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Resumo

Neste trabalho, estudou-se o mecanismo de acg¢do do acido 1-naftalenoacético (ANA) (20
mg/l) sobre a monda de frutos de nespereira, para tal analisou-se a acgdo do ANA sobre o gametdfito
masculino e feminino, procedendo-se a cultura de graos de pdlen e de 6vulos in vitro. Paralelamente,
foram feitos tratamentos com ANA in vivo, a paniculas de diferentes estados fenolégicos. As flores
destas paniculas foram observadas através de microscopia de fluorescéncia para avaliar o efeito do

ANA no desenvolvimento dos 6vulos e na germinagao de graos de podlen.

Os resultados mostram que o ANA, em condigdes in vitro, impede a germinagéo dos gréos de
polen, o crescimento do tubo polinico e o desenvolvimento de évulos provenientes de flores de

paniculas no estado 609-700 da escala BBCH.

In vivo, o ANA impede a germinagao de grdos de podlen e o crescimento do tubo polinico
durante 7 dias apds o tratamento e nas flores préximas do estado 609 BBCH interrompe o
desenvolvimento dos seus 6vulos, levando ao aparecimento de calose na calaza do évulo. Os 6vulos
em estados anteriores e posteriores a 605-700 BBCH sao insensiveis ao tratamento com ANA,

consequentemente, se este tratamento for efectuado antecipada ou tardiamente torna-se ineficaz.

Palavras-Chave: ANA, nespereira, germinagao, grao de pélen, tubo polinico, évulo.



Abstract

Title: The Mode of action of naphthaleneacetic acid (NAA) on fruit thinning of loquat

[Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.].

The mode of action of naphthaleneacetic acid (NAA) (20 mg/l) in fruit thinning of loquat was
studied through the action of NAA on both female and male gametophyte of ovules and pollen grains
cultured in vitro. Additionally, in vivo treatments with NAA to the panicles of different growth stages
were carried out. The flowers of these panicles were observed with fluorescence microscopy in order

to evaluate the effect of NAA in the ovule’s development and in the pollen grain germination.

In vitro results showed that NAA prevents pollen germination, pollen tube growth and ovule’s

development from flowers of panicles in the stage 609-700 BBCH.

In vivo, NAA also prevents pollen germination and pollen tube growth for 7 days after the
treatment. In flowers near the stage 609 BBCH, NAA interrupts the ovule’s development, resulting in
the emergence of callose in the chalazal part of the ovule. Ovules in previous or later stages than 605-
700 BBCH are insensitive to NAA, therefore, if this treatment is carried out earlier or later becomes
ineffective.

Keywords: NAA, loquat, germination, pollen grain, pollen tube growth, ovule.



Abstract

Title: The Mode of action of naphthaleneacetic acid (NAA) on fruit thinning of loquat

[Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.].

In loquat [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.], the application of 20 mg/I of naphthaleneacetic
acid (NAA) to a panicle with 2 or 3 fruit set (stage 609-700 BBCH) effectively thins fruits, preventing
fertilization of the rest of the panicle’s flowers, and consequently reduces the final number of fruits per

panicle and thus, the cost of manual thinning of this specie (Agusti et al., 2000).

The mechanism of action whereby NAA interferes in the loquat fruit set is unknown and was
studied in this work. For this purpose, the effect of NAA both in vivo and in vitro on the male and
female gametophyte of the flowers and on the fruits of different phenological stages, from 505 to 609
BBCH state and from state 701 to the 704 BBCH, respectively, was studied.

The results in vitro showed that NAA prevents both the pollen grain germination and pollen
tube growth, and can also lead to their rupture once they have initiated their growth. Regarding ovules,
NAA stops the growth of ovules of flowers in stages close to fruit set (609-700 BBCH). However,
ovules in early stages (505-508 BBCH) or advanced stages of development (701-704 BBCH) are

insensitive to the treatment.

In vivo, NAA also prevents pollen grain germination and pollen tube growth for about 7 days.
After this time and according to the long period of stigmatic receptivity, the germination of new pollen
grains and pollen tube growth is evident. This demonstrates the limited effectiveness of treatment due
to its direct action on the pollen grains and pollen tubes and not on the stigma and style of the flower.
When NAA is applied directly to the flowers near the fruit set or already fruit set (609 BBCH),
significantly reduces the ovule’s weight as a result of the interruption of its growth and / or causing the
abortion of the embryo respectively, resulting in the appearance of callose in the chalazal part of the

ovule.

The direct effect that NAA exercised individually on each of the ovules depends on their stage
of maturity at the treatment date. In the earliest or advanced stages of development than 609 BBCH
stage, treatment is ineffective and therefore, the percentage of fruit set is not affected. However, if
NAA is applied during the anthesis (605 BBCH), the pollen germination, pollen tube growth and
ovule’s development can be affected, taking the risk of having no fruit set. If the treatment is applied in
developing fruits, it will minimize the number of seeds per fruit without changing the number of fruits

per panicle.

The action of NAA on the female gametophyte is determined by the ovules’s maturity, which in

turn depends on the state of development of the flower or fruit. This makes that the treatment



effectiveness stays restricted only to receptive ovules that haven't been fertilized or have been
fertilized recently. Under this view, the optimum time of application should coincide with the
development state of the flower with greater number of sensitive ovules and this corresponds with the

stage 609 BBCH. This justifies the optimal treatment date previously established.

Keywords: NAA, loquat, germination, pollen grain, pollen tube growth, ovule.
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Introducgao

1. Introdugao

A nespereira [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.] é uma espécie subtropical originaria do
sudeste da China, da familia das Rosaceae, anteriormente considerada da subfamilia Pomoidea (Lin
et al.,, 1999). De acordo com a classificagdo mais recente, baseada em analises filogenéticas, a
nespereira pertence a subtribo das Pyrinae da familia das Rosaceaes, onde estao também incluidos
os géneros Malus e Pyrus (Potter et al., 2007). Esta espécie ¢é cultivada na China, Japao, Paquistao,
em toda a Bacia do Mediterraneo, em paises como Espanha, Italia, Argélia, Turquia e também Brasil
e Chile.

A nespereira floresce profusamente em paniculas comprimidas, apresentando taxas de
vingamento, normalmente, inferiores a 10% (Goubran e Zeftawi, 1986). Apesar desta caracteristica,
os frutos produzidos tém frequentemente calibres inferiores aos exigidos pelos consumidores, por
isso os produtores comegaram a recorrer a monda manual para aumentar o tamanho do fruto, pois
assim como acontece noutras espécies, existe uma relagdo inversa entre o numero de frutos por

panicula e o tamanho individual de cada fruto (Agusti et al., 2000).

No entanto, os custos de mao-de-obra de produgcdo desta cultura representam
aproximadamente 60% dos custos totais, o que posiciona esta cultura como a cultura horticola mais
cara de Espanha (Caballero et al. 1992). A operacgéo cultural de monda manual representa 25-30%
dos custos de producdo, uma vez que requer mao-de-obra especializada. Para garantir a viabilidade
econdémica da cultura, a monda quimica foi realizada eficazmente com a aplicagdo de 20 mg/l de
acido 1-naftalenoacético (ANA) quando na panicula estao visiveis dois a trés frutos recém-vingados.
(Agusti et al., 2000).

Actualmente esta técnica é regularmente utilizada pelos agricultores e contribui para a melhoria
da qualidade dos frutos (Agusti et al. 2000; Cuevas et al., 2004), aumentando o seu tamanho e

acelerando a sua maturagéo (Agusti et al., 2000; Amorés et al., 2004).

Uma vez estudada a concentragdo e a época de tratamento (Agusti et al., 2000), urge a
necessidade de estudar qual o mecanismo de acgdo desta hormona sintética, para fundamentar
fisiologicamente esta técnica.

Neste sentido, o objectivo do presente estudo é determinar o mecanismo de acg¢édo que o acido
naftalenoacético exerce na fisiologia reprodutiva desta espécie, levando a monda de frutos. Para isso,
estudar-se-a a acgao desta substancia sobre:

1. A germinagao do grao de pdlen;
2. O crescimento do tubo polinico;

3. O desenvolvimento dos évulos.



Introducgao

A presente dissertagdo foi desenvolvida segundo o Programa de Intercambio Erasmus na
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos, Universidad Politecnica de Valencia, Espanha,
num estudo desenvolvido no Instituto Agroforestal Mediterraneo em colaboragdo com a Cooperativa
de Callosa d’En Sarria, Alicante. Decorreu desde Setembro de 2008 até Julho de 2009.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Importancia econémica da cultura da nespereira

A nespereira é produzida comercialmente em muitos paises, sendo os principais produtores
China, Espanha, Paquistdo, Japdo e Turquia (Janick e Paul, 2008). A China é o maior produtor
mundial com uma éarea cultivada de 120 000 ha e uma produgéo anual de 460 000 t (Lin et al., 2007),
sendo Sichuan a provincia mais importante (Lin, 2007). Da totalidade da producédo, apenas 1% se

destina a exportagao para o sudoeste asiatico, sendo o resto da produgao para consumo interno.

O aumento da producgdo na China nos ultimos anos, foi possivel gragas ao melhoramento
genético, que deu origem as cultivares ‘Zaozhong No.6’ e ‘Dawuxing’, a utilizagdo de enxertia em
porta-enxerto franco e de covas de plantagdo de 1m®, @ monda de flores e de frutos e ao
“embolsamento” da panicula durante a maturagéo do fruto. Estas praticas permitiram obter frutos de

maior calibre e qualidade, obtendo-se assim maior rendimento (Janick e Paul, 2008).

Espanha é o segundo produtor mundial, com uma produg¢ao anual de aproximadamente 42 000
t e uma area cultivada de 2900 ha, estando a producdo concentrada em trés regides (Quadro 2.1),
devido a razdes economicas e as condigbes edafo-climaticas. Entre as trés regibes destaca-se a

Comunidade Valenciana pela sua maior importancia (Caballero e Fernandez, 2003).

Quadro 2.1 Principais zonas de producéo de nespereira em Espanha (Caballero e Fernandez, 2003).

Comunidade Provincia Area (ha) Producio (t)

. Granada 725 10 875
Andaluzia

Malaga 416 6 160
Murcia Murcia 40 400
Valencia Alicante 1483 22 016
Castellon-Valencia 250 2036
Total Espanha 2914 41 487

A provincia de Alicante, mais concretamente a zona de Callosa d’'En Sarria (Figura 2.1), é a
principal produtora, pois produz 60% da produgdo de Espanha, com 98% da produgéo da cultivar
‘Algerie’ e suas mutagbes, sendo as restantes cultivares usadas como polinizadoras (‘Golden
Nugget’, ‘Peluches’ e ‘Cardona’) (Soler et al., 2007).
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Em segundo lugar, situa-se a regido da Andaluzia com 39% da producgéo do pais, concentrada

principalmente nas cultivares ‘Magdal’ e ‘Golden Nugget’ (Soler et al., 2007).

Figura 2.1 Producao de nespereiras em Callosa d’'En Sarria, Alicante (Agusti et al., 2006).

Espanha é o maior exportador mundial, exportando entre 35% e 50% da sua producéo,
principalmente para paises como ltalia, Portugal e Franga. O consumo destes frutos € mais comum

nos paises mediterranicos (Caballero e Fernandez, 2003).

Embora ainda exista comercializagdo através dos produtores individuais, € cada vez mais
importante a criagdo de associa¢des para comercializar a produgéo, por isso os produtores surgem
organizados em cooperativas que classificam e embalam a producao individual de cada um, sendo
esta paga de acordo com critérios de qualidade. Nos ultimos 20 anos em Espanha, a nespereira foi a
cultura com menores perdas sobre o rendimento real, tendo uma margem de lucro bastante aceitavel
(Caballero e Fernandéz, 2003).

Apesar de Portugal ser um importante consumidor de nésperas, a produgdo de nespereira
encontra-se dispersa um pouco por todo o pais, tendo uma area cultivada de 232 ha (INE) e uma
producgéo de 686 t (INE) (G.P.P., 2006).

As cultivares mais utilizadas comercialmente sédo ‘Argelina’, ‘Tanaka’, e ‘Golden Nugget’, e as
cultivares nacionais com importancia sdo ‘De Silves’, ‘De Lagrimas’, ‘Portuguesa’ e ‘Palhinha’
(Caballero e Fernandez, 2003).

O Algarve é a area de produc&o mais representativa, com 55% da produgao nacional, seguida
do Ribatejo e Oeste. Dado o baixo volume de produgado, ndo existe um circuito de comercializagao
especifico para a néspera, sendo o mercado nacional abastecido em mais de 90% por Espanha
(G.P.P., 2006).
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A maioria da producdo provém de pomares mistos e de bordadura, onde ndo sdo feitos os
tratamento adequados, o que leva a que a qualidade dos frutos seja muito heterogénea. Constituindo
excepg¢ao a producdo obtida em estufa no Algarve, de boa qualidade e bem valorizada (G.P.P.,
2006).

A area de produgdo tem diminuido devido a dificuldade de encontrar mao-de-obra para a
monda e colheita dos frutos. A tendéncia mais provavel para o futuro é a diminuigdo da superficie
cultivada acompanhada de um aumento de produgdo, como consequéncia por um lado do
desaparecimento de arvores dispersas e das plantagdes em mas condi¢des, e por outro lado das
novas plantagdes intensivas no Algarve, embora persista a dificuldade de encontrar mao-de-obra
qualificada para a monda e colheita de frutos (Caballero e Fernandez, 2003).
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2.2 Caracteristicas gerais da espécie Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.

A nespereira [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl] € uma espécie que floresce no Outono,
vinga e desenvolve os seus frutos durante o Inverno e estes amadurecem na Primavera, o que a
diferencia de outros pomos. Para além disso, durante o Inverno inicia o abrolhamento que nao
adquire importancia até aos momentos apos a colheita, quando apresenta um crescimento rapido, até
que este se detém devido a dorméncia estival. Depois do Verdo, o crescimento vegetativo é
retomado, e ao mesmo tempo inicia-se um novo abrolhamento, maioritariamente de ramos
antecipados (Reig e Agusti, 2006a).

A nespereira é uma arvore vigorosa, produtiva, de rapida entrada em produgao (2-3 anos) e
com tendéncia a verticalidade, podendo alcangar os 10 m de altura. As suas folhas sao perenes,
grandes e duras com margens serradas. As suas flores sdo pequenas e hermafroditas, distribuem-se
em paniculas terminais, tém pétalas brancas e calice castanho pubescente. Os seus frutos de pomo

sdo ovais de cor amarelo-alaranjado, com 2 a 4 sementes castanhas (Lin et al., 1999).

A nespereira € uma espécie de clima subtropical ou temperado com Invernos suaves, uma
vez que esta é a estacdo do ano em que inicia o seu ciclo reprodutivo (Gariglio et al., 2002). Embora
a planta tolere temperaturas até -10°C, os seus frutos sdo danificados a temperaturas de -3°C,
podendo as temperaturas excessivamente altas ser também prejudiciais (Lin et al., 1999). Os 6vulos
de frutos nos primeiros estados de desenvolvimento morrem quando expostos, mesmo que
brevemente, a temperaturas de -4°C (Yang, 1963). Apesar de ser uma espécie subtropical, a cultura
localiza-se hoje em dia entre os paralelos 25° e 38° Norte e Sul (Calabrese, 2006), e teve uma boa
adaptacao ao clima Mediterraneo, expandindo-se rapidamente pelas zonas de producgao de Citrinos
(Llacer et al., 1995), dando origem a frutos de boa qualidade quando cultivados junto ao mar, desde
que a temperatura média seja superior a 15°C (Martinez-Calvo et al., 2000a). No hemisfério Norte
aconselha-se como altitude maxima de plantacdo os 400 m e uma orientagdo da plantagéo para sul
ou sudeste (Rodriguez, 1983).

