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“...respeito as relagbes sexuais das flores, Linnaeus ha muito as

dividia em espécies hermafroditas, mondicas, didicas e poligamas. Essa
distincdo fundamental, com a ajuda de varias subdivisées em cada uma
das quatro classes, servird ao meu proposito; mas a classificacéo é

1

artificial, e os grupos frequentemente se misturam.

DARWIN, 1877. The different forms of flowers on plants
of the same species



Resumo

CHACON-ORTIZ, Andrés Eloy. Estudo das causas da baixa produtividade de
oliveiras no Rio Grande do Sul: aspectos morfolégicos e genéticos relacionados
ao sistema reprodutivo. 158f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de POs-
Graduacdo em Agronomia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A oliveira possui uma grande variedade de cultivares no mundo, cuja identificacdo tem
sido um problema. Estudos genéticos sobre a herdabilidade de caracteres agronémicos
sdo escassos. Adicionalmente, ha pouca informacdo em relagcdo ao armazenamento e
viabilidade do pdélen da espécie. A falta de informacdo impede os avancos do
melhoramento genético. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi gerar informacdes
cientificas acerca do sistema reprodutivo; da herdabilidade em sentido amplo de
caracteres relacionados aos frutos e do Oleo; e da viabilidade do pélen apés
armazenamento. Neste trabalho, foram utilizadas as cultivares 'Arbequina’, '‘Arbosana’,
'Frantoio’, 'Koroneiki', ‘Manzanilla de Sevilla' e 'Picual’ cultivadas no Sul do Brasil. Foram
analisados caracteres ultraestruturais de polen e de pistilo, podendo ser usados para
discriminacdo de cultivares nas condi¢cdes locais do Sul do Pais. Os resultados
mostraram que, as medidas dos caracteres micromorfolégicos dos gréos de pdélen e dos
pistilos sdo notavelmente similares dentro de cada cultivar, mas apresentaram diferencas
significativas ao comparar as diferentes cultivares, podendo contribuir para o
estabelecimento de estudos de classificacdo de cultivares de oliveiras. Um segundo
estudo foi realizado a fim de observar a herdabilidade em sentido amplo (H?) de
caracteres de frutos dessas mesmas cultivares, na mesma regiao brasileira. A partir dos
resultados, observou-se que algumas cultivares como 'Koroneiki' e 'Picual’ tiveram seus
caracteres controlados principalmente pelo gendétipo, enquanto 'Arbequina’ foi mais
influenciada pelo ambiente. No terceiro estudo foi analisada a viabilidade do pdlen sob
armazenamento de longo prazo, testando diferentes temperaturas, assim como o uso de
glicerina como meio de protecdo contra danos ocasionados pelo frio, nas cultivares
‘Arbequina’ e ’Koroneiki’. Os resultados mostraram condicbes adequadas para o
armazenamento durante 82 dias a -80°C, atingindo o limite minimo de 30% de
germinacao, podendo ser usado para cruzamentos na época de polinizacdo. No entanto
o protocolo ndo mostrou resultados favoraveis para manter o pélen armazenado a longo
prazo, sendo observado podlen viavel somente até 122 e 136 dias para as cultivares
‘Arbequina’ e 'Koroneiki’, respectivamente. Os resultados gerados nesse estudo podem
contribuir com a identificagéo de cultivares e melhoramento de oliveira fora do seu local
de origem. Apesar do efeito de diversas condicbes ambientais (temperatura, umidade,
radiacdo entre outros) na reproducéo de algumas cultivares de oliveira como Arbequina,
Arbosana ou Manzanilla de Sevilla, este estudo permitiu demonstrar que existem
cultivares como Picual ou Koroneiki que o gendétipo tem maior influéncia, tornando-as
candidatas ao seu desenvolvimento e aperfeicoamento na regido Sul brasileira.

Palavras-chave: Olea europaea L., Podlen, Pistilos, Identificacdo de Cultivares,
Microscopia de Varredura, Herdabilidade, Armazenamento de Polen.



Abstract

CHACON-ORTIZ, Andrés Eloy. Study of the causes of low productivity of olive trees
in Rio Grande do Sul, state Brazil: morphological and genetic aspects related to
the reproductive system. 158f. Thesis (PhD in Science) — Post-Graduate Program in
Agronomy, Faculty of Agronomy Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2023.

The olive tree has a great diversity of cultivars in the world, whose identification has been
a problem. Genetic studies on the heritability of agronomic traits are scarce. Additionally,
there is little information regarding the storage and viability of the species' pollen. The
lack of information prevents advances in genetic improvement. Thus, the aim of this study
was to generate information on the reproductive system; heritability in a broad sense of
characters related to fruits and oil; and pollen viability after storage. In this work, the
cultivars 'Arbequina’, '‘Arbosana’, 'Frantoio’, ‘Koroneiki', ‘"Manzanilla de Sevilla' and 'Picual’
were used in southern Brazil. Ultrastructural characters of pollen and pistil were analysed,
which can be used to discriminate cultivars under local conditions in the south of the
country. The results show that the measurements of the micromorphological characters
of pollen grains and pistils are remarkably similar within each cultivar, but showing
significant differences when comparing different cultivars, which may contribute to the
establishment of studies on the classification of olive tree cultivars. A second study was
carried out in order to observe the heritability in the broad sense (H?) of fruit traits of these
same cultivars, in the same Brazilian region. From the results, it was observed that some
cultivars such as 'Koroneiki' and 'Picual' had their characters mainly controlled by the
genotype, while 'Arbequina’ was more influenced by the environment. In the third study,
the viability of pollen under long-term storage was analyzed, testing different
temperatures, as well as the use of glycerin as a means of protection against damage
caused by cold, in ‘Arbequina’ and 'Koroneiki' cultivars. The results showed suitable
storage conditions for 82 days at -80°C, reaching the minimum limit of 30% germination,
which can be used for crosses during the pollination period. However, the protocol did not
show favorable results for keeping pollen stored in the long term, achieving only 122 and
136 days of viable pollen for 'Arbequina’ and 'Koroneiki' cultivars, respectively. The results
generated in this study can contribute to the identification and improvement of olive trees
out of their original place of domestication. Despite the fact that different environmental
conditions (temperature, humidity, radiation, among others) drastically influence some
cultivars such as Arbequina, Arbosana or Manzanilla de Sevilla, affecting their
reproduction, this study allowed us to demonstrate that there are cultivars such as Picual
or Koroneiki that the genotype marks their development and, therefore, are little
influenced by the surrounding environment, making them candidates for development and
improvement in the southern region of Brazil.

Key-words: Olea europaea, Pollen, Pistils, Cultivar identification, Scanning electron
microscopy, Heritability, Pollen Storage.
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1. Introducéao Geral

Numa visdo de producéao agricola, a importancia econémica das oliveiras e o seu
protagonismo tem sido uma questdo inquestionavel nos ultimos anos, onde cada vez
mais paises se tém somado ao desenvolvimento produtivo mundial tanto de azeite
guanto da azeitona de mesa, passando a fazer parte da dieta basica da humanidade. Na
safra 2020/2021, a producdo final foi de 3.010.000 t de azeite e 2.955.500 t de azeitona
de mesa, sendo quase a metade dessa producéo proveniente da Espanha (COlI, 2023).

A é&rea dedicada as oliveiras cresce ano apés ano, principalmente devido ao
aumento da area irrigada desta cultura e a expanséao das plantacdes de alta densidade
(SENAMHI, 2020). No entanto, apesar da importancia que a cultura representa através
dos processos de transformacao e distribuicdo das suas producdes, e das implicacbes
sociais, econdmicas, ambientais e territoriais que dela derivam, o setor do azeite continua
a apresentar problemas importantes. Parte desses problemas € o pequeno tamanho dos
pomares dedicados a essa cultura, a baixa capacidade de estruturacdo do setor ou a
volatilidade dos precos (BOHM et al., 2013).

Mais de 20% das plantacdes tradicionais de oliveiras que séo cultivadas sem a
ajuda de maquinaria atravessam dificuldades, que colocam em risco um sistema de
producédo essencial pelas funcées econbmicas, sociais e ambientais que desempenha,
além de apresentarem problemas de alternancia de producdo. Porém, houve um avanco
na tecnificacdo do setor, com sistemas de producdo intensivos e superintensivos e a
busca por cultivares melhoradas e adaptadas as condi¢Bes locais de cada regido
(RODRIGUEZ-ENTRENA et al., 2016).

A elevada produtividade e os baixos custos garantem a viabilidade técnica e
econdmica deste tipo de exploracéo, que difere substancialmente das pré-existentes,
muitas delas localizadas em areas nao tradicionais dedicadas a cultura da oliveira (COl,
2023). Além da rentabilidade econdmica, ha a importancia ambiental do olival,
principalmente ao nivel da biodiversidade, sequestro de carbono, conservacéao dos solos
e geracao de paisagens agricolas de grande valor. Esta funcdo ambiental € muito exigida

pela sociedade, onde a prestacdo destes servicos e a sua remuneragdo S&o
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determinantes ndo so6 para a manutencao do olival como também para a viabilidade dos
espacos rurais em que se inserem.

E por tudo isto que estudos relacionados ao sistema reprodutivo e ao
melhoramento genético fazem parte da aposta real na qualidade, profissionalizacdo e
internacionalizacdo do setor, num pais em crescimento como o Brasil, cuja eficiéncia no
setor oleicola sdo elementos que permitiriam avancar na resposta a essas dificuldades.
Dentro desse contexto, esse estudo teve como objetivo gerar informacéo cientifica a
cerca do sistema reprodutivo, herdabilidade de caracteres de rendimento e viabilidade

do podlen na cultura da oliveira apds o0 armazenamento.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Importancia econdmica das oliveiras

O cultivo da oliveira € uma atividade de grande importancia econdémica, alimentar,
energética e politica, razdo pela qual se tornou uma cultura comercial fundamental no
Mediterraneo (RUIZ, 2016; RUIZ et al., 2018; GULLON et al., 2020; CASTILLA-GARCIA
etal., 2021; CHACON-ORTIZ et al., 2022a; COlI, 2023). Geralmente, a oliveira é cultivada
sozinha, mas as vezes estd associada a cereais, vinhedos, girassois ou outras culturas
gue possibilitam compensar as variagcdes nos custos ou a producéo alternada. Ou seja,
ap6s um ano de colheita abundante de azeitonas, ha um ou até dois anos em que a
colheita é pequena, e esse fenbmeno ocorre necessariamente a cada dois anos (FRAGA
et al., 2021). Todos os anos, a éarea destinada ao cultivo de oliveiras cresce
aproximadamente 150.000 hectares, e atualmente existem 56 paises produtores de
azeites. No mundo existem aproximadamente 1,5 bilhées de oliveiras plantadas em 11
milhdes de hectares, produzindo atualmente 3.010.000t para azeite e 2.955.500t para
azeitonas de mesa (COI, 2023) (Figura 1).

Da area produtiva ativa, 80% (6.710.145ha) esta localizada na Europa,
concentrando-se na bacia do Mediterraneo, com uma producéo anual de 2.051.000t. A
area restante esta na Africa (3.126.720ha), produzindo 327.435t, na Asia (1.137.950ha),
gerando 247.365t; na América (303.300ha) com uma producédo de 60.855t; e na Oceania
(33.000ha) produzindo apenas 20.500t. No entanto, de acordo com os calculos do
Conselho Oleicola Internacional (COIl), o déficit entre producdo e consumo pode exceder
300.000t (FORTUNY, 2002; COI, 2020; MANZANARES et al., 2020; GULLON et al.,
2020; COl, 2023). De fato, a ultima safra 2020-2021, representou uma queda de 7,8%
em relacdo a safra 2019-2020 (COl, 2023).

Para a safra 2020-2021, o principal produtor mundial de azeite foi a Espanha
(FAOSTAT, 2019; COl, 2023), cuja produtividade média de frutos coletados (2,46t ha')
gerou um rendimento de 1.389.000t de azeite (46,14% da producéo mundial), superando

mais de quatro vezes seus concorrentes mais proximos. Seguido da Grécia que
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apresentou produtividade de 2,14t ha! (275.000t de azeite), Italia 2,97t ha! (274.000t de
azeite) e Portugal 0,67t ha (100.000t de azeite) (Figura 2).

Production (t)
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(10 000 - 20 000]
(20 000 - 40 000]
(40 000 - 150 000]
(150 000 - 250 000]
(250 000 - 400 000]
>400 000
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Figura 1. Producéo mundial de azeite na safra 2019-2020. Fonte: (Balancos e estimativas do COl,
2023).

Considerando o continente Americano, no Peru, a oliveira tem sido utilizada para
a producdo de azeitonas de mesa, com uma area de plantio de 23.168 hectares
(SENAMHI, 2020). Na safra de 2019-2020 a producéo foi de 45.000t (com produtividade
média de 1,94t hal) e uma exportacdo de frutas que atinge 22.779t (SENAMHI, 2019;
COl, 2020) para paises como o Brasil, Estados Unidos, Venezuela, Chile, Italia e Israel
(GUTIERREZ, 2007; GARCIA, 2012; COI, 2023). O Chile tem experimentado um notavel
desenvolvimento, com a incorporacdo de areas de plantio e producdo técnica
(DONNOSO, 2006), produzindo no ano 2019, aproximadamente 20.000t de azeite e
13.000t de azeitonas de mesa (INFAOLIVA, 2019; COI, 2020), apresentando uma

produtividade média de azeitonas de 4,65t ha™'.
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Na Argentina a area cultivada é de aproximadamente 78.050ha, dos quais 70%
correspondem a cultivares para extracdo de azeite (GONZALEZ e CEBRINO, 2016),
produzindo na safra 2019-2020, aproximadamente 82.500t de azeite, apresentando uma
produtividade média de azeitonas de 6,04t hal. A producéo de azeitonas de mesa foi de
100.000t, com uma produtividade média de 4,27t ha* (COI, 2020). No Uruguai, o cultivo
de oliveiras ocupa uma area de 9.100 hectares, sendo que na safra de 2019-2020, foram
produzidos aproximadamente 2.000t de azeite, uma quantia que € igual a somatéria das
safras dos anos 2015-2018. A produtividade média no pais é de 1,05t ha! (ACKERMANN
e GORGA, 2019; COl, 2023). A qualidade diferenciada das azeitonas da Argentina e do
Uruguai, fez com que esses paises passassem a ser membros do Conselho Oleicola
Internacional (COI), sendo os Unicos representantes da América do Sul, cumprindo as
exigéncias organolépticas/sensoriais e quimicas estabelecidas pela instituicdo
governadora da producdao internacional de azeite no mundo (COI, 2023).

No Brasil, aproximadamente 400 produtores vém cultivando 6 mil hectares com
1,664 milhdo de plantas de oliveiras, dos quais, 3.464 hectares estdo localizados no Rio
Grande do Sul (RS), pertencentes a 145 produtores distribuidos em 56 municipios
(SEAPDR, 2020). Apesar do grande consumo no pais nos ultimos cinco anos, com uma
taxa de variacao crescente de 12,4% (COlI, 2020), e dos esfor¢os e investimentos feitos,
a area plantada no Brasil ndo apresenta plantios comerciais de grande impacto
econdmico para suprir a demanda interna. O pais possui apenas capacidade de
producdo de 6.500 toneladas de azeite, devido as areas reduzidas com condi¢gbes
climéticas adequadas para o desenvolvimento (WREGE et al., 2015).

Para a safra 2019-2020, a producdo de azeitonas no Brasil foi de 2,4t totais,
majoritariamente destinadas a producdo de azeite, gerando aproximadamente 180
toneladas do produto, o que corresponde a apenas 0,2% do azeite consumido no pais.
A produtividade média de azeitonas no pais é de 0,35t ha’, e no RS é de 0,41t ha! (COl,
2020).
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Figura 2. Maiores produtores de azeite no mundo e na Unido Europeia, baseados na informag&o

contida na Web do COI, 2023. As medidas de producao sdo expressas em toneladas.

Segundo a Conselho Oleico Internacional (2023), considerando a safra 2020-
2021, o Brasil encontra-se em segundo lugar entre os paises importadores de azeite
(106.306t), representando 9,6% do consumo mundial, despois dos EUA (379.536t). Da
mesma forma, o Brasil € o segundo maior importador de azeitona de mesa do mundo
(110.000t), apés os EUA (140.000t) (OLIVEIRA e BASTOS, 2011; COI, 2023). A
importacdo de azeite e azeitonas implica um custo de aproximadamente 200 milh&es de
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reais por ano, e esses produtos sdo na maioria provenientes da Argentina, Peru, Chile,
Espanha e Portugal (MORA et al., 2007; CHACON-ORTIZ et al., 2022a). O volume de
importacdes de azeite e azeitona no pais tem crescido nos ultimos anos, aumentando
476% em azeite e 317% no volume de importacbes de azeitonas de mesa (SILVA e
REBOITA, 2014), devido aos beneficios de consumo para a salde e precos mais

acessiveis.

2.2. Origem e domesticacao da oliveira

A comercializacdo da oliveira remonta ao século Xll a.C, coincidindo com a
expansao das civilizacdes mediterraneas, que durante séculos tém influenciado o destino
da humanidade (MARTIN-PUERTAS et al., 2009; OTEROS, 2014; COIl, 2020). No
entanto, a origem e a propagacdo da espécie ndo sao totalmente claras (LOUKAS e
KRIMBAS, 1983; ALBA et al., 2011; BESNARD et al., 2013; GUERRERO et al., 2016;
LANGGUT et al., 2019).

Dados arqueoldgicos indicam que, a oliveira selvagem é originaria da Asia Menor,
onde é extremamente abundante e cresce em florestas densas (COI, 2020) e parece ter
se espalhado da Siria para a Grécia via Anatélia (DE CANDOLLE, 1983). Outra hipétese
aponta para a origem no Mar Morto, 6000 anos antes (ZOHARY e SPIEGEL-RQY, 1975;
CAVAGNARO et al., 2001; FENDRI, 2011; LANGGUT et al., 2019), a partir da selecéo
de Olea europaea var. sylvestris Brot., da regido do Ird, Mesopotamia, Palestina e zona
costeira da Siria no Oriente Médio (DRAGO, 2015).

Considerando que a area que se estende do sul do Caucaso ao platd iraniano e
as costas mediterraneas da Siria e da Palestina é o local de origem da oliveira, seu cultivo
se desenvolveu nessas duas Ultimas regides. A partir dai, espalhou-se para as ilhas do
Egeu, paises mediterraneos como Grécia, Italia, Franca e Espanha, ou para a ilha de
Chipre e em direcdo a Anatdlia ou da ilha de Creta em dire¢éo ao sul do Egito, Tunisia e
Marrocos (ZOHARY e SPIEGEL-ROY, 1975; OZKAYA et al., 2004; RALLO, 2005;
NEWTON et al., 2006; FENDRI, 2011; GARCIA, 2012; DRAGO, 2015; ADAKALIC e
LAZOVIC, 2018; LANGGUT et al., 2019; COI, 2020).
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A distribuicao mediterranea é restrita, pois esta adaptada a climas quentes e secos
no verdo e pouco frios e chuvosos no inverno (FENDRI, 2011; WREGE et al., 2015).
Além disso, depende de diferentes fatores, como a acdo do homem na determinacédo da
superficie de cultivo, efeitos de competicdo entre espécies de plantas, caracteristicas
edaficas, e apresenta escassa variabilidade genética da espécie Olea europaea var.
europaea (OTEROS et al., 2013 a, b).

O cultivo da oliveira foi introduzido na Espanha durante o dominio maritimo dos
fenicios (1.100a.C) (GOMES, 1979; BARRANCO e RALLO, 1984), mas ndo se
desenvolveu de maneira notavel até a chegada de Cipido e do dominio romano (45a.C)
(GOMES, 1979; COI, 2020). A importancia da oliveira aumentou durante o Império
Romano, continuando a expansao para paises vizinhos do Mediterraneo, usando-a como
uma arma pacifica em suas conquistas (GOMES, 1979). Foi introduzida em Marselha
por volta de 600a.C e se espalhou de |la para toda a Gélia. Apareceu na Sardenha, levada
pelos genoveses apo6s a queda do Império Romano (COI, 2020).

A oliveira ocupou um grande trecho do vale de bética (hoje Andaluzia), e se
espalhou para a area costeira central e mediterranea da Peninsula Ibérica, incluindo
Portugal, aumentado a exportacdo de azeite por mar (GOMES, 1979; BARRANCO e
RALLO, 1984; COI, 2020). Os arabes levaram suas cultivares ao sul da Espanha, e
influenciaram tanto a disseminacao do cultivo que o nome do fruto da oliveira (azeitona)
e 0 6leo (azeite), tém raizes do arabe az-zayt ou zaitum, traduzida do hebraico Zait que
significa 6leo (MARCH e RIOS, 1989; RAE, 2023).

As oliveiras foram transportadas de Sevilha para as indias Ocidentais e depois
para o continente Americano no ano de 1492, seguindo para as Antillas em 1520,
introduzida por missionarios espanhdis no Caribe e na regido central do México, entre
1531-1560 (GOMES, 1979; SOLERI et al., 2010; WREGE et al., 2015). Posteriormente
foram espalhadas para California na América do Norte e na América do Sul (Peru, Chile,
Argentina, Uruguai e Brasil), onde a producéo foi melhor (WREGE et al., 2015). O setor
oleicola nos tempos mais modernos continua a se espalhar para fora do Mediterraneo,
e hoje a oliveira € cultivada em lugares tdo distantes de suas origens quanto o sul da
Africa, Austrdlia, China e Jap&o, até lugares como o Havai (CIVANTOS, 2004;
CHIAPPETTA e MUZZALUPO, 2012; SANTOS, 2016; CHIAPPETTA et al., 2017).
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Na América do Sul, na Coldmbia, fora da faixa latitudinal natural da cultura, foram
feitas tentativas de plantar oliveiras na regido de Villa de Leiva e Boyaca, o que gerou
resultados ruins (TAGUAS, 2009; GARCIA, 2012). No Chile, Peru e Argentina, a
introducédo das oliveiras foi feita entre os anos de 1550-1560, trinta anos depois da
conquista do Império dos Incas. Devido ao desenvolvimento da safra, o rei Carlos Ill
ordenou ao vice-rei do Peru, Pedro Fernandez de Castro, que cortasse as planta¢des do
Alto Peru ao Rio da Prata, temendo que a prosperidade do vegetal e sua comercializacéo
nessa area afetassem o monopdélio da Espanha no mundo (HIDALGO, 1993).

Na Argentina, as plantagdes de oliveiras comerciais datam da década de 1940,
mas a atividade comecou a se fortalecer no final da década de 1990, impulsionada
principalmente pela promocdo industrial e o aumento dos precos internacionais
(GONZALEZ e CEBRINO, 2016). No Uruguai, o inicio do cultivo remonta a 1726, com
plantas introduzidas da Argentina, mas o cultivo declinou até 2002, onde ressurgiu devido
a disseminacdo de propriedades benéficas do 6leo de azeitona (LOPEZ e SILVEIRA,
2011; SILVEIRA et al., 2012). E é por isso que, em coordenacdo com 0S centros
internacionais, o Instituto Nacional de Pesquisa Agricola (INIA), comecou a avaliar
cultivares e a qualidade do dleo, e criou a Asociacion Olivicola Uruguaya (ASOLUR)
(GONZALEZ e CEBRINO, 2016).

No Brasil a cultura foi introduzida nos séculos XV e XVI (GOBBATO, 1945;
OLIVEIRA e BASTOS, 2011), na época colonial, pelos Padres ou fazendeiros a titulo de
curiosidade. O plantio foi feito nos estados de Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Minas gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro. No entanto, a maioria dos
olivais foram cortados por ordem real, pois Portugal ndo queria que seus produtos
sofressem concorréncia no Brasil (GOMES, 1979).

Durante muito tempo as universidades, institutos de pesquisa e estacdes
experimentais ndo conduziram estudos com oliveiras (GOMES, 1979). Em 1947, o
Governo do Estado do Rio Grande do Sul publicou a Lei n°® 59, que criava a Comissao
de Estudo e Fomento do Cultivo da Oliveira e Industrializagéo, e oferecia incentivos
fiscais e distribuicdo de prémios. Depois, no ano seguinte, foi criado o Servi¢o Oleicola,
na Secretaria da Agricultura (SEAPDR, 2020).
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No Brasil, no inicio houve uma série de fracassos devido a escolha de locais de
implantacdo inadequados as exigéncias da cultura; cultivares ndo adaptados as
condicdes locais; adocdo de pacotes tecnologicos inadequados as condi¢des locais e
guestdes mercadoldgicas e politicas (SEAPDR, 2020). No estado do Rio Grande do Sul,
desde o ano de 2005 o interesse pelos plantios das oliveiras tem-se intensificado,
estabelecendo parcerias entre diferentes instituicdes de pesquisa e os produtores, para
o aprimoramento de cultivares destinadas as producdes de frutos para mesa e extracao
do azeite (PESTANA-BAUER et al., 2011).

2.3. Caracterizacdo da espécie

A oliveira (Olea europaea L.) tem sido descrita como uma espécie diploide 2n =
2X = 46 (MINELLI et al., 2000; FENDRI, 2011; CRUZ et al., 2016), perene, (VAL, 2011;
GARCIA, 2012; SANTOS, 2016). Pertencente a familia Oleaceae (RIBEIRO et al., 2010;
FENDRI, 2011; WREGE et al., 2015), na ordem Lamiales, classe Magnoliopsida e divisdo
Magnoliophyta (DRAGO, 2015).

A familia Oleaceae tem 29 géneros, sendo a maioria arvores e arbustos, e alguns
de habito trepador (RIBEIRO et al.,, 2010). Certos géneros s&o interessantes
economicamente, tais como Fraxinus, Jasminum, Ligustrum e Olea (RAPOPORT, 2004).
Este ultimo esta representado por 40 espécies e subespécies (DRAGO, 2015), que
envolve todas as oliveiras domesticadas e selvagens (acebuches) (MATIAS et al., 2010;
PESTANA-BAUER et al., 2011).

A classificacao filogenética de Olea europaea néo foi esclarecida (ALBERTINI et
al.,, 2011). Atualmente seis subespécies de Olea europea sao reconhecidas como
botanicamente validas, Olea europaea subsp. cerasiformis Kunkel & Sunding; Olea
europaea subsp. cuspidata Wall. & Don Cif.; Olea europaea subsp. europaea; Olea
europaea subsp. guanchica Vargas, Hess, Muiioz Garm. & Kadereit; Olea europaea
subsp. laperrinei Batt. & Trab Cif.; e Olea europaea subsp. maroccana Greuter & Burdet.

Existem diferencas de opinido sobre como sub classifica-la, ja que, alguns
pesquisadores consideram que, as oliveiras domesticadas pertencem a subsp. sativa,

enquanto que as silvestres pode ser da subsp. sylvestris (RAPOPORT, 2004) ou da
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subsp. oleaster (OLIVEIRA e BASTOS, 2011). A Olea europaea sylvestris € um arbusto
espinhoso com frutos geralmente pequenos (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).
Pesquisadores botanicos atribuem a origem da espécie ao aumento da fertilidade da
subsp. cuspidata (RILEY, 2002; ALBERTINI et al., 2011), enquanto 0s geneticistas,
identificaram a origem em Olea europaea subsp. oleaster (BESNARD et al., 2001;
ALBERTINI et al., 2011).

Independentemente de sua origem, desde o inicio, as sementes foram
selecionadas dos individuos comercialmente mais interessantes e melhor adaptadas ao
ambiente (MATIAS et al., 2010). Embora os frutos da oliveira tenham sementes viaveis,
a reproducdo sexual ndo é desejada em plantacdes comerciais devido a sua
variabilidade e longo periodo juvenil. A propagacéo tem sido feita por estacas, utilizando-
se desde a enxertia sobre espécies silvestres até o enraizamento de material lenhoso e
herbaceo (COUTINHO, 2007; RIBEIRO, 2010; MATIAS et al., 2010). Isto é uma opg&o
para a formacdo de mudas que mantém as caracteristicas genéticas e, portanto,
uniformidade fenolégica, tamanho pequeno e precocidade na producdo (BARRANCO et
al., 2008; RIBEIRO, 2010).

