INCOMPATIBILIDADE POLEN/PISTILO EM VARIEDADES
DE OLIVEIRA (OleaeuropaealL.)
A.M. CORDEIRGY, P.C.S. MARTINS”, M. MENDES ROSAY, F. MOURG",
R.BOTELHGY e A RAMOS?
Estacao Nacional de Melhoramento de Plantas — Esepanto de Olivicultura.
Apartado 6, 7350-951 Elvas
@Escola Superior Agraria de Castelo Branc8. nhora de Mércules,
Apartado 119, 6001-909 Castelo Branco
RESUMO
A incompatibilidade intraespecifica em oliveira érgmente aceite como a
incapacidade do pdlen germinar sobre o proprigmstiou do crescimento do tubo
polinico poder ser detido no seu percurso até @iamvNeste trabalho experimental
pretendeu-se verificar a compatibilidade do pélléravés do acompanhamento da
germinacaan vivo dos graos de polen colhidos de ramos frutiferosetopolinizacdo
e em polinizacdo livre das variedades ‘CobrancoSamnserva de Elvas’ e ‘Picual’
cultivadas em sequeiro na regiao de Elvas nos@m@902 e 2003.
A aderéncia de gréaos de pélen foi menor em autogalido, particularmente ao 2° dia
apos a antese e as diferencas foram maiores em R@82e ano foi também maior a
diferenca de tubos polinicos em crescimento presemds dois sistemas de polinizacao.
Os mecanismos de incompatibilidade verificaram+set@das as variedades, mas em
menor expressao na ‘Picual’. Na ‘Conserva de Eluasreduzido niumero de graos de
pélen e de tubos polinicos em crescimento foranerebdos tanto em autoplinizacéo

como em polinizagéo livre.



SUMMARY

Intra specific incompatibility in olive-tree is gerally accepted as the inability of the
pollen to germinate over it own stigma or as thikepatube germination being stopped
before reaching the ovary. In this experimentallyar vivo germination of the pollen
collected from fruiting shoots in self-pollinatiosrsus free-pollination was studied in
three no irrigated olive-tree varieties (‘Cobraregp&onserva de Elvas’ and ‘Picual’)
at the years of 2002 and 2003.
The adherence of the pollen was less in self-patitim, particularly at the"? day after
anthesis, and differences were greater in 200thdnhyear, pollen tube growth was also
greater in both pollination systems. Incompatipillhechanisms were observed in all
varieties, although weaker at ‘Picual’. In ‘Consee Elvas’ the pollen adherence and
the pollen tube growth were reduced in both selft fiee-pollination systems.

1- INTRODUCAO
Na oliveira a incapacidade do podlen fecundar asedlade uma mesma variedade
(autoincompatibilidade) ou de outras variedadeimcompatibilidade) é determinada
pela presenca de uma série alélica no genoma Haptio pdlen que controla o
desenvolvimento do tubo polinico no pistilo. O eisa de incompatibilidade é
gametofitico, caracterizado pela germinacédo do deipolen e posterior interrupcdo do
crescimento do tubo polinico antes de alcancamdodia oliveira, as interacgdes entre
o0 tubo polinico e o estilete representam um impéetponto de controlo da fecundacéo,
ou seja, uma seleccdo gamética, pela qual uns gamséb preteridos em relagdo a
outros (Rapoport, 1997).
A oliveira é uma espécie parcialmente auto-incoaphe a resposta € condicionada
pelas condi¢cBes climatéricas. As temperaturas @éésvao periodo de floracdo podem

afectar a receptividade do estigma, a longevidadéwlilo e o crescimento do tubo



polinico (Griggs et al., 1975; Cuevas et al., 19%&) temperaturas maximas e médias
registadas no periodo de Fevereiro a Maio verif@®ucondicionarem a data e a
duracdo da floragdo, nomeadamente um somatéritedgseraturas maximas elevado
correspondeu a uma antecipacdo da época de flof@géideiro & Martins, 2002). Na
variedade ‘Manzanilla de Sevilla® registaram-se edihtes respostas de
incompatibilidade em anos diferentes, tendo siddbwitlas a um efeito das
temperaturas elevadas durante o periodo de flok&&ggs et al., 1975). Recentemente
Cuevas (1992) concluiu pela inexisténcia de umtceefdirecto das altas temperaturas
mas apenas um efeito indirecto, pela influéncigusdidade da flor.

