Clonagem de plantas selecionadas de medronheiro sw@a avaliacdo de campo

Filomena Gomés Jodo Ganfa Patricia Figueiredp Ana Rita Santds e Claudia Jodo
nstituto Politécnico de Coimbra / Escola SupeAgraria de CoimbraCERNAS Bencanta,
Apartado 7036, 3045-601 Coimifgpmes@esac.pt

’Direcéo Regional de Agricultura e Pescas do CeffioQ-150 Castelo Branco,
3GREENCLON LDA, Rua Anténio Jardim N° 24 R/¢TFrente, 3000-035 Coimbra

Resumo

O medronheiro é uma espécie autéctone que aparetede o pais desde os 20 a 1000 m
de altitude. E tolerante a secura, a solos degoagaddiferentes tipos de rocha-mée, pH do solo
e a condi¢Oes climaticas muito distintas. Aparexsld o xisto e do Barrocal Algarvio, passando
pelo calcario da Arrdbida ou SicO até ao granitoGerés, estabelecendo associacbes com
diferentes espécies vegetais. A espécie apresamda ama resisténcia ativa aos incéndios
florestais, rebentando de toica apds a passagemcéodio. O conjunto destas caracteristicas
confere a0 medronheiro uma capacidade enorme dgr r@aiferentes condi¢cdes de stresse
ambiental. No entanto, a tradicdo da exploragdonddronho para a producdo de aguardente
reside no Algarve. Mas, os tempos mudam, sendas/aas razdes. Na Regido Centro, a
continuidade de coberto vegetal de eucalipto obgin tem custos graves, como a propagacao
de pragas e doencas, a ocorréncia frequente dedinsélorestais, a reducéo de rendimentos e a
desertificacdo humana por falta de investimenttskealho. Por outro lado, a crise econdmica
despertou nos produtores e em particular em joegmgultores a vontade de investir na
agricultura. O medronheiro é uma espécie que vebeta na Regido Centro, que cria
descontinuidades na biomassa florestal, contriupatta 0 aumento da biodiversidade, para a
reducdo da propagacao de incéndios florestais bét@ntonstitui uma fonte de rendimento. O
fruto pode ser utilizado além da producdo de agured para consumo em fresco (valor
nutritivo e teor em anti-oxidantes do fruto) e anghra outras utilizacdes (secagem, muesli,
doce). Assim, os produtores pretendem a valorizac@nOmica das exploracdes, recorrendo a
uma espécie autéctone e existente no estado selvagao o medronheiro, instalando pomares,
com o objetivo de converter a espécie numa fruteiniavel. No entanto, a variabilidade das
plantas é enorme, pois nunca a espécie foi swgeitmelhoramento mais simples, i.e. a selecdo
das plantas pela sua capacidade de producao dapelio fruto e ainda pela sua adaptabilidade
a diferentes regides de proveniéncia. Assim, suigiuforte incremento na procura de plantas
melhoradas. Para o melhoramento da espécie e capoi® da DRAPC e proprietarios
procedemos: 1) a selecdo de plantas adultas pedagio e qualidade do fruto; 2) a analise dos
frutos na ESAC, para avaliacdo da sua qualidada;sBja clonagem por micropropagacéao e 4) a
instalacdo de ensaios utilizando plantas clonaiOjCe plantas de origem seminal (SE) com
diferentes niveis de adubacéo. Os resultados aypaees referem-se a colheita de fruto ao fim
de 5 anos. Num ensaio instalado em solos de Xigissplos e litdlicos de xisto), verificou-se
gue a producéao das plantas clonais, instaladas @umpasso de 4x4m, produziram 446 Kg/ha,
podendo atingir valores de 597 Kg/ha, quando acagadplantacdo, comparativamente com as
plantas de semente que nas mesmas condicbes pamdu@b ou 50 Kg/ha, com ou sem
adubacédo, respetivamente. No entanto, ha a alguarpara manter uma boa producéo e
gualidade do fruto h& que estudar, testar e avaiaiveis adequados de fertilizacao.