A Olea europaea sativa L. € caracterizada como uma &rvore polimorfica, com fase
juvenil e adulta (OLIVEIRA e BASTOS, 2011; OLIVEIRA et al., 2015; DRAGO, 2015).
Estas fases podem distinguir-se pela incapacidade reprodutora no estado juvenil, alto
potencial de enraizamento, folhas curtas e grossas, ramos com o0 comprimento dos
entrends pequeno (OLIVEIRA e BASTOS, 2011). Na fase adulta o tamanho pode atingir
alturas de 15 m ou mais (MATIAS et al., 2010). O tronco é espesso e a casca € cinza ou
verde-acinzentada com coroa ramificada densa, arredondada a lobulada (OLIVEIRA et
al., 2003; MATIAS et al., 2010; OLIVEIRA e BASTOS, 2011; OLIVEIRA et al., 2015),
caracteres dependentes da variedade e das condi¢des de cultivo (DRAGO, 2015).

O sistema radicular varia de acordo com a origem da planta. Se a planta é
originada de sementes, apresenta uma raiz principal pivotante, de grande tamanho.
Enquanto que se as arvores sdo obtidas por estacas, a raiz serd adventicia ou
fasciculada (RAPOPORT, 1998; MATIAS et al., 2010; OLIVEIRA e BASTOS, 2011;
OLIVEIRA et al., 2015).
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As folhas geralmente sao dispostas de maneira oposta, formando um angulo de
90° com o par de folhas dos nos superiores e inferiores imediatos (MATIAS et al., 2010),
apresentando um peciolo curto (MATIAS et al., 2010; OLIVEIRA e BASTOS, 2011). As
folhas tém de 30 a 90 mm de comprimento e de 10 a 20 mm de largura. Sao de forma
simples, lanceoladas ou elipticas, com bordas inteiras e cobertas de pelos opacos ou
tricomas, para resistir as condi¢cdes de extrema seca. A regido dorsal é de cor verde
escuro, enquanto a parte ventral verde acinzentada (RAPOPORT, 1998; OLIVEIRA et
al., 2003; MATIAS et al., 2010).

Olea europaea sativa L. € uma espécie androménica, com flores perfeitas e
estaminadas (MARTIN et al., 2005; MATIAS et al., 2010), o que aparentemente € um
carater dependente do tipo de variedade (MATIAS et al., 2010). As flores estdo dispostas
em inflorescéncias com forma de paniculas, apresentando ramificacbes desde o eixo
central que emergem das axilas das folhas dos galhos das frutas do ano anterior
(RAPOPORT, 1998; OLIVEIRA et al., 2003; MATIAS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015).
A floracdo geralmente comeca na primavera, embora 0s processos tenham inicio desde
o verdo do ano anterior, quando sdo produzidas mudancas nos compostos que
determinam o destino vegetativo ou reprodutivo (GANINO et al., 2011; ROJO, 2014).
ApGs a polinizagado, das 15 ou 30 flores iniciais por inflorescéncia, apenas um ou alguns
poucos frutos sdo formados (GANINO et al., 2011).

O fruto é tipo drupa com sé uma semente. O tamanho pode variar de 10 a 40 mm
de comprimento e 6 a 20 mm de largura (OLIVEIRA e BASTOS, 2011). A forma
(elipsoidal, ovoide ou redondo) depende da variedade (GANINO et al., 2011). Isto permite
gue sejam classificadas para azeitonas de mesa ou de extracdo de azeite (GOMEZ e
RAPOPORT, 2008). O fruto possui trés tecidos, o caroco que corresponde ao endocarpo,
a polpa é o mesocarpo e a pele o exocarpo. O caroco pode ter diferentes tamanhos,
formas, simetrias e texturas da superficie, sendo caracteres de critério morfolégico para
classificacdao (OLIVEIRA e BASTOS, 2011). O fruto apresenta etapas de
amadurecimento caracterizada pela mudancga da cor verde intenso, verde amarelado,
com veias da cor violeta até atingir o preto, permitindo qualificar distintos niveis fendlicos
no azeite (PINHEIRO et al., 2002; GOMEZ e RAPOPORT, 2008; PESTANA-BAUER et
al., 2011; NAVARRO-AINZA e LOPEZ-CARVAJAL, 2013).
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A ocorréncia de oliveiras muito antigas foi relatada em toda a area do
Mediterraneo. Esse fato € de grande importancia na tradicédo e na conservacéao do cultivo,
ja gue essas arvores tém importancia genética, agrondémica, naturalista, paisagistica e
histérica que tem passado de geracdo em geracao (ADAKALIC e LAZOVIC, 2018).

Conhecer o nivel e a estrutura da diversidade genética € chave para o
gerenciamento de recursos genéticos em programas de melhoramento bem-sucedidos,
produzindo resultados sobre a domesticacdo e a subsequente expansdo da cultura
(BALDONI et al., 2006).

Diversos pesquisadores tém usado marcadores bioquimicos e moleculares como
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD - Random Amplified Polymorphic
DNA) para avaliar as relac6es filogenéticas no complexo Olea europaea (FABBRI et al.,
1995; BELAJ et al., 2001; BESNARD et al., 2001; ALBERTINI et al., 2011). Além disso,
tem sido utilizado isoenzimas, Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado
(AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphisms) ou Sequéncias Simples Repetitivas
(SSRs - Simple sequence repeats), para avaliar genotipos de oliveiras, mostrando
abundante variabilidade e a existéncia de clados (TRUJILLO et al., 1995; ALBA et al.,
2009; BALDONI et al., 2009; SAKAR et al., 2016). Essas andlises também possibilitaram
revisar a classificacdo de cultivares que no passado tinham sido erroneamente
identificadas baseadas apenas em caracteres morfoldégicos (RALLO et al., 2000; OBAID
et al., 2014).

E importante enfatizar que, atualmente sdo utilizadas andlises moleculares e
morfoldégicas como ferramentas complementares para caracterizacdo e distingcdo de
novas variedades de oliveiras. As ferramentas séo utilizadas em conjunto, pois
separadamente, os dados moleculares séo inuteis para a identificacdo no campo e 0s
dados morfoldgicos podem variar devido as pressdes ambientais (RALLO et al., 2000;
D'IMPERIO, et al., 2011; SANTOS, 2016).

2.4. Caraterizacéo do sistema reprodutivo

A propagacéo assexuada da oliveira tem sido a pratica mais comum desde a sua
domesticacdo (BOHM et al., 2013). Isso resultou em alta heteroplasmia (GARCIA, 2003).
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No entanto, a producao de azeitonas depende da reproducao sexual bem sucedida (WU-
BIAO et al., 2002).

A oliveira é uma espécie alégama que floresce uma vez por ano (SUAREZ et al.,
2009). Embora a polinizacado original da oliveira seja entomofilica, atualmente é
considerada anemofilica ou, em alguns casos, mista (anemofilica-entomofilica)
(MORETTINI e PULSELLI, 1953). Esta condicéo foi propiciada pela gestao agronémica
e por altas flutuacdes anuais na presenca ou auséncia de quantidades de flores com alta
carga de pélen (OTEROS et al., 2013b).

Estudos foram realizados sobre a influéncia dos fatores ambientais e fisiolégicos
no florescimento (LAVEE et al.,, 1996; RAMOS et al.,, 1996, RAMOS, 2000; DOS
SANTOS et al., 2015; SUAREZ et al., 2009; CHACON-ORTIZ et al, 2022a). Além disso,
sdo conhecidas a fenologia e o ciclo de floracdo de algumas cultivares (BARRANCO e
RALLO, 1984, RALLO et al., 2005), porém pouco se sabe sobre a reproducédo (SUAREZ
et al., 2009; CHACON-ORTIZ et al., 2022b), apesar do cultivo da oliveira ter grande
difusdo e aceitacdo no mundo.

O desenvolvimento da inflorescéncia comeca pela influéncia das temperaturas do
inverno anterior que, devem ser geralmente abaixo de 15,5°C (GARCIA, 2012;
HABERMAN et al., 2017). Por vezes dependendo da variedade, requerem diferentes
condi¢cBes de frio e podem precisar de ao menos 600 horas até 1600 horas a 13°C,
enquanto que, outras cultivares florescem quando atingem apenas de 400 horas a 9°C
(HARTMANN e PORLINGIS, 1957). A temperatura apropriada para induzir a floragédo é
12,5°C. O crescimento de brotos comeca quando ha temperaturas superiores a 21°C por
varios dias (GUZMAN e AVILA, 2013).

As mudancas de temperatura sao importantes para dar uma pausa no crescimento
vegetativo e estimular a formacdo de compostos bioquimicos (como Fésforo e
Nitrogénio) e hormonais, que favorecem a formacdo dos brotos florais no inicio da
primavera ao meio do verdo (ALMEIDA e ANTUNES, 2012; WREGE et al., 2015;
SANTOS, 2016). Com o0 aumento da temperatura na primavera entre 15 a 20°C e uma
umidade relativa de 60 a 80 % ocorrem a superacao da dorméncia e subsequentemente
o desenvolvimento do processo de floracdo (WREGE et al., 2015).
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Como mencionado anteriormente, a oliveira é uma espécie andromondmica, com
flores hermafroditas ou perfeitas (com ovario e anteras) e em menor frequéncia,
estaminiferas ou imperfeitas (apenas com anteras) (FABBRI et al., 2004; SEIFI, 2008;
SUAREZ et al.,, 2009, OTEROS, 2014). A espécie gera um numero abundante de
inflorescéncias paniculadas axilares (OTEROS et al., 2013b). Apresentam um eixo
central com ramificacdes que, por sua vez podem ser ramificadas ou ndo, dependendo
da variedade (LAVEE et al., 1996; SUAREZ et al., 2009).

A oferta floral pode durar entre aproximadamente 10 e 15 dias, dependendo da
variedade e condicbes ambientais da é&rea de cultivo (OTEROS, 2014). As
inflorescéncias apresentam assincronia no desenvolvimento, sendo as flores do apice da
inflorescéncia as ultimas a desenvolver antese (SUAREZ et al., 2009). As inflorescéncias
podem ter entre 10 e 35 flores (LAVEE et al., 1996), que podem ser isoladas ou formar
grupos de trés a cinco flores, dependendo do tamanho da inflorescéncia e da variedade
(LAVEE et al., 1996; SUAREZ et al., 2009; GARCIA, 2012).

As flores, segundo Suarez et al. (2009), apresentam férmula floral: K(4)[C(4)A2]G.
Isto indica que, apresentam estruturas actinomorficas (com simetria radial regular), de
tamanho pequeno, com prefloracdo valvar, e sem odor (OZKAYA et al., 2004; SEIFI,
2008; SUAREZ et al., 2009; GARCIA, 2012; OLIVEIRA et al., 2015; APARICIO, 2016).
Além disso, uma flor pode durar de 3 a 5 dias, fixadas a inflorescéncia por um pedicelo
curto de aproximadamente 1,5 mm (SUAREZ et al., 2009, OTEROS, 2014).

As flores medem aproximadamente 4 a 5 mm, constituidas por uma corola com
quatro sépalas verdes, fundidas ou soldadas formando um caélice e quatro pétalas
brancas, fusionadas na base, onde também estdo inseridos dois estames (OZKAYA et
al., 2004; SEIFI, 2008; SUAREZ et al., 2009). As anteras de cor amarela sao unidas por
filamentos com um arranjo oposto intercalado entre duas pétalas e apresentam duas
tecas biloculares com deiscéncia longitudinal por uma fenda central entre as tecas,
conhecida como estdmio (SUAREZ et al., 2009; GARCIA, 2012).

Uma flor pode conter uma média de 95.000 graos de poélen (SILVA e REBOITA,
2014), dependendo da variedade e fatores ambientais (CHACON-ORTIZ et al., 2022b).
O grao de podlen pode ser esférico com simetria radial ou elipsoidal e medir entre 13 e
31um de diametro (FENDRI, 2011; KOUBOURIS et al., 2012; CHACON-ORTIZ et al.,
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2022Db), e apresenta trés sulcos com poros (tricolpado) (TRIGO et al., 2008). Diversos
estudos ultraestruturais do polen foram realizados (FERNANDEZ e GOMEZ-
VALLEDOR, 1985; DOMINGUEZ et al., 1993; FERNANDEZ e RODRIGUEZ-GARCIA,
1994, RODRIGUEZ-GARCIA e FERNANDEZ, 1990; CHACON-ORTIZ et al., 2022b).
Além disso, foram realizadas pesquisas sobre as aberturas na parede e formacao do
tubo de polen (MAJEWSKA-SAWKA et al., 2002).

No centro da flor encontra-se o pistilo com um ovario supero (sobre o receptaculo
e sobre o ponto de insercdo das outras partes florais) composto por dois carpelos
fundidos, que dao origem a um ovario bilocular com dois 6vulos por léculo (quatro
6vulos). Possui estilo curto e estigma papiloso-bilobado (GARCIA, 2012; OLIVEIRA et
al., 2015), assimétricos entre si, cujo tamanho e forma dependem da variedade
(CHACON-ORTIZ et al., 2022b).

A fase reprodutiva provou ser uma das etapas mais sensiveis a mudancas de
temperatura, que afetam a duracéo de floracao, a germinacdo do pdlen e, em particular
na taxa de crescimento do tubo polinico e fertilizacdo (VULETIN et al., 2014). Um periodo
de baixa temperatura antes do desenvolvimento de gemas vegetativas é essencial para
superar a dorméncia. Uma vez que a temperatura limite € atingida e o calor se acumula,
ocorre a induc&o e o inicio da floracio (GALAN et al., 2001). Embora a temperatura tenha
uma influéncia significativa no crescimento do tubo de polinico em contato com o estilo,
e na percentagem da fertilizacdo, a reacdo depende do gendétipo (KOUBOURIS et al.,
2009; VULETIN et al., 2013). Uma combinacao de altas temperaturas e umidade relativa
elevada ou baixa, quando o pdélen esta exposto nas anteras da flor, reduz o crescimento
do tubo polinico e, assim, a sua capacidade de interagir com o estilete do seu homdélogo
feminino (KOUBOURIS et al., 2009).

Poucos sao os estudos encontrados para entender o mecanismo molecular na
reproducdo das oliveiras, porém, pesquisas tém sido realizadas sobre marcadores
bioguimicos e moleculares do desenvolvimento da floracdo, tais como a funcdo de
algumas proteinas (BARRAL et al., 2005, MORALES et al.,, 2008). Além disso, o
transcriptoma da oliveira foi obtido a partir de raizes e meristemas adultos e juvenis
(MUNOZ-MERIDA et al., 2013), determinando que o gene CAF1 codifica uma proteina

de 1909 aminoé&cidos, semelhante a uma helicase, que suprime a divisdo celular dos
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meristemas florais (JACOBSEN et al., 1991). O gene desconhecido nomeado 22169,
com dominios MADS esta envolvido no desenvolvimento floral das plantas (CARRERAS,
2014). O gene Constans Like (CO-LIKE) induz a floracdo dependente do fotoperiodo
(KOORNNEEF et al., 1991). O gene supressor de Constans (SOC 1) codifica dois fatores
de transcricdo da familia MADS, cuja atividade acaba desencadeando transicdo e
desenvolvimento floral, regulando o tempo de floracdo, os padrdes florais e a
determinacao de meristemas (LIU et al., 2007). O gene AP1 é necessario para formar os
orgaos florais (IRISH e SUSSEX, 1990). Por outro lado, as giberelinas ativam
independentemente o Locus Flowering T (FT), a expressdo de genes como LEAFY
(LFY), um gene de identidade de meristema floral e SOC1 (BLAZQUEZ e WEIGEL, 2000;
HISAMATSU e KING, 2008).

2.5. Fenologia daoliveira

A obtencdo de dados fenoldgicos é geralmente baseada na atribuicdo de uma
chave para cada estadio de desenvolvimento da planta. O cédigo fenologico padronizado
mais comumente usados é o do BBCH (abreviagdo em alemdo para as partes
originalmente  participantes:  "Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamtund
Chemische Industrie") (ZADOKS et al., 1974). Cada estadio dessa escala fenoldgica
representa um estado sequencial na evolucdo dos botbes que dédo origem aos brotos
vegetais ou flores até a formacao dos frutos (ROJO, 2014; OTEROS, 2014).

A fenologia € muito Util para conhecer a adaptacdo de uma planta a condicdes
diferentes das originais (OTEROS, 2014). No caso da oliveira, a fenologia floral estende-
se desde o inicio da brotacéo, no final do inverno, até a frutificacdo, no inicio do verao,
analisando todas as fases do desenvolvimento da flor.

A sazonalidade climatica anual tem exigido que a oliveira adapte seu crescimento
vegetativo e reprodutivo com os padrdes anuais em seus ciclos de vida (OTEROS, 2014;
ROJO, 2014). O crescimento vegetativo da arvore esta intimamente relacionado a
temperatura e disponibilidade de agua, além das diferentes técnicas de cultivo que sdo
aplicadas (LAVEE, 1996). O crescimento dos botdes apicais e axilares dos ramos mais

novos ocorre apos a dorméncia de inverno. Com a chegada da primavera e
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consequentemente o aumento da temperatura, € gerado o fechamento dos estématos,
gue impede as trocas gasosas e a fotossintese, interrompendo o crescimento. Durante
0 outono, antes da letargia do inverno, o grau de crescimento costuma ser favorecido por
chuvas abundantes (BARRANCO et al., 2008). Portanto, temperaturas extremas e déficit
hidrico podem causar danos e interromper o crescimento vegetativo (RAPOPORT et al.,
2012).

O ciclo reprodutivo se desenvolve bienalmente, portanto a frutificacéo € derivada
de processos ocorridos durante dois anos consecutivos. A floracdo ocorre em brotos que
se desenvolveram vegetativamente durante a primavera anterior, o que indica que 0s
botdes que permanecem dormentes durante a primavera ou que se desenvolvem
durante o outono seguinte se desenvolvem como brotos vegetativos (LAVEE, 1996;
ROJO, 2014).

Um periodo de baixa temperatura, seguido de alta, leva a brotacdo dos botbes
florais (ROJO, 2014). Na laténcia ocorre a endolaténcia, na qual os botdes ficam inativos
devido as condicdes fisiologicas da arvore, exigindo o acumulo de horas de frio para
atingir o periodo de quiescéncia. Esses botbes permanecem inativos devido as
condicdes ambientais desfavoraveis e que requerem o acumulo de calor para o
desenvolvimento dos botdes (DE LA ROSA et al., 2000).

Os botdes florais sdo formados nas axilas das folhas dos brotos em crescimento,
completando seu desenvolvimento em poucas semanas de forma diferencial,
comecando nos botdes que se localizam no primeiro né apical até aqueles que se
localizam no quarto ou quinto né. Tem sido observado que as sementes do fruto recém-
formado podem inibir a induco floral (FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1992).

No final do inverno ou inicio da primavera no periodo quiescente, os botdes
vegetativos e reprodutivos sdo claramente identificaveis (DE LA ROSA et al., 2000;
ROJO, 2014). No entanto, estudos bioquimicos realizados no outono ou verdo em paises
europeus mostraram diferencas entre os botdes reprodutivos e vegetativos (PINNEY e
POLITO, 1990).

Na época da floracdo, as pétalas se desenvolvem primeiro e depois as sépalas,
enquanto que o estame comeca trés semanas depois e o pistilo é o ultimo 6rgao a se

desenvolver (ROJO, 2014). O tempo decorrido desde a formacao da primeira até a ultima
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flor ndo costuma ultrapassar duas semanas (VAZQUEZ, 2000). Uma vez iniciado esse
processo, o0 botdo continua seu desenvolvimento sem interrupcdo até que a
inflorescéncia se abra e emerja (OTEROS, 2014).

O crescimento inicial da inflorescéncia € uniforme, atingindo 2cm de comprimento,
e a rague comeca a se alongar rapidamente. Quando a inflorescéncia atinge
aproximadamente 2/3 de seu comprimento total, o crescimento de cada flor comeca. A
cor da inflorescéncia em crescimento é verde, desaparecendo nas pétalas e mudando a
branco ou creme pouco antes da antese (VAZQUEZ, 2000). O nimero total de flores das
inflorescéncias, sua distribuicdo na raque e o comprimento da inflorescéncia sao
determinados geneticamente em cada cultivar. Porém, esses trés caracteres apresentam
variabilidade dentro de uma mesma arvore (OTEROS, 2014).

Depois que a floracéo e a fertilizacdo terminam, as pétalas ficam marrons e caem.
Nesse momento, inicia-se 0 crescimento ovariano e o processo de frutificagdo (LAVEE,
1996; OTEROS, 2014).

2.6. Manejo da cultura

Existem fatores que influenciam direta ou indiretamente o0 manejo e a subsequente
producdo das oliveiras (GUZMAN e AVILA, 2013). De acordo com o tipo de clima da
regido, onde é estabelecida a espécie, o0 manejo deve ser diferente, ja que, embora é
geralmente associada a zonas climaticas mediterraneas com baixas chuvas, invernos
amenos e verdes quentes; as temperaturas proximas ou abaixo do congelamento e a
umidade excessiva e permanente sdo especialmente perigosas no desenvolvimento da
cultura (COI, 2007; TAPIA et al., 2009; FENDRI, 2011; WREGE et al., 2015).

A maioria dos olivais tradicionais da Europa costuma ter menor densidade de
plantio, cerca de 100 arvores ha'. Desde meados dos anos 70, Espanha e Italia tém
proposto a substituicdo deste tipo de olivais tradicionais por um modelo de cultivo
intensivo. Isto tem permitindo o encurtamento do periodo improdutivo e assim poder
realizar mecanicamente todas as operacdes de cultivo. Portanto, tem sido recomendado
gue as plantas apresentem um unico tronco com distribuicio homogénea no terreno

(COUTINHO et al., 2009). Recomenda-se olivais preferentemente irrigados, e plantados
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em espacamento de 8,0 x 5,0m, 8,0 x 4,0m e 7,0 x 4,5m para obter uma producéo
adequada a curto e longo prazo. As linhas de plantio devem ser orientadas na direcéo
Norte-Sul, aproveitando a radiacao solar e reduzindo a sombra entre as arvores dentro
da plantacdo (BARRANCO et al., 1999; COI, 2007; COUTINHO et al., 2009). Os solos
pouco férteis podem admitir maiores densidades, se for comparado com aqueles de boa
fertilidade e similar disponibilidade de agua (COUTINHO et al., 2009).

A producéo abundante de pélen durante a floracao é levada para outras flores por
acao do vento. Portanto, a primeira fileira com plantas polinizadoras deve ir de encontro
ao vento, de modo que este arraste o polen até a variedade principal do plantio. O
transporte de poélen pelo vento € eficaz apenas até 40 m na dire¢do do vento dominante,
de modo que este deve ser o critério principal na marca¢ao das cultivares polinizadoras
(COUTINHO et al., 2009).

A oliveira cresce em solos com profundidade de 0,8 a 1,2 m, embora possa tolerar
profundidades minimas de 0,5 m. A cultura prefere solos com textura arenosa e argilosa,
gue permite permeabilidade adequada, alta retencdo e umidade e aeracdo adequada
para o crescimento radicular (GUERRERO, 1991; COI, 2007). Em solos rasos, com
textura altamente argilosa, o plantio deve ser feito em camalhdes, aumentando
artificialmente a profundidade do solo e aumentando a aeragao, evitando umidade
excessiva, devido a chuva ou irrigacdo. As dimensfes dos camalhdes sdo de 1,5a3 m
de largura e 0,3 a 0,5 m de altura (GUERRERO, 1991; COUTINHO et al., 2009).

O tempo de plantio mais adequado dependera das condi¢des climaticas da area,
embora seja geralmente recomendado no final do inverno e no inicio da primavera, antes
do inicio da estacao de alta temperatura. Se a muda € de um viveiro, a cova do plantio
nao deve ser mais profunda do que a altura do recipiente que a contém. Nao é necessario
aplicar fertilizantes, pois uma alta concentragdo deles em contato com as novas raizes
pode ser toxica (COUTINHO et al., 2009; GUZMAN e AVILA, 2013).

As plantas devem ser regadas com frequéncia e com pouca agua para garantir
gue o solo ao redor das raizes seja bem compactado, mas sem excesso, pois € muito
sensivel & asfixia das raizes (GUZMAN e AVILA, 2013). A disponibilidade de agua deve
ser suficiente para cobrir as perdas sofridas pela transpiracdo da planta que consome

aproximadamente 700 a 1.100 mm de agua por ano por hectare. A irrigacédo é importante
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em tempos de temperatura mais alta, considerando os estadios de desenvolvimento
floral e vegetativo, onde as necessidades hidricas variam (COI, 2007; TAPIA et al., 2009).

Para permitir o crescimento ereto do tronco, é necessario colocar um tutor no
momento do plantio. As cordas devem estar levemente soltas para evitar
estrangulamento do tronco quando sua espessura aumenta (GUERRERO, 1991).

O estabelecimento de um programa de fertilizacao é geralmente dificil na oliveira,
porque as necessidades nutricionais de uma planta jovem séo diferentes das de uma
planta adulta. E por isso que testes de andlise foliar devem ser aplicados para corrigir os
requerimentos nutricionais do momento (IBACACHE, 1986; COI, 2007; COUTINHO et
al., 2009). O programa de aplicacdo deve contemplar a observacdo das arvores para
identificar sintomas de deficiéncia e monitoramento anual, para manter o nivel de
nitrogénio nas folhas entre 1,5 e 2 %. A aplicacédo de 0,5 a 1,0 kg de nitrogénio ao ano
por arvore adulta no solo pode garantir um crescimento de 20 a 40 cm das brotacdes por
ano, com um 6timo conjunto de flores e frutos (COI, 2007; GUZMAN e AVILA, 2013).

Nas oliveiras, as plantas com deficiéncia de nitrogénio absorveram mais pelas
folhas do que aquelas com 6timo contetdo do nutriente. No entanto, em estudos usando
ureia enriquecida com N15, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre o estado
nutricional da arvore e a absorcéo da substancia pelas folhas em oliveiras da variedade
Manzanillo com suficiéncia ou em deficiéncia de nitrogénio (KLEIN e WEINBAUM, 1984,
COl, 2007; FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 2011; FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 2015).
Da mesma forma, sprays de ureia a 4 % podem ser aplicados via foliar quando existem
dificuldades de absorcao pela raiz, principalmente em anos secos, quando os fertilizantes
incorporados ao solo sdo pouco aproveitados e podem causar danos ao aumentar a
concentracéo de fons (IBACACHE, 1986; COI, 2007; GUZMAN e AVILA, 2013).

O caélcio € absorvido pelas pontas das novas raizes, portanto, qualquer fator que
limite o crescimento de novas raizes pode reduzir sua absorcéo. Antes de corrigir a falta
de calcio, deve-se levar em consideracdo qual é a causa do baixo nivel de célcio nas
folhas, portanto, as aplicagGes foliares de Ca(NO3)2 e CaClz 0,5 % podem ajudar a corrigir
uma possivel deficiéncia (IBACACHE, 1986; COI, 2007).

Geralmente, as oliveiras tém baixos niveis de potassio nas folhas, o que pode ser

causado por solos pobres, temperatura ou umidade do solo, carga de arvores ou
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interagbes com célcio e magnésio. As plantas de oliveira pulverizadas com
concentracbes de KCI (0,2 e 4 %) tém apresentado respostas positivas e a absorcao
pelas folhas tem sido maior em folhas jovens do que em folhas maduras (IBACACHE,
1986; SOUTHWICK et al., 1996; RESTREPO-DIAZ et al., 2009). Experimentos
demonstram que o teor de potassio nas folhas aumenta significativamente a medida se
utiliza uma solugdo nutritiva com baixo nivel de K (KCI 0,05 mM) (COI, 2007;
RESTREPO-DIAZ et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2015).