Esta espécie adapta-se bem a solos profundos de textura preferencialmente franco-arenosa
ou franco-argilosa, com boa drenagem, contelido razoavel de matéria organica e pH entre 5 e 8,
sendo o pH ¢éptimo de 6 (Lin, 2007). Embora seja uma espécie resistente a seca, quando a
pluviometria anual é inferior a 1200-2000 mm ¢é necessario suplementar as necessidades hidricas
com rega para obter boas colheitas (Gariglio et al., 2002). Para reduzir as queimaduras solares

durante a maturagéo dos frutos recorre-se a rega por aspersao (Lin et al., 1999).
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Esta espécie propaga-se actualmente por enxertia, sendo usado como porta-enxerto a
nespereira de semente (franco), ou mais recentemente o marmeleiro. O primeiro tem a vantagem de
ter grande afinidade com todas as cultivares, adapta-se a varios tipos de solo, dando origem a
arvores muito vigorosas, com grande longevidade. No entanto, apresenta também alguns
inconvenientes, como a variabilidade genética, o excesso de vigor que dificulta e encarece as

operacoes culturais, € exigente em rega, sensivel a asfixia radicular e salinidade (Rodriguez, 1983).

Devido principalmente as questées econdmicas relacionadas com o excesso de vigor e a falta
de uniformidade das arvores enxertadas em pé franco, comegou-se a utilizar como porta-enxerto o
marmeleiro, dando origem a arvores com menor dimensdo, que entram em produgdo mais
rapidamente, produzem frutos de maior calibre, sdo mais resistentes a asfixia radicular e mais
tolerantes a salinidade comparando com o porta-enxerto franco, mas devido a sua fraca afinidade, a
vida produtiva da arvore reduz-se a 20 anos (Rodriguez, 1983; Fatta del Bosco e Fenech, 1984;
Razeto, 1988; Carrera, 1990; Zuang, 1992; Calabrese, 1993).

As densidades de plantagdo mais comuns sdo entre 500 e 600 arvores/ha, embora nas
cultivares mais vigorosas se use uma densidade de 450 arvores/ha, com um compasso de plantagao
de 5 m na entrelinha e 4 m entre arvores. Actualmente, utiliza-se o sistema de condugdo em vaso,
embora se comece a plantar pomares com maior densidade, com sistema de condugdo em eixo
central (Lin et al., 2007). A poda é feita normalmente apds a colheita, durante o Verdo, quando os

gomos florais estao visiveis (Lin, 2007).

A cultura protegida é uma pratica cada vez mais utilizada pois facilita a gestdo do pomar,
diminui as perdas de producédo devido a agentes ambientais, possibilita a realizagdo de operacgdes
culturais, independentemente das condicbes ambientais, aumenta a percentagem de frutos
comercializaveis, aumenta consistentemente a produgéo, e aumenta principalmente a precocidade e
a rentabilidade (Fideghelli, 1990; Furukawa et al., 1990). Como exemplos desta pratica, temos a
cultura sob coberturas de plastico em Callosa d’En Sarria (Figura 2.2) que surgiu com o principal
objectivo de proteger a cultura do vento (Lorente-Solanas et al., 2002). No Japdo, existe a produgao
de nespereira em estufa, para proteger as arvores dos danos causados pelo frio e vento,
conseguindo-se assim, antecipar a colheita. Este efeito deve-se ao aumento da temperatura que

promove o crescimento do fruto (Lin et al., 1999).
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Figura 2.2 Cultura Protegida sob coberturas de plastico em Callosa d’En Sarria, Alicante (Agusti et
al., 2006).

A definicdo dos estados fenoldgicos da espécie encontra-se estabelecida de acordo com a
escala Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and Chemical Industry (BBCH) (Martinez-Calvo

et al., 1999), sendo esta escala apresentada em Anexo neste trabalho.

A doenga mais importante desta cultura € o Pedrado, causada pelo fungo Fusicladium
eriobotryae, atacando toda a arvore, embora cause maiores estragos nos frutos em desenvolvimento,
depreciando-os comercialmente, diminuindo a produgdo significativamente. Outros inimigos
importantes sdo os fungos do solo, como Armillaria, Rosellinia, Phytophtora e Polyporus. As pragas

nao tém muita importancia, destacando-se os tripes e acaros (Gisbert et al., 2006).

O principal problema da nespereira € a mancha purpura, uma desordem fisiolégica, que
apresenta como sintoma inicial uma mancha parda com superficie e contorno irregular que afecta
unicamente a epiderme do fruto. A medida que o fruto amadurece, a mancha torna-se maior,
podendo juntar-se a outras manchas, formando uma mancha grande de cor roxo-pardo, tornando
inviavel a comercializagado do fruto. Este acidente fisiolégico aparece durante a mudanga de cor do
fruto, estando relacionado com alteragdes nutricionais, principalmente com deficiéncias em Ca e
excessos de N, mas também com alteragdes climaticas, como mudangas bruscas de humidade ou
temperatura, com a posi¢ao do fruto na arvore, pois o fruto e o lado do fruto expostos ao sol sdo mais
susceptiveis, e também o ataque de insectos pode aumentar a incidéncia desta desordem. No
entanto, o factor com maior influéncia no grau de incidéncia deste acidente fisiolégico é a temperatura

minima nocturna alcangada durante o periodo de mudanga de cor (Gariglio et al., 2002).

Os actuais objectivos do melhoramento de cultivares sdo obter cultivares mais temporas, com
maior qualidade, resistentes a doengas, a mancha purpura e ao processo pos-colheita (Caballero e
Fernandez, 2003).
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2.3 Floragao da nespereira

A nespereira floresce em paniculas de forma piramidal compostas por 5 a 10 racimos
primarios de consisténcia ndo lenhosa, que por sua vez sdo formados por um numero variavel de
flores e racimos secundarios, que agrupam 70 a 100 flores no total (Reig e Agusti, 2006a), chegando

por vezes a ter mais de 100 flores (Lin et al., 1999).

As flores de nespereira sao hermafroditas, pubescentes, de pequenas dimensdes (12-20mm),
com um aroma muito intenso devido a presenga de nectarios no seu interior, que produzem
excregdes acucaradas, atraindo os insectos. O calice persistente é formado por cinco sépalas
soldadas de cor castanha e a corola é formada por 5 pétalas brancas livres. Possui entre 20 a 40
estames livres e 5 estigmas e estiletes que se unem basalmente a um ovario infero com 5 carpelos,

cada um com dois 6évulos (Figura 2.3) (Reig e Agusti, 2006a).

Figura 2.3 A: Vista superior da flor de nespereira; B: Corte longitudinal de flor de nespereira (Agusti
et al., 2006).

Nas condigbes ambientais do Mediterraneo, as paniculas desenvolvem-se entre o final do
Veréo e principio de Outono (Reig e Agusti, 2006a).
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Nas zonas temperadas, o periodo entre a diferenciagao floral e a antese floral é de trés
meses. A inducgéo floral desta espécie tem lugar no final da primavera e a diferenciagao floral inicia-se
em meados do Verdo, quando se desenvolve o eixo central das paniculas, e quinze dias depois os
seus eixos secundarios (Fatta del Bosco, 1961). No final do Verado diferenciam-se as sépalas e
pétalas, e no inicio do Outono os estames e pistilos (Reig e Agusti, 2006a). A meio do Outono,
diferenciam-se os nucleos espermaticos (Li, 1982), ficando assim completamente formada a panicula.
Os ramos antecipados diferenciam as suas inflorescéncias mais tarde, mas a antese das suas flores
ocorre simultaneamente com as inflorescéncias primarias e por isso dao origem a frutos de menor
qualidade (Reig e Agusti, 2006a).

O periodo de floragdo da nespereira em climas temperados tem uma duragao aproximada de
1,5 a 2,5 meses, excepcionalmente 3 meses (Reig e Agusti, 2006a), variando a época de floragao
consoante as condigbes climaticas e cultivar (Lin et al., 1999). Sendo assim, nas condigdes climaticas
mediterraneas, a floragao ocorre normalmente de Novembro a Janeiro, dependendo da temperatura

média e da cultivar (Gariglio et al., 2002).
A nespereira apresenta uma floragcdo centripeta, tipica das Rosaceas, com desenvolvimento
inicial das flores basais dos racimos, progredindo até ao apice da inflorescéncia (Reig e Agusti,

2006a).

O tempo necessario para a antese de toda a panicula varia entre 2 e 4 semanas € a

receptividade da flor entre 5 e 7 dias, segundo as condi¢des climaticas (Rodriguez, 1983).

10
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2.4 Polinizagao da nespereira

A polinizagdo da nespereira é entomdfila, sendo realizada principalmente por insectos do
género Apis como Apis dorsata Fabr. e Apis mellifera L. e insectos do género Bombus (Reig e Agusti,
2006b). Durante a época de polinizagédo, sdo comuns as condi¢des climaticas menos favoraveis que
diminuem a actividade das abelhas, o que afecta o vingamento (Eti et al., 1990). Em determinadas
condigdes, a actividade das abelhas pode ser drasticamente reduzida ou mesmo interrompida devido
a temperaturas baixas, assim como a viabilidade e germinagdo dos grdos de pdlen podem ser
afectadas (Mellenthin et al., 1972; Welsh e Klatt, 1971). Devido a estes factos e como a maioria da
producdo de Alicante se encontra sob coberturas, é muito frequente fazer-se largadas de insectos do
género Bombus em plena antese para facilitar a polinizagao, e assim aumentar o vingamento (Reig e
Agusti, 2006b).

O grao de pdlen maduro da nespereira € binucleado, de tamanho médio (25-30 ym), forma
esférica e é constituido por trés colpos alongados que formam um &ngulo recto com o plano
equatorial (Figura 2.4). O grao de pdlen é formado por uma fina camada de celulose, denominada
intina e esta encontra-se coberta pela exina, que se divide numa parte interna, a endexina que ¢ lisa
e cobre totalmente a intina e uma parte externa, a ectexina que por sua vez € estriada e esta coberta
de pequenos poros. (Reig e Agusti, 2006a).

Figura 2.4 Grdos de pdlen de nespereira.
Microfotografia electrénica
(3500x; barra=10 um)

Quando o estigma esta receptivo, o que ocorre normalmente depois da deiscéncia das
anteras, produzem-se uma série de secregbes acumuladas nas células do estigma abaixo da
cuticula. Posteriormente, estas secregbes distribuem-se por toda a superficie do tecido feminino
(Herrero e Dickinson, 1980), promovendo a adeséo dos graos de pdlen depositados ao estigma. Os
graos de pdlen sdo humedecidos pelos exsudados produzidos no estigma, que contém
presumivelmente os promotores do crescimento do tubo polinico (Wolters-Arts et al., 1998; Wheeler

et al., 2001), permitindo a germinagao e o crescimento do tubo polinico.
Pode-se considerar entdo, que o estado de maturagao do estigma é alcangado quando este

oferece um substrato adequado para a captura e adesao dos grdos de podlen, uma correcta

germinagao e a penetragao do tubo polinico através das diferentes estruturas até alcancgar o estilete.
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2.5 Vingamento dos frutos de nespereira

Ao definir a receptividade floral apenas como a capacidade do estigma para permitir a
germinagao dos grdos de polen (Heslop-Harrison, 2000), justificam-se frequentemente as baixas
taxas de vingamento das espéces fruticolas, apenas com o problema da receptividade floral (Rodrigo
e Herrero, 1996). No entanto, tanto a germinagéo do grdo de pélen como o crescimento inicial do tubo
polinico ndo dependem apenas das secregbes do estigma, mas também das reservas acumuladas
durante o desenvolvimento do grdao de pdlen, uma vez que a germinagao do gréo de podlen ocorre de
um modo autotréfo (Herrero e Dickinson, 1981) e na nespereira, foram observadas diferengas nas

reservas dos graos de pdlen de diferentes cultivares (Germana et al., 2006).

Até ha uns anos pensava-se que a maioria das cultivares era autocompativel, existindo
algumas parcialmente incompativeis e algumas mesmo autoincompativeis, o que leva a taxas de
vingamento baixas, ndo excedendo normalmente os 10%, inclusive em condi¢cdes Optimas de
polinizagdo (Goubran e Zeftawi, 1986). Actualmente, Carrera et al. (2009) revelam que esta espécie é
autoincompativel, conclusao obtida através do estudo da caracterizagao molecular das S-RNases. De
acordo com este estudo, confirmou-se que a autoincompatibilidade é do tipo gametéfito, como
acontece nas espécies da familia das Rosaceas, uma vez que as ribonucleases do estilete (S-
RNases) inibem a fungdo de reconhecimento do grdo de pdlen por parte do pistilo, sendo o

desenvolvimento dos tubos polinicos inviavel.

A capacidade de diferenciar entre pdélen compativel ou incompativel ressalta a importancia
das células do estigma e do estilete na recepgéo do gréao de pdlen, do crescimento do tubo polinico e
da interacgao polen-pistilo na reproducao de plantas (Heslop-Harrison et al., 1975; Kandasamy et al.,
1994).

A producdo intensiva de nespereiras revelou alguns problemas de baixas taxas de
vingamento nalgumas regides, e constatou-se que a presenga de insectos polinizadores melhora
substancialmente o rendimento da cultura (Kan et al., 1986; Martinez-Calvo et al., 2000b; Karadeniz,
2002; Cuevas et al., 2003a).

Durante o vingamento da flor e o crescimento inicial do ovario, o teor hormonal em &cido
indolacético (AlA), acido abscisico (ABA) e citoquininas € maximo e aparece uma pequena produgao
de etileno (Ding e Zhang, 1988). Depois do vingamento nao existe abcisdo natural dos frutos, como

existe para a maioria das espécies da familia Rosaceae (Reig e Agusti, 2006b).
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2.6 Desenvolvimento do fruto da nespereira

Blumenfeld (1980) propds que o crescimento do fruto desta espécie era exponencial, embora
a curva de crescimento do fruto exponencial ndo seja completa, uma vez que ndo contém a etapa
inicial da maturacdo. No entanto, existem outros autores que defendem que os frutos crescem
segundo um modelo sigmodide simples, caracteristico dos frutos de pomo (Rodriguez, 1983; Cuevas
et al., 2003b).

De facto, durante as primeiras 6 semanas ap6s o vingamento, a taxa de crescimento do fruto
da nespereira é muito lenta (Atteyeh e Qrunflesh, 1998). A taxa de crescimento do fruto aumenta
extraordinariamente na etapa final de desenvolvimento do fruto, pois em menos de 60 dias, desde o
inicio de Margo a finais de Abril, sob as condi¢des climaticas mediterraneas, o fruto aumenta mais de
12 vezes o seu peso, seguindo uma cinética de crescimento praticamente exponencial. Resumindo,
durante os ultimos 45 dias de crescimento do fruto ocorrem as principais alteragdes quantitativas,
pois o fruto acumula 80% do seu peso seco e 85% do seu peso fresco, do qual 90% corresponde a
acumulagao de agua na polpa (Reig e Agusti, 2006b).

O estudo comparativo da concentracdo de agucares nos distintos 6rgéaos do fruto revela que,
durante o crescimento do fruto, a concentragdo de aguUcares totais dos tecidos epidérmicos é
aproximadamente 50% inferior a da polpa, e antes da mudanga de cor, o teor na polpa triplica,
enquanto que na pelicula se mantém estavel. A semente s6 acumula amido a partir da mudanca de
cor do fruto (Reig e Agusti, 2006b).

Em climas temperados-quentes, o crescimento do fruto inicia-se no inicio de Dezembro e a
sua colheita comega no final de Abril, segundo a cultivar. Desde a floragdo até a colheita dos frutos
passam entre 152 e 189 dias (Polat et al., 2004). As diferengas entre tamanhos de frutos das
diferentes cultivares deve-se a diferentes taxas de crescimento dos frutos e ndo a duracdo do seu
periodo de crescimento (Reig e Agusti, 2006b). Durante a fase de maturagédo, ha uma redugéo da
acidez, desenvolvimento da cor, amolecimento dos tecidos da polpa, acumulagédo de aglcares e um
rapido aumento do peso fresco da polpa (Lin et al., 1999).

