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RESUMO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das frutiferas mais antigas do mundo. Sua origem se
perdeu no tempo e se mistura com a evolugdo das civilizagdes. As primeiras pesquisas
realizadas em Minas Gerais sdo datadas de 2008 pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG) no municipio de Maria da Fé. H& 40 municipios em Minas Gerais
envolvidos na producdo de azeitonas e tudo indica que em médio e longo prazo o Brasil se torne
um grande produtor. Para que isso se torne possivel, pesquisas envolvendo a propagacao e
selecdo de cultivares mais adaptadas as nossas regides sdo de grande importancia. A oliveira é
multiplicada em grande escala por meio de estacas. Entretanto, o sucesso da estaquia depende
da capacidade de formac&o de raizes. Para algumas cultivares esse € um grande entrave. A fim
de contornar esse problema, a técnica de enxertia tem sido empregada, e 0s porta enxertos sao
obtidos via sementes, sendo a dificuldade de germinacdo dessas sementes um enorme gargalo,
pela presenca do endocarpo duro e pela hipdtese da presenca de dorméncia nas sementes de
oliveira. Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho caracterizar cultivares de oliveira, assim
como estudar alterativas para superacdo da dorméncia das sementes. Foram utilizados frutos de
quatro cultivares de azeitona, Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki e Maria da Fé, colhidos em
Maria da Fé — MG, safra 2017. Foi realizada a analise de imagens de frutos, endocarpos e
sementes por meio de raios X e Ground-Eye®, além da avaliacio fisioldgica de plantulas. Foi
realizada também a andlise molecular por meio da analise de DNA, com a utilizacdo de
marcador molecular ISSR. Para o estudo da dorméncia, realizou-se a estratificacdo e
escarificacdo de endocarpos e sementes de azeitona. Foram utilizados para os ensaios o acido
giberélico (GA3) e o acido sulfarico (H2SO4) em diferentes tempos e concentragdes, e também
diferentes tempos de exposi¢do de endocarpos e sementes ao frio (10°C). Apds a submissdo aos
tratamentos, endocarpos e sementes foram submetidos ao teste de germinagdo e comparados
com a testemunha. A diferenciacdo de cultivares foi possivel pela analise de imagens. As
variaveis de geometria sdo as que melhor diferenciaram as cultivares pela analise do endocarpo.
Com relacdo as sementes, a avaliacdo de coloracdo permitiu melhor diferenciacdo das
cultivares. A analise genética também foi eficiente para caracterizacdo das cultivares. Pelo
dendrograma foi possivel visualizar baixa similaridade genética entre a cultivar Arbequina e as
demais. Para os tratamentos de escarificacdo e estratificagdo, as cultivares estudadas nao
responderam de forma semelhante. A germinacdo de endocarpos de oliveira, das cultivares
Arbequina, Koroneiki e Maria da Fé, foi possivel quando submetidos ao H2SO. por 18 horas.
Porém, a utilizacdo do H2SO4 por si s0, ndo possibilitou a germinagdo de endocarpos, sendo
necessaria a estratificacdo dos mesmos e a combinacdo de GAs. A estratificacdo por 30 dias
possibilitou incrementos na germinagdo dos endocarpos das cultivares Arbequina, Ascolano
315, Koroneikie e Maria da Fé, indicando que a dorméncia de sementes de oliveira é fisica e
fisioldgica.

Palavras-chave: Azeitona. Analise de imagens. Germinacéo.



ABSTRACT

The olive tree (Olea europaea L.) is one of the oldest fruit trees in the world. Its origin got lost
in time and mixes with the evolution of civilizations. The first researches realized in Minas
Gerais are dated in 2008 by the Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
in the municipality of Maria da Fé. There are 40 municipalities in Minas Gerais which are
involved in the production of olives and everything points that, in the mid- to long-term, Brazil
becomes a major producer. For that, researches involving the propagation and selection of more
adapted cultivars to our regions are important. The olive tree is multiplied on large scales
through stakes. However, the success of the cutting depends on the capability to form roots. For
some cultivars, this is a great obstacle. In order to overcome this problem, the grafting technique
has been used, and rootstocks are obtained through seeds, however, the seed germination is a
huge bottleneck, due to the presence of a hard endocarp and the hypothesis of the presence of
dormancy in the olive seeds. Thus, the objective of this work was to characterize olive cultivars,
as well as to study alternatives to overcome seed dormancy. Fruits of four olive cultivars were
used, Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki and Maria da Fé, harvested in Maria da Fé - MG, in
2017. The image analysis of fruits, endocarps and seeds were done using the X-rays and the
Ground-Eye®, in addition to the physiological evaluation of seedlings. Also, molecular analysis
was performed through DNA analysis, using the ISSR molecular marker. For the study of
dormancy, stratification and scarification of endocarps of olive seeds were carried out. Is was
used for the experiments the gibberellic acid (GAs) and sulfuric acid (H2SOs) at different
periods and concentrations, and also different periods of exposure of endocarps and seeds to
cold (10°C). After the exposure to treatments, endocarps and seeds were submitted to the
germination test and compared with the control. It was possible to differentiate the cultivars by
image analysis. The variables of geometry are the ones that best distinguished the cultivars by
analyzing the endocarp. Regarding seeds, the evaluation of the color allowed a better cultivar
differentiation. Genetic analysis was also efficient for characterizing the cultivars. Through the
dendrogram it was possible to visualize a low genetic similarity between the cultivar Arbequina
with the others. For scarification and stratification treatments, the cultivars studied did not
respond in a similar way. The germination of olive endocarps from the cultivars Arbequina,
Koroneiki and Maria da Fé, was possible when submitted to H>SO4 for 18 hours. However, the
use of H2SOq itself did not allowed the germination of endocarps, requiring stratification of
them combined with GAas. Stratification for 30 days allowed an increased germination of the
endocarps of the cultivars Arbequina, Ascolano 315, Koroneikie and Maria da Fé, indicating
that the dormancy of olive seeds is physical and physiological.

Keywords: Olive. Image analysis. Germination.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea) é considerada uma das frutiferas mais antigas utilizadas pelo
homem, mas s6 no século XVI foi introduzida no Brasil e, s6 em 2004 chegou a Minas Gerais.
O azeite de oliva, um dos principais produtos obtidos das oliveiras, representa cerca de 3% da
producdo dos 6leos vegetais consumidos pelo homem, mas apresenta alto valor comercial. O
ano de 2018 foi marcado por um aumento expressivo na producdo de azeitonas e pela
comemoracao dos 10 anos da primeira extracdo de azeite extravirgem no Brasil.

Por se tratar de uma cultura nova ainda esta em adaptacao e, para garantir a continuidade
do crescimento na producdo de azeites no Brasil, € necesséario que se invista ainda mais em
pesquisas que promovam a melhoria dos pomares implantados.

A maioria das cultivares utilizadas no Brasil sdo de origem europeia e apresentam
dificuldades na adaptacdo as condicdes edafocliméticas brasileiras. Dentre as cultivares
utilizadas na zona da Mantiqueira, area de maior expansdo da cultura, destacam-se, Arbequina,
Ascolano, Maria da Fé e Koroneiki, as quais apresentam diferentes respostas ao enraizamento,
a produtividade e a reproducdo via sementes.

As sementes de oliveira, embora sejam viaveis, sdo envoltas por um endocarpo
extremamente resiste e possuem dorméncia. Por esse motivo, outros métodos de propagacéo
vém sendo utilizados como, por exemplo, a enxertia, a qual é utilizada principalmente para
cultivares com baixa capacidade rizogénica, sendo as sementes dessas cultivares utilizadas na
obtencdo de porta-enxertos.

Poucos trabalhos foram realizados na tentativa de quebrar a dorméncia e viabilizar a
propagacao dessa espécie via sementes. Desta forma, trabalhos visando o estudo da morfologia
das sementes de diferentes cultivares e alternativas para quebra de dorméncia sdo de grande
valia devido ao amplo avango da cultura no pais. Com auxilio de ferramentas, como a anélise
de imagens e a analise molecular, € possivel produzir resultados que ajudem os produtores a
tomarem decisOes assertivas, com a obtencdo de cultivares mais adequadas, facilitando o cultivo
da oliveira e contribuindo para o aumento da produtividade dos pomares.

Devido a alta variabilidade genética e as poucas informacdes disponiveis sobre sementes
de oliveira, a proposta da pesquisa foi gerar resultados sobre a caracterizacdo morfologica de
frutos, endocarpos e sementes de oliveira pela anélise de imagens, além da analise molecular
dessas cultivares, assim como o estudo da germinacdo e dorméncia de sementes de diferentes

cultivares de oliveira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histdrico, importancia econémica e caracterizacdo da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma das frutiferas mais antigas utilizadas pelo homem.
Seu cultivo remota ha 6000 anos atras. A origem da oliveira se perdeu no tempo e se mistura
com a evolucédo das civilizacdes na Bacia do Mediterraneo. Por isso ndo se sabe ao certo a
regido de origem e nem quando surgiu a espécie, mas acredita-se que a oliveira tenha se
originado na Asia Menor, onde s&o abundantes e formam verdadeiras florestas (COI, 2018a).

De acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COIl), a producdo mundial de
oliveira foi de 2.754 milhdes toneladas na safra 2018/2019. Para a proxima safra 2019/2020, ha
uma estimativa de queda de 3,2% na produc¢éo. Ja o consumo deve ter um aumento de 6,4% em
relacdo a safra passada (OLIVE OIL TIMES, 2020).

Dentre os produtos obtidos das oliveiras, 0 azeite e as azeitonas de mesa sdo 0s que mais
se destacam. O azeite de oliva é um dos mais importantes azeites vegetais do ponto de vista
econdmico. Representa apenas 3% do volume mundial de 6leos, porém entre 10 e 20% do valor
comercial, o que ressalta o seu alto valor econdmico (COUTINHO et al., 2009).

Mesmo com uma queda de cerca de 3% na producéo na ultima safra, a Espanha continua
a liderar o ranking de maior produtor, com uma producao de aproximadamente 1.260 milhdes
de toneladas, o que representa cerca de 40% do total mundial. Além de principal produtor, a
Espanha também lidera a exportagdo. O azeite espanhol é exportado para cerca de 100 paises,
nos cinco continentes (AZEITE, 2016; OLIVE OIL TIMES, 2018).

Em relacdo ao consumo de azeite de oliva, os paises pertencentes a Unido Europeia
(EU), sdo sem duvidas os maiores consumidores. Dentre eles, se destaca a Italia, maior
consumidora, com 560,7 mil toneladas, seguida por Espanha e Grécia. Outros paises como
Argentina e Chile, se destacam pelo baixo consumo do 6leo, com 8 e 6 mil toneladas de azeite
por ano. Ja no Brasil, de acordo com o COI, o consumo de azeite, ficou proximo de 70 mil
toneladas no ultimo ano de produgéo (2017/2018), sendo o quinto maior consumidor do produto
dentre os paises ndo pertencentes a EU (COI, 2018b).

No Brasil a historia do azeite € recente, sendo que as primeiras tentativas de producédo
ocorreram oficialmente nos anos de 1950 no estado do Rio Grande do Sul. Mais tarde em 2008,

a Empresa de Pesquisas Agronémicas de Minas Gerais (EPAMIG) iniciou trabalhos de campo
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que identificaram a Serra da Mantiqueira como uma regido propicia para a producdo de
azeitonas (ASSOOLIVE, 2016).

O consumo de azeite no pais aumentou quase cinco vezes nos Ultimos 15 anos, e esse
aumento se deu pela conscientizacdo dos beneficios que o azeite traz para a saude e também
devido a melhora no poder aquisitivo da populacdo brasileira (OLIBI, 2016). O azeite
extravirgem representa um dos produtos alimentares mais importantes na dieta mediterranea,
sendo muito apreciado pelos consumidores devido as propriedades organolépticas, qualidades
nutricionais e de saude, e elevado tempo de vida util.

Atualmente, 85% do azeite de oliva disponivel no Brasil é proveniente de paises
europeus, isso garante ao pais o quarto lugar de importador de azeite no mundo. As marcas
mais importadas sdo de origem portuguesa e espanhola (AGROTYPQOS, 2016).

Minas Gerais entrou para a rota da producédo e processamento da azeitona ha nove anos,
e hoje aproximadamente 40 municipios do estado, localizados na serra da Mantiqueira,
produzem ndo s6 o0 azeite extravirgem, mas também cosméticos a base de azeitona.
Considerando apenas a regido dos Contrafortes da Mantiqueira, estima-se que existam em torno
de 200 olivicultores, distribuidos em 70 municipios, e uma area plantada de aproximadamente
2.500 hectares. De acordo com o Instituto Brasileiro de Olivicultura (Ibraoliva), espera-se que
a producdo de azeite de oliva cres¢a no Brasil mais de 40% em 2018, chegando a 150 mil litros.
O aumento na producéo sera possivel devido ao incremento na safra de azeitonas nos estados
de Minas Gerais e S&o Paulo. (AGENCIA MINAS, 2016; DCI, 2018).

No que diz respeito as azeitonas de mesa, tanto a producdo quanto o consumo mundial
aumentaram muito nos Gltimos 30 anos, 211% e 186%, respectivamente. Mesmo com uma
queda de 12% na producdo, o principal produtor continua sendo a Espanha, pais no qual mais
de 5% dos olivais sdo destinados a esse fim. (TERAMOTO et al., 2013; FERREIRA, 2015;
CONFAGRI, 2018b).

Ha potencial para que o Brasil, em médio e longo prazo, torne-se um grande produtor
de azeitonas. Porém o maior desafio para que isso ocorra & possibilitar que aqueles que
pretendem investir nesta cultura tenham acesso as informagfes técnicas. A utilizagdo de
tecnologia inadequada, isto €, sem conhecimentos basicos do sistema de producdo, como
zoneamento agroclimatico, obtencdo de mudas, qualidade de mudas, escolha e preparo da area
de plantio, poda, manejo de pragas e doencas, dentre outras técnicas de manejo, torna o cultivo
precéario e deficiente (COUTINHO et al., 2015).

As oliveiras pertencem a familia Oleaceae, do género Olea, o qual possui cerca de 35

especies, sendo que a Olea europaea L. é a Unica que possui frutos comestiveis. Engloba
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espécies distribuidas por regibes tropicais e temperadas e a maioria das plantas dessa familia
sdo arvores ou arbustos (COUTINHO et al., 2015).

O desenvolvimento das plantas pode ser separado em dois estadios: o juvenil e a fase
adulta. As diferencas entre eles estdo na capacidade de reproducdo (somente na fase adulta), e
no potencial de enraizamento (maior durante o periodo juvenil), além das diferencas
morfolégicas de folhas e ramos (NAVERO et al., 2017).

O sistema radicular da oliveira é determinado pela sua origem, pelas caracteristicas do
solo, e também pela disponibilidade de agua. Plantas oriundas de sementes apresentam uma
raiz pivotante central, profunda, denominada gavido ou raiz mestra, sem ocorréncia de ramos
laterais nos primeiros trés a quatro anos. Ja em plantas obtidas por estaquia, o sistema radicular
é fasciculado, com a emissdo de trés a quatro raizes semelhantes a emitida via semente. Em
ambos 0s casos, as raizes podem atingir de 20 a 80 cm de profundidade, dependendo,
exclusivamente, das condi¢Ges em que se encontram.

As azeitonas, frutos da oliveira, sdo pequenos, de forma elipsoidal a globular,
dependendo da cultivar, medem entre 1 a 4 cm e podem ter até 2 cm de didmetro. Possuem
coloracdo variando de preto a preto-violdceo, mas muitos frutos sdo colhidos antes da
maturacdo e por isso se encontram verdes. O fruto é do tipo drupa, possui apenas uma semente
e é composto por trés tecidos principais: endocarpo, mesocarpo e exocarpo (NAVERO et al.,
2017).

Séo plantas conhecidas pela bienalidade, ou seja, 0s crescimentos do ano s6 produzem
no ano seguinte. Desta forma, em anos com alto percentual de vingamento de frutos, as reservas
sdo direcionadas para o crescimento vegetativo, o que compromete a producao da safra seguinte
(RIBEIRO, 2016).

No cultivo da oliveira, as condi¢Ges climaticas podem afetar sobremaneira a morfologia,
0 desenvolvimento e a produgdo, com reflexos na quantidade e na qualidade das azeitonas e,
consequentemente, do azeite produzido. Porém, por se tratar de uma espécie tipicamente
lenhosa, sdo capazes de tolerar varios fatores adversos como, a baixa disponibilidade de dgua
no solo, alta salinidade e altos niveis de irradiancia. A regido Sul de Minas Gerais, devido a
altitude, apresenta condicBes propicias ao cultivo e, a ocorréncia de baixas temperaturas,
possibilita a vernalizacdo natural, fator limitante para que ocorra o florescimento da cultura
(OLIVEIRA, 2010c).

A maioria das cultivares utilizadas no Brasil tem origem europeia e por isso apresentam
dificuldades de adaptacdo as condi¢bes edafoclimaticas brasileiras. Com mais de 1000

cultivares catalogadas pelo mundo, o Brasil conta com aproximadamente 15 que sdo
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amplamente cultivadas. Dentre elas, destacam-se as cultivares Arbequina, Ascolano, Koroneiki
e Maria da Fé (OLIVAPEDIA, 2019). Diante disso, a compreenséo de fatores que podem vir a
alterar o desenvolvimento morfolégico e o comportamento fisioldgico das oliveiras nessa
regido de cultivo sdo importantes para 0 manejo racional da cultura e para adaptacdo de
tecnologias de producdo como, por exemplo, 0 método de propagacéo (OLIVEIRA etal., 2015).

