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Resumo

CAPPELLARO, Thais Helena. Periodo de floragédo e viabilidade do polen das
cultivares de oliveira Arbequina e Koroneiki, em Bagé/RS. 2010. 58f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Agronomia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia Oleaceae, a qual é
composta por cerca de 35 espécies do género Olea. Todas as oliveiras cultivadas
e as silvestres sdo da espécie europaea. No Brasil, h4 pouca pesquisa em
realizacdo, a qual foi praticamente interrompida nos ultimos 30 anos. Somente
nesta Ultima década, a pesquisa com oliveiras foi reiniciada. Portanto, as
informacdes técnicas obtidas em condigdes nacionais sdo quase inexistentes.
Assim, € importante a realizacdo de pesquisas para obtencdo de conhecimentos
quanto aos principais aspectos técnicos que abrangem sistemas de producéo. O
presente trabalho teve como objetivos determinar o periodo de floracdo e a
viabilidade do pdlen das cultivares de oliveira ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, em
Bagé/RS, nos anos de 2008 e 2009. As avaliagbes do periodo de floracdo foram
realizadas entre os meses de setembro a novembro. O delineamento foi
inteiramente casualizado, sendo utilizado quatro repeticdes (planta). Em cada
planta foram selecionados cerca de 200 racimos florais por quadrante imaginério
(Leste, Oeste, Norte e Sul), totalizando aproximadamente 800 racimos/planta.
Nos ramos e racimos florais, identificou-se o estadio fenolégico de cada estrutura
vegetativa ou reprodutiva, utilizando a metodologia adaptada por Fernandez-
Escobar e Rallo (1981), na qual sdo definidos, resumidamente: a) repouso
invernal (dormente); b) comeco da brotagéo; c) formagédo dos racimos florais; d)
inchamento dos botdes florais; e) diferenciagdo das corolas; f) inicio da floragéo;
f1) plena floracdo; g) queda das pétalas; h) formacdo dos frutos. Para avaliar a
viabilidade do pdélen conduziram-se trés experimentos em Laboratério, nos anos
de 2008 e 2009. O primeiro experimento constou de diferentes testes de
viabilidade do podlen (colorimétrico, germinagéo in vitro e germinagdo in vivo). A
variavel avaliada foi a viabilidade do podlen expressa em porcentagem (teste
colorimétrico, identificada somente pela coloragdo do pélen; testes in vitro e in
vivo, pela percentagem de pdélen germinado). O segundo experimento foi
composto de diferentes concentrages de acido borico (0, 25, 50, 75,100 e 125
mg.L™") adicionadas a meios de culturas compostos por 1% de agar e 15% de
sacarose. A varidvel avaliada foi viabilidade do podlen caracterizada pela
porcentagem de pélen germinado. O terceiro experimento comparou a viabilidade
de polens armazenados durante 12 meses em dessecadores com silica-gel com
polens frescos (coletado e colocado para germinar apos a deiscéncia das
anteras). A varidvel avaliada foi viabilidade do pélen caracterizada pela



porcentagem de poélen germinado. Segundo a metodologia utilizada, a floracédo
das oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, em 2008 e 2009, teve inicio nos dias 16 e
20 de outubro e término nos dias 11 e 09 de novembro. O periodo de floracédo
para as duas cultivares, nos anos de 2008 e 2009 foi idéntico, sendo 27 e 15 dias,
respectivamente. O método colorimétrico superestima o percentual de polens
viaveis em oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki”. O uso de &cido bdrico no meio de
cultura ndo influencia na germinagéo in vitro de pélen de cultivares de oliveira
Arbequina e Koroneiki. Polens de oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki”,
armazenados a -16°C em dessecador com silica-gel, durante doze meses,
diminuem a porcentagem de viabilidade em ambas as cultivares.

Palavras-chave: Olea europaea; fenologia, germinacdo de pdlen, meio de
cultura, armazenamento de polen.



Abstract

CAPPELLARO, Thais Helena. Bloom period and pollen viability on the olive
cultivars Arbequina and Koroneiki. 2010. 58f. Thesis (Masters) — Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

The olive tree (Olea europaea L.) is a member of the Oleaceae family which
includes about 35 species of the genera Olea. All native and cultivated olive trees
belong to the Olea europaea species. Researches with olive trees have recently
been restarted in Brazil, and that is why there are little informations about this crop
in this country. For this reason, it is important to develop studies about bloom
period and pollen viability on olive cultivars such as Arbequina and Koroneiki. The
objectives for this study were: to define the blooming period; to compare methods
for pollen viability evaluation; to evaluate the effects of boric acid added to the
medium on pollen germination; and to evaluate the viability of 12 months cold
stored pollen, for these two cultivars. The data of bloom period for the two cultivars
were obtained from 5 year-old trees grown in an orchard located in Bagé-RS,
through observations made during the blooming period in the years of 2008 and
2009. Pollen viability of these two cultivars, were evaluated through three
experiments in a laboratory. The first experiment were compared three methods of
pollen viability evaluation: colorimetric method; in vitro germination; and in vivo
germination. The variable was the pollen viability expressed as percentage
(colorimetric, identified only by staining of pollen in vitro and in vivo, the
percentage of pollen germinated). The second experiment were compared the
effects on pollen germination of boric acid concentrations (0; 25; 50; 75; 100; or
125 mg.L™") added to the germination medium containing agar 1% plus sucrose
15%. In a third experiment, pollens of both cultivars placed inside desiccators
containing silica-gel and kept at -16°C for 12 months, were evaluated on their
germination viability. It was observed that: In 2008, both cultivars started bloom on
October 16”‘, and end of blooming on November 11”‘, while in 2009 the starting of
bloom was on October 20" and the end of blooming on November 3™ for both
cultivars. Therefore the blooming period was shorter in 2009 (21 days) as
compared to that of 2008 (27 days); the colorimetric method make possible to
identify highest percentages of viable pollen grains, however this method may
overestimate pollen viability; the addition of boric acid to the media do not affect
pollen germination; and pollen of both cultivars decreased their viability when
stored in desiccators at -16°C during 12 months.



Key-words: Olea europaea; phenology; pollen germination in vitro; pollen

germination in vivo; pollen storage.



Lista de Figuras

Figura 1. Fases fenologicas da oliveira. (FONte:J.J.J.) .....ooooiiiiiiieiiiiiiiiiiee e 12
Figura 2. Epocas de floracéo de oliveiras cultivar Arbequina, com cinco anos de
idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no
ano de 2008. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010................. 14
Figura 3. Epocas de floracdo de oliveiras cultivar Koroneiki, com cinco anos de
idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no
ano de 2008. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010................. 14
Figura 4. Epocas de floracdo de oliveiras cultivar Arbequina, com seis anos de
idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no
ano de 2009. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010................. 15
Figura 5. Epocas de floragdo de oliveiras cultivar Koroneiki, com seis anos de
idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no
ano de 2009. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010................. 15
Figura 6. Grdos de polens germinados e ndo germinados (método in vitro).
Embrapa Clima Temperado, 2010..........cuuuiiiiiiiiiiiiiieeieeaar e 27
Figura 7. Polens viaveis, germinados no estigma da flor de oliveira (método in

vivo). Embrapa Clima Temperado, 2010. .........ccoooeeeiiiiiiiniiiniiiieiiiieeee 27



Lista de Tabelas

Tabela 1. Médias mensais de temperaturas (maxima, minima e média), de Maio a

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Novembro de 2008 e 2009, no municipio de Bagé/RS. ..........ccccceeeirinnne 9
2. Médias mensais de precipitacdo e umidade relativa de Maio a
Novembro de 2008 e 2009, no municipio de Bagé/RS. ..........ccccceevvrnrnnn 10
3. Porcentagem de gréos de polens viaveis em oliveiras “Arbequina” e
“Koroneiki” através dos métodos colorimétrico, in vitro e in vivo. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010. .......cccccoceeivieiiieiiee e 25
4. Porcentagens de germinacdo de polens de oliveiras ‘Arbequina’ e
‘Koroneiki’, independentemente do tratamento com 4cido borico. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010. .......cccccoceeiiieiiieiiee e 28
5. Porcentagem de germinacdo de polens de oliveiras em fungé&o dos
fatores cultivar (‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’) e tempo de armazenamento
(Polen fresco e armazenado por 12 meses), independentemente.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010. .........ccceecvvvvveeriieiiiieennnn. 29