Relativamente ao comportamento do fruto durante a maturagdo, alguns autores, como
Blumenfeld (1980) classificam a nespereira como um fruto ndo climatérico, uma vez que nao tem pico
respiratério climatérico e ndo tem pico de produgao de etileno, nem na arvore nem apods a colheita.
Enquanto que, outros autores referem que encontraram produgéo de etileno ao longo do periodo de
desenvolvimento do fruto (Gariglio et al., 2002) e picos de produgao de etileno e da taxa respiratoria
nas primeiras etapas de maturagao (Hiari, 1980; Chachin et al. 1990; Gariglio et al., 2002; Amorods et

al. 2003), podendo ser considerado como um fruto climatérico.
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No entanto, nenhum dos trabalhos citados estuda a actividade de ACC, ACC-sintase e ACC-
oxidase, nem a evolugdo das enzimas que amolecem os tecidos, pectinametilesterase e
poligalacturonase e sua dependéncia da producdo de etileno, sendo este factor decisivo para
determinar o tipo de maturagao deste fruto. Por outro lado, a diminui¢cdo da acidez livre da polpa nao
se encontra coordenada com o aumento do teor em TSS, pois a acidez diminui apdés a mudancga de
cor, enquanto que o aumento de TSS so6 tem inicio quando a pelicula perdeu praticamente todas as

clorofilas (Gonzélez et al., 1994).
O peso do fruto é influenciado pelos dias até a maturagéo, soma de calor em graus-dias

desde a floragdo, niumero de sementes e seu peso, mas nao pelo numero de folhas ou langamentos
(Lin et al., 1999).
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2.7 Utilizacao do acido 1-naftalenoacético para a monda de frutos de nespereira

Para melhorar a qualidade de um fruto e assim satisfazer as exigéncias dos consumidores é
essencial que o fruto tenha maior calibre e seja mais precoce. Nesse sentido, Westwood (1993)
provou que a monda pode melhorar a qualidade dos frutos, aumentando o seu tamanho, em varias
espécies, entre elas a nespereira. Os produtores realizavam a monda manual e com esta operagao
obtinham frutos melhor aceites pelos consumidores. No entanto, esta operagdo é normalmente muito
cara, trabalhosa, necessita de muito tempo e requer trabalhadores especializados principalmente em
pomares com densidades altas (Westwood, 1993). Para solucionar este inconveniente econdémico,
surgiu a alternativa de usar biorreguladores, concretamente o acido 1-naftalenoacético para a monda

de frutos de nespereira, a semelhanga do que acontece com macieiras, pereiras e oliveiras.

O acido 1-naftalenoacético € uma auxina sintética, podendo ser usada para diferentes fins
agronomicos, como favorecer o enraizamento, monda de frutos entre outros e assim aumentar a

produtividade, melhorar a qualidade ou facilitar a colheita (Azcon-Biento,J. e Talén, M. 2000).

A eficacia dos fitorreguladores depende de factores como a cultivar, estado fenolégico da

planta, concentra¢des do produto e condigbes ambientais (Westwood, 1993).

No Quadro 2.2 apresentam-se resumidos os principais resultados obtidos por diferentes

autores sobre o uso do ANA na monda de frutos de nespereira.

As diferencas entre as concentracdes utilizadas pelos diferentes autores dever-se-do0 a
utilizagéo de diferentes cultivares, arvores com diferentes vigores e condi¢des climaticas diferentes
(Cuevas et al., 2004).

O ensaio realizado por Agusti et al. (2000) demonstrou que o sal potassico do ANA (ANAs),
com uma concentracdo de 20mg/l, quando sdo visiveis 2 a 3 frutos por panicula é um tratamento
eficaz, enquanto que a aplicagao do sal amida do ANA (ANAm) provocou uma monda excessiva, 0
que difere dos resultados obtidos por Cuevas et al. (2004), pois os seus melhores resultados foram

obtidos com esta formulagao.

Se existe ambiguidade relativamente as concentragdes e tipo de substancia utilizada nos
tratamentos, ela também esta presente relativamente a época de aplicagdo, pois esta difere

consoante os autores.

Os diferentes momentos de aplicagao podem explicar os distintos resultados, uma vez que a
época de aplicacdo pode variar consoante a substancia aplicada. Por exemplo, em péra e maca, ANA
€ aplicado mais tarde do que ANAm. O que esta de acordo com a época de aplicacdo calculada por

Agusti et al. (2000) para a monda de nespereira da cultivar ‘Algerie’ com ANA, como 10 a 15 dias
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apos a plena floragdo, enquanto que os melhores resultados de Cuevas et al. (2004) sdo obtidos com

a aplicacdo do ANAm, 8 a 9 dias apds a plena floracao.

O que parece claro é que a eficacia do ANA como agente de monda quimica diminui a

medida que nos afastamos da data de plena floragdo e que a certo momento, o ANA provoca apenas

monda, sem que promova a melhoria da qualidade dos frutos que permanecem na arvore, uma vez

que estes ja se encontram num estado de desenvolvimento muito avangado, sendo portanto crucial

ajustar a concentracao e época de tratamento para obter bons resultados (Hueso et al., 2005).

Quadro 2.2 Resumo das caracteristicas principais dos estudos realizados sobre a utilizacdo do ANA

para a monda de frutos de nespereira. A formulagdo do ANA como acido livre, sal amida ou sal

potassico expressa-se como ANA, ANAmM e ANAs, respectivamente.

Epoca de
Autor Formulacdo | Concentracao L Resultados
Aplicagao
Aumento do tamanho final
Kilavuz e i
. ANA, ANAmM 25 mgl/l do fruto e antecipagao da
Eti, 1993.
maturacao.
Ateyyeh e
75% de flores Aumento do peso e do
Qrunfleh, ANA 20 mgl/l
abertas volume dos frutos
1997.
»2-3 frutos visiveis | Aumento do tamanho do
ANA panicula fruto, redugcdo do numero
Agusti et *Estado 609-700 | de sementes, antecipagao
ANAmM 20 mg/l
al., 2000 BBCH da maturacao, menor
ANAs
=10-15 dias apos | dureza, maior teor em TSS
plena floragcao e colorag&do mais intensa.
12aplicacao:
. Aumento do tamanho do
10 mg/l Vingamento dos
Razeto et ] fruto, da % de polpa e do
ANA + frutos basais
al., 2003 ) peso de sementes. Ligeiro
10 mg/l 2%aplicacao: 28
) ) atraso na maturagéo.
dias depois
30 mgl/l ) ] Aumento do tamanho do
Cuevas et 8-9 dias apds plena o
ANAmM e B fruto e antecipacao da
al., 2004 floracao
60 mg/l maturagao.
ANAmM 45 mg/l
Hueso et 15 dias apds plena | Aumento do teor em TSS e
e e
al., 2005 floragcao antecipagao da maturacao.
ANAs 50 mgl/l
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Os resultados de Agusti et al. (2000) afirmam que uma redugdo de 30% dos frutos por
panicula leva a uma aumento de 10% do didmetro dos frutos colhidos. Ao tratar uma panicula quando
séo visiveis 2-3 frutos recém vingados, sao colhidos 4-5 frutos por panicula (Figura 2.5). A técnica
proposta por este autor incorpora um manual de aconselhamento técnico para os produtores de
nespereira da Comunidade Valenciana, que realizam a monda quimica como esta descrita neste
manual. Sendo assim, esta foi a referéncia utilizada para os tratamentos realizados durante este

estudo.

Figura 2.5 Panicula no estado 703 da escala BBCH que foi sujeita a monda quimica no estado 609-
700 BBCH, com sal potassico do ANA (Agusti et al., 2006).

Para além do uso do ANA para a monda de frutos de nespereira, pode ser feita uma segunda
aplicagdo desta auxina, no estado 703 da escala BBCH, com o fim de melhorar ainda mais o tamanho
do fruto e consequentemente, a produgao total e acelerar o desenvolvimento dos frutos, aumentando
o valor econémico da cultura (Amoros et al., 2004). A incisao anelar de ramos (Agusti et al., 2005) e a
aplicagéo de 2,4DP (Agusti et al., 2003) no estado 703 BBCH também melhoram o tamanho final do

fruto.
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2.8 Antecedentes sobre o modo de acg¢ao do acido 1-naftalenoacético

A resposta a aplicacdo dos reguladores de crescimento por parte da planta, depende
geralmente da sua absorcdo, do seu transporte desde e até ao 6rgdo sensivel, da formagcdo de
complexos com outras substancias, sobretudo agucares, e da sensibilidade da planta (Greene e
Bukovac, 1972; Black et al., 1995; Buban e Lakatos, 1997), sendo este ultimo factor, o mais

importante.

A acgao dos fitorreguladores, concretamente na monda de frutos, € muito diversa, variando

em funcao do tipo de fitorregulador utilizado e da espécie em questdo, como indica a bibliografia.

Sendo assim, segundo Dennis (2000), os fitorreguladores utilizados na monda de macieiras
intervém em diferentes mecanismo fisiolégicos como no aborto ou inibicdo do crescimento dos
ovulos, na reducdo da capacidade de sumidouro e do transporte floémico para o fruto, na inibigdo da

sintese e transporte de auxinas pelas sementes e inclusive no estimulo da biossintese de etileno.

Luckwill (1953) percebeu que o aborto de sementes era comum nos frutos de macieira em
desenvolvimento tratados com ANA, e que como consequéncia, havia uma diminui¢ao da capacidade
de sumidouro dos frutos, o que favorecia a sua abcisdo. Também Murneek e Teubner (1953)
observaram que os embrides de frutos da cv. ‘Wealthy’ de macieira tratados com ANAm tinham
menores dimensdes. No entanto, embora ANA induza o aborto de sementes em algumas cultivares,
existem outras cultivares que podem ser mondadas sem que isto afecte o numero de sementes dos
seus frutos (Marsh et al., 1960; Batjer e Thomson, 1962) e esta hormona pode também mondar frutos
partenocarpicos, o que demonstra que a monda de frutos de macieiras nao se deve unicamente a

reducao do numero de sementes dos frutos (Williams, 1993).

Por outro lado, Struckmeyer e Roberts (1950) notaram que o tratamento com ANA atrasava a
abcisao natural de frutos de macieira, levando a um aumento da capacidade de sumidouro dos frutos,
mais desenvolvidos, aumentando o numero de frutos que caem no final por competicdo com os
remanescentes. No entanto, Teubner e Murneek (1955) observaram que os frutos de macieira, que
eventualmente cairdo param o seu crescimento logo apds o tratamento, ndo podendo por isso
competir pelos nutrientes com os frutos que persistem na arvore. Para além disso, o tratamento com

ANA nem sempre atrasa a abcis&do natural dos frutos (Batjer e Bilingsley, 1964).

Schneider e Lasheen (1973), verificaram que os tratamentos com ANA reduziam a

concentracdo de agucares nos frutos e o seu transporte a partir das folhas.
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Por outro lado, Wertheim (2000) sugere que o modo de acgdo do ANAmM na monda de frutos
de macieira e pereira esta relacionado com um desequilibrio hormonal nos frutos em
desenvolvimento, provocado pelo agente de monda, reduzindo o fluxo de auxinas e levando a menor
acumulagao de reservas nos frutos devido a uma redugéo da fotossintese. Assim como Schroder e
Bangerth (2006), referem que a monda dos frutos de macieira se deve a um processo de activagéo
da zona de abcis&o, provocado por uma repressao do fluxo de auxinas que aumenta a sensibilidade

da zona de abcisdo ao etileno, aumentando a abcisao de frutos.

Reconhece-se a diversidade de mecanismos que podem estar envolvidos na acgao do ANA

na monda de frutos (Williams, 1999).

Como se pode concluir, ndo ha concordancia entre os autores sobre 0 mecanismo de acgao
do ANA na monda de macieiras. Contrariamente aos diferentes estudos realizados sobre a monda de
frutos de macieira e de pereira, no caso da nespereira, a aplicacdo do ANA tem efeito sobre o
vingamento do fruto, ndo actuando sobre a abcisdo do fruto ja vingado, por isso este estudo centra-se

essencialmente na fisiologia reprodutiva desta espécie.
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3. Material e Métodos

3.1 Material Vegetal
Os ensaios realizaram-se em arvores adultas de nespereira [Eriobotrya japonica (Thunb.)

Lindl.] das cultivares ‘Algerie’ e ‘Piera’ localizadas em dois pomares experimentais (Figura 3.1).

Caracterizagdo do Pomar A:

O pomar A corresponde a parcela de Fruticultura da Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agronomos localizada na Universidad Politécnica de Valencia, com um solo franco-argiloso calcario,
fertirrigacdo, compasso de plantagao de 4 x 5 m, sistema de condugdo em vaso e porta-enxerto de
marmeleiro.

Este pomar apresenta varias espécies de Prundideas, Pomadideas e Citrinos.

Caracterizagdo do Pomar B:

O pomar B corresponde a parcela experimental da Cooperativa Agricola de Callosa d’En
Sarria, Alicante, com uma area de 2,2 ha (sendo 0,7 ha sem cobertura), solo franco-argiloso,
fertirrigacdo, compasso de plantagdo de 3-4 x 5 m, sistema de condugédo em vaso, porta-enxerto em

nespereira de semente (franco), arvores cobertas por uma malha de poliéster esmerilado.

Pomar A

Figura 3.1 Pomar A: Parcela de Fruticultura da Universidad Politécnica de Valencia.

Pomar B: Parcela Experimental da Cooperativa Agricola de Callosa d’En Sarria, Alicante.
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3.2 Tratamentos Realizados

3.2.1 Aplicacao de acido 1-naftalenoacético in vitro

Aplicaram-se 20 mg/l de acido1-naftalenoacético na forma de sal potassico (ANAs) ' a partir
de uma formulagdo comercial do ANA [8,5% (m/v)] como liquido soluvel, a qual se adicionou um
coadjuvante nao ionico miscivel. Os tratamentos efectuaram-se com um pulverizador manual,
pulverizando o produto directamente sobre as placas de Petri onde se procedeu a cultura de graos de

polen e de 6vulos, deixando igual nimero de placas sem tratamento para servirem de controlo.

3.2.2 Aplicacao de acido 1-naftalenoacético in vivo

Aplicaram-se 20 mg/l de acido1-naftalenoacético na forma de sal potassico (ANAs)1, a partir
de uma formulagdo comercial do ANA [8,5% (m/v)] como liquido soluvel, a qual se adicionou um
coadjuvante ndo idnico miscivel. Os tratamentos efectuaram-se com um pulverizador manual,
pulverizando o produto directamente sobre 10 paniculas de diferentes estados fenoldgicos (estados
505, 507-600, 605 e 609-700 da escala BBCH) de modo a deixar cada panicula completamente
molhada. Foram deixadas 10 paniculas de cada estado fenolégico sem tratamento para serem

usadas como controlo.

"Nota: Nos tratamentos realizados foi sempre utilizado o sal potassico do ANA (ANAs), embora durante

a restante dissertacao se refira a este apenas com a abreviatura ANA.
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3.3 Caracteristicas morfolégicas de graos de poélen

Para o estudo das diferengas morfolégicas entre gréos de pdlen de diferentes cultivares, foram
recolhidas flores no estado fenolégico 605 da escala BBCH das cultivares: ‘Algerie’, ‘Piera’, ‘Golden
Nugget’, ‘Moggi’ e ‘Magdal’ no Pomar B (Figura 3.2). As flores foram transportadas a temperatura

ambiente para o laboratério, onde se extrairam as anteras que foram conservadas a 4°C durante 2-3

h para a re-hidratagdo dos graos de polen.

Figura 3.2 Flores no estado
fenolégico 605 BBCH das
cultivares ‘Algerie’(A), ‘Piera’(B),
‘Golden Nugget'(C), ‘Moggi'(D) e
‘Magdal’(E).