Baixos niveis foliares de fosforo podem estar associados a solos pouco drenados
ou a falta do elemento quimico no solo. Nesse caso, 0,5 kg podem ser aplicados a planta
na forma de superfosfato (IBACACHE, 1986). No entanto, alguns autores tém sugerido
gue a deficiéncia de fésforo nas oliveiras é rara, portanto, a adubacgéo ndo é uma pratica
lucrativa (COI, 2007; COUTINHO et al., 2009).

A oliveira apresenta alta exigéncia de boro. As aplicacdes foliares do boro
desempenham um papel importante no aumento da germinacéo do pélen, crescimento
do tubo do pélen e o desenvolvimento dos frutos (PERICA et al., 2001; COI, 2007;
FERNANDEZ et al., 2015).

A matéria organica € usada como um complemento com o objetivo de melhorar a
aeracdo em solos argilosos e aumentar a retencdo de agua em solos com textura
arenosa. Recomenda-se a aplicacédo de 20 toneladas por hectare (GUERRERO, 1991).

Em relacdo a poda, o objetivo é atingir um minimo de madeira estrutural com um
grande numero de galhos jovens de 20 a 30 cm, criando espacos para a entrada de luz
e ar (COUTINHO et al., 2009; GUZMAN e AVILA, 2013). As praticas de poda devem ser
equilibradas entre crescimento e frutificacdo da planta, idade da plantacao, colheita do
ano anterior, destino da colheita (azeitona de mesa ou azeite), densidade da plantacdo
e tamanho das arvores, podendo assim decidir se realizar ou ndo a pratica em um
determinado ano e determinar sua intensidade (BUENO et al., 2014). No periodo de nao
producéo de frutas, é necessario podar pouco, para formar uma estrutura que suporte
colheitas abundantes no menor tempo possivel. A poda comecga no viveiro, onde a nova
arvore permanece de 8 a 24 meses. Uma planta de eixo unico deve ser formada com
uma altura minima de 0,8 m e apos continuar no campo (COUTINHO et al., 2009;

BUENO et al., 2014). No periodo adulto, a poda é leve para manter um equilibrio entre
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boa producéo e qualidade em conjunto com o desenvolvimento vegetativo adequado.
Esse tipo de poda mantém uma relacdo entre a folha e a madeira alta; portanto, as
intervencdes de poda devem ter como objetivo melhorar a iluminacéo dentro da copa,
facilitando as operacdes de colheita (COUTINHO et al., 2009; GUZMAN e AVILA, 2013;
BUENO et al., 2014).

Nas arvores antigas, o objetivo é substituir os galhos que apresentam sinais de
decadéncia por meio de podas intensas, mas espacadas por periodos relativamente
longos para a reconstituicdo do dossel das arvores (GUERRERO, 1991). Esse tipo de
poda é realizado entre 20 e 40 anos, dependendo do manejo agrondmico (COUTINHO
et al., 2009; GUZMAN e AVILA, 2013). Além disso, uma poda continua é realizada em
olivais com folhagem abundante, mas com pouco crescimento de galhos ou em oliveiras
enfraguecidas pela deficiéncia de irrigacéo e fertilizacdo. Também € realizada durante
todo o ciclo produtivo, renovando a cada 4 a 5 anos um dos principais ramos com mais
de 15 anos (COUTINHO et al., 2009; GUZMAN e AVILA, 2013; BUENO et al., 2014).

A forma intensiva de plantio das oliveiras implica maior uniformidade varietal, pois
apenas as “melhores” se espalharam. Porém, um sistema planejado de irrigacéo,
fertilizantes e densidades do plantio mais altas, também levou a uma maior dificuldade
no controle de pragas e doencas. Um exemplo € a verticiliose (Verticillium dahliae), que
h& 30 anos em modelos tradicionais néo era considerada uma doenca de impacto, e hoje
€ a doenca mais grave nos estadios juvenis (TRAPERO et al., 2011).

Dentre as principais doencas da oliveira, destacam-se as que afetam folhas e
frutos, como o repilo ou olho de pavéao (Fusicladium oleagineum). E uma doenca que se
caracteriza por apresentar manchas circulares de tamanho variavel e cor marrom-escura
na superficie superior das folhas e frutos, com um halo amarelo, que resulta em
deformac&o quando o crescimento da area é afetado, causando sua queda (ANDRES,
1991).

A antracnose (Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum simmondsii e
Colletotrichum acutatum) € uma doenca que ataca os frutos e ocorre em areas Umidas.
Possui aparéncia de sab&o na podriddo, e causa uma grave deterioracdo na qualidade
do oOleo, dando origem aos chamados 6leos coloridas (COUTINHO et al., 2009;
TRAPERO et al., 2011).
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O emplomado ou cercosporiose (Pseudocercospora cladosporioides) € uma das
doencas menos conhecidas pelos agricultores e geralmente € confundida com repilo,
antracnose ou com uma deficiéncia de potassio. Caracteriza-se por apresentar uma
coloracdo acinzentada na parte inferior das folhas, além de pontos cloréticos marginais
gue tendem a necrose (TRAPERO e BLANCO, 2008).

A fumagina (Capnodium elaeophilum) € uma doenca caracterizada pela formacgéo
de uma camada preta superficial, semelhante a fuligem, e ocorre nas folhas, ramos e
tronco e, as vezes, nos frutos. Essa doenca dificulta varias funcdes fisioldgicas dos
tecidos afetados e deteriora o vigor (TRAPERO et al., 2011). Geralmente esta associado
a infestacdes por cochonilha (Saissetia oleae) (TRAPERO et al., 2011), que sugam a
seiva e excretam muitas substancias acucaradas que impregnam a oliveira e serve de
alimento para o fungo (COUTINHO et al., 2009).

Podriddo branca (Botryosphaeria dothidea) ocorre tanto nas azeitonas verdes
guanto nas maduras, e consiste em lesdes necroéticas arredondadas e deprimidas,
limitadas por uma borda mais escura, que causa sua queda. Os sintomas podem ser
confundidos com antracnose ou com emplomado (ROCA et al., 2007).

Verticiliose (Verticillium dahliae), uma doenca que apresenta duas sindromes
diferentes chamadas “mortes rapida" e "decadéncia lenta". O primeiro € uma morte de
galhos ou de toda a planta. As folhas permanecem unidas e destacam-se apds uma
perda de cor verde que progride do final para a base dos galhos. O decaimento lento é
caracteristico da dessecacao das inflorescéncias, que permanecem aderidas, enquanto
as folhas se destacam ainda verdes, sem alteragdo de cor (LOPEZ-ESCUDERO e
MERCADO-BLANCO, 2010).

As oliveiras localizadas em locais com alagamento sdo afetadas por Phytophthora
spp. Esse fungo infecta as raizes finas absorventes, causando necrose do tecido cortical,
espalhando-se por todo o sistema radicular e para a base do tronco, onde pode ser
detectado por um crescimento amarelo, desfolhamento, secagem apical dos galhos,
murcha e morte da arvore (SANCHEZ et al., 2008).

A bacteriose conhecida como tuberculose (Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi), também pode ser chamada de verrugas, galhas ou tumores, devido aos

sintomas caracteristicos desta doenca. As oliveiras afetadas mostram menos vigor e o

41



fruto tem um sabor amargo, ran¢oso ou salgado que reduz a qualidade do 6leo (TJAMOS
et al., 1993; TRAPERO et al., 2011).

Pelo menos 70 espécies de nematoides fitoparasitarios, pertencentes a 33
géneros, tém sido associadas a raizes de oliveira; no entanto, a natureza patogénica
dessas associacoes apresenta pouca informacgao (TJAMOS et al., 1993; CASTILLO et
al., 2010; TRAPERO et al., 2011). Os principais patdégenos sdo Meloidogyne, que forma
nodulos radicais, Pratylenchus, que apresenta lesdes corticais radicais, Helicotylenchus
gue gera necrose nas raizes e Tylenchulus que causa a morte de raizes absorventes
(TRAPERO et al., 2011).

Margaronia (Palpita unioralis) € uma traca, também conhecida como lagarta dos
brotos, que ataca as brotacdes novas, porém quando ha grande populacdo da praga
também atacam racimos florais, flores e azeitonas verdes. Pode ser reconhecida devido
a aparéncia queimada dos ramos e as folhas raspadas ou comidas e grudadas por
pequenos fios de seda (COUTINHO et al., 2009).

A mosca da oliveira (Bactroceraoleae) é uma espécie de diptera cujas larvas se
alimentam da polpa do fruto da azeitona. Sua distribuicdo coincide com a da oliveira,
sendo considerada a praga mais probleméatica do cultivo (DEL RIO, 2003). Também
podem causar problemas as formigas dos géneros Atta, Acromyrmes, e Mycocepurus,
gue atacam as folhas, causando desfolhamento parcial ou total, causando a morte de
plantas jovens (COUTINHO et al., 2009).

O uso de cultivares resistentes é o método mais eficaz para o controle de doencas.
A resisténcia do hospedeiro é uma caracteristica controlada geneticamente, que
restringe a infeccéo e / ou colonizacao do patdogeno (TRAPERO et al., 2011). Atualmente,
€ gerenciado um tipo de olival organico que resulta na ndo utilizacdo de produtos
fitossanitarios sintéticos. Entretanto, no caso de doencas, as diferencas com o manejo
convencional sdo minimas, ja que a maioria dos tratamentos quimicos utilizam sais de
cobre, ecologicamente aceitos (TRAPERO et al., 2009a, 2009b; TRAPERO et al., 2011).
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2.7. Alternancia na producao “Veceria”

A oliveira, como outras arvores frutiferas, sofre o fendbmeno tradicionalmente
conhecido como “veceria”. Esta espécie apresenta um padréo alternado na intensidade
de floragdo em condigdes ambientais padrdo, o que resulta em marcada alternancia de
producéo de frutos (CHACON-ORTIZ et al., 2022a). O padrdo bianual na intensidade da
formacéao dos 6rgaos do ciclo reprodutivo nas oliveiras corresponde a um comportamento
inverso do crescimento vegetativo, pelo que nos anos de "carregamento” de frutos, o
crescimento vegetativo é inferior aos anos de "descarregamento” (SEIFI et al., 2015). A
producdo de frutos e as caracteristicas fenolégicas desta espécie sao as principais
responsaveis pela ocorréncia de “veceria” devido a trés aspectos. Em primeiro lugar, o
fruto possui um mecanismo de controle que influencia a inducéo floral dos botdes
(FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1992). A carga de frutos induz a producdo de &cido
clorogénico pelas folhas, o que inibe a inducdo reprodutiva das gemas (LAVEE, 1988;
RYAN et al., 2003). Em segundo lugar, o crescimento dos 6rgdos vegetativos e dos
orgdos reprodutivos ocorre ao mesmo tempo, essa sobreposicdo fenologica é
responsavel pela existéncia de uma grande competicdo entre ambos os 6rgaos por
fotoassimilados. O fruto da oliveira desenvolve-se no rebento vegetativo de um ano
formado na época anterior. Portanto, o comprimento desta parte aérea é um fator
determinante no potencial de frutificacdo na safra seguinte (CUEVAS et al., 1994). Em
terceiro lugar, também foi detectado que a viabilidade das flores nas inflorescéncias e a
porcentagem de frutificagdo sera menor apoés um ano “carregado” (LAVEE, 2007). E
notavel o fato de que dentro de uma determinada populacdo podem coexistir arvores que
apresentam “veceria” assincrona entre elas, e mesmo dentro de uma mesma arvore
galhos podem ser encontrados em contra-alternancia (CHACON-ORTIZ et al., 2022a).
Além disso, como ja mencionado, esse ciclo alternado é influenciado por condi¢cdes
meteoroldgicas que podem rompé-lo por varios anos. Por outro lado, um evento climatico
extremo pode servir como ponto de partida para iniciar uma sincronia na “virada” das
arvores da area. Técnicas de cultivo estdo sendo aplicadas recentemente com o objetivo
de reduzir esse comportamento: irrigagéo, colheita precoce ou “raleio artificial de frutos”
(DAG et al., 2010).
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Estudos feitos sobre a herdabilidade nas oliveiras tém demonstrado que a
producdo de frutos e suas caracteristicas para as diferentes cultivares, apresentam
valores elevados de H?, entre 0,98 e 0,99, indicando que cada cultivar apresenta
estabilidade genotipica e aparentemente € pouco influenciada pelo ambiente. No
entanto, quando os valores de herdabilidade foram avaliados individualmente dentro de
cada cultivar, apresentaram grande influéncia do ambiente (CHACON-ORTIZ et al.,
2022a).

2.8. Cultivares mais utilizadas

O interesse em preservar e catalogar as cultivares de oliveiras foi proposto no
Congresso Internacional do Azeite, em Sevilha, no ano 1924, residindo 0os maiores
problemas das colecdes na representatividade das cultivares e na sua confusdo nas
denominagdes (FONTAO, 2014).

Existe mais de 1275 cultivares descritas em todo o mundo, com mais de 3000
sinonimias e homonimias em ao menos 56 paises (BARTOLINI et al., 1998; OZKAYA et
al., 2004; SEIFI, 2008; PEREIRA, 2015; CHACON-ORTIZ et al., 2022b). Os fendtipos
das cultivares de oliveira sao altamente influenciados pelas flutuagcdes ambientais,
definindo as caracteristicas particulares de seus produtos e subprodutos (MATIAS et al.,
2010). Portanto, ainda ha muita confusdo e incerteza sobre a identidade das cultivares
(ALBA et al., 2009).

Poucas cultivares de oliveiras séo as mais cultivadas, ja que menos de duzentos
genadtipos sao responsaveis por mais de 90 % da producdo mundial, enquanto que
aproximadamente mil cultivares produzem menos de 10 % do total (COI, 2020). A
caracterizacao e identificacdo das cultivares de oliveiras foram historicamente baseadas
no uso de um numero importante de caracteristicas morfologicas e agrondémicas
adotados pelo Conselho Oleicola Internacional (COIl, 2020). O vigor da arvore,
precocidade, producéo, enraizamento, suscetibilidade a doencas ou pragas, folhas,
frutas e caracteres do endocarpo geralmente sdo parte dos caracteres mais usados para
essa caracterizacdo (BARRANCO e RALLO, 1984).
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Mais tarde, seguiu pela analise de isoenzimas em amostras no polen, onde
discriminaram 132 cultivares (TRUJILLO et al., 1995), mencionando-se neste trabalho
apenas a Arbequina, Ascolana Tenera, Barnea, Bouteillan, Carolia, Chemiali,
Cornicabra, Frantoio, Galega, Koroneiki, Leccino, Lechin de Sevilla, Manzanilla,
Moraiolo, Pendolino, Picholine, Picual, por ser cultivares utilizados no Brasil para sua
producdo. No Brasil, embora diversas instituicbes de pesquisa e Universidades geram
novas cultivares potenciais, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
através da Portaria MAPA n° 502, de 19 de outubro de 2022 é o 6rgao determina as
regras para o estabelecimento e reconhecimento de cada gendtipo.

Atualmente, a caracterizacdo das cultivares de oliveira esta baseada em
caracteres fenotipicos acompanhados de um conjunto de marcadores moleculares,
garantindo diferentes niveis polimorficos (GANINO et al., 2006) e baixa dependéncia das
condi¢cdes ambientais e fenologicas (DE LA ROSA et al., 2002). A identificacdo com
base em ferramentas moleculares acessa uma importante diversidade de recursos
genéticos de bancos de germoplasma da oliveira, que pode ser utilizada para o
desenvolvimento de cultivares e para sua caracterizacdo de forma correta (SAKAR,
2016). Diversos pesquisadores mencionam que uma adequada selecdo de poucos
marcadores microssatélites altamente polimorficos sdo necessarios para identificar e
diferenciar mais de 100 gendétipos, com o minimo de 3 ou 4 e o maximo de 14 alelos por
marcador, com uma média de 8,6 a 9 (OMRANI-SABBAGHI et al., 2007; TAAMALI et al.,
2008; VAL, 2011). A similaridade dos resultados pode ser interpretada de acordo com o
tamanho e a origem do germoplasma, assim como ancestrais comuns das diferentes
cultivares, reduzindo a variabilidade genética do grupo (VAL, 2011).

Na Espanha, o pais com maior producdo, existem mais de 1000 acessos das
cultivares identificadas, provenientes de 29 paises, mantidas e conservadas no Banco
de Germoplasma de oliveiras em Cordoba (GOMEZ-GALVEZ, 2018). O trabalho de
prospeccéo de cultivares de oliveira, realizado na Espanha revelou a grande riqueza que
possuem, onde foram descritas 262 cultivares (BARRANCO e RALLO, 2000), com
predominancia de 10 principais, incluindo ‘Picual’, ‘Cornicabra’, ‘Hojiblanca’, ‘Lechin de
Sevilla’, ‘Arbequina’, ‘Manzanilla de Sevilla’, ‘Morisca’, ‘Empeltre’, ‘Manzanilla Cacerefa’
e ‘Picudo’ (BARRANCO e RALLO, 2000; GOMEZ-GALVEZ, 2018).
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A maioria das cultivares é limitada apenas a sua distribui¢cdo original; no entanto,
algumas como ‘Manzanilla de Sevilla’ sdo famosas em todo o mundo, pois € a mais
amplamente usada para processamento como azeitonas de mesa. Embora muitas
cultivares apresentem caracteristicas indesejaveis para uma industria de azeitonas
moderna, as vantagens de algumas cultivares séo utilizadas em cruzamentos, projetando
gue novas cultivares possam estar disponiveis nos proximos anos (BARRANCO e
RALLO, 2000).

A procura de novas identidades do azeite virgem, devido a globalizacdo do
mercado, tem gerado um interesse crescente na introducdo de novos olivais com
cultivares diferentes das atuais (CUEVAS et al., 2016; CHIAPETTA et al., 2017). Nos
ultimos anos, plantagdes com maiores densidades foram introduzidas com ‘Picual’ e
‘Arbequina’, e existe um interesse crescente em introduzir cultivares diferentes para obter
Oleos diferenciados ou fazer coupages (CUEVAS et al., 2016).

Nos paises sul-americanos com producdo de oliveiras, os problemas de
homonimia e sinonimia continuam. A confuséo é causada pela segregacao das oliveiras
devido a multiplicacdo de sementes e a importacdo macica e descontrolada de plantas
nas décadas dos anos 60 e 80, incorporando cultivares de lIsrael, Estados Unidos,
Grécia, Italia e Espanha (MATIAS et al., 2010). Em paises vizinhos ao Brasil como na
Argentina, as cultivares mais difundidas sao ‘Arbequina’, ‘Manzanilla’, ‘Picual’, ‘Frantoio’,
‘Coratina’ e, em menor escala, ‘Empeltre’, ‘Barnea’, ‘Leccino’ e ‘Changlot Arauco’
(BRAVO et al., 2004; SILVA, 2011; GARCIA, 2012). No Uruguai, possuem um catalogo
recente, com 11 cultivares para producdo de 6leo, mencionando algumas cultivares
como ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Canino’, ‘Frantoio’, ‘Koroneiki’, ‘Leccino’, ‘Maurino’,
‘Moraiolo’, ‘Pendolino’, ‘Picholine’ e ‘Taggiasca’, assim como 13 cultivares para fins
duplos, como ‘Alfafara’, ‘Arauco’, ‘Ascolana’, ‘Bosana’, ‘Carolea’, ‘Carrasquefia’,
‘Coratina’, ‘Farga’, ‘Grignan’, ‘ltrana’, ‘Manzanilla de Sevilla’, ‘Picual’ e ‘Tanche’ (CONDE
et al., 2019).

Dada a crescente demanda por produtos derivados da oliveira, varias instituicées
no Brasil estdo trabalhando com cultivares capazes de lidar com as condicOes
edafoclimaticas brasileiras. Apesar de algumas cultivares apresentarem divergéncia em

sua producédo e qualidade, os 6leos obtidos estdo dentro dos limites de qualidade, nos
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quais sdo: acidez em &cido oleico com valor maximo 0,8; indice de peréxido maximo
20,0; indice de iodo entre 75,0 — 90,0; indice de refrac&o absoluto entre 1,4677 — 1,4705;
absorbancia em ultra violeta maxima de 0,22 e Resolucdo n. 270 maxima de 2,5,
estabelecidos pelo Conselho Oleico Internacional (FARIA-MACHADO et al., 2019). No
Rio Grande do Sul, sdo cultivadas principalmente ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Picual’,
‘Frantoio’, ‘Koroneiki’, ‘Grapollo’, ‘Coratina’, ‘Manzanilla’ e ‘Ascolana’ (SEAPDR, 2020).
No entanto, as informacdes tratadas no Pais estédo dispersas e ndo ha uma direcéo clara
sobre a escolha e exploracéo de cultivares.

Recentemente no Brasil foram feitos estudos sobre o uso de caracteres
ultramicroscépicos de pdlen e pistilos, a fim de identificar com maior precisdo as
principais cultivares no Rio Grande do Sul. Os caracteres avaliados apresentaram
estabilidade dentro da cultivar, além de mostrar diferencas quando eram analisadas entre
pares de cultivares diferentes (CHACON-ORTIZ et al., 2022b).

Diferentes cultivares sao utilizadas no Rio Grande do Sul, Brasil. A ‘Arbequina’, é
uma cultivar para producdo de azeite, de origem catald, e deve seu nome ao povo
Arbeca, na provincia de Lérida, Espanha (MATIAS et al., 2010; MAS, 2018). Apresenta
sinbnimos como ‘Arbequi’, ‘Arbequin’, ‘Blancal’, ‘Herbequin’, ‘Oliva de Arbela’, ‘Oliva de
Borjas Blancas’ (COI, 2000). Tem sido considerada rustica por sua tolerancia ao frio,
seca e salinidade. No entanto, é suscetivel & clorose de ferro em solos calcérios (MATIAS
et al., 2010; MAS, 2018). Arvores de vigor médio a baixo, mancal aberto, coroa alta e
globosa com folhas elipticas-lanceoladas com bordas arqueadas, tamanho curto de 50 x
6 mm, verde escuro brilhante e peciolo de 5 mm. Apresenta produtividade constante e a
precocidade ao quarto ano tem permitido seu uso em plantacdes intensivas. Entretanto,
o tamanho pequeno e a resisténcia média ao descolamento dificultam a colheita
mecanizada com agitadores (COI, 2000; MATIAS et al., 2010; MAS, 2018; CONDE et
al., 2019). Floresce abundantemente e prolonga-se no periodo intermediario, sendo
considerada autocompativel (COI, 2000; COUTINHO et al., 2009), embora ha evidéncias
do contrario (SANCHEZ-ESTRADA e CUEVAS, 2018). Os frutos pesam de 1 a 2,5 g, de
forma esférica a ligeiramente eliptica, apice redondo e base truncada, o caro¢co nao
possui estrias. E apreciado pela qualidade de seu azeite, cujo teor oleico esta entre 61 e

67 %, com baixa estabilidade devido as caracteristicas organolépticas entre 70 e 130
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ppm (MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019). Considera-se sensivel a mosca da
oliveira, repilo (Spilocaea oleaginea) e verticiliose (Verticillium dahliae), mas tolerante a
tuberculose (COI, 2000; MATIAS et al., 2010; MAS, 2018; CONDE et al., 2019).

‘Arbosana’ € uma cultivar para producdo de azeite, originaria de Penedés,
Catalunha, Espanha. Recebe seu nome da populacdo de Tarragona de I"Arbo¢ (MAS,
2018). Utilizada complementarmente a ‘Arbequina’, embora seja considerada menos
interessante devido & sua baixa resisténcia ao frio (COI, 2000; MATIAS et al., 2010; MAS,
2018). Apresenta arvores com baixo vigor, rolamento aberto e folhas de forma elipticas.
A alta precocidade para a producao de frutos a partir do terceiro ano permitiram seu uso
em plantagdes semi-intensivas. No entanto, sua alta densidade, tamanho pequeno e
resisténcia ao destacamento dificultam a colheita mecanizada com agitadores (COl,
2000; MATIAS et al., 2010; MAS, 2018; CONDE et al., 2019). O fruto pesa 1,5 a 3 g, de
forma esférica, com apice e base redondos. E apreciado pela qualidade de seu azeite
muito semelhante ao da ‘Arbequina’, com teor de acido oleico de 69 % e fendis de 170 a
300 ppm, embora menos frutado (CONDE et al.,, 2019). Considera-se sensivel a
tuberculose e a verticiloses, mas altamente tolerante ao repilo (COIl, 2000; MATIAS et
al., 2010; MAS, 2018; CONDE et al., 2019).

O gendtipo ‘Frantoio’ é variedade originaria das regides centrais da lItalia. Seu
nome vem da traducdo do dialeto italiano que significa "moinho de 6leo". Apresenta
sinbnimos como ‘Bresa Fina’, ‘Comune’, ‘Corregiolo’, ‘Crognolo’, ‘Frantoiano’, ‘Infrantoio’,
‘Laurino’, ‘Nostrato’, ‘Oliva Lunga’, ‘Pendaglio’, ‘Pigantello’, ‘Raggio’, ‘Raggiolo’, ‘Rajo’,
‘Razza’, ‘Razzo’, ‘Solciaro’, ‘Stringona’ (COl, 2000). Variedade vigorosa, sensivel a areas
frias ou quentes. Com alta e constante produtividade € altamente adaptavel a muitos
ambientes. Coroa larga, densa e semi-pendular, com folhas grandes e de forma variada
e irregular, predominantemente eliptica, alargada no terco superior. Apresenta producao
tardia, no quinto ano, com um periodo intermediario de floracdo e uma baixa
porcentagem de ovarios abortados. Autocompativel, melhora a produtividade com a
presenca de polinizadores adequados (COI, 2000; COUTINHO et al., 2009; MATIAS et
al., 2010, CONDE et al., 2019). Os frutos pesam entre 1,5 e 3 g, ovais, ligeiramente
alargados no apice (semelhante a uma gota da agua) e com abundantes lenticelas. O

carogo é grande, curvo com estrias. Oleos altamente apreciados, cujo contetido oleico
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varia entre 67 e 72 % e uma alta concentracdo de fenol entre 150 e 230 ppm. Muito
frutado e duradouro (MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019). E sensivel & podridio
branca e mosca da oliveira, no entanto, o interesse por sua resisténcia a verticiliose tem
sido estudado (COI, 2000; MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019).

‘Koroneiki’ € uma variedade usada para extragao de azeite, originaria das regides
do Peloponeso, Creta e Egeu na Grécia, é a mais difundida nesse pais, em mais da
metade do territdrio. Seu home vem de varias denomina¢des que indicam o local de
origem "kpnTIK", que significa cretense. Apresenta sinbnimos como ‘Cretan’, ‘Koroni’,
‘Kritikia’, ‘Ladolia’, ‘Lianolia’, ‘Psilolia’, ‘Vaciki’ (COIl, 2000; MAS, 2018). Geralmente &
comparado a ‘Arbequina’, porém apresenta pouco sucesso em areas frias, sendo
resistente a seca (MAS, 2018). Variedade de vigor médio-baixo, com mancal aberto e
ereto, facil de podar, com formato de folha eliptico-lanceolada. Inicia a floracédo
precocemente, aproximadamente até o quarto ano, considerando-se um bom produtor
de pdélen. O amadurecimento € médio-tardio, sendo alto e constante (COI, 2000;
COUTINHO et al., 2009; MAS, 2018; CONDE et al., 2019). Os frutos pesam entre 0,5 e
2,5 g, com apice e base pontiaguda, superficie lisa. Seu azeite é altamente apreciado,
estavel e rico em &cido oleico, variando entre 66 e 72 % e compostos fendlicos entre 200
e 300 ppm, o que lhe confere propriedades amargas e picantes, além de grande
estabilidade no tempo (CONDE et al., 2019). Moderadamente resistente a verticiliose,
mas é sensivel a tuberculose (COI, 2000; MAS, 2018; CONDE et al., 2019).