Lista de Apéndice

APENDICE A Andlise da variancia da porcentagem de grdos de polens
germinados/viaveis em oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki” através dos
métodos colorimétrico, in vitro e in vivo (Experimento 1).........cccccceeeeennenen 42

APENDICE B Andlise da variancia da percentagem de gréos de polens viaveis de
oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, independentemente do tratamento
utilizado (EXPErimMENTO 2). ......coiieiiiiiiiiiieiieit e 43

APENDICE C Andlise da variancia para percentagem de germinacdo de polens
de oliveiras Arbequina e Koroneiki em fungcdo do tempo de

armazenamento (pélen fresco e conservado durante 12 meses). ............. 44



SUMARIO

2o 1 0 P i
ADSITACT ..ot e e iii
LISt 08 FIQUIAS .. ..coi ittt bbb e e e e eaeens %
) 7= W0 [T = 1011 F= TP Vi
LiSta d€ APENAICE .......ooii et eeeas Vi
1 INTRODUGAO GERAL ...ttt ettt eaae e see e 1
1.1 A Oliveira (Olea europaea): caracteristicas da planta.............ccccccoeivieeeenne 2
1.2 Cultivares eStUdadas ..........cooiiiiiiiiiiii e e 5
1.2.0 ArDEQUING. ...ttt et a e e e e aa e 5
1.2.2 KOTONEIKI «.uceiieiiieeee e e et e e e e e e s 6

2 CAPITULO | — EPOCAS DE FLORACAO DE OLIVEIRAS ‘ARBEQUINA’ E
KORONEIKE ...ttt et ettt ae e een et e eaeteen s e, 7
2.1 INTRODUGAO.......ccoeceice ettt ettt ettt eae s te e e eneeeeens 7
2.2 MATERIAL E METODOS .....oiiiieeeeeeeeeee et ettt 9
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooueeeeeeeeeeeeteeeeee e, 13
2.4 CONCLUSAOD ..ottt ettt se et ae e eae e 16

3 CAPITULO Il — VIABILIDADE DO POLEN DE OLIVEIRAS CULTIVARES
ARBEQUINA E KORONEIKI .......uiviieeeieieeieee et eeeeeeee e een e 17
3.1 INTRODUGAO . ...ttt ettt et ae e ae e 17
3.2 MATERIAL E METODOS .....ooiiieeieeeeeeeeee e, 20
3.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooueieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 25
3.3 CONCLUSODES. ...ttt ee ettt ae e 30

4 CONSIDERACOES GERAIS .....ooovieeeeeeeeee e en e 31

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. .ottt eeee e eeenn 32



1 INTRODUCAO GERAL

A oliveira (Olea europaea L.) é planta de origem européia adaptada a
regibes de climas mediterraneos, caracterizados pelo verdo quente e seco e
inverno com baixas temperaturas no periodo que antecede sua floracédo
(EPAMIG, 2007). Segundo Ministério da Agricultura, Desenvolvimento Rural e das
Pescas da Espanha (2007), trata-se de uma cultura de grande tradicdo e
importancia nos paises mediterraneos, tendo associadas ao seu cultivo multiplas
fungdes e valias, tanto no setor de azeite de oliva quanto no de azeitona de mesa.

Gomes (1979) enfatiza a importancia da olivicultura desde os primérdios
da civilizagdo. Relata sobre o sinal trazido a Noé pela pomba ap6s o dilavio, que
foi um ramo de oliveira. Destaca que em Roma, os cidadédos ilustres e o0s
vitoriosos eram cingidos na cabega com ramos da planta. Os gregos dedicavam a
oliveira a Minerva, deusa da sabedoria. A biblia refere-se a oliveira como simbolo
de beleza, sabedoria. Ainda, a planta tem significado histérico no
desenvolvimento humano e, também encontra na atualidade, importancia
comercial dada suas propriedades organolépticas e nutricionais.

No Brasil os primeiros exemplares de oliveira foram introduzidas por volta
do ano de 1800, por meio dos imigrantes europeus que se estabeleceram nas
regibes Sul e Sudeste, porém, sua introducdo teve apenas o carater ornamental,
ndo havendo na ocasido, e até o ano de 2007, cultivos expressivos desta cultura
(EPAMIG, 2007).

Devido a comprovagdo dos beneficios do consumo do azeite a saude
humana, por isso muito usado na industria farmacéutica, € a principal responséavel
pela intensificacdo, modernizacdo e ampliacdo do cultivo de oliveiras no mundo
(OLIVEIRA; PADUA; MATOS, 2002; ROMERO; GUTIERREZ, 2002; ALBIN;
VILLAMIL, 2003).



No Brasil, h4 pouca pesquisa em realizagdo, a qual foi praticamente
interrompida nos ultimos 30 anos. Somente nesta Ultima década, a pesquisa com
oliveiras foi reiniciada. Portanto, as informagfes técnicas obtidas em condigbes
nacionais sdo quase inexistentes. Assim, é importante a realizagdo de pesquisas
para obtencdo de conhecimentos quanto aos principais aspectos técnicos que
abrangem sistemas de producéo.

Observando-se a variabilidade edafoclimética do territério, presume-se
que no Brasil pode-se encontrar condi¢Bes favoraveis ao plantio da Oliveira em
larga escala. O consumo de azeite de oliva e de azeitona de mesa pelos
brasileiros tem apresentado crescimento anual. Fator que consolida o pais como
mercado promissor. Assim, para que seja estabelecido um sistema de produgé&o
para o cultivo da oliveira, bem como a disponibilidade de uma alternativa para o
agronegocio brasileiro, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas tais
como o estudo da fenologia e viabilidade do pélen de cultivares com potencial
para cultivo. Por essa razdo este trabalho teve como objetivos determinar o
periodo de floracdo e a viabilidade do pdlen das cultivares Arbequina e Koroneiki,

em Bagé/RS.

1.1 A Oliveira (Olea europaea): caracteristicas da planta

A oliveira € uma das frutiferas mais antigas utilizadas pelo homem. Seu
cultivo remonta ha 6.000 anos (VERNET, 1990). E originaria de vasta grande
area, que abrange desde o Sul do Céucaso até os planaltos do Ird, Palestina e a
zona costeira da Siria, estendendo-se pelo Chipre até o Egito, povoando todos os
paises que margeiam o Mediterrdneo. A partir do século XV, com as viagens
ocednicas de Colén, Magalhées e Elcano, passou a ser cultivada, no Novo Mundo
e, na atualidade, se cultiva também no Sul da Africa, Japédo, China e Australia,
estendendo-se a todos os paises com clima viavel (CIVANTOS, 2004).

Nas Américas, foi plantada, primeiramente, no México, nos Estados
Unidos (Califérnia) e no Peru, difundindo-se a partir dai para o Chile e a Argentina
(TAPIA et al. 2003).

Rapoport (1998) descreve a oliveira cultivada como uma arvore de
tamanho médio, de grande longevidade, com formato arredondado, cujo porte,

densidade de copa e cor da madeira variam conforme a cultivar e as condigdes de



cultivo. A planta, segundo esse autor, tem duas fases bem distintas: a juvenil,
durante a qual ndo tem capacidade de producéo de frutos, cujas folhas sdo mais
curtas e grossas, seus ramos apresentam a distancia entrends menores, além de
elevado potencial para o enraizamento de estacas; e a adulta, periodo em que
alcanca sua capacidade produtiva, com folhas maiores e delgadas e distancias
entrend maior.

O sistema radicular depende do material de origem da arvore e das
caracteristicas de solo onde é cultivada. Se for originada a partir de sementes, a
raiz sera do tipo pivotante central e, se for gerada a partir de estacas, sera do tipo
fasciculada (LOUSSERT; BROUSSE, 1980a). Rapoport (1998) destaca que a
maioria das raizes adventicias comporta-se como raizes principais durante o
desenvolvimento e crescimento da oliveira.

Quanto ao sistema foliar, sdo simples e de forma eliptica,
elipticolanceolada ou lanceolada, com comprimento de 5 a 7 cm e largura
variando de 1 a 1,5 cm. Tem cor verde-escura e brilhante na face superior em
virtude da auséncia de estdmatos e presenca de cuticula e, na face inferior, cor
esbranquicada, devido a presengca de placas foliares que conferem maior
resisténcia as condi¢des de estresse hidrico (RAPOPORT, 1998).