Posteriormente, as anteras foram colocadas sobre um suporte de cobre que se submergiu em
N, liquido para sua congelagédo, mediante o sistema de transferéncia de frio CT-1000C (Oxford
Instruments, Oxford, UK) ligado ao microscopio electrénico de varrimento (SEM) JSM-5410 (JEOL
Ltd. Téquio, Japdo). Em seguida, a agua de superficie condensada da amostra foi sublimada pelo
aquecimento controlado a -90°C. Posteriormente, a amostra foi coberta com ouro (Polaron E-6100),
por pulverizagdo catédica. Finalmente procedeu-se a observacdo no SEM com uma voltagem de
aceleragdo de 10KeV, com as ampliagbes 2000x e 3500x. As imagens foram digitalizadas
directamente no computador conectado ao microscopio, permitindo assim medir o Eixo Polar, o Eixo
Equatorial, a relagdo Eixo Polar/Eixo Equatorial e a Largura de Mesocolpo (Figura 3.3), utilizando o

programa Photoshop 5.0 e considerando a escala de referéncia do microscoépio electrénico.

Figura 3.3 Microfotografia optica de
varrimento (3500x; barra=10 ym) com
localizagdo dos parametros medidos
na exina do grao de polen.

E.P: Eixo Polar;

E.E.: Eixo Equatorial;

L.M: Largura de Mesocolpo.
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3.4 Estudo da acgao do acido1-naftalenoacético sobre o gametoéfito masculino

3.4.1 Accao do acido1-naftalenoacético sobre a germinacao de graos de pélen

Os graos de podlen foram extraidos de 20 a 25 anteras maduras de flores no estado fenolégico
605 da escala BBCH das cultivares ‘Piera’ e ‘Algerie’ do Pomar A, com o auxilio de bisturis e pingas,
observando através de uma lupa binocular (Nikon 120, Toquio, Japéo). Os grdos de pdélen foram

mantidos em agua destilada numa placa de Petri para manté-los hidratados até a sua preparagao.

Para o cultivo de graos de pdlen utilizaram-se dois meios de cultura diferentes. O meio de
germinagao de Brewbaker e Kwack (1963), modificado, constituido por 100 mg/l H;BO3;, 300 mg/|
Ca(NO3).4H,0 e 100 mg/l KNO3, ao qual se adicionou sacarose 10% (m/v) e se ajustouopH a 5,4 +
0,1 representa o meio de cultura Controlo. O outro meio de cultura utilizado foi 0 mesmo meio que o
anterior, mas ao qual se adicionou 20mg/l de ANA. Estes meios de cultura foram usados para cada

cultivar com 8 repeticdes.

Em ambos os casos adicionou-se agarosa (EEOmedia), a 1%, para solidificar o meio. Os
meios foram dissolvidos no microondas até a ebuli¢do. Foram pipetados 100ul das solu¢des aquosas
que continham graos de pdlen das duas cultivares para placas contendo os dois meios de cultura. As
placas foram seladas e mantidas na auséncia de luz a 25+1°C numa estufa, até ao momento das
observagoes.

As placas foram observadas com uma lupa binocular (Leica, MZ16A, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha) equipada com uma camara digital (DFC420), as 24, 48 e 72 h apds a sua
preparagao, sendo avaliada a taxa de germinagao através da contagem aleatéria de 300-400 gréos
de polen por placa, considerando-se como gréo de pélen germinado, aquele em que a longitude do
tubo polinico era superior ao didmetro do grao de pdlen (Stanley e Linskens, 1974). Este ensaio foi

repetido 30 dias depois, apenas com a cultivar ‘Algerie’.
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3.4.2 Accao do acido 1-naftalenoacético sobre o crescimento do tubo polinico

Foram cultivados grdos de pdlen da cultivar ‘Algerie’, em 8 placas de Petri, conforme foi
descrito no ponto 3.4.1. Apds 24h de cultura de graos de pélen foram avaliados aleatoriamente o
comprimento de 50 tubos polinicos de cada placa com uma lupa binocular (Leica, MZ16A) equipada

com uma camara digital (DFC420).

Posteriormente aplicaram-se 20 mg/l de ANA, mediante pulverizagdo com spray na superficie

de quatro placas, deixando as restantes como controlo.
As placas foram incubadas na estufa e nas 24 h e 48 h seguintes ao tratamento avaliou-se

novamente o comprimento dos tubos polinicos das placas tratadas (ANA) e controlo e se os tubos

apresentavam algum sinal de interrupgao de desenvolvimento.
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3.5 Estudo da acg¢ao do acido1-naftalenoacético sobre o gametoéfito feminino

3.5.1 Accao do acido1-naftalenoacético sobre o desenvolvimento de 6vulos in vitro

Para avaliar a acgdo do ANA no desenvolvimento de 6vulos in vitro procedeu-se a aplicagdo de
20 mg/l de ANA a 10 paniculas no estado fenolégico 609-700 da escala BBCH, de uma arvore adulta
da cultivar ‘Algerie’ presente no Pomar A. Foram também marcadas 10 paniculas no mesmo estado

de desenvolvimento, que n&o foram tratadas para servirem de controlo.

Dois dias ap6s o tratamento colheram-se flores destas paniculas, que se classificaram segundo o
seu estado de desenvolvimento em (Figura 3.4):
= FF: flores que apesar de terem caido as pétalas e terem os estames secos, tém as sépalas
abertas e ndo apresentam sinais de fecundagéo;
= F: flores num estado fenolégico mais avangado com sépalas fechadas, tratando-se de uma

flor vingada.

Flor FF
Flor F

Figura 3.4 Panicula no estado fenoldgico 609-700 da escala BBCH, com flores FF e flores F.

As flores foram transportadas para o laboratoério a temperatura ambiente e conservadas a 4°C até
ao momento da extraccdo dos 6vulos. As flores foram desinfectadas por imersao numa solugao de
hipoclorito sodico a 2%. Posteriormente, os 6vulos foram extraidos sob a observagdo de uma lupa
binocular (Nikon 120, Toéquio, Japao), com o auxilio de bisturis e pingas, sendo feito um corte
transversal no ovario das flores e recolhidos os 6évulos nos diferentes estados de desenvolvimento.
Os 6vulos também foram desinfectados com hipoclorito sédico a 2% e colocados no respectivo meio

de cultura. O material foi varias vezes desinfectado com etanol a 96%.
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Os meios de cultura utilizados foram por um lado, Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS),
suplementado com sacarose (150 mM) e extracto de malte (500 mg/l), solidificado com agar a 1%
(Carimi et al., 1998) e por outro lado, o meio de cultura igual ao anterior, mas que ao qual se
adicionou 20 mg/l de ANA (MS+ANA).

Ambos os meios de cultura foram esterilizados numa Autoclave Selecta Autester-E-Dry 75L (JP
Selecta, Barcelona, Espanha), segundo um ciclo de 30 minutos a 120°C e foram distribuidos por
placas de Petri esterilizadas numa camara de fluxo laminar Gelaire BSB4A (Flow Laboratories, Ohio,
USA) sob condigbes assépticas. Os ovulos das flores dos dois estados de desenvolvimento (FF) e (F)
das paniculas controlo foram cultivados nos meios de cultura MS (Sem tratamento) e MS+ANA
(Tratado no meio de cultura). No entanto, os 6vulos procedentes de flores FF e F das paniculas
tratadas com ANA foram cultivadas apenas com o meio de cultura MS (Tratado no campo). Em todos
os casos, foram colocados 4 6vulos por placa, com 4 placas por tratamento seladas com parafiime e

incubadas numa estufa a 25+1°C em condi¢des de auséncia de luz.

A avaliagdo do desenvolvimento dos 6vulos foi feita com recurso a observagado em lupa binocular
(Leica, MZ16A) equipada com uma camara (DFC420), 9 dias apds a preparagdo das placas,
observando-se se havia formagao de callus e pesando os 6vulos numa balanga de precisdo. Os
pesos dos 6vulos do meio de cultura foram comparados com os pesos de 6vulos de flores FF e F

provenientes de paniculas controlo sem serem cultivados.

Paralelamente avaliou-se a sensibilidade ao tratamento com ANA dos 6vulos de frutos de estados
fenoldgicos mais avangados, seguindo o mesmo procedimento. Neste ensaio foram utilizados 6vulos
de frutos nos estados fenolégicos 701, 703 e 704 BBCH, provenientes de paniculas controlo que
foram cultivados em meio de cultura MS (Sem tratamento) e em MS+ANA (Tratado no meio de
cultura) e de paniculas tratadas com 20 mg/l de ANA que foram cultivados em MS (Tratados no
campo). Neste caso, usaram-se arvores do pomar B e foram cultivados 3 6vulos por placa com 3

repeticdes.
A avaliagdo do desenvolvimento dos 6vulos foi feita com recurso a observagado em lupa binocular

(Leica, MZ16A) equipada com uma camara digital (DFC420), 20 dias ap6s a preparagéo das placas,

observando-se se havia desenvolvimento de callus e pesando os évulos numa balanga de precisao.
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3.5.2 Accao do acido1-naftalenoacético sobre o desenvolvimento de évulos in vivo

Para avaliar a acgao do ANA sobre o desenvolvimento de o6vulos in vivo procedeu-se ao
tratamento com 20 mg/l de ANA de 10 paniculas dos dois pomares de cada um dos seguintes
estados fenologicos:

e 505 BBCH: Flores completamente fechadas;

e 507-600 BBCH: Flores em estado intermédio;

e 605 BBCH: Flores completamente abertas;

e 609-700 BBCH: Momento éptimo de aplicacdo comercial do ANA.

Foram deixadas 10 paniculas sem tratamento para servirem de controlo.

Foram feitas amostragens a cada 2-3 dias de 8 a 10 flores de uma panicula de cada estado
fenoldgico. Em cada amostragem, as flores foram pesadas e fixadas em FPA (5% de formaldeido, 5%
de acido propionico, 90% de etanol a 70%) dentro de tubos de plastico que foram mantidos na
escuriddo para sua conservagdo até que as amostras fossem observadas em microscépio de
fluorescéncia (Figura 3.5 A). Nas paniculas tratadas no estado 609-700 BBCH, os 6rgéos colhidos

foram divididos em FF e F, segundo a classificagdo usada no ponto 3.5.1.

Aquando das observagdes, foram separados os estigmas, estiletes e ovario junto com os seus
Ovulos de 70 flores previamente fixadas em FPA dos estados fenolégicos 605 e 609-700 da escala
BBCH com bisturi e pinga, observando através de uma lupa binocular (Nikon, Téquio, Japao) (Figura
3.5 B e C). De seguida, as estruturas foram lavadas duas vezes com agua destilada durante 1 h e
colocadas numa solugdo de NaOH 4N durante outra hora. Posteriormente, foram lavadas em agua
destilada até que a superficie dos évulos escurecesse e montadas para observacdo em microscépio
(Sanzol, 2001).

Para isso, colocaram-se num extremo da I&mina os estigmas com os seus respectivos estiletes e
no outro extremo os évulos, perfeitamente separados do ovario. Adicionaram-se umas gotas de azul
de anilina a 0,1% em K3PO,4 0,1N (Linskens e Esser, 1957), cobriu-se com uma lamela, evitando a
formagéo de bolhas de ar e realizou-se um squash, separando assim os tegumentos do 6vulo do

nucelo e permitindo a abertura do estilete (Figura 3.5 D e E).
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Figura 3.5 Preparagido de flores
para observagdo no Microscépio de
Fluorescéncia:

A: Flores tratadas no estado 605
BBCH, conservadas em FPA.

B: Gineceu da flor de nespereira.

C: Ovulos de nespereira.

D: Squash de 6vulos.

E: Preparacao por flor com Squash

de o6vulos e de pistilos.
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Em seguida, observaram-se as preparagdes num microscopio de fluorescéncia (Nikon E600,
Toquio, Japao) com uma fonte de ultravioleta equipado com um filtro DAPI. Por um lado foi avaliada a
germinagao de graos de polen e o crescimento dos tubos polinicos nos estigmas e estiletes isolados

e por outro lado, a presenga ou ndo de calose na calaza do nucelo dos 6vulos.

A avaliagdo qualitativa da germinagéo dos gréos de pdlen e do crescimento dos tubos polinicos
foi possivel gragas ao azul de anilina que tinge a calose que se deposita nas paredes dos tubos
polinicos durante o seu crescimento, em forma de placas e com intervalos irregulares. A calose ao
ser iluminada por luz ultravioleta emite fluorescéncia, permitindo observar a germinagéo dos gréos de

polen e o crescimento dos tubos polinicos.

Os o6vulos classificaram-se como degenerados ou vivos em fungédo da presenga ou auséncia de
calose na calaza do nucelo, uma vez que, como acontece nos tubos polinicos, a calose cora-se de
azul de anilina e apés ser iluminado com luz ultravioleta emite fluorescéncia, permitindo a sua

observacao.
Quando as paniculas tratadas se encontravam no estado fenologico 701 da escala BBCH,

momento em que é feita a monda manual de frutos, foi avaliada a taxa de vingamento de cada

panicula tratada nos diferentes estados fenoldgicos e das paniculas controlo.
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3.5.3 Determinacao da sensibilidade de 6vulos de diferentes estados fenoldgicos a

accgao do acido 1-naftalenoacético

Para avaliar a sensibilidade dos 6vulos ao tratamento com ANA, marcaram-se 5 paniculas de 5
arvores adultas da cultivar ‘Algerie’ do pomar B nos seguintes estados fenolégicos: 505, 508, 701e
703 da escala BBCH.

Colheram-se flores e frutos de paniculas nos mesmos estados de desenvolvimento que as
marcadas. Estes foram transportados a temperatura ambiente para o laboratério, onde foram
pesados e em seguida foram extraidos os seus 6vulos, que também foram pesados. Posteriormente,

todas as paniculas marcadas foram tratadas com 20 mg/l de ANA.

Vinte dias ap6s o tratamento foram colhidas amostras de flores e frutos das paniculas tratadas e
transportados a temperatura ambiente para o laboratério, onde foram conservados a temperatura de

4°C até que foram utilizados os seus évulos para cultura in vitro.

Para extracgcado dos 6vulos e sua cultura foi utilizado o método descrito em 3.5.1. Neste caso, os
Ovulos cultivados em meio de cultura MS foram tratados apenas no campo (in vivo), enquanto que os
ovulos cultivados em meio de cultura MS+ANA, foram tratados no campo e no meio de cultura (in

vivo+in vitro). Foram usadas trés repeti¢gdes, com 4 6vulos por placa em média.
As placas foram observadas com uma lupa binocular (Leica, MZ16A) equipada com uma camara

digital (DFC420), para avaliar o desenvolvimento de callus e apods 7 dias de cultura, os 6vulos foram

também pesados.
3.6 Analise estatistica de resultados

Aos resultados obtidos aplicou-se a andlise de variancia, utilizando o programa Statsgraphics

Plus 5.1, aplicando o teste de Student-Newman-Keuls para a separagdo de médias. Para os valores

percentuais foi aplicada a transformagéo arcsen / P para normalizar a amostra.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas morfoldgicas de graos de poélen

Os graos de polen das 5 cultivares de nespereira observados (‘Algerie’, ‘Piera’, ‘Golden
Nugget’, ‘Magdal’ e ‘Moggi’) sdo constituidos por trés mesocolpos alongados que formam um angulo
recto com o plano equatorial, apresentando a forma de esférico prolato (Chen et al., 2007), embora

vistos de frente paregam ligeiramente arredondados.

O tamanho médio dos graos de pdlen, assim como a largura dos mesocolpos, variou
ligeiramente em fungéo da cultivar, apresentando valores médios de eixo polar e equatorial de 34,0

pm e 21,4 um respectivamente, e de 13,1 ym para a largura dos mesocolpos.

