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MELHORAMENTO
GENETICO EM AMORA:
OPORTUNIDADES

E DESAFIOS

A amora pertence ao género Rubus, o

qual apresenta diferentes niveis de ploidia,
constituindo um dos principais desafios
para o seu melhoramento genético. A
inducdo de poliploidia permite duplicar

o nUmero de cromossomas das amoras
silvestres e em simulténeo obter plantas
com frutos, flores e folhas maiores e menos
suscetiveis a doencas.
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A amora (Rubus L. subgénero Rubus Watson) é uma
cultura bastante apreciada pelos consumidores de-
vido ao seu sabor, aspeto visual e beneficios para a
satude! e pelos produtores devido ao seu alto valor de
mercado. Em Portugal, entre 2017 e 2021, as exporta-
¢oes aumentaram de 4,5 para 21,9 milhoes de euros®.
O melhoramento genético de amora progrediu
substancialmente nos tltimos 100 anos, com mais
de 400 variedades patenteadas, originarias de sele-
¢coes de amora silvestre®. Os endemismos de amora
silvestre sao um recurso genético valioso, uma vez
que possuem caracteristicas tnicas, como alto valor
nutricional, resisténcia a pragas e doencas e atribu-
tos desejaveis na qualidade dos frutos®. Recente-
mente, a equipa de Pequenos Frutos do INIAV estu-
dou e caracterizou as melhores espécies de amoras
endémicas e ecotipos de R. ulmifolius existentes em
Portugal (Figura 1), um dos paises com maior diver-
sidade de endemismos de amora silvestre®.

Nos proximos quatro anos realizar-se-a uma in-
vestigacao aprofundada sobre esta tematica, com
os objetivos de a) introduzir endemismos de amora
silvestre no programa de melhoramento genético
de amora em curso, através da inducao de poliploi-
dia; b) realizacao de cruzamentos interespecificos
entre poliploides de amoras silvestres e variedades
comerciais de amoras, visando a obtengao de novas
variedades comerciais portuguesas com caracte-
risticas Ginicas e de valor acrescentado; c) estudar
os problemas que podem resultar de cruzamentos
interespecificos de poliploides (incompatibilidade
gametofitica, apomixia e esterilidade floral) e d) es-
tudar a transmissibilidade de caracteres resultan-
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tes das hibridacoes por genotipagem, fenotipagem,
produtividade e avaliagao sensorial/nutricional.
Espera-se que estes estudos conduzam a um en-
riquecimento do programa de melhoramento atual
com um maior nivel de diversidade genética e con-
tributo cientifico, criando material de pre-breeding
que permita acelerar o desenvolvimento de novas
cultivares comerciais.

A germinacao de sementes (Figura 2) e a inducao
de poliploidia estao entre os principais desafios de
um programa de melhoramento genético de amora,
uma vez que as sementes apresentam dupla dor-
méncia (endogena e exodgena)® e os genotipos po-
dem ter diferentes niveis de ploidia™. A germinagao
in vitro tem sido utilizada no melhoramento de Ru-
bus com o objetivo de aumentar a taxa de germina-
¢ao e obter plantas rapidamente®. A poliploidia tem
um papel preponderante na evolugao das fruteiras,
sendo a sua inducao artificial uma ferramenta es-
sencial no melhoramento genético. Conhecer o
nivel de ploidia de cada genotipo é essencial para
prever o sucesso dos cruzamentos e obtengao de
hibridos viaveis. Genotipos com diferentes niveis
de ploidia tém sido patenteados e lancados como
variedades!. Diferentes técnicas tém sido aplica-
das para induzir poliploidia: radiagao, choques de
temperatura, lesdo de células meristematicas, ini-
bigao da redugao meidtica na producao do grao de
polen e tratamentos quimicos (colchicina, orizalina,
trifluralina). A indugao de poliploidia em endemis-

Figura 2 - Germinagdo in vitro (cima) e ex vitro (baixo).

