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Resumo

O medronheiro ¢ uma espécie de origem Mediterranica. Aparece em todo o pais desde
os 20 a 1000 m de altitude. E tolerante a secura, solos degradados e apresenta uma
resisténcia ativa a incéndios florestais. O consumo de pequenos frutos vermelhos, como o
medronho, tem vindo a aumentar devido ao seu valor nutritivo e teor em anti-oxidantes. No
entanto, a producdo de aguardente ¢ ainda a principal fonte de rendimento. Verifica-se no
mercado um forte incremento na procura de plantas melhoradas. Os proprietarios
pretendem a valorizagdo economica das exploragdes, recorrendo a uma espécie autoctone
como o medronheiro. Para o melhoramento da espécie, procedemos: (a) a selecao massal de
arvores superiores, a sua propagagdo vegetativa, seguida pelo estabelecimento de ensaios
clonais; (b) ao estabelecimento de micorrizas para aumentar a resisténcia da planta e criar
outra fonte de rendimento, como a produgao de cogumelos comestiveis e (¢) a avaliagdo da
diversidade genética para definicao de estratégias de conservagdo e de cruzamento.

A selecao fenotipica das arvores plus foi realizada com base no porte da planta, na
producdo e qualidade do fruto. Foi estabelecido um protocolo eficiente para a propagacao
de plantas adultas. Procedeu-se a instalagdo de ensaios clonais. Na micorrizagdo foi
demonstrada a compatibilidade entre Arbutus unedo, Pisolithus tinctorius e Lactarius
deliciosus, bem como foram testados e avaliados diferentes métodos de inoculagdo in vitro
e em viveiro. Foi observada uma elevada diversidade genética, indicador do interesse do
estabelecimento de cruzamentos entre as melhores arvores, a proxima etapa. O
melhoramento € um processo continuo e dinamico, que pressupde em cada ciclo de
melhoramento: (a) a selecdo; (b) o estabelecimento de cruzamentos; (c) a instalagdo de
ensaios de descendéncia (para avaliagdo dos gendtipos); (d) o estudo da interacao entre os
genotipos € o meio ambiente; e () a eleicdo de arvores de elite alocadas as diferentes
condigdes ecologicas. O cruzamento entre arvores da populagdo de melhoramento, a
instalagdo de ensaios ¢ a avaliacdo e selegao de progénies e a existéncia de protocolos de
propagacao eficazes permitira a médio a longo prazo o desenvolvimento de cultivares mais
produtivas e melhor alocadas as diferentes condigdes edafo-climaticas.
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Abstract

The strawberry tree is a Mediterranean species growing from 20 to 1000 m altitude.
A. unedo can thrive in drought and degraded soils and has an active resistance to wildfires.
In recent years the consumption of small red fruits, such as those of 4. unedo, has increased
due to its nutritional value and anti-oxidant properties. Nevertheless, the production of a
spirit still remains the main source of income for farmers. The demand for improved
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selected trees has increased since propagation usually occurs from spontaneous growing
plants of unknown genotype. The owners intend to increase the land economic value, using
a native species such as strawberry tree. For tree improvement to the following steps were
taken: (a) mass selection of plus trees, their propagation, and clonal trials establishment; (b)
mycorrhizae establishment to improve plant fitness and to profit from another income
source (c) assessment of the genetic diversity for conservation and breeding purposes.

Selection of plus trees was based on the plant habit and fruit production and quality.
An efficient protocol for adult plant propagation was established and clonal trails carried
out. The compatibility between Arbutus unedo, Pisolithus tinctorius and Lactarius
deliciosus was analysed as well as the effect of different methods of inoculation in vitro and
in nurseries. A high genetic diversity of the analysed plants was found, a parameter of great
interest on breeding programs. Tree breeding is a continuous and dynamic process, which
requires in each cycle: (a) selection; (b) mattings; (c) progeny trails establishment (for
genotype evaluation); (d) interaction between genotype and environment studies, and (e)
tree elite selection and further allocation to different environmental conditions. Mattings
between trees of a breeding population, progeny trails establishment and further evaluation
and selection with effective propagation protocols will allow, on middle to long term, the
development of new cultivars more productive and better allocated to different
environmental conditions.

Keywords: Arbutus unedo; micropropagation; mycorrhizae; plus trees.