O gréao de pdlen da cultivar ‘Algerie’ apresenta maiores dimensdes, com um eixo polar de
36,6 um e um eixo equatorial de 22,6 ym, enquanto que o grao de pdlen da cultivar ‘Magdal’ tem
menores dimensdes, pois apresenta um eixo polar e um eixo equatorial de apenas 30,9 ym e 19 um,

respectivamente.

N&o obstante, os mesocolpos com maior tamanho pertencem a cultivar ‘Golden Nugget’, com
uma largura de 15 ym, sendo por isso o grao de pdlen com menor relagao eixo polar/eixo equatorial,

apresentando por isso uma forma mais arredondada.

A relacdo entre o eixo polar e o eixo equatorial apresentou algumas diferengas,

estabelecendo-se um intervalo de 1,51 a 1,64 ym para as cultivares estudadas (Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Médias e desvios padréo (um) das caracteristicas morfométricas do grao de polen de

diferentes cultivares de nespereira.

Largura de
Eixo Polar Eixo Equatorial Eixo Polar/
Cultivar Mesocolpo
gm um Eixo Equatorial

gm
‘Algerie’ 36,6 22,6 1,62 12,2
‘Piera’ 33,7 21,7 1,55 12,2
‘Golden Nugget’ 33,7 22,3 1,51 15,0
‘Magdal’ 30,9 19,0 1,63 13,0
‘Moggi’ 35,0 21,4 1,64 12,9
Média 34,0 21,4 1,59 13,1
Desvio Padrao 21 1.4 0,1 1,2
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Embora ndo se tenha estudado detalhadamente a estrutura da exina dos grdos de pélen,
observou-se que as 5 cultivares estudadas apresentam exinas totalmente estriadas e encontram-se

cobertas de pequenos poros (Figura 4.1).

Contudo, podem-se apreciar ligeiras diferengas entre as texturas da exina das diferentes
cultivares, embora esta caracteristica ndo esteja suficientemente clara para classificar os tipos de

texturas como foi realizado nos estudos de Chen et al. (2007) para outras cultivares.

Dada a morfologia polinica das diferentes cultivares e uma vez que ha coincidéncia em
praticamente todos os pardmetros estudados, estas cultivares poderiam ser agrupadas no mesmo

tipo polinico.

Figura 4.1 Vista equatorial de grdos de
polen de diferentes cultivares de
nespereira, mostrando a textura da
exina.  Microfotografia  electrénica
(3500x; barra=10um).

A — ‘Algerie’;

B — ‘Piera’;

C — ‘Golden Nugget’;
D - ‘Magdal’;

E - ‘Moggi’.
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4.2 Estudo da acc¢ao do acido 1-naftalenoacético sobre o gametéfito masculino

4.2.1 Accao do acido 1-naftalenoacético sobre a germinagao de graos de pélen

A aplicacao de 20 mg/l de ANA ao meio de cultura impediu a germinagao in vitro dos graos de
polen das cultivares ‘Algerie’ e ‘ Piera’ de nespereira.

Vinte e quatro horas apdés a cultura, ja se observavam diferengas significativas na
percentagem de germinagédo dos graos de polen das duas cultivares estudadas comparativamente
com os controlos, pois os graos de poélen da cultivar ‘Algerie’ e da cultivar ‘Piera’ cultivados no meio
de cultura controlo germinaram 57,9% e 64,6%, respectivamente, enquanto que nos graos de pdlen
cultivados no meio de cultura ao qual foi adicionado ANA, a germinagéo foi praticamente nula para
ambas as cultivares (‘Algerie’- 0,9% e ‘Piera’ — 0,5%).

As taxas de germinagcdo mantiveram-se praticamente estaveis com o tempo, com excepc¢éo
para os graos de polen da cultivar ‘Algerie’ em meio de cultura controlo, cuja taxa de germinagao
aumentou para os 70%, apos 48 h de cultura. No entanto, continuaram a n&o haver diferengas
significativas relativamente a taxa de germinacao obtida pela cultivar ‘Piera’ (64,8%) nesse mesmo
momento (Figura 4.2).

Germinagéo (%)
N
o

B |b
0 —s 7A

0 24 48

Horas Apos Cultura

—e— Controlo 'Algerie’ - -0~ — Controlo 'Piera’

—a— ANA "Algerie’ — -~ — ANA 'Piera’'

Figura 4.2 Efeito da aplicagdo do ANA (20 mg/l) ao meio de cultura sobre a germinagéo in vitro de
graos de polen das cultivares ‘Algerie’ e ‘Piera’ de nespereira. Cada valor € a média de 8 repeti¢des.
As barras verticais correspondem ao erro padrio. Letras mailusculas e minusculas diferentes indicam
valores significativamente diferentes (P<0,05), para as cultivares ‘Piera’ e ‘Algerie’, respectivamente,

segundo o teste de Student-Newman-Keuls. O efeito da cultivar ndo foi estatisticamente significativo.
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Como consequéncia destes resultados, as 24h apds a cultura observaram-se diferengas no
crescimento dos tubos polinicos dos gréos de pdlen. Enquanto que os tubos polinicos das cultivares
‘Algerie’ e ‘Piera em meio de cultura controlo cresceram, alcangando uma longitude média de 1,08
mm e 0,84 mm, respectivamente (Figura 4.3), os tubos polinicos dos graos de polen germinados em

meio de cultura ANA apresentavam menores dimensdes. As 48 h apds a cultura, os grdos de pélen

cultivados em ANA continuaram sem germinar.

Figura 4.3 Germinacgao in vitro de graos de polen de nespereira das cultivares ‘Algerie’ em meio de
cultura controlo (A) e em meio de cultura ANA (B) e da cultivar ‘Piera’ em meio de cultura controlo (C)

e em meio de cultura ANA (D). Fotografias tiradas 24 horas apés a cultura (40x).

Na repeticdo do ensaio, foi utilizada apenas a cultivar ‘Algerie’ uma vez que nao se

verificaram diferengas significativas entre as taxas de germinagao das duas cultivares no 1° ensaio.

Neste caso, verificaram-se os mesmos resultados, pois 24 h apés a cultura, germinaram 56,8
% dos gréos de polen cultivados em meio de cultura controlo, o que difere significativamente dos
graos de polen cultivados em meio de cultura ANA que praticamente ndo germinaram, sendo a taxa

de germinacgéao destes de 0,8% (Figura 4.4).
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Foi obtida uma resposta semelhante ao primeiro ensaio tanto relativamente a germinacéo de
graos de pdlen, como indirectamente sobre o crescimento do tubo polinico dos grdaos de pdlen que
germinaram. As diferengas eram evidentes logo apdés 24 h de cultura, pois os graos de polen
cultivados em meio de cultura controlo desenvolveram um tubo polinico com aproximadamente 1 mm
de comprimento, enquanto que os graos de podlen cultivados em meio de cultura ANA continuaram

sem germinar (Figura 4.5).

70 a Figura 4.4 Influéncia da aplicagdo de

"3 00 1 20 mg/l de ANA ao meio de cultura
.g S0 sobre a germinagao in vitro de graos
g zz ! de pdlen da cultivar ‘Algerie’. Cada
3 valor € a média de 8 repeticdes. As
20 - barras verticais correspondem ao erro

10 1 b padrdo. Letras diferentes indicam

0 valores significativamente diferentes

24h Apos Cultura (P<0,05), segundo o teste de Student-

@ Controlo m ANA Newman-Keuls.

Figura 4.5 Germinacgao in vitro de graos de pdlen de nespereira da cultivar ‘Algerie’ em meio de
cultura controlo (A) (40x) e em meio de cultura com 20 mg/l de ANA (B) (20x). Fotografias tiradas 24

horas ap6s a cultura.

E interessante, portanto, destacar o efeito que o ANA exerce sobre a germinagéo dos gréos
de pdélen da nespereira em condi¢des in vitro. De maneira que, independentemente das ligeiras
diferengas observadas na morfologia dos grdos de pdlen, o tratamento mostrou-se eficaz para as

duas cultivares estudadas.
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4.2.2. Acgao do acido 1-naftalenoacético sobre o crescimento do tubo polinico

A aplicagédo de 20 mg/l de ANA a graos de pdlen da cultivar ‘Algerie’ germinados in vitro,
quando estes tinham desenvolvido um tubo polinico de, aproximadamente 0,26 mm de comprimento,

conseguiu deter o crescimento dos tubos polinicos.

A resposta a aplicagdo do ANA (20 mg/l) foi imediata e 24 h apés o tratamento observaram-se
diferengas significativas no crescimento dos tubos polinicos, sendo estas mais acentuadas as 48 h

apos o tratamento.

Os tubos polinicos dos gréos de podlen sem tratamento cresceram progressivamente com o
tempo, alcangando as 24 h e 48 h depois do tratamento, um comprimento médio de 0,33 e 0,40 mm,
respectivamente. Contrariamente ao que aconteceu aos tubos polinicos tratados que néao

conseguiram crescer (Figura 4.6).

0,00 < T T
0 24 48 72

Horas apos Cultura

‘—o—ControIo - =0= =ANA

Figura 4.6 Efeito da aplicagdo do ANA (20mg/l) sobre o crescimento dos tubos polinicos da cultivar
‘Algerie’ em condi¢bes de cultura in vitro. A seta indica o momento do tratamento. Cada valor é a
média de 4 placas de Petri. Em cada uma, mediram-se 50 tubos polinicos. As barras verticais indicam
0 erro padrdo. Letras diferentes para o0 mesmo tempo indicam diferengas significativas (P<0,05),

segundo o teste de Student-Newman-Keuls.

A aplicagdo do ANA (20 mg/l) ao meio de cultura, quando os tubos polinico tinham crescido
em média 0,26 mm, deteve por um lado o crescimento dos tubos polinicos, e por outro lado, impediu
a germinagao dos restantes grdaos de podlen, conforme os resultados obtidos no ponto 4.2.1 (Figura
4.7).
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Figura 4.7 Germinagdo de grdos de podlen e crescimento de tubos polinicos in vitro da cultivar
‘Algerie’, 48 h apos a cultura em meio de cultura controlo (A) e em meio de cultura controlo ao qual se
aplicou 20 mg/l de ANA as 24 h de cultura (B) (barra=0,2 mm).

Estes resultados mostram apenas a acgao do ANA interrompendo o crescimento dos tubos
polinicos em condig¢des in vitro, ndo mostrando a ac¢gdo do ANA sobre a possivel rotura dos mesmos.
No entanto, a aplicagdo do ANA (20 mg/l) directamente sobre os tubos polinicos em crescimento in
vitro provocou a rotura de alguns destes na zona terminal (Figura 4.8), detendo assim o seu

crescimento.

Figura 4.8 Pormenor da rotura de um tubo polinico da cultivar ‘Algerie’ por acgado da aplicagdo do
ANA (20 mg/l) ap6s 24h de cultura. Fotografia tirada as 48 horas apés o tratamento (80x; barra=0,2

mm).
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4.3 Estudo da acg¢ao do acido 1-naftalenoacético sobre o gametoéfito feminino

A aplicagédo de 20 mg/l de ANA a évulos FF (provenientes de flores FF) em desenvolvimento
reduziu significativamente o peso dos mesmos, tanto quando a aplicagéo foi realizada directamente
ao meio de cultura em condigdes in vitro, como quando se realizou directamente sobre a panicula em
condigdes in vivo, sendo a resposta mais eficaz no primeiro caso. Assim, nove dias depois da cultura
em MS, o peso dos 6vulos FF, sem tratar e tratados no campo, foi de 455,6 ug e 244,4 g,
respectivamente. No entanto, os évulos FF tratados no meio de cultura (MS+ANA) detiveram o seu

crescimento relativamente ao seu peso inicial (66,7 pg) (Figura 4.9).

O Sem tratamento
m Tratado no meio de cultura

& Tratado no campo

Figura 4.9 Peso final (ug) de évulos FF cultivados em MS, sem tratamento, tratados no meio de
cultura (MS+ANA) e tratados no campo e cultivados em MS, apés 9 dias de cultura. O peso médio
inicial dos évulos FF era 66,7 ug + 2,55. Cada valor é a média do peso de 16 évulos. Letras diferentes
indicam valores significativamente diferentes (P<0,05) segundo o teste de Student-Newman-Keuls,

correspondendo as barras verticais ao erro padrao.

Resulta interessante destacar 1) a sensibilidade dos évulos FF ao tratamento e 2) a menor
resposta em condi¢gdes de campo, consequéncia da floracdo escalonada desta espécie, pois huma

panicula existem flores em estados de desenvolvimento diferentes.
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A aplicagéo de 20 mg/l de ANA a 6vulos num estado de desenvolvimento mais avancgado (F,
provenientes das flores F), também reduziu significativamente o peso dos mesmos, tanto quando se
aplicou directamente ao meio de cultura como quando a aplicagdo foi realizada no campo. O peso
dos ovulos F nado tratados, 9 dias apds a sua cultura, foi de 11,17 mg, enquanto que o peso dos

Ovulos tratados no meio de cultura e no campo foi de 4,34 mg e 2,83 mg, respectivamente.

A resposta dos évulos F ao tratamento foi semelhante independente de se a aplicagao foi
realizada in vitro ou in vivo e, em ambos os casos, deteve-se o crescimento dos évulos relativamente
ao seu peso inicial (2,83 mg) (Figura 4.10), contrariamente ao que foi observado nos 6vulos FF
(Figura 4.9).

Peso (mg)
oo

& Sem tratamento
® Tratado no meio de cultura
& Tratado no campo

Figura 4.10 Peso final (mg) de 6vulos F cultivados em MS, sem tratamento, tratados no meio de
cultura (MS+ANA) e évulos F tratados no campo e cultivados em MS, apds 9 dias de cultura. O peso
médio inicial dos 6vulos F era 2,83 mg + 0,67. Cada valor é a média do peso de 16 6vulos. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05), segundo o teste de Student-

Newman-Keuls, correspondendo as barras verticais ao erro padrao.
Também neste caso, resulta interessante destacar 1) a sensibilidade dos 6vulos F ao

tratamento e 2) a semelhanga da resposta nas condi¢des in vitro e in vivo, apesar da floragao

escalonada desta espécie.
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As flores F de uma panicula tém no minimo um 6vulo fecundado, facilmente distinguivel pelo
seu tamanho, ao contrario das flores FF cujos 6vulos tém um tamanho uniforme, sendo a
identificacdo dos 6vulos fecundados no caso das flores FF muito complicada, encontrando-se a

maioria dos 6vulos cultivados por fecundar.

Para além disso, os frutos tém naturalmente 2-4 sementes, embora provenham de flores com
dez 6vulos (Lin et al., 1999), por isso ao cultivar évulos F de uma flor, sabemos que a maioria destes
nao se encontram fecundados. Por isso, ao serem cultivados ndo se desenvolvem nem os évulos
tratados in vivo nem in vitro, o que torna evidente a sensibilidade dos évulos no estado inicial de
desenvolvimento, isto é, quando estao receptivos a ser fecundados, independentemente do estado da

flor.

Consequentemente, a resposta ao tratamento in vitro varia em fungdo do nimero de 6vulos
sensiveis ou, dito de outro modo, dos 6vulos receptivos ndo fecundados e postos em cultura. Por isso
determinou-se o inicio da frutificagdo como modo indirecto de determinar o grau de fecundagao dos

6vulos, através do controlo do peso das flores/frutos nos dois estados de desenvolvimento, FF e F.

Deste modo, o peso das flores FF que ndo se trataram no campo foi significativamente maior,
ao longo do tempo que o peso das flores tratadas. Quatro dias apds o tratamento, as flores tratadas
no campo com 20 mg /I de ANA pesavam 31,78 mg menos que as flores nao tratadas. Contudo, esta
diferenga de peso nao foi constante ao longo do tempo, atingindo o valor maximo de 37,02 mg, 14
dias apos o tratamento e o valor minimo de 13,42 mg, seis dias depois. No entanto, estas diferengas
nao obtiveram significacao estatistica (Quadro 4.2), isto é, ndo existem diferengas significativas entre

o peso de flores ao longo do tempo, independentemente do tratamento.

