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Resumo

No ambito do programa de melhoramento de framboesa, implementado pelo INIAV, I.P.
em parceria com a empresa BeiraBaga, foram realizados trés cruzamentos com o objetivo de
introduzir caracteristicas de interesse num gendtipo com potencial comercial (progenitor
feminino), desenvolvido pelo programa.

Do cruzamento com vista a introduzir resisténcia a doenca da ferrugem tardia
(Thekopsora americana) foram avaliadas, em estufa, 773 plantas previamente inoculadas com
o fungo, relativamente a severidade da doencga, que apresentou um valor minimo de 0,2 % e
méximo de 46,8%. Destas, foram selecionadas 78 plantas (10,1%), com severidade até 5%,
para instalacdo em campo. A avaliacdo de campo mostrou diferencas significativas (p<0,05)
nos valores de severidade entre as familias resultantes dos trés cruzamentos, o progenitor
feminino e o progenitor dador de resisténcia, o que podera indicar que esta foi efetivamente
introduzida.

Do cruzamento com vista a introduzir precocidade, foram avaliadas 1827 plantas em
campo, das quais 242 (13,2%) produziram até seis semanas antes do progenitor feminino. Os
individuos precoces compuseram 12 grupos de precocidade, demorando entre 13 e 18
semanas a produzir, desde a plantacédo até a primeira colheita, e necessitando de 1359,8 a
1925,7 GDC (TB5°C). Tal como o primeiro, este cruzamento foi bem-sucedido na produgéo
de genotipos precoces com potencial, que poderdo passar a proxima fase de avaliagédo e
selecao.

O terceiro cruzamento tinha o objetivo de produzir descendéncia com frutos de coloracao
mais clara que o progenitor feminino. Apenas 5 individuos do total de 95 avaliados produziram
frutos cujos parémetros de cor medidos (L*, a*, b* C* h°) apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) relativamente aos do referido progenitor. Estas diferengas traduziram-
se em frutos que cumprem o objetivo delineado, particularmente no caso do individuo 449 que
apresenta o maior valor de luminosidade (L*449=43,57) e o0 terceiro maior valor de saturacéo
(C*pr=49,37).

Palavras-chave: Rubus idaeus, Thekopsora americana, producdo precoce, sistema CIE,

selecdo precoce.



Abstract

Integrated in the raspberry breeding program implemented by INIAV, I.P. in partnership
with Beira Baga company, three crosses were made aiming at introducing desirable traits in a
high-quality variety (female parent) with commercial potential, developed by the program.

From the cross aiming at introducing resistance to the late leaf rust disease (Thekopsora
americana), 773 previously inoculated plants were evaluated regarding disease severity, in the
greenhouse screening phase. The minimum and maximum registered values were 0,2% and
46,8%, respectively. From those, 78 (10,1%) plants with a maximum severity of 5% were
selected, to be installed in the field. The field assessment showed significant differences
(p<0,05) in disease severity between the three families, the female parent and the resistance
donor parent, which might indicate that some degree of resistance was transmitted to the
offspring.

From the cross meant to segregate for earliness, 1827 plants were evaluated in the field,
from which 242 (13,2%) were first harvested up to six weeks prior to the female parent. The
early individuals composed 12 earliness groups, taking from 13 to 18 weeks from plantation to
harvest of the king fruit, requiring 1359,8 to 1925,7 GDD (BT5°). As in the first cross, this
second one was successful in producing genotypes with potential to be selected to the next
selection stage.

The third and last cross was meant to produce offspring showing fruits of lighter color than
that of the fruits of the female parent. Only 5 individuals from a total of 95 evaluated ones
exhibited fruits whose measured color parameters (L*, a* b* C* h°) showed significant
differences (p<0,05) when compared to those of the female parent. These differences translate
into fruit colors that meet the outlined goals, in particular individual 449, which exhibited fruits
with the highest lightness value (L*149=43,57) and the third highest value for chroma
(C*pr=49,37).

Key-words: Rubus idaeus, Thekopsora americana, early production, CIE variables, early

stage selection.
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1.Introducéo

Tem-se assistido, nas ultimas décadas, a um acentuado aumento na procura e consumo
de framboesa e de frutos do género Rubus em geral, na Europa e noutros paises do mundo.
Tal deve-se, essencialmente, ao aumento da qualidade geral do fruto e da vida de prateleira,
conseguida através da implementacdo de cadeias de frio no transporte e armazenamento
para além da percecao, junto do consumidor, dos beneficios que 0 seu consumo traz para a
saude (Clark et al., 2007; Finn & Strik, 2015; Strik et al., 2007; Swanson et al., 2011).

A framboesa representa um valioso produto fruticola, com elevada atratividade,
constituindo uma importante fonte de rendimento e de trabalho, por ser uma cultura bastante
exigente em mao de obra para colheita para o mercado em fresco (Graham & Brennan, 2018).
A seguir a comercializacdo em fresco, a principal forma de consumo é em frutos individuais
congelados e processados em sumos (Moore, 2008).

Em 2021, os maiores produtores mundiais foram a Russia, com quase 200 mil toneladas,
o México, com aproximadamente 165 mil toneladas e a Sérvia e a Polénia, ambas com
aproximadamente 110 mil toneladas. A Europa lidera a produgéo, com 602,1 mil toneladas
numa area de 86,3 mil hectares, contabilizando 67,9% da producdo mundial. A seguir a Sérvia
e a Polbnia, os principais produtores europeus sdo a Espanha, a Ucrania e Portugal (FAO,
2022).

Apesar de ser uma cultura de producdao relativamente recente em Portugal, também aqui
a framboesa tem registado um aumento exponencial na area cultivada e na producédo, ao
longo da ultima década. Entre 2010 e 2021 verificou-se um aumento na area cultivada, que
evoluiu de 146 para 1450 ha, e na producéo, que teve um aumento exponencial de 2216 para
27950 toneladas, fazendo de Portugal o 5° maior produtor na Europa e o 8° maior produtor
mundial de framboesa. A framboesa é um produto com forte orientacdo exportadora,
apresentando saldos para a balanca comercial francamente positivos. Os dados mais
recentes reportam a 2020 com um saldo de 181,099 milhdes de euros (GPP, 2022). Os
principais destinos de exportacdo sdo os Paises Baixos, Alemanha, Franca, Reino Unido e
Espanha.

A producao de framboesa em Portugal beneficia das 6timas condi¢bes edafo-climaticas,
da existéncia de variedades adaptadas a diferentes regides, da procura crescente destes
frutos num mercado ndo saturado e de estabilidade de comercializacdo sob a alcada de
marcas com peso no mercado. As sofisticadas tecnologias de producéo e elevada capacidade
técnica dos produtores permitem a producédo durante todo o ano, o que cria condi¢cdes para o
refor¢o do posicionamento em mercados-alvo (GPP, 2019).

A atratividade econdmica da framboesa, aliada ao facto de Portugal apresentar condi¢cdes
edafo-climéticas ideais para a sua producédo e oferta durante todo o ano, fazem desta uma

cultura extremamente atrativa, cuja producao se caracteriza por uma elevadissima exigéncia



técnica e grau de inovagdo, num contexto de crescente exigéncia por parte dos consumidores
e dos retalhistas, relativamente a qualidade e sustentabilidade da producédo (GPP, 2019).
Acresce também a diminuicdo da quantidade de pesticidas disponiveis para o controlo das
ameacas bibticas que exercem pressdo sobre a cultura, nomeadamente a doenca da
ferrugem, em Portugal. Estes fatores, aliados aos constrangimentos impostos pelas
alteracGes climaticas, fazem com que seja urgente o desenvolvimento de genoétipos
resistentes e/ou tolerantes as pragas e doencas que exercem maior pressdo sobre a cultura,
de forma duradoura e estavel (Graham & Brennan, 2018). Atualmente, ndo ha cultivares (cvs.)
que apresentem simultaneamente frutos de elevada qualidade e resisténcia ou tolerancia a
pragas e doencas (Jennings, 2018). E essencial a selecdo e melhoramento de material
vegetal de elevado rendimento, adaptado a regido onde é produzido, com as caracteristicas
de interesse no mercado para o qual esta orientado, de forma a maximizar a competitividade
dos produtores e a rendibilidade da cultura.