Oliveira e Abrahdo (2006) descrevem as inflorescéncias da oliveira da
seguinte maneira: as inflorescéncias tém forma paniculada, com ramificagdes
desde o eixo central, que pode também estar ramificado. Essas ramificagdes
situam-se nas axilas foliares de crescimento vegetativo do ano anterior. A flor é
constituida por quatro sépalas verdes soldadas, que formam o célice e por quatro
pétalas brancas, também soldadas pela base, que formam a corola. Trata-se de
uma flor com simetria regular. Apresenta dois estames que se inserem pela base
da corola com disposi¢éo oposta. Estes sé@o constituidos por filamento e antera de
cor amarela, dividida em dois I6bulos onde estéo localizados os graos de pélen.
No centro da flor, encontra-se o pistilo, composto de um ovario supero, estilo curto
e grosso e estigma biloculado e papiloso, que pode variar em sua forma
dependendo da variedade. A maturacdo dos 6rgdos sexuais ocorre 20 dias antes
da floragdo, com o desenvolvimento do saco embrionario e a maturagdo dos

gametas.



As oliveiras possuem flores hermafroditas e estaminadas (Ateyyeh et al.,
2000) sob a forma de paniculas (GRIGGS et al., 1975). As flores hermafroditas
tém geralmente dois estames e um ovario bilocular com um estilo e um estigma
curtos (HARTMANN; OPITZ 1966). Em flores estaminadas, o pistilo é rudimentar
ou ausente. As flores sdo polinizadas pelo vento, produzem grande quantidade de
gréos de polen (MARTIN 1954). Griggs et al., (1975) observaram que as flores de
oliveira sdo adaptadas morfologicamente a autopolinizagdo ou a polinizacédo
cruzada.

Quanto ao crescimento vegetativo da oliveira, Rallo (1998) acrescenta
que é no momento da brotagdo que se inicia tanto o desenvolvimento de novos
brotos como o de inflorescéncias e que, a partir disso, sucedem-se uma série de
processos que irdo determinar o crescimento vegetativo total da arvore e sua
producéo. Nesta etapa, se estabelece uma forte relacdo de competicdo por
assimilados, razdo pela qual observou que o estresse hidrico ou caréncias
nutricionais ocasionam redu¢éo do numero de flores por inflorescéncia e também,
aumenta o numero de flores abortadas.

O fruto da oliveira € denominado de azeitona, que € uma drupa de
tamanho pequeno e formato elipsoidal, cujas dimensdes variam em funcdo da
variedade, podendo apresentar entre 1 e 4 cm de comprimento e diametro de 0,6
a 2 cm. Possui uma s6 semente e € composto de trés tecidos fundamentais:
endocarpo, que corresponde ao caro¢o, 0 mesocarpo, a polpa e o exocarpo, a
epiderme (RAPOPORT, 1998).

As condicdes climaticas durante a floracdo também sdo determinantes
para a polinizagcdo e vingamento do fruto. Temperaturas superiores a 30°C inibem
o desenvolvimento do tubo polinico, ocasionando baixa porcentagem de producéo
de frutos. Somente quando for finalizado o periodo de concorréncia por
assimilados entre os frutos em desenvolvimento e ovarios sem fecundar, é que
poderéd se definir o numero final de frutos e, portanto, a capacidade produtiva total
da &rvore (RALLO, 1998).

Em clima mediterraneo, durante o inverno, ocorre acimulo de frio, o qual
€ considerado indispensavel para que a oliveira saia da dorméncia e atinja,

posteriormente, florescimento uniforme. O limiar de temperatura, isto €, a



temperatura base, abaixo da qual ndo ocorre crescimento, € de 12,5°C (TAPIA et
al., 2003).

A oliveira é uma espécie com caracteristicas de plantas xerdfitas, com
folhas coreaceas de cuticula espessa. Os estdmatos situam-se na face inferior
das folhas, diminuindo as perdas de agua da planta por transpiragdo e permitindo
que a atividade vegetativa se restabeleca imediatamente quando a planta sai de
uma situacao de estresse, causado por falta de agua prolongada. A necessidade
de 4gua, em média, é de 650-800 mm por ano, com chuvas, preferencialmente,
regulares (ALBINANA, 2002; COUTINHO et al.,, 2007). Na primavera, quando
ocorre o florescimento, as chuvas ndo devem ser muito frequentes, para que o

gréo de pdlen ndo seja lavado do estigma, o que reduziria a frutificacdo efetiva.

1.2 Cultivares estudadas

1.2.1 Arbequina

Cultivar de origem espanhola com consideravel resisténcia ao frio e
suscetivel a clorose férrica em terrenos alcalinos, € autocompativel. E a variedade
mais importante da Catallnia, onde ocupa mais de 55000 ha. Fora da Espanha
encontra-se principalmente na Argentina. Cultivar destinada a producéo azeite;
tem bom rendimento graxo e excelente qualidade do azeite produzido, porém de
baixa estabilidade. Muito apreciada pelo precoce inicio de producgdo; elevada
produtividade. O vigor da planta é baixo, permitindo maior adensamento de
cultivo. O pequeno tamanho dos frutos dificulta a colheita mecéanica (CONSEJO
OLEICOLA INTERNACIONAL, 2000).



1.2.2 Koroneiki

Originaria da Grécia representa aproximadamente 60% da &area de plantio
daquele pais. Resistente a seca, mas susceptivel ao frio, € autocompativel.
Cultivar destinada a producdo de azeite, o qual é muito apreciado por suas
caracteristicas sensoriais, estabilidade e alto conteddo de &cido oléico.
Produtividade elevada e constante. Os frutos séo de tamanho pequeno (1,1g em
média). Entrada em producdo ¢é precoce (CONSEJO OLEICOLA
INTERNACIONAL, 2000).

1.3 Objetivos Gerais
- Determinar o periodo de floracdo e viabilidade do pdélen de oliveiras

Arbequina e Koroneiki em Bagé, RS

1.4 Objetivos especificos

- Determinar, em oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’ o periodo de floracao;

- Avaliar diferentes métodos de viabilidade do pélen;

- Avaliar se a utilizacdo de acido borico no meio de cultura influencia na
germinacgao do pélen;

- Avaliar a germinacao do polen armazenado durante 12 meses.



2 CAPITULO | - EPOCAS DE FLORACAO DE OLIVEIRAS ‘ARBEQUINA’ E
‘KORONEIKI’

2.1 INTRODUCAO

No Brasil existe uma diversidade de culturas que geram produtos que ja
estdo disponiveis no mercado consumidor. Entre as mesmas, estd a cultura da
oliveira, que, apesar de muito antiga no pais, ainda ha pouco conhecimento
técnico sobre a mesma.

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia Oleaceae, na qual estédo
incluidos cerca de 35 espécies do género Olea. Estéo incluidas na espécie Olea
europaea todas as oliveiras cultivadas e também as oliveiras silvestres (AWAN et
al., 2003).

Muitos fatores condicionam a dispersdo de diversas espécies vegetais em
todo o mundo, sendo o clima, um dos mais importante. Obviamente a oliveira faz
parte deste contexto.

O efeito predominante das temperaturas na inducéo floral da oliveira foi
indicado por diferentes autores. Alguns, inclusive relataram a necessidade de
baixas temperaturas para a formagdo das inflorescéncias (BARD; HARTMANN,
1971; FATTA DEL BOSCO; DE MICHELE, 1970; HACKETT; HARTEMANN,
1967). Rallo e Martim (1991) verificaram que o frio afeta a abertura do boté&o floral.
A temperatura, também afeta os outros estdgios fenoldgicos das plantas tais
como: floracdo (inicio, plena e final), polinizacdo e fixacdo dos frutos (MILELLA;
DEIDDA, 1968).

A floragédo da oliveira ocorre na primavera (em ramos do ano anterior),
quando as temperaturas alcangam cerca de 15°C, entre os meses de setembro a
dezembro (Hemisfério Sul). As gemas florais comecam a inchar, evoluindo
fenologicamente até a plena floracdo, acontecendo a polinizagdo e,
posteriormente, a fixagdo dos frutos (fruit set). Para que este processo ocorra

exitosamente, é necessério que a temperatura média didria seja de



aproximadamente 20°C e a umidade relativa do ar encontre-se entre 60 e 80%.
Se a UR for inferior a 50%, a viabilidade dos estigmas (6rgdo da flor destinado a
receber o grédo de polen) é reduzida a menos de trés dias, a qual é insuficiente
para que se desenvolva o tubo polinico e, consequentemente, ocorre & reducéo
da frutificacdo efetiva. Ao contrério, quando a UR é préxima de 100%, o polen se
hidrata e aumenta de peso, reduzindo, assim, o efeito da polinizacdo anemdfila.
Além disso, € possivel que, devido a excessiva hidratacdo, 0 mesmo aumente
demasiadamente de tamanho, destruindo-se completamente (TAPIA et al., 2003).

