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Resumo

Dias Camila Schwartz. Temperatura e acido bdérico afetam a polinizacdo de
oliveiras nas condi¢des de clima temperado 2023. 75f. Tese (Doutor em
Agronomia) - Programa de Poés-Graduacdo em Agronomia, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Os impactos do ambiente em regides nao tradicionais de cultivo de oliveira (Olea
europaea L.), sobre as fases de polinizagéo e a fixagao dos frutos ainda nao estéo
completamente esclarecidos. Assim, este estudo teve como objetivo analisar as
condigBes climaticas do Uruguai durante a estagédo de florescimento em diferentes
cultivares de oliveiras no Uruguai e a agao da temperatura sob a polinizagao.
Objetivou também, estudar a acdo das baixas temperaturas sobre a polinizagéo,
assim como a identificacdo de cultivares sensiveis a baixas temperaturas e a
resposta da aplicacdo do boro na germinacédo do pdlen. No primeiro experimento,
observou-se a fenologia de cinco cultivares de oliveira (Arbequina, Arbosana,
Manzanilla, Picual e Koroneiki), foi testada a germinag&o in vitro e avaliado o
comprimento do tubo polinico dos graos de polen sob as temperaturas de 0°, 10°,
15°, 20°, 25°, 30° e 40°C e a probabilidade de ocorréncia de tais temperaturas.
Verificou-se que o periodo de floragdo, no Uruguai, ocorre do dia 25 de setembro
a 16 de novembro. A cultivar Manzanilla é a mais precoce e Arbosana a mais
tardia. A temperatura de 10°C inibiu a germinagdo e comprimento do gréo de
pélen. As temperaturas de 15 a 20°C ndo sao efetivas para a germinagédo e
comprimento do tubo polinico e a temperatura 6tima ocorre entre 25° e 30°C. No
Uruguai durante a floracdo, ha uma maior probabilidade de ocorréncia de
temperaturas de 10 a 20°C. No segundo experimento foi avaliada a germinacéo in
vitro de gréos de pdlen das cultivares Arbequina, Koroneiki, Gran Vitale, Galega e
Panafiel visando identificar as cultivares mais sensiveis as baixas temperaturas.
Foi avaliada também a concentracdo de boro adequada (0, 100, 200, 300 e 400
mg L) para a germinacdo e o comprimento do tubo polinico de duas cultivares de
oliveira sob a temperatura de 15°C. Concluiu-se que a temperatura de 10°C inibiu
a germinacdo dos grdos de pdlen das cultivares Galega e Panafiel e reduziu a
germinacao de Gran Vitale. Poucas horas de exposicdo a temperatura de 10°C é
suficiente para reduzir a germinacdo e o comprimento dos grdos de polen das
cultivares sensiveis. A concentracdo de 100mg L é indicada para aumentar os
parametros em baixa temperatura e as cultivares Arbequina e Koroneiki sdo
tolerantes a baixa temperatura, enquanto que Gran Vitale, Galega e Panafiel sdo
sensiveis.

Palavras-chave: Olea europaea, germinacdo in vitro, boro, fenologia,
temperatura.



Abstract

DIAS Camila Schwartz. Temperature and boric acid resulted in pollination of
olive trees under temperate conditions 2023. 75f. Thesis (Doctor in Agronomy)-
Programa de Pdés-Graduacdo em Agronomia, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

The impacts of the environment in non-traditional olive growing regions (Olea
europaea L.), on pollination stages and fruit setting are not yet fully understood.
Thus, this study aimed to analyze the climatic conditions in Uruguay during the
flowering season in different cultivars of olive trees in Uruguay and the action of
temperature on pollination. It also aimed to study the action of low temperatures
on pollination, as well as the identification of cultivars sensitive to low
temperatures and the response of boron application on pollen germination. In the
first experiment, the phenology of five olive cultivars (Arbequina, Arbosana,
Manzanilla, Picual and Koroneiki) was observed, in vitro germination was tested
and the pollen tube length of pollen grains was evaluated at temperatures of 0°,
10°, 15°, 20°, 25° 30° and 40°C and the probability of occurrence of such
temperatures. It was verified that the flowering period, in Uruguay, occurs from the
25th of September to the 16th of November. The Manzanilla cultivar is the earliest
and Arbosana the latest. The temperature of 10°C inhibited germination and pollen
grain length. Temperatures from 15 to 20°C are not effective for germination and
pollen tube length and the optimum temperature occurs between 25° and 30°C. In
Uruguay during flowering, there is a greater probability of occurrence of
temperatures of 10 to 20°C. In the second experiment, the in vitro germination of
pollen grains of Arbequina, Koroneiki, Gran Vitale, Galega and Panafiel cultivars
was evaluated in order to identify the cultivars most sensitive to low temperatures.
Adequate boron concentration (0, 100, 200, 300 and 400 mg L-1) for germination
and pollen tube length of two olive tree cultivars at a temperature of 15°C was also
evaluated. It was concluded that the temperature of 10°C inhibited the pollen grain
germination of the Galega and Panafiel cultivars and reduced the germination of
Gran Vitale. A few hours of exposure to a temperature of 10°C is enough to
reduce germination and pollen grain length in sensitive cultivars. The
concentration of 100mg L-1 is indicated to increase the parameters at low
temperature and the cultivars Arbequina and Koroneiki are tolerant to low
temperature, while Gran Vitale, Galega and Panafiel are sensitive.

Key-words: Olea europaea, germination in vitro, boron, phenology, temperature.
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1 INTRODUCAO GERAL

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie caracteristica da regiao
mediterranea, conhecida mundialmente pela producéo de azeitonas e de azeite
de oliva (EL & KARAKAYA, 2009). O azeite é amplamente conhecido como a
fonte de gordura na dieta mediterranica, estando relacionado com varios efeitos
benéficos para a saude, devido a sua composi¢ao equilibrada em &cidos graxos e
propriedades antioxidantes (BRITO, et al., 2019).

Os cultivos de oliveira se concentram entre as latitudes 30° e 45°, tanto no
Hemisfério Norte como no Sul em locais onde, de modo geral, o clima é do tipo
Mediterraneo, caracterizado por verdo seco e quente, ocorrendo baixas
temperaturas no inverno, o que é de suma importancia a obtencéo de producdes
satisfatérias (COUTINHO e JORGE, 2013).

Com o aumento da demanda por azeite de oliva no mercado internacional,
o cultivo se expandiu para novas regides como Estados Unidos, Australia e China,
por apresentarem clima semelhante ao do Mediterraneo. No entanto, existem
olivais sendo cultivados em regiées nao tradicionais, sob diferentes condicdes
climaticas como no Brasil, Uruguai e llhas Canarias (COUTINHO, et al., 2009;
TORRES, et al. 2017; CONDE-INNAMORATO, et al. 2019; MEDINA-ALONSO, et
al., 2020).

O cultivo de oliveira no Brasil esta em expansdo e a producdo esta
concentrada em duas areas, a serra da Mantiqueira e o estado do Rio Grande do
Sul. Este ultimo se destaca como maior produtor nacional, com aproximadamente
6.000 hectares cultivados (SEAPDR, 2022). O estado do Rio Grande do Sul
apresenta condi¢cfes climaticas semelhantes ao Uruguai, pais localizado ao Sul
com a qual o estado faz divisa. A olivicultura naquele pais, € uma atividade
relativamente recente, a partir do ano de 2002 o cultivo aumentou
consideravelmente passando de 500 para 9.000 hectares através de sistemas
modernos, destinados a producdo de azeite de oliva virgem (CONDE-
INNAMORATO, et al., 2020).
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A expansédo da producéo olivicola para regides nao tradicionais de cultivo
exige a adaptacdo das cultivares as condi¢cdes climaticas, especialmente
precipitacdo, temperatura e umidade do ar (BORGES, et al.,, 2017). No Rio
Grande do Sul e no Uruguai as médias anuais de volume de precipitacdo variam
entre 1000 a 1900mm e 1100 a 1300mm, respectivamente, volume considerado
muito acima do exigido pela cultura que estd entre 650 - 800mm. Ademais, as
chuvas ndo sdo bem distribuidas ao longo do ano e podem ocorrer volumes
expressivos durante o florescimento que podem afetar drasticamente o fixacéo
dos frutos (COUTINHO, et al., 2009; CONDE-INNAMORATO, et al., 2019).

A temperatura € uma das variaveis mais importantes para o
desenvolvimento das culturas. Para todas as espécies de plantas, existe uma
faixa que favorece o crescimento e o florescimento. Temperaturas fora da
amplitude adequada, mesmo que por um tempo restrito de exposicdo, podem
causar sérios danos. No caso da oliveira, temperaturas de 35 — 40°C afetam
aspectos fisiolégicos e a fase reprodutiva da cultura (KOUBOURIS, et al., 2019;
KOUBOURIS, et al., 2009).

A acdo das temperaturas sobre a fase reprodutiva é tema de muitas
pesquisas, em virtude das previsbes de aumento da temperatura ocasionado
pelas mudancas climaticas nas regifes tradicionais de cultivo (BENLLOCH-
GONZALEZ, et al., 2018). Hedhy (2011), ressalta que o estresse ocasionado
tanto por alta temperatura quanto por baixa temperatura durante a fase de

floracdo interfere diretamente sobre a producédo e a rentabilidade das culturas.

A polinizacdo das oliveiras é realizada pelo vento, e os grdos de podlen
podem percorrer um longo caminho até chegar ao estigma que deve estar
receptivo. Durante o percurso, os grdos de podlen estdo sujeitos a acdo dos
ventos, chuvas, temperatura e umidade relativa. Estudos realizados demonstram
que a temperatura ideal para germinagdo dos grédos de polen é de 25°C
(CUEVAS, et al. 1994) e temperaturas acima de 30°C reduzem drasticamente a
germinacdo. No entanto, o efeito € dependente da a cultivar em estudo
(KOUBORIS, et a., 2009; VULETINSELAK, et al., 2013).
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A hipétese principal a ser testada é de que as condi¢des climéticas do Rio
Grande do Sul e do Uruguai possam interferir na germinacao dos graos de polen
das principais cultivares e que as cultivares menos sensiveis a estas condicdes

seriam uma forma de reduzir problemas de fixacéo de frutos.

Este trabalho teve como objetivo determinar as temperaturas do Uruguai no
periodo de floracdo das oliveiras: o efeito sobre a germinacéo dos graos de polen
das principais cultivares do Uruguai e do Rio Grande do Sul, estabelecer um
indice de estresse com relacdo as temperaturas no processo de germinacdo dos
graos de polen e do crescimento do tubo polinico de diferentes cultivares e ainda,
estudar o papel do boro no processo de germinacdo dos grdos de pdlen sob

baixas temperaturas.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia econdmica da oliveira

A producdo mundial de azeitonas se concentra em paises comclima
mediterranico, destacando-se como 0s cinco principais produtores mundiais a
Espanha (5.965 mil ton), Grécia (3.240 mil ton), Italia (2.194 mil ton), Marrocos
(1.912 mil ton), Turquia (1.525 mil ton) (Figura 1). Somados, estes paises
representam aproximadamente 65% da produg&o mundial (FAO, 2019).

Producdo (mil ton)
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Figura 1. Maiores produtores mundiais de azeitonas. Fonte: FAO, 2019.

Dentre os paises que mais importam azeitonas, os Estados Unidos detém
a 12 posicéo, importando 305.000ton de azeite de oliva e 146.000ton de azeitonas
de mesa, seguida pelo Brasil, que ocupa a 2° posi¢do neste ranking importando
59.500ton de azeite de oliva e 114.000ton de azeitonas de mesa (CONSEJO
OLEICOLA INTERNACIONAL, 2017).

A origem do azeite e das azeitonas comercializadas no Brasil & diversa,
destacando-se os paises: Portugal (66%), Espanha (16,5%), Argentina (6,7%),
Chile (4,3%), Italia (4,1%), Tunisia (1,6%) e outros (Figura 2). Com relacdo a
importacdo de azeite, 84,2% atende as exigéncias para a classificacdo de azeite

extra virgem e 14,5% é classificado apenas como azeite de oliva (FAO, 2019).

16% 66%

m Portugal m Espanha mArgentina m Chile Italia Tunisia Qutros

Figura 2. Origem do azeite e da azeitona importadas pelo Brasil em 2019.
Fonte: FAO,20109.

Os dados demonstram a importancia econémica da cultura diante da
grande dependéncia de importacdo de produtos e subprodutos da oliveira pelo
Brasil. O cultivo de oliveiras no Brasil esta em expansao, sendo o0s principais
locais de cultivo a Serra da Mantiqueira, que abrange os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, e 0 estado do Rio Grande do Sul que
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atualmente é o maior produtor nacional. Outros estados apresentam um cultivo
ainda incipiente, € o caso dos estados de Santa Catarina, Parana e Bahia (KIRST,
2019).

Nos ultimos anos novas areas de cultivo surgiram em diferentes paises
como Africa do Sul, EUA, Australia, Argentina e Chile, as quais possuem um clima
semelhante ao observado no Mediterraneo. No entanto, ao redor do mundo,
existem olivais sendo cultivados sob diferentes condigdes climéaticas (HERRERA-
CACERES et al., 2017).

2.2 A olivicultura no Brasil

A colonizacéo por parte dos espanhdis no século XVI, trouxe a oliveira para
as Américas. A cultura foi introduzida no México, em 1560, depois o cultivo se
expandiu para o Peru, Califérnia, Chile e Argentina, onde ainda hoje se encontra
uma das plantas trazidas durante a Conquista, a velha oliveira Arauco (COlI,
2022).

No Brasil, as oliveiras foram introduzidas pela colonizagdo portuguesa e
difundiu-se por todas as regibes, porém nao obteve sucesso em virtude das
politicas praticadas na época. A oliveira era frequentemente observada proxima a
igrejas e capelas durante o periodo colonial do Brasil, representando um vinculo
com a religido. Porém, quando o pais comecou a praticar uma pequena
comercializacdo do produto, a familia real ordenou o corte das arvores em virtude
da concorréncia com os produtos da metropole. Apenas em 1940, com a

imigracdo europeia pos guerra, o cultivo reapareceu (TERRAMOTO et al. 2010).