Com os trabalhos desenvolvidos até 0 momento, nota-se que a resposta de cada cultivar
aos tratamentos de quebra de dorméncia é diferente, o que pode ser um gargalo nas pesquisas
direcionadas a utilizacdo de porta enxertos oriundos de sementes. Outro obstaculo nas pesquisas
com sementes de oliveira é a diferente resposta das cultivares ao enraizamento, 0 que esta
intimamente relacionado ao potencial genético. Diante disso, conhecer as caracteristicas das
cultivares que serdo utilizadas é muito importante para implantacdo e produgdo dos pomares.

Das 63 cultivares registradas no Ministério da Agricultura, 33 foram registradas pela
EPAMIG, das quais oito foram protegidas junto ao Servico Nacional de Protecdo de Cultivares
—SNPC, MGS ASC315, MGS GRAP556, MGS ASC322, MGS MARIENSE, MGS MISS293,
MGS NEBLINA, MGS GRAP541 e MGS GRAP561 (BRASIL, 2019; SILVA, 2011).

As cultivares Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki e a Maria da Fé sdo algumas das
mais cultivadas no pais (ASSOOLIVE, 2018; GUIMARAES, 2018) e, por apresentarem
interesse comercial, as mesmas foram selecionadas para serem utilizadas no presente estudo.

A cultivar Arbequina tem origem espanhola e é uma das mais cultivadas no mundo.
Uma cultivar considerada rastica, apresenta baixo vigor, levemente ramificada, o que permite
maior adensamento em campo e, dentre as cultivares de oliveira existentes, é a que mais se
adapta a diferentes condicBes de solo e clima. Tolera bem o frio, porém é sensivel a solos
encharcados. Apresenta frutos pequenos, o que dificulta a colheita mecéanica, mas é muito
apreciada pela precocidade com que entra na fase de producéo, cerca de trés anos, e também
pela alta produtividade. Possui maior vocagédo para azeite, com bom rendimento graxo, de 17 a
19% e, excelente qualidade do azeite (COUTINHO et al., 2015; NAVERO et al., 2017).

A germinacdo de sementes dessa cultivar, sem nenhum tratamento para a superagéo da
dorméncia, é baixissima. Nos trabalhos ja realizados, 0s autores obtiveram o percentual de
germinacdo variando de 0 a 15% nos tratamentos testemunhas e, ap6s a submissdo das sementes
a pelo menos um método de quebra de dorméncia, essa porcentagem atingiu até 69%
(ACEBEDO et al., 1997; ABU-QAOUD, 2005; ROSTAMI e SHASAVAR, 2009).

Com relacédo a aptiddo ao enraizamento de estacas, a cultivar pode ser considerada como

de baixa a média aptiddo. Em trabalhos realizados com a cultivar Arbequina foi verificado que
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0 enraizamento de estacas dessa cultivar podem variar de 12 a 29% (ALVES et al., 2010;
RIBEIRO, 2010; SILVA et al., 2012).

Por todas suas caracteristicas positivas, principalmente para a producdo de Oleo, a
Arbequina ndo € apenas a mais cultivada, mas também a mais pesquisada e estudada,
principalmente para a criacdo de novas cultivares (OLIVAPEDIA, 2019).

J& a cultivar Ascolano, originéria da Italia, produz &rvores altas, com tendéncia a
verticalizacdo e copa densa. E uma cultivar auto incompativel, ou seja, necessita de outra
cultivar para a polinizacdo. E muito exigente quanto ao solo e clima, e possui vigor elevado. Os
frutos sdo grandes com rapida maturacdo e possuem maior vocagdo para mesa (OLIVAPEDIA,
2018; COUTINHO et al., 2015). N&o ha estudos sobre a germinacéo de sementes dessa cultivar.
Porém, no que diz respeito ao enraizamento de estacas, alguns trabalhos preliminares ja
realizados, alcancaram de 28 a 77% de estacas enraizadas, 0 que permite considera-la uma
cultivar com alto poder de enraizamento, principalmente quando comparada a cultivar
Arbequina (ALVES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010b SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2012).

No caso da cultivar Ascolano 315, a qual foi utilizada no estudo em questdo, pouca
informacdo foi gerada, trata-se de uma cultivar brasileira, registrada pela EPAMIG, obtida por
cruzamento espontaneo da cultivar Ascolano com outra cultivar desconhecida, por isso a
importancia da caracterizagdo morfol6gica, com atributos de geometria, textura e coloracéo,
assim como de estudos que fornecam metodologias para quebra de dorméncia e que auxiliem
na propagacao sexuada da cultivar.

A cultivar Maria da Fé, também brasileira, recebe esse nome em homenagem a cidade
onde foi desenvolvida, Maria da Fé, Sul do estado de Minas Gerais. Essa cultivar surgiu a partir
da manipulacdo genética da cultivar Galega, o que fez com que a arvore se tornasse mais
adaptada as condi¢des brasileiras, especialmente no Alto da Mantiqueira. A arvore pode atingir
até 6 metros de altura, & muito resistente as variagdes climaticas e, por isso, € considerada uma
planta rastica. Possui boa produtividade, principalmente quando plantada em elevadas altitudes,
porém, possui baixo rendimento de 6leo. Apesar de apresentar maior vocacao para producao de
azeites, pode ser também direcionada para consumo de mesa (OLIVAPEDIA, 2019).

Assim como a cultivar Ascolano 315, ndo ha relatos sobre germinacdo de sementes da
cultivar Maria da Fé. Porém, em trabalhos ja realizados, a cultivar Maria da Fe foi caracterizada
como de baixo potencial de enraizamento (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012;
MARIOSA, 2014).
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Por ultimo a cultivar Koroneiki, destinada também a producéo de azeite, é a principal
cultivar utilizada na Grécia, representando cerca de 60% dos olivais do pais. Planta com vigor
médio, copa com densidade média e aberta, resistente a seca, porém muito sensivel ao frio,
possui produtividade elevada e constante, os frutos sdo pequenos, mas possuem grande
quantidade de 6leo, de 20 a 25% e com caracteristicas organolépticas apreciadas (COUTINHO
etal., 2015; OLIVABRASIL, 2019).

No que diz respeito a germinacdo de sementes, essa cultivar também apresenta baixo
poder germinativo, assim como a cultivar Arbequina. Em trabalhos ja realizados com o intuito
de verificar a germinacdo de sementes de oliveira da cultivar Koroneiki, autores encontraram
resultados de 1 a 35% de germinacdo para os tratamentos testemunhas. Porém quando foram
submetidas a pelo menos um tratamento de quebra de dorméncia, o percentual de germinacao
atingiu até 73% (BANDINO et al., 1999; ROSTAMI e SHASAVAR., 2009; SANTOS et al.,
2015).

J& na propagacéao por estacas, a cultivar Koroneiki pode ser considerada como de média
aptidao ao enraizamento, mas pode ser considerada de facil enraizamento quando comparada
com outras cultivares (HECHMI et al., 2013). Trabalhos ja realizados mostraram que o
percentual de enraizamento de estacas dessa cultivar pode variar de 14,5 a 40% (HECHMI et
al., 2013, PENSO et al., 2016).

Ainda que a propagacdo por sementes ndo seja aconselhavel devido a variabilidade
genética e ao longo periodo juvenil que as plantas propagadas via sementes apresentam, o
estudo sobre a germinacdo dessa espécie € de grande importancia, principalmente no que diz
respeito a programas de melhoramento genético, com a selecdo de cultivares mais adaptadas as
condigdes de cultivo no Brasil, assim como para a producdo de porta-enxertos, para a produgéo
de mudas. Porta-enxertos produzidos por sementes apresentam crescimento inicial vigoroso e
sistema radicular profundo, o que os torna mais resistentes as condi¢Ges adversas,
principalmente ao déficit hidrico (COUTINHO et al., 2009).

Na literatura poucos trabalhos envolvendo sementes de oliveira s&o encontrados.
Embora sejam viaveis, as sementes apresentam tanto dorméncia fisica, por serem envoltas por
um endocarpo extremamente resistente, quanto dorméncia embrionaria (BOHM, 2013).

Veloso et al. (2018) avaliando caracteristicas do endocarpo como marcadores
morfologicos na distingdo de cultivares, afirmaram que a rugosidade da superficie e 0 nUmero
de feixes vasculares sobre a superficie do endocarpo eram caracteristicas com pouca variagao
entre cultivares. No entanto, encontraram diferencas e variabilidades importantes em outras

caracteristicas do endocarpo, como tamanho e rugosidade.
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A utilizacdo de técnicas como, analise de imagens, podem auxiliar no estudo de
caracteristicas morfoldgicas das sementes, possibilitando o desenvolvimento de metodologias
mais precisas para distin¢do de caracteristicas morfoldgicas.

Medidas de caracterizacdo morfologicas, colorimétrica e textural de muitos tipos de
sementes foram relatadas para cereais e leguminosas a fim de identificar diferentes materiais
genéticos. Andrade et al. (2016) utilizaram o equipamento de anélise de imagens GroundEye®
para distincdo de cultivares de soja, ja Venora et al. (2009) usando outro tipo de software
fizeram a distingéo entre cultivares de feijdo; Lima et al. (2018) utilizaram técnicas de analise
de imagens como, raios X e o software (GroundEye®), para caracterizacdo morfoldgica de
sementes de paricarana.

A identificacdo da diversidade genética existente é essencial para 0 manejo sustentavel
e a preservacdo do germoplasma de oliveiras. Esse processo comega com estudos morfolégicos
como, por exemplo, caracteristicas do endocarpo que tem sido considerado um dos tragos mais
discriminativos, pois consistem de uma caracteristica altamente herdavel e com baixa
sensibilidade as condi¢bes climaticas (FENDRI et al., 2010) e, com o uso de marcadores
moleculares, como o SSR (Simple Sequence Repeat) e 0 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).

Fendri et al. (2010); Trujillo et al. (2014) e Veloso et al. (2018) utilizaram o marcador
SSR para identificar e caracterizar acessos de diferentes cultivares de oliveira. Nos trés
trabalhos, os autores encontraram alta diversidade genética, confirmando a eficiéncia do
marcador na identificacdo dos acessos, e também, erros de nomenclatura e, ou classificacao das
cultivares. Inicialmente as cultivares de oliveira eram nomeadas de acordo com tracos
morfolégicos, por finalidade ou por localidade de origem, isso fez com que sinbnimos e
homénimos surgissem. Dai a importancia dos marcadores, que aliados a analise dos
endocarpos, possibilitam a identificacdo correta das cultivares.

Outros marcadores moleculares também foram utilizados. Linos et al. (2014) utilizaram
os marcadores ISSR, RAPD e também o marcador SSR, para identificar e explorar 101
cultivares de oliveira. Kaya (2015) utilizou o marcador ISSR para determinar a diversidade
genética de 40 clones de oliveira obtidos de 8 cultivares e, em ambos os trabalhos, os
marcadores foram eficientes e identificaram alta variabilidade genética.

O estudo da morfologia e da variabilidade genética é de extrema importancia, pois
contribui para a qualidade de dleo, e determina a resiliéncia da cultura as condi¢Ges adversas
(VELOSO et al., 2018).
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2.2 Propagacao

A oliveira pode ser propagada de diversas formas e, mesmo com sementes viaveis, ndo
possui como principal meio de propagacéo a reproducdo sexuada.

A propagacdo natural, por sementes, foi a responsavel pela difusdo da cultura no
Mediterraneo (PENSO et al., 2016) e, nos dias atuais sdo de grande importancia para os
programas de melhoramento, na selecdo de cultivares mais adaptadas as novas regides de
cultivo e também para a producédo de porta-enxertos, principalmente para cultivares de dificil
enraizamento. Porém, em cultivos comerciais, a propagacao via sementes ndo € muito desejada,
devido ao longo periodo juvenil das plantas propagadas desta forma, a grande variabilidade
genética e ao baixo percentual de germinacdo, devido as dorméncias fisica e fisioldgica
presentes nas sementes (SANTOS et al., 2015).

Assim como a maioria das espécies frutiferas, a oliveira é multiplicada em grande escala
por meio de estacas (NAVERO et al., 2017). O método vem sendo aprimorado desde 0s anos
70 e, atualmente, utiliza-se estacas semilenhosas, com quatro folhas, enraizadas sob
nebulizacdo intermitente e com mecanismos de aquecimento do substrato. E uma técnica
eficiente, amplamente utilizada, mas que exige um alto investimento inicial, principalmente no
que diz respeito as instalacbes (OLIVEIRA et al., 2010a). Além disso, essa técnica exige
atencdo para com determinados fatores que influenciam no enraizamento como, disponibilidade
e tipo de material vegetativo a ser utilizado (VIEIRA NETO et al., 2011). Entretanto, o sucesso
da estaquia depende da capacidade de formac&o de raizes adventicias, da qualidade do sistema
radicular formado e do desempenho posterior da planta. No caso das oliveiras, o percentual de
enraizamento pode variar de 50 a 80%, dependendo diretamente da cultivar utilizada
(OLIVEIRA et al., 2009).

Os fatores que afetam o enraizamento das estacas podem ser divididos em exdgenos,
que dizem respeito a luz, temperatura, umidade e substrato e, os enddgenos que envolvem por
exemplo as condicdes fisioldgicas da planta mae e o balan¢co hormonal (COUTINHO et al.,
2015). Outro fator que deve ser considerado no enraizamento das estacas € o potencial genético
para emissao de raizes de cada cultivar. Um estudo realizado com 152 cultivares de oliveira,
em Cordoba na Espanha, identificou diferencas significativas entre as cultivares quanto ao
poder de enraizamento, cuja a causa parece estar relacionada com o equilibrio enddgeno que
cada variedade tem entre auxinas, hormonios responsaveis pelo enraizamento e cofatores de

enraizamento, tanto promotores como inibidores do processo (MOHEDANO et al., 2010).
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Outro método de propagacédo utilizado em oliveira é a enxertia. Esse método consiste
na jungdo de parte de tecidos de duas plantas de maneira que se unam e formem uma Unica
planta. Poucos estudos sobre enxertia em oliveira foram realizados, por isso ainda ndo se sabe
ao certo as melhores combinacgdes de enxerto e porta-enxerto. O que se sabe € que em oliveira
existe uma forte interacdo entre enxerto e porta-enxerto que determina as caracteristicas
agrondmicas da combinagdo utilizada, podendo-se modificar algumas caracteristicas como,
producdo de frutos, teor de 6leo dos frutos e peso médio dos frutos. Alem disso, pode-se
observar alteracfes nas caracteristicas fenoldgicas e vegetativas (OLIVEIRA et al., 2006).

Normalmente a enxertia € utilizada para cultivares de dificil enraizamento. Os porta-
enxertos sdo produzidos via sementes, e por isso apresentam sistema radicular pivotante,
profundo e com vigor diferenciado. O principal objetivo desses porta-enxertos sao: resisténcia
a pragas e doencas e, tolerancia as condicdes edaficas do local de producdo (RIBEIRO, 2016).

Atualmente, o0 método de enxertia mais utilizado € o de garfo por incrustacdo de topo
sobre plantas obtidas via sementes. Os problemas encontrados para execucdo dessa
metodologia é a dificuldade de germinacdo das sementes pela presenca do endocarpo e pela
dorméncia fisiologica do embrido. Porém, a enxertia de plantas jovens é de grande interesse
para o mercado, pois possibilita a resisténcia da planta a fatores bidticos e abiéticos como, por
exemplo, a resisténcia ao Verticillium dahliae, salinidade do solo, disponibilidade de agua.
Além disso, essa técnica também tem sido utilizada para substituicdo da variedade produtora
em olivais ja instalados ou para reparacdo de arvores danificadas (MOTA-BARROSO et al.,
2013).

Diante disso, pesquisas com sementes de oliveira sdo de grande importancia para a
evolucdo e o aprimoramento da técnica de enxertia. Sabe-se que plantas propagadas via
sementes sdo mais vigorosas e apresentam maior longevidade, principalmente devido ao

sistema radicular pivotante profundo e bem desenvolvido.

2.3 Dorméncia

A dorméncia é definida pela incapacidade de germinacdo em um periodo especifico de
tempo, em uma ou mais condi¢cGes ambientais nas quais a semente germinaria normalmente se
ndo estivesse dormente, apresentando algum bloqueio interno a germinacéo. (Baskin & Baskin,
2004).

No caso de sementes de oliveira, a espécie desenvolveu mecanismos de sobrevivéncia,

permitindo que a germinacao ocorra apenas quando as condi¢fes ambientais sdo favoraveis.
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Entre as diferentes formas de dorméncia, existe a evidéncia de que a oliveira apresente duas
delas, a dorméncia fisica, comprovada pela presenga do endocarpo extremamente resistente e
duro e, a dorméncia fisioldgica embrionaria, que é controlada pela imaturidade do embrido e
pelos tecidos que rodeiam a semente (BOHM, 2013).

O endocarpo duro, conhecido popularmente como caroco, constitui de um impedimento
para a expansdo do embrido e, mesmo apds ser removido, 0 processo de germinacao ainda é
lento, devido a dorméncia endogena do embrido (MORALES-SILLERO et al., 2012). Alguns
trabalhos ja foram realizados com o intuito de promover a quebra de dorméncia em sementes
de oliveira.