A duracdo da antese € condicionada pela evolucdo das condicdes
climaticas durante o periodo de florag&o. Invernos e primaveras com temperaturas
moderadas geralmente propiciam o prolongamento do periodo de floracédo
(BARRANCO; MILONA; RALLO, 1994).

A iniciacdo floral e o *“fruit set” (frutificacdo efetiva) sdo segundo
Fernandez-Escobar e Rallo (1981) e Cordeiro e Martins (2002), 0os processos
fisioldgicos que mais influenciam a produtividade da oliveira.

Segundo Cordeiro e Martins (2002) o periodo de floracdo, que condiciona
o fruit set estq, de modo geral, dependente das variacBes climéticas e a sua
caracterizacdo é um fator de primordial importancia, particularmente quando se
pretendem cultivar variedades procedentes de outras regides olivicolas.

O estudo em colegdes de oliveiras, das caracteristicas de interesse
agrondmico e tecnoldgico tem permitido conhecer a enorme variabilidade relativa
ao crescimento vegetativo, a precocidade do inicio de producgédo, a fenologia, a
maturacdo da azeitona, a data de colheita, a alternancia das producdes, o peso
do fruto, & relagdo polpa/caroco e o rendimento em azeite (CABALLERO;
EUGEREN, 1986; CIMATO et al. 1993; BARRANCO; MILONA; RALLO, 1994).
Com este trabalho objetivou-se determinar o periodo de floragdo de oliveiras
‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, nos anos de 2008 e 2009. Segundo Mariacchi et al.
(1994), A ocorréncia durante o periodo de floragdo de condi¢des climatéricas
desfavoraveis como: temperaturas extremas, precipitagdo, ventos fortes, etc, tém
sido indicadas por diversos autores, como podendo afetar parcial ou totalmente a

floragcdo,fecundacgéo e vingamento na oliveira.



2.2 MATERIAL E METODOS

As avalia¢Bes do periodo de floracdo foram realizadas em oliveiras das
cultivares Arbequina e Koroneiki em dois anos consecutivos. As oliveiras
utilizadas estavam com cinco e seis anos de idade, nos anos de 2008 e 2009
respectivamente, fazendo parte do pomar localizado no municipio de Bagé/RS
(coordenadas geograficas 31° 19’ 53"S; e 56° 06’ 25"L).

Os dados meteorolégicos do ano de 2008 e 2009, na regido de
Bagé/RS/Brasil, séo apresentados.

Tabela 1. Médias mensais de temperaturas (maxima, minima e média), de Maio a

Novembro de 2008 e 2009, no municipio de Bagé/RS.

Meses Temp. Maxima Temp. Minima Temp. Média
(°C) °C) °C)

2008 2009 2008 2009 2008 2009
Maio 13,42 16,69 12,26 15,28 12,84 15,99
Junho 11,29 11,31 10,21 10,03 10,75 10,67
Julho 12,27 10,05 11,57 8,76 11,92 9,41
Agosto 17,7 20,85 8,1 10,75 12,9 15,8
Setembro 17,3 18,89 8,9 10,58 13,1 14,74
Outubro 22,3 23,08 12,7 10,39 17,5 16,73
Novembro 27,6 26,22 15,5 17,32 215 21,77

Fonte: Inmet, 2008/2009.
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Tabela 2. Médias mensais de precipitagdo e umidade relativa de Maio a

Novembro de 2008 e 2009, no municipio de Bagé/RS.

Meses Precipitacéo Umidade Relativa
(mm) (%)

2008 2009 2008 2009

Maio 92,8 136 65,26 75,42

Junho 181 42 82,5 80,15

Julho 104 53,6 71,94 76,47

Agosto 146,5 208,2 78,0 68,52

Setembro 94,3 248,9 79,1 71,03

Outubro 98,9 140 75,1 66,86

Novembro 1219 350 69,0 77,19

Fonte: Inmet, 2008/2009.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo utilizados quatro
repeticdes (planta) para cada cultivar. Em cada planta foram selecionados cerca
de 200 racimos florais por quadrante imaginario (Leste, Oeste, Norte e Sul),
totalizando aproximadamente 800 racimos/planta. Nos ramos e racimos florais,
identificou-se o estadio fenoldgico de cada estrutura vegetativa ou reprodutiva.

Para realizar-se o estudo do periodo de florag@o das cultivares de oliveira,
utilizou-se a metodologia adaptada por Fernandez-Escobar e Rallo (1981), na
qual séo definidos, resumidamente e ilustrados, os seguintes estadios fenoldgicos
(Figura 1):

A- Repouso Invernal (dormente): a gema terminal e as axilares estdo em
dorméncia;

B- Comeco da brotagdo: gemas terminais e axilares comegam a engrossatr;

C- Formagdo dos racimos florais: Observam-se nos ramos, as diferentes
ramificagdes e respectivos botdes florais;

D- Inchamento dos botbes florais: os botdes ficam redondos e inchados e se

disp6em num curto pedicelo; as bracteas da base se separam do eixo floral;
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E- Diferenciagdo das corolas: é visivel a separagdo do céalice e da corola, os
pedicelos se alargam, separando os botdes florais do eixo do racimo;

F- Inicio da florag@o: abrem-se as primeiras flores, enquanto a corola passa da
cor verde para a cor branca,

F1- Plena floragdo: a maioria das flores encontram-se abertas;

G- Queda das pétalas: as pétalas se separam do célice;

H- Formagéao dos frutos: aparecem os frutos jovens.

Os registros foram realizados seguindo a metodologia proposta por
Fernandez-Escobar e Rallo (1981), na qual as anota¢des foram realizadas num
formato de tridngulo onde, em cada data de observagcdo, anotou-se no vértice
inferior esquerdo o estadio fenoldgico mais atrasado; no vértice inferior direito o
estado mais adiantado; e no vértice superior o estado dominante. No referido
trabalho, as anotagbes foram realizadas, de modo geral, com intervalos de cinco
dias, durante os meses de setembro a novembro (evolugdo das fases
fenologicas). Na apresentacdo dos resultados utilizaram-se o0s conceitos
propostos por Barranco; Milona e Rallo (1994): INICIO DE FLORACAO, a data da
primeira anotacdo do estado F no vértice inferior direito; INICIO DA PLENA
FLORACAO, a data da primeira anotac&o do estado F no vértice superior; FINAL
DE PLENA FLORACAO, a Gltima data de anotacdo do estado F1 no vértice
superior; FINAL DE FLORACAO, a data da primeira anotacdo do estado G no

vértice superior.




Figura 1. Fases fenoldgicas da oliveira. (Fonte: Juan José Jiménez Pérez).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a tabulacdo dos dados, verificou-se que nas cultivares de oliveira
Arbequina e Koroneiki, no ano de 2008, o inicio da florac&o ocorreu no dia 16 de
outubro e o final no dia 11 de novembro. Em 2009, a floracdo teve inicio no dia 20
de outubro, para as duas variedades, e o final ocorreu no dia 09 de novembro. O
periodo da floracdo nas duas variedades foi de 27 dias (16 de outubro a 11 de
novembro), no ano de 2008, e de 21 dias (20 de outubro a nove de novembro),
em 2009 (Figuras 2, 3, 4 e 5).

Com base nos anos de avaliagcdo evidenciou-se que h& coincidéncia de
floracdo entre as duas cultivares estudadas. Isto pode ter ocorrido devido as
caracteristicas genéticas da planta e em relacdo as condi¢cbes climéticas
favoraveis as duas. De acordo com Cordeiro e Miranda (2001), a variagdo no
tempo de floracéo (inicio, plena e final) de oliveiras €é influenciada diretamente por
caracteristicas genéticas e climaticas, sendo que a climatica pode variar de ano
para ano, provocando modificagbes consideraveis no calendario de floracéo,
principalmente devido as inter-relagdes com a fisiologia de cada planta.

A variabilidade intra-anual é determinada pelas condi¢des climaticas. Em
2008 a entrada em florag&o foi mais precoce e o periodo de florag&o foi maior em
relagdo ao ano de 2008. Isto pode ter ocorrido devido as condi¢des climéticas,
sendo uma delas a precipitacdo a qual nesse ano foi superior ao ano de 2008
(Tabela 2).