O cultivo de oliveiras no Brasil esta em expansdo e esta concentrado em
dois locais de cultivo: a Serra da Mantiqueira e no estado do Rio Grande do Sul. A
Serra da Mantiqueira é uma regido que apresenta condi¢des climaticas favoraveis
ao cultivo e compreende os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro,
onde a area de producdo é de aproximadamente 2.000 hectares de oliveiras
(KIRST, 2019). O Estado de Minas Gerais, conta com aproximadamente 300

hectares, onde estima-se que 50% da area seja plantada com a cultivar
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Arbequina, seguido pelas cultivares MGS GRAP5, MGS Mariense e Koroneiki,
todas destinadas a producéo de azeite (SILVA, et al. 2012).

A olivicultura no estado de S&o Paulo abrange aproximadamente 600
hectares, reunindo cerca de 82 produtores. Os olivais estdo presentes em 49
municipios do estado, onde se pode destacar as cidades de Lorena, Silveiras,
Cunha, Campos do Jorddo, Espirito Santo do Pinhal, Santo Anténio do Pinhal,
Sao Bento do Sapucai e Sado Sebastido da Grama. Na safra de 2021/2022, os
olivais de Séao Paulo contribuiram com 360 toneladas de azeitonas e 45mil litros
de azeite. As cultivares mais plantadas no estado sdo Arbequina, Frantoio, Picual,
Koroneiki, Coratina e Arbosana (KIRST, et al. 2019; SECRETARIA DE
AGRICULTURA E ABASTECIMENTO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2022).

O estado do Rio Grande do Sul, localizado ao Sul do Brasil, € maior
produtor de azeitonas do pais com uma area de cerca de 5.986 hectares
cultivados. De acordo com a Secretaria da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento Rural do estado, existem 321 olivicultures distribuidos em 108
municipios dentre eles, pode-se destacar os municipios de Encruzilhada do Sul,
Cangucu, Pinheiro Machado, Cacapava do Sul, Sdo Sepé, Cachoeira do Sul,
Santana do Livramento, Bagé, Barra do Ribeiro e Sentinela do Sul. A maior parte
dos municipios produtores esté localizado na metade Sul do estado. O setor conta
com cerca de 17 fabricas, conhecidas como lagares e producdo estimada de
448,5mil litros de azeite e 70 marcas de azeite (SEAPDR, 2022). As principais
cultivares encontradas nos olivais do estado sdo: Arbequina, Koroneiki, Picual,

Arbosana, Frantoio, Coratina, Manzanilla e Galega.
2.3. Aspectos botéanicos
2.3.1 Origem da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma arvore caracteristica da regiao
mediterranea, conhecida mundialmente pela producdo de azeitonas e de azeite
de oliva (EL & KARAKAYA, 2009). E uma das frutiferas mais antigas utilizadas
pelo homem. Seu cultivo remonta a 6.000 anos a.c. Originaria de uma regiao

geografica que ocupa desde o Sul do Caucaso até as altiplanicies do Irg,
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Palestina e a zona costeira da Siria, estendendo-se pelo Chipre até o Egito,
povoando todos os paises que margeiam o Mediterraneo. A partir do século XV,
com as viagens oceanicas de Colén, Magalhdes e Juan Sebastian Elcano, passou
a estender-se ao Novo Mundo (EMBRAPA, 2009).

2.3.2 Familia Oleaceae e género Olea

A espécie pertence a familia Oleaceae, que abrange 25 géneros dos quais
fazem parte aproximadamente 600 espécies distribuidas em clima temperado e
tropical em diferentes regides do mundo. No entanto a oliveira é a Unica espécie
qua produz frutos comestiveis. Essa espécie pertence ao género Olea, que inclui
33 espécies e nove subespécies. Seis destas subespécies formam uma subsecao
ou complexo Olea: O. europaea, O. cuspidata, O. laperrinei, O. maroccana, O.
cerasiformis e O. guanchica. Este complexo estende-se pela Macronésia (O.
cerasiformis e O. guanchica), Mediterraneo (O. europaea), Africa (O. maroccana)
e regides asiaticas (O.cuspidata). A taxonomia reconhece uma estreita relacédo
entre a oliveira cultivada e sua parente silvestre, admitindo duas variedades
dentro da subespécie Olea europaea: Olea europaea subsp. europaea var.
europaea e O. europaea subsp. europaea var. sylvestris (RAPOPORT, et al.
2016).

2.3.3 Descrigcao botanica

Gracas a sua estrutura xerofitica, desenvolve-se bem, mesmo em
ambientes com verbes longos, quentes e secos, e com baixos indices
pluviométricos. E cultivada no sul da Europa, nos paises mediterraneos, como
Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia. A cultura expandiu-se para outros
paises, cujas caracteristicas de clima sdo semelhantes as de paises do sul da
Europa, como Norte da Africa, América do Norte e América do Sul, além de
alguns paises da Asia (ALBIN e VILAMIL, 2003).

A oliveira é uma arvore polimoérfica de folhagem persistente, crescimento
lento e grande longevidade. Geralmente, a altura da oliveira cultivada é mediana,
oscilando entre 4 a 8m de altura, ainda que possam ser encontradas arvores com

mais de 15 a 20m de altura com troncos de 1,5 a 2m de diametro. O sistema
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radicular apresenta as funcdes de ancorar a planta, absorver agua e nutrientes,
sintetizar materiais organicos e armazenar nutrientes. A maior proporcdo de
raizes esta a uma profundidade de solo de 60 a 70cm. As raizes com calibre
maior se desenvolvem nos primeiros 20cm, a partir da superficie. Quando o solo é
pesado, as raizes fibrosas crescem proximas da superficie do solo e em solos de
textura mais leve, o sistema radicular é extenso. O sistema radicular durante os
primeiros 3 a 4 anos se desenvolve verticalmente e posteriormente, se
desenvolve lateralmente (THERIOS, 2009).

Plantas jovens apresentam uma forte tendéncia em formar um tronco de
eixo unico. Ao longo do tronco, surgem brotacdes laterais provenientes de duas
gemas laterais que estdo presentes em cada né. As ramificagbes oriundas das
brotacbes das gemas laterais sdo distribuidas ao longo do tronco de forma
dispersa ou irregular. Os ramos porem ser divididos em ramos primarios ou
principais, que formardo a estrutura principal da planta sendo inseridos
diretamente no tronco e 0os ramos secundarios, inseridos nos ramos primarios,
constituindo a copa da arvore (BACELAR et al., 2009; RAPOPORT, et al. 2016).

As gemas ndo apresentam estruturas morfolégicas que permitam a sua
distincdo entre gemas vegetativas e reprodutivas. A diferenciacdo em gemas
férteis é resultado de uma complexa combinacdo de fatores enddégenos e
exdgenos, e podera seguir um dos quatro caminhos: (1) desenvolvimento de uma
inflorescéncia, (2) crescimento de uma brotacdo, (3) continuar dormente e (4)
morte e abscisdo (LAVEE, 1996; RAPOPORT, et al. 2016). Na oliveira, a inducdo
floral para o proximo ano, ocorre 2 meses apos a plena floracdo, provavelmente
antes do endurecimento do endocarpo do frutos. Os eventos de producéo de
frutos para a safra do ano e o estimulo para a formacao de gemas férteis que
produzirdo frutos na préxima safra ocorrem concomitantemente na planta. A
diferenciacdo das gemas ocorre em duas etapas, a primeira fase é conhecida
como estimulo indutivo e ocorre durante o verdo sendo governada pelos fatores
endogenos, enquanto que a segunda fase necessaria seria durante o inverno,

influenciada principalmente pelo acumulo de frio. O processo € concluido se as
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condi¢cdes climaticas necessarias para cada uma das fases indutivas forem
atendidas, em cada estacdo (ANDREINI, et al. 2008; RAPAPORT, et al. 2016).

As folhas sé@o coreaceas, de coloragdo verde-acinzentada, mais clara na
face inferior, persistentes, com aspecto lanceolado e dispostas de forma oposta.
Cada folha cresce ao longo de dois anos e pode ter duracdo de até trés anos
(BACELAR, et al., 2009; CRUZ, et al., 2012).

As flores sdo radiadas e tetrameras, apresentam dois estames, ovario
supero, bicarpelar, sincarpico e séo classificadas como hermafroditas. As flores
sao formadas no ano anterior a floracdo e séo originadas das gemas localizadas
nas axilas das folhas, de brotacGes novas. As gemas florais sdo pequenas, e
compostas por 4-5 nés, cada um com dois primérdios foliares em posicdes
opostas. Na oliveira, as flores hermafroditas séo totalmente funcionais, ou seja,
capazes de formar frutos, porém também podem ser formadas flores
estaminadas. As flores estaminadas apresentam pistilo abortado e sédo incapazes
de produzir frutos (BACELAR, et al., 2009; CRUZ, et al., 2012; REALE, et al.
2009). Estudos apontam que a competicdo por recursos interfere no abortamento
do pistilo, também descrito como o termo andromonoicia, que indica a formacéo
de flores perfeitas (hermafroditas) e estaminadas (ou seja, masculinas ou com
abortamento do pistilo). Em oliveiras, a competicdo entre flores e frutos em
desenvolvimento ocorre muito cedo, durante o florescimento e desenvolvimento
do fruto e afeta tanto o abortamento do pistilo quanto a fixacdo dos frutos
(ROSATI, et al.,, 2011). Outra limitagcdo potencial para a fixacdo do fruto em
oliveiras é o desenvolvimento anormal do évulo, em que o saco embrionario nao
consegue se diferenciar (RALLO et al., 1981). Essas caracteristicas tem um
importante componente genético (variedades), mas também é fortemente
influenciada por condi¢cdes ambientais e nutricionais (FERNANDEZ-ESCOBAR, et
al., 2008).

As flores sao formadas em inflorescéncias de 1,5 a 4,0 cm de comprimento
gue se desenvolvem a partir das gemas laterais ou diretamente no apice do caule
(Figura 3). A panicula, como é denominada e inflorescéncia, tem um eixo central

ou raque, no qual as flores individuais ou flores secundarias ao eixo, surgem em
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uma série de pontos de ramificacdo simétricos. Uma inflorescéncia pode conter
de 10 a 35 flores, das quais apenas uma ou algumas flores daréo origem a frutos.
O namero de flores por inflorescéncia é influenciada pelo cultivar, pelas condi¢cdes
de crescimento, incluindo a posicdo da inflorescéncia na planta e brotacdo
(RAPOPORT, et al. 2016).

Figura 3. Inflorescéncia da oliveira. Fonte: Camila Schwartz Dias (2019).

Os frutos sdo denominados drupas, séo pequenos, com formato que varia
de elipsoidal a globosos com pericarpo rico em lipideos (BACELAR, et al., 2009;
CRUZ, et al., 2012). Os frutos séo utilizados para extrair o azeite e compdem a
base da dieta Mediterranea. A composi¢cdo do azeite é principalmente formada
por triglicerideos e uma variedade de compostos em pequenas quantidades.
Entre os glicerideos, o azeite apresenta um alto teor de &cidos graxos e
sobretudo, uma elevada proporgédo de acidos graxos monoinsaturados. Os acidos
insaturados podem chegar a 85% de sua composicdo, devido ao alto teor de
acido oleico, que pode variar de 70 — 85% e outros acidos graxos como linoleico e
acido palmitoleico. No caso das gorduras saturadas, estas correspondem a
aproximadamente 14% da composi¢do do 6leo, basicamente devido aos acidos
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palmitico e estearico. Quanto a outros compostos, representam menos de 2% da
composicdo do 6leo e grande parte deste grupo sdo os compostos fendlicos,
embora também existam compostos lipofilicos como o a-tocoferol (vitamina E)
(LOPEZ, et al. 2020)

Em todo o mundo existem mais de 200 variedades de oliveiras, sendo que,
muitas vezes, variedades idénticas possuem nomes distintos dependendo da
regido em que séo cultivadas (CABALLERO, 2012). As diferentes variedades de
oliveira produzem frutos com caracteristicas peculiares, com distintos tamanhos,
sabores e composicdo (RYACHI, et al., 2011). Estes frutos conferem
carateristicas distintas ao azeite produzido, ademais variagbes dependem de
fatores relacionados ao cultivo (irrigacdo e fertilizacdo), as praticas culturais
(colheita e grau de maturacao), fatores tecnoldgicos (pos-colheita e sistema de
extracdo) e area geografica de producdo (altitude, latitude e caracteristicas
edéficas) (QARNIFA, 2019).

Nos ultimos anos, inumeros trabalhos publicados relatam preocupac¢ao com
a producéo de oliveiras em virtude da agcdo das mudancas climaticas, sobretudo
na zona do Mediterraneo. E esperado um aumento de 2-5°C na temperatura do ar
para os proximos anos, além de eventos mais frequente e extremos como
periodos de seca e ondas de calor para esta regido (BENLLOCH-GONZALEZ,
2018).

2.3.4 Floracao da oliveira

A floragdo na oliveira ocorre em inflorescéncias paniculadas que contém
uma mistura de flores perfeitas (hermafroditas) e imperfeitas (estaminadas). As
flores hermafroditas apresentam um pistilo que € composto por um grande
estigma com estilete curto e ovario bilocular com quatro évulos. O androceu,
sistema reprodutor masculino, consiste em dois estames onde estdo localizadas
as anteras amarelas brilhantes, que estédo ligadas a base por um curto filamento
(RAPAPORT, et al. 2016). Nas flores estaminadas, o desenvolvimento do pistilo é

falho em varios estagios de diferenciagdo do gineceu, que resulta em um 6rgao
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ndo-funcional: um pistilo necrético com estames funcionais (CUEVAS, et al. 1999;
VULETIN SELAK, et al. 2012).

As caracteristicas florais tradicionalmente consideradas importantes para a
frutificacdo da oliveira sdo a relacdo entre o numero de flores perfeitas e flores
estaminadas e a porcentagem de flores perfeitas. Estas caracteristicas diferem
significativamente entre as cultivares, demonstrando uma estreita relagéo
genética que controla o abortamento do pistilo, mas também podem ser
influenciadas por condicbes ambientais, como temperatura, nutricdo da planta,
disponibilidade de 4gua e competicao interna por reservas quando ha um grande
namero de flores. Além disso, flores que estdo localizadas proximas ao apice do
pedicelo e no primeiro pedicelo tendem a formar flores hermafroditas, enquanto
que flores no segundo pedicelo geralmente sdo estaminadas (FERNANDEZ-
ESCOBAR, et al. 2008; LAVEE et al., 2002; VULETIN SELAK, et al., 2012;
HAPAPORT, et al. 2016).

Nas oliveiras, as flores estaminadas aumentam a doacdo de pdlen para
fertilizar outras flores, sendo uma estratégia importante jA que a polinizacédo
ocorre pelo vento. A polinizacédo é influenciada pela velocidade do vento e pelas
chuvas, além de sofrer com a alta temperatura ou ventos quentes, que podem
causar a desidratacdo do polen e do estigma, reduzindo a fertilizacdo das flores
(REALE, et al., 2006).