‘Manzanilla de Sevilha’, uma cultivar de dupla finalidade (azeitonas de mesa e
azeite), originaria de Sevilha, Badajoz e Huelva, Espanha, sendo a variedade espanhola
mais difundida internacionalmente. Deve seu nome a sua forma de maca em
crescimento. Apresenta sinbnimos como ‘Manzanilla de Carmona’, ‘Sevillana’,
‘Redondil’, ‘Romerillo’, ‘Chorruo de Espiga’, ‘Larga’, ‘Manzanilla Basta’, ‘Manzanilla
Blanca’, ‘Manzanilla Comun’, ‘Manzanilla de Dos Hermanas’, ‘Manzanilla Rabuda’,
‘Manzanillo Fino’, ‘Manzanillo Temprano’, ‘Varetuda’ (COI, 2000). E uma cultivar de vigor
reduzido, com galhos verticais com pouca folhagem e dificil de manejar, com folha
grande, alongada, de forma eliptica, fina e brilhante, embora a estrutura da arvore tende
a mostrar o lado de fora da folha, dando uma aparéncia acinzentada. E suscetivel &

asfixia radical, clorose de ferro se cultivada em solos calcarios, ambientes frios e Umidos,
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preferindo locais com seca extrema, onde se adapta em plantagdes intensivas. Suas
folhas s&o elipticas (COI, 2000; COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al., 2010; CONDE
et al., 2019). O periodo de maturacéo é precoce (quarto ano) e os frutos apresentam alta
resisténcia a queda da arvore. Nao necessita de polinizadores, no entanto, melhorias na
produtividade tém sido observadas quando a polinizacdo cruzada ocorre em areas de
baixa presenca de oliveiras, sendo sua floragido precoce (COI, 2000; MATIAS et al.,
2010; CONDE et al., 2019). O fruto pesa 2,5 a 6 g, de forma esférica, com apice redondo
e base truncada, com numerosas lenticelas e caroco centralizado. O acido oleico varia
entre 65 e 74 % e a quantidade de fendis esta entre 110 e 200 ppm (MATIAS et al., 2010;
CONDE et al., 2019). Muito sensivel a verticiliose, tuberculose e mosca (COI, 2000;
MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019).

A cultivar ‘Picual’ é nativa de Jaén, sendo considerada a mais importante da
Espanha e, portanto, do mundo, com quase 900.000 hectares plantados. Deve seu nome
ao apice pontiagudo dos seus frutos. Apresenta sinbnimos como ‘Andaluza’, ‘Jabata’,
‘Martefio’, ‘Loperefio’, ‘Morcona’, ‘Mollejona’, ‘Nevado’, ‘Nevado Blanco’, ‘Picua’,
‘Picudilla’, ‘Pico de Grula’, ‘Pico Real’, ‘Salgar (COIl, 2000). Tem apresentado boa
adaptacdo na Australia, Estados Unidos, Argentina, Uruguai e Brasil (COIl, 2020).
Variedade de vigor médio-alto, porte ereto, aberto e denso com entrends curtos. Suas
folhas s&o lanceoladas elipticas com uma superficie plana. E considerada ristica devido
a sua adaptacao a diferentes condi¢cées como frio; salinidade e excesso de umidade no
solo (COI, 2000; OLIVEIRA et al., 2003; COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al., 2010;
CONDE et al., 2019). No entanto, é sensivel a aridez e aos solos calcérios e tem sido
observado esfolamento elevado quando ha chuvas em excesso (COI, 2020). Precoce,
entra em producdo no terceiro ou quarto ano, e é considerada uma cultivar
autocompativel. O amadurecimento do fruto € precoce, apresenta uma resisténcia
reduzida ao descolamento de frutos, o que facilita a colheita mecanizada (COI, 2000;
MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019). O fruto pesa de 2 a 4,5 g, tem forma eliptica,
alongada e assimétrica, com lenticelas e um apice que se projeta obliguamente (mamilo).
O Oleo é de qualidade média, com teor de acido oleico entre 67 e 75 %; embora com alto
indice de estabilidade, possui alto teor de fenol entre 150 e 220 ppm (MATIAS et al.,
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2010; CONDE et al., 2019). Tolerante a tuberculose e a podridao branca (COI, 2000;
MATIAS et al., 2010; CONDE et al., 2019).

2.9. Problemas de produtividade em regides fora da Bacia do Mediterraneo,

especialmente no Rio Grande do Sul

Na bacia do Mediterrdneo, centenas de cultivares da oliveira tém sido
selecionadas por sua adaptacdo a varios microclimas e tipos de solo. No entanto, nas
grandes areas de cultivo esté presente apenas Picual (BARRANCO, 1995), motivo pelo
gual alguns autores recomendam que sejam misturados com outras cultivares, que
atuam como polinizadores. A utilizacdo de varias cultivares em uma area garante um
bom conjunto de frutos viaveis, evitando, assim, a formacéo de frutos partenocarpicos
"shotberries", propensos a abscisdo e sem valor comercial, sendo isto consequéncia de
plantas auto fertilizadas (CUEVAS e PINILLOS, 2006).

As avaliacbes de autocompatibilidade em diferentes cultivares mostraram
resultados altamente variaveis em relacdo a sua produtividade, quando diferentes anos
e locais sdo comparados (CUEVAS e PINILLOS, 2006; LAVEE et al., 1996). Esses
resultados sao ainda mais incertos quando se soma o fato de que existem diferencas
consideraveis dentro da mesma cultivar analisada, sendo o0 grau de
autoincompatibilidade altamente variavel (LAVEE et al., 1996; WU-BIAO et al., 2002).
Isso permitiu propor um mecanismo de "pseudocompatibilidade”, influenciado pelas
condi¢bes ambientais (ALAGNA et al., 2019).

O grau de autoincompatibilidade na oliveira é discutivel. Na Italia, muitas cultivares
sdo consideradas autoincompativeis (ANTOGNOZZI e STANDARDI, 1978; DEL RIO,
2003). No entanto, na Espanha, pelo menos um terco das mesmas cultivares séo
consideradas parcialmente autocompativeis (CUEVAS, 1992; CUEVAS et al., 2001;
CUEVAS e POLITO, 2004). Assim, as tentativas de desenvolver novas cultivares tém
sido esporadicas e complicadas (ARSEL e CIRIK, 1994; LAVEE et al., 1996).

Estudos sobre a identificacdo de cultivares compativeis deram resultados
contraditorios, provavelmente devido as diferentes condigdes ambientais do estudo ou,

as vezes, a confusdo na identidade da cultivar (MEKURIA et al. 1999). Algumas
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cultivares, como ‘Moraiolo’, ‘Arbequina’ ou ‘Manzanilla’, tém sido contraditoriamente
identificadas como autocompativeis (SINGH e KAR, 1980; SIBBETT et al., 1992; COl,
2000; COUTINHO et al.,, 2009) e autoincompativeis (CUEVAS e POLITO, 1994;
SANCHEZ-ESTRADA, 2018). Além disso, a autocompatibilidade e a resposta aos
doadores de pélen podem variar de acordo com o ano (LAVEE et al., 1996).

Na Espanha, programas de melhoramento da oliveira foram gerados na busca e
desenvolvimento de novas cultivares, a fim de substituir as vastas extensbes das
variedades unicas ‘Picual’ (RALLO, 1995). No entanto, as novas cultivares tém
apresentado dificuldades no desenvolvimento de um bom sistema de cruzamento, uma
vez que a maioria das progénies apresenta semelhancas fenotipicas com a planta mae
em vez da planta doadora de pdélen (LEON-MORENO, 2002), que sugere um alto
potencial de auto-cruzamento (ALAGNA et al., 2019).

O fato de a oliveira ser autoincompativel pode marcar a dependéncia da
polinizagéo cruzada, e dificultar a tendéncia de utilizagcdo de apenas uma cultivar para
aumentar a uniformidade dentro das plantacdes. Nessas condi¢cdes, varios autores
propdem a polinizagéo artificial como alternativa temporaria ou definitiva, que pode ser
adaptada para plantagbes grandes ou superintensivas (TOUS et al., 2003). Para isso,
métodos eficientes e econdbmicos devem ser desenvolvidos para a coleta de grandes
guantidades de pdlen, manutencdo, armazenamento a -20°C e manutencdo da
viabilidade (RUIZ et al., 2018). Além disso, uma identificacdo da planta doadora de pdlen
deve ser feita usando técnicas moleculares (DE LA ROSA et al., 2002).

Nas Ultimas décadas, o olival espanhol sofreu importantes mudancas
tecnoldgicas, destacando o aumento da densidade das plantacdes, associado a uma
melhoria ha mecaniza¢édo da colheita. Para reduzir os custos de producao, passou de
sistemas intensivos de 200 e 300 arvores ha! e coleta por vibrador de tronco, para um
sistema superintensivo, com densidades acima de 1.500 arvores ha?, de onde ha
colheita de forma continua, por meio de maquinas montadas acima das arvores (TOUS
et al., 2003). Esse tipo de cultivo faz que, a partir do sexto ou sétimo ano, diminua a
producgéo, devido a falta de iluminacdo e aeracdo dentro das arvores, causando maior
incidéncia de pragas e doencas, além de torna-los mais suscetiveis a estresses abioticos
(COl, 2007).
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Fatores ambientais como temperatura podem afetar a germinagdo do polen,
influenciando drasticamente a produtividade e gerando sérios impactos econémicos
(DANTAS et al., 2005; RODRIGUEZ-ROJAS et al., 2015). A alta variacdo na expressao
floral entre anos (LAVEE et al., 1996) e cultivares (SEIFI et al., 2008) é somado as
exigéncias nutricionais (COI, 2007) e o comportamento bienal (LAVEE et al., 1996).
Estudos associaram a temperatura a inducgéo e diferenciacao dos botdes florais (FABBRI
e BENELLI, 2000) e a producéao de frutas (AYERZA e COATES, 2004).

Especificamente, a oliveira requer areas com baixos indices de chuva e frio no
inverno. No entanto, no Brasil, dificimente essas duas condicdes ocorrem
simultaneamente no mesmo lugar. Diversos tém sido os esforcos de pesquisa nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Minas Gerais e algumas &areas
localizadas na regido do semi-arido, para organizar zonas edafoclimaticas e
agrocliméticas relacionadas com as necessidades ecoldgicas e de producédo da oliveira
(WREGE et al., 2011; 2015). Geralmente, as areas frias, como as regides montanhosas
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, tém umidade relativa alta e grande taxas de
precipitacdo, 0os quais apresentam problemas na época de floracdo, onde os gréos de
pélen se tornam inviaveis, e, portanto, ndo ocorre a formacéao dos frutos (WREGE et al.,
2015). As areas com menor taxa de precipitacdo sao zonas mais quentes, como a regiao
do semi-arido do nordeste brasileiro, em que a precipitacdo esta em torno de 600mm.
Porém, a regido nao atende as horas de frio acumuladas durante o inverno, necessarias
para a inducao de gemas e diferenciagao folha/flor.

No cultivo de oliveiras, o uso da irrigacdo, geralmente combinado com técnicas
mais modernas e métodos intensivos de producdo é recomendado (BARRANCO e
RALLO, 2000), questdo que seria muito benéfica para o Brasil, que ja conhece as

condicdes climaticas existentes.

2.10. Melhoramento da oliveira

A oliveira é um estudo de caso complexo na domesticacédo de arvores frutiferas
(SKODRA et al, 2021). Nos ultimos 20 anos, diversas ferramentas genéticas

melhoraram a compreensdo dos processos de domesticacdo, propagacao e
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diversificacao da oliveira (SKODRA et al., 2021), uma vez que tem sido dificil decifrar os
processos evolutivos adaptativos envolvidos na domesticacdo da oliveira (PONTI et al.,
2014). Esses avanc¢os podem contribuir com o melhoramento da espécie. A maioria dos
trabalhos de melhoramento genético em oliveiras tem sido baseada em métodos
classicos que incluem o cruzamento e a sele¢do na prole, porém o desenvolvimento é
lento devido ao longo periodo juvenil das plantas (LAVEE et al., 1996).

Grande parte dos programas de melhoramento vegetal esta localizada na
Espanha, Italia, Tunisia e Israel, gerando variedades bem-sucedidas em seu crescimento
ereto e estreito, alta producéo de frutos com altos teores de 6leo (LAVEE et al., 1996;
MOUSAVI et al., 2019; PALOMO-RIOS et al, 2021; SKODRA et al., 2021). No entanto,
apesar do grande numero de programas, a quantidade de cultivares obtidas é pequeno
em comparacdo com outras arvores frutiferas (DE LA ROSA et al., 2007), além de
apresentar grande incerteza devido a abundancia de sinbnimos e homoénimos ainda
espalhados pelo mundo (COI, 2023).

Uma ferramenta atil no melhoramento genético da oliveira foi a criacdo do Banco
Mundial de Germoplasma de Oliva localizado em Cérdoba na Espanha, sendo de grande
importancia devido ao grande numero de variedades exaustivamente mantidas e
avaliadas. Essas analises permitem reduzir o tempo necessario para produzir novas
cultivares (FENDRI et al., 2010). Existem programas de melhoramento na Australia para
obter variedades adaptadas as condicbes ambientais locais (SEDGLEY, 2000).

Apesar do grande numero de recursos necessarios para buscar o melhoramento
genético, os paises produtores de oliva tém promovido programas de sele¢éo clonal,
com resultados muitas vezes encorajadores. No entanto, a principal dificuldade é o
conhecimento relativamente escasso do comportamento hereditario dos tracos
agronbmicos mais importantes, a alta heterozigose da espécie e seu alto grau de
polimorfismo (MOUSAVI et al., 2019). Isso, por sua vez, significa que um tempo minimo
para a liberagcdo de uma nova cultivar pode ser de 20 anos ou mais (FABBRI et al., 2009;
OZDEN-TOKATLI et al., 2010). Como consequéncia de todos esses problemas, a oliveira
nao recebeu nas ultimas décadas a mesma atencao de outras culturas frutiferas no que

diz respeito ao melhoramento genético utilizando abordagens de cruzamento. Este fato
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é claramente evidenciado pelo numero muito limitado de novas cultivares que foram

langadas nos ultimos 30 anos (COl, 2023).

2.11. Perspectivas futuras para as mudancas climaticas

Os modelos de distribuicdo de espécies, unidos com projecdes climaticas de alta
resolucado, permitiram prever a evolucéo futura das cultivares de oliveira (ALFIERI et al.,
2019; ARENAS-CASTRO et al., 2020; RODRIGO-COMINO et al., 2021). Invernos mais
guentes e aumento da seca tém sido estimados para levar a reducao das chuvas e a
perda de umidade do solo, limitando o numero de areas disponiveis para cultivares
comercialmente relevantes que foram tradicionalmente desenvolvidas. Isso obriga os
produtores a substituir as cultivares tradicionais por cultivares mais adaptadas ao cultivo
intensivo ou super intensivo (SANTOS et al., 2019; ARENAS-CASTRO et al., 2021).
Ainda assim, ha detratores que acreditam que as oliveiras sdo extremamente resistentes;
sendo improvavel que se submeta a mudancas drasticas (ALFIERI et al., 2019; FRAGA
et al., 2021; COlI, 2023), apesar das duras mudancas climaticas projetadas no futuro e
suas implicagbes para a agricultura (BARRANCO et al., 2000; BRANCA et al., 2021).

As projecdes climaticas no Brasil indicam mudancas consideraveis relacionadas
ao aumento da temperatura do ar (SILVA et al., 2019; MARTINS et al., 2020), afetando
a agricultura, alterando as taxas de desenvolvimento e fenologia na oliveira. Os
pesquisadores devem estar preparados para esse cenario através do desenvolvimento

constante de estudo relacionados.
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3. CAPITULO | - Uso de caracteristicas microestruturais de pdlen e pistilo para

identificar cultivares de oliveira no Sul do Brasil

3.1. Resumo

A oliveira possui uma grande diversidade de cultivares ao redor do mundo, cuja
identificacdo tem sido baseada em caracteres de uso agronémico. No entanto, algumas
cultivares sao erroneamente identificadas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
estabelecer um sistema de reconhecimento de cultivares através do uso de
caracteristicas microestruturais de polen e pistilo. Para isso, a variabilidade do pistilo e
do pdélen em microscopia de varredura eletrbnica e de luz foi estudada nas cultivares
‘Arbequina’, 'Arbosana’, 'Frantoio’, 'Koroneiki', 'Manzanilla de Sevilla' e 'Picual’, no Sul do
Brasil. Este tipo de estudo n&o tem sido realizado nas condi¢cdes dessa regiao, onde a
identificacéo de cultivares comerciais as vezes é complexa e confusa, razéo pela qual se
busca um método eficaz para identifica-las, permitindo no futuro tracar o perfil do sistema
reprodutivo nesta regido. Caracteres palinoldgicos e medidas do pistilo foram analisados.
Houve diferencas significativas nas variaveis, ndo evidenciando diferengcas entre os
locais. Os caracteres micromorfolégicos dos graos de poélen, assim como os pistilos
analisados, apresentaram notavel uniformidade dentro de cada uma das cultivares,
sendo por sua vez diferentes quando comparados entre as diferentes cultivares. A
Andlise de Componentes Principais parece separar cultivares de acordo com
semelhancas ou diferencas micromorfologicas. As informacfes fornecidas podem
contribuir para o estabelecimento de estudos de classificacdo de cultivares muito

préximas de oliveiras nas condi¢des do Sul do Brasil.

3.2. Introducéo

Historicamente, a maioria das cultivares de oliveira (Olea europaea L.) foram

identificadas com base nas caracteristicas taxondmicas e agrondmicas adotadas pelo
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Conselho Oleicola Internacional, estimando mais de 1275 cultivares reconhecidas em
pelo menos 56 paises (COI, 2023; CHACON-ORTIZ et al., 2022b).

A olivicultura espalhou-se por todo o mundo através de réplicas clonais de um
grupo diversificado de cultivares, cuja principal origem vem da Bacia do Mar
Mediterraneo (MORA et al., 2008). No entanto, existem na classificacao da oliveira, mais
de 3000 sinbnimos e homonimos ainda a serem reclassificados (ADAKALIC e LAZOVIC,
2018; BARTOLINI et al., 1998; FENDRI et al., 2011; OZKAYA et al., 2004; PEREIRA,
2015; RALLO, 2005), gerando confuséo e incerteza sobre a identidade correta de cada
cultivar (ALBA et al., 2009; OZKAYA et al., 2004). Identificar corretamente a morfologia
das plantas tornou-se uma das questdes importantes na comunidade cientifica, devido a
dindmica de classificacéo e reclassificacdo a cada ano (ALl et al., 2021). Esse problema
de identidade é causado pelo fato de que os caracteres usados para classificacdo
geralmente sao influenciados por flutuagbes ambientais locais e em funcédo de
caracteristicas muitas vezes sazonais, tornando-se uma questao desafiadora (ALl et al.,
2021; BESNARD et al., 2009; LEVIN e LAVEE, 2005; LUBNA et al., 2019; MATIAS et al.,
2010; MORA et al., 2008). No Brasil, as condicdes ecoldgicas e de cultivo da oliveira ndo
sdo as mesmas dos paises de origem, portanto as plantas apresentam um
desenvolvimento diferente, situacdo que dificulta o uso de alguns descritores
desenvolvidos por Barranco e Rallo (1984), quando se destinam a identifica-los em
condi¢Bes sul-americanas. Atualmente, o uso da microscopia eletrbnica de varredura
revolucionou a biociéncia, permitindo a possibilidade de explorar caracteristicas
estruturais, bem como informacdes sobre a importancia anatdbmica, palinologica e
ecoldgica de diferentes grupos de plantas (ALI et al., 2020; ALI et al., 2021; GUL et al.,
2020; ISHTIAQ et al., 2020). Estudos tém demonstrado que o uso de microscopia Optica
e eletrbnica de varredura para analisar caracteristicas micromorfolégicas séo
importantes para subsidiar estudos taxondmicos em plantas (MAJEED et al., 2020;
UMBER et al., 2021) ou identificagdo em cultivares de oliveira (CASTRO et al., 2010;
SERRANO et al., 2008; SUAREZ, 2009), bem como para uso em conservacio ou
selecdo de espécies para cruzamentos controlados em programas de melhoramento
genético (DE OLIVEIRA SOUZA et al.,, 2021; UMBER et al.,, 2021). No entanto, a
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morfologia floral € um carater taxonémico pouco avaliado na oliveira (SERRANO et al.,
2008; SUAREZ, 2009).

As caracteristicas morfologicas do polen tém sido essenciais para distinguir
espécies que apresentam fenétipos semelhantes (DU et al., 2018; ZHANG et al., 2017).
Caracteres ultraestruturais de polen em oliveiras, particularmente os de esporoderme,
tém sido usados repetidamente para a classificacdo e discriminacdo de cultivares
(ARZANI e JAVADY, 2002; FENDRI, 2011; FENDRI et al., 2011). Esses caracteres
aparentemente apresentam baixa dependéncia tanto do ambiente quanto de diferentes
condicdes fenolégicas (DE LA ROSA et al.,, 2002), além de apresentarem uma alta
diversidade de niveis polimorficos (GANINO et al., 2006).

Por outro lado, estudos ultraestruturais no gineceu em algumas cultivares de
oliveira revelaram diferencas que dependem do tipo de cultivar e dos estadios de
desenvolvimento da planta (KOUBOURIS et al., 2012). No entanto, poucos estudos se
concentraram em descrever parcialmente a estrutura e composicdo do pistilo,
diferenciando cada cultivar durante o tempo de antese (RAPOPORT, 2008; SERRANO
et al., 2008; SUAREZ, 2009). Faltam descricdes mais completas da arquitetura,
organizacdo e composi¢cdo do estigma, estilo e ovario das diferentes cultivares da
oliveira. Assim como, combinar os diferentes caracteres morfolégicos para estabelecer
padrdes estatisticos que permitam uma classificacdo e discriminacdo confiaveis de
cultivares.

Nos ultimos anos, o cultivo de oliveiras tem aumentado no Sul do Brasil, e estudos
para caracterizar o sistema reprodutivo entre cultivares desta espécie nunca foram
desenvolvidos para esta regido. Por esta razdo, o objetivo deste trabalho foi estabelecer
um sistema de reconhecimento de cultivares sob microscopia Optica e de varredura
baseado na combinacdo de caracteres de pélen e pistilo, analisando seis cultivares
usadas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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3.3. Material e Métodos
3.3.1. Material vegetal e condicdes de armazenamento

Trés mil flores perfeitas de oliveira (Olea europaea L.) das cultivares 'Arbequina’,
‘Arbosana’, 'Frantoio’, 'Koroneiki', 'Manzanilla de Sevilla' e 'Picual' foram coletadas
aleatoriamente. As flores apresentavam anteras turgidas, antes da deiscéncia e se
encontravam em estadio de maturacdo semelhante. As coletas foram realizadas nas
empresas “Verde Louro (Fazenda Mato Grande)” (UTM 31.474477S; 52.9473309W),
municipio de Cangucu; “Olivas do Sul-Pomar (Alto dos Casemiros)” (UTM 30.009034S;
52.866627W), Cachoeira do Sul; e “Azeites Batalha (Estancia Guarda Velha)” (UTM
31.5607715S; 53.511726W), Pinheiro Machado; todos localizados no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil (Figura 3).
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Figura 3. Localizac&o espacial dos locais de amostragem. Ponto azul com contorno amarelo indica a
localizacdo da cidade de Pelotas. Ponto Vermelho, indica a localizacdo da empresa “Verde Louro
(Fazenda Mato Grande)”, municipio de Cangugu. O ponto verde indica ao “Olivas do Sul-Pomar (Alto
dos Casemiros)”, Cachoeira do Sul. O ponto amarelo indica o lugar do “Azeites Batalha (Estancia
Guarda Velha)”, municipio de Pinheiro Machado; todos localizados no Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil.
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A coleta foi realizada de setembro a dezembro de 2019 de arvores de 5 a 10 anos.
O clima local foi caracterizado durante o ano de colheita das flores, com base nos dados
das Estacdes Meteoroldgicas de Cangucu, Codigo (WMO): A811 (UTM 31.403299S;
52.700699W); Bagé, Cddigo (WMO): A827" (UTM 31.347801S; 54.013292 W); e
Encruzilhada do Sul (WMO): A893 (UTM 30.54305555S; 52.52472221W), Regiao S,
UF:RS, pertencente ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), ao “Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento”, Brasil. As condi¢des climaticas caracterizam-se

por apresentar precipitacdes dispersas, com alta UR e radiagéo solar (Figura 4).

Radiagdo solar (KJ m?)
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Precipitagdo (mm)
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JFMAMIJIJASOND ~ JFMAMIJJASOND JFMAMIJJASOND

Figura 4. Perfil climatico durante a colheita de flores (2019). Dados da Estacdo Meteoroldgica de
"Cangucu, WMO: A811" (A, B, C); "Bagé, OMM: A827" (D, E, F); e "Encruzilhada do Sul, OMM: A893”
(G, H, I), com base no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento, Brasil.
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As analises em microscopio de luz foram realizadas na Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e as observagfes em
microscopio eletrénico de varredura no Centro de Microscopia Eletrénica do Sul (CEME-
SUL) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

3.3.2. Contagem e analise do tamanho do gréo de pdlen

A contagem e a analise dos graos de pélen foram realizadas em microscopio de
luz modelo Leica DM750 (Figura 5). Para o calculo da producéo de pélen por antera foi
utilizada a proposta de Dafni (1992), com modificacdes. Mil e quinhentas flores por
cultivar foram selecionadas aleatoriamente em cada local (4.500 flores no total entre os
trés locais). De cada flor, uma antera foi escolhida e preservada em 300 pl de etanol
(70%) e azul de metileno (0,5%). A antera foi macerada e homogeneizada. Foram
retiradas trés aliquotas de 20 pl, para serem observadas e contadas em camara de
Neubauer sob microscépio 6ptico com objetiva de 100X. O nimero de graos de pdlen
contados nas aliquotas foi calculado e multiplicado por 0,3 pelo volume final de 300 pl.
Obteve-se 0 numero de grados de pdélen produzidos por flor, multiplicando-se o valor
médio da antera macerada por dois, pois a flor possui duas anteras.

Figura 5. Micrografia éptica do pélen das oliveiras sob camara de Neubauer. As amostras
correspondem a cultivar ‘Arbequina’; A e B. Visto sob objetiva de 10X e ocular de 15X. C. Visto sob
objetiva de 40X e ocular de 15X. D. Visto sob objetiva de 100X e ocular de 15X.
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As observacdes e medicdes foram feitas em poélen coletado de um Unico local
(Verde Louro - Fazenda Mato Grande). Foram analisados 4.000 grédos de pdlen por
cultivar (24.000 graos de pélen totais analisados), sob um microscoépio de luz com uma
objetiva calibrada 100X. As fotografias foram tiradas com um fotomicroscopio Nikon
Eclipse E200 equipado com um software BEL, versdo 7.1.1.7 e posteriormente as
medidas foram feitas com auxilio do software Motic. Os parametros medidos incluiram o
diametro maximo (PL) e o diametro minimo (PW). Quociente entre o diametro maximo e
minimo da particula (relacdo L-W), e o indice de tamanho (SI), representando a area do
grado, apartir do resultado do calculo da multiplicagdo do didametro maximo e minimo
dividido por 100 (LANZA et al., 1996; KOUBOURIS et al., 2012). Além disso, foi calculada

a area do polen (PA), assumindo que o polen é de forma elipsoidal.

3.3.3. Analise ultraestrutural da parede do polen

Para observacfes de ultraestrutura, foram medidos graos de pélen de um dnico
local (Verde Louro - Fazenda Mato Grande). Foram analisados 25 grdos de pdlen de
cada cultivar, retirados ao acaso de um estoque misto de flores. Esses graos foram
fixados em solucao de etanol (50%), glutaraldeido (3%) e formaldeido (1%) durante 48
horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de alcool etilico 50-
100 % adicionando formaldeido 1 %, depois foram secas a temperatura ambiente e
armazenadas a -20°C. As amostras foram polvilhadas com ouro em pé em um Desk V
TSC. O polen foi examinado sob microscoépio eletrénico de varredura de alto vacuo, Jeol,
JSM-6610LV, com microssonda EDS. As observac¢des foram feitas usando ampliacdes
de 4.000X a 25.000X (Figura 6).