S&o varios os sintomas de autoincompatibilidadelimaira. Cuevas (1992) e Cuevas et
al. (1995) observaram diferengcas na aderéncia @@sgte polen e na capacidade dos
tubos polinicos em penetrar no estigma mas nadméeacam diferencas na velocidade
de crescimento de tubos polinicos apés ultrapassarehamado “local de seleccao”.
Griggs et al. (1975) e Cuevas (1992) observaratiigisom tubos polinicos inchados,
com bifurcagdes ou enrolados. A observacao diiecta/o € o método mais utilizado
para o estudo da interacgdo polen/pistilo e baseiaa coloragdo da calose por certos
corantes emitindo luz fluorescente quando é iludangor radiacdes no espectro da luz
azul ou do ultravioleta. Esta calose, de acordo Bamoso (1990) é um polissacarideo
constituido, principalmente, por glucopiranose. d@erdo com 0 mesmo autor, uma
maior acumulacdo de calose em tubos polinicos ipatineis podera dever-se a sua
menor utilizagdo na formacdo das paredes dos tpbbeicos. Pelo contrario, em
oliveira Cuevas (1992) observou menor acumulacdaalese nos tubos polinicos

incompativeis.



Neste trabalho experimental pretendeu-se estudamaatibilidade do pélen/pistilo em
trés variedades de oliveira ‘Cobrancosa’, ‘Consetiea Elvas’ e ‘Picual’ com o
objectivo de ampliar o conhecimento sobre a paiéo e o0 vingamento da azeitona.

2- MATERIAL E METODOS

Este trabalho experimental foi realizado em arvoemdultas das variedades
‘Cobrancosa’, ‘Conserva de Elvas e ‘Picual’ cultiaza em condi¢cdes de sequeiro na
Herdade do Reguengo, em Elvas nos anos de 20023e R@ram seleccionadas quatro
arvores em safra de cada variedade e em cada Uasrdarcaram-se quatro ramos
frutiferos para a polinizagédo livre e quatro ranfigiferos para a autopolinizacédo
garantida através da utilizacdo de sacos de pajsthlcceroso. Procurou-se que a
seleccdo dos ramos fosse representativa dos guetdvantes da arvore.

Apbs o inicio do estado fenolégico F (abertura ptameiras flores) (Colbrant e Fabré,

1972), no primeiro dia nos ramos marcados exclugarnodas as flores, deixando os
botdes florais e simultaneamente os ramos marcpdos a autopolinizagdo foram
posteriormente ensacados. No dia seguinte em tadosramos removeram-se
manualmente os botdes florais e excluiram-se assfleEm cada data de colheita
recolheram-se 10 pistilos em cada modalidade quemfaapidamente transportados
para o laboratdrio em tubos etiquetados onde ¢ejumma solugéo fixadora composta
por formalina, acido acético glacial e etanol 70PAK) numa proporgéo de 1:2:17. Os
pistilos permaneceram mergulhados no fixador atgaaobservacdo ao microscépio. A
preparagao das amostras consistiu na eliminacdigabior, amolecimento dos pistilos,
e coloracdo das amostras, de acordo com o procetdimppeoposto por Cuevas (1992).
As observacdes foram realizadas num microscopio@lg BX-41, equipado com uma

lampada de mercuario de 100W, filtros de excitagdecsiva de banda larga no violeta



(A=330 — 385 nm) e uma ampliagdo de 10x10 e 10x20otgrafias foram obtidas
através de uma camara digital Olympus DP-11.

3- RESULTADOS E DISCUSAO
A metodologia utilizada neste trabalho experimep&mitiu a observacao de graos de
pélen no estigma, a sua germinacao e o desenvaitondes tubos polinicos no estilete.
Nas fotos obtidas (A, B, C, D, E, F), os grédos diem e os tubos polinicos apresentam
uma fluorescéncia branco-esverdeada.
A aderéncia de grdos de pdlen ao estigma € uma é@tgmortante no processo de
polinizagdo/vingamento da azeitona j& que, comereefCuevas (1992), um maior
namero de grdos de pdllen aderentes ao estigma tarfnea probabilidade de
fecundacdo. Em 2002, no 2° dia ap0s a antese, rénate de grdos de pdlen em
autopolinizagdo (Quadro ) foi reduzida na ‘Consetle Elvas’ e na ‘Picual’ e média na
‘Cobrancosa’. Ao 4° e 6° dias verificou-se um auimel® gréos aderentes, mas apenas
na ‘Picual’ se registou uma presenca elevada. Rastente, ao 8° dia apds a antese
havia uma menor quantidade de gréos aderentes elumrauicdo na intensidade de
fluorescéncia em consequéncia da senescéncia dms gle pdlen em todas as

variedades. Nesse ano a aderéncia de pdlenpeimizacdo livre foi elevada em

Quadro I: Caracterizagdo da aderéncia de gréos de polestigona de flores de
oliveira em variedades em autopoliniza¢ao / padigio livre, no ano 2002.