Introducao

O medronheiro ¢ uma espécie nativa de Portugal onde ocupa cerca de 15.500 ha
(Pedro, 1994). E uma planta lenhosa (arbusto ou arvore até 12 m), tolerante a secura e com
forte capacidade regenerativa apds a ocorréncia de incéndios florestais, o que a torna
interessante para programas de florestagdo. Os frutos, normalmente colhidos em plantas
espontaneas, sdo usados na producao de aguardente, que corresponde a principal fonte de
rendimento. Assim, € relevante o desenvolvimento de protocolos de propagacao de arvores
adultas selecionadas pela producado e qualidade de fruto.

A variagdo fenotipica entre as arvores de uma populagdo natural ¢ devida a fatores
ambientais e genéticos (Fig. 1). A variabilidade em populacdes naturais, devido a
proveniéncia, esta diretamente relacionada com as caracteristicas de adaptabilidade da
espécie a condigdes de tolerancia a stresses abioticos (clima e solos; geada; seca) e bidticos
(White et al., 2007). Assim, na primeira etapa de melhoramento é recomendada a sele¢ao
de arvores superiores/fenotipos em diferentes povoamentos e regidoes de proveniéncia (Fig.
1), seguida pela aplicag@o de protocolos de propagacao, o estabelecimento de cruzamentos,
a instalagdo de ensaios para avaliacdo dos genotipos e a definicdo de estratégias de
cruzamento (White et al., 2007). Os ensaios clonais instalados em diferentes condi¢des
permitem a avaliagdo dos gendtipos dos progenitores e a sua posterior alocagdo as
diferentes estagdes ecoldgicas.

No caso do medronheiro, considerando que a maior fonte de rendimento esta associada
a producdo de fruto para a aguardente foram identificadas como caracteristicas de sele¢do, a
producdo e a qualidade do fruto. A selecdo fenotipica das arvores foi feita com base no
porte da planta e na produgdo, considerando a homogeneidade de producdo (i.e. anos de
safra) e a distribui¢do da producdo de fruto (i.e. o ser concentrada numa dada época para
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facilidade de colheita). A avaliacdo da qualidade do fruto foi feita com base em diversos
parametros (dimensao dos frutos; peso; dureza; relagdo calibre/peso; pH; grau Brix; acidez
total; acticares redutores).

As técnicas de propagacao de plantas selecionadas

Os métodos de propagagdo vegetativa sdo uteis quando se pretende manter e
multiplicar as caracteristicas genéticas de um dado genotipo ou de arvores de elite. SO a
propagagdo vegetativa garante a propagacao do material selecionado. No medronheiro, a
propagagdo vegetativa por estacaria e enxertia t€m mostrado limitacdes na sua aplicagdo.
Na estacaria, estes resultados estdo associados a baixas taxas de sucesso devidas a
necessidade de material jovem para propagacdo, ao periodo curto de execugdo e a
dificuldade de enraizamento de material adulto selecionado (Mereti et al., 2002). A perda
do material propagado (o garfo, material vegetal selecionado), devido a ocorréncia de
incéndios florestais, representa, no caso de propagagdo por enxertia, um risco acrescido. A
micropropagacdo de plantas adultas selecionadas permite antecipar a idade de frutificagao
(Preece, 2008). Varios autores referem que a micropropagacao in vitro € uma técnica para
propagacao de material de sele¢do massal (Mereti et al., 2002), em particular de arvores
adultas selecionadas pela produgao de fruto (Preece, 2008; Gomes e Canhoto, 2009).

A micropropagacio de plantas adultas selecionadas

Para obtengdo de ganhos a curto prazo, definiu-se como estratégia de propagacao, a
micropropagacdo de plantas adultas selecionadas pela producao e qualidade de fruto. Neste
caso houve que identificar: (a) o método de multiplicacdo in vitro; (b) o tipo e dimensdo do
explante para estabelecimento das culturas; (c) os meios de cultura, os reguladores de
crescimento (PGR); (d) as condicoes a serem adotadas nas diferentes fases de
multiplicacdo; e (e) o efeito do gendtipo, do tipo e concentragdo de reguladores de
crescimento na micropropagacao.