Os caracteres ultraestruturais da parede do grdo de pdélen analisados foram a
altura do tectum (HT) e a largura do tectum (WT), a area dos lumens (LA) e as distancias

entre os elementos esculturais na exina (DSE) (Figura 7).
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Figura 6. Processo de microscopia eletrénica de varredura e detalhes do equipamento. A, Mesa V

TSC. B, processo de pé de ouro. C, Equipamento JSM-6610LV para Microscopia de Varredura. D e

E, visualizacdo da tela do computador, contendo as interpretacdes das amostras analisadas.

LA
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WT

WD13mm SS30 x25,000 1pm

Area de lumens

Alturada parede
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exina
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Figura 7. Micrografia de varredura (25.000X) dos caracteres ultraestruturais do tectum do gréo de

polen: altura da parede (HT), largura da parede (WT), area de limens (LA) e as distancias entre os

elementos escultéricos na exina (DSE).
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3.3.4. Andlise anatbmica de pistilos

Vinte e cinco flores de cada cultivar, de um unico local (Verde Louro - Fazenda
Mato Grande), foram selecionadas aleatoriamente. Elas foram preparadas em
microscopio estereoscopico Meiji Techno EMZ-13, removendo as pétalas e sépalas,
deixando o estigma, estilete e ovario livres. Cada pistilo foi fixado individualmente em
300 pL de solucéo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) a 4°C. As amostras fixadas foram
desidratadas em etanol e embutidas em resina plastica (Leica Historesin®) e os blocos
foram seccionados (7 um de espessura) em microtomo rotativo Ancap. Os cortes
longitudinais foram corados com azul de toluidina O (0,05%) em tampao citrato-fosfato,
pH 4,5 (SAKAI, 1973) e montados em resina sintética Entellan®.

3.3.5. Analises ultraestruturais de pistilos

As amostras para estudos ultraestruturais sob microscopia eletronica de varredura
foram desidratadas em série de alcool, adicionando 1% de formaldeido. As amostras
foram secas a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, o ouro foi
pulverizado em uma mesa a vacuo metalizadora (Denton) e observada as amostras com
ampliacdo de 100X a 2.500X. As medidas tomadas foram, razédo do ovario (OR), que
reflete a razado entre o comprimento e a largura do ovario, comprimento do estilo (SL),
largura de estilo (SW), comprimento do estigma (StigL), largura dos Iébulos do estigma,
esquerdo e direito juntos (StigW) e da area do estigma (StigA) (Figura 8).
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StigL Comprimento do Estigma

StigW Largura dos Iébulos do
estigma(esquerdo e direito juntos)

StigA  Area do Estigma

SL Comprimento do Estilo

0
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sSwW Largura de Estilo
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Figura 8. Micrografia de varredura (100X) dos caracteres superficiais do pistilo: razao do ovario (OR),
comprimento do estilo (SL), largura de estilo (SW), comprimento do estigma (StigL), largura dos

I6bulos esquerdo e direito juntos do estigma (StigW) e da area do estigma (StigA).

3.3.6. Andalise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilks. Como todas
as variaveis apresentaram distribuicdo normal, nenhuma transformacéo foi aplicada.
Posteriormente foi feita analise de variancia (ANOVA). Foram apresentadas as médias,
variancias, e desvios padrao para a contagem, medidas morfométricas do tamanho dos
graos de pélen e do pistilo. Para comparar os valores das médias em todas as variaveis
analisadas, foi realizado o teste de Scheffé (p < 0,05). Apesar de todas as variaveis
serem medidas na mesma unidade (um), os valores foram normalizados expressando-
0s em unidades de desvio padrdo. Finalmente foi feita uma analise de componentes
principais (PCA) para separacédo das cultivares.

A ANOVA, teste de Scheffé e a PCA foram realizados com o auxilio do pacote
estatistico RStudio e PAST (R CORE TEAM, 2018; HAMMER et al., 2021).
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3.4. Resultados

Andlises de variancia foram aplicadas a todas as variaveis medidas, tanto em
polen gquanto em pistilos, entre cultivares. Em todos os casos, pelo menos uma cultivar

foi significativamente diferente (Tabela 1).

Tabela 1. Analises de varidncia comparando as diferentes medicdes de poélen e pistilo entre as cultivares

(Arbequina, Arbosana, Frantoio, Koroneiki, Manzanilla de Sevilla e Picual).

Fonte de Variacdo SQ GL F Pr(>F)
Contagem 706.170.893.802,090 5 2.440,51 2,1e-16 ek
Didametro méximo (PL) 860,781 5 74,15 10e-11  **=*
Didametro minimo (PW) 646,412 5 48,13 1,0 e-10 Fkk
indice de tamanho (SI) 64,133 5 7,13 1,16e-16  ***
Area do Polen (PA) 188.777,290 5 28,98 1,01le-11  ***
Polen Area de lumens (LA) 14,767 5 466,33 2,2e-15 rxk
Altura de parede (HT) 1,276 5 358,06 6,8e-5 *x
Distancias entre os
elementos escultéricos na 0,102 5 76,44 5,3e-13 *kk
exina (DSE)
Largura da parede (WT) 1,328 5 130,26 2,0e-16 rxk
Razéo do ovério (OR) 1,514 5 65,874 1,3e-14  ***
Comprimento do estilo (SL) 488.061,392 5 481,21 0,0011 *x
Largura de estilo (SW) 255.127,470 5 41,68 0,0001 *x
P E:sigf)r TTETHD €/ ES g 850.185,167 5 192985  <22e-16 **
Largura do estigma (StigW) 325.412,221 5 385,22 0,0021 *x
Area do estigma (StigA) 4.465.265,251 5 3.365,31 0,001 *x

*SQ: Soma de quadrado, GL: graus de liberdade, F: valor calculado F de Fischer, Pr(>F): contraste com a

probabilidade tedrica.

A comparacao das mesmas cultivares entre diferentes localidades néo apresentou

diferencas significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Andlises de variancia comparando os diferentes valores de contagem de pdlen entre as

diferentes localidades estudadas.

Fonte de Variacdo SQ GL

Pr(>F)

Contagem entre diferentes
localidades

1.723.547.111.204,099 2

0,0051

0,068

*SQ: Soma de quadrado, GL: graus de liberdade, F: valor calculado F de Fischer, Pr(>F): contraste com a

probabilidade tedrica.

As condigfes climaticas mostraram pouca variagcao durante a época de coleta das

flores, e apesar de apresentarem diferencas entre os padrfes climaticos entre as
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localidades, aparentemente, ndo modificaram o polen e o pistilo. No entanto, pode ter
influenciado a germinacéo, o transporte de polen e a receptividade do estigma; efeitos

na reproducdo ndo analisados neste trabalho.

3.4.1. Contagem e analise do tamanho dos graos de pdlen

A cultivar 'Koroneiki' apresentou o maior valor médio de gréos de polen por flor
(113889 + 11928), seguido de 'Arbequina’ (111474 + 16280), enquanto ‘Manzanilla de
Sevilla' apresentou a menor média (53811 + 10857), sendo este valor apenas metade da
guantidade de gréaos de pélen de 'Koroneiki' (Tabela 3). O nimero de graos de pdlen nao
variou entre os diferentes locais e, aparentemente, as condi¢cdes climaticas néo
influenciaram notavelmente.

Os gréaos de pdélen com maior tamanho (PA), foram da cultivar ‘Manzanilla de
Sevilla’ (PA 4134,735 = 375,136), enquanto ‘Frantoio’ apresentou o menor valor (PA
1775,714 + 430,467).

O Sl (indice de tamanho) apresentou o0 mesmo padréo e agrupamento de valores
médios da variavel area polinica. Valores de relacao L-W > 1 (Quociente entre o diametro
maximo e minimo da particula maior a 1) indicaram formas proladas, por sua vez,
aquelas com formas esféricas, apresentaram valores de relacdo L-W aproximadamente
igual a 1. A cultivar que apresentou graos de pdolen com formato mais prolato foi
‘Arbequina’ (relacao L-W 1,264 £ 0,140), enquanto ‘Koroneiki’ tende a apresentar graos
de pdlen esféricos (relagdo L-W 1,112 + 0,068) (Tabela 4).
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Tabela 3. Numero de gréos de polen por flor de seis cultivares de oliveira 'Arbequina’, ‘Arbosana’, 'Frantoio’,

'Koroneiki', 'Manzanilla de Sevilla' e 'Picual’, em cada uma das localidades estudadas.

Cultivares Verde Louro Azeites Batalha Olivas do Sul Total
n=1500 n=1500 n=1500 n=4500
Arbequina x 109249 a 110119 b 115056 b 111474 a
s2 245853x103 350796x103 198552 x103 265067 x103
s 15679 18729 14090 16280
Arbosana X 109110 a 109110 a
s2 428495x102 428495x102
s 6565 6565
Frantoio 5 101816 b 98979 d 100397b
s? 112548 x103 212693 x103 218894 x103
s 10608 14584 14795
Koroneiki X 108471 a 115213 a 117985 a 113889 a
s2 932450 x102 182634 x103 151001x103 142293 x103
s 9656 13514 12288 11928
Manzanilla de x 56415 ¢ 51208 f 53811 ¢
Sevilla s2 115020 x103 120770 x103 117895 x103
s 10724 10990 10857
Picual X 58153 ¢ 57979 e 58066 C
s2 218547 x103 358529 x103 288538 x103
s 14783 18935 16986

a) n = pélen total medido, média (x ), variancia (s2) e desvio padréo (s).
b) Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scheffé (P < 0,05).

¢) —Traduz-se na auséncia de dados para a cultivar.
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Tabela 4. Caracteres analisados em gréos de pdlen. Medig¢Ges indicando diferentes dimensfes dos graos

de pélen das cultivares de oliva 'Arbequina’, '‘Arbosana’, 'Frantoio', 'Koroneiki', '"Manzanilla de Sevilla' e

'Picual’.
Diametro Diametro ) indice de
Cultivares maximo minimo Relagdo Area do polen tamanho
(PL) (PW) - (PA) (sl)

Arbequina 17,158 b 13,565 e 1,264 a 2736,687 d 2,327d
n=4000 52 1,278 1,811 0,0197 158841,813 0,096
s 1,130 1,346 0,140 398,550 0,310

Arbosana % 16,929 d 15,146 ¢ 1,117 ¢ 3156,862 ¢ 2,564 ¢
n=4000 s2 3,926 4,256 0,012 573732,282 0,444
s 1,981 2,063 0,109 757,451 0,666

Frantoio 3 13,455 f 11,589 f 1,161d 1775,714 e 1,559 e
n=4000 s2 2,314 1,761 0,003 185301,919 0,125
s 1,521 1,327 0,056 430,467 0,354

Koroneiki ¥ 16,238 e 14,599 d 1,112 ¢ 2896,973 d 2,370d
n=4000 52 1,001 1,218 0,005 151603,944 0,090
s 1,044 1,104 0,068 389,364 0,300

Manzanilla 3 19,752 a 16,982 a 1,163 b 4134,735 a 3,354 a
of Sevilla 52 0,837 1,708 0,010 210834,818 0,102
n=4000 s 0,915 1,307 0,098 375,136 0,320
Picual X 16,998 ¢ 15,011 b 1,132 e 3565,222 b 2,551 b
n=4000 s2 0,881 1,867 0,006 244406,928 0,140
s 0,939 1,366 0,074 494,375 0,375

As medidas (PL, PW) sdo expressas em um; (PA e Sl) sdo expressos em um?, e a relagdo L-W é sem
unidade. Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scheffé (P <
0,05).

3.4.2. Analise ultraestrutural da parede do pélen

A andlise de microscopia eletrénica de varredura do grao de polen revelou que
existem diferengas no padréo de exina de cada uma das cultivares, que podem incluir a
variacdo no tamanho dos poros (Ilumen) e na forma dos elementos estruturais da malha
(Figura 9 A-F).
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Figura 9. Micrografia eletrénica de escaneamento de grdos de poélen de oliveira (Olea europaea)
observada abaixo de 4500X. As amostras correspondem as cultivares: A. ‘Arbequina’, B. ‘Arbosana’,

C. ‘Frantoio’, D. ‘Koroneiki’, E. ‘Manzanilla de Sevilla’ e F. ‘Picual’.

As observacoes feitas em 25.000X mostraram diferencas na largura e altura do
desenho do teto, &rea do lumen, forma e distancia entre cada elemento escultural da
superficie da parede na exina (Figura 10 A-F). Observou-se que ‘Picual’ e ‘Manzanilla
de Sevilla’ apresentam estruturas escultéricas com notaveis superficies pontiagudas,
enquanto em ‘Koroneiki’ apresentam angulagdes menos perceptiveis. ‘Arbequina’,
‘Arbosana’ e ‘Frantoio’ tendem a ser arredondadas.

Foram feitas medi¢Oes de tectum, que mostram uma variacao significativa de HT
(altura do tectum), com o maior valor observado na ‘Manzanilla de Sevilla’ (HT 0,391 +

0,045) e os valores mais baixos (HT 0,114 = 0,010) encontrados em ‘Frantoio’. As
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cultivares ‘Arbosana’ e ‘Arbequina’ n&o apresentaram diferencgas significativas entre si.
Para WT (largura do tectum), o intervalo apresentou maiores oscilagdes significativas,
variando de 0,529 £ 0,025 ('Manzanilla de Sevilla") a 0,249 + 0,031 (‘Arbosana’) . Por sua
vez, o valor médio da LA (area dos lumens) para ‘Picual’ (LA 1,069 £ 0,122) é quase o
dobro do valor calculado para ‘Koroneiki’ (LA 0,527 £+ 0,102), que segue em segundo
lugar. ‘Arbosana’ e ‘Frantoio’ apresentaram similaridade entre os valores de suas médias

para essa variavel (Tabela 5).

Figura 10. Micrografia eletronica de grdos de pélen de oliveira (Olea europaea) observada abaixo de

25.000X. As amostras correspondem as cultivares: A. ‘Arbequina’, B. ‘Arbosana’, C. ‘Frantoio’, D.

‘Koroneiki’, E. ‘Manzanilla de Sevilla’ e F. ‘Picual’.
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Tabela 5. Parametros ultraestruturais dos grdos de polen. Medi¢6es indicando diferentes dimensdes do
grao de podlen observadas sob microscopia de escaneamento de elétrons das cultivares de oliveira

'‘Arbequina’, 'Arbosana’, 'Frantoio’, 'Koroneiki', 'Manzanilla de Sevilla' e 'Picual'.

Distancia entre

Cultivares Alturado Largurado Area dos os elementos
tectum (HT) tectum (WT) l[Gmens (LA) esculturais na
exina (DSE)
Arbequina ¥ 0,150d 0,475b 0,380 c 0,200 b
n=25 s2 3,32x10 5,09x10-3 2,32x103 4,14x10
S 0,018 0,071 0,048 0,020
Arbosana ¥ 0,151d 0,249 f 0,208 d 0,151d
n=25 s? 5,6x10°5 9,39x10 6,60x103 1,48x104
s 0,008 0,031 0,081 0,012
Frantoio x 0,114 e 0,431c 0,217d 0,210 b
n=25 s2 1,05x10 1,08x10°3 9,70x10* 6,80x10
S 0,010 0,033 0,031 0,008
Koroneiki 5 0,255 b 0,363 d 0,527 b 0,183 ¢
n=25 s2 1,24x10°3 1,11x103 1,05x102 5,4x10'5
S 0,035 0,033 0,102 0,007
Manzanilla de ¥ 0,391a 0,529 a 0,154e 0,224 a
Sevilla s? 2,06x10°3 6,35x10 2,72x1073 4x10
n=25 S 0,045 0,025 0,052 0,020
Picual = 0,210 ¢ 0,324¢e 1,069 a 0,226 a
n=25 s2 4,79x104 3,39x1073 1,49x10°2 5,10x104
S 0,022 0,058 0,122 0,023

a) As medidas (HT, WT e DSE) s&o expressas em um e (LA) € expressa em ym2,
b) Os dados s&o apresentados média (X ), variancia (s?) e desvio padr&o(s). Valores seguidos pela mesma letra na

coluna néo diferem entre si pelo teste de Scheffé (P < 0,05).

A DSE (distancia entre os elementos esculturais na exina) nas cultivares ‘Picual’
(DSE 0,226 £ 0,023) e ‘Manzanilla de Sevilla’ (DSE 0,224 + 0,020) apresentaram os
maiores valores de distancia entre o0s elementos escultdricos, nao diferindo
significativamente. Por sua vez, ‘Arbequina’ e ‘Frantoio’ apresentaram semelhangas em

suas médias, diferindo significativamente de ‘Picual’ e ‘Manzanilla de Sevilla’ (Tabela 5).
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Uma Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada com base nas

medidas ultraestruturais dos graos de polen (Figura 11).

CP2
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Cultivar

I (aq) Arbequina

I (as) Arbosana
() Frantoio

B (k) Koroneiki
(m) Manzanilla de Sevilla
(p) Picual

Figura 11. Analise de componentes principais, para os parametros ultraestruturais do pélen de

‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Frantoio’, ‘Koroneiki’, ‘Manzanilla de Sevilla’ e ‘Picual’, com base nos

vetores das variaveis de area dos lumens (LA), distancia entre os elementos esculturais na exina (DSE),

altura do tectum (HT) e largura do tectum (WT).

Os dois primeiros eixos explicam 76% da variagao total. O primeiro eixo (CP1)

representa o gradiente de variacdo morfométrica das variaveis (LA e uma fracdo de

DSE), enquanto o segundo eixo (CP2) representa a tendéncia dos dados baseados nas
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variaveis WT, HT e parte de DSE. No eixo do CP1, a variavel LA, separa claramente
‘Picual’, ‘Arbosana’ e ‘Manzanilla de Sevilla’. Na zona superior do eixo, ‘Picual’
representa graos de polen com LA maior. Na extremidade oposta deste eixo, observam-
se ‘Manzanilla de Sevilla’ e ‘Arbosana’, que representam cultivares com graos de pdlen
de LA menores (Figura 11, Tabela 5).

Na extremidade esquerda sobre o eixo do CP2, as varidveis, DSE, HT e WT
separam 0 grupo de observacfes relativas as amostras de 'Arbosana’ que esta
associada a valores baixos, enquanto 'Manzanilla de Sevilla' e uma fracdo de 'Arbequina’
apresentam valores elevados para essas variaveis, separando-se do restante das
cultivares. As demais cultivares (‘Frantoio’, ‘Koroneiki’ e parte de ‘Arbequina’) compdem
um grupo que se localiza no centro de dispersdo dos dados e que ndo se separam

facilmente pelos eixos selecionados desta PCA.

3.4.3. Anadlise anatébmica dos pistilos
Embora as seis cultivares analisadas pertencam a mesma espécie, elas
apresentam padrdes e arranjos diferentes nas diferentes estruturas anatbémicas que

compdem o sistema reprodutor feminino dessas (Tabela 6, Figura 12).

Tabela 6. Comparacdo da anatomia do pistilo entre as cultivares de oliveira 'Arbequina’, 'Arbosana’,
'Frantoio’, 'Koroneiki', 'Manzanilla de Sevilla' e 'Picual’, cultivadas na Fazenda Mato Grande (Empresa

Verde Louro).

. Cultivares
Caracteristicas )
o ) ) o Manzanilla de )
anatdémicas Arbequina Arbosana Frantoio Koroneiki ) Picual
Sevilla
Trés camadas
Duas camadas Trés camadas de  de células
R Duas ou trés pseudo- Uma ou duas papilas glandulares
Duas ou trés " o
3 i camadas de estratificadas camadas de epidérmicas alongadas. As
Células da camadas de células 3 3 i i
. células de células células pseudo- células da
epiderme do glandulares o i
] o glandulares e cilindricas glandulares estratificadas camada
estigma ligeiramente o .
ligeiramente glandulares ligeiramente vacuolares de externa,
redondas.
alongadas. grandes e alongadas. estrutura dobram o
alongadas. alongada. tamanho das
duas internas.
. Acentuadamente Estrutura de Estrutura Estrutura conica Estrutura
Tecido de . o . Estrutura tubular .
L conico, com fileiras forma pouco cdnica com com duas L cdnica com
transmisséo i . sem projegoes
de pequenas células  tubular com fileiras de pequenas duas grandes e
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Base do

stigma

Epiderme do
estilo

Cértex

Ovario

Mesocarpo do

ovario

regulares,
alongadas com

paredes espessas.

Continuagédo da
area das células
externas do tecido
parenquimatico do

estilo.

Camada Unica de
células cuboides de

pequeno porte.

Fileiras de células
de formas
prismaticas de

tamanho irregular.

Epiderme de
camada Unica,
nucleos notérios e
cobertos por uma
cuticula densa.
Ovulos protegidos
por pelo menos
quatro a seis
camadas celulares
com paredes

espessas.

tendéncia

conica.

Continuagéo
da area das
células
externas do
tecido
parenquimatico

do estilo.

Camada Unica
de células
cuboides de
tamanho

médio.

Fileiras de
células
regulares
ligeiramente
alongadas com
paredes mais
espessas.
Células
prismaticas e

vacuoladas.

Epiderme de
camada Unica,
pequenas
células,
nucleos
notorios
cobertos por
uma cuticula
espessa.
Ovulos
protegidos por
cinco paredes
grossas
celulares.

células
cilindricas
alongadas com
paredes
espessas.
Separacgéo
clara entre as
células do
estigma e o
tecido
parenquimatico

do estilo.

Camada Unica
de células

cilindricas.

Fileiras de
células
ligeiramente
cubicas com
nucleos

grandes.

As células da
epiderme sé@o
reduzidas em
tamanho e tém
formas
irregulares.
Ovulos
protegidos por
trés camadas
celulares com
paredes

espessas.

projecGes
voltadas para os

I6bulos.

As células
externas sao
uma continuagao
do tecido
parenquimatico

do estilo.

Camada Unica
de células
vacuoladas e
formas
cilindricas

alongadas.

Células
prisméticas e
vacuoladas.
Area central com
células
alongadas
regulares com
paredes mais

espessas.

Epiderme de
camada Unica,
nucleos
vacuolados,
conspicuos,
cobertos por
uma cuticula
espessa.
Ovulos
protegidos por
cinco a seis
camadas
celulares com
paredes

espessas.

conicas

aparentes.

Separacéo clara
entre as células
do estigma e o
tecido
parenquimatico

do estilo.

Grandes células
cuboides com

nucleos notérios.

Células
prismaticas e
vacuoladas.
Fileiras de células
irregulares néo
alongadas com

paredes finas.

Epiderme de
camada Unica de
células seguida
por uma cuticula
espessa.

Ovulos
protegidos por
pelo menos trés a
cinco camadas
celulares com
paredes

espessas.

Varias camadas de pequenas células poliédricas.

marcadas
projecdes para
os lébulos.
Células nao
alongadas.
N&o ha
insercao clara
das células
externas do
tecido
parenquimatico

do estilo.

Camada Unica
de células

cuboides.

Fileiras de
células
alongadas e

vacuoladas.

Epiderme de
camada Unica
de células
vacuoladas,
cobertas por
uma cuticula
fina. Ovulos
protegidos por
pelo menos
trés ou quatro
camadas
celulares com
paredes

espessas.
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Figura 12. Micrografia de cortes histoldgicos dos pistilos em oliveira (Olea europaea). As amostras

correspondem as cultivares: A. ‘Arbequina’, B. ‘Arbosana’, C. ‘Frantoio’, D. ‘Koroneiki’, E. ‘Manzanilla
de Sevilla’ e F. ‘Picual’. Secdo longitudinal de um pistilo completo (4X). Um estigma bilobulado, um
estilo mostrando um nucleo de tecido transmissor (tts) e o cértex (c), e um ovéario. Detalhes de uma
secdo longitudinal do estigma mostrando papilas externamente orientadas e células estigmaticas
internas com espacos intercelulares e secédo longitudinal de ovario mostrando uma cuticula externa
cobrindo a epiderme (ep), mesocarpo (mc) e as células mais internas do endocarpo (10X).

3.4.4. Analise ultraestruturais dos pistilos

Nas observacfes de microscopia, o pistilo da oliveira geralmente consiste em um
ovario superior, relativamente curto e de estilo simples, e um estigma papilar com dois
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lobos (Figura 13 A-F). No entanto, apresentaram diferencas notaveis em termos de
tamanho e forma entre as seis cultivares estudadas, permitindo o reconhecimento

individual.

Figura 13. Micrografia eletrbnica do estigma da flor de oliveira (Olea europaea) observada abaixo de
100X. As amostras correspondem as cultivares: A. ‘Arbequina’, B. ‘Arbosana’, C. ‘Frantoio’, D.

‘Koroneiki’, E. ‘Manzanilla de Sevilla’ e F. ‘Picual’.

Em ‘Frantoio’, o estigma apresenta I6ébulos fundidos e indistinguiveis, enquanto
nas restantes cinco cultivares os dois I6bulos apresentam fendas com diferentes graus
de separacgao; sendo ‘Arbequina’ aquela que apresentou separacéao total dos lobos da

base do estigma. Da mesma forma, em ‘Arbosana’ e ‘Koroneiki’, a separagao de metade
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do comprimento dos lobos do estigma ndo € claramente distinguida e ‘Picual’ e
‘Manzanilla de Sevilla’ apresentaram separacgéo dos lobos na area distal.

O OR (razédo do ovério) pode ser classificado em dois tipos: esférico e ovoidal,
dependendo se o valor for igual a 1 ou se o valor for proximo de 1, respectivamente. O
primeiro grupo inclui as cultivares 'Frantoio' (OR 1,034 * 0,054), 'Manzanilla de Sevilla’
(OR 1,014 £ 0,006) e 'Koroneiki' (OR 1,064 + 0,032), enquanto as das cultivares
‘Arbequina’ (OR 0,833 £ 0,012), '‘Arbosana’ (OR 1,357 £ 0,096) e 'Picual' (OR 0,785 +
0,074) sao ovoides, embora 'Arbequina’ e 'Picual’ tenham eixo transversal maior que o
longitudinal (Tabela 7).

Dados morfométricos sugerem que ‘Koroneiki’ tem o StigL (comprimento do
estigma) mais longo (810,619 £ 19,036), enquanto ‘Arbequina’ o menor (StigL 502,162 +
18,749). No entanto, para ‘Frantoio’ a variavel StigW (largura dos I6bulos do estigma,
esquerdo e direito juntos) apresentou o estigma mais largo (632,029 + 62,451), o que
difere significativamente dos demais. ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Koroneiki’ e ‘Manzanilla
de Sevilla’, ndo apresentaram diferencgas significativas entre si. Ja a ‘Picual’ teve o menor
valor de StigW (345,677 + 7,473), sendo significativamente diferente de todas as outras
cultivares (Tabela 7).

Levando em conta o calculo de toda a area do estigma (SitgA), 'Koroneiki" (SitgA
383996,14 + 37647,34) apresentou 0 maior valor com potencial de contato para pélen,
seguido por 'Frantoio’' (SitgA 357536,82 * 36906,52), sendo 'Picual' a cultivar que
apresentou a menor area estigmatica (SitgA 217471,59 + 3080,53). O estilo mais longo
correspondeu ao ‘Picual’ (SL — comprimento do estilo 478,790 + 12.226), que é o dobro
do comprimento da cultivar ‘Manzanilla de Sevilla’ (SL 237,260 + 23.020). Por sua vez,
'Frantoio’ apresentou o estilo com maior diametro (SW — largura do estilo 350,825 +
8,732), seguido de 'Arbosana’ (SW 341,535 * 7,224), e com 'Arbequina’ (SW 185,204 +
7,009) sendo o menor (Tabela 7).