Quadro 4.2 Evolugéo do peso fresco (mg) por flor FF segundo os dias apds o tratamento com ANA
(20 mg/l). O tratamento realizou-se a 10 paniculas no estado 609-700 da escala BBCH. Foram
deixadas paniculas no mesmo estado fenoldgico sem tratamento como controlo. Cada valor é a

média do peso de 10 flores. Nao existem diferencas significativas entre os dias apds o tratamento.

Dias apods o Controlo ANA
Significancia
tratamento (mg) (mg)
73,83 42,05 *
69,17 34,29 *
75,42 57,98 *
12 56,14 34,46 *
14 70,42 33,40 *
20 59,45 46,03 *

* Indica diferencga significativa (P<0,05), segundo o teste de Student-Newman-Keuls.
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Por outro lado, as flores F registaram um aumento gradual do peso ao longo do tempo, nao
havendo diferencgas significativas entre as flores tratadas com ANA e as flores controlo. Embora o
peso das flores tratadas fosse geralmente superior, este ndo teve diferencas estatisticamente

significativas.

Dois dias apds o tratamento, o peso das flores F tratadas era ja superior ao peso das flores
nao tratadas, 118 mg frente a 94,5 mg. Esta diferenga de peso aumentou com o tempo e, aos 35 dias
apos o tratamento, o peso das flores tratadas e controlo era de 569 mg e 436 mg, respectivamente
(Figura 4.11). Embora existam algumas variagdes de peso ao longo do tempo, estas n&o tém efeito

estatistico.
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Figura 4.11 Evolucao do peso fresco (mg) por flor F segundo os dias apés o tratamento com ANA (20
mg/l). O tratamento realizou-se a 10 paniculas nos estados 609-700 da escala BBCH. Foram
deixadas paniculas no mesmo estado fenoldgico sem tratamento como controlo. Cada valor é a

média do peso de 10 flores.

Por outro lado, tanto as flores FF como as flores F tratadas no campo apresentaram maior
numero de 6vulos degenerados, isto é, com calose, que as respectivas flores controlo (Figura 4.12).
De modo que, independentemente do estado da flor, o tratamento aumentou significativamente o
numero de 6vulos degenerados. Para além disso, o numero de évulos com calose nas flores FF foi
significativamente maior que nas flores F, com um valor médio de 9,4 frente a 7,2, respectivamente
(Quadro 4.3).
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Quadro 4.3 — Efeito da aplicagdo do ANA (20 mg/l) sobre o numero de 6vulos degenerados (com
calose) de flores FF e F, de paniculas tratadas no estado 609-700 BBCH. Foram deixadas paniculas
no mesmo estado fenolégico sem tratamento para controlo. Cada valor € a média do numero de
ovulos degenerados de 32 flores. Letras diferentes na mesma linha ou na mesma coluna indicam

diferencgas significativas entre os valores (P<0,05), segundo o teste de Student-Newman-Keuls.

Controlo ANA
N° de 6vulos degenerados | N° de dvulos degenerados
FF
9,2 9,6 94a
N° de 6vulos degenerados
F
6,8 7,6 72b
N° de évulos degenerados
8,0a 86b

Figura 4.12 Fotografias de 6vulo F com calose (V) proveniente de uma flor de uma panicula tratada
com ANA no estado 609-700 BBCH (A) e 6vulo F sem calose de flor proveniente de uma panicula

controlo no mesmo estado fenoldgico (B).

De tudo isto, podem-se retirar dois efeitos ligados a accdo do ANA que embora sejam
diferentes, encontram-se relacionados entre si. Por um lado e, como demonstram as Figuras 4.9 e
4.10 e o Quadro 4.2, a aplicagdo do ANA sobre os ovulos receptivos ndo fecundados detém o
crescimento dos 6vulos e das respectivas flores, impedindo assim o inicio da frutificagao, provocando
a queda de flores, o que reduz a percentagem de vingamento. Por outro lado, a aplicagdo do ANA
sobre flores com algum 6vulo fecundado (Figura 4.11), factor suficiente nesta espécie para que haja
frutificacdo, ndo para o crescimento desses 6vulos, e portanto, do ovario, ndo havendo promogéo da
queda dessas flores, que acabam por originar frutos. No entanto, a aplicacdo do ANA é capaz de
impedir a fecundacao de outros évulos menos desenvolvidos (equivalentes a FF) presentes nas flores
F, reduzindo assim o nimero de sementes por fruto sem modificar a percentagem de vingamento da

panicula, como se observa na Figura 4.12 e no Quadro 4.3.
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Do mesmo modo, quando a aplicagdgo do ANA (20 mg/l) foi realizada em estados de
desenvolvimento mais precoces, como no estado 605 da escala BBCH, quando os 6vulos pesavam
aproximadamente 55,4 ug, o efeito foi redobrado. Em primeiro lugar, e de acordo com os resultados
obtidos no ponto 4.2.1, reduziu-se significativamente a germinacdo dos graos de pdlen, de maneira
que dois dias ap6s o tratamento ndo se encontrou germinagdo em nenhum estigma de flores
tratadas, enquanto que nas flores controlo foi encontrada germinagao de graos de polen em 1,5 dos
estigmas (Figura 4.13, 4.14 A e B).
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Figura 4.13 Evolugao da germinacao de grdos de polen nos estigmas de flores de paniculas tratadas
com 20mg/l de ANA no estado fenoldgico 605 BBCH ao longo dos dias apds tratamento. Foram
deixadas paniculas no mesmo estado de desenvolvimento sem tratamento como controlo. Cada valor
€ a média do n° de estimas com germinacdo de 8 flores. As barras verticais representam o erro
padrdo. * Indica diferengas estatisticamente significativas (P<0,05), segundo o teste de Student-

Newman-Keuls.

Nao obstante, a eficacia do tratamento reduz-se ao longo do tempo e, aos quatro dias de
tratamento ja se encontrou germinacdo de graos de pdlen nos estigmas de flores tratadas. Apesar
disso, o numero de estigmas com germinagao foi significativamente menor nas flores tratadas (1,7)

que nas flores controlo (3,7) (Figura 4.13 e 4.14 C e D).
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Figura 4.14 Comportamento de graos de pdlen e tubos polinicos no estigma e estilete de flores de
nespereira em antese. Estigma sem gréos de podlen germinados de uma flor de uma panicula tratada
no estado 605 BBCH com 20 mg/I de ANA (A) e estigma com graos de pélen germinados de uma flor
no mesmo estado fenolégico de uma panicula controlo (B), dois dias apds o tratamento. Germinagao
no estigma de uma flor de uma panicula tratada no estado 605 BBCH com 20 mg/l de ANA (C) e
controlo (D), quatro dias apds o tratamento. Grao de pdlen germinado no estigma de uma flor de uma
panicula tratada no estado 605 BBCH com 20 mg/l de ANA (E) e tubos polinicos em desenvolvimento
no estilete de uma flor de uma panicula controlo no mesmo estado fenolégico (F) sete dias apés o

tratamento.
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A eficacia do tratamento perdeu-se completamente aos 7 dias apds o tratamento, data em
que os 5 estigmas, tanto de flores tratadas como das flores controlo, apresentavam germinagéo de
graos de polen e inclusive foram encontrados tubos polinicos em desenvolvimento ao longo do
estilete (Figuras 4.13 e 4.14 E e D). Resulta interessante destacar que o tratamento ndo danificou as
papilas estigmaticas nem o tecido transmissor do estigma, pois estes continuaram aptos a promover

a germinacgao de graos de pdlen que nao tinham sido afectados pelo tratamento.

Em segundo lugar, o tratamento também aumentou significativamente o numero de 6vulos
degenerados (9,3) por flor relativamente as flores controlo (8,2) (Figura 4.15), o que indica a alta
sensibilidade dos 6vulos de flores abertas (receptivos mas nao fecundados) ao tratamento com ANA
(20 mg/l) pois esta substancia consegue degenerar praticamente todos os évulos da flor neste estado

fenoldgico (Figura 4.16).

Estes resultados coincidem com os resultados observados anteriormente, pois o tratamento
com ANA pode interromper a polinizacado e/ou fecundacgao de flores no estado 605 da escala BBCH.

Neste caso, estar-se-a a alterar o mecanismo de vingamento, como se vera mais adiante.

N° 6vulos degenerados
(6]
L

O Controlo B ANA

Figura 4.15 Efeito da aplicagcdo do ANA (20 mg/l) sobre o nimero de évulos degenerados (com
calose) por flor em antese, em flores de paniculas tratadas no estado 605 BBCH, sendo que foram
deixadas paniculas no mesmo estado fenoldgico sem tratamento como controlo. Cada valor é a
média do n° de 6vulos degenerados de 36 flores. As barras verticais correspondem ao erro padréo.
Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P<0,05), segundo o teste de Student-

Newman-Keuls.
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Figura 4.16 Fotografias de 6vulos com calose (V) de flores tratadas com ANA (20 mg/l) no estado
605 da escala BBCH (A e B) e évulos fertilizados sem calose de flores controlo no mesmo estado

fenoldgico, onde se pode ver o tubo polinico (A) a entrar no micrépilo (C e D).

Quando o tratamento foi realizado em estados fenolégicos mais avangados, designadamente
nos estados 701, 703 e 704 da escala BBCH, os 6vulos foram insensiveis a accdo do ANA e, em
nenhum caso se conseguiu deter o crescimento dos ovulos relativamente aos seus pesos iniciais,
apos 20 dias de cultura. Assim, o peso alcangado pelos 6vulos de um mesmo estado fenoldgico, apds
20 dias de cultura foi praticamente o mesmo, independentemente se foram tratados, in vivo ou in
vitro, ou nao foram tratados. O peso dos évulos tratados no campo ou no meio de cultura no estado
701 da escala BBCH foi de 15,6 mg e 8,4 mg, respectivamente e o peso dos 6vulos sem tratamento
foi de 10,1 mg, enquanto que os 6vulos tratados nos estados 703 e 704 da escala BBCH e, para os
mesmos tratamentos, o peso foi de 69,5 mg, 76,8 mg e 68,1 mg e de 85,4 mg, 113,9 mg e 136,2 mg,

respectivamente (Figura 4.17).

Contudo, ao comparar o peso dos 6vulos nos diferentes estados fenolégicos encontraram-se
diferengas significativas, independentemente do tratamento realizado. O peso dos 6vulos nos trés
tratamentos realizados, aumentou progressivamente com o estado de desenvolvimento com valores
médios de 11,4 mg para o estado 701 BBCH até 71,5 mg e 111,83 mg para os estados fenoldgicos
703 e 704 BBCH, respectivamente, mostrando-se uma relagao clara e directa entre o peso dos 6vulos

e o seu estado de desenvolvimento.
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Figura 4.17 Peso de 6vulos (mg) de frutos nos estados fenoldgicos 701, 703 e 704 da escala BBCH,
apos 20 dias de cultura. Os 6vulos sem tratamento e tratamento no campo foram cultivados em MS e
os ovulos tratados no meio de cultura foram cultivados em MS+ANA. O peso médio inicial dos 6vulos
foi de 3,3 mg, 60,5 mg e 81,8 mg para os estados fenologicos 701, 703 e 704 BBCH,
respectivamente. Cada valor € o peso médio de 10 évulos. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes (P<0,05) segundo o teste de Student-Newman-Keuls, correspondendo

as barras verticais ao erro padrao.

Comparando os resultados obtidos até este momento, revela-se que a aplicagdo de 20 mg/l
de ANA in vitro ou in vivo, em fases mais precoces (605 BBCH) ou mais avangadas (701, 703 e 704
BBCH) que o momento 6ptimo de sensibilidade determinado (609-700 BBCH), tem um efeito de
monda maximo ou nulo, respectivamente, o que esta relacionado tanto com a sensibilidade dos
Ovulos dos diferentes estados fenoldgicos como com a acgdo do ANA sobre a germinagéo dos graos
de podlen (Figuras 4.13, 4.15 e 4.17).

Do mesmo modo, a aplicagdo do ANA (20 mg/l) in vivo ou in vivo+in vitro, em estados de
desenvolvimento mais avangados que 609-700 BBCH, aumentou significativamente o peso dos

ovulos, apoés 7 dias de cultura, relativamente ao seu peso inicial (Quadro 4.4).

A dupla aplicagdo do ANA (in vivo+in vitro) a évulos no estado 701 BBCH levou a maior
aumento de peso dos 6vulos (12,9 mg) (Quadro 4.4) relativamente aos 6vulos cultivados que foram
apenas tratados no campo (9,1 mg), embora nio existam diferengas estatisticamente significativas.

Nao obstante, o duplo tratamento garantiu um aumento de peso estatisticamente significativo
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relativamente ao peso inicial dos 6vulos (3,8 mg). A mesma resposta foi obtida para évulos tratados
no estado 703 da escala BBCH (Quadro 4.4), sendo que neste caso os aumentos de peso foram
ainda mais expressivos pois os 6vulos tratados in vivo aumentaram o seu peso para 272,5 mg,
enquanto que os 6vulos tratados in vivo+in vitro registaram um aumento de peso para 470,5 mg,

sendo este peso diferente significativamente do peso inicial dos évulos, 67,2 mg.

Quadro 4.4 Peso de 6vulos de flores tratadas in vivo nos estados fenoldgicos 505 e 508 da escala
BBCH e de frutos tratados nos estados 701 e 703 da escala BBCH, cultivados durante 7 dias em MS
(in vivo) e em MS+ANA (in vivo+in vitro). O tratamento no campo com 20 mg/l de ANA realizou-se 20
dias antes da preparagao das culturas in vitro. Cada valor é a média de 5 évulos. Letras diferentes na
mesma linha indicam valores significativamente diferentes (P<0,05), segundo o teste de Student-

Newman-Keuls.

Estado Peso Inicial Peso Final Peso Final
Fenologico (Mg) in vivo (ug) in vivo+in vitro (ug)
505 BBCH 54,5a 1532 +3,1b 146,9+94b
508 BBCH 844 a 131,3+21,1a 131,25+ 9,1a

Estado Peso Inicial Peso Final Peso Final
Fenologico (mg) in vivo (mg) in vivo+in vitro (mg)
701 BBCH 3,8+x0,20a 9,1+1,69 ab 12,9+1,98 b
703 BBCH 67,2+12,1a 272,5+ 46,7 ab 470,5+164,6 b

De acordo com o que foi observado, os momentos de plena antese floral (605 BBCH) e de
vingamento (609 BBCH) s&o altamente sensiveis a acgdo do ANA e os estados de desenvolvimento
mais avangados a partir de 701 BBCH sao insensiveis. No mesmo sentido, quando a aplicagdo do
ANA se realizou em estados de desenvolvimento mais precoces (505 e 508 BBCH), ndo se
conseguiu parar o crescimento dos dvulos relativamente ao seu peso inicial, e assim, apos 7 dias de
cultura, o peso dos 6vulos tratados in vivo ou in vivo+ in vitro no estado 505 BBCH, foi de 153,2 mg e
146,9 mg, respectivamente, quando o seu peso inicial tinha sido de 54,5 mg. Entre os dois
tratamentos realizados n&o foram encontradas diferengas significativas, conseguindo-se, em ambos

0s casos, um aumento significativo de peso, com uma média aproximada de 175%.

A resposta aos tratamentos dos 6vulos provenientes de flores tratadas no estado 508 BBCH
foi semelhante, embora neste caso, o aumento do peso tenha sido inferior (55,3%) e nado tenha

alcangado a significancia estatistica (Quadro 4.4).
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E importante destacar a insensibilidade dos évulos & acgdo do ANA em estados muito
precoces ou muito avangados do desenvolvimento. Consequentemente, a eficacia do tratamento

estd, entre outros factores condicionada pelo estado de maturagéo dos évulos.

Tendo em conta os resultados até agora obtidos e, sabendo que o ANA tem acgao sobre a
polinizagado e fecundagéo desta espécie, estudou-se a influéncia do tratamento sobre o vingamento
das paniculas nos estados fenoldgicos citados.