O estabelecimento in vitro de explantes provenientes de espécies lenhosas adultas tem
mostrado ser uma etapa dificil. No entanto, a propagagdo de arvores adultas € a unica forma
de assegurar a sele¢@o por um conjunto de caracteristicas expressas na fase adulta. Embora
os explantes mais jovens, provenientes de semente ou de plantas jovens, sejam mais faceis
de estabelecer e propagar in vitro, os seus fenotipos sdo imprevisiveis (Canhoto, 2010).

A escolha do explante ¢ um fator que pode afetar o sucesso da micropropagacao. Os
nossos ensaios mostraram que a utilizagdo de rebentos epicormicos (Fig. 2), induzidos em
ramos colhidos nas arvores selecionadas e mantidos em condi¢Ges controladas, constituem
uma boa fonte de explantes primarios favoraveis ao estabelecimento das culturas (Gomes e
Canhoto, 2009). A utiliza¢do de rebentos epicormicos tem diversas vantagens: (a) podem
ser induzidos durante todo o ano e ndo ficarem restringidos a primavera; (b) podem ser
mantidos em condi¢des controladas; e (c) o processo de desinfecdo ¢ em geral também
menos agressivo quando comparado com material vegetal colhido no campo, permitindo
melhores taxas de sobrevivéncia e uma reducdo de contaminagdes ou necroses (Preece,
2008; Canhoto, 2010).

Na fase de multiplicagdo foram identificados os meios de cultura, os PGR mais
favoraveis a multiplicagdo do material vegetal (Gomes et al., 2010), de forma a estimular o
alongamento dos rebentos ou a formacdo de tufos que podem ser divididos e portanto
multiplicados (Fig. 3). Na fase de enraizamento foi identificado a concentragdo da auxina
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mais favoravel ao enraizamento ¢ a formacdo de novas raizes, i.e. raizes adventicias
(Gomes et al., 2009). Verificou-se que a origem das raizes adventicias no rebento ¢
profunda e esta associada a zona do sistema vascular. Assim, a origem das raizes, o
estabelecimento de uma boa conexao entre o sistema vascular, a ndo formacao de callus na
base do rebento permitiram taxas elevadas de sobrevivéncia na aclimatizacao apos 4 meses
(84 2 98%) e apds 1 ano (97%) no ensaio clonal (Fig. 4).

A micorrizacido de plantas selecionadas

As micorrizas sdo associagdes simbioticas estabelecidas entre fungos e as raizes da
maior parte das espécies lenhosas. Estima-se que em condi¢des naturais, mais de 85% das
plantas apresentam este tipo de simbiose. Os fungos micorrizicos constituem uma
componente relevante nos sistemas agricolas e florestais porque interferem em diferentes
processos, tais como: (a) na promog¢do do crescimento (através do aumento do volume de
solo explorado pelo micélio e consequentemente pela assimilacdo de nutrientes e agua); (b)
no aumento de tolerancia a condigdes de stresse abidtico (stresse hidrico, solos degradados,
metais pesados); (c) no aumento de tolerancia a condigdes de stresse biotico, através do
efeito antagonista e competitivo com agentes patogénicos (pragas e doencas); (d) no
acréscimo de azoto disponivel para as plantas, através da assimilagdo de azoto na forma
organica (caso dos fungos ectomicorrizicos); (¢) na promog¢do da agregacao dos solos,
através da producdo da glomalina, contribuindo para a estabilidade dos agregados argilo-
himicos e consequentemente para a recuperagdo de solos degradados; (f) na inducdo e
formacao de raizes ramificadas, através da libertacdo de auxinas ou outros reguladores de
crescimento, contribuindo para o aumento do grau de colonizagdo; e (g) na promogdo e
antecipagao da idade de floracdo e frutificagdo (Fortin et al., 2008).

Na propagagdo do medronheiro, o estabelecimento de micorrizas desempenha um
papel de grande importancia. Contribui para aumentar a sobrevivéncia, o crescimento, a
tolerancia a condigdes de stresse (bidtico e abidtico) e pode, ainda, constituir outra fonte de
rendimento econdémico, a produgdo de cogumelos comestiveis (Parladé er al., 2004).
Acresce o impacto positivo que a micorrizagao de plantulas in vitro representa para o
sucesso da aclimatizac¢do de plantas micropropagadas.