As cultivares de oliveiras expressam varios graus de auto-incompatibilidade
e interincompatibilidade (RAPAPORT, et al. 2016). O grau de auto-
incompatibilidade em oliveiras é influenciado por condicbes ambientais e varia de
acordo com o local de plantio e de ano para ano. Estudos realizados
recentemente, comprovam que a cultivar Arbequina, amplamente utilizada nos
olivais brasileiros, € auto-incompativel e portanto, necessita cultivares
polinizadoras. No estudo realizado por Sanchez-Estrada e Cuevas (2018), foi
demonstrado que as melhores cultivares para polinizar Arbequina s&o as

cultivares Picual e Manzanilla.

2.3.5 Germinacéao do gréo de polen
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A compreensdo do processo de fecundacdo pode reduzir problemas de
auto-esterilidade em oliveiras. A compatibilidade entre cultivares deve ser
observada ja que a emisséo de pdlen em tempo diferente do periodo receptivo da
cultivar comercial, pode levar ao menor sucesso reprodutivo,. Do contrario, uma
maior coincidéncia na polinizagdo cruzada seria mais efetiva. (CUEVAS, 1992,
REALE, et al. 2006).

A frutificacdo depende de uma série de processos reprodutivos
combinados ao longo da inducéo floral e dos processos ontogenéticos, floracédo e
polinizacdo, fase progamica e desenvolvimento poés-zigotico do fruto. A fase
progamica envolve a chagada do pdlen, adesdo e germinacdo em estigmas
receptivos, crescimento do tubo polinico através do pistilo até atingir um 6vulo
viavel e fertilizacdo. O periodo de polinizacao efetivo (EPP) é comumente utilizado
para estudar a interacdo entre o pistilo e o polen, envolvendo a longevidade do
ovulo e o tempo necessario para que o crescimento do tubo polinico atinja o

estigma e fecunde o 6vulo (RIELLA, et al. 2022).

O polen é produzido pelas anteras em ampla quantidade, variando entre
70.000 a 90.000 gréos de pélen por antera (ORLANDI, et al. 2003; FERRARA, et
al. 2007). A viabilidade do grdo de pdlen e sua germinacdo sdo essenciais para
garantir a fertilizacdo. O estudo da viabilidade infere sobre a capacidade do grdo
de pdélen germinar e crescer, no entanto os graos de polen podem ndo germinar
no ambiente in vitro ou in vivo, se ndo houver condi¢cdes adequadas. Varios
métodos foram desenvolvidos para testar a viabilidade e outros parametros
semelhantes, como a maturidade do pélen, germinabilidade, vigor, fertilidade.
Quatro metodologias se destacam para avaliar a viabilidade: 1- coloracdes
citoplasmaticas; 2- reacdes enzimaticas; 3- germinacado; 4- fixacdo de frutos ou
sementes. Sobre os métodos de germinacdo, os mesmos podem ser realizados in
vitro ou in vivo. A germinacdo in vitro de grdos de pdlen sob condi¢cbes
apropriadas (temperatura, meio de cultura) é rapida, simples e apresenta uma boa
correlagcdo com a fixacéo de frutos e sementes, com resultados mais proximos da
realidade (FERRARA, et al., 2007; MAZZEO, et al., 2014).
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Estudos realizados recentemente demonstram a acédo do clima sobre o
desempenho do gréo de pdlen, sobretudo com relacdo a temperatura e umidade
relativa. Os efeitos das altas temperaturas sobre os graos de polen tem sido foco
das pesquisas dos ultimos anos, resultado da preocupacdo com as mudancas
climaticas nas principais regides produtoras de oliveira, principalmente no
Mediterraneo (IOVANE, et al. 2021).

Temperaturas superiores a 30°C séo prejudiciais para a germinacao dos
grados de podlen de oliveira, no entanto esta resposta € variavel em relacdo as
diferentes cultivares. Com relacdo a umidade relativa, valores proximos a 20%
aliados a temperaturas acima de 40°C sao altamente prejudiciais a germinagao
dos gréaos de polen. A exposicédo de graos de poélen a 36°C e a umidade relativa
de 100% reduz a viabilidade dos grdos de polen, tornando-os completamente
inviavel apos 3 dias de exposicdo. A umidade relativa tem papel importante no
tempo de viabilidade do polen. De acordo com os estudos realizados por lovane
et al. (2021), grédos de polen expostos a umidade relativa de 50%, apresentam
elevada viabilidade tanto em altas temperaturas, quanto em baixa temperatura
(VULENTIN SELAK, et al., 2013; KOUBOURIS, et al., 2009).

2.3.6 Fertilizacdo através da utilizagao de boro

A oliveira deve receber doses adequadas de nutrientes, desde os estadios
iniciais, para que nao ocorra desequilibrio entre o conteuddo mineral e o
incremento de matéria seca, estimulando a formacdo de folhas sadias e,
futuramente, de inflorescéncias, ja que essas ocorrem nas axilas das folhas
(BOURANIS et al., 2001; LIVRAMENTO & OLIVEIRA, 2006).

De acordo com Galletta (1983), um dos fatores determinantes da
integridade dos grdos de pdlen é a manutencdo do equilibrio osmético entre o
meio de cultura e o contetudo dos gréos. Tal equilibrio pode ser determinado pela
relacdo entre a concentracdo de sacarose e as concentracdes de substancias
como acido borico e nitrato de calcio, de forma que o excesso ou deficiéncia de
qualquer desses componentes podera promover o rompimento dos grdos de

polen.
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O boro afeta o crescimento do tubo polinico e portanto, a producédo de
frutos, e € indiretamente responsavel pela ativacdo de enzimas desidrogenases,
transporte de assimilados, acidos nucléicos e regulacdo metabdlica de certos
horménios vegetais (VISHEKAIlI et al. 2019). Muitos experimentos foram
conduzidos em oliveiras os quais demonstram a importancia da fertilizacdo com B
na produtividade de oliveiras (LARBI, et al., 2011), na qualidade das flores e na
fixacdo dos frutos (PERICA, et al., 2002).

3. Fatores climéaticos

As condicfes climaticas tem papel determinante no cultivo de oliveiras,
sobretudo a temperatura, a precipitacdo e a umidade relativa pois estdo
diretamente relacionadas a resposta fenologica das plantas (GARRIDO, et al.
2021). A olivicultura apresenta alguns problemas importantes como a alternancia
de producdao, traduzida pela drastica reducdo da producéo seguida de um ano de
boas colheitas, elevada producéo de flores estaminadas e autoincompatibilidade
na polinizacdo. De todas as fases bioldgicas, a floracdo é a fase mais critica

(BONOFIGLIO, et al. 2008).

O clima afeta praticamente todos os processos fisiolégicos relacionados ao
ciclo de vida das plantas. O inicio do processo produtivo é caracterizado pela
formacdo das gemas florais durante o verdo, a dorméncia no outono, a quebra da
dorméncia no inverno e o florescimento do préximo verdo. A superacdo da
dorméncia ocorre somente quando a gemas sdo expostas a temperaturas frias,
durante um periodo suficientemente longo. Quando o periodo de acumulo de frio
€ incompleto, pode haver um atraso na quebra da dorméncia das gemas e da
primeira floracdo, o que pode resultar na expansdo do periodo de floracédo

(BARRANCO, et al. 2008; AGUILERA, et al. 2014).

Durante a primavera, as oliveiras encontram condicfes climaticas
adequadas para o processo de floracéo, polinizacéo e frutificacdo. Para que haja
o0 estimulo para o inicio da floracdo, € necessario que ocorra um aumento
gradativo da temperatura a partir dos 16°C (BONOFIGLIO, et al. 2008). As

temperaturas ideais para esta fase estdo no intervalo de 18-21°C e umidade
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relativa de 60-80% e a precipitacao deve estar no intervalo de 300- 750mm anuais
(TAPIA, et al., 2003). De acordo com experiéncias de plantio nos paises do
mediterraneo, a temperatura adequada para que ocorra a frutificacdo efetiva
normal, ndo deve superar os 35°C e ndo deve ser inferior aos 25°C. As plantas,
contudo, sdo capazes de suportar altas temperaturas no veréo, proximas a 40°C,
sem gue os ramos e folhas sofram queimaduras. Porém, a atividade fotossintética
comeca a ser inibida quando a temperatura ultrapassa os 35 °C (COUTINHO,
2007).

A oliveira é mais sensivel ao frio que outras espécies frutiferas. Contudo,
ocorre um aumento gradual de tolerancia, provocada pelas baixas temperaturas
outonais, responsaveis pelo estimulo da planta a dorméncia. Assim, a oliveira
chega a resistir a temperaturas pouco inferiores a 0°C. Pequenas lesdes em
brotos e ramos novos podem ocorrer, se a temperatura baixar, ficando entre 0°C
e -5°C. Se a temperatura for inferior, até -10°C, podem ocorrer danos definitivos
nos brotos e ramos. Abaixo de -10°C, a planta, como um todo, pode sofrer danos
irreversiveis e morrer (NAVARRO; PARRA, 2008).

Na primavera, ocorre o desencadeamento do processo de florescimento,
como resultado da saida da dorméncia. Existem etapas distintas desta fase — a de
inicio, florescimento pleno, polinizacdo, final de floracdo e frutificacdo efetiva.
Nesta importante fase de desenvolvimento da planta, a temperatura diaria deve
ficar em torno de 20°C, a fim de que os processos metabdlicos ocorram
normalmente. A umidade relativa do ar, deve ficar entre 60- 80%. Caso contrario,
a receptividade do estigma pode ser comprometida, principalmente se a umidade
ficar abaixo de 50%. Nesta situacdo, o estigma pode durar menos de trés dias,
tempo insuficiente para formar o tubo polinico se desenvolva e chegue a fertilizar
o 6vulo. Por outro lado, se a umidade relativa for muito elevada, préxima de
100%, ocorre a hidratacdo do grdo de pélen, que aumenta de peso e ndo pode

ser levado a uma longa distancia pelo vento (TAPIA et al., 2003).

O Zoneamento Edafoclimatico da oliveira para o estado do Rio Grande do
Sul, publicado pela EMBRAPA em 2009, classificou as areas quanto a aptidao,

riscos e limitagcbes ao investimento, indicando as zonas com menores riscos
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climaticos para producao de oliveiras no Estado (WREGE et al., 2009; FILLIPINI
ALBA et al., 2014). De acordo com Alba et al. (2013), no Rio Grande do Sul as
temperaturas durante o verdo ndo ultrapassam os 40°C e no inverno, raramente
atingem a temperatura limitante de 0°C e o clima da regido é classificado como
subtropical umido Cfa, conforme Kodeppen. Durante o periodo de floracdo, que
ocorre entre 0os meses de setembro a novembro, podem ocorrer volumes
expressivos de precipitacdo que podem afetar negativamente a polinizacdo e
dispersdo dos grdos de podlen, levando a uma baixa fecundacdo efetiva
(COUTINHO, et al. 2009). Neste mesmo periodo, as temperaturas costumam
estar proximas aos 15°C, porém existe uma ampla variacdo (ALBA et al. 2013).
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CAPITULO 1

Baixas temperaturas durante a primavera afetam negativamente o

rendimento de oliveiras

Introducéo

Os fatores climéticos atuam diretamente no desenvolvimento das espécies
cultivadas, determinando sua fenologia e produtividade. A maior parte da
alimentacdo humana é resultado da reproducdo sexual das plantas, ou seja, da
fertilizacdo das flores. Os fatores climaticos, principalmente a temperatura,
desempenham um papel importante no desenvolvimento das fases fenologicas de
muitas espécies, onde uma mudanca na temperatura ambiental pode afetar
negativamente o desenvolvimento dos botBes florais e, consequentemente, o
periodo de floracdo (AGUILERA et al., 2014). A fase reprodutiva € mais sensivel
ao efeito das altas e baixas temperaturas durante e apés a polinizacédo os efeitos
sobre as plantas, nesta fase, podem variar com a intensidade do estresse térmico,
bem como com o tempo de exposicdo e com a espécie em estudo (HEDHLY,
2011).

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie tradicionalmente cultivada no
Mediterraneo, cujo clima € uma transicdo entre os climas temperado e tropical.
Este clima é caracterizado por inverno Uumido (65% das chuvas ocorrem entre
novembro e dezembro) e verbes muito secos, com precipitacdo média anual de
400 a 900 mm. As temperaturas do inverno sdo amenas, variando de 6° a 13°C
no més mais frio. Nos meses do verdo, sdo observadas altas temperaturas, com
médias variando entre 25° e 28°C durante o més mais quente. Na regido do
mediterraneo, o aumento da frequéncia de eventos climaticos extremos, durante
fases especificas do desenvolvimento da planta, como altas temperaturas durante
o periodo de floracdo, reduzem a frutificagdo e o rendimento em algumas culturas
(MORIONDO et al., 2008; VULETIN SELAK et al., 2013).
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O cultivo da oliveira se expandiu para novas regidées com clima semelhante
ao mediterraneo, como Africa do Sul, Estados Unidos, Australia, Argentina e
Chile, e também para outras regides com clima muito diferente, como China,
Brasil e Uruguai, que apresentam temperaturas e regimes de precipitacdo
distintos (HERRERA-CACERES et al., 2017; TORRES et al., 2017). O Uruguai é
um pais localizado na América do Sul, e o cultivo de oliveiras neste pais ocupa
uma area de aproximadamente 10.000 hectares (CONDE-INNAMORATO et al.,
2019). O clima é caracterizado como temperado-umido, com chuvas acima de
1.100 mm anuais e temperatura média anual de 17,7 °C. No entanto, os dados
histéricos mostram uma grande variabilidade entre os anos, com médias maximas
e minimas anuais de 22,6°C e 12,9°C, respectivamente (CASTANO et al., 2011).

Estudos anteriores demonstraram a relacdo entre a temperatura e a
germinacao dos graos de pdlen da oliveira. A faixa de temperatura adequada para
germinacao ocorre entre 20 — 30°C; no entanto, essa resposta varia dependendo
da cultivar (VULETIN SELAK et al., 2013). Varios trabalhos demonstram como as
altas temperaturas, especialmente acima de 40°C, inibem ou afetam
negativamente diversos aspectos da polinizacdo e fertilizacdo das flores. No
entanto, ha pouca informacdo sobre a germinacdo do polen sob condi¢cbes
climaticas diferentes das encontradas no Mediterraneo, especialmente sob
temperaturas mais baixas (KOUBOURIS et al., 2009).