Nesse sentido, o Instituto Nacional de Investigagédo Agréria e Veterinaria (INIAV), I.P., em
parceria com a empresa BeiraBaga, implementou um programa de melhoramento de
framboesa, que ja selecionou um conjunto de gendétipos com interesse agronémico, mas que
ainda ndo possuem todas as caracteristicas que fagcam deles variedades de exceléncia.

O trabalho realizado no &mbito desta disserta¢do insere-se numa fase inicial do programa
de melhoramento, caracterizada pela avaliagdo de 4 mil genoétipos por ano. O principal
objetivo prendeu-se com a avaliacao de trés familias de framboesa, originarias do cruzamento
do mesmo progenitor feminino (PF) — que se pretende melhorar, com trés progenitores
masculinos distintos. O genétipo que constitui 0 PF apresenta qualidade do fruto
economicamente interessante, mas possui também trés caracteristicas bastante
desfavoraveis: elevada suscetibilidade a doenca da ferrugem tardia, provocada pelo fungo
Thekopsora americana (Farl.) Aime & McTaggart; produgéo bastante tardia e cor do fruto
demasiado escura para o mercado de exportagdo. Assim, cada cruzamento teve como
finalidade a introducé&o de uma caracteristica especifica: resisténcia a doenca da ferrugem
tardia (familia 1); precocidade na producao (familia 2); producéo de frutos de coloragdo mais
clara (familia 3). Pretendeu-se com este trabalho avaliar a eficacia de introdugédo das
caracteristicas pretendidas em cada descendéncia e aplicar metodologias praticas de apoio
a selecdo de individuos de interesse, em linha com os objetivos de melhoramento definidos.

Neste contexto, os objetivos especificos desta dissertacao sao os seguintes:

o Desenvolver e otimizar o protocolo de inoculacéo artificial de plantas jovens de
framboesa com urediniésporos de T. americana e avaliar, através deste método,
as plantas inoculadas da familia 1 relativamente a sua resisténcia;

e Acompanhar a fenologia e avaliar as datas de produgcdo dos descendentes da

familia 2, de forma a identificar individuos mais precoces que o PF;



¢ Avaliar os diferentes parametros relacionados com a cor do fruto da descendéncia
da familia 3, com o objetivo de identificar frutos de colora¢do mais clara que os do
PF.



2. Revisao bibliografica
2.1. A culturadaframboesa

2.1.1. Taxonomia

A framboesa pertence a familia das Roséceas e ao género Rubus, um dos mais diversos
do reino vegetal, sendo constituido por aproximadamente 500 espécies altamente
heterozigéticas, cujo nivel de ploidia pode variar entre diploide e dodecaploide (Jennings,
1988; Meng & Finn, 2002; Oliveira, 2021). Este género divide-se em 12 subgéneros,
nomeadamente o Ideobatus, aquele a que pertence a framboesa. Este subgénero ocorre nos
cinco continentes, mas apresenta maior concentracdo no hemisfério Norte, particularmente
na Asia, Europa e América do Norte. As espécies que dele fazem parte distinguem-se entre
si pela capacidade de separacgéo entre o recetaculo e os frutos maduros (Graham & Jennings,
2009).

As espécies de framboesa de maior interesse comercial sdo a vermelha (R. idaeus L.) e
a preta (R. occidentalis L.). A espécie R. idaeus L. divide-se ainda em duas subespécies: a
europeia (R. idaeus L. subsp. vulgatus Arrhen) e a norte americana (R. idaeus L. subsp.
strigosus Michx), das quais derivam a maioria das variedades cultivadas. Apesar de serem
ecotipos da mesma espécie e ambas diploides, apresentam diferencas entre si,
nomeadamente na morfologia (ao nivel da inflorescéncia e forma do fruto) e na distribuigéo
geografica (Oliveira, 2021; Oliveira et al., 2007).

A subespécie europeia esta distribuida desde o circulo polar até as montanhas do
Céucaso, na Asia Menor. A subespécie norte americana, por outro lado, esta presente na

América do Norte e na Asia de Leste (Oliveira et al., 2007).

2.1.2. Morfologia

As raizes de framboesa compdem a parte perene da planta e séo fasciculadas,
superficiais (restringem-se aos primeiros 25 cm do solo) e apresentam uma espessura média
de 3 - 4 mm (Oliveira, 2021; Oliveira et al., 2007). Colonizam o solo de forma assimétrica
(Figura 1), apresentando maior densidade na zona de renovacdo dos langamentos, que
surgem anualmente de gomos radiculares ou de gomos dormentes da base dos langcamentos
(Hudson, 1959).

As folhas de framboesa sado glabras, compostas, com elevada concentracdo de estomas
na péagina inferior e auséncia na pagina superior. Apresentam trés foliolos quando jovens e
em ramos frutiferos, e cinco quando adultas. A sua forma varia muito com as variedades
(Oliveira et al., 2007). Os caules apresentam forma cilindrica, podendo ser lisos ou revestidos

de pélos e aculeos, caracteristicas importantes na suscetibilidade a algumas doencas



(Oliveira et al., 2007). Os entrends alongam a uma taxa varidvel consoante a variedade e as
condicBes de crescimento, e 0 himero de nds varia com o ritmo de crescimento: a base e o
terco superior apresentam maior densidade de nés, uma vez que se desenvolveram em
periodos menos favoraveis (crescimento lento) e, pelo contrario, a zona intermédia do caule
apresenta menos nds, uma vez que se desenvolveu a uma taxa de crescimento rapida, num
periodo mais favoravel (Oliveira et al., 2007). Cada n6 apresenta, geralmente, um gomo axilar,
potencialmente frutifero, que se forma no primeiro ano de desenvolvimento e da origem a
ramos frutiferos no ano seguinte (Jennings, 1988; Oliveira et al., 2007).

Os ramos frutiferos consistem num eixo desenvolvido a partir dos gomos laterais
dormentes do ano anterior, que desenvolve no seu apice primérdios florais. Da sua axila,
desenvolvem-se eixos secundérios que originam novas flores. Estes ramos apresentam maior
comprimento e quantidade de nds quando localizados na base do langamento, sendo estas
caracteristicas influenciadas por outros fatores como as praticas culturais, as condi¢des
ambientais e a idade da planta (Oliveira et al., 2007; Williams, 1959). O numero de frutos por
ramo é influenciado pelo nimero de flores do ramo e a sua taxa de vingamento (Oliveira et
al., 2007).

A floracdo de R. idaeus inicia-se no apice do ramo frutifero e evolui progressivamente em
direcdo a base do eixo. As flores agrupam-se em inflorescéncias cimeiras, numa quantidade
que pode variar entre 3 e 75 flores por inflorescéncia (Halevy, 1986). As flores sdo
hermafroditas, pequenas (0,5 - 2,5 cm), com um célice formado por cinco sépalas e uma
corola com cinco pétalas, geralmente brancas. Possuem um hipanto curto e um gineceu
apocarpico, constituido por 60-80 ovarios geralmente monospérmicos, agrupados num
recetaculo carnudo coniforme. Inseridos no calice, encontram-se anéis de estames, entre 60
e 90, que envolvem o recetaculo com os carpelos. As flores produzem elevadas quantidades
de néctar (13 mg durante a fase de floragdo) que, em conjunto com o pdélen, atrai de forma
muito eficaz insetos polinizadores, particularmente a abelha doméstica, o polinizador principal.
Cada ovéario da origem a uma drupéola®, monospérmica, de mesocarpo carnudo e endocarpo
rijo, envolvendo a semente. As drupéolas agrupam-se num fruto mdultiplo de drupas,
agregadas por pélos microscopicos — a framboesa (Figura 1) (Graham & Jennings, 2009;
Oliveira et al., 2007).

Durante a maturacao do fruto forma-se uma camada de abcisao entre as drupéolas e o
recetaculo, permitindo que o fruto se separe do mesmo durante a colheita (Oliveira et al.,
2007).

1 Drupa de pequena dimenséo que se desenvolve a partir de um ovario.
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Figura 1 - Distribuicao da densidade das raizes de framboesa em profundidade (a); lancamento de planta de
framboesa (b); fruto de framboesa (c). Adaptado de Funt (2013).