Trabalhos prévios mostraram que fungos envolvidos na formagdo de micorrizas
arbutoides, isto €, o tipo de micorrizas estabelecidas com espécies de trés géneros da
familia Ericaceae, entre os quais o medronheiro, sdo fungos capazes de estabelecer
ectomicorrizas com outras plantas hospedeiras (Molina et al., 1997). Na micorrizagdo de
clones selecionados de medronheiro foram testados fungos que estabelecem ectomicorrizas
com outras espécies lenhosas, como € o caso de P. tinctorius ¢ L. deliciosus. Ambos 0s
fungos sdo basidiomicetas, estabelecem ectomicorrizas e sdo utilizados na inoculagdo de
plantas na regido mediterranica. O primeiro ¢ caracterizado por estar associado a uma
ampla gama de hospedeiros € o segundo pelo seu valor econémico. Foram observadas
micorrizas arbutoides com o P. tinctorius, um més ap6s a transferéncia dos rebentos em
condicdes in vitro (Fig. 5). Na micorrizacao de plantas aclimatizadas em viveiro (Fig. 5) de
clones adultos de medronheiro foi avaliado o efeito de diferentes métodos de inoculacao no
comportamento das plantas em comparacdo com plantas controlo, ndo inoculadas em
viveiro e posteriormente no campo (Gomes et al., 2008).

Para assegurar a persisténcia da estirpe inoculada em condi¢des de campo, ¢ relevante:
(a) a selecdo de estirpes competitivas € bem adaptadas ao ambiente (planta, solo, humidade,
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microrganismos e outras condi¢des de stresse bidtico e abidtico); (b) a reducdo ou
eliminacdo de trabalhos de mobiliza¢ao do solo apos a instalagcdo das plantas micorrizadas;
(c) o controlo da fertilizagdo (em dose reduzida), em especial o fosforo; e (d) a exclusdo de
rotagdes com plantas nao micotroficas (Parladé et al., 2004; Fortin et al., 2008). Varios
autores consideram que mais importante que a espécie de fungo testada ¢ a selecdo de
estirpes bem adaptadas a planta, ao ambiente e capazes de competir com 0s outros
microrganismos do solo (Fortin et al., 2008). Assim, avaliar as estirpes de fungos pela sua
eficacia sera o nosso proximo desafio. Para monitorizar o estabelecimento de micorrizas em
condigdes de campo € necessario realizar observagdes morfologicas e histologicas das
raizes, a par de estudos moleculares para confirmacdo do estabelecimento de micorrizas
com a espécie de fungo previamente inoculado.

Estudo da diversidade genética

No melhoramento, a diversidade genética da espécie ¢ fundamental. A resposta a
selecdo depende da variabilidade genética disponivel. A longo prazo, deve garantir-se a
existéncia de uma larga base genética para futuras geracdes do melhoramento florestal da
espécie (White et al., 2007).

Para o medronheiro, espécie autoctone e sujeita a reduzidas a moderadas condi¢des de
stresse ambiental ou antropogénico (Pedro, 1994), ¢ de prever a existéncia de uma maior
diversidade genética comparativamente a espécies exoticas (White et al, 2007). A
informag¢do da diversidade genética ¢ crucial para o planeamento estratégico do
melhoramento, apoiando a sele¢do de gendtipos mais distantes em termos genéticos para os
programas de cruzamento e de conservagio. E relevante, a avaliagio da diversidade
genética, com recurso a marcadores moleculares, entre plantas selecionadas e plantas
espontaneas de diferentes proveniéncias. E relevante identificar marcadores com elevado
grau de polimorfismo com o objetivo de avaliar a estabilidade genética do material
propagado, estabelecer o fingerprinting das variedades melhoradas, avaliar a estrutura
genética da espécie e definir estratégias de cruzamento e conservacao (White et al., 2007).

Na andlise da diversidade genética do medronheiro foram identificados 4
microsatélites (SSRs) com um valor de informacdo polimérfico elevado (Gomes et al.,
2012).