Foi realizada uma PCA (Figura 14), cuja ordenagao mostra o primeiro eixo (CP1),
definido por StigL e StigW. O segundo eixo (CP2), claramente caracterizado por SL e

StigA. A variancia total explicada nos dois primeiros eixos € de 85%.
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Tabela 7. Pardmetros ultraestruturais do pistilo Medi¢des indicando diferentes dimensfes do pistilo
observadas sob microscopia de escaneamento de elétrons das cultivares de oliveira 'Arbequina’,

'Arbosana’, 'Frantoio', 'Koroneiki', ‘"Manzanilla de Sevilla' e 'Picual'.

Razéo ) Largura Compriment Largura i
. Compriment i Areado
Cultivare do ) do o do dos I6bulos )
. o do estilo ) ) ) estigma
S ovario estilo estigma do estigma .
(SL) _ _ (StigA)
(OR) (SW) (Stigl) (Stigw)
Arbequina 0,83 c 295,57 ¢ 185,20 f 502,16 f 518,32 b 259748b
n=25
sz 1,4x10* 60,424 49,12 351,53 349,62 1,8x108
S 0,01 7,77 7,009 18,749 18,698 13356,31
Arbosana 3 1,36a 343,02 b 341,53 b 682,71 c 505,19b 344870 a
n=25 s2  9,2x10°3 346,639 52,188 64,677 27,42 3,5x108
s 0,09 18,62 7,224 8,042 751,73 18864,2
Frantoio x 1,034 b 332,05 b 350,82 a 561,410 e 632,03 a 357536 a
=72 sz 2,9x103 137,06 76,256 105,148 3900,19 1,4x10°
s 0,054 11,71 8,73 10,254 62,45 36906,5
Koroneiki 3 1,06 b 314,01 bc 239,64 c 810,62 a 473,47 b 383996 a
n=25 sz 1,0x10°% 297,67 51,66 362,38 1835,44 1,4x10°
S 0,032 17,253 7,187 19,036 17,49 37647,3
Manzanilla 3 101b 237,26 d 216,9d 750,76 b 474,86 b 356844 a
de Sevilla 52 3 6x10° 529,93 55,441 11,335 452,18 3,9x108
n=25 S 001 23,02 7,45 10,50 21,26 19742,73
Picual ¥ 0785¢c 478,79 a 201,18 e 628,68 d 345,677 ¢ 217471 b
n=25 s2  54x10°3 149,47 55,956 127,740 55,85 5,7x107
S 0,07 12,23 7,48 11,30 7,47 3080.5

a) As medidas SL, WL, StigL e StigW sado expressas em um; StigA é expresso em um?, e OR é sem

unidade.
b) Os dados apresentados sdo, média (x), variancia (s?) e desvio padréo(s). Valores seguidos pela

mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scheffé (P < 0,05).
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Figura 14. Analise dos Componentes Principais para os parametros ultraestruturais do pistilo das
cultivares de oliveira ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Frantoio’, ‘Koroneiki’, ‘Manzanilla de Sevilla’ e ‘Picual’
com base nos vetores das variaveis comprimento do estilo (SL), comprimento do estigma (StigL),

largura do estigma (StigW) e area do estigma (StigA).

O eixo do CP1 mostra um gradiente descendente nos valores StigL que separa
‘Koroneiki’, ‘Manzanilla de Sevilla’, ‘Arbosana’, ‘Frantoio’ e ‘Arbequina’. No entanto,
StigW tem um componente no mesmo eixo, mas na direcdo oposta. O eixo do CP2,
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separa claramente ‘Picual’, que se caracteriza por ter maior comprimento do estilete (SL)

e menor area potencial de contato dos I6bulos do estigma.

3.5. Discussao

Apesar da grande difusdo da olivicultura no mundo, as informagfes disponiveis
sobre a descricdo de suas estruturas reprodutivas sdo escassas e fragmentadas.
Apresenta-se geralmente como uma flor pequena, actinomorfica com tamanho entre 4 e
5 mm, com quatro pétalas brancas ou creme e a mesma quantidade de sépalas verdes
em forma de taca (OZKAYA et al., 2004; SERRANO et al., 2008; SUAREZ, 2009). O
pistilo € composto por um ovario bilocular superior com estilete curto e estigma bifido,
relativamente longo e altamente variavel (SEIFI, 2008; SERRANO et al., 2008; SUAREZ,
2009). J&4 o androceu € formado por duas grandes anteras amarelas, deiscentes
longitudinalmente na maturidade e com nimero variavel de graos de pdlen que parecem
depender da cultivar (ROJO, 2014; ROJO et al., 2015; SEIFI, 2008).

Diante dessas informacdes pouco detalhadas sobre o 6rgao reprodutor e suas
diferengas entre as cultivares, também, pelo fato de néo ter sido feita nenhum estudo
nesse ambito na regido Sul do Brasil, optou-se por realizar uma caracterizacao
morfolégica dos graos de pdlen e do pistilo, visando sua utilizacdo como ferramentas
para discriminar as diferentes cultivares.

A combinacédo de diferentes métodos de identificacdo de cultivares é altamente
recomendada, principalmente em bancos de germoplasma. Porém, até o momento, o
uso de caracteres morfoldgicos do pélen como elementos discriminativos tem sido muito
limitado (FENDRI, 2011; FENDRI et al., 2011).

3.5.1. Pélen

Os estudos de viabilidade e desenvolvimento do pdlen dependem de fatores
ambientais, como fotoperiodo, irradia¢do, temperatura e umidade relativa (GARCIA et
al., 2015). Ejsmond et al. (2011), citam que a producéo de pdlen esta intimamente

relacionada a temperatura ambiente por meio da otimiza¢cdo do numero e tamanho dos
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graos produzidos. A medida que a temperatura aumenta, as plantas produzem gréos
maiores, mas, como um tamanho maior ndo compensa totalmente o aumento das taxas
de dessecacdo em temperaturas mais altas, os graos tém menos chance de polinizacéo
bem-sucedida. No entanto, a temperatura ndo parece afetar significativamente a forma
ou estrutura do pélen (EJSMOND et al.,, 2011; LENOIR et al., 2008). Portanto, as
condi¢cdes ambientais do Sul do Brasil ndo devem influenciar a morfologia, podendo ser
utilizada como caracteristicas para discriminar as cultivares.

Os estudos mostraram que ‘Koroneiki’ e ‘Arbequina’ apresentaram os maiores
valores de contagem de graos de pdlen, enquanto os menores valores corresponderam
a ‘Picual’ e ‘Manzanilla de Sevilla’. O niumero de gréos de polen por flor calculado para
Arbequina sédo préximos aos relatados por SILVA (2014) para a mesma variedade, no
entanto, ndo é o caso do Koroneiki, cujo valor é representativamente muito maior ao
reportado. Cabe ressaltar que os valores reportados por Silva (2014) analisando 28
variedades no Brasil mostram intervalos de variacao de 56676 na variedade Maria da Fe
MGS Mariense até 145458 Ascolano 315 MGS AS 315. As cultivares com pouco pélen
apresentaram graos maiores, enquanto as que produziram graos pequenos o tiveram em
grande quantidade, sendo esta Ultima estratégia a mais adaptada a anemofilia (FAEGRI
e VAN DER PIJL, 1979; CARINANOS e MARINANGELI, 2021; YAMAMOTO et al.,
2007). O numero de graos de polen por flor para ‘Arbequina’ e ‘Arbosana’ foram
semelhantes aos relatados por Ferrara et al. (2007), para as mesmas cultivares na Italia
(111,258 e 90,180, respectivamente). Da mesma forma, o valor obtido em ‘Picual’ foi
semelhante ao relatado por Aguilera e Ruiz (2012) em localidades espanholas.

De acordo com o sistema de classificacdo proposto por Valdés et al. (1987), os
valores médios de diametro maximo obtidos neste estudo, entre 12 e 20 um, sdo
considerados pequenos, mantendo-se esses valores independentemente dos trés locais
de estudo. Esses resultados séo inferiores aos obtidos em cultivares da Italia, Espanha
ou Portugal, que podem variar entre 19 e 38 um (CASTRO et al., 2010; KOUBOURIS et
al., 2012; LANZA et al., 1996; RIBEIRO et al., 2010). Esse menor tamanho de pdlen pode
ser devido a uma resposta ecofisiologica das arvores para se adaptar as condi¢cdes de
maior umidade encontradas no Sul do Brasil, em comparac¢do com os niveis de estresse

por déficit hidrico que a olivicultura encontra na Bacia do Mar Mediterraneo.
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A grande quantidade de gréos de pélen nas anteras, e o grande numero de flores
e inflorescéncias na arvore, no caso da oliveira, compensa a grande perda de pdlen
durante seu transporte pelo ar (CASTRO et al., 2010; SUAREZ et al., 2012). Essa perda
pode ser afetada pelo excesso de umidade durante o desenvolvimento das flores,
limitando e comprometendo ainda mais os dias de polinizacao efetiva (CUEVAS et al.,
2005).

Em ‘Koroneiki’, o didametro maximo, a relacdo L-W e o indice de tamanho sao
inferiores aos relatados por Koubouris et al. (2012), cujas medidas foram 22,68 um; 1,47
e 3,51, respectivamente. No entanto, as medidas de didmetro minimo tendem a ser
semelhantes. Para o caso de ‘Picual’, este estudo apresentou valores de didametro
maximo e minimo que mal atingiram a metade dos valores relatados por Castro et al.
(2010). Além disso, ao comparar a relacao L-W, os graos aqui analisados tendem a ser
esferoidais, enquanto os de Castro et al. (2010) sdo marcadamente elipsoidais (1,37)
qguando secos e tendem a ser esferoidais quando hidratados (1,08). Embora a
‘Arbequina’ tenha apresentado o maior L-W, seu valor ainda é inferior ao valor minimo
apresentado para as trés cultivares estudadas por Koubouris et al. (2012), sendo mais
evidente o caso de ‘Koroneiki’, cujo quociente estd bem abaixo do valor de 1,45 para a
mesma cultivar.

Apesar dos graos de poélen de ‘Manzanilla de Sevilla® serem os maiores, eles
atingiram a categoria de graos pequenos, de acordo com a faixa estabelecida por Valdés
et al. (1987), como um sistema de classificacdo de variedades de oliveira com base nos
caracteres polinicos.

Detalhes da exina em cada cultivar sdo visiveis e podem ser separados
morfologicamente. Diferencas especificas também foram encontradas no padrdo de
exina na Italia, Portugal e Espanha usando microscopia de varredura (FERNANDEZ-
FERNANDEZ e RODRIGUEZ-GARCIA, 1985; FENDRI, 2011; FENDRI et al., 2011;
LANZA et al., 1996; PACINI e VOSA, 1979; RIBEIRO et al., 2012). O padrao de exina
pode ser utilizado para diferenciar cultivares, pois varia entre cultivares e essa variagao
€ mantida em diferentes ambientes.

'Frantoio’ e 'Manzanilla de Sevilla" apresentam diferencas marcantes, pois sao

caracterizadas por um lUimen reduzido e uma estrutura de paredes largas, com
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elementos escultéricos pontiagudos, conspicuos e amplamente espacados. Por outro
lado, 'Arbosana’, 'Arbequina’, 'Picual’ e 'Koroneiki', podem ser facilmente separados por
terem uma area de lumen maior, com elementos estruturais de parede levemente
arredondados e sem destaque. Essa combinacéo de caracteres aumenta a possibilidade
de uma identificagéo correta, uma vez que a maioria dos trabalhos geralmente utiliza
apenas tamanho de grédo e tamanho de exina (CASTRO et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2012).

Ao comparar a area do lumen entre as seis cultivares analisadas, pode-se inferir
que, o pdélen de 'Frantoio' e 'Manzanilla de Sevilla', cujas areas do limen sdo pequenas
e possuem paredes largas, poderia ser mais pesado para ser transportados pelo vento,
se comparados com 'Picual’, 'Koroneiki', 'Arbequina’ ou '‘Arbosana’, cujo limen € maior e
de paredes finas, o que implica ter uma maior relacdo superficie/volume e, portanto,
podem percorrer uma distancia maior, 0 que os torna bons candidatos como culturas

doadoras de pdlen.

3.5.2. Pistilo

Diferengas no tamanho e forma do pistilo foram encontradas nas cultivares
estudadas. A andlise anatdémica dos pistilos mostrou um estigma com exsudatos na
superficie. Segundo estudos, esses exsudatos permitem a aderéncia, reconhecimento e
hidratacdo dos grdos de pélen (HERRERO, 1992; SERRANO et al., 2008; SUAREZ,
2009). Além disso, um estilete com organizacdo celular compacta e ovario bilocular,
coincide com o observado por Ciampolini et al. (1983). No caso do Picual, observa-se
gue é composto por papilas dispostas de forma pseudoestratificada, semelhante a
estrutura multicelular indicada por Serrano et al. (2008), para a mesma cultivar.

As caracteristicas diferenciais entre as cultivares sugerem que o orgéo feminino
poderia ser um carater morfolégico mais estavel e Gtil na identificagdo de oliveiras. A
estrutura do pistilo para ‘Picual’ foi semelhante a descri¢do indicada por Serrano (2008),
gue menciona que possui um estigma papilar bilobado amido. Além disso, a cultivar
possui um estilo simples e solido semelhante a ‘Arbosana’, ‘Manzanilla’ e ‘Koroneiki’,

caracteristica previamente relatada por Rapoport (2008).
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No estigma de ‘Picual’ e ‘Koroneiki’, as papilas epidérmicas apresentam
claramente uma estrutura com maior area de contato, embora a superficie seja lisa, em
contraste com ‘Manzanilla’. A conformacgdo da superficie das papilas presentes em
‘Arbequina’ € complexa e apresenta pequenas fissuras que aumentam ainda mais a
superficie de adesé&o do pdlen.

Apesar dos diferentes padrdes teciduais observados no estigma e no estilete, uma
caracteristica estrutural comum em todas as cultivares foi a semelhanca na forma cénica
do tecido papilar receptivo do estigma e sua continuidade com o tecido transmissor no
estilete. Essa configuracdo poderia servir como filtro para o desenvolvimento do tubo
polinico, pois foi observado que um numero reduzido de grdos de polen penetra além
das primeiras camadas das células do estigma (CUEVAS e POLITO, 1997; SANCHEZ-
ESTRADA e CUEVAS, 2018; SANCHEZ-ESTRADA e CUEVAS, 2019; SERRANO et al.,
2008; SUAREZ, 2009).

3.5.3. Analises multivariadas

Neste estudo os caracteres agrupados pela analise de componentes principais,
parecem ser eficazes para separar cultivares. No entanto, essa ideia ndao corrobora a
proposta de Xu e Kirchoff (2008), que mencionam que as medidas analisadas
separadamente fornecem uma maneira melhor de explorar as diferencas entre cultivares,
guando comparadas com analises multivariadas complexas, nas quais as diferencas das

cultivares aparentemente ndo sao claras.

3.6. Conclusoes

O numero de gréos de pélen ndo parece variar quando a mesma cultivar foi
avaliada em diferentes locais, porém, apresentaram diferencas entre as cultivares. As
cultivares ‘Koroneiki’ e ‘Arbequina’ apresentaram graos de pélen menores, porém em
maior numero, o que as torna boas candidatas como doadores de poélen, além de estarem
melhor adaptados a polinizacdo da anemofilia. Caracteristicas como area de lumen,

largura, altura, forma e distancia entre elementos estruturais na parede de graos de pélen
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observados sob microscopia eletronica de varredura, permitem separar as diferentes
cultivares de oliveira. Da mesma forma, o uso de caracteres anatbmicos e ultraestruturais
dos pistilos, como comprimento de estilo, comprimento, largura e area do estigma,
mostrou uma notavel uniformidade dentro de cada cultivar examinada, sendo diferente
entre as cultivares. O uso da andlise de componentes principais pode ser uma ferramenta
estatistica que permite separar morfologicamente cultivares de oliveira baseadas em
caracteres florais, independentemente das condi¢des locais do Estado do Rio Grande do

Sul, Brasil.
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4. CAPITULO Il - Caracterizacdo e herdabilidade de frutos de cultivares

comerciais de oliveira no Sul do Brasil

4.1. Resumo

A oliveira € uma espécie de grande importancia histérica e econémica para o
mundo. Por ser uma arvore perene, de vida longa, tem apresentado grande variabilidade
fenotipica, representada por uma ampla gama de cultivares espalhadas em diferentes
paises. Existem varios estudos sobre a caracterizacdo da espécie e das cultivares. No
entanto, ha necessidade de descobrir como essas caracteristicas fenotipicas sao
herdadas e como a plasticidade da oliveira pode mudar independentemente de sua
origem genética quando as condigdes ambientais variam. Foi realizado um estudo em
seis cultivares comerciais, em um Unico ano e um unico local (Fazenda Mato Grande da
empresa Verde Louro, municipio de Cangucu, RS), a partir da analise do diametro
maximo e minimo do fruto com e sem meso e ectocarpo. Alem disso, foram feitas
analises quimicos de qualidade do 6leo sob condi¢des de umidade, vento e temperatura
do estado do Rio Grande do Sul. A plasticidade fenotipica e a herdabilidade no sentido
amplo foram estimadas nas comparac0@es inter e intracultivares. A partir das analises de
variancia e herdabilidade, observou-se que algumas cultivares como 'Koroneiki' ou
'Picual' tiveram seus caracteres principalmente sob controle genético, enquanto
‘Arbequina’ foi mais influenciada pelas condi¢cdes ambientais. As informacdes derivadas
deste trabalho ajudardo a orientar a selecao das cultivares que melhor se adaptam aos

ambientes locais da regiao Sul do Brasil.

4.2. Introducgao

O homem ao longo da historia tem sido responsavel pela propagacéo do cultivo
de oliveiras na bacia do Mar Mediterraneo. Devido aos interesses comerciais as oliveiras
foram introduzidas fora de sua area de origem, como o Sudoeste Asiatico, Oceania,
Africa do Sul e América, rompendo assim as barreiras da dispers&o natural (ALFIERI et

al., 2019). Nesses novos espacos colonizados, a cultura se adaptou a novas e diferentes
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condicdes climéticas, algumas favoraveis e outras limitantes para seu desenvolvimento
(LORITE et al., 2018; MOUSAVI et al., 2019).

A maioria das cultivares utilizadas sdo manejadas e tradicionalmente
selecionadas apenas por meio de melhoramento de caracteres agrondmicos
representativos, questdo que nao necessariamente as torna mais adaptadas as
condicdes de produtividade superintensiva dos sistemas agricolas modernos nos novos
lugares colonizados (LAVEE e AVIDAN, 2012; COI, 2023). A oliveira pode sobreviver e
se reproduzir em diferentes condicfes ecoldgicas devido a alta variabilidade genética
dentro da espécie e as varias interages naturais entre as diferentes cultivares e seus
ambientes proximos. No entanto, a selecdo antropogénica de cultivares adequadas,
embora consiga superar as limitacdes ambientais locais, pode ser confundida com uma
maior diversificacao de fenotipos, quando na verdade a diversidade genética esta sendo
reduzida (RALLO et al., 2005; ADAKALIC e LAZOVIC, 2018), para atender as demandas
locais do produtor.

Apesar da descricdo relativamente recente do genoma da oliveira (CRUZ et al.,
2016) e da existéncia de inUmeras investigacdes sobre a caracterizacdo genética de
varias cultivares (JULCA et al.,, 2020), ha pouca informacdo conhecida sobre o
comportamento hereditario dos caracteres, em parte devido ao lento crescimento e
desenvolvimento das arvores (MORA et al., 2008). Além disso, ha informacdes limitadas
sobre a correlagéo entre gendtipo e fendétipo e sobre a eficacia da selecao de cultivares
bem adaptadas a novos ambientes fora da bacia do Mediterraneo (MOUSAVI et al.,
2019) e especialmente aquelas no Sul do Brasil.

A capacidade das plantas de variar fisiolégica e morfologicamente para enfrentar
e se adaptar a diversas limitacdes ou vantagens ambientais, expressando diferencas em
seus fendtipos € chamada de plasticidade fenotipica. O grau de plasticidade depende
muito da variacdo genotipica, que pode aumentar ou diminuir a adaptacao da planta as
condicdes especificas do ambiente ao seu redor (WHITMAN e ANURAG, 2009). Ja a
herdabilidade pode ser vista como um parametro que expressa a propor¢ao da variacao
fenotipica total atribuida ao efeito médio dos genes (FALCONER e MACKAY, 1996). No
entanto, mudancas nessa ideia levaram a chamada herdabilidade de sentido amplo (H?),

gue envolve a propor¢ao da variancia que se deve a todos os efeitos genéticos. O papel
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mais importante de estimar a herdabilidade é prever o ganho genético (revisado por
FERNANDES et al., 2021). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os
frutos de oliveiras e estimar os coeficientes de herdabilidade para caracteristicas
agrondémicas de seis cultivares comerciais, nas condicfes edafoclimaticas do Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil.

4.3. Material e Métodos

Neste estudo foram avaliadas seis cultivares comerciais 'Arbequina’, '‘Arbosana’,
'Frantoio’, 'Koroneiki', '"Manzanilla de Sevilla' e 'Picual’ de oliveira (Olea europaea L.). Dez
plantas de cada cultivar foram amostradas (60 arvores no total). Aproximadamente 2 a 3
kg de frutos foram coletados de cada arvore, obtendo-se um nuamero variavel de frutos
(repeticBes) avaliados. As coletas foram feitas em fevereiro de 2021, no periodo de
colheita das azeitonas. Apoés a colheita, os frutos foram armazenados a -20°C até o
momento das andlises. As oliveiras pertencem a empresa "Verde Louro (Fazenda Mato
Grande)" (UTM 31.474477S; 52.9473309W), Municipio de Cangucu; localizada no
estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Figura 15).

Figura 15. Vista panordmica da olivicultura na Fazenda Mato Grande "Verde Louro", Municipio de

Cangucu, RS, Brasil.
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O clima observado durante o tempo de colheita foi caraterizado por apenas dois
eventos de precipitacdo acima de 20 mm e 6 dias com precipitacdes abaixo dos 10 mm,
sendo o restante dias secos. Uma temperatura média de 20,5°C, no entanto, com
intervalo minimo de 14°C e maximo entre 30°C, e radiacao solar perto do 4000 Kj m?. O

vento alcancou velocidade méaximo de 9m s (Figura 16).
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Figura 16. Perfil climatico do més de fevereiro de 2021, durante a colheita de frutos. Dados da
Estacao Meteorologica de "Cangugu, WMO: A811", com base no Instituto Nacional de Meteorologia

(INMET), Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Brasil.

4.3.1. Parametros biométricos avaliados na fruta

Foram avaliados 33.522 frutos com um paquimetro digital (0,01 mm), marca

Starrett. As medidas feitas sdo: comprimento (FL) e largura do fruto (FW). A partir dessas
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variaveis, foi calculada a razéo entre comprimento e largura (FL/FW). Com uma balanca
(marca Shimadzu, preciséo de 0,01 g), cada fruto também foi pesado (FFW).

O exo e 0 mesocarpo (polpa) foram retirados de cada fruto, deixando o endocarpo
livre, ao qual foram feitas as medidas do comprimento do endocarpo (EL) e da largura
do endocarpo (EW). A partir dessas variaveis, foi calculada a razdo entre comprimento
e largura (EL/EW). O peso do endocarpo fresco (FEW) também foi medido. Por fim, foi

determinado o rendimento de 6leo (FY).

4.3.2. Obtencéo do azeite e pardmetros medidos

De cada arvore amostrada, 350 g de frutos foram selecionados aleatoriamente
para todas as cultivares estudadas. Para a extracdo do 6leo, foi seguido um protocolo
descrito por Zarrouk et al. (2008). Para a moagem e esmagamento dos frutos foi utilizado
um Multiprocessador de Alimentos Philco PMP1600V (1400W), sendo aplicado por 40
minutos a uma temperatura de 25°C, obtendo-se uma pasta. A pasta oleosa obtida foi
centrifugada a 13 g por 3 minutos em uma centrifuga Eppendorf 5810, utilizando tubos
de 50 mL. O sobrenadante (6leo) foi recuperado de cada tubo, deixando residuos
vegetais e 4gua no fundo. O 4leo obtido foi mantido a 4°C em completa escuriddo até a

andlise.

4.3.2.1. Grau de acidez

A medida do grau de acidez (DA) foi feita com base na metodologia de Moncayo
(2016), com modificagbes. Em uma balanca de precisdo 0,01g, em um Erlenmeyer de
250 mL foi pesado entre 4 e 6 g de Oleo. Adicionou-se 50 mL de etanol-éter a 50% ao
0leo, neutralizou-se com hidréxido de soédio (NaOH) 0,1 N e agitou-se até a dissolucéo
completa do 6leo. ApGs, 1 mL de indicador de fenolftaleina (1%) foi adicionado e a
solucao foi agitada. A titulacéo foi realizada com hidroxido de sodio até que a coloracéo
mudasse para rosa (Figura 17). O grau de acidez foi apresentado em porcentagem de
acido oleico.
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Figura 17. Processo de titulagdo e determinacéo do grau de acidez. A. Azeite da cultivar ‘Arbequina’,
B. Azeite da cultivar ‘Manzanilla de Sevilla’, C. Azeite da cultivar ‘Picual’ e D. Amostra de azeite apos
da titulacdo com hidréxido de sdédio (NaOH) 0,1 N.

A férmula utilizada para calcular o grau de acidez expresso em % acido oleico foi:
Pm * VxN
DA = T *100
Onde:
DA: é o grau de acidez expresso em % de &cido oleico,
V: € o volume consumido na titulacdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N,
N: € igual a normalidade do hidroxido de sédio (NaOH),
Pm: é o peso molecular do acido oleico (aproximadamente 282 g/mol) e
P: é 0 peso em gramas do 6leo.
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4.3.2.2. indice de peroxido

O indice de peréxido (IP) foi determinado pela quantidade de peroxidos presentes
nas amostras, que provocam a oxidacao do iodeto de potassio em condicdes de trabalho.
Para a deteccao de peroxidos, foi utilizada a metodologia de Barranco (2008) e Moncayo
(2016) com modificacdes.

Entre 1,8 e 2,2 g de amostra de 0leo foram adicionados em 25 mL de acido
acético-cloroformio (3:2) e 1 mL de solucéo de iodeto de potassio (13,7 g de iodeto de
potassio e 10 mL de agua). Agitou-se suavemente e ficou no escuro por 5 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 75 mL de 4gua destilada e varias gotas de amido
para desempenhar o papel de indicador. Foi fortemente agitado e titulado com tiossulfato
de sédio (0,002N) até mudar de cor de violeta para branco. Os resultados foram
apresentados em mEqg de O:2 ativo Kg* de 6leo.

A férmula utilizada para calcular o indice de peréxido em mEq de O: ativo kg de
Oleo é:

VN

Pl = * 1000

Onde:

Pl: é o indice de Peréxido expresso em mEq Oz kg* de 6leo,

V: é o Volume Gasto de Tiossulfato de Sédio (0,002 N) na titulacao,

N: é igual a Normalidade do tiossulfato de sédio utilizado na titulacdo e

P: é o Peso da amostra do azeite.

4.3.3. Analise estatistica

Foram realizadas andlises estatisticas descritivas das diferentes variaveis. A
normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. As variaveis FL, FW,
EL e EW foram submetidas a transformacdo dos dados usando Box Cox do pacote
bestNormalize do RStudio 4.2.2 (R CORE TEAM, 2018). Todas as outras variaveis

apresentaram distribuicdo normal; portanto, nenhuma transformacgéo foi aplicada. Foi
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feita analise de variancia (ANOVA). Posteriormente, correlacdo de Pearson foi realizada
usando o pacote estatistico RStudio e PAST (R CORE TEAM, 2018; HAMMER et al.,
2021). A variabilidade das variaveis entre as cultivares foi visualizada usando o ViolinPlot
com RStudio (R CORE TEAM, 2018) e os contrastes dos dados foram testados com
Tukey (P < 0,05).

As estimativas quantitativas da plasticidade fenotipica (PP) foram calculadas
usando uma abordagem simplificada, avaliando o efeito da plasticidade fenotipica dentro
de cada arvore em cada cultivar avaliada separadamente. O calculo foi baseado no
desvio padrdo das médias dividido pela média das médias ajustadas como covariavel.
Espera-se que tal covariavel influencie a variavel ou caracteristica alvo (NAVAS e
GARNIE, 2002).