VARIEDADE Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Cobrancosa ++ [ +++ ++ [ +++ ++ [ +++ + [ ++
Conserva + [+ + [+ + [+ + 1+
Picual + [ +++ +++ [ +++ +++ [ +++ + [ ++

Legenda: + presenca reduzida de gréos de pélen; ++ preseégia de grdos de pdlen;
+++ presenca elevada de graquedtn.

‘Cobrancosa’ e ‘Picual’ e reduzida em ‘Conservd&t@s’ desde o 2° dia apds a antese.
Em 2003, a aderéncia de pdlen em autopolinizacdmad@ 1), ao contrario do

verificado no ano anterior, foi reduzida na ‘Colp@sa’ e na ‘Conserva de Elvas’ e



elevada na ‘Picual’, logo ao 2° dia apds a antesepolinizacdo livre a aderéncia de
pélen em 2003 (Quadro Il) foi sempre elevada ndf@ocosa’ e na ‘Picual’ e média na

‘Conserva de Elvas’.

Quadro II: Caracterizacdo da aderéncia de graos de polestigma de flores de
oliveira em variedades em autopolinizacao / padigio livre e no ano 2003.

VARIEDADE Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Cobrancosa +/ +++ ++ [ +++ ++ [ +++ + / ++
Conserva + [ ++ + [ ++ + [ ++ + /[ +
Picual + ++/ +++ +++ /| +++ +++ /[ +++ + / ++

Legenda: + presenca reduzida de gréos de pélen; ++ preseégia de grdos de pdlen;
+++ presenca elevada de graqsotn.

Um atraso na receptividade do estigma tem sidorgremo em diferentes variedades de
oliveira quando se comparam os dois sistemas deizaajdo e esta associado com 0s
mecanismos incompatibilidade (Cuevas, 1992; Cuetvat, 1995). Nas variedades em
estudo houve uma menor adesdo em autopolinizag#iicytarmente no 2° dia apos a
antese, excepcao feita a ‘Conserva de Elvas’ en? 20€&duzida em ambas as
modalidades) e a ‘Picual’ em 2003 (sempre elevada).

Para que ocorra a fecundacéo, a célula vegetativadb de polen germina e forma o
tubo polinico que atravessa o estilete transpootasdyametas masculinos até ao ovario
(fotos E, F). Na autopolinizacdo, comparativamenfmlinizacéo livre, o crescimento
do tubo polinico iniciou-se mais tardiamente. No de 2002 (Quadro Ill) a presenca
de tubos polinicos em crescimento era nula na ‘@wagde Elvas’ e na ‘Picual’ e

Quadro Ill: Caracterizacéo dos tubos polinicos em crescinmenfaistilo de flores
de oliveira de variedades em autopoliniza¢cdo hpagéo livre e no ano 2002.

VARIEDADE Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Cobrancgosa +/+ + | ++ ++ [ ++ ++ | ++

Conserva -1+ + /[ + + 1/ + + 1/ +
Picual -] +++ ++ [ +++ +++ [ +++ +++ [ +++

Legenda: - auséncia de tubos polinicos; + presenca redadabos polinicos;
++ presenca média tubos padsiie-++ presenga elevada de tubos polinicos.



reduzida na ‘Cobrancosa’ ao 2° dia apds a anteze.dis posteriores registou-se um
acentuado aumento de tubos polinicos em crescimgritcipalmente na ‘Picual’. Em

2003 (Quadro 1V), ao contrario do ano anteriorsgaobservavam, ao 2° dia ap6s a
antese alguns tubos polinicos em crescimento eas tasl variedades. Em polinizacao
livre observaram-se nos dois anos tubos polinioosrescimento logo no 2° dia apda a
antese e com maior incidéncia na ‘Picual’. As dades ndo apresentaram igual
guantidade de tubos polinicos em crescimento rletestConserva de Elvas’ registou

Quadro IV: Caracterizacdo dos tubos polinicos em crescimemipistilo de flores
de oliveira de variedades em autopolinizacdo hpacéao livre e no ano 2003.