Crisosto e Sutter (1985a) utilizaram hidroxido de s6dio (NaOH) 3% e &cido sulfdrico
(H2SOg4) para a escarificacdo quimica de endocarpos da cultivar Manzanillo por diferentes
periodos e, apos a escarificacdo, os endocarpos foram misturados com vermiculita Umida e
colocados em sacos plasticos para a estratificacdo a frio (15 °C) por 30 dias, em dois anos de
colheita. Ap6s o periodo de estratificagdo montou-se o teste de germinacéao por 30 dias a 25 °C.
No primeiro ano de colheita, 0 H2SO4 se mostrou mais eficiente e o periodo de 18 horas de
exposicdo ao acido foi 0 que proporcionou maior porcentagem de germinacao, tanto sem quanto
com estratificacdo, alcangando 94% e 98% de germinacéo, respectivamente. Na safra seguinte
o0s autores obtiveram 100% de germinacao submetendo os endocarpos a 20 e 30 horas de H2SO4
aliados, com 30 dias de estratificacdo a 15°C.

Em outro trabalho realizado por Bandino et al., (1999), os autores utilizaram 0s
seguintes tratamentos: H.SOs e 0 NaOH nas concentragBes de 0,1 N e 1 N, respectivamente,
por 12 e 24 horas e, acido giberélico (GAs) nas concentrag¢fes de 500 e 1000 ppm durante 16
horas e, 4gua aquecida a 40°C por 12 e 24 horas. Os tratamentos foram testados em trés
cultivares: Koroneiki, Frangivento e Pendolino. Pelos resultados encontrados verificou-se que
as cultivares respondem de maneiras diferentes aos tratamentos. Para a cultivar Koroneiki, 0s
tratamentos de 12 horas de NaOH 0,1N e 24 horas de H.SO4 0,1N aumentaram para mais de
41% a germinacdo. Ja para a cultivar Frangivento o melhor tratamento foi o de 12 horas de
NaOH 0,1N. No caso da cultivar Pendolino, a germinagéo foi baixa para todos os tratamentos,
ficando préximo a 10%.

Mais tarde, em 2005, Abu-Qaoud estudou a quebra de dorméncia para a cultivar
Arbequina, testando também o H>SO4, NaOH, nas concentra¢des de 0,1N e 1,0N por 24 e 48
horas, 4gua aquecida a 50 e 100 °C e, por ultimo, temperatura ambiente por 24 e 48 horas. O

autor verificou 60% de germinacdo aos 115 dias para endocarpos submetidos ao HSO4 0,1N,



23

afirmando que este tratamento pode ser utilizado como protocolo para aprimorar a germinagéo
de sementes de oliveira (ABU-QAOUD, 2005).

Rostami e Shasavar (2009) ao estudarem os efeitos da escarificagdo quimica e mecanica
de sementes de oliveira das cultivares Arbequina e Koroneiki, testaram o H2SO4spor 0, 3,6 e 9
horas e também a escarificagdo mecanica, a qual diminuiu a espessura do endocarpo, mas néo
o perfurou. Verificaram que o tratamento com &cido sulfurico por 6 e 9 horas foi eficiente para
Koroneiki (73%) e Arbequina (69%), respectivamente, e que a escarificagdo mecanica foi
eficiente somente para cultivar Arbequina, a qual apresentou 55% de germinacédo, contra 5%
da cultivar Koroneiki. Dessa forma, os autores concluiram que a escarificacdo contribui
positiviamente para a germinacdo das sementes de oliveira e que o acido H2SO4 se mostrou
mais eficiente. Porém, os autores relataram que as cultivares ndo respondem a escarificacdo
quimica de forma similar e, por isso, os periodos de tratamento com H2SO4 devem ser testados
individualmente para cada cultivar.

Ainda sobre a escarificacdo em oliveira, Lal et al., (2015) testaram GA3500 ppm por 12
e 24 horas, HCI 1N por 12 e 24 horas, NaOH 1N por 12 e 24 horas e, agua por 12 e 24 horas
sobre sementes de duas cultivares, Coratina e Pendolino. Os autores observaram que para ambas
cultivares o melhor tratamento foi o de GA3 500 ppm por 12 horas, apresentando menor tempo
de germinacdo e maior porcentagem de germinacédo, 85 e 95% respectivamente. Segundo 0s
autores, 0 GAzaumenta o percentual de germinacdo e reduz o tempo de germinacéo de sementes
de oliveira.

Os trabalhos mencionados acima tratam principalmente da escarificagdo quimica para
superacdo da dorméncia fisica de sementes de oliveira. Porém, o endocarpo nédo inibe a
embebicdo e germinacdo das sementes, ele ndo apresenta inibidores e, consiste apenas de uma
barreira fisica, uma resisténcia mecanica, para a germinacdo. O que foi confirmado por Crisosto
e Sutter (1985b) que estudaram o efeito do endocarpo na germinacdo de sementes de oliveira
estratificadas e ndo estratificadas. Os autores observaram que altos percentuais de germinacgéo
foram observados apenas quando o endocarpo foi completamente removido e concluiram que
0 endocarpo impede a germinacdo através da resisténcia mecénica, sendo superada apenas
guando a estrutura do endocarpo é alterada.

Como nem sempre a escarificagdo quimica funciona bem, a remocéo do endocarpo pode
ser uma alternativa mais pratica e rapida para a superacao da dorméncia fisica e pode acelerar
0 processo de germinacao dessas sementes. Sotomayor-Léon e Caballero (1990) relataram que
a retirada da semente, antes da estratificacdo, por meio da quebra do endocarpo, ndo causa

danos a mesma e constitui-se de um método rapido e simples, principalmente para viveiros
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propagarem 0s porta-enxertos ou para germinar sementes provenientes de cruzamentos em
programas de melhoramento.

A remocdo do endocarpo também foi sugerida por Trancoso et al. (1998). Os autores
verificaram que sementes com endocarpo levavam gquase um ano para formarem plantulas, com
germinaces variando de 20 a 80%, enquanto sementes sem endocarpo levavam apenas 45 dias
com germinages variando de 64 a 76%. Porém, como ja mencionado anteriormente, a semente
de oliveira ndo apresenta apenas a dorméncia fisica imposta pela presenca do endocarpo. A
dorméncia fisiologica também afeta negativamente o processo de germinacdo e, mesmo apos a
remocdo do endocarpo a germinacgdo dessas sementes € lenta e desuniforme.

O efeito da baixa temperatura para a superacao da dorméncia fisiologica de sementes de
oliveira parece ja ser um consenso entre os pesquisadores. Alguns trabalhos ja foram realizados
com o intuito de verificar essa influéncia.

Voyiatzis e Porlingis (1987) estudaram a temperatura na germinagéo de sementes de
oliveira. Nesse trabalho os autores testaram as temperaturas de 5, 10,15, 20, 25 e 30°C por 1, 2
e 3 meses e, em seguida transferidas para 20°C. Os resultados mostraram que sementes expostas
a temperatura de 10°C por 1 més e transferidas para 20°C apresentaram maiores percentuais de
germinacao e que o percentual de emergéncia dessas sementes foi igual ou superior a 92%.

Hannachi et al. (2011) testaram o efeito do tratamento frio (4°C) na germinacdo de
sementes de oliveira sem o endocarpo. Os autores verificaram que o tratamento a frio durante
4 a 13 dias melhorou a germinacdo de sementes de 20 para 47%. Apos esse periodo de
resfriamento houve decréscimo no percentual de sementes germinadas. Os tratamentos em que
as sementes foram submetidas a mais de 30 dias & baixa temperatura, a germinag&o foi de 1%.

Morales-Sillero et al. (2012) verificaram a influéncia do tratamento de estratificagcdo
sobre sementes de cinco cultivares de oliveira. Os autores concluiram gque a submissdo das
sementes por 30 dias a 14 °C parece ser o tratamento mais adequado para quebra de dorméncia
embrionaria, alcangando resultados de 40 a 73% de germinacgdo. Os autores ainda constataram
que a reducéo da exposicdo das sementes ao frio, abaixo de 18 dias, € insuficiente para superar
a dorméncia e promover a germinagdo de sementes de oliveira.

Com base nos resultados dos trabalhos ja realizados, percebe-se que ainda ndo ha um
consenso em relacdo ao método mais adequado de escarificagdo, nem da temperatura ideal para
estratificacdo, bem como o tempo necessario para que haja superacdo da dorméncia de sementes
de oliveira. Dessa forma, estudos que abordem a dorméncia dessas sementes sdo de grande
importancia para que se produzir resultados mais precisos e assertivos, contribuindo de forma

significativa com programas de melhoramento e com produtores da cultura.
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ANALISE DE IMAGENS E ISSR PARA CARACTERIZACAO DE CULTIVARES DE
OLIVEIRA (Olea europaea L.)

RESUMO

O plantio da oliveira (Olea europaea L.) é recente no Brasil. Um dos entraves encontrados para
a disseminacéo da cultura no pais € a adaptacdo das cultivares as condic¢des climaticas locais.
Embora as sementes de oliveira sejam viaveis, geralmente ndo séo utilizadas para propagacdo
devido ao longo periodo juvenil e pelo elevado grau de dorméncia. Porém, a utilizacdo de
sementes é de grande importancia, tanto para producéo de porta-enxertos vigorosos quanto para
programas de melhoramento para manipulacdo de novas variedades. Poucos trabalhos foram
desenvolvidos com o intuito de estudar e caracterizar sementes de oliveira até 0 momento e
ferramentas como a analise de imagens digitais, de sementes e plantulas, permitem avaliar
caracteristicas morfoldgicas essenciais tanto para a caracterizagdo quanto para avaliacdo da
qualidade fisiologica. Devido a variabilidade genética e aos poucos trabalhos realizados até o
momento para caracterizagdo das cultivares de oliveira, principalmente as desenvolvidas no
Brasil, objetivou-se com esse trabalho, caracterizar cultivares de oliveira, por meio de frutos,
endocarpos, sementes, plantulas e marcadores moleculares ISSR. Foram utilizados frutos de
quatro cultivares de oliveira, Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki e Maria da Fé, colhidos na
fazenda experimental da Epamig, em Maria da Fé -MG. Os frutos foram avaliados quanto a
geometria, em seguida despolpados e os endocarpos e sementes avaliados quanto a geometria,
coloracdo e textura. Os endocarpos foram abertos e as sementes também avaliadas quanto a
geometria, coloracdo e textura. Foram realizadas analises de imagens com equipamento de raios
X e Ground-Eye®, além das fisioldgicas pela emergéncia de plantulas. As plantulas obtidas
foram avaliadas quanto ao comprimento do hipocétilo, radicula e comprimento total. A analise
molecular foi feita por meio da analise de DNA, com a utilizag&o de marcador molecular ISSR,
identificando diferencas entre a cultivar Arbequina e as demais cultivares. A analise de frutos,
endocarpos e sementes permitiu a diferenciacdo das cultivares em relagdo ao formato e tamanho
dos frutos e endocarpos, e a coloracdo das sementes. Caracteristicas que ndo foram identificadas
pela analise dos endocarpos, foram visualizadas na analise morfoldgica das sementes. Pelos
resultados encontrados foi possivel caracterizar as cultivares quanto aos aspectos morfoldgicos
e também pela similaridade genética.

Palavras-chave: Raios-X. Ground-Eye®. Analise molecular.
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ABSTRACT

The planting of olive (Olea europaea L.) is recent in Brazil. One of the obstacles found for the
dissemination of olive culture in the country is the adaptation of cultivars to local climatic
conditions. Even though olive seeds are viable, they are generally not used for propagation due
to their long youth period and high degree of dormancy. However, using seeds is highly
important, both for the production of vigorous rootstocks and for breeding programs of
manipulation of new varieties. So far, few studies have been developed in order to study and
characterize olive seeds. Additionally, tools such as the analysis of digital images, of seeds and
seedlings, allow the evaluation of essential morphological characteristics both for the
characterization and for the assessment of physiological quality. Due to the genetic variability
and the low number of studies carried out until now to characterize olive cultivars, especially
those developed in Brazil, the objective of this work was to characterize olive cultivars, through
fruits, endocarps, seeds, seedlings and ISSR molecular markers. Fruits of four olive cultivars
were used, Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki and Maria da Fé, harvested at Epamig's
experimental farm, in Maria da Fé - MG. The fruits were evaluated for geometry, then pulped
and the endocarps and seeds were evaluated for geometry, color and texture. The endocarps
were opened and the seeds were also evaluated for geometry, color and texture. Image analyzes
were performed using X-ray equipment and the system Ground-Eye®, in addition to
physiological analyzes due to seedling emergence. The obtained seedlings were evaluated for
the length of the hypocotyl, radicle and total length. Molecular analysis was performed through
DNA analysis, using the ISSR molecular marker, identifying differences between the cultivar
Arbequina and the other cultivars. The analysis of fruits, endocarps and seeds allowed the
differentiation of cultivars in relation to the shape and size of fruits and endocarps, and the color
of the seeds. Characteristics that were not identified by the analysis of the endocarps, were
visualized in the morphological analysis of the seeds. Based on the results found, it was possible
to characterize the cultivars in terms of morphological aspects and also by genetic similarity.

Keywords: X-rays. Ground-Eye®. Molecular analysis.
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1 INTRODUCAO

A olivicultura no Brasil é recente e, um dos entraves encontrados para o cultivo é,
justamente, a adaptacao das cultivares as condigdes climaticas brasileiras (COUTINHO et al.,
2015), j& que a espécie tem como centro de origem a Bacia do Mediterraneo (COI, 2018a).

Com mais de 2600 cultivares catalogadas pelo mundo (KAYA, 2015), o Brasil conta
com aproximadamente 15 que sdo mais amplamente cultivadas (OLIVAPEDIA, 2019) e, dentre
as mais indicadas para as regides brasileiras destacam-se a Arbequina, Maria da Fé, Arbosana,
Grappollo, Koroneiki e Ascolano. Com excec¢do da Ascolano, todas sdo destinadas a producéo
de azeites (OLIVEIRA, 2012; KIST et a., 2018). O percentual médio do teor de 6leo extraido
dessas cultivares pode variar de 7 kg de azeite por kg de azeitonas a 25 kg de azeite por kg de
azeitona (OLIVAPEDIA, 2019). Dessas cultivares citadas, a Maria da Fé e a Ascolano 315
foram desenvolvidas no Brasil pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais —
EPAMIG (OLIVEIRA, 2012) e ainda ndo ha relatos da caracterizacdo dos endocarpos,
sementes e plantulas de ambas.

Inicialmente, a identificacdo de cultivares era feita por meio de caracteristicas
agrondmicas, morfoldgicas e regides de cultivo e, por isso, sdo comuns erros de classificacéo,
assim como sinénimos e homonimos. Dessa forma, a caracterizagdo de cultivares de oliveira
tornou-se necessaria devido, justamente, a alta variabilidade genética presente na cultura e aos
erros de nomenclatura (VELOSO et al., 2018). Métodos como a analise de imagens e a analise
molecular auxiliam muito na identificacdo correta e caracterizacdo das cultivares (GOMES et
al., 2012; TRUJILLO et al., 2014).

Embora sejam viaveis, as sementes de oliveira, geralmente, ndo sdo utilizadas para
propagacdo, devido ao longo periodo juvenil de plantas propagadas sexuadamente e ao alto
grau de dorméncia que apresentam. Porém, a utilizacdo de sementes é de grande importancia
tanto para programas de melhoramento genético, quanto para producdo de porta-enxertos,
visando a propagacdo de cultivares de dificil enraizamento, a producdo de plantas mais
vigorosas e resisténcia as doencas e pragas (BOHM, 2013).

Poucos trabalhos foram desenvolvidos até hoje com o intuito de estudar e caracterizar
as sementes de oliveira, principalmente para cultivares desenvolvidas no Brasil e mais
adaptadas as regides de cultivo no pais.

A analise de imagens digitais, de sementes e plantulas, seja por meio da utilizacdo de
raios X ou por equipamentos de captacdo de imagens, € uma ferramenta moderna, que permite

avaliar caracteristicas morfoldgicas, dimensionais, como area e comprimento e, atributos de
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coloragio e textura. E possivel visualizar estruturas internas, determinar a qualidade fisica, a
ocorréncia de ataques de pragas, ma formac&o e a identificacdo de sementes vazias (LIMA et
al., 2018).

Resultados obtidos com outras espécies mostram a eficiéncia da analise de imagens na
caracterizacdo de sementes. Xueguan et al. (2016) utilizaram os raios X para determinagédo do
vigor de sementes de tomate; Borges et al. (2019) também com sementes de tomate, associaram
0s raios X com germinacao e vigor; Abud et al. (2018), utilizaram raios X para avaliar a relagdo
da morfologia interna com o potencial fisiologico de sementes de brocolis; Javorski e Cicero
(2017) tambeém utilizaram os raios X para avaliacdo da morfologia interna de sementes de
sorgo; Lima et al. (2018) utilizaram as técnicas de raios X e o equipamento de anélise de
imagens GroundEye®, para caracterizacdo da qualidade de sementes de paricarana; Andrade et
al. (2016) utilizaram o equipamento GroundEye® para adequar a metodologia e avaliar a
eficiéncia do sistema na deteccdo de sementes esverdeadas em lotes de soja; e, Marques et al.
(2019) fizeram a distincdo de espécies e estadios de maturacdo de sementes de Comanthera
spp. utilizando o mesmo equipamento.

Assim como a analise de imagens, a utilizacdo de marcadores na identificacdo de
cultivares também tem sido amplamente empregada. Os marcadores moleculares sao
ferramentas que auxiliam na deteccdo de variagbes no genoma e auxiliam na identificacdo
correta dos acessos (TRUJILLO et al., 2014; LINOS et al., 2014; KAYA, 2015). Além disso,
geram grande quantidade de informacgdes sobre a variabilidade genética do germoplasma
utilizado pelo melhorista (GIUSTINA et al., 2017), sendo um complemento a caracterizacao
morfolégica das cultivares (VELOSO et al., 2018).