Palavras-chave Arbutus unedo; plantas adultas selecionadas; ensaio clonalugémifruto
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Introducéo

O medronheiro € uma espécie nativa de Portugal ondpa cerca de 15.500 ha (Pedro,
1994). E uma planta lenhosa (arbusto ou arvord2té), que vegeta no estado silvestre em
quase todo o territério. Os frutos, normalmentédidals em plantas espontaneas, sao usados na
producdo de aguardente, que corresponde a prinéipae de rendimento. A espécie
tradicionalmente nao tem sido cultivada em pomaesisso nao foi sujeita a nenhum processo
de selecdo. Assim, é de esperar uma variabilidealedg entre as plantas no estado selvagem.
Esta caracteristica tem vantagens, jA que podeitpeamselecdo de plantas por diferentes
caracteristicas e em diferentes regides e posteite a sua utilizagdo em cruzamentos para
obtencéo de hibridos melhor adaptados a determic@udicdo edafo-climatica. No entanto, a
planta de semente, como ndo provem de areas otaplanm maior producdo, ndo garante a
producdo e a qualidade de fruto, garante somentgleo ndo deixa de ser importante, a
capacidade de adaptacéo a regidao de proveniéncia.

A variacdo fenotipica entre as arvores de uma pggol natural é devida a fatores
ambientais e genéticos (Fig. 1). A variabilidade populacdes naturais, devido a proveniéncia,
esta diretamente relacionada com as caracteristecaslaptabilidade da espécie a condi¢cbes de
tolerancia a stresses abidticos (clima; solos; gesekta) e bidticos (Whie al., 2007). Assim,
na primeira etapa de melhoramento é recomendaelegie de arvores superiores/fenotipos em
diferentes povoamentos e regides de proveniénaa 1J; seguida pela aplicacdo de protocolos
de propagacédo, o estabelecimento de cruzameniostadacdo de ensaios para avaliacdo dos
genotipos e a definicdo de estratégias de cruzamn(@viite et al., 2007). Os ensaios clonais
instalados em diferentes condigfes permitem aampzide clones selecionados e a sua posterior
alocacao a diferentes estacdes ecologicas.

Clima
: — género
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White et al., 2007

Figura 1 - A variacao fenotipica entre as arvoeesimia populacéo natural é devida a fatores amiBemgenéticos
(Adaptado de Whitet al., 2007).
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No caso do medronheiro, considerando que a maite fde rendimento estd associada a
producdo de fruto para a aguardente foram ideatifis como caracteristicas de selecdo, a
producéo e a qualidade do fruto. A selecdo ferz@tidas arvores foi feita com base no porte da
planta e na producdo, considerando a homogeneidad@roducdo (anos de safra) e a
distribuicdo da producéo de fruto (ser concentragdaa dada época para facilidade de colheita).
A avaliacdo da qualidade do fruto foi realizada dmme em diversos parametros (dimenséao dos
frutos; peso; dureza; relagédo calibre/peso; pHu ddex; acidez total; agucares redutores). As
analises dos frutos foram realizadas nos Laboostdate Ciéncias Agrarias e de Quimica da
ESAC.

As técnicas de propagacao de plantas selecionadas

A propagacdo seminal é importante para o cruzanwmfantas selecionadas. No entanto,
ndo permite manter e multiplicar as caracteristgsséticas de uma arvore selecionada ou de
arvores de elite (plantas selecionadas, multipéisagl posteriormente ja testadas e avaliadas em
ensaios de campo). SO a propagacao vegetativatgagmopagacado do material selecionado.
No medronheiro, a propagacdo vegetativa por esiaeagnxertia tém mostrado limitacdes na
sua aplicacdo. Na estacaria, estes resultadosasté@ciados a baixas taxas de sucesso devidas a
necessidade de material jovem para propagacaogerodp curto de execucdo (primavera e
verdo) e a dificuldade de enraizamento de matadalto selecionado (Merett al., 2002). A
perda do material propagado (o garfo, material te¢geelecionado), devido a ocorréncia de
incéndios florestais, representa, no caso de pegadagpor enxertia, um risco acrescido. A
micropropagacdo de plantas adultas selecionadasitpeantecipar a idade de frutificagéo
(Preece, 2008). Vérios autores referem que a nmgpagacdoin vitro € uma técnica para
propagacao de material de selecdo massal (Metrati, 2002), em particular de arvores adultas
selecionadas pela producao de fruto (Preece, 2008).