mos de amora permite desenvolver caracteristicas
vantajosas que podem beneficiar programas de
melhoramento e expandir a sua diversidade genéti-
cal. A citometria de fluxo € o método mais utiliza-
do para determinar o nivel de ploidia em plantas ™.
Para a obtengao de hibridos que conjuguem as me-
lhores caracteristicas € essencial realizar polini-
zagoes controladas (Figura 3). No entanto, existem
inimeros desafios. Por um lado, os decorrentes da
inducao da poliploidia, principalmente relaciona-
dos com a esterilidade floral, por outro, a tendéncia
natural para a apomixia e incompatibilidade game-
tofitica™.

No melhoramento, a selecao dos genotipos hibri-
dos é realizada em funcao das caracteristicas pre-
tendidas através de ensaios agronémicos de larga
escala. A expressao fenotipica é influenciada por
diferentes mecanismos genéticos, sendo muitas
vezes dificil e subjetiva a sua avaliacao no campo.
A selecao assistida por marcadores moleculares e
a fenotipagem de plantas sao fundamentais. Em-
bora a fenotipagem de alto rendimento em plantas
(HTPP) realizada através do tratamento de imagens
esteja a surgir com alguma expressao™, a fenoti-
pagem classica com recurso a observagao humana
(caracteristicas de crescimento, morfologia, ar-
quitetura da planta, grau de resisténcia a pragas e
doengas, produtividade, qualidade e outras) ¢ uma
metodologia utilizada em fases iniciais de progra-
mas de melhoramento. Para o registo de novas va-
riedades, os genotipos tém de ter caracteristicas
obrigatoriamente distintas, uniformes e estaveis.
Usualmente, os programas de melhoramento de
amora visam a obtencao de novas variedades com
alta produtividade, elevado calibre e qualidade dos
frutos, resisténcia a pragas e doencas, adaptabili-
dade a condigOes adversas, shelf-life e auséncia de
reversao da cor®",

A utilizacao de marcadores moleculares em pro-
gramas de melhoramento™ contribui para a ava-
liagao da diversidade genética e selecao assistida
em algumas das caracteristicas de interesse, sendo
uma vantagem na analise da heritabilidade das des-
cendéncias e correlacao das diferentes caracteris-
ticas avaliadas nos ensaios de campo!™.
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Figura 3 - Etapas de execugdo das polinizagdes controladas (1 — estado fenoldgico étimo para a realizagdo dos
isolamentos; 2 — remocdo dos estames (emasculacdo); 3 — flor emasculada; 4 — sacos de isolamento colocados
nas flores emasculadas; 5 — estigmas recetivos; 6 — polinizagdo artificial; 7 — reisolamento apds aplicagdo de
pdlen; 8 —inchamento dos ovdrios (dvulos fecundados); 9 - Frutos vingados; 10 — Colheita do fruto maduro para
extracdo da semente hibrida.

Enquadramento da investigacdao

a desenvolver

Ainvestigacao a desenvolver insere-se num dos mais
recentes projetos do INIAV/Madre Fruta, o melho-
ramento genético de amora, e sera realizada no am-
bito de uma bolsa de doutoramento FCT (submetida
a Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia). O prin-
cipal objetivo € obter novas variedades portugue-
sas altamente produtivas, adaptadas as condicoes
climaticas do sudoeste Alentejano e Algarve e aos
sistemas de producao utilizados em Portugal. Este
programa de melhoramento, iniciado em janeiro de
2021, resulta de uma parceria estabelecida através
de um protocolo entre a Organizacao de Produtores
Madre Fruta e o Instituto Nacional de Investigacao
Agraria e Veterinaria (INIAV, I.P.). Mais recentemen-
te, conta com a colaboracao cientifica da Universita
Politecnica delle Marche (UNIVPM), de Italia.

O programa conta com um campo experimental,
ja estabelecido no Polo de Inovacao da Fataca - PIF
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(INIAV, L.P), onde se selecionam os primeiros genoti-
pos obtidos e se encontra a colecao varietal e com um
alargado banco de sementes e gendtipos de endemis-
mos de amoras silvestres, no INIAV, I.P.,, em Oeiras.