Entre os varios tipos de marcadores moleculares, um dos mais utilizados para detectar
a variabilidade genética € o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (SOLANO et al., 2019).
Baseados na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), os ISSR sdo uma classe de marcadores
baseados na amplificacdo de regides entre duas sequéncias de microssatélites, sem a utilizacéo
do sequenciamento do DNA (DUARTE et al., 2018). Sdo recomendados para anélise de
espécies relacionadas evolutivamente e também para a diferenciacdo rapida de individuos
aparentados. Além disso, a utilizacdo desse marcador tem inimeras vantagens, entre elas, 0
baixo custo, elevado grau de polimorfismo e a reprodutividade (DOMINGUES et al., 2017).

Em oliveira, o ISSR tem sido amplamente utilizado com o intuito de caracterizar e
identificar diferentes cultivares ao redor do mundo. Brake et al. (2014) utilizaram os marcadores
ISSR para caracterizagao de cultivares de oliveira na Jordania. Os autores relataram que o ISSR

foi capaz de distinguir 6 das 13 cultivares avaliadas. Segundo os autores, consiste em uma
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poderosa ferramenta que permite a caracterizagéo precisa, 0 que pode contribuir no processo de
selecdo de variedades ideais. Kaya (2015) utilizou o ISSR na deteccéo da variabilidade genética
de 40 clones de oliveira na Turquia. O autor relatou que a analise por meio do ISSR apresentou
alto nivel de variabilidade genética, indicando ser recurso potencial para programas de selecédo
clonal. Em outro trabalho realizado no Iran, Ghanbari e Estaji (2018), utilizaram o ISSR para
determinar a diversidade genética de 29 cultivares de oliveira. Com os resultados encontrados
0s autores sugeriram que o germoplasma mediterraneo é estruturado em dois grupos genéticos
principais, que correspondem a duas regides geograficas distintas do Mediterraneo. Mostrando
que a ferramenta é de grande potencial para caracterizagdo e identificacdo de cultivares de
oliveira.

Diante de tantos resultados ja obtidos, objetivou-se com este trabalho caracterizar
cultivares de oliveira, avaliando endocarpos, sementes e plantulas por meio da analise de

imagens e também utilizando o marcador molecular ISSR.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Andlise de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras - MG, em
parceria com o Nucleo Tecnoldgico Epamig Azeitona e Azeite sediado em Maria da Fé - MG.

O municipio fica localizado no Sul de Minas Gerais, a 1258 metros de altitude, com
temperatura minima média de 10,1°C e méxima média de 23,3°C, precipitacdo anual de 1738,6
mm e, clima do tipo Cwb, de acordo com Kdppen, também chamado de subtropical de altitude
(WIKIPEDIA, 2020).

Os frutos de quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L.), Arbequina, Ascolano 315,
Koroneiki e Maria da Fé, foram colhidos manualmente, de forma aleatéria e em diferentes
alturas e ramos da planta, em marc¢o de 2017, no ponto de colheita para azeite, com a cor dos
frutos tendendo do verde ao amarelo (Figura 1a), no Banco de Germoplasma da Fazenda
Experimental da EPAMIG em Maria da Fé-MG.

2.1 Analise morfoldgica de frutos

Apos serem colhidos, os frutos foram encaminhados ao Laboratério Central de Analise
de Sementes da Universidade Federal de Lavras, onde foram fotografados e pesados.
Posteriormente foram avaliados no equipamento de analise de imagens Groundeye®, versao
S800, composta por um modulo de captacao, que possui uma bandeja de acrilico, uma camera
de alta resolucédo e, um software integrado para avaliagdo. Os frutos foram avaliados quanto as

caracteristicas de geometria, diferencial entre as cultivares.

2.2 Obtencdo e andlise de endocarpos

Em seguida os frutos foram despolpados manualmente, friccionados contra a malha de
uma peneira de arame (55 cm de diametro, malha 4), agua e detergente. Os endocarpos cheios
com as sementes, nessa pesquisa denominados endocarpos para diferenciagdo das sementes,
foram lavados em &gua corrente e detergente para eliminacdo completa da polpa (Figura 1), e
secos sobre papel a sombra, onde permaneceram por 48 horas até armazenamento em camara

friaa 10 °C + 2, até a realizagdo dos ensaios.
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Figura 1 - Lavagem dos endocarpos em agua e detergente apos a despolpa dos frutos
de oliveira (Olea europaea L.) com o auxilio de peneira.

Fonte: Do autor (2020).

Os endocarpos foram pesados para determinacdo do peso de mil endocarpos, adaptado
das Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009) e submetidos ao teste de raios X no
qual foram dispostos sobre fitas adesivas transparentes de dupla face, aderidas a um filme de
poliéster 100/115 microns ultraclear, sendo as radiografias digitais obtidas utilizando o
equipamento Faxitron® HP MX-20 digital (Figura 2). Os endocarpos foram analisados também
pelo equipamento de analise de imagens Groundeye®.

Figura 2 - a) Equipamento de raios X Faxitron® HP MX-20 digital; b) Visao
interna do equipamento de raios X e posicionamento da placa de
raios X; ¢) Bandeja de captacao do equipamento GroundEye® S800.
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Fonte: Do autor (2020).

Foi utilizada uma conFiguracdo especifica de calibracdo, utilizando o modelo de cor
YCDbCr, com os padrdes de cor luma variando de 0,00 a 1,00, azul variando de 0,01 a 0,17 e
vermelho variando de -0,13 a 0,03. Determinou-se o tamanho minimo igual a 0,0800 cm3. Os
parametros avaliados pelo sistema foram cor, geometria e textura. Para cor avaliou-se
dominancia de cor, matiz, intensidade, luminosidade, saturacdo e brilho. Para geometria
avaliou-se area, circularidade, esfericidade da forma, didmetro méximo, didmetro minimo e
afinamento. Na textura avaliou-se o fator Haralick para Homogeneidade. Para as avaliacGes

foram utilizados o total de 100 endocarpos, separados em 4 repeticdes de 25.

2.3 Avaliacao fisica e fisioldgica das sementes

Para a obtencdo das sementes foram selecionados 100 endocarpos cheios, abertos com
0 auxilio de um torno de bancada 3 polegadas, 75 mm (Figura 3).

As sementes obtidas foram avaliadas pelo teste de raios X e pelo sistema GroundEye®,
avaliando os parametros de cor, geometria e textura, com a mesma calibracdo e componentes

da avaliacdo dos endocarpos.

Figura 3 - Abertura de endocarpos de oliveira (Olea
europaea L.) com auxilio do torno de bancada.

Fonte: Do autor (2020).
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A avaliagdo da emergéncia das sementes foi efetuada em substrato vermiculita,
previamente esterilizado em estufa a 105 °C +2 por 4 horas e umedecido com agua destilada
até atingir 60% da capacidade de retencdo de agua.

As bandejas com as sementes foram acondicionadas em BOD a 10°C por 45 dias para
estratificacdo, e avaliadas pelo sistema GroundEye®, com a seguinte conFiguracdo, modelo de
cor YCbCr, com os padrdes de cor luma variando de 0,00 a 1,00, azul variando de 0,01 a 0,14
e vermelho variando de -0,24 a -0,01 e determinou-se o tamanho minimo igual a 0,0800 cm3.

Como foram utilizadas as mesmas sementes para as avaliagdes de raios X, GroundEye®

e semeadura em bandeja, montou-se uma comparagao entre as imagens e analises obtidas.

2.4 Analise molecular

A andlise molecular foi feita por meio da analise de DNA, com a utilizacdo de marcador
molecular ISSR.

Para a extracdo de DNA foi utilizado aproximadamente 1g de sementes de cada cultivar.
As sementes foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido e polivinilpirrolidona
(PVP) até a obtencdo de um p6 bem fino, que foi transferido para um eppendorf, no qual
acrescentou-se 800 pL de CTAB (Brometo de Cetiltrimetilam6nio) 2x a 65°C. O eppendorf
com o material foi mantido a 65°C em banho maria por 60 minutos, sendo homogeneizado a
cada 10 minutos.

Os eppendorfs foram resfriados a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida
adicionou-se 800 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e com inversdes lentas foram
homogeneizados por 5 minutos e entdo centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos, a
temperatura ambiente.

O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf, no qual foi adicionado isopropanol
gelado, na proporgéo de 1:1 (isopropanol:sobrenadante). Os microtubos foram homogeneizados
com inverséo lenta e incubados a 4°C, overnight.

As amostras foram novamente centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado. Foi adicionando ao pellet 50 pL de TE (tampé&o de extragédo), mais 2
puL de RNAse (10 mg/mL), mantendo-o0 em banho maria a 37°C por 60 minutos.

Apbs resfriarem em temperatura ambiente, adicionou-se aos microtubos 100 pL de

etanol 95%, os quais foram homogeneizados com inversdes lentas e centrifugados a 14000 rpm
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por 10 minutos a 4°C. O etanol foi descartado e adicionou-se etanol 70% e entdo os microtubos
foram incubados a -20°C por 10 minutos.

Em seguida, os microtubos foram centrifugados novamente por 5 minutos a 14.000 rpm,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet seco por 20 minutos a temperatura ambiente. Depois
de seco, o pellet foi dissolvido em 50 pL de TE (tampéo de extragdo) (Tris-HCI 1M pH 8;
EDTA 0,5 M pHB8). As solugdes contendo os DNA’s foram armazenadas em freezer até a
realizacdo das reacdes de amplificagéo.

As reacdes de PCR foram conduzidas em volume final de 2 uL, contendo 0,5 pL de
enzima Taq DNA polimerase, 2 puL de tampéo da enzima 1x, 1 pL de dNTP, 1 pL de iniciador
e 1 L DNA gendmico.

O programa consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento do Olii a 49,7-58°C por
35 segundos e extensdo a 72°C por 2 min, seguida de extensdo final por 7 min a 72°C.

A avaliagdo da qualidade do DNA foi realizada em gel de agarose a 1% com TBE 0,5X
(90mM Tris - Borato, 0,5X 1mM EDTA, pH 8,0). O gel foi corado com brometo de etideo,
submetidos a eletroforese e visualizado sob luz UV. A qualidade do DNA foi estimada pela
intensidade das bandas.

Foram testadas 24 combinacgdes de primers para cada cultivar.As sequéncias de bases
dos 12 primers se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados na analise molecular por microssatélite ISSR e suas respectivas
sequéncias de bases.

Primers Sequéncias de bases

1 ATTTGAACTGGTGACACGAG
2 GGGGATAGAGGGACTTGAAC
3 ATGTCCCGTTATCGAGGACCT
4 GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
5 AGGAACCCTTACCGAGCTC
6 CATTACAAATGCGATGCTCT
7 CGAAATCGGTAGACGGTACG
8 GTGGGGCATTTACCCCGCC
9 TAGACATATTTTAGTTAATGG
10 CAATATCGTATTCGTCTAGAA
11 TCTACCGATTTCGCCATATC
12 GGARGTACCAGTSATCATGTT

Fonte: Do autor (2020).

Por meio do pacote estatistico NTSYS-pc versao 2.1 (Sistema de Taxonomia Numérica

e Analise Multivariada) (Rohlf, 2000) as similaridades foram obtidas. Assim, o dendrograma
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foi gerado pelo método UPGMA a partir do complemento do coeficiente de similaridade de
Jaccard (1908).

Os individuos geneticamente diferentes foram identificados no dendrograma a partir da
estimativa do valor maximo de similaridade, representado pela linha de corte, acima da qual os
individuos sdo considerados similares (Hagiwara et al., 2001). O valor maximo de similaridade
significativo (Sgm) foi estimado pelo Teste de t, ao nivel de 0,01% de probabilidade:

Sgm =1 - ﬁ X §Sgl.J)
Onde:
t = valor Tabelado (Tabela de t-Student) de t com n-2 graus de liberdade;

SSgij = erro médio das comparacdes consideradas no dendrograma.

Para estimar os padrdes de similaridade genética com o uso de marcadores moleculares,
frequentemente sdo utilizadas técnicas multivariadas, como as analises de agrupamento e a
ordenacdo de uma representacdo simplificada dos resultados. Uma dessas analises é a
construcdo de uma matriz de similaridade entre os individuos que estdo sendo avaliados, obtida
a partir de um coeficiente de similaridade especifico (Duarte, 1998).

Na avaliacdo dos géis, a presenca (1) e auséncia (0) de bandas foram usadas para a
construcdo da matriz binaria. As estimativas das similaridades genéticas (Sg;;) entre cada par de

individuos foram efetuadas empregando os coeficientes de Jaccard por meio da expressao:

a
8- e 100

Individuo i
1 0
Individuo j 1 a(l,1) b (1, 0)
0 c(0,1) d (0, 0)

Onde:

a = presenca de bandas em ambos os individuos;

b = presenga de banda no primeiro individuo e auséncia no segundo;
C = presenca no segundo e auséncia no primeiro;

d = a auséncia em ambos os individuos.
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2.5 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados obtidos no teste de raios X e as analises realizadas pelo
equipamento GroundEye®, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). As
andlises foram realizadas por meio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000) e, para

a comparacdo das médias foi utilizado o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os dados referentes ao peso total de frutos e endocarpos, peso de 100 frutos, de 100

endocarpos e o numero total de frutos e endocarpos se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 - Peso total (PT) de frutos e de endocarpos de 4 cultivares de oliveira (Olea europaea
L.), peso médio de 100 (P100) frutos e endocarpos, numero total de frutos (F),
namero total de endocarpos (E) e relacdo fruto/endocarpo (F/E) obtidos de cultivar

Frutos Endocarpos

Cultivares  —or g) P100(g) Total F PT (kg) P100(g) TomlE '
Arbequina 1275 11758 10847 2304 2185 10543 538
Ascolano 315 10,48 372,00 2817 1537 6216 2472 598
Koroneiki 1048 7806 13431 1834 1481 12384 527
MariadaFé 796 87,75 9076 1491 21,03 7092 417

Fonte: Do autor (2020).

A cultivar Ascolano 315 apresentou 0 maior peso de 100 frutos, caracteristica

importante para a cultivar, pois esta, ao contrario das demais, € destinada & mesa.

Dentre as cultivares produtoras de o6leo, destacam-se as cultivares Arbequina e

Koroneiki, com o rendimento de 6leo variando de 17% a 25% respectivamente, as quais

apresentam maior rendimento de éleo quando comparadas a cultivar Maria da Fé, que rende

cerca de 7% de 6leo. Essa caracteristica se torna mais evidente quando se avalia a quantidade

de polpa nos frutos dessas cultivares pela relacdo fruto/endocarpo. A cultivar Maria da Fé

apresenta menor relacdo, o que consequentemente leva a um menor rendimento de éleo.

Para melhor entendimento das partes que compde os frutos da oliveira foi feito um corte

transversal (Figura 4) com suas respetivas estruturas identificadas. A estrutura utilizada como

propagulo da oliveira, popularmente conhecida como caro¢o, é o resultado da combinacéo

endocarpo mais semente.



Figura 4 - Corte transversal no fruto de oliveira (Olea europaea L.) e suas estruturas.

Epicarpo

Endosperma
Semente

Embriao

Fonte: Do autor (2020).
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A andlise morfoldgica realizada nos frutos, endocarpos e sementes de oliveira por meio

do GroundEye® foi feita com o intuito de capturar e identificar diferencas entre as cultivares.

3.1 Anélise morfolégica dos frutos

Na Figura 5 sdo destacadas as imagens dos frutos das quatro cultivares de oliveira

estudadas. Pela analise visual ja € possivel notar diferencas de formato e tamanho identificadas

pelo software.

Figura 5 - Frutos das quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L.) avaliados nessa pesquisa.

Arbequina Ascolano 315 Koroneiki Maria da Fé

Fonte: Do autor (2020).

Foi possivel identificar diferengas significativas entre as cultivares em todos os parametros

avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Andlise de parametros de geometria para frutos de quatro cultivares de oliveira (Olea
europaea L.).
Cultivar A  Arealcm?d C @max(cm) @min(cm) E P(cm) H
Arbequina  0,83C 122B 0,77A 141B 1,07B 1527 A 449B 048A
Ascolano 315 0,67A 239A 066B 216A 1,37A 20,14B 7,16 A 047 A
Koroneiki 0,76 B 083D 061C 131D 083D 16,55A 3,77D 045B
MariadaFé 081C 108C 0,74A 136C 099C 1556A 420C 046B
CV (%) 3,58 4,72 3,21 1,16 3,25 855 456 191
Nota. Entende-se como A (Afinamento); C (Circularidade); @max (Didmetro maximo); @min
(Diametro minimo), E (Esfericidade da forma), P (Perimetro), H (Textura: Haralick: Homogeneidade).

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Fonte: Do autor (2020).

O afinamento (A) ou alongamento calcula o fator de afinamento do fruto e varia de 0 a
1. A medida que o valor de afinamento se afasta de 1, o fruto é considerado mais fino (Viana et
al., 2016). Para as cultivares avaliadas, a cultivar Ascolano 315 foi a que apresentou maior
afinamento, seguida pela cultivar Koroneiki e por Gltimo e menos afinadas, as cultivares
Arbequina e Maria da Fé.

Para a éarea, a cultivar Ascolano 315 foi estatisticamente superior, seguida pelas
cultivares Arbequina, Maria da Fé e por Gltimo Koroneiki. Para os fatores didmetro méaximo
(Dmax), diametro minimo (Dmin) e perimetro (P), as cultivares apresentaram 0 mesmo
comportamento que foi observado para a area: a cultivar Ascolano 315 com maiores valores,
seguida pelas cultivares Arbequina, Maria da Fé e, por ultimo e inferior, a cultivar Koroneiki.