Em geral, a percentagem de vingamento nao foi significativamente alterada, em nenhum dos
pomares experimentais, quando o ANA foi aplicado em estados de desenvolvimento anteriores a 609

BBCH (Vingamento), com excepgao para o estado fenoldgico 605 da escala BBCH.

Deste modo, a taxa de vingamento das paniculas tratadas no estado 505 BBCH foi
praticamente igual a taxa de vingamento das paniculas controlo, embora fosse superior no pomar B,
com 7,78% contra 5,92% no pomar A. Esta diferenga de vingamento relativamente ao pomar também
se estendeu as paniculas controlo, pois a taxa de vingamento obtida por estas paniculas foi de 7,51%

no pomar B contra 5,09% no pomar A (Figura 4.18).

A aplicagdo do ANA a paniculas no estado 605 da escala BBCH reduziu significativamente a
taxa de vingamento até valores praticamente nulos, sendo de 1,7% no pomar A e de 0% no pomar B,
pois nenhuma das paniculas tratadas deu origem a fruto. As paniculas tratadas no estado 609-700
BBCH obtiveram uma percentagem de vingamento (3,2%) significativamente inferior as paniculas
controlo (5,5%). Neste caso, a redugdo da percentagem de vingamento obtida através do tratamento
nao foi tdo elevada como a obtida no estado 605 BBCH, ainda que tenha alcangado a significdncia

estatistica (Figura 4.18).

Tendo em conta que, o numero médio de flores por panicula foi em média de 123,8 e,
conhecendo as percentagens de vingamento das paniculas tratadas nos diferentes estados
fenoldgicos, o numero final de frutos nas paniculas controlo foi de 9,3 frutos, enquanto que o nimero
de frutos das paniculas tratadas nos estados fenolégicos 505, 605 e 609-700 da escala BBCH, foi em
média 9,6, 0 e 4 frutos, respectivamente no caso do pomar B. Estes valores confirmam o momento de
aplicagdo do ANA recomendado por Agusti et al. (2000), pois ao tratar no estado 609-700 da escala
BBCH, obtém-se 4 frutos por panicula, permitindo que estes frutos tenham maior qualidade e sejam

melhor aceites pelos consumidores.
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Figura 4.18 Efeito do tratamento com ANA (20mg/l) em diferentes estados fenoldgicos sobre a
percentagem de flores vingadas. Cada valor é a média de 10 paniculas. As barras verticais
correspondem ao erro padrdao. Letras mailsculas e minusculas diferentes indicam valores
significativamente diferentes (P<0,05) para os pomares A e B, respectivamente, segundo o teste de
Student-Newman-Keuls. A avaliagédo realizou-se no estado fenoldgico 701 da escala BBCH, estado

fenoldgico indicado para a monda manual.

Quando a aplicagdo do ANA (20 mg/l) foi realizada a paniculas em estado fenoldgicos
intermédios de desenvolvimento entre o estado 505 e 605 BBCH, a percentagem de vingamento
reduziu-se significativamente relativamente ao controlo, mas os resultados variaram em funcao de se
na panicula havia maior numero de flores préximas do estado 505 ou do estado 605 da escala BBCH.
Consequentemente, a percentagem de vingamento foi muito variavel, com valores médios de 6%
para paniculas num estado fenolégico mais préximo do 505 BBCH e até valores médios de 2%
quando as paniculas se encontravam num estado fenolégico mais préoximo de 605 BBCH (dados nao

apresentados).

Resumindo, estes resultados demonstram a relagcao existente entre o momento de aplicagao
do ANA e o efeito que este produz no vingamento desta espécie, pois a eficacia do tratamento sobre
0 mecanismo do vingamento é condicionada pelo estado fenoldgico da panicula, que marca a sua

sensibilidade.
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5. Discussao

A diminuicdo da competicdo entre frutos, como técnica eficaz para aumentar o tamanho final
destes, € uma pratica habitual na maioria das espécies fruticolas. Esta pratica € conseguida
eliminando directamente determinado ndmero de frutos ndo desejados mediante a monda manual
(Tous e Ferguson, 1996; Kvikliene et al. 2009) ou de forma indirecta, inibindo parcialmente a floragédo
(Gonzalez-Rossia et al., 2006; 2007; Stern e Ben-Arie, 2009) ou impedindo a fecundagao de algumas
flores (Agusti et al., 2000; Guak et al., 2004).

A monda manual, apesar de ser muito selectiva e de facil realizagdo, supde um elevado custo
de mao de obra, o que faz com que cada vez mais, se substitua, total ou parcialmente, pela monda

quimica, cuja eficacia depende, fundamentalmente, da biologia floral da espécie.

No caso da nespereira, evitar a fecundagao de algumas flores mediante a monda quimica é
uma técnica facil e eficaz, uma vez que a floragao desta espécie € abundante e escalonada, sendo as

flores mais basais da panicula as primeiras a entrar em antese (Rodriguez, 1983).

As substancias mais utilizadas em Fruticultura para a monda quimica sdo as auxinas de
sintese, as giberelinas e outras substancias como o etefdao, DNOC ou o sulfato de cobre embora
estas duas ultimas substancias levem a resultados incertos (Mesejo et al., 2006). Desde 1941,
quando Burkholder descobriu o sucesso do acido 1-naftalenoacético e do seu sal amida na monda de
frutos de macieira que estas duas auxinas de sintese iniciaram uma nova era na monda quimica de
frutos (Gautier, 1984). Estas hormonas de sintese sdo usadas com eficacia na monda de macieiras,

pereiras, ameixeiras, pessegueiros e mais recentemente em nespereira.

A aplicacdo de &cido 1-naftalenoacético (ANA) mostrou-se eficaz para reduzir a percentagem
de flores vingadas da nespereira (Agusti et al., 2000; Razeto et al., 2003; Cuevas et al., 2004). Este
efeito leva a reducdo do numero de frutos que iniciam o seu desenvolvimento e, portanto, leva a uma

monda indirecta destes, o que reduz significativamente os custos culturais desta espécie.

A época 6ptima de aplicagdo do ANA (2 frutos visiveis por panicula), estabelecida por Agusti
et al. (2000), ressalta a importancia que o numero de flores vingadas tem na eficacia do tratamento.
Na realidade, os autores determinam que quando o tratamento se realiza com dois frutos visiveis por
panicula, o nimero de frutos colhidos na colheita sdo quatro, logo as flores fecundadas, visiveis ou

nao, ndo sao afectadas pelo tratamento.
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O mecanismo de acgao desta substancia ndo é conhecido, mas os nossos resultados
mostram que o ANA em condig¢des in vitro impede a germinagéo do grao de polen e o crescimento do
tubo polinico, como foi anteriormente observado para outras espécies. Por exemplo, quando o ANA é
aplicado em concentragdes altas em pessegueiro, impede a germinagao dos graos de pdlen (XiaoMin
et al., 2008), assim como acontece quando o ANA é aplicado em conjunto com etileno em oliveira
(Xiudu et al., 1998). O ANA provoca a degeneragao dos graos de pdélen das cultivares ‘Carolea’ e °
Ascolana’ (Gaetani e Diana, 1979). Para além disso, a aplicagdo desta substancia apés o inicio do
desenvolvimento do tubo polinico, detém o crescimento deste como consequéncia da rotura da sua
extremidade, de um modo similar ao que acontece com o uso de acido indolacético (Kwan et al.,

1969) e sulfato de cobre (Mesejo et al., 2006) em citrinos.

Foram realizados estudos semelhantes, embora com recurso a outras substancias, em que
se impediu a germinagao de gréos de pdlen de tomateiro com acido indolacético (McLeod, 1975).
Feinstein et al. (1975) impediu a germinacdo de graos de pdlen de tangerina (Citrus reticulata, cvs.
‘Dancy’ e ‘Temple’) com giberelinas e as pulverizagdes com DNOC (4,6-dinitrortocresol) a macieiras
impedem a germinacao dos graos de podlen depositados no estigma (MacDaniels e Hildebrand, 1940)

e inactivam os tubos polinicos em desenvolvimento no estilete (Hildebrand, 1944).

Nas condig¢des in vivo do nosso ensaio, quando o ANA foi aplicado em plena antese impediu
temporariamente, durante os quatro dias seguintes ao tratamento, a germinagédo de grdos de pdlen
nos 5 estigmas das flores, confirmando os resultados in vitro. No entanto, aos sete dias apds o
tratamento, os grdos de podlen provenientes de flores que entretanto abriram e que ndo foram
afectados pelo tratamento, conseguiram germinar e iniciar o crescimento do tubo polinico nos 5
estigmas e nos 5 estiletes das flores abertas, demonstrando-se assim o efeito directo sobre os graos

de podlen e ndo sobre os estigmas ou o tecido transmissor.

Estes resultados sdo compativeis com o longo periodo de receptividade estigmatica (10 dias)
estabelecido para esta espécie (Carrera, 2009), ao contrario de outras espécies, como o damasqueiro
(Prunus armeniaca) (Egea et al., 1991) ou a pereira (Pyrus communis) (Sanzol et al., 2003), nas quais
o estigma deixa de estar receptivo a partir do quarto dia apds a abertura da flor, 0 que pode limitar a
taxa de vingamento destas espécies. Sendo assim, as baixas taxas de vingamento naturalmente
obtidas pela nespereira ndo podem ser justificadas pela baixa receptividade estigmatica mas sim por

outros factores.

Contudo, os mecanismos que afectam a germinagéo do gréo de pdlen ou o crescimento do
tubo polinico através do tratamento com ANA, continuam a ndo ser conhecidos com preciséo.
Enquanto alguns autores afirmam que se deve a uma alteragéo do ritmo dos impulsos do crescimento
do tubo polinico ou a uma alteragdo da turgescéncia celular, o que modifica a resisténcia da

membrana celular (Geitmann, 1997), outros autores acreditam que se deve a uma alteragdo do

52



Discussao

metabolismo durante a formacado da membrana celular (Stanley, 1964; Vasil, 1964) ou devido a rotura
da membrana do tubo polinico (Kwan et al., 1969; Mesejo et al., 2006), como acontece nos nNossos

resultados.

O inicio da frutificagdo ocorre quando o tubo polinico atinge o 6vulo, o que na nespereira
acontece a partir da primeira semana ap6ds a antese, estando praticamente completa entre a primeira
e a segunda semana (Sanzol e Herrero, 2001). Este comportamento mostra que a nespereira tem
uma fase progadmica curta quando comparada com outras espécies fruticolas, como o pessegueiro,
em que a fecundacéo se verifica apds trés semanas da polinizagéo (Herrero e Arbeloa, 1989; Arbeloa
e Herrero, 1991).

No momento da antese, a flor da nespereira encontra-se munida de proteinas, hidratos de
carbono, lipidos e outras substancias indispensaveis para a interacgao inicial poélen-pistilo (Clarke et
al., 1979), embora antes da antese, as papilas estigmaticas ndo se encontrem receptivas e o tecido
transmissor ndo esteja completamente formado, o que é necessario para o correcto crescimento do
tubo polinico até ao évulo (Higashiyama e Hamamura, 2008). Isto é, a flor precisa de iniciar o seu
desenvolvimento para induzir os factores que favorecem a passagem do tubo polinico através dos
tecidos. Por este motivo, o ANA mostra-se ineficaz quando é aplicado em estados anteriores a antese
(505 BBCH), uma vez que nem os graos de pélen nem o pistilo estdo maduros, ndo estando por isso
sensiveis ao tratamento. Contudo, isto acontece apenas quando se estuda a flor individualmente,
mas dada a floragdo escalonada desta espécie, na panicula encontram-se flores nos diferentes
estados fenolégicos (entre 505 e 605 da escala BBCH), pelo que a eficacia do tratamento com o
depende do maior ou menor numero de flores sensiveis, isto €, mais proximas da antese (605
BBCH). Por isso ndo é possivel alterar a taxa de vingamento de paniculas tratadas em pré-antese
(505 BBCH), como demonstram os nossos resultados, mas estes por sua vez confirmam que ANA
ndo danifica o estigma nem o estilete, como ja foi referido, uma vez que estas flores conseguem
vingar mais tarde. A resposta é geral para todas as cultivares de nespereira, apesar das diferencas

entre elas na morfologia e contetdo de reservas dos graos de poélen (Germana et al., 2006).

O efeito directo do ANA sobre os évulos e a repercussdo que este tem sobre o vingamento é
mais dificil de determinar, uma vez que a biologia reprodutiva da nespereira & praticamente
desconhecida. Anatomicamente, a flor de nespereira é composta por 5 estiletes livres inseridos num
hipanto (Rohrer et al., 1994), estes concentram-se na base até a cavidade ovarica, mantendo os
canais estilares separados faltando o compitum (Carrera, 2009). O compitum €& um tecido
transmissor, localizado na zona intercarpelar das angiospérmicas sincarpicas que permite a
passagem dos tubos polinicos entre carpelos (Carr e Carr, 1961; Armbruster et al., 2002). A auséncia
do compitum influencia directamente o vingamento final (Sheffield et al., 2005) pois tem efeitos
directos sobre a distribuicdo das sementes e sobre a diminuigdo da competicdo gametofitica destas
(Williams et al., 1993). Para além disso, apresenta células de transferéncia no tecido transmissor do

estilete e nos l6culos que, em conjunto com as ceélulas anquilosadas dos tegumentos internos e do
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nucelo do 6vulo, podem dificultar a fecundagao (Carrera, 2009). Isto poderia explicar a baixa taxa de

vingamento e o baixo numero de sementes por fruto que esta espécie apresenta de modo natural.

A esterilidade feminina, causada pela degeneragao antecipada de 6vulos, parece estar ligada
a uma falta de translocagédo de nutrientes que provoca uma perda de reservas (amido) nos 6vulos
uma semana depois da antese e a degeneragdo do saco embrionario que é precedida pela
acumulagao de calose na calaza do nucelo. A calose foi associada a degeneragéo do 6vulo e a sua
falta de capacidade para ser fecundado (Anvari e Stdsser, 1978; Martinez-Tellez e Crossa Raynaud,
1982; Arbeloa e Herrero, 1991; Dittman e Stdsser, 1999; Gonkiewicz e Nosal, 2006), em varias
espécies, nomeadamente do género Prunus. No entanto, para outros autores, a presenca de calose
na calaza do o6vulo é essencial para que se dé a fecundagédo dos évulos correctamente (Williams,
1984; Reinhardt, 2008) ou pode dever-se a factores externos, como dano do tecido ou temperaturas
adversas (Sedgley, 1982). No nosso estudo assume-se que a presenga de calose na calaza do

nucelo do 6vulo é sinal de degeneragao por se tratar de uma espécie da familia das Rosaceae.

Neste estudo verificou-se que, 0 aumento do nimero de évulos degenerados detectados nas
flores tratadas no momento de antese (605 BBCH) e no momento do vingamento (609-700 BBCH) se
deve a accdo do ANA. Apesar do elevado numero de dvulos degenerados que as flores apresentam
de forma natural, devido aos problemas de fecundagéo ligados a prépria biologia reprodutiva da
espécie, foi possivel verificar diferengas significativas no numero de 6vulos degenerados das flores
tratadas e das flores controlo para ambos os estados fenolégicos. Por outro lado, a capacidade ou
incapacidade de germinagao dos graos de pdélen e de crescimento do tubo polinico sdo processos
importantes no sucesso reprodutivo uma vez que podem interferir com a duracao da viabilidade dos

Ovulos (Egea e Burgos, 1992; Gonzalez et al., 1995; Sanzol e Herrero, 2001; Sanzol et al., 2003).