Em observacdes do periodo de floragdo realizadas a cada cinco dias €
dificil de precisar, com exatidao, a data da plena floracdo. Deste modo, supfe-se
gue a plena floragéo, nas duas cultivares, tenha ocorrido no ano de 2008, entre os
dias 17 e 21 de outubro e no ano de 2009, entre os dias 21 e 27 de outubro.

Nas duas variedades e nos dois anos de avaliagdes, a fase que
antecedeu a plena floragcdo foi menor que a fase final de floragéo (Figuras 2 e 3).
Resultados semelhantes também foram observados por Cordeiro e Martins (2002)

em oliveiras Arbequina cultivadas na Regiéo de Elvas/Portugal.
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Figura 2. Epocas de floragéo de oliveiras cultivar Arbequina, com cinco anos de

idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no ano de
2008. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010.
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Figura 3. Epocas de floragdo de oliveiras cultivar Koroneiki, com cinco anos de

idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no ano de
2008. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010.
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Figura 4. Epocas de floragdo de oliveiras cultivar Arbequina, com seis anos de

idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a nhovembro, no ano de
2009. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010.
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Figura 5. Epocas de floragéo de oliveiras cultivar Koroneiki, com seis anos de

idade, no municipio de Bagé/RS, no periodo de setembro a novembro, no ano de
2009. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2010.



16

Segundo Dal Pero Bertini (1960), oliveiras das mesmas cultivares, que
crescem sob as mesmas condigbes ambientais, sdo condicionadas a florescer
simultaneamente. Griggs et al., (1975) e Ghrisi et al., (1999) observaram que as
datas e a duragéo da floracéo variam entre cultivares e entre anos.

Segundo Ferrara; Papa e Sorrenti (2002), as diferencas observadas nas
épocas de floragdo entre regides e anos evidenciam a influéncia climatica,
nomeadamente a variacao térmica registrada no Inverno e na Primavera.

Lavee et al., (2002) estudando 36 cultivares de oliveira, durante 12 anos,
observaram que a duracao do periodo de florag&o relacionava-se, restritivamente,
as condic¢des climaticas.

Assim, embora o presente trabalho seja incipiente, evidencia a
necessidade de se continuar realizando estudos, no Rio Grande do Sul, sobre a
fenologia das cultivares estudadas, uma vez que as mesmas foram introduzidas

da Espanha.

2.4 CONCLUSAO

Segundo a metodologia utilizada, a floracdo das oliveiras ‘Arbequina’ e
‘Koroneiki’, em 2008 e 2009, teve inicio nos dias 16 e 20 de outubro e término nos
dias 11 e 09 de novembro. O periodo de floracdo para as duas cultivares, nos

anos de 2008 e 2009 foi idéntico, sendo 27 e 15 dias, respectivamente.



17

3 CAPITULO Il — VIABILIDADE DO POLEN DE OLIVEIRAS CULTIVARES
ARBEQUINA E KORONEIKI

3.1 INTRODUCAO

No Brasil o plantio da oliveira tem crescido nos ultimos anos,
principalmente devido ao grande consumo e aos beneficios que os produtos
oriundos da planta podem ocasionar a saude.

A oliveira (Olea europaea), planta angiosperma dicotiledénea da familia
oleaceae, é uma espécie arboérea cultivada no sul da Europa (paises
mediterraneos como Portugal, Franca, Grécia, Itdlia e Espanha), Norte da Africa,
Américas do Sul e do Norte e alguns paises da Asia (ALBIN; VILAMIL, 2003).

Pesquisas com oliveira recentemente foram reiniciadas no Brasil e, por
isso, a cultura ainda necessita de informacdes técnicas.

A polinizacdo em oliveiras € aneméfilo. O pdlen pode depositar-se sobre
estigmas de flores da mesma cultivar (autopolinizagdo) ou de outra distinta
(polinizacéo cruzada). Porém, raramente o polen de uma flor fecunda o ovério da
mesma (GARCIA, 2003).

Em oliveiras, as intera¢des entre o tubo polinico e o estilete representam
importante ponto de controle da fecundag&do. Ocorre a sele¢cdo de um so tubo
polinico, fenébmeno chamado sele¢cdo gamética, pela qual alguns gametas séo
preferidos em detrimento de outros, para a fecundagdo. Assim a auto-
incompatibilidade, em oliveiras, se expressa pelo atraso do tubo polinico, da
mesma cultivar, para atravessar o estigma (CUEVAS, 1992).

A polinizacéo e a fecundagéo sao requisitos essenciais para a formacéo e
desenvolvimento dos frutos. Na oliveira, também se formam frutos sem a
ocorréncia da polinizagdo (partenocérpicos). Estes frutos sdo menores que 0s
frutos normais (oriundos de fecundagéo), ndo tém valor econémico e, em muitos

casos, ndo permanecem na arvore até a colheita (RAPOPORT, 1998).



18

De acordo com Gonzélez et al., (2001), a presenca de flores com partes
masculinas indica somente que estas tém apenas a finalidade de atuarem como
doadores de pdélen.

O conhecimento da fertilidade do pdlen para qualquer espécie de planta é
essencial para estudos de melhoramento genético (RIGAMOTO; TYAGI, 2002). A
necessidade de avaliar a viabilidade do po6len usado na polinizacéo artificial e em
experimentos de melhoramento genético é muito importante (STONE;
THOMSON; DENT-ACOSTA, 1995), assim como a compreensdo dos problemas
de esterilidade (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000).

Técnicas de microscopia permitem analisar caracteristicas associadas a
emissao dos tubos polinicos e suas taxas de crescimento (KEARS; INOUYE,
1993).

Segundo Galletta (1983), um dos fatores determinantes da integridade
dos gréos de pélen € a manutencao do equilibrio osmético entre o meio de cultura
e o contetdo dos gréos, tal equilibrio pode ser determinado pela relagédo entre a
concentracdo de sacarose e as concentragfes de substancias como acido borico
e nitrato de calcio, de forma que o excesso ou deficiéncia de qualquer desses
componentes podera promover o rompimento dos graos de polen.

O método de germinagdo é considerado como um teste seguro, pois 0
pélen que germina é considerado fértil (ADHIKARI; CAMPBELL, 1998).

Pode-se agrupar os métodos de testar a viabilidade do pdlen em quatro
tipos: por meio de corantes; germinagdo in vitro; germinagdo in vivo e
porcentagem de frutificacdo efetiva, obtida com a utilizagdo do pdlen em teste
(GALETTA, 1983).

A germinacéo in vitro € o método mais utilizado em testes de viabilidade
do polen (MARCELLAN; CAMADRO, 1996). Entretanto, este método é
influenciado por diferentes fatores. Existem diferengcas entre espécies quanto as
condi¢bes exigidas para a germinacdo do poélen, envolvendo, principalmente os
constituintes do meio de cultura, a temperatura e o tempo de incubacao. Além
disso, a viabilidade do pdélen também é influenciada pelo estadio de
desenvolvimento da flor, quando da coleta do pdlen, e pelas condi¢cdes de
armazenamento (STANLEY; LINSKENS, 1974).
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De acordo com Kelly; Rasch e Kalisz (2002) a viabilidade pode ser
avaliada de varias maneiras, sendo uma forma comum de se testar a relagédo
entre a producdo de pdlen e a viabilidade do mesmo, o método de coloracéo e
contagem direta. Uma grande variedade de corantes tem sido utilizada para testar
a viabilidade do polen, mas poucos estudos verificaram o risco potencial destes
corantes em corar p6len morto e produzir falso positivo.

Scorza e Sherman (1995) consideram que, para o pdlen apresentar
viabilidade, deve apresentar entre 50 e 80% de grdos germinados, com tubos
polinicos desenvolvidos.

A eficiéncia germinativa do polen de cultivares de oliveira é variavel
dependendo das areas de cultivo e do meio artificial padréo (GRIGGS et al., 1975;
TOMBESI, 1978).

Os principais componentes do meio de cultura para a germinagao de
pélen in vitro tém sido os tipos e concentracdes de acucares e distintas
concentracdes de boro (MIRANDA; CLEMENT, 1990). A sacarose empregada no
meio de cultura tem por finalidade proporcionar o equilibrio osmotico entre o pélen
e 0 meio de germinagdo e fornecer energia para auxiliar o processo de
desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY; LINSKENS, 1974). A adi¢cdo de
acido bodrico no meio de cultura geralmente aumenta a eficiéncia da sacarose na
germinacdo do polen e no crescimento do tubo polinico (AGULHON, 1910;
GAUCH; DUGGER, 1953; VISSER, 1955).