Circularidade se refere ao fator de forma circular menos sensivel ao alongamento do
fruto com menor dependéncia a suavidade do contorno. Os valores também variam de 0 a 1,
porém, para esse parametro, valores proximos a 1 significam maior circularidade (Ferreira et
al., 2018), ou seja, é inversamente proporcional ao afinamento. Das cultivares avaliadas, a
Arbequina e Maria da Fé foram as que apresentaram maiores valores para a circularidade
seguidas pela cultivar Ascolano 315 e por Gltimo, a menos circular, a cultivar Koroneiki.

O fator esfericidade da forma, diz 0 qudo um objeto € circular. Quanto mais o valor se
aproxima de 4w, mais o objeto se aproxima da forma de uma circunferéncia. Ou seja, as
cultivares que mais se aproximam de uma circunferéncia foram Arbequina, Maria da Fé e
Koroneiki, que foram estatisticamente semelhantes e com valores mais proximos ao referencial,
e por dltimo a Ascolano 315, que é a cultivar que menos se aproxima da forma de uma
circunferéncia perfeita.

Para textura, foi avaliado o fator Haralick, para homogeneidade, o qual avalia a variacéo

dos tons de cinza de uma superficie, variando de 0 a 1, sendo 1 uma superficie de imagem
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completamente homogénea. Esse descritor, classificou as cultivares em dois grupos, Arbequina
e Acolano 315 como semelhantes e mais homogéneas em relacdo a superficie do fruto quando
comparadas as cultivares Koroneiki e Maria da Fé, as quais foram semelhantes e mais

heterogéneas em relacéo a aparéncia da superficie dos frutos.

3.2 Anédlise morfoldgica dos endocarpos

Na anélise dos endocarpos, apds a despolpa, o teste de raios X foi significativo para
diferenciacdo das cultivares quanto ao numero de endocarpos vazios ou com sementes mal

formadas (Figura 6).

Figura 6 - Identificacdo de endocarpos vazios ou com sementes mal
formadas pelo teste de raios X de quatro cultivares de

oliveira (Olea europaea L.).

ARBEQUINA ASCOLANO 315

KORONEIKI

Fonte: Do autor (2020).
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As cultivares Arbequina e Maria da Fé sdo estatisticamente semelhantes, apresentando
maiores nimeros de endocarpos indesejados, sem sementes, seguidas pelas cultivares
Koroneiki e, por ultimo, a Ascolano 315, que apresentou menor nimero de endocarpos com

essas caracteristicas (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero médio de endocarpos vazios (sem semente) e sementes mal formadas de
quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L.) pelo teste de raios X.

Cultivar Endocarpos Sementes
Arbequina 8 A 6 B
Ascolano 315 2 C 10 A
Koroneiki 5B 3C
Maria da Fé 8 A 5B

CV (%) 24,61 20,39

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

A hipotese para tentar justificar o maior numero de sementes mal formadas da cultivar
Ascolano 315 se baseia na espessura dos endocarpos, o que pode dificultar a visualizacdo da
semente ainda dentro do endocarpo pelas imagens de raios X, contribuindo para a subestimacéo
do numero de endocarpos vazios ou com sementes mal formadas. Na Figura 7 estdo os

exemplos de endocarpos e sementes encontrados no teste de raios X.

Figura 7 - Exemplos de endocarpos e sementes de oliveira (Olea europaea L.) encontrados nas
radiografias obtidas no teste de raios X. a) endocarpo vazio (sem semente); b) e c)
endocarpos com sementes mal formadas; d) endocarpo com semente com dano; €) e
) endocarpos com sementes perfeitos.

Fonte: Do autor (2020).

A avaliagéo dos endocarpos, das quatro cultivares de oliveira, realizada no equipamento
Groundeye®, também permitiu a separacdo das cultivares, quanto aos parametros de cor,
geometria e textura. Com essa avaliagéo, foram obtidos dados individuais de cada endocarpo e

das repeticoes (Figura 8 e Tabela 4).



Figura 8 - Dados de perimetro (cm), didmetro minimo (cm), didmetro méximo (cm) e
circularidade (cm) de endocarpos de quatro cultivares de oliveira (Olea
europaea L.) obtidos por meio do equipamento GroundEye®.
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/ TR Wt
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A) Endocarpos; B) Textura dos endocarpos; C) Caracterizag3o geométrica

KORONEIKI

P=2.71 cm DMi =0.53 cm C=0,49 DM = 1,06 cm P=3.,10 cm DMi =0.54 cm C=0.55 DM =1.18 cm

Fonte: Do autor (2020).



Tabela 5 - Valores obtidos por meio do equipamento GroundEye® para os parametros de cor e geometria para endocarpos de quatro cultivares de

oliveira (Olea europaea L.).

PARAMETROS COR (ENCOARPOS)

CULTIVAR AMA. (%) LAR. (%) PRE. (%) VERM. (%) B | LUMA L M
ARBEQUINA 1,26 C 93,91 A 0,78 B 0,41B 048A 035A 039A 034A  46,06B
ASCOLANO 315 3,94 A 92,27 B 1,46 B 0,15C 048A 035A 039A 034A  46,13B
KORONEIKI 2,08 B 90,77C 2,94 A 0,24 C 043B 031B 0,34 B 030B 4754 A
MARIA DA FE 0,68 C 91,75 B 4,00 A 0,65 A 044B 032B 0,34 B 031B  4542B
CV (%) 22,8 0,8 33,27 37,61 1,78 1,93 1,92 2,06 0,98
PARAMETROS GEOMETRIA (ENDOCARPOS)
CULTIVAR ~ AREA (cm?) C @ MINIMO (cm) @ MAXIMO (cm) E P (cm) A H
ARBEQUINA 0,52C 0,65 A 0,65 B 1,01 D 15,00 A 2,80C 0,79B 0,23B
ASCOLANO 315 1,07 A 0,54 B 0,84 A 1,58 A 16,49 B 419A  0,73A 0,22 B
KORONEIKI 0,44 D 0,49C 0,53C 1,06 C 16,85 C 271C  0,70A 0,24 A
MARIA DA FE 0,60 B 0,55 B 0,64 B 1,18 B 16,19 B 336B  0,73A 0,25 A
CV (%) 3,95 2,94 2,34 2,63 1,31 3,48 3,43 3,77

Nota. Entende-se como AMA (amarela), LAR (laranja), PRE (preta); VERM (vermelha), B (brilho), | (intensidade), L (luminosidade), M (matiz), C
(circularidade), @ MINIMO (diametro minimo), @ MAXIMO (diametro méaximo), E (esfericidade da forma), P (perimetro), A (afinamento) e H (textura
Haralick:Homogeneidade). Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).
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Foi possivel pela cor a diferenciacao significativa dos endocarpos. A cor laranja foi
observada com maior predominancia e intensidade para todas as cultivares avaliadas. As cores
amarela, preta e vermelha também foram representativas e diferenciaram as cultivares, mas em
menores quantidades. E importante frisar que o equipamento identificou as diversas cores que
compdem os endocarpos e 0 somatdrio dessas cores deve ser igual a 100%. Nesse caso, as
demais cores identificadas pelo equipamento foram desconsideradas devido aos baixos valores
encontrados.

A cor amarela foi maior para a cultivar Ascolano 315. De forma oposta as cultivares
Arbequina e Maria da Fé apresentaram menor porcentagem desse tom. Ja para a cor preta, as
cultivares com maior percentual foram a Koroneiki e Maria da Fé, e a menor expressdo nas
cultivares Ascolano 315 e Arbequina. Para o tom vermelho a cultivar Maria da Fé apresentou
maior porcentagem, e as cultivares Koroneiki e Ascolano 315 menores porcentagens.

A avaliagdo de cor tem sido amplamente empregada no setor sementeiro como uma
ferramenta na identificacdo de cultivares e também na avaliagdo da qualidade fisioldgica de
sementes. Trabalhos nesse sentido vém sendo desenvolvidos a fim de fomentar a importancia
da anélise. Ribeiro et al. (2016) utilizaram as cores para avaliar a qualidade de sementes de
café. Lima et al. (2018) também utilizaram a anélise de imagens envolvendo cor para
caracterizar a qualidade de sementes de paricarana (Bowdichia virgilioides Kunth). No entanto,
esse parametro € pouco utilizado para diferenciacao de cultivares.

Outros atributos de cor também foram avaliados como, brilho, intensidade, luma,
luminosidade, nos quais as cultivares se diferenciaram de forma semelhante para todas essas
variaveis, sendo as cultivares Arbequina e Ascolano 315 estatisticamente semelhantes e
superiores as cultivares Maria da Fé e Koroneiki. O brilho é a quantidade de luz emitida pela
superficie e esta diretamente relacionado com a intensidade da cor. J& a luma é a primeira
componente no sistema de cores YCrCb e é responsavel pela luminancia, que é a quantidade de
energia que o observador percebe da fonte de luz (SILVA, 2006). A luminosidade é a
intensidade de luz refletida pela superficie, e é influenciada por sombras e reflexos, separa o
claro do escuro (SAMPAIOQO, 2016).

Para a variavel matiz, que esta associada ao comprimento de onda da cor dominante
(ALBANEZ, 2017), a cultivar Koroneiki se destacou perante as outras, sendo estatisticamente
superior as demais.

De forma geral, os parametros envolvendo cor, foram eficientes na separacdo das
cultivares quando avaliados separadamente. Porém quando avaliados conjuntamente ndo houve

um padréo de repeticdo, o que ndo permitiu classificar as quatro cultivares.



52

A analise de geometria também diferenciou as cultivares em todos os parametros
avaliados. A érea distinguiu todas as cultivares, sendo a Ascolano 315 a que apresentou maior
valor, seguida pelas cultivares Maria da Fé e Arbequina e por Gltimo a Koroneiki.

Para a circularidade, que apresenta valores entre 0 e 1, como mencionado anteriormente,
a cultivar Arbequina foi a que apresentou maior valor e menor circularidade foi observada para
a cultivar Koroneiki.

O diametro minimo foi capaz de agrupar as cultivares em trés categorias, a cultivar
Ascolano 315 foi a que apresentou maiores valores, seguida pelas cultivares Arbequina e Maria
da Fé, e com menores valores, a cultivar Koroneiki. De forma semelhante, o didmetro maximo
diferenciou as cultivares, sendo o maior valor atribuido a cultivar Ascolano 315, seguida das
cultivares Maria da Fé, Koroneiki e Arbequina.

Para a esfericidade da forma, a cultivar Arbequina foi estatisticamente a mais esférica,
seguida pelas cultivares Ascolano 315 e Maria da Fé, que foram estatisticamente semelhantes
e, por ultimo a cultivar Koroneiki, menos esférica. Vale ressaltar que a esfericidade da forma
avaliou 0 quéo os endocarpos se aproximam da forma de circulo. S&o classificados como mais
esféricos os valores que mais se aproximam de 4.

Assim como a maioria das caracteristicas de geometria analisadas, o perimetro também
classificou as cultivares em trés grupos distintos. A cultivar Ascolano 315 foi a que apresentou
maior valor para essa varidvel, seguida pela cultivar Maria da Fé e, por Gltimo as cultivares
Arbequina e Koroneiki que foram estatisticamente semelhantes.

O afinamento, inversamente proporcional a circularidade, também variade 0 a 1, porém
quanto mais distantes de 1 mais finos séo os endocarpos. A cultivar Arbequina apresenta menor
afinamento e as cultivares Koroneiki, Maria da Fé e Ascolano 315 maiores afinamentos.

Ja a textura, que foi avaliada pelo descritor de textura Haralick, o qual avaliou a
homogeneidade da superficie, que € medida pela distribuicdo dos pixels, também foi eficiente
para diferenciar as cultivares, as quais foram divididas em dois grupos, Koroneiki e Maria da
Fé estatisticamente semelhantes e com maior homogeneidade da superficie, quando
comparadas as cultivares Ascolano 315 e Arbequina que também foram estatisticamente
semelhantes com menor homogeneidade da superficie.

O parametro geometria, ao contrario da cor, foi um bom parametro para diferenciar 0s
endocarpos das quatro cultivares de oliveira. Dos sete parametros avaliados, a cultivar Ascolano
315 foi superior para cinco deles. De forma inversa, a cultivar Koroneiki se destacou como
inferior em cinco dos sete parametros avaliados, o que pode ser confirmado visualmente pela

Figura 8, onde se encontram as imagens dos endocarpos e suas respectivas dimensoes.
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A anélise de parametros envolvendo a geometria das sementes também tem grande
importancia. O conhecimento das propriedades fisicas como forma, tamanho, didametros,
circularidade, esfericidade e textura, podem auxiliar nos processos de tratamento quimico e
recobrimento de sementes, secagem e dimensionamento de secadores e silos no processo de
beneficiamento das sementes e no ajuste de maquinas e implementos agricolas para o plantio,
garantindo um produto com qualidade fisica, homogéneo e um plantio uniforme, como foi
relatado por Schmidt (2019).

3.3 Analise morfologica e fisiologica das sementes

Na avaliacdo das sementes, pelo teste de raios X, foi possivel identificar sementes vazias
e com danos no tegumento (Figura 9). Pelas imagens analisadas foi possivel verificar maior
incidéncia de danos mecanicos e ma formacGes em sementes da cultivar Ascolano 315, seguida
por Arbequina, Maria da Fé e Koroneiki (Grafico 1). Os danos mecéanicos presentes nas
sementes, provavelmente se devem ao método utilizado para abertura dos endocarpos, o torno
de bancada. Dependendo da forca exercida com o torno sobre o endocarpo, as sementes ou
guebravam ou tinham seus tegumentos danificados, como ja mencionado anteriormente. As
sementes de oliveira sdo macias e frageis sendo facilmente danificadas, entdo deve-se ter muita

cautela na extragdo das mesmas.
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Figura 9 - Identificacdo de danos e m& formagdes em sementes de quatro cultivares de oliveira
(Olea europaea L.) pelo teste de raios X.

ARBEQUINA ASCOLANO 315

Fonte: Do autor (2020).
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Gréfico 1 - Namero de danificagdes mecéanicas e mé formagcbes em sementes de quatro
cultivares de oliveira (Olea europaea L.) identificadas pelo teste de raios X.
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Fonte: Do autor (2020).

No GroundEye® as avaliacbes dos parametros de cor também mostraram algumas
diferencas entre as sementes das quatro cultivares de oliveira (Tabela 5).

Na anéalise de composicdo de cores, notou-se grande dominancia apenas das cores
laranja e preta. A cor laranja predominou em maior porcentagem na cultivar Koroneiki, seguida
pela cultivar Arbequina, em seguida Ascolano 315 e por ultimo a Maria da Fé. A cor preta foi
predominante em maior quantidade na cultivar Maria da Fé, seguida pela cultivar Ascolano
315, depois Arbequina e por Gltimo Koroneiki. As outras cores identificadas pelo equipamento
apresentaram valores insignificantes e por isso foram desconsideradas, mas vale lembrar que o
somatdrio de todas as cores deve ser igual a 100%, como ja mencionado anteriormente.

O brilho, a intensidade, a luma e a luminosidade classificaram, estatisticamente, as
quatro cultivares da mesma maneira. A cultivar Koroneiki foi a que apresentou maiores valores
para todos esses componentes, seguida pela cultivar Arbequina, depois a cultivar Ascolano 315
e por ultimo a cultivar Maria da Fé. A matiz foi o parametro que menos diferenciou as
cultivares. A cultivar Maria da Fé foi a que se destacou e apresentou maior valor.

Ao contrario do que foi apresentado para os endocarpos, 0 parametro cor para as
sementes, foi um bom classificador e diferenciador das cultivares. Na analise conjunta dos
parametros observou-se um comportamento semelhante para cinco dos sete componentes
avaliados, porcentagem da cor laranja, brilho, intensidade, luma e luminosidade. A cultivar
Koroneiki foi estatisticamente superior as demais cultivares e a cultivar Maria da Fé foi

estatisticamente inferior as demais.



Tabela 6 - Valores obtidos por meio do equipamento GroundEye® para 0s parametros de cor e geometria para sementes de quatro cultivares de
oliveira (Olea europaea L.).

CULTIVAR

PARAMETROS COR (SEMENTES)

LAR. (%) PRE. (%) B | LUMA L M
ARBEQUINA 34,12 B 65,85 C 0,23B 0,16 B 017B  017B  36,17B
ASCOLANO 315 26,73 C 73,24 B 021C 0,15C 016C  015C  3961B
KORONEIKI 58,43 A 41,49 D 0,26 A 0,18 A 019A 018A  3580B
MARIA DA FE 12,12 D 87,87 A 0,18 D 0,14 D 014D 014D  6148A
CV (%) 9,81 4,18 3,10 3,35 3,22 2,36 7,39
PARAMETROS GEOMETRIA (SEMENTES)
CULTIVAR AREA clrc.  2MINIMO @ MAXIMO c P (cm) A H
(cm?) (cm) (cm)
ARBEQUINA 0,18 B 0,52 A 0,35B 0,67C 1791 A 181C 071D 043 B
ASCOLANO 315 0,33 A 0,39 C 0,40 A 1,04 A 21,94 C 265A  059B 0,47 A
KORONEIKI 0,17B 041B 0,30 C 0,73B 19,07 B 181C  0,66C 0,42 B
MARIA DA FE 0,18B 043B 0,30 C 0,73B 24,10 D 197B  056A 046 A
CV (%) 5,23 2,14 1,94 275 3,27 3,27 2,27 2,38

Nota. Entende-se como LAR (laranja), PRE (preta);), B (brilho), | (intensidade), L (luminosidade), M (matiz), CIRC (circularidade), @ MINIMO (diametro
minimo), @ MAXIMO (didmetro méaximo), E (esfericidade), P (perimetro), A (afinamento) e H (textura: Fator Haralick: Homogeneidade). Médias seguidas
pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2020).
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Os parametros de geometria também foram avaliados nas sementes das quatro cultivares
(Tabela 5) e, por meio deles, também foi possivel diferenciar as cultivares, obtendo dados

individuais de cada semente e das repeticdes (Figura 10).