2.1.3. Ciclo cultural

Para descrever o ciclo cultural da framboesa de forma mais precisa, € importante fazer a

distingcdo entre framboesas remontantes e ndo remontantes.

2.1.3.1. Caracteristica remontante

Esta caracteristica, na cultura da framboesa, estd relacionada com os habitos de
frutificacdo das variedades, exercendo elevada influéncia sobre as técnicas -culturais
aplicadas e a sua época de producao (Oliveira, 2021).

O ciclo das variedades ndo-remontantes é bienal, sendo que estas apenas frutificam em
lancamentos de segundo ano, apdés dorméncia invernal. Pelo contrario, as variedades
remontantes tém a capacidade de frutificar tanto em langamentos do ano, sem dorméncia
invernal, como em langamentos do segundo ano, apos dorméncia invernal (Figura 2). Assim,
0s seus ciclos culturais apresentam algumas diferengas, bem como as suas exigéncias

climéticas (Oliveira, 2021).

2.1.3.2. Crescimento vegetativo

Esta fase decorre de forma semelhante para ambos os tipos de variedades.
O inicio do desenvolvimento vegetativo d4-se quando os gomos do sistema radicular, que
podem ser gomos radiculares ou gomos axilares dos langcamentos na zona de substituicdo

(Figura 1), comecam a emitir novos langcamentos (Oliveira et al., 2007).



O abrolhamento dos gomos radiculares pode originar langcamentos de outono ou de
primavera, consoante a época em gque acontece (Hudson, 1954; Williams, 1959). Os gomos
axilares nunca ficam completamente dormentes, ao contrario dos radiculares, e dao origem,
anualmente, aos langcamentos de reposi¢ao na primavera (Oliveira et al., 2007).

Ambos podem originar lancamentos durante toda a época de crescimento, com uma
elevada capacidade de colonizacdo do espaco disponivel, conduzindo a formacéo de tufos
densos (Oliveira et al., 2007). O desenvolvimento vegetativo estende-se desde a primavera
até ao final do outono, altura em que a planta entra em dorméncia invernal (Carew et al.,
2000a).

Durante o primeiro ano da-se o crescimento vegetativo, que cessa com a entrada em

dorméncia no outono, com a diminuigdo da temperatura e do fotoperiodo (Oliveira, 2021).

2.1.3.3. Desenvolvimento reprodutivo em variedades nao-remontantes (floricanes)

O desenvolvimento reprodutivo inicia-se com a inducao floral dos gomos e do meristema
apical dos langamentos do ano. Durante este processo ocorre, regida por fenébmenos
bioquimicos, a alteragdo qualitativa dos gomos, da funcdo vegetativa para reprodutiva,
fazendo com que sejam capazes de diferenciar flores. Ocorre no outono, imediatamente antes
da paragem de crescimento para a entrada em dorméncia no inverno (Darnell et al., 2002;
Oliveira, 2021, Oliveira et al., 2007).

A fase seguinte corresponde a diferenciacdo floral, que consiste na formacao de
primordios florais nos gomos laterais e meristema apical e, segundo Oliveira et al. (2007),
pode ocorrer, ou ndo, imediatamente a seguir a inducéo floral, dependendo da variedade. Esta
é interrompida em novembro e retomada em janeiro/fevereiro.

Para que haja quebra de dorméncia e abrolhamento dos gomos, as variedades néo-
remontantes necessitam de acumular 800 a 1600 horas de frio (temperatura inferior a 7,2°C).
Este € um fator de elevada influéncia na diferenciagéo floral e na formagé&o de ramos frutiferos,
0 que, consequentemente, afeta a producao final da planta (Oliveira, 2021).

A floracgéo inicia-se na primavera, com o abrolhamento dos gomos devido ao aumento da
temperatura, podendo ocorrer em margo ou abril, simultaneamente com o inicio do
desenvolvimento vegetativo desse ano. Em maio, inicia-se o desenvolvimento do fruto, cuja

maturacao se d& no final de julho, aproximadamente (Carew et al., 2000a).

2.1.3.4. Desenvolvimento reprodutivo em variedades remontantes (primocanes)

Os langamentos das variedades remontantes tém a capacidade de produzir duas vezes
durante o ciclo biolégico: a primeira, no primeiro ano, nos gomos da porcao superior dos
lancamentos (geralmente nos primeiros 15 nos, sendo este um valor que varia com a
variedade) (Heide & Sgnsteby, 2011; Oliveira et al., 2007); a segunda, na porc¢éo inferior do

lancamento, no segundo ano. Ao contrdrio das variedades ndo-remontantes, a primeira



floracdo ocorre de forma indiferente ao fotoperiodo e as baixas temperaturas, néo
necessitando do periodo de dorméncia. A iniciacdo floral ocorre simultaneamente com o
periodo de desenvolvimento vegetativo, no inicio da primavera, com a inducéo e diferenciacéo
floral, culminando na frutificacdo e maturacdo dos frutos entre o final do verdo e o inicio do
outono (Capela, 2020; Oliveira, 2021).
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Figura 2 — Esquema do ciclo biologico das variedades de framboesa ndo-remontantes (a) e remontantes (b).
Adaptado de Carew et al. (2000a).

Os lancamentos de segundo ano necessitam apenas de 800 horas de frio para que o
abrolhamento e frutificacdo ocorram de forma satisfatoria, o que torna estas variedades mais
apropriadas para cultivo nos paises do sul da Europa, que apresentam invernos mais amenos
(Oliveira, 2021). O desenvolvimento floral, frutificagdo e maturagéo do segundo ano ocorrem

de forma semelhante a das variedades nao-remontantes.

2.1.4. Exigéncias edafo-climaticas

No respeitante as exigéncias edaficas, por possuir um sistema radicular bastante
superficial e sensivel ao encharcamento, a cultura da framboesa requer solos de textura
arenosa ou arenosa-franca, ndo muito profundos. Estes devem apresentar um pH étimo entre
6 e 6,5, ser bem drenados e ricos em matéria organica (2 - 4%) (Edin et al., 1999; Harvey &
Sobey, 2013; Oliveira, 2021).

A cultura de framboesa esta adaptada a climas temperados, caracterizados por invernos
amenos (que ainda assim cumpram as suas necessidades em frio) e verdes suaves. A costa
atlantica portuguesa, particularmente a regido do sudoeste alentejano, reine as condicdes

ideais para a sua producao, sendo-lhe atribuida a classificacdo climatica Csb, segundo a
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classificacdo de Koppen-Geiger, correspondente a clima temperado com verdo ameno e seco
(Peel et al.,, 2007; (Oliveira, 2021). A framboesa atinge o potencial maximo de
desenvolvimento vegetativo a uma temperatura 6tima de 20 °C, apresentando uma diminui¢céo
de desempenho com temperaturas superiores a 30 °C, que se agrava se em simultaneo se
verificarem valores de humidade relativa (HR) baixos e vento (Oliveira, 2021). Heide &
Sgnsteby (2011) concluem que, nas variedades ndo-remontantes, a arquitetura 6tima que
gera maxima producdo € obtida com uma temperatura de verdo adequada para o
desenvolvimento de lancamentos vigorosos, sucedida pela exposicéo a baixas temperaturas
e fotoperiodos curtos — valor critico de 15 horas para temperaturas intermédias de 15 °C -
para correta iniciacdo floral e inducdo de dorméncia dos gomos, bem como exposicado ao
periodo de frio adequado para quebra de dorméncia, como referido na seccdo 2.1.3. Para as
variedades remontantes, os autores referem que, para obter plantas com maior densidade de
ramos laterais, bem como floracdo e frutificacdo mais abundantes, é importante que se
verifiguem temperaturas mais elevadas ao longo do ciclo, entre os 20 e os 25 °C, que

promovem também uma maturagdo mais precoce na maioria das variedades.

2.2. Melhoramento

Os primeiros registos de formas cultivadas de framboesa remontam a meados do século
XIV, na Europa, sendo que apenas no final do século XVIII séo reportadas variedades
primarias distintas da cultura, obtidas essencialmente por hibridagdo. O melhoramento
controlado de framboesa teve inicio na década de 20 do século XX, permitindo que, entre
1981 e 2001, fossem langadas 100 novas variedades (Moore, 2008). Impulsionados pelo
aumento acentuado da procura de framboesa no mercado, varios programas de
melhoramento — publicos e, principalmente, privados, foram estabelecidos e tém vindo a
produzir variedades de exceléncia, maioritariamente nas Ultimas duas décadas (Graham &
Brennan, 2018; Oliveira, 2021).