Na nespereira foram determinados dois periodos possiveis de crescimento da flor. O primeiro
periodo, com inicio entre a primeira e a segunda semana apos a antese, em que as flores polinizadas
e as flores virgens se desenvolvem da mesma maneira e o segundo periodo em que a partir da
sétima semana, ha um crescimento rapido das células da flor (Carrera, 2009). Neste momento da-se
a separacgéao de dois grupos de flores, as que crescem e as que detém o seu crescimento em fungao
de terem sido ou nao fecundadas, e que no nosso trabalho se identificam como F e FF
respectivamente (como foi definido no ponto 3.5.1 desta dissertagao). Esta distingdo vem associada a
uma alteragdo morfologica externa, que é o fecho das sépalas da flor fecundada ou F. Neste estado,
observa-se a existéncia de flores apenas com 3 ou 4 6vulos fecundados, o que prova ser necessaria

a fecundacao de poucos 6vulos para que haja frutificagdo (Carrera, 2009).
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Os nossos resultados demonstram que as flores FF sdo sensiveis ao tratamento com ANA,
uma vez que apresentam menor peso que as flores controlo, sendo esta diminuicdo de peso
consequéncia de um maior numero de 6vulos degenerados, que detém o seu crescimento por acgao
do ANA, e nesta fase de desenvolvimento os 6vulos sobreviventes ao tratamento ndo constituem
capacidade sumidouro suficiente para garantir o desenvolvimento do fruto ou que nao se encontram
fecundados. O efeito sobre os 6vulos de flores FF é independente da sua aplicagdo ser feita in vitro
ou in vivo, pois os évulos cultivados in vitro, num meio de cultura com ANA nao apresentam qualquer

aumento de peso, parando o seu crescimento.

De acordo com o que foi referido anteriormente, os évulos nao fecundados ou que foram
fecundados recentemente sido sensiveis ao tratamento com ANA, o que provoca a sua degeneragao.
Pelo contrario, os 6vulos fecundados e em desenvolvimento sdo insensiveis. Nas flores FF a
probabilidade de encontrar 6vulos nao fecundados € muito alta, enquanto que nas flores F & muito
baixa, pelo que o tratamento a flores FF impede o desenvolvimento para fruto, enquanto que nas
flores F reduz o numero de sementes no fruto a que dara origem. Ao fazer a cultura in vitro dos
ovulos provenientes de flores F, percebemos que alguns destes o6vulos ainda sdo sensiveis ao
tratamento com ANA porque ndo se encontram fecundados, estando num estado menos
desenvolvido. Para confirmar estes resultados, temos o facto de nestas flores tratadas terem sido
encontrados maior numero de évulos degenerados que nas flores controlo. As sementes dos frutos
tratados atingem um maior peso individual, quando comparadas com as sementes de frutos controlo,
devido a uma redugéo da competicdo entre sementes, o que coincide com os resultados obtidos por

Agusti et al. (2000) quando realizou o tratamento a &rvore completa.

Os resultados obtidos neste estudo relativamente a sensibilidade dos évulos ao tratamento
com ANA estdo de acordo com os resultados obtidos por Okamoto e Omori (1991) em uva, que
referem que os tratamentos com ANA inibem o desenvolvimento dos o6vulos, assim como os
resultados encontrados para ameixeira por Gonkiewicz e Nosal (2006). Como foi referido por
Feinstein et al. (1975), o ANA pode provocar o aborto de sementes de tangerinas, ou por Monselise
(1977) para os citrinos em geral. Assim como Luckwill (1953) conclui que o ANA provoca o aborto de
sementes de macieira. Agusti et al. (2000) referiu no seu estudo sobre a monda de nespereira com
ANA que uma das vias pelas quais o ANA actuava era a absorgao pelos 6vulos, sendo esta
explicacao reforgcada pelo facto dos frutos tratados terem menor nimero de sementes que os frutos
de arvores controlo ou de arvores mondadas manualmente. No entanto, Cuevas et al. (2004) afirmam
que durante alguns anos encontraram um pequeno, embora significativo aumento do numero e
tamanho de sementes nos frutos remanescentes, sugerindo que o ANAm monda com base na
capacidade sumidouro dos frutos nos primeiros estados de desenvolvimento, o que é determinado

pelo conteldo de sementes dos frutos.
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Nos estados mais avangados de desenvolvimento (701 a 704 da escala BBCH), as sementes
ja séo insensiveis a acgdo do ANA, pois, ao contrario do que acontece em estados anteriores, o ANA
estimula o crescimento das sementes, tanto in vitro como in vivo, como mostram 0s nossos
resultados. A insensibilidade dos frutos em estados mais avangados ao tratamento com ANA, que
agora sabemos tratar-se da insensibilidade dos évulos ao tratamento ja tinha sido discutida por
Ateyyeh e Qrunflesh (1997) que ao realizar o tratamento com ANA apds a floragdo, quando 75% dos
frutos se apresentavam vingados ndo obteve diferengcas no numero de frutos relativamente as

paniculas controlo ndo mondadas.

Por outro lado, percebemos que quando se aplica o ANA em estados mais avangados,
principalmente 703 BBCH, aumentamos o peso dos évulos. O tratamento neste estado tinha sido
estudado por Amoros et al. (2004), que perceberam que ao realizar o tratamento no estado 703
BBCH em paniculas anteriormente mondadas, aumentava o tamanho final do fruto porque esta
auxina estimula o crescimento das células, pois nesta altura ja ndo ha divisdo celular (Blumenfeld,
1980). Como foi provado para outras auxinas sintéticas, estas podem promover o crescimento do
fruto ao promover o efeito sink dos frutos, permitindo que os fotoassimilados sejam translocados para
os frutos em crescimento, aumentando a acumulagéo de hidratos de carbono (Ortola et al., 1997;
Guardiola e Garcia-Luis, 1998; Agusti et al., 1995; 2002). Com o mesmo objectivo de aumentar o

tamanho final dos frutos, pode também recorrer-se a aplicacdo de 2,4 DP (Agusti et al., 2003).

Esta hormona nao tem efeito sobre os évulos imaturos (505-508 BBCH), pois estes apds o
tratamento in vivo foram cultivados in vitro com ANA e mesmo assim ndo detiveram o seu
crescimento quando comparados com os ovulos tratados apenas in vivo, o que indica que a
sensibilidade dos 6rgéos a accado gametocida desta auxina € limitada a um curto periodo de tempo da

sua fase progamica.

Perante isto, os nossos resultados demonstram que a acg¢ao directa do ANA sobre os 6vulos
para impedir 0 seu crescimento encontra-se limitada a etapas muito precoces do desenvolvimento
dos mesmos, isto é, quando estido receptivos mas nao fecundados ou no inicio da sua fecundacgao.
Sendo por isto que, independentemente se o tratamento se realiza in vitro ou in vivo, o ANA
consegue deter o crescimento dos o6vulos, impedindo o vingamento das flores ou diminuindo o
numero de sementes por fruto. Portanto, as flores com 6vulos maturos mas jovens aquando do
tratamento, tém os seus évulos mais susceptiveis a degenerar, logo a resposta ao tratamento com
ANA depende, entre outras coisas, do estado de desenvolvimento das flores e do estado de
maturagdo dos ovulos, isto €, quando estes ndo sdo ainda sumidouros activos. O efeito contrario
registado para os 6vulos fecundados em periodo de rapido crescimento pode estar associado com a

forte capacidade de sumidouro dos mesmos.
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O facto de que o ANA actua como um ovulicida, causando a morte dos évulos, e que os
estados mais vulneraveis sejam a plena antese (605 BBCH) e o vingamento (609-700 BBCH), explica
os resultados incertos que foram obtidos em algumas situagdes, uma vez que numa amostragem de
flores do mesmo estado fenoldgico, a proporgdo de ovulos sensiveis pode ser muito variavel. No
entanto, a determinagéo dos estados fenolégicos mais sensiveis permite a aplicagéo racional do ANA

€ a obtengao de maior eficacia de monda.

As dificuldades de interpretagdo encontradas em alguns casos estéo ligadas aos problemas
de amostragem proéprios da falta do conhecimento exacto da biologia reprodutiva desta espécie,

deixando abertas perguntas relativas a possiveis questdes de autoincompatibilidade.

Finalmente, ao analisar a percentagem de vingamento consoante o estado fenolégico em que
as paniculas foram tratadas chegamos a conclusdo que se tratarmos nos estados 505 e 508 BBCH
ou mais tarde a partir do estado 701-704 da escala BBCH nao obteremos qualquer efeito porque nos
primeiros estados ndo afectamos nem a germinacdo nem o desenvolvimento do tubo polinico assim
como os ovulos ndo estdo susceptiveis ao tratamento. Por outro lado como foi provado in vitro, ao
tratar em estados fenolégicos mais avangados também se perde o efeito porque os 6vulos séo
insensiveis. No entanto, se o tratamento for realizado antes do momento indicado, quando a panicula
se encontra no estado 605 BBCH, podemos afectar de forma irrecuperavel o vingamento da panicula
pois a germinagao dos graos de pdlen e desenvolvimento dos tubos polinicos serdo afectados assim
como o desenvolvimento dos 6vulos, tornando inviavel o tratamento neste estado sob o ponto de

vista comercial.

Sendo assim, o momento 6ptimo para a realizacdo do tratamento é quando a panicula esta
no estado 609-700 BBCH, isto é quando existem 2 frutos visiveis porque neste momento nio
afectamos a germinagcdo nem o desenvolvimento do tubo polinico, nem todos os 6évulos da flor
correndo o risco de ter vingamento nulo, afectamos sim as flores que ndo se encontram vingadas,

impedindo o desenvolvimento dos seus 6vulos.
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6. Conclusao

A monda de frutos de nespereira torna-se indispensavel para a comercializagdo dos mesmos
num mercado de consumo cada vez mais exigente, uma vez que sem recorrer a esta técnica, os
frutos de nespereira tém calibres inferiores aos exigidos comercialmente. A monda deve ser quimica
porque os custos e a disponibilidade de mao-de-obra para uma tarefa especializada como a monda

manual sdo cada vez mais factores escassos e impeditivos de uma produgao fruticola rentavel.

Sendo assim, no decorrer deste estudo foram avaliados os mecanismos de acg¢ao do acido 1-
naftalenoacético, a uma concentragdo de 20 mg/l, na monda de nespereira em dois pomares, sendo
que os resultados obtidos nestes dois pomares relativamente as taxas de vingamento sao
concordantes, ressaltando a consisténcia dos nossos resultados. Com este trabalho chegamos as

seguintes conclusdes:

1. A aplicagdo do ANA no momento da antese, estados 605-607 da escala BBCH, impede a
germinagao do grao de pdlen e/ou o crescimento do tubo polinico e/ou o desenvolvimento

dos évulos.

2. Nos estados anteriores 505-509 da escala BBCH (flores fechadas ou iniciando a antese), e
posteriores, 701-704 da escala BBCH (fruto em desenvolvimento), a aplicagdo do ANA

resulta ineficaz.

3. A época de aplicacdo optima deste tratamento coincide com o estado 609-700 da escala
BBCH (vingamento do fruto), uma vez que impede a fecundagcdo e/ou o desenvolvimento

inicial do embrido de algumas flores, conseguindo-se assim diminuir a taxa de vingamento.
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Estados Fenoldgicos de Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl. —
Escala BBCH (Martinez-Calvo et al., 1999)
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Estado principal 0: Desenvolvimento do gomo

010 Laténcia no Outono: os gomos vegetativos estdo fechados e cobertos por escamas castanhas e
pélos cinza esbranquicados.

011 Os gomos comegam a inchar; as escamas dos gomos iniciam o seu alongamento e separagao.
013 Final do inchago dos gomos vegetativos.

017 Inicio da rebentagdo: os primeiros primérdios foliares sao visiveis.

019 Os primdrdios foliares sobressaem entre 5 e 10 mm sobre as escamas dos gomos.

020 Laténcia na Primavera: os gomos vegetativos estdo fechados e cobertos por escamas castanhas
e pélos cinza esbranquigados.

021 Os gomos comegam a inchar; as escamas dos gomos iniciam o seu alongamento e separacgao.
023 Final do inchago dos gomos vegetativos.

027 Inicio da rebentagao: os primeiros primérdios foliares sao visiveis.

029 Os primdrdios foliares sobressaem entre 5 e 10 mm sobre as escamas dos gomos.

030 Laténcia no Verao: os gomos vegetativos estdo fechados e cobertos por escamas castanhas e
pélos cinza esbranquicados.

031 Os gomos comegam a inchar; as escamas dos gomos iniciam o seu alongamento e separagao.
033 Final do inchaco dos gomos vegetativos.

037 Inicio da rebentagao: os primeiros primordios foliares sao visiveis.

039 Os primérdios foliares sobressaem entre 5 e 10 mm sobre as escamas dos gomos.

Estado principal 1: Desenvolvimento da folha.

110 Crescimento de Outono: os primdrdios foliares sobressaem mais de 10 mm sobre as escamas
dos gomos; as primeiras folhas separam-se.

111 Primeiras folhas separadas.

115 Mais folhas separadas, embora ainda ndao tenham o seu tamanho final.

119 As primeiras folhas estdo completamente expandidas.

120 Crescimento de Primavera: os primérdios foliares sobressaem mais de 10 mm sobre as escamas
dos gomos; as primeiras folhas separam-se.

121 Primeiras folhas separadas.

125 Mais folhas separadas, embora ainda nao tenham o seu tamanho final.

129 As primeiras folhas estdo completamente expandidas.
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130 Crescimento de Verao: os primordios foliares sobressaem mais de 10 mm sobre as escamas dos
gomos; as primeiras folhas separam-se.

131 Primeiras folhas separadas.

135 Mais folhas separadas, embora ainda nao tenham o seu tamanho final.

139 As primeiras folhas estdo completamente expandidas.

Estado principal 3: Desenvolvimento do rebento

311 Inicio do crescimento do rebento no Outono: os eixos dos rebentos em desenvolvimento sio
visiveis.
315 Os rebentos tém cerca de 50% da sua longitude final.

319 Os rebentos tém cerca de 90% da sua longitude final.

321 Inicio do crescimento do rebento na Primavera: os eixos dos rebentos em desenvolvimento séo
visiveis.
325 Os rebentos tém cerca de 50% da sua longitude final.

329 Os rebentos tém cerca de 90% da sua longitude final.

331 Inicio do crescimento do rebento no Verao: os eixos dos rebentos em desenvolvimento sao
visiveis.
335 Os rebentos tém cerca de 50% da sua longitude final.

339 Os rebentos tém cerca de 90% da sua longitude final.

Estado principal 5: Desenvolvimento da inflorescéncia

500 O gomo da inflorescéncia esta fechado e coberto por escamas verdes.

501 O gomo da inflorescéncia comeca a inchar; as escamas comegam a separar-se.

503 O gomo abre-se: inicia-se o desenvolvimento do racimo de flores.

504 Os bragos da inflorescéncia comegam a alongar-se.

505 Racimo de flores completamente expandido; algumas flores terminais comegam a inchar.

507 Inicio do desenvolvimento da flor: as sépalas estdo ligeiramente abertas, as primeiras pétalas
brancas comecam a ser visiveis.

509 A maioria das flores formam um botédo de pétalas brancas.
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Estado principal 6: Floragédo

600
601
605
607
609

Antese das primeiras flores.

Inicio da floragéo: antese de aproximadamente 10% das flores.

Plena floracédo: pelo menos 50% das flores estdo em antese, caida das primeiras pétalas.
A flores murcham: a maior parte das pétalas cairam.

Final da florag&o: todas as pétalas cairam (vingamento).

Estado principal 7: Desenvolvimento do fruto

701
705
709

O fruto alcanca 10%, aproximadamente, do seu tamanho final.
O fruto alcanga 50%, aproximadamente, do seu tamanho final.

O fruto alcanga 90%, aproximadamente, do seu tamanho final.

Estado principal 8: Maturacéo do fruto

801
805
807
809

Os frutos comegam a corar (mudanga de cor).
Aumento da coloragao do fruto, especifica para cada cultivar.
Maturagao fisiolégica de colheita.

Maturacao gustativa (de consumo): frutos com sabor e firmeza tipicos de cada cultivar.
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