Figura 10 - Dados de perimetro (cm), diametro minimo (cm), didmetro maximo (cm)
e circularidade (cm) de endocarpos de quatro cultivares de oliveira (Olea
europaea L.) obtidos por meio do equipamento GroundEye®. A) semente;
B) textura da superficie da semente; C) parametros avaliados pelo
software.
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Fonte: Do autor (2020).

Para a area, a cultivar Ascolano 315 se destacou com o maior valor, e foi
estatisticamente superior as outras trés cultivares, Arbequina, Koroneiki e Maria da Fé, que
foram estatisticamente semelhantes.

A circularidade foi superior para a cultivar Arbequina, seguida pelas cultivares
Koroneiki e Maria da Fé, que foram estatisticamente semelhantes, e por ltimo a Ascolano 315.
Para esse fator, os valores variam de 0 a 1, e para as cultivares avaliadas, o valor maximo obtido
foi de 0,52, mostrando que sementes dessas cultivares ndo apresentam formato circular, o que
pode ser visualizado claramente na Figura 10. Isso fica ainda mais evidente quando analisamos
a variavel esfericidade da forma, na qual a cultivar que apresentou sementes mais proximas de
um circulo foi a Arbequina, seguida por Koroneiki, Ascolano 315 e por ultimo Maria da fé,
com valores variando de 17,91 a 24,10, bem distantes de um circulo perfeito que é evidenciado
quando os valores se aproximam 4.

A cultivar Ascolano 315 também apresentou maiores valores para os fatores diametro
minimo, didmetro maximo e perimetro, sendo estatisticamente superior as demais cultivares.

Para diametro minimo, os menores valores encontrados foram para as cultivares Maria da Fé e
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Korokeiki, estatisticamente semelhantes. J& para varidvel didmetro méximo, a cultivar
Arbequina foi a que apresentou menor valor, e para o perimetro foram as cultivares Arbequina
e Koroneiki, estatisticamente semelhantes.

O afinamento, que é inversamente proporcional a circularidade, foi estatisticamente
superior para a cultivar Maria da Fé, ou seja, essa cultivar é a que mais se distancia da forma
de um circulo, seguida pela cultivar Ascolano 315, Koroneiki e por Gltimo, e a mais circular
das sementes, a cultivar Arbequina.

O ultimo atributo avaliado foi a textura, determinada pelo descritor de textura Haralick
para homogeneidade da superficie. A textura foi capaz de separar as cultivares em dois grupos,
Ascolano 315 e Maria da Fé, estatisticamente semelhantes e superiores as outras duas cultivares
avaliada, Arbequina e Koroneiki.

Para as caracteristicas de geometria, area, diametro minimo e maximo e perimetro, a
cultivar Ascolano 315 se mostrou superior as demais cultivares, o que ja era esperado para a
cultivar ja que também apresentou maior peso de frutos e maior endocarpo.

Como ja mencionado anteriormente, a cultivar Ascolano 315 é destinada ao consumo
de mesa e a preferéncia do consumidor é sempre por frutos maiores (CAPPATO et al., 2015).

Sabe-se que a determinacdo das caracteristicas fisicas de produtos agricolas € de
extrema relevancia e que informagdes sobre area e forma, como circularidade e esfericidade,
sdo utilizadas para determinar tamanho de transportadores, esteiras, elevadores e outros
equipamentos de processamento pos-colheita (GOMES et al., 2018).

E interessante que para a diferenciacio das cultivares, nem todos os parametros
avaliados foram eficientes. Para os frutos e endocarpos ndo houve um padréo de diferenciagéo,
ndo sendo suficientes para classificar as cultivares. Ja com a analise das sementes foi possivel
captar diferencas de cor e geometria ndo detectadas nos frutos e endocarpos.

A Tabela 6 apresenta os resultados da avaliacdo fisioldgica das sementes das quatro
cultivares. Avaliou-se a emergéncia de plantulas e também outras varidveis analisadas pelo
equipamento GroundEye®, como tamanho do hipocotilo (H), razéo raiz primaria/hipocotilo
(RP/H), tamanho da raiz priméria (RP) e tamanho total da plantula (PLANTULA).
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Tabela 7 - Emergéncia (E) de sementes de oliveira (Olea europaea) apos semeadura em bandeja,
tamanho do hipocotilo (cm), racdo raiz primaria/hipocétilo (RP/H) (cm), raiz
primaria (RP) cm e comprimento de plantula (cm) de quatro cultivares de oliveira
(Olea europaea L.).

CULTIVAR E H (cm) RP/H (cm) RP (cm) PLANTULA (cm)
Arbequina 14 A 5,78 0,77B 431B 10,10
Ascolano 315 14 A 6,04 0,84B 4,67 B 11,00
Koroneiki 13 A 5,69 1,25 A 6,71 A 12,40
Maria da Fé 7B 5,51 1,12 A 6,03 A 11,38
CV (%) 18,77 13,74 22,58 19,14 11,76

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2020).

N&o houve diferenga significativa entre aa cultivares tanto para tamanho do hipocétilo
quanto para comprimento de plantula. Para os outros fatores avaliados houve diferenca
significativa.

Para a emergéncia de plantulas, as cultivares Arbequina, Ascolano 315 e Koroneiki
foram semelhantes e estatisticamente superiores a cultivar Maria da Fé. Esse resultado sugere
que sementes da cultivar Maria da Fé apresentam qualidade fisioldgica inferior as demais
cultivares.

Para as variaveis RP/H e RP, as cultivares apresentaram comportamento semelhante,
Arbequina e Ascolano 315 foram estatisticamente semelhantes e inferiores as cultivares
Koroneiki e Maria da Fé que apresentaram maiores valores e também foram estatisticamente
semelhantes, ou seja, as cultivares Koroneiki e Maria da Fé apresentaram maiores
comprimentos de raiz primaria e menores comprimentos de hipocotilo, embora o tamanho do
hipocétilo ndo tenha sido significativo.

A cultivar Ascolano 315, ndo tem resultados de emergéncia de sementes publicados,
mas obteve bons resultados, assim como as cultivares Arbequina e Koroneiki.

Na Figura 11 se encontram as imagens das plantulas das quatro cultivares de oliveira
estudadas, Arbequina, Ascolano 315, Maria da Fé e Koroneiki capturadas e avaliadas pelo
GroundEye®.
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Figura 11 - Plantulas de quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L)
capturadas pelo equipamento GroundEye®.

Arbequina Ascolano 315
& \
&
o
B
g _
]
Koroneiki Maria da Fe

8

Fonte: Do autor (2020).

Como as sementes foram enumeradas e as plantulas oriundas dessas sementes foram
fotografadas e analisadas, foi possivel comparar as plantulas e imagens radiograficas. Na Figura

12 estdo exemplos de sementes encontradas no teste de raios X e suas respectivas plantulas.
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Figura 12 - Plantulas (A) de quatro cultivares de oliveira (Olea
europaea L.) e radiografias (B) das sementes que
originaram as mesmas plantulas.
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Fonte: Do autor (2020).

Por meio da Figura 12, é possivel notar como as mas formacdes e os danos no tegumento
podem afetar a formagdo de plantulas normais, isso fica evidente quando analisamos as
plantulas formadas para as cultivares Koroneiki e Maria da Fé. Na cultivar Koroneiki, a semente
apresentava ma formacdo na regido da radicula, originando uma plantula anormal, com
engrossamento da raiz primaria. Ja para a cultivar Maria da Fé, a semente apresentava danos
no tegumento, atingindo o embrido na regido da plumula, originando uma plantula anormal,

com lesao nas folhas cotiledonares.
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As sementes de oliveira apresentam um embri&o grande, que ocupa quase todo o volume
da semente (Navero et al., 2017), que possui o formato reto e espatulado, com estrutura tipica
de cotilédones e radicula (ZAFRA et al., 2018) (Figura 13).

Figura 13 - Representacdo dos tecidos de uma semente de
oliveira (Olea europaea L.) submetida ao
teste de tetrazolio, em corte longitudinal.
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Endosperma

Eixo embrionario

Radicula

Fonte: Do autor (2020).

Essa estrutura facilita a ocorréncia de danos, tanto no tegumento quanto no embrido,
principalmente ao remover os endocarpos com o auxilio do torno de bancada. A semente é
muito fragil e macia, sendo facilmente danificada. Por isso, estudos envolvendo a superagdo
dessa barreira fisica sdo de grande importancia para obtencdo de sementes de qualidade e

consequentemente producdo de mudas mais vigorosas e porta-enxertos mais vigorosos.

3.4 Andlise genética

Na avaliacdo genética, representada na Figura 14, foi possivel identificar que a cultivar
Arbequina é geneticamente diferente das demais cultivares. Ja a cultivar Ascoloano 315
apresenta cerca de 25% de similaridade com as cultivares Koroneiki e Maria da Fé, sendo as
duas altimas, as cultivares de maior semelhanca genética, com cerca de 54% de similaridade

genética.
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Figura 14 - Dendrograma, com a linha de corte ao nivel do Sgm representada (31%), obtido
com base na similaridade genética entre 4 cultivares de oliveira (Olea eupaea
L.) analisadas, através da andlise de ISSR.
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Fonte: Do autor (2020).

A cultivar Arbequina que tem origem espanhola, € considerada autopolinizante,
diferentemente das outras trés cultivares (Olivapedia, 2019). Isso pode explicar a diferenca
encontrada no material genético dessa cultivar com relacdo as demais, que dependem da
polinizacdo cruzada.

Ja a cultivar Ascolano 315, de origem brasileira, necessita de cultivares polinizadoras
no pomar (Coutinho et al., 2015). Ndo ha informacdes na literatura sobre a polinizacdo dessa
cultivar, mas de acordo com o Olivapedia (2020), a cultivar Ascolano pode ser polinizada por
varias cultivares, incluindo as cultivares Arbequina e Frantoio, presentes na regido de cultivo.

Embora a cultivar Koroneiki produza grande quantidade de pélen, é também indicado a
utilizacdo de cultivares polinizadoras compativeis e que tenham o mesmo periodo de
florescimento (OLIVAPEDIA, 2019). As cultivares mais indicadas sdo Arbequina, Galega e
Arbosana (COUTINHO et al., 2015). Ja a cultivar Maria da Fé, outra cultivar brasileira, é
oriunda da manipulacdo genética da cultivar Galega, mas de acordo com Do Val (2011), ndo
h& distingdo genética entre as cultivares Maria da Fé e Galega. A cultivar Galega necessita de
cultivares polinizadoras no pomar, sendo indicado o plantio de cultivares compativeis, como a
cultivar Arbequina (COUTINHO et al., 2015).

O fato da cultivar Koroneiki ser polinizada pela cultivar Galega e da cultivar Maria da
Fé ter origem genética também da cultivar Galega, pode ser uma explicacdo para a similaridade

genética entre essas cultivares, de aproximadamente 54%, encontrada nessa pesquisa.
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Pelo dendrograma tambem é possivel visualizar uma baixa similaridade genética entre
a cultivar Arbequina e as demais. Isso pode ser explicado pelo fato da cultivar Arbequina ser
polinizadora das outras trés cultivares estudadas, mas as cultivares Ascolano 315, Koroneiki e
Maria da Fé ndo polinizam a cultivar Arbequina.

Esses resultados nos mostram a eficiéncia do marcador molecular ISSR na identificacéo
da similaridade genética entre cultivares de oliveira, corroborando com os resultados
encontrados por Ghanbari e Estaji (2018), trabalho no qual os autores determinaram a

diversidade genética de 29 cultivares de oliveira.
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4 CONCLUSOES

A diferenciacdo das cultivares analisadas pode ser realizada, no caso dos endocarpos,
pela geometria em relacdo a area, circularidade, didmetro maximo, didmetro minimo,
esfericidade da forma e afinamento, e também pela textura mais irregular das cultivares
Arbequina e Ascolano 315.

As sementes sdo caracterizadas pela intensidade da coloracdo laranja, brilho,
intensidade, luma e luminosidade, sendo que a cultivar Koroneiki apresenta maiores valores,
seguida pela Arbequina, Ascolano 315 e Maria da Fé.

E possivel identificar o grau de similaridade genética entre as cultivares de oliveira com
0 uso de ISRR, sendo as cultivares Koroneiki e Maria da Fé as que apresentam maior

similaridade genética.
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ESTRATIFICACAO E ESCARIFICACAO PARA SUPERACAO DE DORMENCIA
DE SEMENTES DE OLIVEIRA (Olea europaea L.)

RESUMO

A utilizacdo de sementes de oliveira (Olea europaea L.) é importante para programa de
melhoramento genético e para producdo de porta-enxertos no caso de cultivares de dificil
enraizamento. Ha evidéncias de que as sementes dessa espécie exibam ndo apenas a dorméncia
mecanica imposta pelo endocarpo, mas também a dorméncia embrionaria, resultante da
imaturidade do embrido. Pesquisas relacionadas ao uso do acido sulfarico (H2S0Os), hidréxido
de sddio (NaOH) e giberelina (GA3) na tentativa de superacdo da dorméncia fisica, e de baixas
temperaturas para superacdo da dorméncia fisioldgica foram realizadas. Contudo, os resultados
parcialmente positivos, indicam haver uma maior complexidade na superacdo da dorméncia
dessa espécie. Objetivou-se com essa pesquisa, determinar o tipo de dorméncia e os métodos
de escarificacao e estratificacdo para a superacdo da dorméncia de sementes de oliveira. Foram
utilizados endocarpos e sementes de quatro cultivares de oliveira, Arbequina, Ascolano 315,
Koroneiki e Maria da Fé, mais cultivadas no Sul de Minas Gerais. Os frutos foram colhidos em
bancos de germoplasma in vivo, despolpados manualmente e parte dos seus endocarpos foram
submetidos aos tratamentos de 0, 12 e 18 horas de H2SO4 e estratificagdo umida pelos periodos
de 0, 15 e 30 dias de, a 10 °C, além dos tratamentos com GAz 500 ppm, por imersao dos
endocarpos ou aplicacdo de GAsz no substrato, estratificando ou ndo por 30 dias. Outra parte
dos endocarpos foi utilizada para determinacdo do teor de agua e avaliagdo do ganho de 4gua
por diferentes métodos de escarificacdo e substrato de embebicdo. Em outro experimento, as
sementes foram extraidas e submetidas a estratificacdo imida pelos periodos de 0, 15 e 30 dias.
O teor de agua dos endocarpos variou de 11,8 a 11,5% e o ganho de agua variou de 29 a 54%.
Quando os endocarpos foram imersos por 18 horas em H2SOs, as cultivares Arbequina,
Koroneiki e Maria da Fé apresentaram os melhores percentuais de germinacdo, em todos 0s
periodos de estratificacdo. Esse mesmo periodo parece ter sido insuficiente para promover a
germinacdo da cultivar Ascolano 315. Na estratificacdo dos endocarpos em vermiculita Umida
a 10 °C com GA3 500 ppm, a porcentagem de germinagdo aumentou significativamente para
todas as cultivares, variando de 18 a 33%. A germinacdo de sementes foi superior a obtida com
os endocarpos, quando submetidas a 30 dias de estratificacdo, variando de 22 a 43%. Com 0s
resultados obtidos, pode-se concluir que as cultivares avaliadas ndo responderam de forma
semelhante aos tratamentos de escarificacdo e estratificacdo. A germinacdo de sementes com
endocarpo é possibilitada quando os endocarpos sdo submetidos por 18 horas em H2SOs, € a
combinacdo de GAs e estratificacdo por 30 dias possibilitaram incrementos na germinacao de
sementes com endocarpos. O H2SO4 por si s6 ndo possibilitou a germinacéo.

Palavras-chave: Endocarpos. Acido Sulfarico. Acido Giberélico.
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ABSTRACT

The use of olive (Olea europaea L.) seeds is important for the breeding program and for the
production of rootstocks mainly to those cultivars with rooting limitations. There are evidences
that seeds from this specie present not only mechanical dormancy, due to the presence of a hard
endocarp, but also embryonic dormancy, due to the embryo immaturity. Researches related to
the use of sulfuric acid (H2SOs), sodium hydroxide (NaOH), gibberellin (GAs), and low
temperatures, for overcoming the physical and physiological dormancy, were realized.
However, the results showed a higher complexity in the mechanisms of dormancy in these
specie seeds. Thus, the objective of this work was to determine the dormancy type and the
methodologies for scarification and stratification to overcome de dormancy of olive seeds.
Were used endocarps and seeds of four olive cultivars, Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki
and Maria da Fé, harvested at Epamig's experimental farm, in Maria da Fé - MG. The fruits
were harvested at in vivo germplasm bank, then, manually pulped, with part of their endocarps
submitted to the treatments of 0, 12 and 18 hours of H.SO4 and humidity stratification by the
periods of 0, 15 and 30 days at 10 °C, beyond the treatments using GA3 500 ppm, which was
used with the endocarps immersion and also with the application in the substrate, stratifying or
not, by 30 days. Other quantity of endocarps was used to determine the water content and to
evaluate the water gain by different methods of scarification and imbibition substrate. In other
experiment, seeds were exposed and submitted to the humidity stratification by the periods of
0, 15 and 30 days. The water content of endocarps ranged from 11,5% to 11,8% and the water
gain from 29 to 54%. When the endocarps where immersed by 18 hours in H2SO4, the cultivars
Arbequina, Koroneiki and Maria da Fé showed the higher percentage of germination in all the
stratification periods. This same period showed be promising to promote the germination of
Ascolano 315 cultivar. In the endocarp stratification using humid vermiculite at 10 °C with GA3
500 ppm, the percentage of germination increase significantly for all cultivars, ranging from 18
to 33%. The seeds germination was higher to the obtained with endocarps, when submitted to
30 days of stratification, ranging from 22 to 43%. For scarification and stratification treatments,
the cultivars studied did not respond in a similar way. The germination of olive endocarps from
the cultivars Arbequina, Koroneiki and Maria da Fé, was possible when submitted to H2SO4 for
18 hours and the combination of GAsz and stratification bu 30 days allowed the increase of
germination of seeds with endocarps. The use of H.SOyg itself did not allowed the germination.