Existem dois polos principais de melhoramento da cultura da framboesa: o europeu e o
norte americano (Oliveira et al., 2007).

Na Europa, € de realgar um dos programas de melhoramento mais proficuos, o East
Malling Research (EMR), no Reino Unido, responsavel por duas séries de cultivares de
elevada importancia no mercado e nos programas de melhoramento: a série ‘Malling’ e a série
‘Autumn’ (Jennings, 2018). As primeiras cultivares da série ‘Malling’ foram langadas em 1950,
tendo desde entdo sido introduzidas no mercado, provenientes desta série, cultivares néo-
remontantes de floracdo tardia e precoce (Jennings, 1988; Knight & Fernandez, 2008). Na
década de 80 do século XX, fruto da énfase na selecéo de cultivares remontantes, € lancada
a cv. Autumn Bliss, precoce, que impulsionou o desenvolvimento de cultivares remontantes e

disponibilizou material genético para varios programas de melhoramento em todo o mundo



(Jennings, 2018). Mais tarde, foi selecionada a cv. Autumn Treasure, também remontante e
apresentando simultaneamente tolerancia as infecdes pelos fungos do género Phytophthora
e frutos de elevada qualidade (Jennings et al., 2016). A série ‘Glen’, desenvolvida pelo Scottish
Crop Research Institute (SCRI), compreende também cultivares ndo-remontantes relevantes
na industria da framboesa. Estas apresentavam melhorias significativas no tamanho e
propriedades organoléticas do fruto, bem como auséncia de espinhos que, aliada a um habito
de crescimento vertical e facilidade de separacao entre o fruto e o recetaculo, as tornava
adequadas para colheita mecéanica (Jennings, 2018). A cv. Glen Ample revela-se como a de
maior sucesso desta série, lancada em 1996, adotada como standard no mercado de retalho
europeu, apropriada tanto para processamento como para venda em fresco (Jennings, 2018).

Na Europa central, o programa de melhoramento do Instituto de Horticultura da Poldnia,
um dos maiores produtores europeus, desenvolveu também algumas cultivares remontantes
de relevo no mercado, como a ‘Polana’ e a ‘Polka’ (Jennings, 2018). H& ainda varios
programas publicos de melhoramento em paises como a lItalia, Espanha, Sérvia, Hungria,
Roménia, Ucrania e Russia (Oliveira, 2021).

Na América do Norte, destacam-se os programas de melhoramento nos Estados Unidos,
um dos maiores produtores mundiais de framboesa, em Washington e no Oregon, na costa
oeste, cujos esforcos se concentram na selecdo de cultivares remontantes adaptadas a
colheita mecéanica e processamento, tendo conseguido obter cultivares tolerantes a podridao
radicular (grupo ‘Cascade’) e imunes ao Raspberry Bushy Dwarf Virus (RBDV) (‘Cascade
Dawn’) (Moore, 2004, 2006; Moore & Finn, 2007); em Nova lorque e Nova Hampshire, na
costa este, o programa de melhoramento mais antigo, que data do inicio de 1800, que lancou,
em 1969, uma cultivar remontante de exceléncia, a ‘Heritage’, que foi uma das mais cultivadas
no mundo e sobre a qual assenta o melhoramento de cultivares remontantes (Daubeny, 1997;
Oliveira et al., 2007); o programa da Agriculture and Agri-Food do Canada (AAFC),
responsavel pelo langamento da cv. Tulameen, em 1989, uma das mais populares a nivel
mundial e a referéncia no que diz respeito ao sabor de frutos para venda no mercado em
fresco (Jennings, 2018).

O melhoramento de cultivares remontantes revolucionou a producéo de framboesa, tendo
estas passado a dominar a producdo em regides em que as rigidas temperaturas invernais
causam acentuados danos nas culturas e, pelo contrario, em regiées onde nao se verificam
0s requisitos em frio necessarios para a quebra de dorméncia e produtividades aceitaveis
(Jennings, 2018). E de realcar a importancia que o programa de melhoramento privado da
multinacional Driscoll’s (DAS), sediada nos Estados Unidos, cujo ambito esta centrado no
desenvolvimento de cultivares remontantes (‘Driscoll Maravilla’) e sistemas de produgao
melhor adaptados a sua producéo, teve na ado¢cdo do mesmo modelo de negécio por varios
programas de melhoramento privados. Novas cultivares para producdo em regime de

exclusividade e com licenga restrita foram langadas no Reino Unido (‘Sapphire’, ‘Jade’),
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Paises Baixos (‘Kweli’, ‘Kwanza’), Franga (‘Paris’, ‘Versaille’) e Espanha (‘Lupita’ e ‘Adelita’,
cultivadas em Marrocos para fornecer o mercado europeu durante o inverno) (Jennings,
2018).

Em Portugal, estd em curso um programa de melhoramento em framboesa, resultante da
pareceria entre o INIAV, I.LP. e a empresa BeiraBaga, que se dedica a producédo e
comercializacdo de pequenos frutos. A maioria das cultivares em producdo comercial em
Portugal foi obtida por programas de melhoramento de empresas privadas, estando-lhes
inerente a obrigatoriedade de producdo em exclusividade e o pagamento de uma
percentagem do lucro sobre a producéo final (Oliveira, 2021). Segundo Oliveira (2021), as
cultivares com maior expressédo de area em Portugal sdo as remontantes pertencentes ao
grupo Driscoll’s (DAS), como a ‘Maravilla’, a empresa holandesa Advance Berry Breeding
(ABB), como a ‘Kweli’ e a ‘Kwanza’, e ndo-remontantes, como a ‘Sapphire’™, pertencente ao
grupo BerryWorld, do Reino Unido.

A expanséao do género Rubus no geral, e da framboesa em particular, esta limitada pelas
alteracdes climaticas, pelos fatores de stress bidtico e abidtico e pela necessidade de
implementacéo de préaticas de produgdo sustentaveis. A longevidade e viabilidade da cultura
nas exploracdes é fortemente condicionada pela presséo exercida pelas pragas e doengas e
pela biologia da planta (Graham & Brennan, 2018). Atualmente, a indUstria baseia a producao
num ndmero restrito de variedades, preferidas pelo consumidor e pelo retalho devido a
elevada qualidade do fruto, mas que, no geral, apresentam baixa ou auséncia de resisténcia
aos fatores bidticos mais problematicos. Com a diminuicdo da quantidade de pesticidas
disponiveis para o seu controlo e com o aumento da exigéncia e preocupagao por parte do
consumidor relativamente a sustentabilidade da producgéo, aliado aos constrangimentos
impostos pelas altera¢des climaticas, € urgente o desenvolvimento de genotipos resistentes
e/ou tolerantes as pragas e doengas que exercem maior pressao sobre a cultura, de forma
duradoura e estavel (Graham & Brennan, 2018). Acresce ainda a esta necessidade, a
dificuldade associada ao facto de as cultivares modernas estarem separadas dos
antecessores selvagens por apenas algumas geracgoes, cuja domesticacao reduziu em grande
extensdo a diversidade genética e morfolégica. Graham & McNicol (1995) reportam uma

similaridade genética de 70% entre as cultivares europeias.

2.2.1. Técnicas de melhoramento

Todos os programas de melhoramento sdo implementados de acordo com um
determinado esquema de melhoramento, que varia em func&o da cultura e tipo de cultivar, e
que determina a passagem das linhas de melhoramento ao longo do processo de selecdo

(Brown et al., 2014). As cultivares de framboesa sdo consideradas clonais, tal como as de
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espécies fruticolas perenes (macd, péra, laranja, ameixa, entre muitas outras) e outras
culturas cultivadas como anuais (como a batata). Este tipo de cultivares tem origem na
propagacao vegetativa de linhas de melhoramento, fazendo com que sejam geneticamente
uniformes (Brown et al., 2014).

A estratégia tipicamente empregue nos esquemas de melhoramento de framboesa é
semelhante aquela utilizada para outras culturas propagadas vegetativamente (Hall et al.,
2009).