A micropropagacao de plantas adultas selecionadas

Para obtencdo de ganhos a curto prazo, definissa cestratégia de propagacdo, a
micropropagacdo de plantas adultas selecionadasep@ Unica forma de assegurar a selegéo
por um conjunto de caracteristicas expressas upit@ma fase adulta, como é a producdo de
fruto. Os explantes mais jovens, provenientes gt ou de plantas jovens, sdo em geral mais
faceis de estabelecer e propagarvitro, no entanto os seus fenotipos / valor comercial &
imprevisivel (Canhoto, 2010).

O protocolo seguido para a propagacdo das plartakas € apresentado na Fig. 2.
Resumidamente sdo colhidos ramos nas arvores agwees, mantidos em condicdes
controladas para abrolhamento de rebentos epicdsiicie posteriormente sdo utilizados para o
estabelecimento das culturasvitro (Gomes e Canhoto, 2009). A utilizacdo destes teben
epicormicos tem diversas vantagens: (a) podemmsderzidos durante todo o ano e nao ficarem
restringidos a primavera, como o processo de esaea(b) o processo de desinfecdo € menos
agressivo quando comparado com material vegetaidooho campo, permitindo melhores taxas
de sobrevivéncia e uma reducdo de contaminacdeeaoses (Preece, 2008; Canhoto, 2010).
Posteriormente na fase de multiplicacdo foram itieatlos os meios de cultura, os reguladores
de crescimento mais favoraveis a multiplicacéo dtennl vegetal (Gomes al., 2010). Na fase
de enraizamento foi identificada a concentracdawdana mais favoravel ao enraizamento em
simultdaneo com a aclimatizacdo (Figueiretal., 2013).
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Estabelecimento

Figura 2 — A selecgéo e posterior micropropagaciaatgas adultas. As diferentes fases de estalvedatin vitro,
multiplicacdo e enraizamento e aclimatizacdo enuléémeo (enraizamentx vitro).

Estdo ainda em curso ensaios para 0 estabelecindentuicorrizas. As micorrizas séo
associacdes simbidticas estabelecidas entre fuagas raizes da maior parte das espécies
lenhosas (Molinat al., 1997). Os fungos micorrizicos interferem em @ifiées processos, tais
como: (a) na promogdo do crescimento (através deeato do volume de solo explorado pelo
micélio e consequentemente pela assimilacdo deentgs e agua); (b) no aumento de tolerancia
a condicdes de stresse abidtico (stresse hidiwbos slegradados) e bidtico (pragas e doencas);
(c) no aumento da infiltracdo de &gua e reducderdsdo (pela promocdo da agregacdo dos
solos, através da producdo da glomalina); e péatimente (d) na promoc¢éo e antecipacdo da
idade de floracdo e frutificacdo (Fortet al., 2008). Na propagacdo do medronheiro, 0
estabelecimento de micorrizas desempenha um pa&perathde importancia. Contribui para
aumentar a sobrevivéncia, o crescimento, a toledncondicdes de stresse (bidtico e abidtico)
e pode, ainda, constituir outra fonte de rendimesmtondmico, a producdo de cogumelos
comestiveis (Parladét al., 2004). Na micorrizacdo foram avaliados métodosdeulacdo das
plantas em condi¢cdéas vitro (Gomeset al., 2013), em viveiro e foi instalado um ensaio no
campo.

Ha ainda a referir que no melhoramento, a divedsidgenética da espécie € fundamental. A
resposta a selecédo depende da variabilidade gem#igonivel. A longo prazo, deve garantir-se
a existéncia de uma larga base genética para $ugeecdes do melhoramento florestal da
espécie (Whiteet al.,, 2007). Na analise da diversidade genética do onééiro foram
identificados 4 microsatélites com um valor de infacdo polimorfico elevado (Gomesal.,
2013).
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Instalac&o de ensaios clonais no campo para avaléxdos clones selecionados

Apoés a propagacdo das plantas selecionadas hasfatéar ensaios, preferencialmente em
diferentes regides ecoldgicas para: (a) testaiabaawse as carateristicas de selecdo (producéo e
gualidade do fruto) estdo realmente associadasenétigo, i.e. menos dependentes do meio
ambiente ou ainda da interacdo com este; (b) avalkk@mportamento dos clones em diferentes
regides ecoldgicas; (c) avaliar o comportamento closes (CLO) comparativamente com as
plantas de origem seminal (SE); e (d) de acordo Zoesposta dos clones em diferentes regides
e da avaliacdo da interacdo entre o genotipo eio angbiente, alocar os clones, i.e. identificar,
prever e selecionar os clones para as diferentefig@ies ecoldgicas. Tém vindo a ser instalados
diversos ensaios clonais (Fig. 3).