Existem fatores limitantes no momento da frutificacdo nas condicOes
climaticas do Uruguai, pode levar a problemas como altas taxas de alternancia de
producdo (CONDE-INNAMORATO et al.,, 2019). Assim, os objetivos desta
pesquisa foram: 1) avaliar a fenologia de cinco cultivares de oliveira; 2) estudar o
efeito da temperatura na germinacédo do gréo de pélen e no crescimento do tubo
polinico 'in vitro' das cultivares Arbequina, Arbosana, Koroneiki, Picual e
Manzanilla, e 3) analisar a probabilidade de ocorréncia de determinadas faixas de
temperatura, a partir de uma série historica de dados durante o periodo de 1998 a
2019, registradas no INIA Las Brujas, Uruguai.
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Materiais e Métodos
Local e material vegetal:

A pesquisa foi realizada na estacédo experimental INIA Las Brujas - Uruguai
(34°40’ S; 56°20° W; altitude 21 m). Foram utilizadas oliveiras das cultivares
Arbequina, Manzanilla e Picual com dezessete anos e de Arbosana e Koroneiki
com dez anos, plantadas no espacamento de 6m entre linhas e 4m entre arvores.
O solo do local possui horizonte A com textura fina maxima de 50 cm. Possui
2,5% de matéria organica e pH de 6,5; correspondente ao solo Udifluvent na
classificacdo do USDA (DURAN et al., 2006). As plantas eram mantidas sob
fertirrigacao.

Germinagédo do pdélen

As inflorescéncias foram coletadas no estadio fenoldgico 59 BBCH,
caracterizado por uma mudanga de cor da corola de verde para branco (SANZ
CORTES et al., 2002). A escolha desse estadio fenoldgico foi feita para garantir
gue os graos de pélen avaliados fossem da cultivar em estudo; sabendo que nas
condic¢des climaticas do Uruguai, o pélen de 'Arbequina’, 'Picual' e 'Coratina’ é
viavel quando a corola apresenta coloragdo verde, antes da antese (SPERONI et
al., 2021). Aproximadamente 20 inflorescéncias de cada cultivar foram coletadas
da porcao final de ramos produtivos, localizadas no terco médio da copa, no
periodo da manha (9:00 — 10:00h). Foram transportadas em placas de Petri para
o laboratério, onde foram colocadas em placa de Petri sobre um papel de filtro
umedecido com 1000 pL de &gua destilada e armazenadas por 48 horas, a
temperatura ambiente, para permitir a abertura das flores e liberacdo dos graos
de polen. Apds, as placas contendo as inflorescéncias abertas foram
cuidadosamente agitadas para liberar os graos de pdlen das anteras.

O meio de cultura utilizado foi o mesmo descrito por Viti et al. (1990), com
adicdo de 100 ppm de &cido bdérico meio base. Apds o preparo, 0 meio de cultura
foi autoclavado sob pressdo de 1,5 atm, por 30 minutos. Em seguida, foi
transferido para placas de Petri esterilizadas (aproximadamente 10 ml de meio de
cultura por placa). Posteriormente, foram adicionados 1000 uL de agua destilada

a placa de Petri contendo os graos de pdlen e, com o auxilio de uma micropipeta,
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foram retirados 50 pL e colocados em meio de cultura. Em seguida, as placas de
Petri foram fechadas com filme plastico para evitar trocas gasosas do meio
externo.

Para verificar o efeito da temperatura, placas contendo grdos de pdlen
foram submetidas as temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 40°C. As amostras
para o tratamento a temperatura de 40°C, foram armazenadas em estufa de
circulacao forcada de ar, por 24horas enquanto as placas dos demais tratamentos
foram armazenadas em camara incubadora, pelo mesmo tempo.

A avaliacdo do numero de graos de podlen germinados e do comprimento
do tubo polinico foi realizada em microscopio modelo Olympus® BH2, com
aumento de 20 x 0,40. Foram contados cinquenta gréos de pélen por repeticao,
totalizando 150 grdos de pélen por tratamento, sendo considerados germinados
aqueles que apresentaram comprimento do tubo polinico igual ou superior ao seu
didametro. Para avaliagdo do comprimento do tubo polinico foi utilizado o software
DinoCapture®, no qual foram selecionados trés grédos de polen, por repeticdo, e
verificados seus comprimentos.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi um fatorial, inteiramente casualizado, dois
fatores (cultivar e temperatura) e trés repeticbes. Os tratamentos consistiram em
cinco cultivares de oliveira (Koroneiki, Arbosana, Arbequina, Manzanilla e Picual)
e seis temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 40°C).

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software R (2019). Os dados
expressos em porcentagem foram transformados por arcsin [raiz quadrada (n +
1)] e, em seguida, submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p <
0,05). Caso essa interacao entre os fatores (temperatura e cultivar) ndo fosse
significativa, considerou-se o efeito dos fatores principais. O efeito da temperatura
foi analisado por regressdo polinomial e as médias dos cultivares foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Clima e fases fenoldgicas
A fenologia das cultivares ‘Koroneiki’ e ‘Arbosana’ foi avaliada a partir de

um banco de dados contendo registros de nove anos. A escala fenolbgica
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utilizada foi a de Sanz-Cortés et al. (2002), onde foram avaliados os estadios
BBCH 61, BBCH 65 e BBCH 68, para caracterizar o inicio da floracdo (10% de
flores abertas), plena floracdo (pelo menos 50% de flores abertas) e o final da
floracdo (maioria das pétalas caidas), respectivamente (Figura 4). As avaliacdes
foram realizadas de acordo com a metodologia utilizada por Conde-Innamorato et
al. (2019). Para a fenologia das cultivares ‘Arbequina’, ‘Manzanilla’ e ‘Picual’,
foram utilizados os resultados da pesquisa, que realizou a avaliacdo por um
periodo de dez anos. As datas foram consideradas utilizando o calendario juliano,

a partir de 1° de janeiro e apresentadas nos graficos, como dia do ano (DOI).

Figura 1. Estadios fenol6gicos BBCH 61, BBCH 65, BBCH 68. Fonte: INIA
Uruguai, 2015.

Para calcular a probabilidade de ocorréncia de temperaturas entre 0 e

40°C, foi utilizado um conjunto de dados de temperatura média horaria, de 26 de
setembro de 1998 a 15 de novembro de 1998 — 2019. A temperatura horaria
registrada foi classificada em intervalos: 0-5°C, 5-10°C, 10-15°C, 15-20°C, 20-
25°C, 25-30°C, 30-35°C e 35-40°C. O numero de vezes que a temperatura
permaneceu dentro da faixa observada, para cada hora e dia, foi relacionado ao
namero de anos (22 anos). Assim, foi calculada a probabilidade horéaria de
ocorréncia da faixa de temperatura observada. Os dados foram plotados em um
grafico de caixa para representar a probabilidade para cada intervalo de

temperatura.

Resultados:
1. Estadios fenolégicos
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Os registros fenoldgicos de Koroneiki e Arbosana por 9 anos permitiram o
estimar o periodo de floracdo. A diferenca entre a data de inicio da floracdo e a
data do de queda das pétalas foi de 35 para a cultivar Koroneiki e 34 dias para
Arbosana. Houve variacdes nas datas de inicio do inicio da floracdo (BBCH 61),
plena floracdo (BBCH 65) e queda das pétalas (BBCH 68)( Figura 1). Verificou-se
gue Manzanilla iniciou o florescimento e floracdo antes das demais cultivares e
sua data mais tardia foi no dia 268 do ano (DOY), oito dias antes da cultivar
'‘Arbequina’. No entanto, a fase de plena floracdo total e queda das pétalas é
semelhante as demais cultivares. Arbequina possui uma janela de floracdo que
pode ocorrer do dia 276 (DOY) ao dia 315 (DOY), e o estadio de plena floragcéo é
menor em relacdo as outras cultivares, totalizando 21 dias. As pétalas caem a

partir do dia 307 (DQY), seis dias antes de Manzanilla e Koroneiki.

Max s e NG S ARBOSANA
S| A MY
= PICUAL
B . ARBEQUINA
E MANZANILLA
K]
Min
5
280 290
Dia do ano (DOI)
SETEMBRO OUTUBRO NOVEMBRO
= = BBCH61 = ssees BBCH68 e Min. Temperatura
e BBCH 65 ---- Max. Temperatura

Figura 2. Média das temperaturas maximas e minimas (°C) das séries histéricas
1998 - 2019 em Las Brujas- Uruguai e duracdo das fases BBCH 61, BBCH 65 e
BBCH 68 correspondentes ao inicio da floracdo, plena floracdo e queda das
pétalas, respectivamente, para cada cultivar. Pelotas, RS, 2022.

O inicio da plena floracdo em Picual ocorreu concomitantemente com as

cultivares Arbequina, Arbosana e Koroneiki; no entanto, esse periodo pode se
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estender do dia 283 (DOI) ao dia 316 (DOI). A cultivar Picual é a ultima a
ultrapassar o periodo de plena floracdo, e sua janela de ocorréncia para este
periodo € de 30 dias, mesma quantidade de dias encontrada em Manzanilla, para
0 mesmo periodo. Arbosana é a ultima a iniciar o periodo de floracdo, apenas no
dia 286 (DOI), enquanto Arbequina e Manzanilla podem iniciar nos dias 276 (DOI)
e 268 (DOI), respectivamente. Seu periodo de plena floracdo coincide com o das
demais cultivares, mas o periodo de queda das pétalas € mais longo e pode
ocorrer do dia 313 (DOI) ao dia 320 (DOI). A Koroneiki € a penultima cultivar a
iniciar afloracdo, a partir do dia 282 (DOI). Entretanto, o periodo de plena floracao
ocorre concomitantemente com as demais cultivares, podendo ocorrer do dia 286
(DOI) ao dia 313 (DOI).

A partir dos dados de temperatura minima e maxima, durante todo o
periodo de floracdo, observou-se que houve variacdo entre 7° - 15°C para a
temperatura minima e 18° - 25°C para a temperatura maxima. Durante a fase
inicial da abertura floral e periodo de plena floracdo, as temperaturas minimas
foram de aproximadamente 10°C. A temperatura maxima verificada no estadio de
plena floracé@o foi proxima a 20°C, ndo chegando a 25°C para todas as cultivares
em estudo (Fig. 1).

2. Germinagao do pdlen e crescimento do tubo

N&o houve interacdo significativa entre os fatores cultivar e temperatura,
por isso se avaliou o efeito simples dos fatores. A porcentagem de germinacao
dos graos de polen e o comprimento do tubo polinico variaram entre as cultivares
analisadas (Tabela I). Constatou-se que Picual apresentou porcentagem 9%
menor de germinacdo do grao de polen (20,56%) diferindo estatisticamente das
cultivares Koroneiki (29,56%) e Arbequina (29,22%), e 8% menor em relacdo a
Arbosana (28,44%). Para a variavel comprimento do tubo polinico, as cultivares
Koroneiki, Arbosana, Arbequina e Manzanilla ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, com valores de 116,93; 117,59; 98,26 e 101,62
pm, respectivamente. Houve diferenga estatistica para a ‘Picual’, que diferiu da

‘Arbosana’ (83,86 e 117,59 uym respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1. Germinacao do gréo de polen (%) e comprimento do tubo polinico (um)

de cinco cultivares de oliveira observadas no INIA Las Brujas - Uruguai, 2019.

Cultivar Germinacédo pdlen Comprimento do
(%) tubo polinico (um)
Koroneiki 29.56 a* 116.93 ab
Arbosana 28.44 ab 117.59 a
Arbequina 29.22 ab 98.26 ab
Manzanilla 22.79 bc 101.62 ab
Picual 20.56 ¢ 83.86 b
p value <0.001 0.031

* As médias separadas por letras diferentes dentro das colunas séo

significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

A temperatura interferiu na germinacdo e crescimento do tubo polinico,
correspondendo a um ajuste quadratico de R2 de 0,8973 e 0,9846,
respectivamente. O ponto maximo de germinacao, calculado por meio da equacao
da curva, foi obtido na temperatura de 26,66°C, onde a germinacdo atingiu
43,38%. Para o tratamento na temperatura de 40°C, a porcentagem de
germinacao foi de apenas 15% e para a temperatura de 10°C, ndao houve
germinacao (Fig. 2A).

O crescimento maximo do tubo polinico ocorreu na temperatura de 28,22
°C atingindo um comprimento de 133,44 um. O comprimento do tubo polinico foi
significativamente maior a 25 °C e 30 °C quando comparado com as temperaturas
de 15 °C e 40 °C. A 20°C, os valores foram intermediarios, ndo sendo verificada
diferenca estatistica. Na temperatura de 10 °C nao foi possivel estimar o

crescimento do tubo polinico, pois ndo houve germinacgéo (Fig. 2B).
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Figura 3: Germinacdo do grdo de pdolen em porcentagem (A) e comprimento do
tubo polinico em pum (B), em resposta ao aumento da temperatura. Barras

verticais indicam erro padréo (n = 4).

3. Probabilidade de temperaturas na floracao

Ao analisar a probabilidade de ocorréncia de temperatura durante o
periodo de floracdo no Uruguai e, considerando faixas de 5 °C variando de 0 a
40°C (Figura 3), € possivel verificar que ha maior probabilidade de ocorréncia de
temperaturas entre 10 — 15°C e 15 - 20°C (aproximadamente 30 e 35%,
respectivamente). No entanto, temperaturas extremas abaixo de 5°C e acima de
30°C séo raras nas condi¢des ambientais estudadas. A faixa de 5 - 10°C pode ser
verificada com uma probabilidade de cerca de 10%, e o mesmo vale para a faixa

de temperatura 6tima para germinacao de 25 - 30°C.
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Figura 4: Probabilidade de ocorréncia de temperaturas entre 0 - 40 ° C, obtidas no
INIA- Las Brujas, Uruguai, com base na temperatura média horaria para o periodo
de 1998 - 2019, do dia 270 ao dia 320 correspondente a janela de floracdo da
oliveira. As caixas representam o conjunto de dados para cada faixa de
temperatura, e o ponto representa a média dos dados e a barra dentro da caixa
mostram a mediana. As linhas acima e abaixo representam os valores maximos e

minimos para cada faixa de temperatura. Os pontos acima representam outliers.