O método correntemente utilizado na maioria dos programas de melhoramento de
framboesa € o classico, que assenta nos processos base de cruzamento e selecdo. Devido
as caracteristicas intrinsecas da espécie e aos sistemas de condugédo tradicionalmente
utilizados, um programa de melhoramento de framboesa demora em média 8 a 10 geracdes,
desde a avaliacdo das plantulas originarias dos primeiros cruzamentos em condicbes de
campo até ao langcamento de uma nova cultivar (Brown et al., 2014; Gambardella et al., 2016).
Segundo Brown et al. (2014), o processo de desenvolvimento de uma cultivar clonal é
relativamente simples, estando a selecdo dividida em 3 fases principais, tal como
esquematizado na Figura 3.

O processo inicia-se com o0 cruzamento dos progenitores selecionados, que exibem
determinada caracteristica de interesse. A maioria das linhas parentais utilizada no
melhoramento de cultivares clonais é altamente heterozigo6tica, o que significa que é possivel
observar segregagdo imediatamente na primeira geracdo de descendentes (Brown et al.,
2014; Caligari & Brown, 2003). Segundo Hall et al. (2009), na maioria dos programas de
melhoramento de framboesa, a sele¢do de progenitores baseia-se apenas na sua resposta
fenotipica ao ambiente onde ocorreré a selecao; os cruzamentos sao feitos entre progenitores
com base na manifestacdo de caracteristicas desejaveis; muitos dos programas de
melhoramento do mundo ndo usam planos de cruzamento ou ensaios estatisticamente
delineados para a instalagédo das plantulas, nem séo, tdo pouco, registados dados suficientes
para avaliar os padrdes de transmisséo das caracteristicas de interesse. Estas praticas nédo
sdo as ideais, mas sao, muitas vezes, as passiveis de ser concretizadas.

As sementes produzidas pela linha parental utilizada como progenitor feminino séo
germinadas e, tendo atingido o porte adequado, sdo transferidas e transplantadas para o

campo, no local onde serdo avaliadas.
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Cruzamento(s)

Linhas parentais heterozigdticas
Gerar variabilidade genética

‘

Selecdo Precoce de Geragodes

Primeira fase em que a populagdo nao-selecionada é
avaliada
Milhares de individuos
Eliminagao dos piores gendtipos

‘

Selecdo Intermédia de Geragoes

Avaliagdo mais detalhada das linhas remanescentes
Identificagdo dos melhores gendtipos

Selecao Avancada de Geragoes

‘

Ensaios mais precisos e detalhados, em diferentes regides
Confirmagdo dos melhores gendtipos

Figura 3 — Esquema geral de melhoramento de cultivares clonais. Adaptado de Brown et al. (2014).

A primeira fase de selecao consiste na avaliagcdo dos milhares de genétipos que resultam
dos cruzamentos iniciais. Conjuntamente com as etapas anteriormente descritas, esta insere-
se no primeiro ano do esquema de melhoramento. Por ser necessario avaliar milhares de
genotipos nesta fase, € mantida, geralmente, apenas uma planta de cada um, ndo sendo
possivel ou exequivel instalar ensaios mais sofisticados, com maiores unidades experimentais
e réplicas. A avaliacdo é feita de forma relativamente grosseira, na maioria dos casos com
recurso a andlise visual e a medicdo de alguns indicadores com metodologias empregues de
forma expedita. Sdo eliminadas as plantas com fenétipos claramente desinteressantes para
0s objetivos delineados e mantidas as plantas dos genétipos que manifestem fenotipicamente
as caracteristicas de interesse. E refinado o nimero de gendtipos individuais de interesse e
aumentado o nivel de precisdo na avaliagdo do seu potencial para o desenvolvimento de uma

nova cultivar (Brown et al., 2014).
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Este tipo de metodologia empregue na fase inicial apresenta algumas limitagbes: as
populacBes avaliadas séo geralmente compostas por genoétipos altamente heterozigéticos,
onde os efeitos de dominéncia podem ser elevados e mascarar o verdadeiro genoétipo da
selecdo; por ser subjetiva, a selecdo com base na avaliacdo visual tende a ser mais ineficiente
guando efetuada por apenas um melhorador; a selecdo tende para caracteres com elevada
heritabilidade, nomeadamente aquelas que sao controladas por um Unico gene maior (Brown
et al., 2014). Para garantir selecdes mais objetivas, deverdo ser medidos indicadores
especificos para as caracteristicas de interesse. E importante realcar, no entanto, que
avaliagcBes mais precisas nesta fase implicam acesso a recursos humanos, de espaco e
financeiros, que raramente estdo disponiveis (Brown et al., 2014; Caligari & Brown, 2003).

A fase intermédia de selecdo poderd ser composta por aproximadamente 4 ciclos de
sele¢cdo e decorrer ao longo de 4 anos. As linhas de melhoramento selecionadas séo
multiplicadas vegetativamente e s&o instalados ensaios de maior dimenséo e complexidade,
com unidades experimentais maiores bem como réplicas, culminando num ensaio de média
escala. Este tem o objetivo de avaliar um ndmero muito reduzido de gendtipos e selecionar
apenas um. Estes ensaios caracterizam-se por uma maior precisdo, detalhe e objetividade de
avaliacdo, sendo medidos varios indicadores relevantes para as caracteristicas de interesse
(Brown et al., 2014).

A porcéo final do programa de melhoramento divide-se em 3 etapas. Primeiramente, na
fase de sele¢do avancada, é instalado um ensaio comercial com 8000 a 9000 plantas do
genotipo selecionado, em diferentes regides. Neste ensaio séo realizados testes de aptidao a
variedade, com o objetivo de avaliar a sua performance agronémica, a expressao das
caracteristicas de interesse e o grau de interagédo entre genétipo e ambiente. Desta avaliagdo
resulta a selecdo avancada do gendtipo com a melhor performance.

No final das fases de selecéo intermédia e avancada, os individuos selecionados poderéo
expressar a caracteristica de interesse a um nivel satisfatério, mas ter uma performance
agronomica insatisfatoria. Neste caso, podera recorrer-se a realizacdo de retrocruzamentos.

O retrocruzamento é uma técnica de melhoramento de plantas, mais comummente
utilizada quando ha cruzamentos interespecificos e intergenéricos e, particularmente, na
introducdo de resisténcia a doencas em determinado gendétipo agronomicamente superior
(Brown et al., 2014; Langridge et al., 2003). Realizar um retrocruzamento consiste em cruzar
um individuo com um dos seus progenitores (Langridge et al., 2003). No cruzamento inicial,
ha um progenitor que é dador da caracteristica de interesse, a linha paterna, que possui
caracteristicas agronémicas desinteressantes — como baixo rendimento e fraca qualidade dos
frutos —, e o progenitor recorrente, a linha materna, agronomicamente interessante, em cujo
genotipo se quer introduzir a caracteristica de interesse e que é sucessivamente cruzado com
a descendéncia (Hasan et al., 2015). A quantidade de ciclos necessaria para que 0S

descendentes voltem a atingir um nivel agrondmico desejavel, semelhante ao da linha
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materna, varia com o tipo de técnica utilizada — convencional ou com marcadores moleculares
—e com otipo de alelos que se quer transmitir — dominantes ou recessivos (Hasan et al., 2015;
Vogel, 2009). Esta técnica foi proposta pela primeira vez por Harlan e Pope, em 1922, e tem
sido amplamente utilizada no melhoramento de diferentes culturas, com varios casos de
sucesso (Allard, 1999; Hospital, 2005; Langridge et al., 2003; Stoskopf et al., 1993).

Quando for atingida a qualidade e performance satisfatérias ao longo destas duas fases
de selecdo, o gendtipo originario do ensaio de selecdo avancada, candidato a ser classificado
como nova variedade, € submetido a testes de distingcdo, homogeneidade e estabilidade
(DHE), durante 2 anos, pelo organismo europeu competente — o Community Plant Variety
Office (CPVO). Se demonstrar resultados satisfatorios para os trés requisitos, seré registado
e patenteado como nova variedade, passivel de ser comercializavel e produzida

comercialmente.