Keywords: Endocarps. Sulfuric acid. Gibberellic acid.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) apesar de apresentar sementes vidveis, ndo possui como
principal meio de propagacéo a propagacéo sexuada, devido a variabilidade genética e ao longo
periodo juvenil apresentado por plantas propagadas sexuadamente (SANTOS et al., 2015),
sendo a utilizacdo de estacas o principal meio de propagacéo da espécie (NAVERO etal., 2017).

No entanto, sabe-se que estacas das cultivares de oliveira apresentam variacdo quanto a
aptiddo ao enraizamento (ALVES et al., 2010; SILVA et al., 2012; HECHMI et al., 2013;
MARIOSA, 2014), e por isso a producdo de porta-enxertos via sementes € uma alternativa,
principalmente para cultivares de dificil enraizamento. Segundo Coutinho et al. (2009), porta-
enxertos produzidos por sementes apresentam crescimento inicial vigoroso e sistema radicular
profundo, 0 que os torna mais resistentes as condicdes climaticas adversas. Além disso, a
utilizacdo de sementes de oliveira também é importante para programas de melhoramento
genético, principalmente com relacdo a selecdo de cultivares mais adaptadas as regides de
cultivo.

A utilizacdo de sementes de oliveira ainda é dificultada, pois ha evidéncias de que as
sementes apresentem dorméncia mecénica e dorméncia embrionéria. Diversos autores tém se
dedicado ao estudo da superacdo da dorméncia mecénica com a utilizagdo de diferentes
produtos como o hidréxido de sédio (NaOH) e o acido sulfdrico (H2.SO4) (CRISOSTO e
SUTTER, 1985a; BANDINO et al. 1999; ABU-QAOUD 2005; LAL et al., 2015), o &cido
giberélico (GAs) (BANDINO et al. 1999; LAL et al., 2015); o &cido cloridrico (HCI) (LAL et
al., 2015) e a 4gua aquecida a 40°C (BANDINO et al. 1999; ABU-QAOUD, 2005).

Os resultados dos trabalhos citados sdo, em sua maioria, conflitantes. Segundo Rostami
e Shasavar (2009), as cultivares ndo respondem de forma idéntica quando submetidas a
escarificacdo quimica. Além disso, Crisosto e Sutter (1985b) descreveram que o endocarpo ndo
inibe a embebicdo e a germinacao das sementes, ele ndo apresenta inibidores, mas quando os
endocarpos foram completamente removidos houve elevagédo do percentual de germinagédo. Os
autores concluiram que o endocarpo consiste apenas de uma barreira fisica que impede a
germinacdo atraveés da resisténcia mecéanica.

Nesse sentido, Voyiatzis (1995), expds que as sementes de oliveira ndo apresentam
apenas essa dorméncia ou impedimento fisico, apresentando também uma dorméncia
fisiologica. Segundo Voyiatzis e Porlingis (1986), a baixa germinacao de sementes de oliveira

estd associada a presenca de inibidores encontrados no endosperma, corroborando com o0s
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resultados encontrados por Bohm (2013), de que dorméncia fisioldgica deve ser controlada pelo
embrido e pelos tecidos que o rodeiam.

Essa dorméncia fisioldgica, decorrente da imaturidade do embrido, também tem sido
objeto de pesquisa, e apesar dos diversos trabalhos realizados, o efeito da baixa temperatura
para a superagdo dessa dorméncia parece ser o Unico consenso entre 0s pesquisadores
(CRISOSTO e SUTTER, 1985a; VOYIATZIS e PORLINGIS,1987; HANNACHI et al., 2011,
MORALES-SILLERO et al., 2012). Porém, ainda ndo ha uma definicdo sobre a temperatura
ideal ou o tempo no qual as sementes devem ser submetidas ao frio.

De acordo com Riachy (2007), essa exigéncia a baixas temperaturas pode estar
relacionada as condic@es climaticas da area de origem de cada cultivar. Cultivares com origem
em regides mais frias necessitam de mais frio quando comparadas com as cultivares de regides
mais quentes (VOYIATZIS, 1984; SOTOMAYOR, 1989).

As pesquisas com esse intuito, de superagdo de dorméncia de sementes de oliveira, sdo
fundamentais para obtencédo de plantas mais vigorosas, com sistema radicular mais profundo e
mais tolerante a condi¢6es adversas (RIBEIRO, 2016). Esses fatores sdo importantes tanto para
a producdo de porta enxertos no caso de cultivares de dificil enraizamento, quanto para
programas de melhoramento genético.

Objetivou-se com este trabalho testar métodos e periodos de estratificacdo para a

germinacao de sementes de oliveira.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L.), Arbequina, Ascolano 315,
Koroneiki e Maria da Fé, foram colhidos do Banco de Germoplasma da Fazenda Experimental
da EPAMIG em Maria da Fé — MG.

O municipio fica localizado no Sul do estado de Minas Gerais, a 1276 metros de altitude,
com precipitacdo anual de 1738,6 milimetros e as temperaturas médias variam de 10,1°C nos
meses mais frios a 23,3°C nos meses mais quentes. O clima da cidade é do tipo Cwb, de acordo
com Kdppen, também chamado de subtropical de altitude (WIKIPEDIA, 2020).

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Andlise de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras - MG, em
parceria com 0 Nucleo Tecnologico Epamig Azeitona e Azeite, sediado em Maria da Fé - MG.

A colheita foi manual, feita de forma aleatdria, em diferentes alturas e ramos da planta,
em marco de 2017, no ponto de colheita para azeite, quando os frutos apresentam coloragéo
verde amarelado. Os frutos foram encaminhados ao Laboratorio Central de Analise de
Sementes da Universidade Federal de Lavras, onde foram despolpados e secos sobre papel a
sombra, onde permaneceram por 48 horas até armazenamento em cadmara fria a 10 °C £ 2, até

a realizacéo dos ensaios.

2.1 Determinacédo do teor de 4gua

Determinou-se o teor de &gua dos quatro materiais, utilizando-se 0 método da estufa a
105°C por 24 horas, conforme descrito nas Regras para Analise de Sementes (RAS). (BRASIL,

2009). Foram utilizadas 4 repeti¢cdes de 25 endocarpos para cada cultivar.

2.2 Embebicao

Para a avaliagdo do ganho de agua, os endocarpos intactos e 0s submetidos a corte com
bisturi em duas extremidades, lixa na regido proximal e distal do pedunculo, e rachadura
longitudinal e transversal no endocarpo com o torno de bancada, foram individualizados,
previamente pesados, e mantidos em camaras tipo BOD, sob luz constante, a 25 °C (Figura 1).

Realizou-se a pesagem individual de cada endocarpo, diariamente até a estabilizacdo do

peso para o calculo do ganho de agua.
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Figura 1 - Diferentes metodologias de escarificacdo mecanica em endocarpos de oliveira (Olea
europaea L.). A) Métodos de escarificacdo utilizados, lixa, corte com bisturi e torno
de bancada e suas posic¢oes; B) Regiéo distal (D) e proximal (P) do endocarpo, em
relacdo ao pedunculo; C) Escarificacdo do endocarpo com lixa; D) Corte do
endocarpo com bisturi; E) Rachadura no endocarpo com torno de bancada e F)
Substratos agua e vermiculita para embebicdo dos endocarpos.
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Fonte: Do autor (2020).

2.3 Extracéo dos endocarpos e estratificacdo das sementes

Os endocarpos das quatro cultivares de oliveira, foram removidos manualmente com o
auxilio de um torno de bancada e as sementes submetidas a estratificagdo umida pelos periodos
de 0, 15, 30, 45 e 60 dias e submetidas ao teste de germinacdo, o qual foi avaliado pelos periodos
de 7, 15 e 30 dias (Figura 2).
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Figura 2 - Estratificacdo de sementes de oliveira (Olea europaea L.). a) sementes em
substrato vermiculita b) retirada das sementes do substrato vermiculita ap6s
0 periodo de estratificacdo; c) teste de germinacdo com sementes de oliveira
apos a estratificacdo.

Fonte: Do autor (2020).

Na estratificacdo umida utilizou-se o substrato vermiculita previamente esterilizado em
estufa a 105°C por 4 horas. Para o célculo da quantidade de dgua necessaria na estratificacdo
das sementes, realizou-se o célculo da capacidade de retencdo de &gua. Com base no resultado
obtido, o substrato foi mantido com 70% da capacidade de retencdo de agua.

Paralelamente aos tratamentos de estratificacdo foram realizados os tratamentos
envolvendo baixas temperaturas:

1) Armazenamento de endocarpos e sementes das quatro cultivares em deep freezer
por 24 horas e por 7 dias;
2) Imerséo de endocarpos e sementes das quatro cultivares em nitrogénio liquido.

Ap0s cada tratamento, endocarpos e sementes foram submetidos ao teste de germinacéo,
com quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas entre papel, tipo germitest, umedecido com
2,5 vezes 0 peso do papel com agua destilada.

2.4 Escarificacdo quimica dos endocarpos

A escarificacdo quimica consistiu na imersdo dos endocarpos, das quatro cultivares, em
acido sulfarico (H2SOa4), pelos periodos de 0, 12 e 18 horas. Foram utilizados 100 endocarpos
de cada cultivar, divididos em 4 repeti¢Ges de 25.
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Os endocarpos foram colocados em beckers de vidro e o &cido adicionado até o
cobrimento total dos endocarpos. A solucéo foi agitada, com o auxilio de um bastéo de vidro e
apos cada periodo de imersdo, os endocarpos foram retirados do &cido e lavados em agua
corrente (Figura 3) para serem submetidos a estratificacdo e parte dos endocarpos submetidos

ao teste de tetrazolio.

Figura 3 - Processo de escarificacdo quimica com &cido sulfarico (H2SO4) em sementes de
oliveira (Olea europaea L.). a) sementes mais o &cido sulfurico e agitacdo com
bastdo de vidro; b) retirada das sementes do &cido sulfurico; c) lavagem das
sementes em agua corrente; d) remocao do residuo nas sementes.

Fonte: Do autor (2020).

Para realizacdo do teste, os endocarpos permaneceram no H>SOs por 12 horas, em
seguida foram abertos com o auxilio de um torno de bancada e as sementes cortadas em um
terco no sentido longitudinal. As sementes foram imersas em solucéo de sal de tetraz6lio 0,5%
em frascos escuros, mantidos em cameras do tipo BOD, reguladas a 30 °C pelo periodo de 3
horas. As sementes foram lavadas e avaliou-se a coloragdo dos tecidos das sementes, as quais

foram classificadas como viaveis e inviaveis.

2.5 Estratificacdo dos endocarpos

A estratificacdo foi realizada conforme acima. Os endocarpos foram acondicionados em
camaras tipo BOD a 10°C, pelos periodos de 0, 15 e 30 dias. Ao final de cada periodo, 0s
endocarpos foram retirados da vermiculita e submetidos ao teste de germinacéo.

Os endocarpos foram semeados entre papel, utilizando papel tipo germitest, umidecidos
com 2,5 vezes o peso do papel com &gua destilada e mantidos em camaras de germinacéo,
reguladas a 25°C, realizando avaliac@es aos 7, 15, 30 e 45 dias ap6s a semeadura, considerando

como germinadas as sementes protrundidas.
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Posteriormente realizou-se um experimento adicional com o &cido giberélico (GAa);
com os tratamentos:
1) Imerséo dos endocarpos em GAsz 500ppm por 12 horas sem estratificacao;
2) Imersdo dos endocarpos em GAs 500ppm por 12 horas, com 30 dias de
estratificacao;
3) Aplicacdo de GAz 500 ppm no substrato vermiculita no caso dos tratamentos
submetidos a estratificacdo de 30 dias;
4) Aplicagcdo de GAsz 500 ppm no substrato papel tipo germitest no caso dos
tratamentos sem estratificacdo.
Ap0s cada tratamento, os endocarpos foram submetidos ao teste de germinacao, com
quatro repeticGes de 25 sementes, semeadas entre papel tipo germitest, umedecido com 2,5
vezes 0 peso do papel com agua destilada, com excecdo do tratamento o qual o0 GAs foi aplicado

no papel.

2.6 Andlise Estatistica

Para todos os tratamentos foram realizadas apenas a contabilizacdo dos dados, com a

indicag&o do melhor resultado encontrado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de agua

As sementes das diferentes cultivares apresentaram teor de agua inicial variando de 11,8
a 11,5% e foram mantidas em ambiente de laboratorio até a execucéo dos testes e uniformizacéo

da umidade.

3.2 Embebicéo

Para a embebicdo, houve grande variacdo do ganho de agua dentro de cada cultivar e
como ndo houve um padrdo em relacdo aos diferentes métodos e substratos. Realizou-se apenas
a porcentagem média do ganho de &gua (Tabela 1), com intuito de verificar se o endocarpo era

realmente um impedimento a absor¢do de gua.

Tabela 1 - Porcentagem média de ganho de dgua de quatro cultivares de Olea europaea L.

Cultivar Ganho de agua (%)
Arbequina 38
Ascolano 315 29
Koroneiki 54
Maria da Fé 32

Fonte: Do autor (2020).

A cultivar Ascolano 315 foi a cultivar que teve o menor percentual de ganho de agua,
provavelmente pela maior espessura do endocarpo em relacao as outras cultivares. Além disso,
essa cultivar apresenta maior dureza do endocarpo verificada pela pressao realizada com o torno
de bancada para abertura dos endocarpos e extracdo das sementes De acordo com Silva et al.
(2012), essa cultivar apresenta endocarpos com maior volume e maior largura, ou seja, mesmo
com a escarificacdo, a captacdo de agua é dificultada. Esse resultado pode ser confirmado com
o0 percentual de germinacdo das sementes da cultivar Ascolano 315 quando o endocarpo é
removido.

J& para a cultivar Koroneiki observou-se maior ganho de agua. Segundo Silva et al.
(2012) essa cultivar apresenta o endocarpo mais fino, fato também observado nessa pesquisa,

0 que pode ter facilitado a absor¢do de agua por essa cultivar.
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3.3 Extracdo dos endocarpos e estratificacdo das sementes

Para avaliacao dos resultados considerou-se como germinacéo a protrusdo radicular. O
tratamento em que as sementes ndo foram estratificadas ndo houve germinacdo para nenhuma
das cultivares avaliadas. Ja com 15 dias de estratificagdo, as cultivares Arbequina, Koroneiki e
Maria da Fé germinaram 3%, 4% e 11%, respectivamente. Mas os maiores percentuais foram

obtidos apos submeter as sementes das quatro cultivares a 30 dias de estratificacdo (grafico 2).

Gréfico 1 - Percentual de protrusdo de sementes de quatro cultivares de oliveira (Olea
europaea L.) apos 0, 15 e 30 dias de estratificacdo umida a frio (10 °C).
Entende-se como zero os tratamentos sem valores no grafico.
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Fonte: Do autor (2020).

O periodo de estratificacdo de 30 dias, mostrou ser o mais eficiente para a superacdo da
dorméncia fisioldgica de sementes de oliveira, dentre os tempos testados. Esse resultado
confirma os encontrados por Voyiatzis (1995). O autor relatou que embora tenha obtido
resultados de germinacao satisfatorios submetendo as sementes a 3 semanas de estratificacéo,
o0 periodo de 30 dias de estratificacdo aumentou significativamente esse resultado e que esse
percentual melhorou com o aumento do resfriamento.

Ao associar dados de germinacdo, com os de ganho de dgua (Grafico 1) e as imagens
radiograficas do teste de raiox X mencionado no artigo anterior (Figura 8, grafico 1, pagina 41),
nota-se que a cultivar Koroneiki, apesar de ter o maior percentual de ganho de agua e o menor
namero de sementes com anormalidades identificadas pelas radiografias, apresentou a menor
porcentagem de germinac&o. 1sso sugere que a cultivar Koroneiki tenha a dorméncia fisiologica
mais acentuada, quando comparada com as outras cultivares. O periodo de 30 dias de

estratificacdo para essa cultivar pode ser insuficiente para a superacdo completa dessa
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dorméncia, ou ainda, a baixa germinacdo pode estar associada a presenca de inibidores
encontrados no endosperma como foi relatado por Voyiatzis e Porlingis (1986).

A cultivar Ascolano 315, apesar de apresentar o menor ganho de agua, quando
comparada as outras cultivares, e maior porcentagem de sementes com anormalidades,
apresentou maior porcentagem de germinagéo quando o endocarpo foi removido. Ou seja, para
essa cultivar, o endocarpo age como uma barreira fisica, limitando a absor¢do de agua. De
acordo com Voyiatzis (1995), umas das causas da baixa germinacao de sementes de oliveira é
a restricdo da absorcdo de dgua imposta pelo endocarpo. No entanto, quando essa barreira é
eliminada, a cultivar apresenta bom desempenho na germinagé&o.

