante, contribuindo de forma significativa para a diferenciagdo entre os
exemplares. Os pardmetros de qualidade dos azeites obtidos encontraram-se, de forma
geral, dentro dos pardmetros obrigatdrios para a categoria ‘“‘azeite virgem extra”,
evidenciando o potencial tecnologico e sensorial das variedades em estudo. Algumas
amostras apresentaram valores proximos dos limites legais, o que reforga a necessidade
de estudos complementares sobre os fatores agronémicos e ambientais que possam
influenciar a composi¢do quimica dos azeites em questdo. A nivel genético, os 11 loci
utilizados neste estudo permitiram detetar 55 alelos nos 31 genotipos estudados, obtendo
uma media de cinco alelos por locus. A elevada diversidade genética observada ao nivel
dos 31 genotipos foi confirmada pelos diversos parametros de diversidade calculados. No
conjunto de loci analisados, seis (SSR9, SSR10, SSR5 e SSR4) apresentaram alta
variabilidade genética, e por isso considerados mais informativos para descrever a
diversidade genética existente na populacdo em estudo. Estes marcadores moleculares
destacaram-se pelo elevado numero de alelos observados (Na > 6), numero efetivo de
alelos (Ne > 3.,8), e altos valores de He e Ho, o que sugere um elevado grau de
polimorfismo e uma distribui¢do equilibrada das frequéncias alélicas. Por outro lado, os
loci SSR3 e SSR6, apresentaram niveis de polimorfismo reduzidos e limitada capacidade
para descrever de forma mais detalhada a diferencas genéticas entre os gendtipos
analisados.

Os resultados obtidos revelaram uma diversidade genética consideravel,

confirmada pelos indices de diversidade e pela presenca de alelos raros, indicadores de
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um patrimonio genético singular. A andlise de estrutura populacional e o dendrograma
hierarquico evidenciaram a existéncia de duas formagdes genéticas principais.

Foi possivel identificar a correspondéncia genética de alguns exemplares com
cultivares de referéncia, nomeadamente Madural e Verdeal, enquanto a maioria das
amostras formou grupos independentes, sugerindo a presenca de gendtipos locais ainda
ndo caracterizados. Estes resultados refor¢am a hipotese de que o olival tradicional
Transmontano constitui um importante reservatorio de diversidade genética, com
potencial para contribuir para programas de melhoramento e certificagao varietal.

Dada a elevada variabilidade genética observada e o valor patrimonial dos
exemplares estudados, torna-se essencial promover a conservacdo e valorizagdo das
oliveiras centendrias, quer como recurso genético, quer como elemento distintivo da
paisagem e da identidade cultural de Tras-os-Montes. Recomenda-se a continuidade deste
trabalho através da comparacdo dos perfis genéticos obtidos com bases de dados
internacionais, como o Banco Mundial de Germoplasma de Oliveira (Cordoba), de modo
a clarificar a identidade varietal dos genotipos ndo identificados e integrar este
conhecimento em estratégias de protecdo e certificagdo das cultivares autdctones.

Tendo em conta os resultados obtidos, considera-se pertinente dar continuidade a
este estudo através da ampliagdo do nimero de amostras e da inclusdo de exemplares
provenientes de outros concelhos da regido de Tras-os-Montes, de modo a obter uma
visdo mais abrangente da variabilidade genética existente. Recomenda-se igualmente a
comparagdo dos perfis genéticos identificados com bases de dados internacionais de
germoplasma, de forma a confirmar a identidade varietal e identificar possiveis novas
cultivares autoctones. Seria também relevante complementar a caracterizagdo
morfoldgica com andlises de metabolomica e gendmica funcional, permitindo relacionar
os perfis genéticos com caracteristicas agrondmicas e qualitativas dos azeites. A
integragdo de métodos de fenotipagem digital e analise de imagem podera ainda otimizar

a identificagao morfoldgica de cultivares.
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Anexo A 1- Coordenadas dos genoétipos selecionados na regido de Alfandega da Fé.

Genétipo Coordenada
76 41.3596052; -7.0871499
77 41.3424923; -7.0517417
78 41.3423911; -7.0521558
79 41.3422149; -7.0521162
80 41.3417293; -7.0519402
81 41.3417099; -7.0520948
82 41.3498244; -7.048623
83 41.349811; -7.0488061
84 41.3494224; -7.0489362
85 41.1558021; -7.2136593
86 41.1557677; -7.213486
87 41.1546883; -7.2132416
88 41.1546315;-7.2131111
89 41.1545548; -7.212972
90 41.1554383; -7.2142249
91 41.1552838; -7.2144952
92 41.1516266; -7.2153971
93 41.1514815; -7.2154333
94 41.1515029; -7.2153602
95 41.1511495; -7.2158634
96 41.2899810; -6.9957355
97 41.2961469; -7.0096841
98 41.2959444; -7.0093931
99 41.2932562; -7.0088639
100 41.2932153; -7.0086130
101 41.2928207; -7.0098356
102 41.2931369; -7.0100096
103 41.2930870; -7.0100912
104 41.2907185; -6.9996518
105 41.2907392; -6.9998788
106 41.2948529; -7.0042084
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Anexo A 2- Valores relativos ao teste de Evanno AK.

DeltaK:

K

o B W N

Reps
20
20
20
20
20
20
20

Mean LnP(K)
-779.95000
-712.91500
-687.01500
-660.72500
-652.18500
-657.67500

-795.89500

Stdev LnP(K)

0.89648
0.85856
0.76384
1.36955
9.89164
11.15257

513.37290

89

Ln'(K)
NA
67.03500
25.90000
26.29000
8.54000
-5.49000

-138.22000

[Ln™(K)|
NA
41.13500
0.39000
17.75000
14.03000
132.73000

NA

Delta K
NA
47.91141
0.51058
12.96049
1.41837
11.90129
NA