VARIEDADE Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Cobrancosa + /[ ++ ++ [ ++ ++ | +++ ++ | +++

Conserva + /[ + +/ + + | ++ + ] 4+
Picual +/ +++ +++ [ 4+ +++ [+ +++ [ +++

Legenda: - auséncia de tubos polinicos; + presenca reduddabos polinicos;
++ presenca média tubos polinieas; presenca elevada de tubos polinicos.

0 menor numero; ‘Cobrangosa’ um numero intermésgliPicual’ o maior nimero de

tubos polinicos. A acumulacdo de calose e a suanaisio ao longo dos tubos

polinicos €, hoje em dia, uma técnica muito utilzeem estudos de biologia floral

Barroso (1990). Neste trabalho experimental obses& nos tubos polinicos em

polinizacdo livre, uma mancha de calose fina e laegusem qualquer tipo de

alargamento na extremidade e com uma coloracéo imtaissa. Em autopolinizacéo

como também referiu Cuevas (1992), os tubos polnimostraram-se menos

fluorescentes, tortuosos e com reduzido numerardedes de calose. De acordo com o
anterior autor, considera-se que os tampfes desecatles tubos polinicos estdo
associados a mudanca da condicdo autotrofica peteaolréfica, condicdo em que

obtém nutrientes a partir do pistilo.

As maiores diferencas entre os dois sistemas daizagdo (aderéncia de gréos de

polen e tubos polinicos em crescimento) foram tageés em 2002, indicando que, tal



como referiram Griggs et al. (1975), a incompatlhile gametodfitica esteve
condicionada por factores climatéricos. Recentementonfirmou-se que as
temperaturas méximas e médias no periodo de FeveaeMaio tém influéncia na
época de floracdo da oliveira em Elvas (Cordeifd&tins, 2002).
Apreciaram-se diferencas entre as variedades. kdaate ‘Cobrangosa’ registou uma
quantidade de tubos polinicos média a elevada, ooma trajectoria tortuosa e
fluorescéncia débil em muitos casos. Esta obseovag&ferida por Rapoport (1997),
como um processo de selecgdo gamética, pelo qealametas séo preteridos a outros
na fecundacdo. A variedade ‘Picual’ apresentou umagr quantidade de tubos em
crescimento, com trajectorias maioritariamenteilieeas e com maior fluorescéncia,
permitindo uma observacdo nitida dos tampdes dmsealA variedade ‘Conserva de
Elvas’ apresentou uma pequena diferenca entre issstitemas de polinizagcdo, com
presenca reduzida de grdos de pdlen e de tubascosli na sua maioria, muito finos,
com uma fluorescéncia débil e as suas extremidgaesentaram uma acumulacéo de
calose. Este comportamento observado na ‘Conseev&ldas’ ndo parece estar
associada a uma reaccdo de incompatibilidade, mam atraso na receptividade do
estigma. Estas observacOes poderdo justificarjgb@aente, o baixo vingamento e a
elevada alternancia que normalmente se verificalerais desta variedade que, apesar
do elevado interesse econdmico na industria deeceasla azeitona em verde, tem sido
abandonada pelo olivicultor devido a irregularidade producoes.

4 — CONCLUSOES
Neste trabalho experimental as maiores diferengas autopolinizacdo e polinizacao
livre ocorreram ao 2° dia ap0s a antese, verifios®lum atraso na aderéncia de graos

de pdlen e no inicio do crescimento do tubo padimca ocorréncia de tubos polinicos



com trajectérias em geral tortuosas, que sdo mmoasi favorecedores da
heterozigocidade.
As variedades incluidas neste trabalho experimentaportaram-se como parcialmente
autocompativeis, tendo ‘Picual’ um maior grau detoeompatibilidade que a
‘Cobrangcosa’. A ‘Conserva de Elvas’ apresentou urntevaglo grau de
autocompatibilidade.
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Fotos - Aspectos da germinacdo “z vive” de pélen de oliveira. Estigmas mostrando graos de pélen (A, B,C,
D); germinac¢io ( A,C) e crescimento de tubos polinicos ao longo do estilete (D, E, F) (ampliagao 10x20).