Vale lembrar também que a agua é o fator mais importante para o processo de
germinacdo, necessaria para reativacdo dos processos metabolicos da semente, incluindo a
sintese e a atividade de enzimas e horménios como, por exemplo, a giberelina, que ativa
enzimas responsaveis pela digestdo de reservas culminando com a retomada do crescimento do
embrido (BEWLEY & BLACK, 1978).

Os testes realizados com baixas temperaturas, deep freezer e nitrogénio liquido, ndo
apresentaram resultados de germinacdo. Para todos os tratamentos e cultivares, a germinacéo
foi de 0%. Esse resultado sugere que a baixa temperatura isoladamente néo € suficiente para
promover a superacdo da dorméncia de sementes de oliveira.

Em trabalhos realizados até o momento com diferentes cultivares, os autores utilizaram
30 dias de estratificacdo (VOYIATZIS, 1995; MORALES-SILLERO et al., 2012; VOYIATZIS
& PORLINGIS, 1986) e os resultados indicaram que esse periodo promove a germinacgédo de
sementes de oliveira. Na Espanha, o protocolo padrdo do programa de melhoramento de
oliveira, também utiliza 30 dias de estratificacdo (RALLO et al., 2008), ou seja, 0 tempo de
exposicdo das sementes as baixas temperatura parece ser um fator determinante para a
superacao da dorméncia fisiologica. Periodos inferiores aos mencionados sdo insuficientes para
superacdo dessa dorméncia.

Os requisitos de temperatura para a germinacdo das sementes de oliveira séo muito
variaveis de acordo com a cultivar. Segundo Riachy (2007), essas exigéncias de temperatura
podem estar relacionadas com as condicdes climaticas da area de origem de cada cultivar.

A cultivar Koroneiki € originaria de regides mais quentes da Grécia e por isso ndo sao
tdo exigentes a baixas temperaturas (VOYATZIS, 1984). Provavelmente essa seja a justificativa
para a germinagéo das sementes dessa cultivar mesmo quando ndo submetidas a estratificacao.
Como as sementes ficaram armazenadas em cadmara fria a 10°C até a realiza¢do dos ensaios,

esse periodo pode ter contribuido para diminuicdo dos efeitos da dorméncia fisioldgica. Mas
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mesmo assim, a cultivar ainda apresenta dorméncia, facilmente identificada pelos baixos
percentuais de germinagdo em todos os tratamentos realizados.

A Arbequina € uma cultivar originaria de zonas mais frias da Espanha, e por isso
apresenta maior necessidade de frio (SOTOMAYOR e CABALLERO, 1990). O periodo
necessario de exposicao das sementes dessa cultivar ao frio deve ser maior do que o testado,
justificando os baixos percentuais de germinacao obtidos para essa cultivar.

Ja a cultivar Maria da Fé € de origem brasileira e provavelmente necessita de menor
exposicdo as baixas temperaturas. Além disso, essa cultivar apresenta cerca de 54% de
similaridade genética com a cultivar Koroneiki (cf. p. 60 - Dendrograma de similaridade
genética), a qual também parece ndo ser tdo exigente as baixas temperaturas.

3.4 Escarificacdo quimica e estratificacdo dos endocarpos

Os resultados de germinacdo dos endocarpos submetidos a escarificacdo quimica e
estratificagdo umida e os tratamentos com GAsz mais estratificacdo se encontram no grafico 2.

Para os tratamentos sem escarificacdo quimica, as cultivares apresentaram
comportamento semelhante, com 0% de germinacdo, mesmo quando estratificadas, com
excecdo da cultivar Koroneiki, a qual ap6s 30 dias de estratificacdo apresentou 5% de
germinacdo. Esses resultados coincidem com os encontrados para embebicdo, no sentido de
essa cultivar apresentar maior permeabilidade e menor espessura do endocarpo, e mesmo ndo
escarificada, consegue absorver dgua suficiente para que haja retomada do crescimento do
embrido.

Quando os endocarpos foram imersos por 12 horas em H2SOs, as cultivares Arbequina
e Koroneiki responderam aos periodos de 30 e 15 dias de estratificacdo, respectivamente. A
Arbequina com apenas 1% de germinacéo e a cultivar Koroneiki com 5% de germinacao. Esses
resultados confirmam os resultados encontrados por Rostami e Shasavar (2009), trabalho no
qual os autores relataram que a cultivar Koroneiki apresenta maior velocidade de crescimento
de plantulas do que a cultivar Arbequina apds os endocarpos serem submetidos ao H2SOa. As
cultivares Ascolano 315 e Maria da Fé ndo germinaram ap0s as 12 horas de H2SOa, e quando
ndo houve estratificacdo dos endocarpos, nenhuma das cultivares apresentou germinacéao, ou
seja, 12 horas de acido sulfurico sdo insuficientes para superacdo da dorméncia fisica de

endocarpos das cultivares Arbequina e Maria da Fé.



Gréfico 2 - Porcentagem de germinacdo de sementes de quatro cultivares de oliveira (Olea europaea L.) submetidas a escarificagdo quimica com
acido sulfurico (H2SO4) por 0, 12 e 18 horas e 0, 15 e 30 dias de estratificacdo umida a 10 °C e tratamentos com acido giberélico (GAs),
por imersdo ou no substrato, aos 0 e 30 dias de estratificacdo Umida a 10 °C.
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Jé& para 18 horas em H2SQg, as cultivares responderam positivamente ao tratamento. A
cultivar Arbequina germinou 5% ap06s os endocarpos serem estratificados por 30 dias, j& as
cultivares Koroneiki e Maria da Fé germinaram em todos os periodos de estratificacdo
avaliados. A Koroneiki apresentou maior porcentagem de germinacéo quando nao estratificada,
14%, e a cultivar Maria da Fé ap0s estratificacdo de 15 dias com 10% de germinacao.

E interessante observar que as cultivares Maria da Fé e Koroneiki respondem de forma
semelhante aos tratamentos de escarificacdo e estratificacdo e, além das necessidades de
temperaturas semelhantes, essas cultivares apresentam também endocarpos menores e mais
finos quando comparadas as demais (SILVA et al., 2012; BLAZAKIS et al., 2017), o que
provavelmente contribuiu para uma germinagdo mais rapida e uniforme quando foram
submetidas ao tratamento de 18 horas em H2SOa.

Ja para a cultivar Ascolano 315 os tratamentos com H2SOs; parecem ter sido
insuficientes para a superagdo da dorméncia fisica. Como mencionado anteriormente, essa
cultivar apresenta endocarpos mais espessos e duros e precisariam de maior tempo de exposi¢do
ao acido sulfarico para a superacdo da dorméncia. Crisosto e Sutter (1985) relataram que o
endocarpo consiste em uma barreira fisica a captacdo de agua e a difusdo de oxigénio, e que €
também uma resisténcia mecanica a expansdo embriondria, 0 que justifica a auséncia de
germinagdo para as sementes dessa cultivar para todos os tratamentos de escarificacdo quimica
avaliados.

O teste de tetrazolio realizado nas sementes submetidas ao acido sulfarico por 12 horas
confirmou que o tempo de exposicdo dos endocarpos ao H2SO4 ndo é suficiente para danificar
ou matar as sementes de oliveira. Os embrifes permaneceram viaveis apos a realizacao do teste
(Figura 4).

Figura 4 - a) Corte transversal de uma semente de oliveira (Olea europaea L.) e
b) embrides de sementes de oliveira submetidos ao teste de tetrazolio.
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Fonte: Do autor (2020).
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A viabilidade dos embrides era esperada visto que houve acréscimo no percentual de
germinagdo de sementes de oliveira apds os endocarpos terem sido submetidos a tratamentos
com H2SOs. Crisosto e Sutter (1985); Abu-Qoaud (2005) e Rostami e Shasavar (2009),
conseguiram a quebra da dorméncia imposta pelo endocarpo de diferentes cultivares de oliveira
com a exposi¢édo ao HoSO4 por diferentes tempos, de acordo com a necessidade de cada cultivar.

Todos os resultados apresentados corroboram com os encontrados por Bandino et al.
(1999) de que diferentes cultivares ndo reagem de forma semelhante aos tratamentos de quebra
de dorméncia. De acordo com Moralles-Sillero et al. (2012), as cultivares tém mostrado grande
variabilidade em relacdo aos seus requisitos de tempo de estratificacdo das sementes, assim
como de escarificagdo do endocarpo.

Por outro lado, quando se compara os tratamentos com e sem acido giberélico (GA3),
nota-se que o GAs exerce um efeito extremamente positivo sobre a germinagdo das cultivares,
ficando claro que a dorméncia de sementes de oliveira ndo é exclusivamente fisica, mas também
fisiologica, e pode apresentar diferentes graus intensidades.

A combinagdo de GAz no substrato com 30 dias de estratificagdo umida a 10°C
aumentou significativamente o percentual de germinacdo de todas as cultivares. Resultados
semelhantes foram encontrados por D’Este et al. (2019) com sementes de Angelica arcangélica
e por Mir et al. (2018) com sementes de Betula utilis, trabalhos nos quais os autores associaram
a estratificacdo a frio com o GAs e obtiveram maiores percentuais de germinagdo das sementes

estudadas.
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4 CONCLUSOES

As cultivares Arbequina, Ascolano 315, Koroneiki e Maria da Fé ndo respondem de
forma semelhante aos tratamentos de escarificacdo e estratificacao.

A germinacdo de endocarpos de oliveira, das cultivares Arbequina, Koroneiki e Maria
da Fé, é possibilitada quando os endocarpos sdo submetidos ao &cido sulfdrico por 18 horas.
Porém, a utilizacdo do acido sulfarico por si s6, ndo possibilita a germinacdo de endocarpos de
lotes de oliveira que apresentam dorméncia fisioldgica, sendo necessaria a estratificacdo dos
endocarpos.

A combinac&o de acido giberélico e estratificacdo por 30 dias possibilitam incrementos
na germinacdo dos endocarpos das cultivares Arbequina, Ascolano 315, Koroneikie e Maria da

Feé, indicando que a dorméncia de sementes de oliveira é fisica e também fisioldgica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na andlise de imagens realizada nos frutos das quatro cultivares de oliveira, Arbequina,
Ascolano 315, Koroneiki e Maria da Fé, as caracteristicas de geometria, envolvendo tamanho,
didmetro e circularidade, confirmam o que é possivel identificar pela analise visual. Frutos da
cultivar Ascolano 315 apresentaram maiores valores para esses atributos, o que é importante
para essa cultivar, ja que é destinada ao consumo de mesa.

Quando se analisou os endocarpos também por imagens, além da geometria que foi
capaz de classificar as cultivares, a textura também foi capaz de separar as cultivares, pela
homogeneidade da superficie dos endocarpos. As cultivares Ascolano 325 e Arbequina
apresentaram maior uniformidade da superficie.

Com relacdo aos parametros de geometria, os endocarpos da cultivar Ascolano 315
apresentaram os maiores valores e, embora possuam maior area, embebem menos agua que as
demais cultivares. Os endocarpos dessa cultivar sdo espessos e duros, constituindo de uma
barreira fisica a penetracdo da &gua, e o efeito da baixa absorcdo de agua € evidenciado pelo
resultado do teste de germinacdo de endocarpos, que mesmo sendo escarificados com &cido
sulfarico e estratificados a 10°C por 30 dias, ndo permitiram o desenvolvimento do eixo
embrionario. O inverso ocorre quando o endocarpo é removido, e 0 percentual de germinacao
passa de 0% a 41%.

Ja a cultivar Koroneiki, a qual apresentou os menores valores para 0s parametros de
geometria dos endocarpos, apresentou maior ganho de peso por absorcao de dgua, 0 que permite
deduzir que essa cultivar tem a embebicgéo facilitada por apresentar o endocarpo mais fino.
Porém, isso nao significa que essa cultivar tenha bom desempenho germinativo, pois foi a
cultivar com menor percentual de germinacdo quando os endocarpos foram removidos, o que
indica que a cultivar Koroneiki apresenta maior intensidade da dorméncia embrionaria.

As demais cultivares, Arbequina e Maria da Fé, ndo apresentaram um padrdo na
avaliacdo dos endocarpos. A cultivar Arbequina apresentou o maior valor de esfericidade da
forma, indicando que ela é a cultivar que mais se aproxima de um circulo perfeito, caracteristica
que pode ser notada facilmente pela andlise visual. A germinacdo de endocarpos dessas
cultivares também foi baixa, sendo o maior valor encontrado para a Maria da Fé, quando
submetida a 18 horas de 4cido sulfarico e 15 dias de estratificacéo.

Outro resultado interessante foi observado quando os endocarpos foram submetidos aos
tratamentos de estratificacdo a 10°C por 30 dias e a aplicacdo de acido giberélico. Nessas

condicdes, a porcentagem de germinacéo elevou consideravelmente quando comparada aos
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resultados encontrados com &cido sulfarico. A cultivar Arbequina passou de 5% de germinagédo
para 20% de germinacdo. Ja a cultivar Ascolano 315, passou de 0% para 21%. A cultivar
Koroneiki foi a que obteve menor percentual, 18%, e a cultivar Maria da Fé, o maior percentual,
33%.

Nota-se que as cultivares de oliveira ndo reagem de forma semelhante a escarificacéo
quimica com &cido sulfdrico. De acordo com a literatura, a baixa germinacdo de sementes de
oliveira ndo esta associada s6 ao impedimento fisico mecanico e fisico imposto pelo endocarpo,
estd também relacionada com a necessidade de baixas temperaturas que promovem O
amadurecimento embrionério e também com a presenca de inibidores no endocarpo das
sementes.

As sementes de oliveira, depois de extraidos os endocarpos, foram avaliadas por analise
de imagens. Os fatores relacionados a coloracdo, como a intensidade da cor laranja, o brilho, a
intensidade, a luma e a luminosidade, caracterizaram as sementes das quatros cultivares de
oliveira, sendo a cultivar Koroneiki a que apresentou maiores valores e a Maria da Fé os
menores valores.

Quando as sementes foram estratificadas a 10°C por 30 dias, os resultados de
germinacao foram elevados, sendo a cultivar Maria da Fé com o maior percentual, 43%, seguida
pelas cultivares Ascolano 315, Arbequina e Koroneiki, com 41, 40 e 22% de germinag&o.

Com os resultados obtidos até esse momento, foi possivel concluir que realmente o
endocarpo consistia de uma barreira fisica, impedindo a retomada do crescimento do embrido,
mas que também existia uma dorméncia fisioldgica, que foi superada quando as sementes foram
estratificadas. Porém, as cultivares também ndo respondem de forma semelhante a
estratificacdo. A necessidade de frio para superacdo da dorméncia fisiol6gica parece estar
diretamente relacionada com a cultivar e com a sua regido de origem, sendo que as cultivares
com origem em regides mais frias necessitam de maior quantidade de frio, e as com origem em
regides mais quentes, necessitam de menor exposi¢édo ao frio.

A analise de plantas permitiu apenas a avaliacdo fisiologica das cultivares, como
comprimento de plantula, de hipocétilo e raiz primaria. Mas ndo houve a caracterizacao
morfoldgica das plantas por cultivar.

Ja a analise molecular.de DNA, também caracterizou as cultivares e permitiu a
construcdo de um dendrograma, no qual foi possivel verificar a similaridade genética das
cultivares. A cultivar Arbequina foi classificada como geneticamente diferente das demais. A
cultivar Ascolano 315 apresentou cerca de 25% de similaridade com as cultivares Koroneiki e

Maria da Fé. Essas duas ultimas apresentaram maior grau de similaridade genética, cerca de
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54%. A diferenca ou a similaridade genética entre as cultivares pode estar relacionada ao modo
como séo polinizadas.

A cultivar Arbequina ¢ autoploinizante, isso pode justificar a diferenca dela em relacao
as demais cultivares. Para as outras cultivares a indicacdo é a utilizacdo de cultivares
compativeis para a polinizacdo. No caso da cultivar Koroneiki, uma das cultivares indicadas
para polinizacéo é a Galega, a qual deu origem a cultivar Maria da Fé. Isso pode explicar a alta
similaridade genética entre essas cultivares.

A Ascolano 315 e a Maria da Fé sdo cultivares de origem brasileira, resultado da
manipulacdo de cultivares estrangeiras, Ascolano e Galega, 0 que justificaria em parte a
similaridade genética de 25% entre essas cultivares.

Como conclusdo tem-se que ha diferencas morfoldgicas entre frutos, endocarpos e
sementes das quatro cultivares de oliveira avaliadas. Com relacdo a dorméncia, é possivel
afirmar que as cultivares ndo reagem de forma semelhante aos tratamentos de escarificacdo e
estratificacdo. Isso provavelmente se deve a variabilidade genética encontrada pela anélise de
DNA e a regido de origem de cada cultivar avaliada.

O é&cido sulfurico utilizado para escarificar os endocarpos, por si s6, ndo é eficiente para
superacao da dorméncia fisica. Para a cultivar Ascolano 315 ficou evidente que o endocarpo
consiste realmente de uma barreira fisica, impedindo a absorcdo de agua e consequentemente a
germinacdo. A aplicacdo do acido giberélico associada a estratificacdo por 30 dias a 10°C
promovem a superacdo da dorméncia embrionaria e incrementam o percentual de germinacéo
de todas as cultivares.

Quando os endocarpos sdo removidos e as sementes estratificadas por 30 dias a 10°C a
germinacdo aumenta significativamente para todas as cultivares, permitindo concluir que a

baixa temperatura € essencial para a promocao da germinacao.