Discusséo

A expansao da cultura da oliveira para novas regides climaticas como o
Uruguai, cujo clima é classificado como temperado Umido, criou novos desafios
para o avan¢o da cultura e conhecimento dos processos fisiologicos. Faz-se
necessarios estudos sobre a respostas genéticas e fisiolégicas de forma a obter
uma resposta mais clara sobre a adaptacao das oliveiras a esta nova condicao.

A polinizagéo cruzada é o principal método de polinizacdo em oliveiras, e
um planejamento cuidadoso do pomar € necessario para uma polinizagdo e
frutificacdo eficiente entre cultivares de oliveira (MOOKERJEE et al.,, 2005;
SELAK et al., 2021). A avaliacdo da fenologia da floragdo das cinco cultivares
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mostrou uma janela de floragdo que permitiu estratégias avancadas de
combinacbes de plantio usando cultivares que apresentam sincronizacao
fenologica no estadio de plena floracdo. Ao avaliar as datas de entrada mais
precoces durante o periodo de floracdo da cultivar Manzanilla, observou-se que
ndo havia uma cultivar polinizadora durante esse periodo (268 a 276). Datas
anteriores e posteriores de entrada na floracdo podem estar relacionadas ao
acumulo de frio durante o inverno e também determinaram os eventos fenologicos
(GORDO & SANZ, 2010). Para a cultivar Picual, que apresenta o maior periodo
de plena floracdo, identificou-se que, ao final desse periodo, ndo houve
sincronizagao com as demais cultivares.

Para as cultivares Manzanilla, Arbosana e Picual, que apresentaram datas
extremas no periodo de floracdo, a pressdo dos grdos de podlen de outras
cultivares na atmosfera pode nao ser suficiente para completar a fertilizagéo floral.
Além disso, uma grande distancia entre plantacfes, plantacées pequenas e com
poucas cultivares, sdo fatores que contribuem para uma baixa frutificacdo. Selak
et al. (2021) concluiram que a polinizacdo cruzada € observada com maior
frequéncia preferencialmente na cultivar Oblica, e nem sempre a fertilizagdo das
flores ocorre pela cultivar em maior numero ou mais proxima. De acordo com o
estudo, grandes relacbes de sobreposicdo de floragcdes e compatibilidade entre
cultivares garantem uma fertilizacdo bem sucedida.

A janela de floragcdo das cultivares de oliveira estudadas compreende um
periodo de 52 dias. Isso significa que durante os anos deste estudo, o periodo de
floracdo ocorreu em alguns desses dias (268 — 320 DOY). As variacdes na data
de floracdo e na duracdo deste periodo devem-se a variacdo ano a ano das
temperaturas e precipitacdo que ocorrem no Uruguai. Segundo Benlloch-
Gonzalez et al. (2018), um aumento de 4°C na temperatura durante o inverno €
suficiente para retardar a floracdo e prolongar esse periodo.

A porcentagem de germinacéo dos graos de poélen das cultivares variou de
20,56% a 29,56%, para Picual e Koroneiki, respectivamente. Os valores
encontrados ndo se aproximaram aos observados por Reale et al. (2006) em
cinco cultivares de oliveira, onde a porcentagem de germinacdo foi de

aproximadamente 40%. E foram maiores que os relatados por Garrido et al.
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(2021) que observaram 12% de germinacdo. Os resultados de Wu et al. (2002)
demonstraram uma grande variagdo na germinacdo do polen em oliveiras, de
1,6% a 35,5% para as cultivares Pendolino e Frantoio, respectivamente. A
pesquisa realizada por Viti et al. (1990), utilizando o0 mesmo meio de cultura deste
estudo, demonstrou que a germinacgao ficou entre 17 e 26%. Estudos realizados
por Lavee e Datt (1978) indicaram que hd um aumento na germinacao do grao de
polen de cultivares de oliveira quando o tecido do estigma da cultivar 'Manzanilla’
foi adicionado ao meio de cultura. Variacbes na germinacdo dos graos de pélen
podem ocorrer devido as condi¢des de cultivo, cultivares em estudo e meio de
cultura utilizado para germinacao in vitro (FERRI et al., 2008; GIORDANI et al.,
2014; MAZZEO et al., 2014; SILVA et al., 2015).

Estudos tém mostrado que a temperatura de 40°C é letal para os graos de
pélen por induzir choque térmico (KOUBOURIS et al.,, 2009), mas ndo ha
resultados de pesquisas sobre o efeito de baixas temperaturas na polinizacdo das
oliveiras. Este estudo mostrou que a germinacdo do grdo de pdélen € maior na
temperatura entre 25 e 30 °C, atingindo valores superiores a 40%. A porcentagem
de germinacdo diminui a 15 °C, e a 10 °C ou menos, ndo ocorre ou é
drasticamente menor, assim como na temperatura de 45 °C. Ao pesquisar a
germinacao in vitro de gréos de poélen e exposicao de flores a altas temperaturas
nas cultivares Leccino e Levantinka Vuletin Selak et al. (2014) concluem que altas
temperaturas reduzem o crescimento do tubo polinico no estilete e a porcentagem
de fertilizacdo da flor. Assim, aumenta o tempo necessario para o tubo polinico
atingir a base do estilete ou os ovarios nas cultivares estudadas. A temperatura
de 20°C é suficiente para reduzir a germinagédo e o crescimento do tubo polinico
nas flores da cultivar Manzanilla, impactando negativamente na frutificacao
(CUEVAS et al., 1994).

Baixas temperaturas durante o periodo de floracdo foram relatadas como
prejudiciais em outras culturas frutiferas, como longan (PHAM et al., 2015), avela
(CETINBAS-GENC et al., 2019) e péssego (HEDHLY et al., 2005), influenciando
germinacao e crescimento do tubo polinico. Em citros, Distefano et al. (2012)
verificaram que na temperatura de 10°C ndo houve germinagdo de graos de polen

para os genétipos em estudo, e a 15°C apenas 10% germinaram.
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Os resultados de Koubouris et al. (2009) mostraram que a germinacao do
grao de pdlen aumenta a uma temperatura de 25 °C para Koroneiki (+6%),
Mastoidis (52%) Kalamata (+ 10%) e Amigdalolia (+ 10%) -cultivares. Na
temperatura de 30 °C, as porcentagens de germinacdo de Mastoidis, Kalamata e
Amigdalolia foram 8, 6 e 14% maiores, respectivamente, quando comparadas a
temperatura controle de 20 °C. Segundo os autores, as reacdes diferenciadas
observadas nos gendtipos em resposta ao estresse em altas e baixas
temperaturas, podem ser utilizadas para o melhoramento das plantas, resultando
assim em cultivares mais adaptadas.

Com relacdo a analise dos dados climaticos da série histérica do Uruguai
sobre temperaturas maximas e minimas, a temperatura diaria durante o periodo
de floracdo né&o ultrapassa 25°C, conforme mostrado na Figura 1. As
temperaturas minimas diarias ficaram entre 10 e 15°C. Uma probabilidade de
aproximadamente 0,3 e 0,35 foi observada para as faixas de temperatura de 10 —
15°C e 15 — 20°C, respectivamente. Essa probabilidade indica que as
temperaturas durante o periodo de floracdo estdo concentradas nessas duas
faixas. Uma probabilidade menor, cerca de 0,10, ocorre para temperaturas de 20
a 25°C. Temperaturas acima de 25°C n&do ocorrem dentro da referida janela de

floracdo da oliveira no Uruguai.

A ocorréncia de temperaturas amenas na primavera também foi observada
na regidao olivicola de Tenerife (llhas Canérias), onde o clima é caracterizado
como subtropical (MEDINA-ALONSO et al, 2020). Embora haja maior
probabilidade de temperaturas menos eficientes para germinagcdo no Uruguai, é
possivel produzir oliveiras e obter rendimentos anuais de 8 ton/ha (CONDE-
INNAMORATO et al., 2019). A variacdo ano a ano das condicfes climaticas neste
pais, principalmente devido a mudancas no volume de precipitacdo e nha
temperatura média anual (VAUGHAN et al, 2017), pode ser um fator
determinante para a fixacdo dos frutos, pois a temperatura determina a

germinacao e o crescimento dos graos de polen.
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Conclusdes

1. Entre a primeira data de floracdo da cultivar mais precoce e a ultima data de
floracdo, da cultivar mais tardia no periodo de estudo, observou-se uma janela de
52 dias, sendo o primeiro dia o dia 268 (25 de setembro).

2. A temperatura Otima para germinagdo e crescimento do tubo polinico nas
cultivares de oliveira avaliadas esté entre 25 e 30°C.

3. Com base na série de dados histéricos de 22 anos, durante o periodo de
floracdo 75% dos dias tiveram temperaturas abaixo de 20 ° C.

4. As baixas temperaturas podem limitar a fixacdo de frutos da oliveira no
Uruguai, portanto. Novos estudos serdo necessarias para elucidar estes fatores

na polinizagao “in vivo”.
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CAPITULO 2
Identificacdo de cultivares de oliveira sensiveis e tolerantes a baixa

temperatura e efeito da aplicacéo de boro na floracéo.

Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.), pertencente a familia Oleaceae, é o cultivo
mais emblematico da regido da bacia do Mediterraneo, com grande impacto
econdmico, social e cultural. Esta espécie encontra-se amplamente difundida e
bem adaptada as condi¢Bes rusticas da regido Mediterranica (BENLLOCH-
GONZALEZ et al., 2018). A producdo mundial de azeitonas concentra-se em
paises sob este clima, destacando-se como principais produtores mundiais a
Espanha (8.137.810 ton), Italia (2.207.150 ton), Marrocos (1.409.266 ton), Tunisia
(2.000.000 ton) e Turquia (1.316.626 ton). Somados, estes paises representam
aproximadamente 72% da producdo mundial de azeitonas (FAO, 2020). Na ultima
década, a crescente demanda do mercado internacional por azeite de oliva e
azeitonas de mesa introduziu novas areas de cultivo em paises como Africa do
Sul, EUA, Australia, Argentina e Chile, as quais possuem condi¢des climaticas
semelhantes as observadas na bacia do Mediterrdneo. No entanto, ao redor do
mundo, existem olivais sendo cultivados sob diferentes condi¢cdes climaticas
(HERRERA-CACERES et al., 2017).

No Brasil, o cultivo de oliveiras estd em expansao e concentra-se em dois
locais de cultivo. Um deles na Serra da Mantiqueira localizada entre os estados
de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, apresenta um clima favoravel ao
cultivo de oliveiras e compreende uma area de aproximadamente 3.000 hectares
cultivados (GARCIA, et al. 2018; EPAMIG, 2022). O segundo local é o estado do
Rio Grande do Sul, localizado ao Sul do Brasil, que se destaca como maior
produtor de azeitonas do pais com uma area aproximada de 6.500 hectares
cultivados (SEAPDR, 2021) que produziram cerca de 202 mil litros de azeite na
safra de 2020/2021. No entanto estima-se que apenas 35% da area cultivada

tenha atingido a idade produtiva.
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De acordo com Alba et al. (2013), o Rio Grande do Sul possui condi¢des
climaticas que permitem o cultivo de oliveiras. As temperaturas durante o verao
nao ultrapassam os 40°C e no inverno, raramente atingem a temperatura limitante
de 0°C. Conforme a classificacdo de Koppen, o clima da regido é classificado
como subtropical umido Cfa (ALBA et al., 2013). Durante o periodo de floracao,
entre os meses de setembro e novembro, podem ocorrer volumes expressivos de
precipitacdo que afetam negativamente a polinizacédo e dispersdo dos graos de
polen, levando a uma baixa fecundacédo efetiva. Neste mesmo periodo, as
temperaturas costumam estar proximas aos 15°C, porém existe uma ampla
variabilidade inter-anual (COUTINHO et al., 2009; ALBA et al., 2013).

A temperatura € uma importante varidvel climatica, ja que interfere em
varios processos fisioldgicos da planta, incluindo crescimento e desenvolvimento
(PEREZ- LOPEZ et al., 2015) noadamente na fase reprodutiva (HEDHLY, 2011).
Esta dltima, € considerada a fase mais sensivel a temperatura, pois logo apés
serem liberados pelas anteras, os graos de pdélen sdo expostos a acdo do meio
ambiente (VULENTIN-SELAK et al., 2019). Um estudo realizado por Cuevas et al.
(1994), utilizando a cultivar Manzanilla, demonstrou que a temperatura de 30°C
inibe a germinacgédo de graos de polen e a de 20°C ocasiona um lento crescimento
do tubo polinico, resultando em baixa fecundacédo efetiva. Contudo, a resposta
das cultivares a temperatura é variavel, demonstrando que existe uma relacéo
entre estes fatores (KOUBOURIS et al., 2009).

Vérios estudos sdo realizados sobre a interferéncia da temperatura sobre a
polinizacdo em oliveiras (SELAK et al, 2013; CUEVAS et al., 1994),
especialmente sobre a acao de altas temperaturas (30 — 40°C) as quais causam
preocupacdo em virtude das mudancas climéticas, j& que a regido do
Mediterraneo pode ser drasticamente afetada (BENLLOCH-GONZALEZ et al.,
2018).

O boro é um nutriente essencial para o crescimento e o desenvolvimento
das plantas e sua deficiéncia esta entre os disturbios de micronutrientes mais
frequentes em oliveiras (LIAKOPOULOS & KARABOURNIOTIS, 2005).

Aplicagcbes foliares de boro imediatamente antes da abertura das flores ou
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durante a iniciagao floral, aumentam significativamente a fixacdo de frutos e a
produtividade (PERICA et al., 2000). O boro desempenha um importante papel na
germinacdo e no crescimento do tubo polinico, no entanto, a fertilizacdo em
oliveiras € influenciada tanto por fatores biolégicos como ambientais, incluindo
cultivar, localizacdo do pomar, precipitacdo e temperatura do ar (SOYERGIN,
2010). No ambiente in vitro, o boro adicionado na forma de &cido boérico é
essencial para a germinacdo e formacdo do tubo polinico e a sua deficiéncia
resulta em baixa germinacédo e reducdo do crescimento do tubo polinico. Estes
resultados sugerem que a fertilizacdo de oliveiras com boro, torna o pélen mais
efetivo na polinizagdo e fecundagdo das flores, convertendo-se em maior

producdo (HECHMI et al., 2015).