Perspetivas futuras para o melhoramento do medronheiro

Como linhas futuras de investigacdo nestas dareas sdo de salientar: (a) na
micropropagacdo, a necessidade de otimizar os métodos de enraizamento e propagacao,
tendo como objetivo a redugdo de custos; (b) na micorrizagao, a necessidade de otimizar os
métodos de inoculagdo com L. deliciosus e selecionar estirpes bem adaptadas a planta e
capazes de competir com os outros microrganismos do solo; e (c) na andlise da diversidade
genética, a utilizagdo de SSRs no estudo da estrutura genética da espécie, na caracterizacao
de arvores de elite, na avaliagdo do sistema de cruzamento da espécie, na avaliacdo da
estabilidade genética do material propagado e na selecdo de gendtipos para o
estabelecimento de cruzamentos e bancos de germoplasma. Considerando, ainda, que foram
instalados ensaios clonais em diferentes estacdes ecoldgicas, hd que avaliar os gen6tipos, o
grau de heritabilidade das caracteristicas de selecdo, o ganho genético obtido e, ainda,
estudar o efeito da interacdo entre o gendtipo e 0 meio ambiente.
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Ha a salientar que o melhoramento vegetal ¢ um processo continuo e dindmico, que
pressupde em cada ciclo de melhoramento: (a) a selecdo; (b) o estabelecimento de
cruzamentos; (c) a instalagdo de ensaios de descendéncia (para avaliagdo e selecdo de
genotipos); (d) o estudo da interacdo entre os gendtipos € o meio ambiente; e (e) a eleicao
de arvores de elite alocadas as diferentes condi¢des ecoldgicas. O cruzamento entre arvores
da populacdo de melhoramento, a selecdo de progénies e a existéncia de protocolos de
propagagdo permitird a médio a longo prazo o estabelecimento de novas cultivares.

Na instalacdo dos novos pomares terd toda a vantagem: (a) a plantacdo de plantas
selecionadas ¢ testadas para as condigdes ambientais pretendidas; (b) a utilizagdo de
diversos clones; e (c) a utilizacdo de uma percentagem de 5 a 10% de plantas de origem
seminal, de forma a garantir uma maior variabilidade genética. Estas condigdes para
garantirem sucesso deverdo estar associadas a (a) uma preparagdo conveniente do terreno,
em funcao das caracteristicas do perfil do solo e (b) a plantagdo na €época mais favoravel, de
forma a estimular o desenvolvimento radicular inicial, a instalacdo da cultura ¢ a
capacidade de melhor tolerar, posteriormente, as restricdes ambientais mais severas, como a
secura do verdo ou as geadas do inverno. E ainda relevante que sejam utilizadas as praticas
culturais mais favoraveis a espécie em fun¢do das condi¢des ecologicas da estacdo (solo;
clima; disponibilidade de agua e nutrientes) e numa perspetiva da relagdo custo/beneficio.
Para que haja sucesso sera ainda necessario que (a) na transformagao sejam seguidas “boas
praticas” que permitam obter um produto de qualidade e por ultimo (b) que se estabeleca
uma Organizacdo dos Produtores para a partilha de informacdo, para a divulgagdo e
marketing dos produtos, bem como, para a organizacao dos circuitos de comercializagao.
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Figura 1 — A variagdo fenotipica entre as arvores de uma populagdo natural é devida a fatores ambientais e
genéticos (Adaptado de White et al., 2007).
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Fig. 2 — Os ramos colhidos em 4rvores selecionadas (a) e mantidos em condi¢des controladas (b) permitiram o
desenvolvimento de rebentos epicérmicos (c) utilizados no estabelecimento de culturas in vitro.

Fig. 3 — Na fase de multiplicagdo in vitro foram identificados os meios de cultura e reguladores de
crescimento mais favoraveis ao alongamento dos rebentos (a), e formagdo de tufos (b), de forma a permitir a
sua multiplicacdo (c) e posterior enraizamento (d).

PRI (R R0 B

Fig. 4 — Corte transversal de um rebento mostrando diferentes estados de desenvolvimento de 4 raizes
adventicias (setas), verifica-se que a origem das raizes é profunda, na zona do sistema vascular, bem como o
estabelecimento de uma boa conexdo entre o sistema vascular da raiz ¢ do rebento e ainda a ndo formacdo de
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callus (a). Estas caracteristicas permitiram taxas elevadas de sobrevivéncia na aclimatizacdo (b) e ap6és 1 ano
no ensaio clonal (c); (Ph — floema; Xy — xilema; Pi — medula; V — sistema vascular; Tr — tricoma; a barra
indica 100 pm).

] mm

Fig. 5 — Observagdo de micorrizas arbutoides com o P. tinctorius. Observacdo da tipica formagio cruciforme
de micorrizas arbutoides (a; b) no viveiro e a presenca do manto amarelo tipico do P. tinctorius em condi¢des
in vitro (c).
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