Thompson e Batjer (1950) verificaram que a adicdo de boro ao meio
aumentou significativamente a porcentagem de germinagéo e o comprimento do
tubo polinico de varias frutiferas de clima temperado.

Segundo Scorza e Sherman (1995), & medida que o pdlen envelhece, a
porcentagem de germinagdo e o comprimento dos tubos polinicos decrescem.
Mesmo que a viabilidade do pdlen diminua, a presenca de alguns tubos polinicos
vigorosos indica que os mesmos apresentam condi¢cdes para assegurar, pelo
menos, uma moderada frutificagdo efetiva, apesar da baixa porcentagem de
germinacdo. A manutencdo da capacidade de germinacdo do podlen depende,
tanto das caracteristicas intrinsecas da espécie como das condi¢cdes de

armazenamento.
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O sucesso da preservacao do pdlen, independentemente da duracdo do
periodo de conservacdo, depende principalmente de fatores como a temperatura
e umidade relativa do ambiente de armazenamento e do grau de umidade do
pbélen (GOMES et al., 2003). O emprego de baixas temperaturas normalmente é
relacionado a reducdo do metabolismo do pdlen, o que propicia maior
longevidade (PIO et al., 2007).

Pinney e Polito (1990) também documentam o efeito positivo da baixa
umidade relativa (entre 23 e 33%) para conservar o pélen de oliveira durante um
ano.

A conservacdo de polens a baixas temperaturas (abaixo de 0°C) e baixa
umidade relativa, tem resultado num meio adequado para diferentes espécies,
dentre as quais a oliveira (PINNEY e POLITO, 1990).

Este trabalho teve como objetivos realizar estudos, em oliveiras ‘Arbequina’
e ‘Koroneiki’, sobre diferentes métodos de avaliacdo da viabilidade do pélen;
determinar se a utilizacdo de &cido bérico no meio de cultura influencia na
germinacdo do pdlen e avaliar a germinacdo do pélen armazenado durante 12

meses.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos, com diferentes objetivos, conduzidos
na Embrapa Clima Temperado — CPACT, localizada na BR 392, Km 78, em
Pelotas/RS. Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento
Genético, nos anos de 2008 e 2009, durante o periodo de floragé@o de oliveiras, ao
qual ocorre no Rio Grande do Sul, dependendo da cultivar, entre os meses de
setembro a novembro. Utilizaram-se duas cultivares de oliveiras (Arbequina e
Koroneiki), com cinco e seis anos de idade, pertencentes a um olival localizado no
municipio de Bagé/RS, plantadas em espacamento de 6,0m x 3,0m (6,0m entre
filas de plantio e 3,0m entre plantas, na fila de plantio) e conduzidas em sistema
de vaso aberto. As metodologias usadas nos trés experimentos foram similares,
com pequenas variagdes, as quais sdo descritas a seguir. Estes experimentos
utilizaram o teste de germinagdo in vitro, devido ao teste colorimétrico

superestimar a viabilidade do polen.
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Coleta do podlen

Para a obtencdo do pdlen, flores em pré-antese foram coletadas,
aleatoriamente, em todas as partes da planta. Em laboratorio, destacaram-se as
anteras com pinga, sendo as mesmas colocadas em bandejas de papel, em
temperatura ambiente (19-21°C) durante 48 a 72 horas, quando ocorreu a

deiscéncia e liberacéo do pélen.

Experimento 1: Métodos de avaliacdo da viabilidade do poélen.

Conduzido no ano de 2009, teve como objetivo realizar estudos sobre
diferentes métodos de avaliagdo da viabilidade do pdlen de oliveiras ‘Arbequina’ e
‘Koroneiki’. Foram realizados o0s seguintes testes: teste colorimétrico, teste de
germinacdo do pélen em meio de cultura e teste de germinag&o in vivo. Para a
germinacdo in vivo, cada repeticdo foi constituida de cinco pistilos, onde foi
avaliada além da germinacédo, a percentagem de crescimento no estilo, sempre
em relacdo a localizag&o do tubo polinico de maior crescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 3, (duas cultivares e trés métodos). Foram utilizadas quatro repeti¢cdes
(quatro plantas), sendo as parcelas constituidas de contagens de 400 graos de
pbélen (para os métodos colorimétrico e germinacdo in vitro). No teste de
germinacao in vivo também foram utilizadas quatro repeti¢cdes, porém as parcelas
constaram de cinco pistilos, sendo que cada pistilo continha namero variavel de
gréos de pdlen (entre 19 e 119 graos de pdlen).

A variavel avaliada foi a viabilidade do polen (expressa em porcentagem),
a qual, para o teste colorimétrico, foi identificada, somente, pela coloracdo do
pblen, enquanto que para os testes in vitro e in vivo foi caracterizada pela
porcentagem de polen germinado.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e comparagédo de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Para analise estatistica dos resultados, os
dados originais, expressos em porcentagem, foram transformados em arc.seno da

raiz quadrada de x/100.

Teste Colorimétrico



22

O teste colorimétrico consistiu na utilizagdo de um corante para identificar
o pélen viavel.

Neste método, utilizou-se o tingimento do pélen com carmim acético
(MEHRI; KAMOUN-MEHRI 1995). Este corante se obteve fervendo 45% de acido
aceético e 55% de agua destilada em presenca de ferro metélico, durante 3 a 4
minutos.

O polen foi colocado numa lamina de microscopia, onde foi adicionada
uma gota de corante. Posteriormente, a lamina foi fechada com uma laminula,
onde realizou-se a contagem dos grédos de polens vidveis em microscépio de
mesa com ocular e objetiva 10x10 com uso de um contador manual, até atingir
100 graos de polens.

Em microscopio de mesa foram identificados dois tipos de gréo de pdlen:

- um tipo de podlen de coloracéo vermelha e forma arredondada;
- outro de menor tamanho e incolor.
Sendo o primeiro tipo de poélen identificado como gréo de pdélen viavel. Ou

seja, demonstra apenas que o pdlen esta vivo podendo ou ndo germinar.

Teste de Germinagéo do poélen in vitro

O teste de germinacdo de pdélen em meio de cultura consistiu no preparo
do meio, diluindo 15% de sacarose e 1% de 4gar em 100ml de &gua destilada. O
preparo do meio foi realizado num Erleymeier, dissolvendo-se o aglcar e o agar
na agua e aguecendo-se em banho-maria.

Para os testes de germinacgdo utilizou-se laminas especiais com
concavidade circular e com o auxilio de um conta gotas foram aplicadas quatro a
cinco gotas de meio de cultura em cada concavidade.

Na observacéo realizada com lupa, utilizou-se um pincel onde o poélen foi
aspergido nas laminas. Em seguida, as laminas foram colocadas em placas de
Petri com duas folhas de papel absorvente umedecidas, simulando uma camara
Umida, e logo apds foram levadas para incubar em estufa tipo B.O.D. adaptada,
com temperatura controlada em torno de 24°C, durante 48 horas.

A contagem dos grdos de pdlen germinados e ndo germinados foi
realizada em microscopio de mesa com ocular e objetiva 10x10, sendo

considerados como germinados aqueles que apresentaram tubo polinico de
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comprimento igual ou superior ao didmetro do préprio polen (VITI; BARTOLINI;
VITAGLIANO, 1990). Os campos do microscopio foram observados ao acaso,
registrando-se o numero de gréos de polens germinados e ndo germinados num

contador manual, até atingir 100 graos de polens.

Germinagéao in vivo

No teste de germinacdo in vivo, coletou-se ramos com flores em estadio
de baldo, as quais foram levadas para laboratério e colocadas em frascos de vidro
com agua. Realizou-se, manualmente, a emasculagdo e a polinizagdo das flores
utilizando-se pdlen da mesma cultivar. Apos seis dias da polinizagéo, os pistilos
foram colocados em frascos de vidro com fixativo 1:1:8 (formol, acido acético e
alcool etilico), sendo colocados em camara fria (5°C), até a avaliagéo.

No dia da avaliag&o, os pistilos fixados foram lavados trés vezes em agua
destilada, deixando-se, posteriormente, por 17 horas em solugéo de 8N de NaOH,
a qual tem por finalidade amolecer os tecidos. ApOs esse periodo, os pistilos
foram lavados trés vezes com agua destilada e, entdo, colocadas numa solucao
de hipoclorito de sddio a 20%, durante 20 minutos. Posteriormente, lavou-se e
colocou-se 0s mesmos numa solugéo de lacmoide a 1% (finalidade de colorir os
tecidos), durante trés minutos. O material foi montado em lamina mediante o
maceramento e, em seguida, observado em microscépio de mesa com ocular e
objetiva 10x10 (MARTIN, 1959).