Nas condicdes climéticas do Rio Grande do Sul, é provavel que ocorram
baixas temperaturas,nos meses em que ocorre a floracdo das oliveiras, as quais
podem afetar a polinizacdo e a fixagdo de frutos. Portanto, objetivou-se com o
presente trabalho: 1- Investigar o efeito das baixas temperaturas e da temperatura
alternada sobre a viabilidade dos grdos de polen. 2- Determinar o indice de
tolerancia a baixas temperatura de cinco cultivares de oliveira. 3- Estudar o efeito
de concentragfes de acido borico no meio de cultura in vitro, sobre os parametros
de viabilidade dos gréos de pélen de duas cultivares de oliveira submetidas a

temperatura de 15°C.
Materiais e Métodos
Local e material vegetal

Os racemos florais de oliveiras das cultivares Arbequina, Koroneiki, Gran
Vitale, Galega e Panafiel foram coletados de plantas com seis anos de idade
cultivadas em espacamento 6 x 6m, do pomar pertencente a Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental da Cascata, latitude 31°37"9” S, longitude
52°31"33” O e altitude de 170 m, localizada na cidade de Pelotas, Rio Grande do
Sul -Brasil.

Meio de cultura para a germinacédo in vitro de gréos de pélen e comprimento do

tubo polinico
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O experimento foi realizado no Laboratorio de Propagacdo de Plantas
Frutiferas da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, pertencente a Universidade
Federal de Pelotas, no més de novembro de 2020. Aproximadamente 20
inflorescéncias de cada cultivar foram coletadas da porcdo final de ramos
produtivos, localizadas no terco médio da copa, no periodo da manha (9:00 —
10:00h). Os racemos florais coletados, foram armazenados em sacos de papel e
transportados ao laboratério, onde foram armazenados em placas de Petri.
Procedeu-se a agitacdo das placas para que houvesse a liberacdo dos graos de

pélen das anteras.

O meio de cultura foi preparado de acordo com Viti et al. (1990),
adicionando 100 ppm de acido borico, no primeiro experimento e no segundo
experimento, foram utilizadas as concentracées de: 0, 100, 200, 300 e 400 mg.L?
de acido bérico. O meio de cultura foi autoclavado a 120°C, sob presséao de 1,5
atm, durante 30 min. Apds, foi adicionado 20 mL de meio de cultura em placas
Petri esterilizadas. Os graos de pélen foram dispersos sobre o meio de cultura
com a utilizacdo de um pincel, pulverizando os grdos de poélen uniformemente
sobre o meio. As placas foram fechadas com plastico filme para evitar a troca de

ar com o ambiente externo.

Para verificar o efeito da temperatura, as placas contendo os grédos de
pélen foram armazenadas em camaras de incubacdo (BOD) nas temperaturas
constantes de 10°C, 15°C, 10-20°C (12 h em cada temperatura) e 20 °C. No
segundo experimento, as placas contendo os grdos de podlen e as diferentes

concentracdes de acido boérico foram armazenadas sob temperatura de 15 °C.

As avaliacbes de germinacdo de graos de pdélen e comprimento de tubo
polinico foram realizadas em microscépio estereoscopico, equipado com o
sistema AxioVision®. Foi considerado germinado, o grdo de polen que

apresentava comprimento de tubo polinico superior ao diametro do grao de poélen.
indice de Resposta ao Estresse Acumulativo (CSRI)

O indice de resposta ao estresse acumulativo indica uma resposta global

da planta as condi¢cbes ambientais desfavoraveis e demonstra a sensibilidade
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relativa de diferentes gendtipos a um estresse especifico. O CSRI foi calculado
para cada cultivar de oliveira, para avaliar a resposta reprodutiva global em
relacdo a temperatura aplicada. Utilizou-se a equacdo proposta por Dai et al.
(1994) a seguir descrita:

PGt—-PGc PTLt—PTLc

CSRI= [ + }X 100

PGce PTLc

onde CSRI= indice de resposta ao estresse acumulativo, PG= porcentagem de
germinacdo de grdos de pdlen, PTL= comprimento do tubo polinico, t=

tratamento, e c= controle.

A temperatura de 20 °C foi considerada como controle, pois é a que
proporciona uma maior germinacdo de graos de poélen e comprimento do tubo

polinico para as cultivares.
Desenho experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo dois
fatores de tratamento composto por cinco cultivares (Arbequina, Koroneiki, Gran
Vitale, Galega e Panafiel) e quatro temperaturas (10, 15, 10-20 alternada e 20°C),
havendo trés repeticdes para cada tratamento. Foram contabilizados 100 gréos
de pélen por repeticdo, em cada tratamento. As contagens foram realizadas em
diferentes campos de visdo e as medigcbes com auxilio do microscépio

estereoscopico, equipado com o sistema AxioVision®.
Andlises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a variancia (ANOVA), pelo teste F (p <
0.05). No caso de interacéo entre os fatores (temperatura e cultivares; cultivares e
concentracfes de acido borico) ndo ser significante, considerou-se o efeito dos
fatores principais. O efeito das concentragfes de &cido borico foi analisado por
regressao polinomial e o efeito das cultivares, comparado pelo teste de Tukey
(p<0.05).

Resultados e Discussao
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O efeito de quatro regimes de temperatura (10, 15, 10-20 e 20 °C) na
germinacao in vitro de graos de pdlen e o crescimento do tubo polinico de cinco
cultivares de oliveira (Arbequina, Koroneiki, Gran Vitale, Galega e Panafiel) foi
avaliado. Houve interacdo significativa entre as temperaturas e as cultivares
(Tabela 1). Na cultivar Arbequina, a temperatura baixa (10 °C) reduziu a
germinacdo dos grdos de pdlen, no entanto ndo houve diferencas estatisticas
entre as quatro temperaturas. Ao observar o comprimento do tubo polinico desta
cultivar (Figura 1B), observou-se que na temperatura de 10 °C o comprimento do
tubo polinico atingiu apenas 107,78 mm, diferindo da temperatura de 15 °C e da
alternada de 10 — 20 °C, que apresentaram valores de 197,59 mm e 206,85 mm,
respectivamente. Aos 20 °C foi obtido o maior comprimento de tubo polinico para
Arbequina (311,65mm).

Tabela 1. Germinacédo de graos de polen e comprimento de tubo polinico de cinco
cultivares de oliveira sob incubagdo em diferentes temperaturas. Pelotas, Rio
Grande do Sul, 2020.

Germinacao (%) Comprimento de tubo polinico (mm)
Cultivares| 10°C 15°C  10-20°C  20°C 10°C 15°C  10-20°C  20°C
Arbequina [27A* 37A 36A 33A 107.78A 197.59AB 206.85A 311.65A
Koroneiki (37A 31A 27A 32A 124.09A 213.52A 196.70AB 245.15B
Gran vitale|15B 33A 32A 37A 70.88A 169.07AB 190.70AB 269.21AB
Galega |0C 5B 14B 18B 0B 156.03B 183.65AB 246.2B
Panafiel |0C 11B 6B 20B 0B 161.81AB 143.34B 218.69B

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0.05)

Na cultivar Koroneiki, para a germinacdo dos graos de pélen, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas entre as temperaturas estudadas.Para o
comprimento do tubo polinico, verificou-se que o menor valor foi obtido na
temperatura de 10°C (124,09 mm), diferindo das demais temperaturas. Na cultivar
Gran Vitale, a temperatura de 10 °C proporcionou a menor germinagcédo dos graos
de podlen (15%) e o menor comprimento do tubo polinico (70,88 mm). Nesta
cultivar, as temperaturas de 15 °C e de 10 - 20 °C também n&o foram eficazes
para o0 crescimento do tubo polinico que atingiu 169,07 mm e 190,70 mm,
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respectivamente e o maximo comprimento foi obtido na temperatura de 20 °C
(269,21 mm). A cultivar Galega obteve o maior valor para geminagao aos 20 °C
(18%), diferindo estatisticamente das demais temperaturas. Na temperatura de 10
°C, ndo houve germinacédo e aos 15 °C, a germinacao foi de apenas 5%. Com
relacdo ao comprimento do tubo polinico, as temperaturas de 15 °C e de 10 - 20
°C nao diferiram entre si e 0 maior comprimento foi verificado aos 20 °C (269,21
mm). Comportamento semelhante foi observado para a cultivar Panafiel, onde na
temperatura de 10 °C ndo houve germinacdo dos grdos de podlen e baixa
germinacao dos mesmos nas temperaturas de 15 °C e de 10 — 20 °C. Verificou-se
que as temperaturas de 10 — 20 °C atingiram apenas 143,34 mm de comprimento,
no entanto nao diferiram da temperatura de 15 °C.
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Figura 1: Germinagdo in vitro de grdos de podlen (A) e comprimento do tubo
polinico (B) de cinco cultivares de oliveira (Arbequina, Koroneiki, Gran Vitale,
Galega e Panafiel) sob quatro regimes de temperaturas (10, 15, 10-20 e 20 °C)
em novembro de 2020. Pelotas, Rio Grande do Sul - Brasil. Letras distintas,
representam diferenca estatistica para temperatura em cada cultivar, pelo teste de
Tukey (p<0.05).

Diferencas na germinacdo dos graos de pélen entre cultivares de uma
mesma espécie também foram observadas em Manga (PEREZ et al., 2019),
Pistacia spp. (ACAR ad KALANI, 2010), Abacate (Persea americana Mill.) e Pera
(KUORI et al., 2017). Polito et al. (1988) ao estudarem as baixas temperaturas em
Pistache, observaram que os melhores resultados para a germinacédo e o
comprimento do tubo polinico ocorriam em cultivares que apresentavam datas de
floracdo mais precoces, ou seja, quando as temperaturas ainda eram baixas,
sugerindo que ha uma adaptacdo destas cultivares as baixas temperaturas. Um

outro estudo realizado por Montalt et al. (2019), ao observarem distintas respostas
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a germinacdo e ao comprimento de tubo polinico de gendtipos de citros,
concluiram que o comportamento dos genotipos reflete a adaptacdo de sua
geracdo esporofitica a baixas temperaturas. Estes resultados, baseados na
performance dos grdos de podlen, poderiam ser uma estratégia na selecdo de

genotipos de citros adaptados as condi¢cdes ambientais.

A temperatura de 10°C impediu a germinagdo e o crescimento do tubo
polinico das cultivares Galega e Panafiel. ‘Gran Vitale’ apresentou apenas 15% de
germinacao dos graos de polen, contrastando com os resultados obtidos para as
cultivares Arbequina e Koroneiki que apresentaram melhor desempenho nesta
temperatura, obtendo valores de 27% e de 37%, respectivamente. A temperatura
de 15 °C e de 10 — 20 °C foi efetiva para as cultivares Arbequina, Koroneki e Gran
Vitale, no entanto, uma baixa porcentagem de germinacao foi verificada para as
cultivares Galega e Panafiel, 5 e 10% aos 15 °C e na temperatura de 10 — 20 °C,
14 e 6%, respectivamente. O crescimento do tubo polinico foi menor aos 15 °C
para a cultivar Galega, diferindo da Koroneiki. Na temperatura de 10 — 20 °C, o
maior valor foi para a cultivar Arbequina que apresentou 206,85 mm e o menor
valor foi verificado em Panafiel (143,34 mm). Aos 20 °C, a cultivar Arbequina

obteve um melhor desempenho em relacdo a Koroneki, Galega e Panafiel.

Estudos realizados em aveld (Corylus avellana L.) revelaram que o
estresse causado pelas baixas temperaturas € maior, do que o ocasionado pelas
altas devido a inibicdo do crescimento do tubo polinico (CETINGAS-GENC et al.,
2019). Em améndoa (Prunus dulcis L.), a baixa temperatura pode ser desejavel
para a dispersdo dos gréos de polen para evitar sua desidratacéo. Por outro lado,
a baixa temperatura desempenha papel negativo durante a germinagéo dos graos
de pélen podendo desacelerar o crescimento do tubo polinico através do estilete
da flor (SORKHEH et al., 2018).

Os resultados para as concentragdes de acido borico e cultivares (Figura 2)
mostraram interacdo significativa. A adicdo de acido bérico ao meio de cultura
aumentou a porcentagem de germinacdo dos graos de pdlen para ambas
cultivares, no entanto foi observado que doses elevadas reduzem esta variavel.

Para a cultivar Arbequina, foi observado um aumento na porcentagem de
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germinacdo na concentracdo de 100 mg.L! de éacido bérico. Para a cultivar
Koroneiki, foram verificados valores de germinacdo menores em relacdo a
Arbequina. A analise por regressédo polinomial ajustou-se a uma curva quadratica
em que o0 ponto maximo da germinagcdo dos graos de polen ocorre na dose de
212 mg. L' e germinacdo de 22.34%. Diferencas entre as cultivares foram
observadas na dose de 0 mg.L-1, onde a cultivar Arbequina apresentou maior
porcentagem de germinacdo (16%), enquanto que Koroneiki apenas 3% (Figura
1). Na dose de 100 mg. L-1, Arbequina também obteve maior valor de germinacao
apresentando 71% e Koroneiki 20%. Nas demais doses, ndo houve diferengas

significativas entre as cultivares.
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Figura 2. Germinacdo de gréos de pdlen in vitro de duas cultivares de oliveira
submetidas a diferentes sob temperatura de 15 °C. Pelotas, novembro de 2020.
Rio Grande do Sul- Brasil. Letras minusculas distintas, indicam diferencas

estatisticas entre cultivares na mesma dose pelo teste de Tukey (p<0.05).

Para o comprimento do tubo polinico, houve interacdo significativa entre
doses e cultivares. As doses foram analisadas por regressdo e se ajustaram a
uma curva quadratica para a cultivar Koroneiki, onde o maximo comprimento de
tubo polinico pra foi observado na dose de 86ppm.L. Para a cultivar Arbequina,
houve um ajuste linear, onde o acréscimo de doses acima da concentragdo de
100 mg. L? foi prejudicial ao comprimento do tubo polinico. As cultivares
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estudadas apresentaram diferentes respostas na concentragéo de 0 mg.L? e na
concentracdo de 100 mg.LY(Figura 2), onde Arbequina obteve 103.82 mm e
117.56 mm, respectivamente e Koroneiki, 51.91 mm e 88.17 mm para as mesmas
concentracfes. Nas demais concentracdes ndo houveram diferencas estatisticas.
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Figura 3. Comprimento do tubo polinico in vitro de duas cultivares de oliveira, sob
temperatura de 15°C, submetidas a diferentes doses de acido bdrico no meio..
Pelotas, novembro de 2020. Rio Grande do Sul- Brasil. Letras minusculas
distintas, indicam diferencas estatisticas entre cultivares na mesma dose pelo
teste de Tukey (p<0.05).