Figura 3 — Planta mae selecionada clong fd_e b); planta clonal Anstalada em 2007 num ensaio clonal,
Estreito, Oleiros, com 3,6 anos (c e d, fotografi@s\meérico Louren¢o) Junho de 2011.
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Os resultados apresentados referem-se a um engsaa instalado na Pampilhosa da Serra
no Outono de 2007, em Signo Samo. Neste ensaimfooanparadas plantas de origem clonal
(CLO) e plantas de origem seminal / semente (S&ark testados diferentes tratamentos de
adubacéo a plantacdo. O controlo (0) foi compacado a aplicacdo de: (1) adubo de libertacéo
lenta, Nutriforest 9:23:14 (+4; +0,1) NPK MgO B a8 meses, na proporcédo de 30g/planta ao
fundo da cova (identificado como LL); e (2) adubarmilado 133 (7:21:21; NPK) na proporcao
de 140g/planta, distribuido por 2 covas a 20 cnpldata (identificado como 133). Foram
utilizados 4 blocos completos e casualizados coplahtas por tratamento e por bloco. O
compasso na plantacao foi de cerca de 4 x 4 m¥fpBmta), num total de 120 plantas (4 blocos
* 5 plantas/tratamento * 3 tratamentos de adub#@@ad33; LL) * 2 material vegetal/plantas
(CLO; SE). Teve-se o cuidado de identificar aremmdgéneas por bloco (area / bloco de 480 m
e num total de 1920 T A &rea em que ficou instalado o bloco n° IV écterizada por solos
delgados, predominantemente litossolos de xisto.

Ao fim de 5 anos, em 2012 foram realizadas 9 ctabale fruto, semanalmente, no periodo
de 15/10/12 a 13/12/12. Os dados abaixo indicaefesem-se ao valor global do peso do fruto.
Os valores reportados a Kg / ha sé&o extrapoladesiderando o mesmo compasso existente na
plantacéo (1 planta / 167625 plantas / ha). Observaram-se diferencasfisigtivas devido ao
tipo de material vegetal / planta, ao tratamentadigbacdo testado, ao numero da colheita e
respetivas interacdes (entre cada 2 fatores tegta@s melhores resultados foram obtidos
guando foram utilizadas plantas clonais (CLO) as&iram adubadas (Tab. 1).

Tabela 1 — Produgéo estimada (Kg/ha) num pomaaladt a um compasso de 4 x 4 m (625 plantas leacordo
com a producdo observada ao fim de 5 anos apéstaaigdo, em funcdo do material vegetal testadmégl
seminal), do tratamento de adubacéo a plantagéd®do.

. Bloco | Frutos (Kg/ha)*
Planta| Frutos (Kg/ha) Adubagéd Frutos (Kg/ha)* 1 3160+ 99 °
CLO | 5575+ 58°* 0 1027+ 2,7 ° B
2 3977+ 113
SE 626+ 1,2 ° LL 4007 + 7,8 ® ’ ’
] 3 4454+ 103 @
Razdo CLO / SE = 8.9 133 426,8+ 8,6 4 810+ 36 °

Raz&o Adubacéo / controlo = 4.03
*Valores (média + std); letras diferentes indicaraxésténcia de diferencas significativas P < 5%tdvlal vegetal
testado (clonal / CLO; seminal / SE); Tratamentesadubagdo a plantacéo (controlo / 0; adubo deditfo lenta /
LL e adubo granulado 133; Blocos ou repeti¢cfes (4).