Para a verificacdo do crescimento dos tubos polinicos no estigma foram

observados cinco pistilos em cada repeticao.

Experimento 2: Germinagao in vitro de polens de oliveira em funcdo da

utilizagdo do 4cido bérico ao meio de cultura.

Conduzido no ano de 2009, teve como objetivo avaliar a influéncia do
acido borico (HsBOs), adicionado ao meio de cultura, sobre a germinacdo do
pélen de oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 6, (duas cultivares e seis tratamentos). Utilizou-se quatro repetigoes,

sendo as parcelas constituidas de contagens de 200 graos de polens.
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Os tratamentos para avaliar a germinacdo do polen, em cada meio de
cultura utilizado: T, - 15% de sacarose + 1% de 4gar, sendo este 0 meio padrao;
T: - 15% de sacarose + 1% de &gar + 25mg.L™" de &cido bérico; T, - 15% de
sacarose + 1% de agar + 50mg.L'l de acido bérico; Ts - 15% de sacarose + 1% de
agar + 75mg.L™* de acido bérico; T4 - 15% de sacarose + 1% de agar + 100mg.L™
de acido boérico e Ts - 15% de sacarose + 1% de agar + 125mg.L™ de acido borico
para 100ml de agua destilada.

Para testar a viabilidade do pdlen, utilizou-se a metodologia do
experimento 1 (teste de germinacdo do pdlen in vitro). Esse método foi escolhido
por ser mais rapido e ndo superestimar a germinacao.

A variavel avaliada foi porcentagem de po6len germinado.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e comparagédo de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Para analise estatistica dos resultados, as
médias originais, expressas em percentagem, foram transformados em arcoseno

da raiz quadrada de x/100.

Experimento 3: Viabilidade do p6len armazenado durante 12 meses.

Conduzido nos anos de 2008 e 2009, teve como objetivo comparar a
viabilidade do pdlen de oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, armazenados durante
12 meses, sendo este experimento utilizado para futuros trabalhos na é&rea de
melhoramento genético.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 2, (duas cultivares e dois tratamentos). Foram utilizadas quatro
repeticoes, sendo as parcelas constituidas de contagens de 400 grdos de pdlen.

Os tratamentos constaram de pdlen fresco (coletado e colocado para
germinar apds a deiscéncia das anteras) e armazenado durante 12 meses em
dessecador com silica-gel, colocado dentro de um freezer a temperatura de
aproximadamente -16°C, e wumidade (23 a 25%), constituindo-se,
respectivamente, nos tratamentos T1 e T,. O meio utilizado para germinagao do
gréo de polen e a forma de avaliar foi a mesma utilizada no experimento 01
(germinacao in vitro).

A variavel avaliada foi porcentagem de poélen germinado.
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e comparagédo de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Para analise estatistica dos resultados, as
médias originais, expressas em percentagem, foram transformados em arcoseno

da raiz quadrada de x/100.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1:

Independentemente da cultivar, o método do corante usando carmin
propidnico foi o que apresentou, significativamente, maior porcentagem de polens
viaveis (73,97%). Os demais meétodos ndo diferem estatisticamente entre si
(Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de grdos de polens viadveis em oliveiras “Arbequina” e
“Koroneiki” através dos métodos colorimétrico, in vitro e in vivo. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2010.

Métodos Viabilidade do pélen (%)
In vitro 33,19 b
Colorimétrico 73,97 a
In vivo 36,65 b
CV (%) 14,36

*(k <M0égise;s seguidas por letras mindsculas distintas, na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
p<0,05).

O método colorimétrico apresentou maior viabilidade do grao de pélen em
relacdo aos demais métodos testados, porém esse superestima a porcentagem
de polens viaveis, pois 0 mesmo pode corar falsos positivos. Os métodos em que
se utilizam corantes apresentam vantagens quanto a rapidez e facilidade em
relagdo a germinagéo de pdlen in vitro, embora superestimem a viabilidade, ja que
gréos de polen invidveis podem ser corados devido a presenca de enzimas,
amido, ou outras substancias (SOARES et al. 2008).

Segundo Galetta (1983), o método do corante superestima a

porcentagem de viabilidade do pdlen, enquanto que o teste in vitro a subestima.
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Os resultados dos métodos utilizados para testar a viabilidade de pélen de
oliveiras foram semelhantes aos observados por Loussert e Brouse (1980b), que
obtiveram germinacdo de pdlen sempre acima de 25%, em teste in vitro, em
diferentes clones de oliveira. Porém, sdo superiores aos verificados por Boulouha;
Tahenn e Benchaabane (1995), que observaram porcentagens de germinagao,
em cinco clones de oliveira, e verificaram variacdes entre 18 e 33%.

Einhardt; Correa e Raseira (2006), comparando métodos para testar a
viabilidade de pdlen de pessegueiro, observaram que o teste do corante
superestima a germinagao, enquanto que os testes in vitro e in vivo ndo diferiram
entre si. Esse fato também foi observado em oliveiras no presente trabalho.

A germinagéo in vitro € o método mais utilizado em ensaios de viabilidade
do pdlen em programas de melhoramento genético. Entretanto, € influenciado por
diferentes fatores, incluindo os constituintes do meio de cultura, a temperatura e o
tempo de incubacéo dos gréos de pélen (FRAZON; RASEIRA, 2006).

Em alguns trabalhos, pesquisadores relatam a ocorréncia de diferengas
de viabilidade de podlen entre diferentes plantas da mesma variedade ou entre
diferentes épocas de coleta, porém descrevem que a maior variagdo ocorre entre
os diferentes gendtipos (LOGUERCIO; BATTISTIN, 2004). No entanto, como foi
relatado anteriormente neste trabalho, o fator cultivar ndo influenciou
significativamente na germinag&o do pdélen de oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki”.

Para o teste de germinacdo de pdlen in vivo, apenas foi possivel fazer a
contagem de polens viaveis (germinados) no estigma, uma vez que ndo ocorreu o
desenvolvimento do tubo polinico no estilete dos pistilos testados. Quando ocorre
a fecundacgéo, o pélen germinado forma o tubo polinico, o qual cresce através do
estilete, penetra no saco embrionério através da micropila e nucela e fertiliza o
ovulo. Desta forma, ocorre a transferéncia dos gametas e a fusao, formando o ovo
ou zigoto (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

O néo desenvolvimento do tubo polinico até o ovario, observado neste
trabalho, pode ter ocorrido devido ao periodo no qual o pistilo ficou polinizado.
Segundo Bartolini e Guerriero (1995), consideram como 13 dias o periodo de
polinizagdo manual para varias cultivares de oliveira, pois com o referido periodo
ocorreu a polinizacao e foi possivel observar o alongamento do tubo polinico até o

ovario. Talvez tenha sido o periodo do pistilo polinizado manualmente (seis dias
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neste trabalho) uma das causas da impossibilidade de se observar o
desenvolvimento do tubo polinico em pistilos de oliveiras “Arbequina’ e
“Koroneiki”.

Nas Figuras 6 e 7 polens germinados de oliveiras Arbequina e Koroneiki

nos testes germinagao in vitro e in vivo.

>

Pélen‘germinad

|

Figura 6. Graos de polens germinados e ndo germinados (método in vitro).

Embrapa Clima Temperado, 2010.

Figura 7. Polens viaveis, germinados no estigma da flor de oliveira (método in

vivo). Embrapa Clima Temperado, 2010.

Experimento 2:
Na avaliacdo da viabilidade do pélen de oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’,

ndo houve interag&o significativa entre os fatores cultivar e tratamentos (meios de



28

cultura). O meio de cultura adicionado de acido bérico nédo influenciou sobre a
germinacao do poélen das cultivares de oliveira Arbequina e Koroneiki.
Independentemente do meio de cultura utilizado, a cultivar Arbequina

apresentou maior percentual de germinacéo de polens (37,12%) (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagens de germinacédo de polens de oliveiras ‘Arbequina’ e
‘Koroneiki’, independentemente do tratamento com acido bérico. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2010.

Cultivar Polens germinados (%)
Arbequina 37,12a
Koroneiki 28,95 b
CV(%) 10,15

* Médias seguidas por letras minGsculas distintas, na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).