Vuletin-Selak et al. (2015) ao estudarem o efeito do meio de cultura na
germinacdo de grdos de pédlen de cultivares de oliveira, observaram que 0s
melhores resultados para germinacao das cultivares ocorreram no meio de cultura
com a adicdo de 10 mg.L, no entanto os valores para germinacéo variaram de 0
a 24%. Estes valores estdo préximos ao encontrado para a concentracdo se 0
mg.L? neste experimento. O trabalho realizado por Hechmi et al. (2015)
demonstrou que a adicdo de 100 mg.L' de acido bérico ao meio de cultura
possibilitou acréscimos na germinacao dos graos de pélen e no crescimento do
tubo polinico de quatro cultivares de oliveira, dentre elas Koroneiki que
apresentou germinacdo de 59,31%. Neste trabalho, a porcentagem de
germinacdo obtida para a mesma cultivar foi de apenas 20% e isso se justifica
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pela baixa temperatura aplicada ao periodo de incubacao dos gréos de pdlen. Os
resultados demonstraram que mesmo sob influéncia da baixa temperatura, o boro
aumenta a porcentagem de germinacdo dos grados de pdlen e também o
comprimento do tubo polinico, constituindo-se em uma estratégia para regides

onde sao recorrentes baixas temperaturas na primavera.

Para detectar gendtipos tolerantes, intermediarios e sensiveis as baixas
temperaturas, foi calculado o indice CSRI (Tabela 1). Com base neste indice, as
cultivares Gran Vitale, Galega e Panafiel, foram classificadas como sensiveis a
temperatura de 10 °C. A cultivar Koroneiki, demonstrou ser tolerante e Arbequina
foi intermediaria. Na temperatura de 15 °C, foi observado que apenas a cultivar
Galega foi sensivel, Gran Vitale e Panafiel apresentam comportamento
intermediario, enquanto que Arbequina e Koroneiki foram tolerantes. A
temperatura alternada de 10 — 20 °C, monstrou que a cultivar Panafiel & sensivel,

enquanto que Galega foi intermediaria e as demais cultivares foram tolerantes.

Tabela 2: indice de estresse acumulativo (CSRI), em diferentes temperaturas (10,
15 e 10 - 20°C) em comparagdo com o controle (20 °C) observado para
germinacdo e comprimento do tubo polinico de cinco cultivares de oliveira.
Pelotas - RS, Brasil 2020.

Valores de CSRI

Temperatura Arbequina Koroneiki Gran Vitale Galega Panafiel

10°C -86.001 -34.2325 -133.127 -200 -200

Tolerante < -55 < Intermediaria < -127.6902 < Sensivel

15°C -27.7752 -18.9664 -45.3206 -108.847  -71.0094

Tolerante < -72.4904 < Intermediaria < -36.133 < Sensivel

10-20°C -27.7451 -37.9485 -42.6766 -47.6283  -104.451

Tolerante <-44.0948 < Intermediaria < -74.2727 < Sensivel
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A temperatura de 20°C foi considerada como controle pois é mais indicada para a

germinacao dos gréos de polen e o comprimento do tubo polinico.

As cultivares Arbequina e Koroneiki podem ser indicadas para as regioes
onde o clima apresenta temperaturas baixas durante o periodo de floracdo. Para
as demais cultivares, a floracdo e a fixagcdo do fruto podem ser drasticamente
reduzidos pela ocorréncia de temperaturas amenas. A cultivar Panafiel
apresentou-se sensivel a temperatura de 10°C, intermediaria para a de 15°C e
sensivel na temperatura alternada de 10 — 20°C, demonstrando que poucas horas
de baixas temperaturas sdo suficientes para diminuir a porcentagem de
germinacdo dos graos de pdélen e comprimento do tubo polinico. O pélen é
sensivel a pequenas flutuagbes nas variaveis atmosféricas, especialmente a
temperatura e pode ser utilizado como uma amostra eficaz para estudar a
tolerancia ao estresse de toda a planta (HEBBAR et al.,, 2018). Os resultados
deste experimento corroboram com os obtidos por Koubouris et al. (2009) com
gendtipos de oliveira, em que demonstraram diferentes niveis de tolerancia para
as temperaturas e classificaram a cultivar Koroneiki e Amigdalolia como tolerantes

a temperatura de 10 °C.
Concluséo

1- A baixa temperatura afeta negativamente a germinacéo dos gréos de pdlen e o

crescimento dos tubos polinicos de oliveiras.

2- A temperatura de 10°C inibe a germinacao dos graos de pélen das cultivares

Galega e Panafiel, e reduz a germinacao de Gran Vitale.

3- A temperatura alternada de 10 — 20°C demonstra que poucas horas sob
exposicdo a baixa temperatura sdo suficientes para reduzirem a germinacao dos

graos de pélen e o comprimento dos tubos polinicos das cultivares sensiveis.

4- O boro auxilia no processo de germinacdo dos graos de pdlen e no
crescimento do tubo polinico das cultivares Arbequina e Koroneiki, no entanto,

doses elevadas sao prejudiciais.
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5- As cultivares Arbequina e Koroneiki séo tolerantes a baixa temperatura,
enquanto que Gran Vitale, Galega e Panafiel sdo sensiveis.
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Considerac0es finais

A producéao de oliveiras fora da regido tradicional de cultivo, sob condigdes
climaticas distintas é possivel. No entanto, existem poucas pesquisas acerca da
morfologia e da fisiologia de oliveiras cultivadas nesta nova regidao de cultivo.
Logo, trabalhos realizados com este tema auxiliariam no esclarecimento de
problemas evidenciados pelos produtores a campo, sobretudo sobre a

fecundacao efetiva.

Os dados obtidos no estudo do capitulo 1 permitiram identificar o ambiente
climatico em que as oliveiras estdo sendo cultivadas e a interferéncia das
temperaturas sob a dinadmica da polinizacao, através da determinacéo do periodo
de floragédo das principais cultivares, quais as temperaturas que mais ocorrem no
periodo de floracdo e qual a interferéncia das mesmas na germinacdo dos graos
de pdlen e no comprimento do tubo polinico. Os resultados sugerem uma
interferéncia do ambiente que pode interferir na fecundacéo das flores, sendo um

ponto de partida para novos estudos.

Os dados do capitulo 2 permitiram reconhecer que as cultivares
apresentam respostas distintas a acdo das temperaturas. Através do indice CSRI,
foi possivel identificar as cultivares mais sensiveis e tolerantes a baixa
temperatura e se constitui em uma informacdo valiosa para a indicacdo de
cultivares mais adaptadas as condicdes de cultivo do Rio Grande do Sul e para o

desenvolvimento de novas cultivares em programas de melhoramento genético.

Pode-se concluir com este trabalho, que as condi¢bes climaticas do
Uruguai, permitem o cultivo de oliveiras, no entanto, durante o periodo de floragéo
gue ocorre de 25 de setembro 16 de novembro, ao menos 65% das temperaturas
horérias estdo abaixo da temperatura de 25 a 30°, recomendadas para a
germinacdo dos grdos de pdlen e para o crescimento do tubo polinico. As
cultivares Arbequina e Koroneiki demonstraram ser mais resisténcias ao estresse
ocasionado pelas baixas temperaturas no periodo de fecundacéo das flores e por
tanto, podem ser recomendadas para locais onde a primavera apresenta baixas

temperaturas, como o Uruguai e o Rio Grande do Sul. As cultivares Galega,

68



Panafiel e Gran Vitale, devem ser evitadas nestes locais. Para melhorar o
desempenho da fecundacao das flores sobre influéncia de baixas temperaturas, a
aplicacdo de acido bdérico no meio de cultura proporcionou ganhos sobre estas
variaveis.  Por fim, os estudos realizados com a espécie Olea europaea se
constituiram em informacdes de grande importancia para o setor olivicola que
esta em plena expansdo no estado do Rio Grande do Sul e contribuira com a
comunidade cientifica no direcionamento de novas pesquisas como a
recomendacdo de cultivares mais adaptadas a estes locais, a combinacdo de
cultivares dentro do olival, estudos sobre a biologia floral e calibragéo de doses de

adubacédo com boro a campo.
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Abstract

The olive tree (Olea europaea L.), a species adapted to the Mediterranean climate, has expanded into new climatic regions.
Uruguay has a humid temperate climate and highly irregular climatic conditions among years. Environmental factors can be an
obstacle to full production, as they affect pollination and fruit set. In this research, the phenology of five olive cultivars (Arbequina,
Arbosana, Manzanilla, Picual and Koroneiki) widely cultivated in Uruguay was studied, using the BBCH phenological scale. The
pollen grains of five cultivars were submitted to in vitro germination and incubated at temperatures of 0°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°
and 40°C for 24 hours, and pollen grains germination and pollen tube length were evaluated. These temperatures were analyzed
for the occurrence probability. They were based on the historical series analysis of hourly average temperature data, from
September 26 to November 15 (flowering period), for the years of 1998 to 2019. Phenology results show that flowering can occur
from day 268 to day 320 of the year, with cultivar 'Manzanilla' being the earliest and 'Arbosana’ the latest. It was observed that the
temperature of 10°C has no effect on pollen grain germination and on pollen tube growth. Moreover, the temperatures of 15 to
20°C are not very effective and the optimal temperature occurs between 25 and 30°C. In Uruguay, during flowering, temperatures
between 10 and 20°C are more likely to occur. These results indicate possible causes that affect fruit set and productivity of olive
trees in the field.

Keywords: Arbequina, fruit set, Olea europaea L., polinization, pollen germination.

Introduction

events frequency during specific stages of plant
Climatic factors act directly on cultivated species development, such as high temperatures during flowering
development, determining their phenology and production. period, reduces fruiting and yields in some crops (Moriondo
Most of human diet comes from plants’ sexual reproduction, et al., 2008; Vuletin Selak et al., 2013).
for example flower fertilization. Climate factors, especially Olive tree cultivation has expanded to new regions with
temperature, plays an important role in phenological phases similar Mediterranean climate, such as South Africa, the
development of many species, where a change in USA, Australia, Argentina and Chile, and also to other
environment temperature can negatively affect flower bud regions with very different climate, such as China, Brazil and
development and, consequently, flowering period (Aguilera Uruguay, which have different temperature and
et al., 2014). The effect of high and low temperatures is precipitation regimes (Herrera-Caceres et al., 2017; Torres et
more sensitive in the reproductive phase, in female and al., 2017). Uruguay is a country located in South America,
male flower organs, during and after pollination. Plants’ and olive trees cultivation in this country occupies an area of
responses at this stage may vary with temperature stress approximately 10.000 hectares (Conde-lnnamorato et al.,
intensity, as well as exposure time and species under study 2019). The climate is characterized as temperate-humid,
(Hedhly 2011). with rainfall above 1,100 mm per year and an average
The olive tree (Olea europaea L.) is a species traditionally annual temperature of 17.7 °C. However, historical data
cultivated in the Mediterranean, whose climate is a shows a wide variability among years, with annual maximum
transition between temperate and tropical. This climate is and minimum averages of 22.6°C and 12.9°C, respectively
characterized by a wet winter (65% of rains occur between (Castafio etal., 2011).
November and December) and very dry summers, with an Previous studies have demonstrated the relationship
annual rainfall average of 400 to 900mm. Winter between temperature and of olive pollen grains
temperatures are mild, ranging from 6° to 13°C in the germination. The appropriate temperature range for
coldest month. In summer months, high temperatures are germination occurs between 20 — 30°C. However, this
seeing with ranging averages between 25° and 28°C. In the response varies depending on the cultivar (Vuletin Selak et
Mediterranean region, the increase in extreme climatic al., 2013). Many studies demonstrate how high
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temperatures, especially above 40°C, inhibit or negatively
affect many aspects of flower pollination and fertilization.
Besides thatr, there is little information on pollen
germination response under climatic conditions different
from those found in the Mediterranean, especially under
lower temperatures (Koubouris et al., 2009).

There are limiting factors at the time of fruit set in
our conditions leading to problems such as high rates of
alternate bearing (Conde-Innamorato et al, 2019)
Therefore, the objectives of this research were: 1) to
evaluate the phenology of five olive cultivars; 2) to study the
effect of temperature on pollen grain germination and
pollen tube growth ‘in vitro' of Arbequina, Arbosana,
Koroneiki, Picual and Manzanilla cultivars, and; 3) to analyze
the probability of temperature ranges from a historical data
series during the period 1998 to 2019 registered at INIA Las
Brujas, Uruguay.

Results

Phenological stages

The phenological records of Koronieki and Arbosana for 9
years permitted recognizing a flowering period.The
difference between the earliest date of flowering onset of
and the latest date of the petal drop stage was 35 of 35 for
Koroneiki and 34 days for Arbosana. There were variations
on the dates of flowering onset (BBCH 61), full flowering
(BBCH 65) and petal drop (BBCH 68), as shown in Figure 1. It
was verified that Manzanilla started flowering before the
other cultivars, and its earliest date was on the 268th day of
the year (DOY) eight days before the Arbequina cultivar.
However, the phase of full flowering and petal drop is
similar to other cultivars. Arbequina has a flowering window
that can occur from day 276 (DOY) today 315 (DOY), and the
full flowering stage is smaller compared to other cultivars,
totaling 21 days. Petals drop from day 307 (DOY), six days
before Manzanilla and Koroneiki.

The beginning of the full flowering period in Picual occurred
concomitantly with the Arbequina’, Arbosana and Koroneiki
cultivars; however, this period can extend from day
283(DOY) today 316 (DOY). Cultivar Picual is the last to
exceed the period of full flowering, and its occurrence
window for this period is 30 days, the same number of days
found in Manzanilla, for the same period. Arbosana is the
last to start the flowering period, only on day 286 (DOY),
while Arbequina and Manzanilla can start on days 276 (DOY)
and 268 (DOY), respectively. Its full flowering period
coincides with that of other cultivars, but the petal drop
period is longer and can occur from day 313(DOY) today 320
(DOY). The Koroneiki is the second last cultivar to enter
flowering, starting from day 282 (DOY). However, the period
of full flowering occurs concomitantly with the other
cultivars, being able to occur from day 286 (DOY) today 313
(DOY).