Tipo de caracteristicas a transmitir

As caracteristicas que se pretende transmitir a descendéncia e, em Ultima instancia, a
variedade selecionada, podem ser de dois tipos: qualitativas ou quantitativas. O conhecimento
béasico relativamente aos mecanismos genéticos que regem a passagem das caracteristicas
de interesse dos progenitores para a descendéncia é essencial para a implementacao de um
esquema de melhoramento eficaz e eficiente (Brown et al., 2014; Hall et al., 2009).

As caracteristicas qualitativas sédo controladas pela acdo de um Unico gene maior —
caracteristicas de controlo monogénico — o que resulta numa expressao fenotipica geralmente
de natureza binaria e cujos fenoétipos séo relativamente faceis de associar ao respetivo
genodtipo (Simmonds & Arthur, 2003). No entanto, a maioria das caracteristicas de interesse
que constituem objeto de selecdo num programa de melhoramento ndo sdo qualitativas.
Exemplos de caracteristicas controladas por um uUnico gene maior incluem resisténcia
monogénica a doengas e altura das plantas. Num programa de melhoramento, é relativamente
simples selecionar este tipo de caracteristicas, quando sao de interesse econdémico, uma vez
gue a sua segregacgdao €, também, relativamente simples. No entanto, se houver varios genes
que condicionem a expressao de determinada caracteristica — epistasia, a complexidade na
identificac@o das diferentes classes, ou fenétipos, aumenta (Simmonds & Arthur, 2003).

As caracteristicas quantitativas, pelo contrario, sdo controladas pela acdo conjunta de
Varios genes menores e denominam-se, por isso, poligénicas. Pensa-se que a contribui¢cao
de cada gene menor para a expresséo de determinada caracteristica seja aditiva e estes dédo
origem a elevada variabilidade, caracterizada por ser continua. A distribuicdo da expresséo
deste tipo de caracteristicas caracteriza-se por se aproximar da distribuicdo normal e pode
ser descrita pela sua média e variancia, sendo esta Ultima variavel um indicador da sua
variabilidade (Brown et al., 2014; Simmonds & Arthur, 2003). As caracteristicas de interesse

economico sdo geralmente quantitativas e constituem o objeto de selecdo em todos os
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programas de melhoramento, apresentando a desvantagem de serem muito mais dificeis de
selecionar. A sua complexidade deve-se também ao facto de a sua expresséao ser altamente
influenciada pelas condicbes ambientais, apresentando diferentes performances quando
expostas a diferentes condicbes (Simmonds & Arthur, 2003). Uma das maiores dificuldades
num programa de melhoramento, quando o0s objetivos de selecdo assentam em
caracteristicas quantitativas, é identificar os genétipos de maior interesse com base na sua
expressao fenotipica, o que faz com que seja de extrema importancia implementar um
delineamento experimental adequado (Brown et al., 2014). Caracteristicas quantitativas
incluem o rendimento, uma das mais importantes, qualidade nutritiva do fruto/semente,
resisténcia ndo-monogénica a doencas, adaptabilidade e desenvolvimento (Caligari & Brown,
2003; Daubeny, 1987; Fejer, 1977; Jennings, 1983; Mis™ic’, 1970; Vrain et al., 1994).

2.2.2. Objetivos

No melhoramento de framboesa, ha objetivos chave que sdo transversais a todos os
programas de melhoramento, de forma a obter genoétipos superiores que correspondam as
exigéncias de qualidade, sustentabilidade e adaptabilidade, nomeadamente: qualidade do
fruto, em termos de tamanho, brilho, firmeza, cor e sabor; rendimento; resisténcia e/ou
tolerancia a pragas e doencas; resisténcia e/ou tolerancia a fatores abiotticos; facilidade de
colheita. Neste trabalho foram focados 3 objetivos de melhoramento principais, que foram o
alvo de estudo e avaliacdo: resisténcia a ferrugem tardia (Thekopsora americana),
precocidade na producéo e cor do fruto.

2.2.2.1. Resisténcia a pragas e doencas: ferrugem tardia

Com a diminui¢cdo da quantidade de produtos fitofarmacéuticos disponiveis no mercado
e com 0 aumento da pressdo para uma producdo mais sustentavel, tem-se verificado uma
énfase crescente no modo de Producdo Integrada. Atualmente, ndo héa cultivares que
apresentem simultaneamente frutos de elevada qualidade e resisténcia ou tolerancia a pragas
e doencas, mas a sua obtencdo é essencial para a producdo de culturas resilientes em
contexto de Producéo Integrada (Jennings, 2018).

A obtencdo de cultivares com esta caracteristica tem sido um dos objetivos do
melhoramento europeu e vérias fontes de resisténcia de diferentes espécies de Rubus spp.,
para varios agentes patogénicos, tém sido identificadas e exploradas no melhoramento
convencional (Birch et al., 2002; Jennings, 1988; Jones et al., 2002; Jones & McGavin, 1998;
Keep et al., 1977; Knight, 1991; Williamson & Jennings, 1992). Recentemente, o foco tem-se
direcionado para a selecéo de caracteres fisicos da planta que Ihe proporcionem tolerancia,
fruto dos mecanismos de defesa contra herbivoros, que podem ser explorados com esse
objetivo (Graham et al., 2014; Karley et al., 2016). Tomando como exemplo os fungos, uma

das estratégias passa por selecionar genotipos com caracteristicas morfolégicas
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desfavoraveis ao desenvolvimento das doengas das quais sdo agentes causais, tais como
boa separacéo e exposicado dos frutos, facilidade de colheita, firmeza e menor densidade de
folhagem que contribuem para o bom estado fitossanitario dos lancamentos (Oliveira et al.,
2007).

Em Portugal, as doencas que podem provocar maiores prejuizos na cultura da framboesa
sdo a ferrugem, que pode ser causada por dois fungos distintos: Phragmidium rubi-idaei (DC.)
P. Karst (ferrugem amarela) ou Thekopsora americana (Farl.) Aime & McTaggart (Aime &
McTaggart, 2021) (anteriormente denominado Pucciniastrum americanum (Farl.) Arthur, que
provoca a ferrugem americana ou tardia), e a podridao cinzenta, causada pelo fungo Botrytis
cinerea. As pragas chave sdo os 4caros — Tetranychus sp. (vermelho) e Eotetranychus carpini
borealis (Ewing, amarelo) -, e a drosdfila-da-asa-manchada — Drosophila suzukii Matsumura
(Oliveira, 2021).

Na cultura da framboesa, em conjunto com a podridao cinzenta, a ferrugem é considerada
uma doenca chave em Portugal, em particular a ferrugem tardia, devido aos elevados
prejuizos que pode originar, por apresentar maior expressao e por ser de mais dificil controlo
(Oliveira, 2021).

A ferrugem tardia ataca as formas cultivadas de framboesa vermelha, preta e algumas
formas selvagens. Em ataques severos provoca desfoliacdo prematura o que,
consequentemente, reduz o vigor da planta e aumenta a suscetibilidade dos langamentos a
danos pelo frio no inverno. Afeta também os frutos, impedindo que sejam comercializados em
fresco devido a presenca de massas de esporos nas drupéolas (Ellis et al., 1991). Em
cultivares remontantes tardias e em cultivares suscetiveis, como a ‘Heritage’ e a ‘Festival’, os
frutos imaturos sdo afetados, podendo verificar-se uma quebra de 30 a 100% dos frutos

comercializaveis (Funt, 2013).

Epidemiologia

O fungo T. americana pertence a classe dos Pucciniomycetes, a ordem Pucciniales e a
familia Coleosporiaceae (Aime & McTaggart, 2021).

E um fungo néo sistémico, heteroico? e macrociclico®, desenvolvendo uredinios e télios
no hospedeiro principal, a framboesa vermelha, e espermagoénios e aécios no hospedeiro
alternativo, o pinheiro-do-Canada (Picea glauca). No final da primavera, séo libertados
aeciosporos do pinheiro-do-Canada, que provocam infe¢cdes primarias no hospedeiro
principal, a framboesa, das quais se desenvolvem pustulas urediniais. Destas pustulas
libertam-se uredinidsporos (Figura 4) que provocam sucessivas infe¢cbes secundarias na

planta. Através destas infecdes, a ferrugem consegue desenvolver-se apenas no hospedeiro

2 Fungos caracterizados como heteroicos necessitam de dois hospedeiros distintos para concluirem o
seu ciclo de vida completo (Luffman & Buszard, 1989).