Objetivos

Os principais objetivos desta linha de investigacao

sdo:

1. Otimizagao dos protocolos de germinacao de se-
mentes in vitro e ex vitro. Indugao de poliploidia
nas espécies endémicas de amora da colegao do
INIAV para obtengao de material pre-breeding
que transmita novas caracteristicas desejadas;

2. Estudo da incompatibilidade gametofitica, apo-
mixia e esterilidade floral, desafios a superar
na realizacao dos cruzamentos interespecificos
entre amoras silvestres poliploides e variedades
comerciais;

3. Estudo da heritabilidade genética das novas ca-
racteristicas identificadas nas selecoes poliploi-
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Figura 4 - Esquema dos trabalhos a desenvolver.

des, combinando a caracterizagao genotipica e
fenotipica dos novos hibridos, incluindo resilién-
cia da planta, rendimento e qualidade sensorial/
/nutricional dos frutos.

Metodologia

Neste projeto de investigacao, uma nova base ge-
nética sera introduzida no programa de melhora-
mento de amora através da introducao de espécies
endémicas de Rubus apés indugao a poliploidia,
permitindo a ampliacao da diversidade genética e o
desenvolvimento de novas cultivares tnicas de ca-
tegoria superior. Esta proposta esta dividida em 3
grupos de trabalho (GT) (Figura 4):

e GT1. Desenvolvimento de protocolos

de germinacado in vitro e ex vitro

de sementes endémicas de Rubus

e indugado de poliploidia
O principal objetivo é introduzir espécies endémicas
portuguesas no programa de melhoramento. As se-
mentes serao germinadas e as plantulas induzidas a
poliploidia. As seguintes tarefas serao realizadas para
otimizar a germinacao de sementes de Rubus/indu-
¢ao de poliploidia: Germinagao ex vitro, Germinagao
in vitro, Inducao de poliploidia e Citometria de fluxo.

Germinagao in vitro e ex
vitro de Rubus e indugao
de poliploidia
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Cruzamentos interespecificos
de Rubus spp. e desafios
associados

Estudo da transmissibilidade

de caracteres resultantes das
hibridagoes

e GT2. Cruzamentos interespecificos

de Rubus spp. e desafios associados
O principal objetivo € superar os desafios relacio-
nados com os cruzamentos. Varias abordagens se-
rao utilizadas: Hibridagdes, Incompatibilidade poli-
nica, Apomixia e Esterilidade da F1 (Figura 5).

e GT3. Estudo da transmissibilidade

de caracteres
O principal objetivo € estabelecer um critério ro-
busto de geno-fenotipagem de plantas e avaliar a
produtividade e a qualidade dos frutos: Fenotipa-
gem, Genotipagem e Avaliagdo da producao e ana-
lise sensorial /nutricional dos frutos.

Conclusoes

Esta investigacao pretende contribuir e valorizar
cientificamente o programa de melhoramento atra-
vés do alargamento da base genética para a obten-
¢ao de novo material de pre-breeding. Este material
permitira transmitir novas caracteristicas funda-
mentais, e as novas tecnologias a implementar per-
mitirao acelerar a obtencao de novas variedades
portuguesas de amora. Os varios resultados desta
investigacao permitirao ultrapassar as condicio-
nantes inerentes a obtencao de hibridos e maximi-
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Figura 5 - Grdos de pdlen observados & lupa (esquerda — ampliagdo 10x; direita — ampliagdo 40x).

zar e otimizar a avaliacao de campo e laboratorial.

Finalmente, o principal objetivo a alcan¢ar com es-
tas linhas de trabalho é a obtencao de novas varie-
dades de amora de categoria superior com caracte-
risticas Gnicas e de valor acrescentado, altamente
adaptadas as nossas condi¢des climaticas e aos sis-
temas produtivos de Portugal. @
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