A herdabilidade de sentido amplo (H2) para todas as caracteristicas avaliadas é
estimada pela relacdo entre as variagcdes genotipicas e fenotipicas entre cultivares
utilizando-se a variacdo das medidas de frutos entre cultivares e entre cada arvore

avaliada dentro de cada cultivar.

4.4. Resultados

A analise de variancia foi aplicada a todas as variaveis medidas, tanto antes (frutos
inteiros) quanto apos a extracdo do exo e do mesocarpo, entre e dentro das cultivares.
Em todos os casos, pelo menos uma cultivar foi significativamente diferente (Tabela 8).
Observou-se que todas as variaveis analisadas apresentaram grande variagdo entre e
dentro das cultivares.

Foi realizada uma analise de correlacdo de Pearson para as caracteristicas
avaliadas (Figura 18). Um padrao associativo com significancia positiva esteve presente
entre o comprimento (FL) e a largura (FW) do fruto inteiro (r =0,78378; p = 0,002). Outras
variaveis igualmente altamente correlacionadas foram o peso do fruto fresco (PF), cujos
valores apresentaram maior correlagdo com a largura do fruto (PF) (r = 0,72112; p =
0,002), do que com o comprimento (FL) (r = 0,66715, p = 0,003). Padrbes de correlacao

de baixa magnitude igualmente positivos também foram observados entre comprimento
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do endocarpo (EL) e largura (EW) (r =

com seu comprimento (EL) (r = 0,15389; p = 0,001).

0,12208; p = 0,000) e peso do endocarpo (FEW)

Tabela 8. Analises de varidncia comparando as diferentes medicdes de frutos entre as cultivares

(Arbequina, Arbosana, Frantoio, Koroneiki, Manzanilla de Sevilla e Picual).

Fonte de Variacédo SQ GL F Pr(>F)
Comprimento do fruto (FL) 170,199 5 24,569 1,1e-16 bl
Largura do fruto (FW) 620,111 5 101,213 1,3e-12 ok
Razéo entre comprimento e i -
largura do fruto (FL/FW) 646,412 5 165,221 19e-14
Peso do Fruto (FFW) 74,421 5 155,296 1,21e-16 ik
(CEoLr;prlmento do endocarpo 7.902 5 6,648 1,07e-13 -
Largura do endocarpo (EW) 4,542 5 55,891 2,2e-16 *kk
Raz&o entre comprimento e
largura do endocarpo 11,676 5 60,988 6,4e-5 *x
(EL/EW)

Peso do endocarpo (FEW) 6,185 5 4.543e-11  ***
Grau de Acidez (DA) 132,283 5 20,54 2,3e-15 ok
Indice de Perdxido (PI) 696,466 5 8,02 1,41e-16 rkk

*SQ: Soma de quadrado, GL: graus de liberdade, F: valor calculado F de Fischer, Pr(>F): contraste com a

probabilidade tedrica.
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Figura 18. Anélise de correlacdo para as variaveis comprimento do fruto (FL), largura do fruto (FW),

peso fresco do fruto (FFW), comprimento do endocarpo (EL), largura do endocarpo (EW) e peso do

endocarpo fresco (FEW). Os asteriscos apresentam nivel de significancia, * 5% e ** 1%.
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4.4.1. Caracterizagao de frutos de diferentes cultivares

Os maiores valores médios da caracteristica FL (comprimento do fruto) foram

observados em 'Picual' e 'Manzanilla de Sevilla' (22,21+1,95 e 20,63+1,81 mm,

respectivamente), apresentando diferencas significativas em relacdo as demais

cultivares, enquanto a maior variabilidade para esta caracteristica foi detectada em

‘Arbequina’ e '‘Arbosana’ (Tabela 9; Figura 19A).

Tabela 9. Caracterizacdo dos frutos de oliveira das cultivares de azeitona 'Arbequina’(Aqg), '‘Arbosana’(As),

'Frantoio'(Fr), 'Koroneiki'(Ko), 'Manzanilla de Sevilla'(MS) e 'Picual’ (Pi). As caracteristicas avaliadas foram:

comprimento do fruto (FL); largura do fruto (FW); peso do fruto fresco (FFW); comprimento do endocarpo

(EL); largura do endocarpo (EW); peso do endocarpo fresco (FEW); relacdo entre comprimento e largura

do fruto (FL/FW); relacdo entre comprimento e largura do endocarpo (EL/EW); rendimento de gordura (FY).

Cultivar FL FW FFW EL EW FEW FL/IFW  EL/EW FY
Aq X 10,22d 10,0c 148b 835b 68a 048a 100b 124c 67,22b
S 2,80 2,83 0,50 0,96 1,05 0,28 0,05 0,15 18,28
As X 1499c 1254b 1,48Db 9,77b 76a 048a 1,15b 1,29 c 66,90 b
S 2,20 0,90 0,49 1,16 0,59 0,27 0,05 0,18 17,49 b
Fr x 16,80b 12,03b 190b 12,08a 6,8a 0,92a 14la 1,81b 49,80
S 1,78 1,16 0,42 1,17 0,84 0,31 0,20 0,29 19,00
Ko X 1481c 9,97 c 1,21b 1281a 5,2a 0,3la 1,52a 2,62 a 70,86 a
S 1,30 1,32 0,38 1,28 1,10 0,08 0,27 0,69 15,76
MS X 2063a 17,75a 394a 1252a 74a 084a 1,17b 1,75b 76,72 a
S 1,81 1,27 1,10 1,09 1,37 0,32 0,12 0,44 11,72
Pi X 2221a 1599a 48la 1557a 8,7a 0,78a 1,40a 1,79b 82,48 a
S 1,95 1,17 1,19 1,84 0,78 0,15 0,16 0,25 6,50

As medidas (FL, FW, EL e EW) s&o expressas em um; (FFW e FEW) sdo expressos em gramas (g), FL/IFW

e EL/EW sdo sem unidade e FY é expresso em porcentagem.

Os dados sdo apresentados como média (x ) e desvio padrdo (s). Valores seguidos pela mesma letra na

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 19. Graficos de violino representando a variacdo da medida dos frutos. A. comprimento do
fruto (FL), B. largura do fruto (FW), C. peso do fruto fresco (FFW), D. comprimento do endocarpo
(EL), E. largura do endocarpo (EW) e F. peso do endocarpo (FEW) de cada cultivar estudada dentro
do ambientede cultivo. Cada violino mostra a distribuicdo dos dados do nivel minimo ao maximo, com
linhas horizontais internas mostrando a média dos dados. Os boxplots representam os limites inferior
e superior do primeiro e terceiro quartis. Os valores discrepantes (outliers) sdo indicados com pontos

pretos. A largura horizontal do violino depende da densidade de dados.

Apos a eliminacao do exo e do mesocarpo, observou-se uma menor amplitude de
variacdo dos dados no carater EL (comprimento do endocarpo). O maior valor foi
observado em ‘Picual’ (15,57+1,84). As cultivares Koroneiki, ‘Frantoio’ e ‘Arbosana’
apresentaram valores semelhantes entre as médias, porém, ‘Arbosana’ e ‘Manzanilla de
Sevilla’ apresentaram dados dispersos ou erraticos (Figura 19D).

Considerando a caracteristica EW (largura do endocarpo), pode-se notar uma alta
dispersdo dos dados em cada uma das cultivares analisadas (Figura 19E), néo
apresentando diferencas significativas. Um caso ainda mais notorio ocorre ao analisar o
comportamento dos dados FEW (peso do endocarpo) (Figura 19F), em que se observa
uma grande variabilidade entre o peso de cada endocarpo sem distingdo entre as

arvores.

97



Ao considerar cada arvore como uma unidade de producao individual, percebe-se
gue, para os caracteres FL (comprimento do fruto) e EL (comprimento do endocarpo),
todas as cultivares apresentam uma dispersdo de valores centrados em intervalos
préximos uns dos outros, com excecao da 'Arbequina’, cujos individuos apresentaram
maior diferenga no comprimento e largura dos frutos (Figura 19 A, B). No entanto, as
diferencas para ‘Arbequina’ tornaram-se menos notaveis entre cada uma das arvores
guando o peso de cada fruto foi comparado. Para 'Koroneiki' e 'Picual’ observou-se uma
tendéncia oposta de variacdo no peso de seus frutos.

Levando em conta a variabilidade dentro de cada arvore, analisando cada cultivar
individualmente, pode-se observar que na cultivar 'Arbequina’, tanto FL quanto FW
apresentam diferencas entre as diferentes posi¢cdes de cada arvore na localidade (Figura
20 A, B).
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Figura 20. Gréficos de dispersdo mostrando a variagdo das caracteristicas de frutos considerando
cada arvore dentro de cada cultivar. A. comprimento do fruto (FL), B. largura do fruto (FW), C. peso
do fruto fresco (FFW), D. comprimento do endocarpo (EL), E. largura do endocarpo (EW) e F. peso

do endocarpo fresco (PEW) em cada cultivar estudada no ambiente de cultivo. Cada circulo colorido
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€ o valor médio da caracteristica de cada arvore para cada cultivar (‘Arbequina’(Aq), '‘Arbosana’(As),
'Frantoio'(Fr), 'Koroneiki'(Ko), 'Manzanilla de Sevilla'(MS) e 'Picual' (Pi)). O eixo x em todos os graficos
representa cada arvore (nimero de arvores analisadas), enquanto o eixo y corresponde aos valores

das caracteristicas.

4.4.2. Parametros medidos em 6leos

No caso dos valores do grau de acidez (DA), quase todas as cultivares
apresentaram valores entre 0,6 e 2,0 com exceg¢do da cultivar ‘Arbequina’, que

apresentou valores elevados (3,05) (Figura 21A).
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Figura 21. Graficos de violino representando a variagdo das variaveis A. Grau de Acidez (DA) e B.
indice de Peréxido (IP) em cada cultivar estudada (‘Arbequina’(Aq), 'Arbosana’(As), 'Frantoio'(Fr),
'Koroneiki'(Ko), 'Manzanilla de Sevilla'(MS) e 'Picual' (Pi)) dentro do ambiente de cultivo. Cada violino
mostra a distribuicdo dos dados do nivel minimo ao méaximo, com linhas horizontais internas
mostrando a média dos dados. Os boxplot representam os limites inferior e superior do primeiro e
terceiro quartis. Os outliers sé@o indicados com pontos pretos. A largura horizontal do violino depende

da densidade de dados.
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Para a andlise dos valores do indice de peréxido (IP), o maior valor médio foi
identificado na ‘Koroneiki’ (17,34). No entanto, todos os valores médios mostraram
condicdes aparentemente semelhantes mantendo-se na faixa de 12 a 20 meq Oz kgt de
6leo, embora a analise de variancia tenha mostrado diferencas significativas entre as
médias das diferentes cultivares. A maior variabilidade para esta caracteristica foi
observada em ‘Frantoio’, onde os dados foram mais dispersos quando comparados com

as outras cinco cultivares analisadas (Figura 21B).

4.4.3. Herdabilidade

Os resultados de herdabilidade em sentido amplo (H?) para as variaveis FL, FW,
FFW, EL, EW e FEW, para as diferentes cultivares, apresentaram valores elevados entre
0,98 e 0,99. Quando avaliados os valores de herdabilidade dentro de cada uma das
cultivares individualmente, pode-se observar que no caso de 'Arbequina’ e ‘Arbosana’
apresentaram valores médios a baixos (Tabela 10). No entanto, o contrario pode ser

evidenciado para ‘Koroneiki’ e ‘Picual’.

Tabela 10. Herdabilidade em sentido amplo para cultivares de oliveira, considerando dez arvores para as
caracteristicas: FL: comprimento do fruto; FW: largura do fruto; FFW: peso de fruto fresco; EL:
comprimento do endocarpo; EW: largura do endocarpo; FEW: peso do endocarpo fresco; DA: grau de

acidez; PI: indice de peréxido.

FL FW FFW EL EW FEW DA Pl
H?2 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,64 0,56
H?_aq 0,69 0,72 0,76 0,89 0,39 0,84 0,49 0,52
PP_aq 27,96 28,28 33,45 11,55 15,29 58,28 37,30 27,32
H? s 0,80 0,76 0,76 0,69 0,34 0,60 0,53 0,61
PP_as 14,67 7,21 33,20 11,84 7,76 55,52 26,10 26,54
H? 0,88 0,76 0,84 0,74 0,79 0,98 0,48 0,60
PP_r 10,59 9,62 21,94 9,69 12,40 33,47 38,15 21,56
H? ko 0,96 0,95 0,99 0,88 0,89 0,98 0,85 0,79
PP _xo 8,78 13,27 31,50 10,00 21,33 26,68 5,27 7,96
H? ms 0,77 0,75 0,86 0,92 0,79 0,88 0,74 0,67
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PP_ums 8,77 7,13 27,85 8,70 18,38 38,04 7,88 16,35

H? pi 0,97 0,90 0,99 0,99 0,98 0,89 0,83 0,85

PP_pi 8,79 7,31 24,78 11,82 8,87 19,09 9,68 8,93
Abreviaturas: H2 = herdabilidade no sentido amplo considerando todos os genétipos. H2_Aq ‘Arbequina’,
H2_As ‘Arbosana’, H2_Fr ‘Frantoio’, H2 Ko ‘Koroneiki’, H2_MS ‘Manzanilla de Sevilla’, e H2_Pi ‘Picual’; PP

= plasticidade fenotipica.

45. Discussao

O primeiro estudo abrangente testando cultivares de oliveiras em diferentes locais
com varias condic¢des climaticas foi relatado recentemente (MOUSAVI et al., 2019). Este
trabalho propde um estudo semelhante, porém incluindo ainda mais caracteres
biométricos nas condi¢des do Sul do Brasil.

Ao levar em conta os valores de FFW, tanto ‘Picual’ quanto ‘Manzanilla de Sevilla’
apresentaram valores semelhantes aos citados por ifiguez et al. (1999) e Vila (2004). Ao
considerar cada arvore como uma unidade de producédo individual, quase todas as
cultivares apresentaram uma dispersao de valores similares e préximos uns dos outros,
com excecdo da 'Arbequina’, mostrando maiores valores quando essas arvores foram
plantadas na parte elevado do terreno, expostas ao vento, quando comparadas as
plantadas na parte mais baixa do terreno.

Para 'Koroneiki' e 'Picual' observou-se variagdo no peso de seus frutos, sendo os
frutos mais pesados produzidos em arvores 'Koroneiki' posicionadas nas areas altas com
maior exposi¢cao ao vento, enquanto para 'Picual' os mais pesados foram aqueles das
arvores plantadas em areas mais baixas.

Levando em conta a variabilidade dentro de cada arvore, a cultivar 'Arbequina’
apresentou diferencas entre as diferentes posi¢cdes de cada arvore na localidade quando
comparadas as demais cultivares. Embora as demais cultivares apresentaram diferencas
entre as arvores, sua variancia é baixa.

Os frutos com maior teor de polpa, fator relacionado ao rendimento de oleo (FY),
foram os da 'Picual' (82,48%), seguidos da 'Manzanilla de Sevilla' (76,72%) e da
'‘Koroneiki' (70,86 %). No entanto, esses valores sdo muito baixos quando comparados

aos padrdes estabelecidos por Rallo e Cuevas (2017), que mencionam que podem ser
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superiores a 95%. Pode-se inferir com estes resultados que a colheita dos frutos esta
sendo realizada na fase fenoldgica lll, sendo caracterizada pelo rapido crescimento dos
frutos devido ao alargamento das células do mesocarpo, que determina seu tamanho
final. Durante esta fase, comeca a ocorrer a biossintese do 6leo e seu acumulo nas
células parenquimatosas da polpa (lipogénese). A disponibilidade de agua nesta fase
determina o tamanho final do fruto e seu teor de 6leo, porém, embora inchados com
agua, ainda nao desenvolveram o 0leo necessarios para a colheita com rendimentos
otimos (RALLO e CUEVAS, 2017).

A acidez € um dos parametros que definem a qualidade do azeite, sendo expressa
em gramas de &cido oleico por 100 gramas de azeite, medindo a quantidade de &cidos
graxos livres presentes na amostra de azeite (TOUS et al., 1997). Portanto, é um indice
ligado as alteracdes dos frutos e a hidrolise de glicerideos em processo de elaboracéo e
conservacao, alertando para as alteracdes hidroliticas sofridas pelos 6leos. Seu aumento
se deve principalmente a hidrdlise dos triglicerideos, que pode ser devido ao tempo de
maturacdo dos frutos no momento da colheita ou ao armazenamento inadequado antes
da moagem (TOUS et al., 1997).

No caso dos valores do grau de acidez (DA), quase todas as cultivares
apresentaram valores dentro da faixa dos azeites virgens que corresponde entre 0,8%
até um maximo de 2% (COl, 2023), com excec¢ao da cultivar ‘Arbequina’, que apresentou
valores elevados de acidez, o que indicou baixa qualidade do azeite no momento da
analise. A maior variabilidade para esta caracteristica foi detectada em 'Arbequina’,
'Picual' e, em menor grau, 'Manzanilla de Sevilla', onde os dados sédo mais disseminados
guando comparados a 'Arbosana’, 'Frantoio’' e 'Koroneiki', que apresentaram médias e
variancias menores.

Peroxidos ou compostos de oxidacao inicial se originam se o 6leo nao for
protegido da luz e do calor, ou ndo for armazenado em recipientes adequados. Os 0leos
virgens ndo devem exceder um valor de perdoxido de 20 miliequivalentes de oxigénio por
guilograma de 6leo. Portanto, quanto maior o valor de perdoxido, menor a capacidade
antioxidante do 6leo (TOUS et al., 1997).

A herdabilidade tem sido amplamente estudada no melhoramento de plantas,

sendo estimada em sentido amplo como a propor¢do da variabilidade observada
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causada pelos efeitos génicos totais e sua interagcdo com o ambiente (MOUSAVIC et al.,
2019; FERNANDES et al., 2021).

Os resultados de herdabilidade em sentido amplo para as caracteristicas
analisadas, para as diferentes cultivares, apresentaram valores que indicam que cada
cultivar apresenta estabilidade genotipica e aparentemente sdo pouco influenciadas pelo
ambiente. Um caso especial é a H? para FL (comprimento do fruto), que foi muito superior
ao mencionado por Mousavi et al. (2019). Porém, no caso dos resultados dos caracteres
avaliados em 6leos como grau de acidez e perddidos se aproximam dos apresentados
no mesmo trabalho.

Os valores de herdabilidade dentro da cultivar em ‘Arbequina’ e ‘Arbosana’, sédo
meédios a baixos, indicando que o ambiente tem alta influéncia sobre os frutos. O contrario
ocorreu em ‘Koroneiki’ e ‘Picual’, cujos valores mostram que grande parte da variacao
fenotipica encontrada se deve ao gendtipo, sem apresentar fortes variagcdes devido ao
ambiente.

Este estudo representou um primeiro esforco para avaliar a plasticidade do
fendtipo de uma amostra de cultivares comerciais de oliveiras, levando em consideracéo
caracteres de grande importancia econdmica, relacionados a composicéo do fruto e do
azeite. A variacdo das diferentes caracteristicas pode ser devido a diferencas
hereditarias entre cultivares, no entanto, a variabilidade dentro de cada cultivar pode ser
resultado da plasticidade fenotipica diante de diferentes condicdes ambientais
(MOUSAVI et al., 2019). Compreender como o ambiente e o0 gendtipo compartilham a
responsabilidade pela variabilidade dos caracteres é crucial prever a resposta da planta
a varias condi¢cles de estresse, temperaturas ou regimes hidricos (MORAN et al. 2016).
Quando a herdabilidade foi analisada em sentido amplo comparando as seis cultivares
analisadas neste estudo, os valores ficam em torno de 99%, demonstrando a
estabilidade de cada uma das identidades genotipicas estudadas. No entanto, quando
cada uma das cultivares foi analisada individualmente, elas apresentaram diferentes
niveis de plasticidade para cada caracteristica, ou seja, uma influéncia ambiental
diferente foi observada para cada combinacéo de cultivar e caracteristica.

Apesar dos dados limitados a uma unica colheita para este estudo, foi utilizada a

contextualizacdo de Falconer e Mackay (1996), que mencionam que, quando mais de
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uma medida de carater for feita em cada individuo, como foi o caso de cada arvore em
que cada fruto compreende uma repeticdo da varidvel, a variagdo fenotipica pode ser
dividida em variacdo dentro de individuos e variacdo entre individuos, podendo-se
observar o que ocorre dentro de cada cultivar. Esse particionamento leva a uma taxa de
componente de variagdo chamada repetibilidade, que mostra quanto € ganho com a
repeticdo de medigcbes, prevendo o desempenho futuro de registros anteriores. A
particdo da variancia correspondente a repetibilidade ndo faz parte da variancia genética,
pois € a variancia ambiental, com isso, poderia ser tomada como a variancia ambiental
gue deriva da variabilidade entre os frutos dentro de cada arvore.

Apesar da 'Arbequina’ ser classificada como uma das cultivares de azeitona mais
cultivadas no mundo e altamente preferida no Brasil, os valores obtidos neste estudo
mostraram uma alta variacdo em termos de tamanhos de frutos, pesos e parametros
medidos no azeite, obtendo-se baixos valores de herdabilidade, devido a influéncia do
ambiente. Esses resultados séo diferentes dos encontrados por Mousavi et al. (2019),
gue menciona sua plasticidade genotipica. As caracteristicas medidas para as cultivares
‘Picual’ e ‘Koroneiki’ apresentaram valores altos e estaveis, que concordam com 0s
indicados para as mesmas cultivares na Espanha e Grécia, em todos os ambientes.
Igualmente, Mousawvi et al., (2019) e Nicotra et al., (2015), mencionam que, as cultivares
'‘Manzanilla de Sevilla' e 'Frantoio’, possuem maior capacidade de adaptacdo, sendo
neste caso minima a interacdo desfavoravel G x E, mas, as vezes, essa interacdo pode
ser muito favoravel.

Altos valores de herdabilidade no sentido amplo foram encontrados para as
variaveis medidas no 6leo para as cultivares ‘Picual’, ‘Koroneiki’ e ‘Manzanilla’, sendo
semelhantes ou até superiores aos citados por Navas-Lopez et al. (2019) e Mousavi et
al. (2019). Chama a atencdo para o lacal de cultivo que, valores elevados de
temperaturas maximas e minimas podem afetar negativamente a porcentagem de acido
oleico, principalmente se ocorrerem durante os meses mais quentes, quando os frutos
estdo se desenvolvendo e o 6leo se acumula no mesocarpo coincidindo com o
mencionado por Servili et al., 2015 e Mousavi et al.,, 2019. Ha relatos de que, em
ambientes argentinos, o teor de acido oleico estava no nivel minimo em todos os

ambientes. Portanto, os azeites de areas quentes apresentaram consistentemente
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menor teor de &cido oleico e maior proporcdo de acidos graxos monoinsaturados,
independentemente das cultivares (MOUSAVI et al., 2019), resultando entre 50 e 85%
de acidos graxos para este estudo.

Trabalhos como o de Mousavi et al. (2019), sugerem que, do ponto de vista do
melhoramento, os critérios de sele¢cdo devem considerar cultivares com alta estabilidade
e plasticidade adaptativa, principalmente em relagdo a adaptacdo as mudancas
climaticas. Extrapolando esses critérios neste estudo, apesar da aparente adaptabilidade
da ‘Arbequina’ no Sul do Brasil, a produtividade dessa cultivar parece depender em
grande parte do ambiente quando comparada a ‘Koroneiki’ ou ‘Picual’.

Muitos estudos tém usado indices de plasticidade fenotipica para resumir a
expressdo de caracteristicas ambientalmente contingentes para uma determinada
espécie, conjunto de espécies ou populacdes dentro de uma determinada espécie
(VALLADARES et al., 2006). Nesta pesquisa, explorou-se o potencial de comparacéo de
genotipos de uma abordagem quantitativa da plasticidade fenotipica baseada no indice
de plasticidade fenotipica (PP). Os resultados permitiram observar grandes diferencas
entre cada um dos valores das variaveis analisadas dentro de cada cultivar
separadamente. A plasticidade fenotipica tem sido extensivamente estudada em plantas,
0 que pode ter efeitos muito drasticos em seu crescimento e desenvolvimento induzidos
pelo ambiente. Recentemente, alguns estudos tém focado nos aspectos de plasticidade
gue estdo mais diretamente relacionados ao sucesso reprodutivo e funcional das plantas,
sendo capazes de responder as mudancas nas condicbes ambientais através da
plasticidade de muitos aspectos de seus fenoétipos.

4.6. Conclusodes
A estimativa de herdabilidade mostrou que algumas cultivares como 'Koroneiki' ou
'Picual' tiveram suas caracteristicas principalmente sob controle genético, enquanto

‘Arbequina’ foi particularmente regulada pelo ambiente, sob as condi¢des locais de

estudo da variedade na Regido Sul do Brasil.

105



5. CAPITULO Ill - Avaliacdo da germinac&o in-vitro de pélen de oliveiras sob

condi¢cdes de armazenado em baixas temperaturas

5.1. Resumo

Foi estudado o efeito do armazenamento (diferentes tempos e temperaturas),
assim como o uso de glicerina como meio de protecdo contra danos ocasionados pelo
frio, sobre a germinagdo in vitro do polen nas cultivares de oliveira ‘Arbequina’ e
"Koroneiki’. O pélen foi armazenado a 26°C, 5°C, -20°C e -80°C por um periodo de tempo
de 136 dias, sendo esse numero de dias 0 momento que o pdélen deixou de apresentar
sinais de germinacdo apdés o armazenamento. A germinacdo in vitro do pdlen foi
determinada pelo desenvolvimento do tubo polinico em meio agar-sacarose, meio
nutritivo mais adequado para cultura da oliveira. Foi determinado o efeito do tempo de
armazenamento, temperaturas, cultivar e interacdo desses fatores na germinacao do
polen. A temperatura de -20°C e -80°C foram adequadas para um periodo de 80 dias de
armazenamento de poélen das cultivares ‘Arbequina’ e 'Koroneoiki’, atingindo o limite
minimo de 30% de germinacdo, o que pode ser considerado para utilizacdo no
melhoramento genético. Os resultados mostram que o armazenamento de pélen de
oliveira em temperaturas abaixo de zero reduz a necessidade de coleta do material

fresco necesséario no momento de cruzamento na época de polinizacao.

5.2. Introducéo

O conhecimento sobre a biologia do pdlen é essencial para o planejamento de
cruzamentos controlados em programas de conservacao e melhoramento genético de
espécies vegetais, principalmente aquelas de interesse agronémico (JALCA et al., 2019;
CHACON-ORTIZ et al., 2022). A conservacdo do pdlen tornou-se um componente
importante para a pesquisa béasica, bem como para a troca e preservacdo de
germoplasma (HANNA, 1994; EINHARDT, 2006; FERES, 2009; CAMAYO et al., 2021).
Por exemplo, armazenando poélen € possivel reduzir os riscos fitossanitarios, uma vez

que pragas ou doengas raramente sdo transferidas através do mesmo (com excecao de
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alguns virus), o que permite seguranca na transferéncia e troca de germoplasma (HAY,
2021). Em programas de melhoramento genético, polén conservado é considerado uma
das principais alternativas para a conservacdo de alelos, facilitando o cruzamento
controlado entre gendtipos de interesse agronémico (DAFNI e FIRMAGE, 2000,
GANESHAN et al., 2008).