8 Fungos que produzem cinco tipos de esporos diferentes sdo denominados macrociclicos (Walker,
1969).
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principal, ndo necessitando de cumprir a fase de desenvolvimento no hospedeiro secundario
(Ellis et al., 1991).

As condi¢bes oOtimas para o seu desenvolvimento ocorrem a temperaturas entre os 18 e
0s 26 °C e elevada HR. Num ensaio de germinacgéo de urediniésporos de ferrugem tardia,
onde foram combinados diferentes valores de temperatura e de duragdo de humedecimento
da folha, Ribeiro (2021) observou que o intervalo de temperaturas 6timas para a germinagao
dos esporos se situa entre 0os 15 e 0s 20 °C, sendo esta maxima aos 20 °C. A autora concluiu
também que a duragcdo minima de periodo de humectacdo das folhas para que se observe

germinacao de esporos é de 4 horas e que esta € maxima apoés 12 horas.

Figura 4 — Pagina inferior de folha de framboeseira coberta com lesdes esporulantes de T. americana (a);
manchas cloréticas na pagina superior de folhas de framboeseira, provocadas pela infe¢do por T. americana (b);
framboesa madura com lesdes esporulantes de T. americana (c); framboesas imaturas com lesfes esporulantes

de T. americana (d); aglomerado de esporos de T. americana na pagina inferior de uma folha de framboeseira
(e); urediniésporos de T. americana vistos ao microscoépio (f,g). As quatro fotos da série de cima foram registadas
no PIF, em agosto de 2022.

Os urediniésporos sado disseminados pelo vento e de forma mecanica, de 6rgaos
infetados para 6rgaos saudaveis. Os esporos germinam e os tubos germinativos penetram na
folha pelos estomas, localizados na pagina inferior. Estas sdo mais suscetiveis a infecao
quando adultas e fisiologicamente ativas, por oposicdo a folhas mais jovens ou mais velhas.
Formam-se pequenos uredinios na pagina inferior das folhas infetadas, que libertam esporos
amarelo-alaranjados (Ellis et al., 1991). Estes podem infetar flores, célices, peciolos, frutos e
também langcamentos. Na pagina superior desenvolvem-se pequenas manchas cloroticas que
evoluem para uma coloragdo castanha antes que as folhas caiam (Figura 4). O fungo

consegue resistir durante o inverno sob a forma de micélio uredinial nos lancamentos da
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planta, produzindo novos uredinios para reinfecdo na primavera, e voltando a diminuir a

atividade quando as temperaturas aumentam nos meses de verao (Luffman & Buszard, 1989).

Tipos de Resisténcia

A resisténcia a pragas e doencas, em plantas, pode ser determinada de forma qualitativa
(sendo adquirida através de um unico gene) ou quantitativa (sendo adquirida através de
multiplos genes) (Brown et al., 2014).

Resisténcia vertical ou especifica € 0 nome dado aquela que tem origem num Unico gene
e que resulta, geralmente, numa expressao fenotipica binaria bastante distinta, entre
resistente e suscetivel. Esta traduz a capacidade que genes individuais tém de conferir
resisténcia a determinadas racas de uma doenca ou praga. Os alelos individuais destes genes
séo de facil identificagéo e transferéncia entre gendtipos, sendo geralmente originarios de
formas selvagens e introduzidos em variedades comerciais através de retrocruzamentos
(Brown et al., 2014). A segregacdo de genes individuais pode ser estimada com elevada
fiabilidade e a selecdo de gendtipos resistentes pode ser realizada através de testes de
infecdo com racas especificas de patogénios (Brown et al., 2014). No entanto, este tipo de
resisténcia apresenta a desvantagem de ser rapidamente ultrapassada com o aparecimento
de novas racgas do patogénio (Brown et al., 2014).

Resisténcia horizontal, ndo-especifica, geral ou parcial, por outro lado, € aquela conferida
pela combinacdo de alelos de diversos genes, o que, consequentemente, faz com que este
tipo de resisténcia apresente maior longevidade, para além de ser eficaz contra um leque
variado de racas do mesmo patogénio. Produz um fenétipo suscetivel que manifesta varios
niveis de severidade da doenca e evolugcdo da mesma a uma velocidade reduzida (Bariana,
2003). Esta resisténcia apresenta, no entanto, a dificuldade de ser transferida dos
progenitores para a descendéncia (Brown et al., 2014).

No respeitante a resisténcia a ferrugem noutras culturas que ndo a framboesa vermelha,
€ possivel encontrar bibliografia mais extensa que reporta os mecanismos genéticos que a
regulam. Na cultura do trigo (duro e mole), mais de 187 genes de resisténcia aos trés tipos de
ferrugem principais (Puccinia triticina Eriks, Puccinia graminis f. sp. tritici West e Puccinia
striiformis Westend.) foram identificados e mapeados (Aktar-Uz-Zaman et al.,, 2017). A
resisténcia em plantas jovens € monogénica, especifica, de controlo vertical por genes
principais e de reacao hipersensivel (ver sec¢do seguinte). Pelo contrario, a resisténcia em
plantas adultas caracteriza-se por ser poligénica, geral, de controlo horizontal por genes
secundarios e, consequentemente, de maior durabilidade. No entanto, a maioria dos genes
de resisténcia a ferrugem, particularmente a que ataca as folhas, que séo cerca de 80, confere
o tipo de resisténcia descrito para as plantas jovens (Flor, 1942; Mcintosh et al., 2008;
Samsampour et al., 2010). Na cultura da soja, foram identificados quatro genes principais de

resisténcia a ferrugem (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.), bem como manifestacdes de
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resisténcia parcial (Hartman et al., 2005). O mesmo acontece nas cultivares de Coffea arabica
L., nas quais foram identificados mais de nove genes principais de resisténcia a ferrugem
(Hemileia vastatrix Berk. & Broome) e manifestacdes de resisténcia parcial ou incompleta
(Sera et al., 2010).

No caso particular da ferrugem tardia, Jamieson e Nickerson (1999) postulam a existéncia
de um Unico gene dominante, que denominam Pa, que controla a resisténcia a ferrugem tardia
em plantas de framboesa vermelha. A sua hipétese é testada através da avaliacdo da
descendéncia resultante de cruzamentos controlados entre linhas parentais, que consideram
ser heterozigéticas, previamente classificadas pelos autores como resistentes (auséncia de
pustulas), intermédios (desenvolvimento de poucas pustulas) e suscetiveis (desenvolvimento
de muitas pustulas). A frequéncia observada para o rcio resistentes:suscetiveis € comparada
com os valores esperados para 0 mesmo racio num modelo de gene unico, através de testes
qui-quadrado. A maioria dos cruzamentos originou descendéncia cujo racio mencionado
corroborou a hipotese postulada pelos autores. Naqueles em que tal ndo se verificou,
nomeadamente aqueles em que um dos progenitores era a cultivar ‘Boyne’, foram
apresentadas 3 justificacbes possiveis: 1) esta cultivar possui um fator hereditario que
restringe a expressao da resisténcia; 2) a resisténcia € controlada por mais do que um gene,
sendo uma caracteristica que se expressa de forma quantitativa na descendéncia; 3) o gene
de resisténcia esta interligado a outros genes que reduzem a eficacia da resisténcia,
fendmeno reportado anteriormente por outros autores (Daubeny & Stary, 1982; Keep, 1968).