Os tratamentos realizados com o acréscimo de &cido bérico ao meio de
cultura ndo apresentaram diferenca na germinacéo do gréo de pdlen em relacédo
ao meio padréo. Isto pode ter ocorrido devido as concentragdes utilizadas serem
baixas para proporcionarem aumento significativo na germinacdo do poélen das
cultivares testada. Pinney e Polito (1990) observaram que a utilizagdo de 50 e
100mg. L™ de &acido borico e cloreto de célcio (ImM), ao meio de cultura,
proporcionou pequenos acréscimos na germinacdo do polen de oliveira, porém
sem significancia.

A cultivar Arbequina apresentou maior germinagéo, fator este que pode
ter ocorrido devido a caracteristicas intrinsecas da cultivar.

Dantas et al. (2005), verificaram que diferentes concentragbes de boro
utilizadas no meio de cultura ndo aumentaram significativamente a germinagao de
pélen de macieira. Frazon e Raseira (2006) verificaram que a adi¢do de boro ao
meio de cultura ndo influenciou, significativamente, no percentual de germinagao
de podlen de guabirobeira. Contrariamente, Viti; Bartolini e Vitagliano (1990) e
Bartolini; Viti e Vitagliano (1993) observaram que a adicdo de &cido bdrico, ao
meio de cultura, aumentou a germinacdo do polen de oliveiras.

Portanto, para se obter resultados mais conclusivos, sugere-se gque novos

trabalhos sobre testes de germinacdo de podlen de oliveiras, utilizando-se
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concentragdes de boro superiores as testadas ao meio de cultura, sejam

realizados.

Experimento 3:

Na avaliagdo da viabilidade do pdlen de oliveiras das cultivares Arbequina
e Koroneiki, ndo observou-se interacdo significativa entre os fatores cultivar e
tempo de armazenamento.

Independentemente do tempo de armazenamento do podlen, a cultivar
Arbequina apresentou maior percentual de germinacgéo do que a cultivar Koroneiki
(30,10% e 26,77%, respectivamente) (Tabela 5).

Em relacdo ao tempo de armazenamento, indiferentemente da cultivar, os
polens perderam a viabilidade com o transcorrer do tempo, ou seja, polens de
oliveira armazenados durante 12 meses apresentaram menor percentual de

germinagéo (Tabela 6).

Tabela 5. Porcentagem de germinacdo de polens de oliveiras em fungdo dos
fatores cultivar (‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’) e tempo de armazenamento (Pélen
fresco e armazenado por 12 meses), independentemente. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2010.

Cultivar Germinacgéo (%)
Arbequina 30,10a
Koroneiki 26,77 b

Tempo Armazenamento

Pélen fresco 33,32a
Pélen armazenado por 12 meses 23,76 b
CV(%) 5,29

* Médias seguidas por letras minUsculas distintas, na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A conservacdo do pdlen das cultivares estudadas perdeu a viabilidade
com o tempo, isto pode ter ocorrido devido as condigcbes de armazenamento
(temperatura e umidade). Assim, sup8e-se que a viabilidade do pdlen poderia ter
sido mantida, caso tivesse diminuido a umidade relativa e a temperatura. Pois,

segundo Barnabas e Kovacs (1997) o efeito da reducdo da temperatura e da
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umidade relativa para conservagdo do pdlen tem sido relatado para numerosas
espécies frutiferas, sendo que em trabalhos com oliveiras, conservando-se o
pélen a 4°C e umidade relativa baixa, pode-se manter a viabilidade do polen.

Oliveira et al. (2001), enfatizam que a diminuicdo na porcentagem de
polens vidveis pode estar relacionada a vérios fatores, tais como as condigfes de
armazenamento, o recipiente usado no acondicionamento do pdlen e a
manipulacdo dos recipientes.

A cultivar Arbequina apresentou maior germinagéo, fator este que pode
ter ocorrido devido a caracteristicas intrinsecas da cultivar.

Segundo Pinillos e Cuevas (2003), verificaram que a conservagdo do
pdlen de oliveira cultivar Picual € possivel a longo prazo e os resultados s&o
melhores quanto menor for a temperatura de armazenamento De outra forma, sao
corroborados pelos resultados obtidos por Pinney e Polito (1990) ao observarem
que polens de oliveiras armazenados com umidade abaixo de 28% e acima de
33%, durante um ano, apresentaram reducdo na germinagao e armazenados com
umidade a 84%, durante seis meses, perderam totalmente a capacidade de
germinar.

Assim, sugere-se que em novos trabalhos sobre viabilidade do pdlen de
oliveiras, em fungéo do tempo de armazenamento, sejam testados com fatores de

temperatura e umidade relativa.

3.3 CONCLUSOES

O método colorimétrico superestima o percentual de polens viaveis em
oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki”.

O uso de é&cido bérico no meio de cultura ndo influencia na germinagéo in
vitro de pdlen de cultivares de oliveira Arbequina e Koroneiki.

Polens de oliveiras “Arbequina”’ e “Koroneiki”, armazenados a -16°C em
dessecador com silica-gel, durante 12 meses, diminuem a porcentagem de

viabilidade de ambas as cultivares.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

Nos ultimos anos o cultivo comercial de oliveiras tem sido ampliado,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Minas Gerais. Porém,
informacdes técnicas sobre a adaptabilidade de cultivares a diferentes condigfes
de clima e solo, principalmente no que se refere aos estudos da fenologia/biologia
floral, polinizacdo e fecundagdo, sédo praticamente inexistentes. Assim, 0s
resultados obtidos neste trabalho poderdo servir de subsidios para futuras
pesquisas na area de melhoramento, fitotecnia e fisiologia.

Além do mais, os resultados aqui apresentados evidenciam que é possivel
a exploracdo comercial das referidas cultivares nas regides de clima temperado,
uma vez que observou-se o florescimento e a presenca de pdlen viavel para
producéo de frutos. Logicamente que outros fatores devem ser considerados, tais
como manejo das plantas (adubacgéo, poda, tratamentos fitossanitarios, etc.)
Por fim, apés a avaliacdo critica do trabalho, realizamos algumas
sugestoes:
- Aumentar a concentracdo de &cido bdrico no meio de cultura, em
trabalhos que visam melhorar a germinagéo do pélen;
- Em testes de conservacdo do pdlen, utilizar diferentes temperaturas e
umidade;
- Continuar realizando estudos sobre fenologia/biologia floral, porém com
a ampliacdo do namero de cultivares e locais de plantio (unidades de
observagéo).
- Nas cultivares Arbequina e Koroneiki, realizar analises morfolégicas do
pélen e testes de polinizagdo e fecundagéo, em plantas cultivadas em

diferentes condigdes de clima e solo do Rio Grande do Sul.
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APENDICE A. Andlise da variancia da porcentagem de grdos de polens
germinados/viaveis em oliveiras “Arbequina” e “Koroneiki” através dos métodos

colorimétrico, in vitro e in vivo (Experimento 1).

Causas da
_ G. L. S. Q. Q. M. ValorF.  Prob.>F
variacao
Cultivar 1 55,8607100 55,8607100 1,1796 0,29194
Métodos 2 8178,5657314 4089,2828657 86,3527 0,00001
Culivar*Meétodo 2 95,1833446 47,5916723 1,0050 0,38752
Residuo 18 852,4004758 47,3555820

Total 23 9182,0102618
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APENDICE B. Andlise da variancia da percentagem de gréos de polens viaveis

de oliveiras ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, independentemente do tratamento utilizado

(Experimento 2).

Causas da
o G.L S. Q. Q. M. Valor F.  Prob.>F

variagao
Cultivar 1 801,4013827 801,4013827 71,3065 0,00001
Meio de cultura 5 47,0695571 9,4139114 0,8373 0,53317
Culivar*Meio 5 25,9961267 5,1992253 0,4626 0,80278
Residuo 36 404,5974859  11,2388191
Total 47 1279,0645523
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APENDICE C. Andlise da variancia para percentagem de germinacio de polens
de oliveiras Arbequina e Koroneiki em funcdo do tempo de armazenamento (p6len

fresco e conservado durante 12 meses).

Causas davariagdo G. L. S. Q. Q. M. Valor F. Prob.>F
Cultivar 1 17,8766207 17,8766207 6,1579 0,02754
Tempo de

1 148,0443346 148,0443346 50,9966 0,00006
Armazenamento
Culivar*Armaz. 1 0,9279972 0,9279972 0,3197 0,58779
Residuo 12 34,8363140 2,9030262

Total 15 201,6852665
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