From the minimum and maximum temperature data, during
the whole flowering period, it was observed that there was a
variation between 7 - 152C for the minimum temperature
and 18 - 25°C for the maximum temperature. During the
initial phase of the flower opening and full flowering period,
the minimum temperatures were approximately 102C. The
maximum temperature verified at the full flowering stage
was close to 202C, not reaching 259C for all cultivars under
study (Fig 1).
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Pollen germination and tube growth

The germination percentage and pollen grain length varied
among the analyzed cultivars (Table I). It was found that
Picual had a 9% lower percentage of pollen grain
germination (20.56%) differing statistically from Koroneiki
(29.56%) and Arbequina (29.22%) cultivars, and 8% lower
compared to Arbosana (28.44%). For the pollen tube length
variable, Koroneiki, Arbosana, Arbequina and Manzanilla
cultivars did not present statistically significant differences,
with values of 116.93; 117.59; 98.26 and 101.62 um,
respectively. There was a statistical difference for Picual,
which differed from Arbosana (83.86 and 117.59 pm
respectively) (Table 1).

The temperature interfered in germination and pollen tube
growth, corresponding to a quadratic fit of R? of 0.8973 and
0.9846, respectively. The maximum point of germination,
calculated through the curve equation, was obtained at the
temperature of 26.66°C, where germination reached
43.38%. In treatments corresponding to the temperatures of
15°C and 20 °C, 21.69% and 36.29% germination was
obtained, respectively. For the treatment at a temperature
of 40°C, the germination percentage was only 15% and for a
temperature of 10°C, there was no germination (Fig 2A).

The maximum pollen tube growth occurred at the
temperature of 28.22 °C reaching 133.44 um. The pollen
tube length was significantly longer at 25 °C and 30 °C when
compared totemperatures of 15 °C and 40 °C, which did not
exceed 80 um. At 20 °C, the values were intermediate, and
no statistical difference was verified. At the temperature of
10 °C, it was not possible to estimate the pollen tube
growth, hence there was no germination (Fig 2B).

Probability of temperatures at flowering

When analyzing temperature occurrence probability during
flowering period in Uruguay and considering bands of 5 °C
ranging from 0 to 40 °C (Fig. 2), there is a greater occurrence
probability of temperatures between 10 —15 °C and 15 - 20°
C (approximately 30 and 35%, respectively). However,
extreme temperatures below 5 2C and above 30 °C are rare
in the studied environmental conditions. The range of 5 -
10°C can be verified with a probability of about 10%, and the
same is true for the optimal temperature range for
germination of 25 - 30°C.

Discussion

Olive growth expansion to new climatic regions such as
Uruguay, where climate is classified as humid temperate,
creates new challenges for the culture advancement and
physiological processes knowledge. Further studies in
genetic and physiological responses are required in order to
obtain a clearer answer on the adaptation of olive trees to
this new condition.

Cross-pollination is the main method of pollination in olive
trees, and a careful orchard design plan is necessary for an
efficient pollination and a fruit set among olive cultivars
(Mookerjee et al, 2005; Selak et al., 2021).A flowering
phenology evaluation of the five cultivars showed a
blossoming window which permitted advanced strategies
for planting combinations wusing cultivars that have
phenological synchronization at the full flowering stage.
When evaluating the earliest entry dates during flowering
period of Manzanilla cultivar, it showed that there was not a
pollinator cultivar during this period (268 at 276). Earlier and
later dates of flowering entry may be related to chilling
accumulation during winter, and they also determined the
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Table 1. Pollen grain germination (%) and pollen tube length (um) of five olive cultivars observed at INIA. Las Brujas- Uruguay, 2019.

Cultivar

Koroneiki 29.56 a*
Arbosana 28.44ab
Arbequina 29.22 ab
Manzanilla 22.79 bc
Picual 20.56 ¢
p value <0.001

Pollen germination (%) Pollen tube length (um)

116.93ab
117.59a
98.26 ab
101.62 ab
83.86 b
0.031

* Means separated by different letters within columns are significantly different by Tukey's Test (p < 0.05).
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Fig 1. Average of maximum and minimum temperatures (°C) from 1998 - 2019 historical series in Las Brujas- Uruguay and duration
of BBCH 61, BBCH 65 and BBCH 68 stages corresponding to the beginning of flowering, full flowering and petal drop, respectively,

for each cultivar.
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Fig 2. Pollen grain germination in percentage (A) and pollen tube length in pm (B), in response to the increase of temperature.

Vertical bars indicate standard error (n = 4).

phenological events (Gordo and Sanz, 2010). For Picual
cultivar, which presents the longest period of full flowering,
it was identified that, at the end of this period, there was no
synchronization with the other cultivars.

For Manzanilla, Arbosana and Picual cultivars, which showed
extreme dates in the flowering period, the pollen grains
pressure from other cultivars in the atmosphere may not be
sufficient to complete flower fertilization. Besides that, a
large distance between plant, a small orchard with few
cultivars, are factors that contribute to a low fruit set.
Studies carried out by Lavee and Datt (1978) indicated that
there is an increase in pollen grain germination of olive
cultivars when tissue from the stigma of Manzanilla cultivar
was added to the culture medium. Selak et al. (2021)
concluded that cross-pollination is more often observed
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preferential in Oblica cultivar, and flower fertilization does
not always occur by the cultivar in greater number or the
closer one. According to the research, flower large overlap
relationship and cross-compatibility represent successful
fertilization.

The flowering window of the studied olive cultivars
comprises a period of 52 days. This means that during the
years of this study, the flowering period occurred on some
of these days (268 — 320 DOY). The changes in the flowering
date and length of this period is due to the year-to-year
variation of temperatures and precipitation that occurs in
Uruguay. According to Benlloch-Gonzélez et al. (2018), a 4°C
increase in temperature during the winter is enough to delay
the flowering date and extend this period.
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Fig 3: Probability of temperatures occurrence between 0 - 40°C, obtained at INIA- Las Brujas, Uruguay, based on the hourly average
temperature for the period of 1998 - 2019, from day 270 to day 320 corresponding to the olive tree's flowering window. The boxes
represent the data set for each temperature range, and the mean data point and the bar inside the box show the average. The
sprays above and below represent the maximum and minimum values for each temperature range. The points above represent

outliers.

The percentage of pollen grain germination of the cultivars
ranged from 20.56% to 29.56%, for Picual and Koroneiki,
respectively. Thes f values were not close related to those
observed bay Reale et al. (2006) in five olive cultivars, where
germination percentage was approximately 40% .And they
were high related when compared to those reported by
Garrido et al. (2021) who observed germination of 12%. The

results of Wu et al. (2002) demonstrated a wide variation in
pollen germination of olive trees, from 1.6% to 35.5% for the
cultivars Pendolino and Frantoio, respectively. The research
carried out by Viti et al. (1990), using the same culture
medium as this study, showed that germination remained
between 17 and 26%. Variations in pollen grain germination
may occur due to growing conditions, the cultivars under
study and the culture medium used for in vitro germination
(Ferri et al., 2008; Giordani et al., 2014; Mazzeo et al., 2014;
Silva et al., 2016)

High temperatures affect pollination and pollen grains
survival. Studies have shown that the temperature of 40°C is
lethal to pollen grains by inducing heat shock (Koubouris et
al., 2009) but there are no research results on the effect of
low temperatures on olive trees pollination. This study
showed that pollen grain germination is higher at a
temperature between 25 and 30 °C, reaching values higher
than 40%. The germination percentage decreases at 15 °C,
and at 10 °C or less, it does not occur or is drastically lower,
as well as at a temperature of 45 °C. When researching in
vitro pollen grains germination and high temperature
flowers exposure on Leccino and Levantinka cultivars
Vuletin Selak et al. (2014) conclude that high temperatures
reduce pollen tube growth in the stylet and the percentage
of flower fertilization. As a result, it increases the time
needed for the pollen tube to reach the stylet base or the
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ovaries in the studied cultivars. The temperature of 20 °C is
enough to reduce germination and pollen tube growth in
Manzanilla cultivar flowers, negatively impacting fruit set
(Cuevas et al., 1994).

Low temperatures during the flowering period have been
reported as harmful in other fruit crops such as longan
(Pham et al., 2015), hazel (Cetinbas-Geng et al., 2019) and
peach (Hedhly et al.,, 2005), influencing pollen tube
germination and growth. In citrus, Distefano et al. (2012)
found that at a temperature of 10°C there was no pollen
grains germination for the genotypes under study, and at
15°C only 10% germinated.

The results of Koubouris et al.(2009) showed that pollen
grain germination increases at a temperature of 25 °C for
Koroneiki (+6%), Mastoidis (52%) Kalamata (+ 10%) and
Amigdalolia (+ 10%) cultivars. At the temperature of 30 °C,
the germination percentages of Mastoidis, Kalamata and
Amigdalolia were 8, 6 and 14% higher, respectively, when
compared to the control temperature of 20 °C. According to
the authors, the strong and different reactions by the
genotype in response to stress at high and low temperatures
can be developed for plant improvement, thus resulting in
more adapted cultivars. Mild temperatures occurrence in
spring was also observed in the olive-growing region of
Tenerife (Canary Islands), where the climate is characterized
as subtropical (Medina-Alonso et al., 2020). Although there
is a greater probability of less efficient temperatures for
germination in Uruguay, it is possible to produce olive trees
and obtain annual yields of 8 ton/ha (Conde-Innamorato et
al., 2019). The year-to-year climatic conditions variation in
this country, especially due to changes in precipitation
volume and annual average temperature (Vaughan et al,,
2017), may be a determining factor for fruit set, as
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temperature determines germination and pollen grains
growth.

Material and Methods

Local and plant material:

The research was performed at the experimental station
INIA Las Brujas - Uruguay (34°40’ S; 56°20° W; altitude 21 m).
Seventeen-year-old olive trees of the cultivars Arbequina,
Manzanilla and Picual, and ten-year-old Arbosana and
Koroneiki, planted in spacing of 6m between rows and 4m
between trees, were used. The local soil has an A horizon
with a maximum fine texture of 50 cm. It has 2.5 % organic
matter and a pH of 6.5; corresponding to Udifluvent soil in
the USDA cdlassification (Duran et al., 2006). The olive trees
orchard was fert-irrigated.

Pollen germination

The inflorescences were collected in 59 BBCH phenological
stage, characterized by a corolla color change from green to
white (Sanz-Cortés et al., 2002). The choice of this
phenological stage was made to ensure that evaluated
pollen grains were from the cultivar under study; knowing
that in our conditions pollen of Arbequina, Picual y Coratina
were viable between green corolla and anthesis (Speroni et
al., 2021).The inflorescences were transported in Petri
dishes to the laboratory, where they were placed above a
filter paper moistened with 1000 pL of distilled water and
stored in Petri dishes for 48 hours, at room temperature, to
allow the flowers’ opening and pollen grains’ release.
Afterwards, the dishes containing the opened inflorescences
were carefully shook to release pollen grains from anthers.
The culture medium described by Viti et al. (1990) was used,
with the addition of 100 ppm of boric acid, as base medium.
After preparation, the culture medium was autoclaved
under a pressure of 1.5 atm, for 30 minutes. Then, it was
transferred to sterilized Petri dishes (approximately 10 ml of
culture medium). Later on, 1000 pL was added to the Petri
dish containing pollen grains and, with the aid of a
micropipette, 50 puL were removed and placed on culture
medium. Next, the Petri dishes were closed with plastic film
to prevent gas exchange from the external environment.

To verify the temperature effect, plates containing pollen
grains were subjected to the temperatures of 10, 15, 20, 25,
30 and 40°C. Samples for treatments at temperatures of 10 -
30°C were stored in an incubator chamber, and for the
temperature of 40°, they were stored in a forced air
circulation oven for 24 hours.

The evaluation of the number of germinated pollen grains
and pollen tube length were performed using a microscope
model Olympus® BH2, with 20 x 0.40 magnification. Fifty
pollen grains per repetition were counted, totaling 150
pollen grains per treatment, and they were considered
germinated when presented a pollen tube length equals to
or greater than their diameter. To assess the pollen tube
length, DinoCapture® software was used, in which three
pollen grains were selected, by repetition, and their lengths
were verified.

Experimental design

The experimental design was completely randomized,
containing two treatment factors and three replications. The
treatment factors consisted of five olive cultivars (Koroneiki,
Arbosana, Arbequina, Manzanilla and Picual) and six
temperatures (10, 15, 20, 25, 30 and 40°C).
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Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the R software (
2019). The data expressed in percentage were transformed
by arcsin [square root (n + 1)] and, then, it was submitted to
analysis of variance (ANOVA) by the F test (p < 0.05). In case
that interaction between factors (temperature and cultivar)
was not significant, the main factors’ effect was considered.
The temperature effect was analyzed by polynomial
regression, and the cultivar means were compared by the
Tukey test (p <0.05).

Climate and phenological stages

The phenology of cultivars Koroneiki and Arbosana was
evaluated from a database containing nine-year records. The
phenological scale was proposed based on the BBCH 61,
BBCH 65 and BBCH 68 stages. The beginning of flowering
(10% of open flowers), full flowering (at least 50% of open
flowers) and the end of flowering (most petals fallen) were
characterized according to the methodology used by Conde-
Innamorato et al. (2019). For the phenology of Arbequina,
Manzanilla and Picual cultivars, the research results were
used, which carried out the evaluation over a period of ten
years.

To calculate the probability of temperatures occurrence
between 0 and 40°C, a dataset of hourly average
temperature data, from September 26 1998 to November
15, 2019 was used. From every hour recorded temperature,
it was observed the occurrence of the following values: 0-
59C, 5-109C, 10-159C, 15-20°C, 20-259C, 25-309C, 30-352C
and 35-40°C. The number of times the temperature
remained within the observed range, for each hour and day,
was related to the number of years (22 years). Thus, the
hourly probability of occurrence of the observed range
temperature was calculated. The data were plotted on a
box-plot to represent the probability for each temperature
range.

Regarding the climatic data analysis from Uruguay’s
historical series on maximum and minimum temperatures,
daily temperature during the flowering period does not
exceed 25°C, as shown in Figure 1. Daily minimum
temperatures were between 10 and 15°C. A probability of
approximately 0.3 and 0.35 was observed for the
temperature ranges of 10 —15°C and 15 — 20°C, respectively.
This probability indicates that temperatures during the
flowering period are concentrated in these two ranges. A
lower probability, about 0.10, occurs for temperatures of 20
— 25°C. Temperatures above 252C do not occur within the
aforementioned olive tree flowering window in Uruguay.

Conclusions

Between the first and last flowering date in the study period,
a window of 52 days was observed, the first day being day
268 (25th of September). The optimum temperature for
pollen tube germination and growth in the evaluated olive
cultivars ranges between 25 and 30°C. Based on the 22-year
historical data series, during the flowering period 75% of the
days had temperatures below 20 ° C. Low temperatures may
limit olive fruit set in Uruguay, so further investigations will
be needed to study these factors on “in vivo” pollination.
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