A tabela n® 1 mostra que as plantas clonais proaaz8,9 vezes mais que a planta seminal. Esta
observacao confirma que a micropropagacao de plachaltas selecionadas permite antecipar a
idade de frutificacdo (Preece, 2008). Assim, é @avel/que esta diferenca venha a diminuir com
0 processo de maturacdo da planta seminal. Par [do, a adubacéo, independentemente do
tipo de adubo testado, aumentou a producdo em &syee uma forma significativa quando
comparada com o controlo. Outro fator importante Bloco o que evidencia a importancia da
fertilidade do local. Assim, em condi¢des ecoldgisamelhantes ao bloco 4, caracterizadas por
litossolos de xisto, com profundidade do solo iofea 10 cm, é provavel que a producédo seja
significativamente inferior (81,0Kg/ha) quando cargdla com a média dos outros 3 blocos
(386,4Kg/ha).
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A Tabela n°® 2 mostra que a adubacéo é mais efigamdg se utilizou o adubo 133, para
ambos tipos de plantas, mas sem diferencas sigiivtis do adubo de libertacdo lenta. A
adubacéo estimulou a producéo de fruto e de umaafanais evidente nas plantas clonais.

Tabela 2 — Produgéo estimada (Kg/ha) num pomaaladt a um compasso de 4 x 4 m (625 plantas lea¢ordo
com a producdo observada ao fim de 5 anos apéstaaigdo, em funcdo do material vegetal testadmégl
seminal), do tratamento de adubacéo a plantacadimdo.

Bloco * Planta Frutos (Kg/ha)*

Planta * Adubacao Frutos (Kg/:a)* 4 SE 21+ 04 ©
Somian o w s
SE 133 86,3; 4,2 b ? > 84,258

CLO 0 178,8; 6,9 b > > 1054+ 63 -
D 4 CLO 160,0+ 93 °

CLO LL 726,6 £ 17,7 ) 1 CLO 5733 + 245 °
CLO 133 |767,2+ 20,0 2 CLO 7113 + 26,9 ®

3 CLO 7854 + 22,1 ?

*Valores (média + std); letras diferentes indicamxésténcia de diferencgas significativas P < 5%tevlal vegetal
testado (clonal / CLO; seminal / SE); Tratamen®adubacéo a plantagéo (controlo / 0; adubo detdigio lenta /
LL e adubo granulado 133; Blocos ou repeti¢cbes (4).

A Tabela n°® 2 mostra ainda, que neste caso asaplatbnais testadas, mesmo em
condi¢cbes pouco favoraveis (Blocos 4 e 1), obtiverana produgdo superior as plantas de
origem seminal. Este facto podera indicar que oel@stado tem um comportamento estavel,
i.e. € capaz de responder quer nas melhores cesdig@r em condi¢cdes mais desfavoraveis. No
entanto, s6 observacdes nas futuras campanhasbénaem outros locais distintos poderao
confirmar esta observacdo. Frangtoal. (2013) referem que as plantas clonais apresentaram
valores de grau Brix significativamente inferiof@4,6 £ 1,9) comparativamente as plantas de
origem seminal (25,3 £ 1,7). Por outro lado, amnfais ndo adubadas apresentaram valores
significativamente inferiores de grau Brix. Assid d alertar que para manter uma boa producéo
e qualidade do fruto ha que estudar, testar eaanvadiniveis adequados de fertilizagdo (Frabco
al., 2013).

Na instalacdo dos novos pomares tera toda a vanta@@® a plantacdo de plantas
selecionadas e testadas para as condicbes ambipreééeéndidas; (b) a utilizacdo de diversos
clones; e (c) a utilizacdo de uma percentagemal@®% de plantas de origem seminal, de forma
a garantir uma maior variabilidade genética. Estawdicbes para garantirem sucesso deverao
estar associadas a (a) uma preparacao convenienggreno, em funcdo das caracteristicas do
perfil do solo e (b) a plantacdo na época maisréaxad, de forma a estimular o desenvolvimento
radicular inicial, a instalacdo da cultura e a cajmde de melhor tolerar, posteriormente, as
restricbes ambientais mais severas, como a seouvardo ou as geadas do inverno. E ainda
relevante que sejam utilizadas as praticas cudturais favoraveis a espécie em funcdo das
condi¢cbes ecoldgicas da estacdo (solo; clima; dibpimade de &gua e nutrientes) e numa
perspetiva da relacdo custo/beneficio.
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