Desde o século passado, varios métodos foram testados para armazenar polen
em diferentes espécies (RAJASEKHARAN et al., 1994, GARCIA et al., 2015),
demonstrando que a temperatura e a umidade séo fatores importantes para sua
conservacao. Por esta razdo, foi possivel prolongar a viabilidade do pélen diminuindo
seu teor de umidade, além de coloca-los em condi¢des de criopreservacio (GARCIA et
al., 2015; CAMAYO et al., 2021). Em muitos experimentos, a necessidade de reduzir o
teor de agua antes da exposicdo a baixas temperaturas parece ser um aspecto que
requer atencdo especial, embora em casos especiais o teor de agua ndo possa ser
reduzido a um nivel critico sem causar danos graves a ativagdo (SHIVANA e JOHRI,
1985). Nos ensaios de polinizacéo artificial € necessario o conhecimento da viabilidade
dos graos de polen, que varia de acordo com a espécie, seu grau de maturidade e fatores
ambientais, como temperatura e umidade relativa do ar (ZAMBON et al., 2018; CALIC et
al., 2021), e pode ser alterada durante o armazenamento.

O pdlen conservado deve manter sua viabilidade altamente integral e dai a
necessidade de monitorar essa capacidade antes, durante e apos a conservacdo. Dessa
forma, € possivel estabelecer o periodo maximo em que os gréos de pdélen de cada
espécie podem permanecer conservados sem perder a capacidade de germinar e
fertilizar, tornando-se uma importante ferramenta para o melhoramento das culturas
(BRITO et al., 2010; ZAMBON et al., 2018; CALIC et al., 2021).

O Brasil se projeta como um grande importador mundial de azeitonas e azeites,
mas quer mudar essa Vvisao para se tornar autossuficiente e um exportador competitivo
de classe mundial pela qualidade de seus produtos. Portanto, varias pesquisas estao
sendo realizadas que contemplam a biologia floral (CHACON-ORTIZ et al., 2022b) e o
armazenamento de poélen de oliveira em condi¢cdes de baixas temperaturas. De todas as
cultivares com potencial produtivo, no Brasil a 'Arbequina’ parece ser a cultivar com maior

preferencia a ser utilizada (ZAMBON et al., 2018), no entanto, segundo os resultados
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obtidos n&o deveria ser a mais recomendada por sua alta variabilidade em qualidade de
azeites.

A alta variacdo na expressao floral na oliveira, seja entre diferentes anos (LAVEE
et al., 1996), entre diferentes cultivares (SEIFI et al., 2008; COI, 2007; LAVEE et al.,
1996; CHACON-ORTIZ et al., 2022), além dos problemas de autoincompatibilidade
(SEIFI et al.,, 2008), marcam sua dependéncia da polinizagdo cruzada. Nessas
condicdes, existem varias propostas de poliniza¢éo artificial como alternativa temporaria
ou permanente, que pode ser adaptada para grandes plantacfes ou superintensivas
(TOUS et al., 2003). Para isso, ainda devem ser desenvolvidos métodos eficientes e
econbmicos para a coleta de grandes quantidades de pdlen, manutencao,
armazenamento em baixas temperaturas e garantia de viabilidade ao longo do tempo
(ZAMBON et al., 2018). Adicionalmente, deve-se trabalhar com o estabelecimento de
perfis e a identificacdo de plantas doadoras de pdlen com auxilio de técnicas moleculares
(DE LA ROSA et al., 2002; BRETON et al., 2021). Por isso, o objetivo do trabalho foi o
testar metodologias utilizando baixas temperaturas a fim de preservar a viabilidade
polinica durante o armazenamento em duas cultivares de oliveiras da regido do Sul do

Brasil.

5.3. Material e Métodos

5.3.1. Material vegetal e condi¢cdes de coleta

O estudo foi realizado durante os meses de setembro do 2021 a fevereiro do 2022.
As amostras de podlen foram coletadas em setembro, de arvores ao acaso que tinham
flores em antese das cultivares ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’, tanto da Fazenda Mato Grande
da empresa "Verde Louro" (UTM 31.474477S; 52.9473309W), Municipio de Cangucu;
quanto da Estacao Arroio Moreira da empresa “Olival Dom Feliciano” (UTM 31.636978S;
52.548517W), Cascata Incra, Municipio Pelotas. Os dois locais de coleta sdo no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. Foram coletadas amostras de polen de 500 flores de 10
plantas de cada cultivar em cada lugar.
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Para a realizacdo desse experimento, os botbes florais das cultivares foram
selecionados ao acaso em estadio de “botdo” em pré-antese; dividindo-as
equitativamente em dois grandes grupos. Um grupo para estudos de conservacao de
polen sem glicerina; e o outro grupo usando agente protetor glicerina.

As flores foram transportadas em tubo falcon com Silica gel a 5°C de temperatura
até chegar ao laboratorio do CGF (Centro de Genémica e Fitomelhoramento), localizado
na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Campus do
Capado do Ledo. As flores foram mantidas em tubos falcon de 50mL enquanto foi
realizado o experimento, sendo colocado cada grupo em sua respectiva temperatura de

armazenagem antes de serem distribuidas segundo o desenho do experimento.

5.3.1.1. Experimento |: Conservacao dos graos de polen sob diferentes

temperaturas e tempo

Amostras de botdes florais de cada uma das cultivares foram subdivididas em
guatro, para serem conservadas sob quatro temperaturas (26°C, 5°C; -20°C e -80°C).
Todos os botdes florais, antes de ser colocados nas suas correspondentes temperaturas,
foram colocados em tubos de 50 mL, com silica gel e mantidos a uma temperatura de
28°C, por 24 horas, para que ocorresse a antese e para que os graos de poélen tivessem
seu teor de umidade reduzido (CUCHIARA et al. 2012; ZAMBON et al. 2018).

De cada botdo foram tiradas as anteras sob um microscépio estereoscépico
Marca Meiji Techno EMZ-13, sendo colocadas 10 anteras por microtubo do tipo
eppendorf, para cada cultivar. Foi realizado um teste de germinacéo do tubo polinico
para se determinar a viabilidade inicial dos graos de pélen. Passadas as 24 horas, 0s
microtubos foram distribuidos entre os tratamentos 26°C, 5°C; -20°C e -80°C (20
microtubos por tratamento).

Passadas 24, 48 e 72 horas apés o armazenamento foram realizadas novas
avaliacOes de viabilidade do podlen. A partir das 72 horas, as avaliagdes foram realizadas
a cada 7 dias até nao observar o desenvolvimento do tubo polinico nas amostras. Cada

avaliacao foi feita com 4 repeticoes.
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Em cada evento de avaliagdo os gréos de pélen foram transferidos para o meio
de cultura com com o auxilio de uma espatula de metal. Posteriormente, foram mantidas
em BOD na auséncia de luz a 27°C por 48 horas, sendo contados os graos de pélen
germinados (com tubos polinicos desenvolvidos com tamanho de duas vezes o diametro
maximo do gréo de pdlen) e ndo germinados (pdlen sem evidencia de crescimento do
tubo) com auxilio de um microscopio de luz modelo Leica DM750 a 10x de aumento
(ZAMBON et al., 2018).

O meio de cultura utilizado para testar a germinacao do tubo polinico antes e apos
as diferentes formas de armazenamento consistiu de &gar batata-dextrose 0,5%,
sacarose 15%, acido boérico 400 mg L e pH ajustado para 6,0 (SILVA et al., 2016;
ZAMBON et al., 2018).

5.3.1.2. Experimento 2: Conservacdo dos graos de polen sob diferentes
concentragdes de glicerina, temperaturas e tempo

O polen de botdes florais da cultivar ‘Arbequina’ foi mantido em 20%, 30% e 40%
de glicerina, que por sua vez foram subdivididos em 4 subgrupos mais pequenos para
ser conservadas sob temperaturas (26°C, 5°C; -20°C e -80°C).

No inicio do processo foi realizado um teste para se determinar a viabilidade inicial
dos grédos de pdlen. O tempo dos testes e a quantidade de repeticbes manteve 0s
mesmos critérios que as avaliacées do primeiro experimento.

Em cada avaliacdo os grdos de pdlens foram lavados com &agua estéril e
centrifugados a 13000g antes de ser transferidos com uma espatula de metal ao meio
de cultura e mantidos em BOD na auséncia de luz a 27°C por 48 horas. Os gréaos de
polen germinados/ndo germinados foram contados. O meio de cultura foi 0 mesmo
descrito anteriormente (ZAMBON et al. 2018).

As analises sob microscopio 6tico Marca Meiji Techno EMZ-13 com objetiva 40X,
foram realizadas tanto no Centro de Genbmica e Fitomelhoramento (CGF) e no
Laboratério de Fitossanidade na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).
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5.3.2. Analise estatistica

Para o primeiro experimento, foram avaliados dois modelos estatisticos. O
primeiro tri-fatorial com as duas cultivares juntas baseado nos fatores (cultivares
(‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’), tempo (dias) e temperatura (°C)), e o segundo modelo
bifatorial calculado independente para cada cultivar com fatores (tempo (dias) e
temperatura (°C)). Para o segundo experimento, foi feito analise somente para a cultivar
‘Arbequina’, sendo ftri-fatorial baseado nos fatores (concentracdo glicerina (%), tempo
(dias) e temperatura (°C)).

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas com os testes
de Shapiro-Wilk e Levene. Os dados apresentaram distribuicdo normal, e nenhuma
transformacao foi aplicada. Foi feita ANOVA e andlise de regressao (p < 0,05) com o
auxilio do pacote estatistico RStudio 4.2.2 (R CORE TEAM, 2018).

5.4. Resultados

A aplicabilidade dos testes de viabilidade para o pdélen das cultivares de oliveira
'‘Arbequina’ e 'Koroneiki' foi avaliada com base na germinacédo e desenvolvimento dos
tubos polinicos formados ap6s 24 h de cultivo, podendo ser facilmente reconhecidos ao

microscoépio (Figura 22).

Figura 22. Vista do crescimento do tubo polinico sob microscépio 6ptico. Objetiva 100X.
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Para otimizar a temperatura adequada para preservacéao do pélen viavel, a analise
de variancia revelou que o tipo de cultivar, a temperatura, o periodo de armazenamento
e a interacao entre esses fatores influenciam a viabilidade do polen de oliveira apos o

armazenamento (Tabela 11).

Tabela 11. Analises de variancia comparando os diferentes niveis dos fatores estudados e suas possiveis

interacBes: cultivar (‘Arbequina’, ‘Koroneiki’), tempo (dias) e a temperatura (+26°C, +5°C, -20°C, -80°C).

Fonte de Variacéo SQ GL F Pr(>F)
Interceptacdo 670.807 1 26.871,0751 < 2,2e-16 rhx
Cultivar 2.475 1 99,1516 <2,2e-16 ok
Tempo (dias) 405.601 14 1160,5373 <2,2e-16 ek
Temperatura (°C) 112.840 3 1506,7157 <2,2e-16 ek
Cultivar:tempo 615 14 1,7598 0,0430430 *
Cultivar:temperatura 469 3 6,2674 0,0003719 *kk
Tempo:temperatura 74.321 42 70,8842 <2,2e-16 ok
Cultivar:tempo:temperatura 1.728 42 1,6482 0,0088928 **
Residual 8.987 360

*SQ: Soma de quadrado, GL: graus de liberdade, F: valor calculado F de Fischer, Pr(>F): contraste com a

probabilidade tedrica.

Foi feita uma regressao, que gerou a equacao linear preditora apresentada
abaixo. De acordo com o modelo da cinética da viabilidade do pdlen tomando em

consideracao as duas cultivares nas diferentes temperaturas e o tempo de armazenado:

Y = 51,7195-0,5118(X)-0,4186(Z)+0,0030(XY)

Onde: Y=Viabilidade do pdlen; X=tempo(dias); Z=temperatura(°C).

O modelo linear apresentou um erro padréo residual de 19,15, coeficiente de
determinagdo R? = 0,7148, R? ajustado= 0,7105 e p-value: < 2,2x1016. Observou-se que
0 poélen armazenado em 26°C (temperatura ambiente), em apenas 3 dias, diminuiu
drasticamente sua viabilidade, evidenciado pela auséncia de tubo polinico (Figura 23a).
Na temperatura ambiente ocorreu uma perda de viabilidade de ao menos 80-90% da

viabilidade.
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No armazenamento a temperatura de 5°C (geladeira), os grdos de polen com 17
dias, ainda apresentaram viabilidade em torno de (56%), e ap0s esse periodo houve
diminuicdo dréastica da germinacao polinica, sendo que aos 38 dias 75% do material

apresentava-se inviavel (Figura 23a).

Koroneiki (-80°C)

. Koroneiki (-20°C)

020
Koroneiki (5°C)
#20-10

14060 Koroneiki (26°C)

#60-30

Arbequina (-80°C)
w§0-100 4 .

Arbequina (-20°C)

% de viabilidade do polen

Arbequina (5°C)

Arbequina (26°C)
0 12 3 10 1 u 88 66 81 95 18 12 1%

Tempo (dias) d

100 —— Arbequina (26°C)  —x—Arbequina (5°C)  —a—Arbequina (-20°C) —@— Arbequina (-80 °C)
—&--Koroneiki 26°C)  =x--Koroneiki (5°C) =4 Koroneiki (-20°C) e~ Koroneiki (-80 °C)

% de viabilidade do pdlen

Tempo (dias) b

Figura 23. Viabilidade para grdos de pélen das duas cultivares em conjunto, armazenadas sob quatro
temperaturas (26°C, 5°C, -20°C, -80°C) e diferentes periodos de tempo. a. Vista do grafico de area que
mostra a intersecgao entre as duas cultivares (‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’), os diferentes tempos avaliados e
as quatro temperaturas testadas. Cores verdes escuras representam altos niveis de viabilidade de
desenvolvimento do tubo polinico, enquanto cores sinza monstram baixa viabilidade. b. Grafico de linhas,
podendo-se observar o comportamento da viabilidade ao longo do tempo e comparando cada uma das

temperaturas testadas em cada cultivar separadamente.
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O armazenamento a -20°C (freezer) apresentou resultado superior aos outros
tratamentos, mantendo a viabilidade do pdélen durante mais tempo. Aos 52 dias de
armazenamento os graos de poélen ainda apresentavam uma porcentagem de
germinacao em torno de 46%. No caso do armazenamento a -80°C (ultrafreezer) foram
observados resultados similares aos apresentados pela temperatura -20°C. Aos 52 dias
de armazenamento os graos de pélen ainda tinham uma porcentagem de germinagao
em torno de 54%. Temperaturas abaixo do -20°C (freezer) representaram mais dias de
armazenamento, mantendo o pdlen viavel acima de 30% proximo de 80 dias de
conservacao (Figura 23a).

Apesar de apresentar interagdes entre as duas cultivares avaliadas, foram feitas
analises para avaliar cada cultivar independentemente. Para o caso de ‘Arbequina’
observou-se diferencas significativas em cada fator avaliado além da interacéo entre os
fatores dentro da cultivar. A regressao feita para a cultivar ‘Arbequina’ gerou uma
equacao preditora de terceiro grau. De acordo com o modelo, a queda da viabilidade do

polen depende das diferentes temperaturas e do tempo de armazenamento:

Y = 79,81 - 1,609(X) - 8,429x10-1(Y) + 5,363x103(XY) + 1,233x102(X)? - 2,214x102(Y)?
+1,82x10°(XY)? - 3,732x10°5(X)3 - 1,715x104(Y)3 + 1,365x10-10(XY)?

Onde: Y=viabilidade do pdlen; X=tempo(dias); Z=temperatura(°C).

O modelo apresentou um erro padrdo residual de 14,32, coeficiente de
determinagdo R? =0,8407, R? ajustado= 0,8345 e p-value: < 2,2x10716,

Da mesma forma, a ‘Koroneiki’ apresentou diferencas significativas em cada fator
avaliado. A regressao gerou uma equacao preditora de terceiro grau sob as mesmas

condicbes experimentais que para ‘Arbequina’:

Y = 82,92 - 1,55(X) - 9,233x10°L(Y) + 4,378x103(XY) + 1,22x104(X)? - 2,045x10°2(Y)? +
1,753x10°(XY)2 - 4,059x10°5(X)3 - 1,395x104(Y)3 + 1,388x10°19(XY)3

Este modelo apresentou um erro padrdo residual de 14,54, coeficiente de
determinacdo R? = 0,8425, R? ajustado = 0,8363 e p-value: < 2,2x10°,
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O comportamento das duas cultivares foi relativamente similar (Figura 23b).
Observou-se que a viabilidade do p6len armazenado em temperatura de 26°C diminuiu
drasticamente nos primeiros dois a trés dias. O tempo maximo de viabilidade alcancado
pelo polen das duas cultivares armazenadas a -80°C foi entre 122 e 136 dias, no entanto,
50% de perda de viabilidade j& tinha sido alcancado entre 52 e 66 dias.

Nas temperaturas de 5°C e -20°C, o pdlen das oliveiras, tanto em ‘Arbequina’
quanto ‘Koroneiki’, mostraram sinais de preservacdo em relacao a temperatura ambiente.
No entanto, no caso de 5°C, 50% de viabilidade foi alcancado apenas aos 20 dias, caindo
posteriormente. Sob armazenamento a -20°C o comportamento dos graos de pdlen foi
semelhante a -80°C.

Quando se considera o armazenamento dos grdos de poélen aplicando trés
concentracfes de glicerol (20%, 30% e 40%) na cultivar ‘Arbequina’ verifica-se efeito
significativo da temperatura -20°C e -80°C, tempo e tratamento com glicerina (Tabela
12).

Tabela 12. Analise de variancia comparando os diferentes niveis dos fatores estudados e suas possiveis
interacoes: % Glicerina (Controle 0%, 20%, 30% e 40%), temperatura (+26°C, +5°C, -20°C, -80°C) e

diferentes periodos de armazenamento.

Fonte de Variacéo SQ GL F Pr(>F)
Interceptacao 348.044 1 323002  <2,2e-16 ok
% Glicerina 2.774,2031 3 5,232 0,0011 *x
Tempo (dias) 824.826,5770 14 342,865 0,0001 *x
Temperatura (°C) 213.375,2114 3 413,915 1,126e-16 ok
Glicerina:temperature 137 9 0.014 1,0000
Tempo:temperature 79.1510 42 73,1843 <2,2e-16 ok
Glicerina:tempo:temperatura 1.728 126 1,6482 0,068

Residual 2413366 224

*SQ: Soma de quadrado, GL: graus de liberdade, F: valor calculado F de Fischer, Pr(>F): contraste com a

probabilidade tedrica.

Pode-se observar que nao existem diferencas entre as porcentagens de glicerina
testadas. Além disso, esse tratamento parece nao influenciar a cinética da viabilidade

dos graos de pélen armazenados em baixas temperaturas ao longo tempo (Figura 24).
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Figura 24. Gréaficos comparando a germinacéo do pélen apds o armazenamento na mesma temperatura

sob diferentes teores de glicerina (0%, 20%, 30%, 40%) e por diferentes periodos.

5.5. Discussao

A preservacao de polen em baixas temperaturas é considerada um importante
método de armazenamento a longo prazo, pois interrompe a atividade metabdlica e a
deterioracdo, minimizando alteracdes genéticas (HARDING, 2004; HAY & SERSHEN,
2021).

Existem varios trabalhos que mencionam a diminuicéo da viabilidade do pdlen das
oliveiras apés a preservagdo em baixas temperaturas (XU et al., 2014; ZAMBON et al.,
2018; SENBAS et al., 2022), que contrastam com as afirmagdes de Zhang et al. (2009)
e Zhang et al. (2022), que ndo observaram diferengas significativas na viabilidade de
polen fresco e preservado em frio. Por outro lado, ha trabalhos que mencionam que a

viabilidade do polen de noz-peca pode ser maior apos a criopreservagao (-196°C), em
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comparacao com o polen fresco ou armazenado em temperatura ambiente (SPARKS e
YATES, 2002; BHAT et al., 2012). H4 relatos, nos quais armazenaram com Sucesso 0
polen de Camellia e Actinidia, imersas em nitrogénio liquido. No momento do teste de
viabilidade ap6s de um ano, os graos foram descongelados rapidamente imergindo-os
diretamente no meio de cultivo para o desenvolvimento do tubo polinico, apds o periodo
de incubacéo nao foi observada diferencas nas taxas de germinagéo (HILL, 1988; LI et
al., 2010; BORGHEZAN et al., 2011). Isto é contraditério com resultados em
criopreservacao de pélen de Prunus (ZHANG, 2007), no qual as respostas variaram entre
as diferentes espécies de plantas (LI et al., 2010). Porém, a criopreservacdo é mais
complexa e possui um gasto mais elevado quando comparado ao armazenamento em
freezer (-20°C).

Apesar das grandes quantidades de podlen produzidas nas oliveiras na época de
floracdo, os grdos que conseguem alcancar o estigma ndo sdo sempre aptos para
fertilizar devido aos diversos problemas de incompatibilidade (ROJO, 2014). Fato que,
nos ultimos anos, fez com que o interesse da industria olivicola na preservacao do polen
tenha ganhado grande aceitacdo. Da mesma forma, os programas de melhoramento
necessitam de polen viavel durante um periodo de tempo mais prolongado daquele que
ocorre naturalmente, visto que a espécie é perene e nao permite o controle do
florescimento a partir da época de semeadura, como ocorre em plantas anuais.

Neste estudo, os graos de polen mantidos a 26°C apresentaram uma diminuicao
drastica de viabilidade apds o segundo dia de armazenamento, reduzindo 82% para
‘Koroneiki’ e 89% para ‘Arbequina’. Resultado consistente com o mencionado por
Zambon et al. (2018).

Tem sido mencionado que, 30% de germinacao do pdolen pode ser considerado
uma taxa aceitavel para fertilizacdo em arvores frutiferas (SILVA et al., 2016; ZAMBON
et al., 2018). Os resultados para o percentual de viabilidade em temperatura ambiente,
foi de 18% para 'Koroneiki' e 11% para 'Arbequina,’ ocorrido entre 90 e 122 dias, sendo
considerado muito baixo para seu uso tanto em programas de melhoramento quanto em
uso comercial, embora esta acima do valor reportado por Zambon et el. (2018).

Nos demais tratamentos, que envolveram reducdo da temperatura, as taxas de

viabilidade do pélen foram superiores. No caso de -80°C, houve germinacdo do podlen
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até 122 dias de armazenamento para 'Arbequina’ e 136 dias para 'Koroneiki',
ultrapassando o maximo de 105 dias reportado por Zambon et al. (2018). Neste estudo,
em ambas cultivares, a viabilidade minima necessaria de 30% para uso em programas
de melhoramento foi obtida até aos 82 dias armazenamento sob temperatura -80°C.

Os resultados obtidos neste estudo parecem estar longe de alcancar um método
viavel de manutencéo da viabilidade do pdlen sob baixas temperaturas por periodos
prolongados. Por outro lado, Alba et al. (2011) armazenaram 12 cultivares de oliveira
'‘Carolea’, 'Cima di Melfi', 'Coratina’, 'Faresana’, 'Fasolina’, '‘Gremignolo’, 'Leccino’,
'‘Manzanilla’, 'Nocellara', ‘Nociara', 'Palmarola’, 'Rotondella’ e ‘Mean', durante 1 ano em
nitrogénio liquido a -196°C. Os autores observaram que, apesar de ocorrer quedas
drasticas feitas pelo congelamento com nitrogénio, independentemente da cultivar,
houve a manutencao da viabilidade dos graos de polen de algumas cultivares acima do
limite de 30% (ALBA et al., 2011; DINATO et al., 2020).

Varios fatores afetam a viabilidade dos gréos de pélen, dentre os quais se pode
destacar o gendtipo, condicdes iniciais do grdo de pdlen em relacdo a temperatura
externa e umidade do ar, teor de agua do gréao, substancias de reserva, maturidade dos
gametas, suas interacdes e tempo de conservacao (ALBA et al., 2011). Portanto, manter
a viabilidade por mais tempo em baixas temperaturas provavelmente esta relacionado a
reducdo no metabolismo dos grdos de pdlen, favorecendo uma maior longevidade do
material (CUCHIARA et al., 2012; ZAMBON et al., 2018).

Atencao deve ser dada aos tratamentos de pré-congelamento, principalmente em
relacdo ao teor de &gua, para evitar a cristalizacdo do gelo durante o processo de
congelamento. As estratégias existentes sdo baseadas na secagem com ar, liofilizacéo,
desidratacdo osmotica, adicdo de protetores de frio e metabolismo adaptativo. As
técnicas devem ser adaptadas para cada espécie, como é o caso de Olea europaea L.,
gue necessita de mais experimentos para se estender a um periodo de armazenamento
prolongado, em temperatura ultrabaixa, padronizando o teor de umidade do pélen antes
do congelamento (ALBA et al., 2011).

Neste estudo, foi testada a viabilidade de graos de polen com diferentes teores de
glicerina, sob diferentes temperatura e tempo, a fim de encontrar novos meios de

preservacdo. Os resultados ndo mostraram diferencas na viabilidade do pélen

119



armazenado com e sem o0 uso de glicerina. Nado foram encontrados estudos que
suportem ou rejeitem o uso de glicerina ou outra substancia como meio de protecdo do
polen de oliveiras ou espécies de similar caracteristica sob armazenamento em baixas

temperaturas.

5.6. Conclusdes

As temperaturas de -20°C e -80°C foram as mais adequadas para manter a
viabilidade do pdélen apés o armazenamento nas cultivares ‘Arbequina’ e 'Koroneoiki’.
Ambas cultivares mantiveram o limite minimo de germinacdo de 30% aos 80 dias,
podendo ser considerado para uso no melhoramento, ou até mesmo nas propriedades,
guando néo ha disponibilidade de polen durante o periodo reprodutivo. Os resultados
mostraram que o armazenamento de poélen de oliveira em temperaturas abaixo de zero
pode ser uma ferramenta para reduzir a necessidade de coleta do material fresco
necessaria no momento de cruzamento. No entanto, os resultados ndo sao favoraveis

para considerar o armazenamento a longo prazo, para uso na safra seguinte.
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6. Consideragdes finais

Independentemente das flutuacdes na producdo das oliveiras no mundo, a
crescente demanda do mercado esta levando a uma exploragéo industrial intensiva ou
superintensiva. Por isso, € preciso encontrar uma forma de rentabilizar o negécio e,
sobretudo, atingir o equilibrio de renda a longo prazo, questao complicada no Brasil, cuja
produtividade esta ligada ao clima, a fertilidade da terra e a alternancia produtiva, além
de demonstrar sua qualidade local em um mercado e cultura ainda incipiente. Dessa
forma, para alcancar um alto padrdo de produtividade no Brasil devem ser realizados
mais estudos para conhecer a cultura e quais cultivares poderiam se adaptar melhor as
condic¢des locais.

Este estudo tenta mostrar as causas da baixa produtividade de oliveiras nas
condicbes ambientais no Rio Grande do Sul a partir da avaliacdo de aspectos
morfoldégicos do sistema reprodutivo e aspectos genéticos relacionados com a

herdabilidade e adaptacdo dos plantios comerciais.

No primeiro estudo foi possivel observar que o numero de gréos de pélen néo
parece variar quando a mesma cultivar foi avaliada em diferentes locais. Além disso, foi
mostrado como o uso de caracteres anatdmicos e ultra estruturais dos pistilos e do polen
permitem separar morfologicamente cultivares de oliveira, sendo uma ferramenta Uutil
frente ao caos que gera sua identificacao incorreta nas condi¢des locais do Estado do
Rio Grande do Sul.

O segundo estudo permitiu verificar como as condi¢cdes ambientais influenciam a
herdabilidade dos diferentes caracteres de fruto. Foi mostrado que as cultivares
'Koroneiki' ou 'Picual’ tiveram seus caracteres controlados principalmente pelo genétipo,

enquanto 'Arbequina’ foi mais influenciada pelas condi¢cdes ambientais.

Por fim, o terceiro estudo demonstrou a possibilidade de conservacao de 30% da
viabilidade do pélen, sendo mantido na temperatura de -80°C por até 80 dias, o qual
pode ser utilizado pelos agricultores quando a oferta ou as condicbes ambientais nao

sédo as mais adequadas, e pelos melhoristas da cultura. Novos estudos sao necessarios
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para prolongar o tempo de conservacdo, permitindo sua utlizacdo entre safras
diferentes.
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