Relativamente a ferrugem tardia, ndo existe bibliografia que reporte os mecanismos
genéticos especificos que regulam a resisténcia em framboesa vermelha. No caso da
ferrugem amarela, causada pelo fungo Phragmidium rubi-idaei, Anthony et al. (1986) prop6em
que a resisténcia possa ser regulada por diversos mecanismos, decorrente da avaliacdo de
um cruzamento dialelo entre progenitores que apresentam diferentes niveis de resisténcia
(cvs. Boyne, Meeker, Malling Jewel, Glen Prosen e Glen Clova): 1) resisténcia vertical ou
completa, conferida por um Unico gene, Yr; 2) resisténcia horizontal ou incompleta, controlada
por um complexo poligénico; 3) resisténcia conferida por genes que regulam caracteristicas
morfol6gicas da planta, como a pubescéncia dos lancamentos, controlada pelo gene H, que
se verificou exercer influéncia ndo desprezavel no nivel de resisténcia incompleta expressa
pelas plantas. Os autores reportam que 0s genétipos com langcamentos pubescentes, ou seja,
portadores do gene H, apresentam menor nivel de resisténcia do que aquelas com
lancamentos glabros (hh). Graham et al. (2006) foram bem-sucedidos no mapeamento das
regibes do ADN as quais se associam a resisténcia a 4 doencas, nomeadamente a ferrugem
amarela, na populacdo resultante do cruzamento entre as cvs. Glen Moy — que possui
lancamentos pubescentes e resisténcia a dessecacdo dos caules (Dydimella applanata
(Niessl) Sacc.) e podriddo dos caules (Botrytis cinerea Pers.) — e Latham — que possui

lancamentos glabros e resisténcia a antracnose (Elsinoé veneta (Burkh.) Jenkins) e ferrugem

20



amarela (Phragmidium rubi-idaei (DC.) P. Karst.). No entanto, os autores ndo encontraram
uma relacéo significativa entre o gene H, que determina a pubescéncia dos lancamentos, e a
resisténcia a ferrugem amarela, como anteriormente proposto por outros autores (Jennings,
1982; D. Jennings & Mcgregor, 1988; Williamson & Jennings, 1986). E consensual entre varios
autores que a severidade* da ferrugem é um bom indicador para aferir a resisténcia de
diferentes gendtipos (Luffman & Buszard, 1989; Ribeiro, 2021). De facto, o sistema de
classificacdo da resisténcia a ferrugem (e outras doencas) de varias cultivares constantes das
listas de recomendacédo elaboradas por entidades governamentais de diversos paises, tem

por base a severidade das doencas (https://extensionaus.com.au/).

Mecanismos de resisténcia

Segundo Brown et al. (2014) e Nelson (1978), a resisténcia a doengas, em plantas, pode
manifestar-se através de dois mecanismos principais.

O primeiro, denominado hipersensibilidade, corresponde a capacidade da planta de inibir
ou restringir quase completamente a infecdo pelo patogénio. O mecanismo de
hipersensibilidade € aquele que se manifesta mais frequentemente na resisténcia a doencgas,
sendo controlado por genes individuais, 0 que, geralmente, resulta numa facil incorporagcéo
de resisténcia em programas de melhoramento. A planta hospedeira possui um ou poucos
genes de resisténcia correspondentes a um patogénio especifico, que, por sua vez, possuli
genes correspondentes de aviruléncia. Quando o patogénio tenta infetar a planta hospedeira,
0s genes de aviruléncia ativam os genes de resisténcia na planta, resultando numa cadeia de
reacOes que neutralizam e eliminam o patogénio. Ocorre uma reacao rapida e localizada no
tecido da planta, que reage imediatamente através da necrose das células que rodeiam a
zona afetada, interrompendo o contacto com o restante tecido vivo e impedindo a progressdo
do patogénio (Agrios, 2005).

Atraveés do segundo mecanismo, a planta restringe o desenvolvimento e multiplicacdo do
fungo apds a ocorréncia de uma infecao inicial. Este € também denominado como ‘resisténcia
parcial’ por Nelson (1978). Este tipo de mecanismo manifesta-se através da expresséo de
genes que regulam a formacao de estruturas ou substancias toxicas que retardam ou inibem
o desenvolvimento da doenca. Estas podem ser pré-existentes na planta ou ser produzidas
em resposta ao ataque pelo patogénico. Exemplo de estruturas pré-existentes sao a
espessura e o tipo de cera e cuticula que cobrem as células da epiderme, a sua estrutura, o
tamanho, localizacdo e formato dos estomas e lenticelas e a presenca de tecidos compostos
por células de paredes celulares espessas que prejudicam o avanco do patogénio na planta.
As substancias formadas como reacéo ao ataque sao desencadeadas por ativacdo dos genes

que regulam a sua expresséao, havendo a acumulacéo de substancias quimicas nos tecidos

4 Proporcgéo de area foliar afetada em relagdo a area foliar saudavel (Agrios, 2005).
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da planta, numa concentragéo elevada, que séo toxicas (enzimas, toxinas, entre outras) para
0 patogénio e afetam o0 seu desenvolvimento (Agrios, 2005). Luffman & Buszard (1989)
classificaram as cvs. Nova e Boyne como exibindo resisténcia parcial a ferrugem tardia, por
terem apresentado um periodo de laténcia® mais longo, assim como menor densidade e
dimensado de uredinios, 0 que resultou numa diminuicdo da capacidade de progressédo da
doenca. Este mecanismo é de regulacdo poligénica, uma vez que Varios genes estdo

envolvidos na formacao e producao das diferentes estruturas e substancias (Agrios, 2005).

2.2.2.2. Precocidade

O primeiro grande programa de melhoramento de variedades remontantes de framboesa
com vista a antecipacdo da sua época de producdo — na altura, para o inicio de agosto,
remonta a 1934, na estagcdo Experimental Agricola do Estado de Nova lorque. Na Europa, 0s
mesmos esforcos de melhoramento com vista ao desenvolvimento de variedades
remontantes mais precoces iniciam-se duas décadas mais tarde, na década de 50. Ambos os
programas se depararam com as mesmas limitag6es iniciais: o caracter de precocidade n&o
era transmitido eficazmente pelos progenitores utilizados como dadores; os descendentes
precoces ndo o eram suficientemente para completar a época de producdo; alguns
cruzamentos originaram descendéncia com muito baixo vigor; a baixa percentagem de
descendentes que apresentava producao relativamente precoce, apesar de desenvolver uma
quantidade aceitavel de laterais frutiferos, desenvolvia, também, frutos pequenos e de ma
gualidade (pouca firmeza, cor palida), bem como baixo rendimento (Keep, 1988).
Relativamente ao insucesso da transferéncia do caracter de frutos de elevado calibre em
cruzamentos com clones ndo-remontantes, Ourecky (1978) postula a hipétese de que a
caracteristica de pequeno calibre dos frutos pudesse estar geneticamente relacionada com a
caracteristica remontante. Em 1976, o autor reportara ja uma relagcdo entre a capacidade de
formacéo de laterais frutiferos, caracteristica intimamente relacionada com o rendimento da
planta e que afirma aparentar ser aditiva, e frutos de pequeno calibre. A selecéo para frutos
de maior calibre estava associada a menor numero de laterais frutiferos e maturagdo mais
tardia (Ourecky, 1976). Lawrence (1976), por sua vez, reportou uma relagdo significativa entre
floracdo precoce e elevado numero de laterais frutiferos nas descendéncias resultantes do
cruzamento entre variedades remontantes. O autor atribui a capacidade de formar laterais
frutiferos a interacéo entre alelos dominantes e recessivos de dois genes complementares.

Na sequéncia destes fracos resultados iniciais, foram realizados cruzamentos com a
introducéo de novo material genético, nomeadamente selecdes da variedade selvagem Rubus
idaeus strigosus, que provou ser um bom dador de precocidade. Algumas décadas mais tarde,

os cruzamentos derivados deste progenitor foram bem-sucedidos na producgéo de individuos

5 Periodo de tempo compreendido entre a inoculacdo e o aparecimento dos primeiros sintomas
(Luffman & Buszard, 1989).
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mais precoces: a maturacdo dos seus frutos iniciava-se antes de 15 de agosto, e estes
apresentavam maior dimensao e melhor qualidade. Os cruzamentos subsequentes geraram
descendéncias com 20 a 47% de individuos a atingirem a maturacdo durante agosto, sendo
que a descendéncia mais precoce apresentava 6% dos individuos com maturacéo dos frutos
durante a primeira semana de agosto (Keep, 1988).

Paralelamente, no centro de investigacdo de East Malling, eram atingidos avancos
significativos na introducéo de precocidade e rendimento em descendentes derivados de R.
idaeus e R. strigosus, através da introgressao do caracter de precocidade em variedades
remontantes, proveniente de R. arcticus, R. odoratus e R. spectabilis (Keep, 1988; Knight,
1991).

De facto, a espécie Rubus spectabilis revelou-se um 6timo dador de precocidade bem
como de algumas qualidades desejaveis do fruto, originando descendéncias com elevado
potencial cultural e frutos de cor atrativa (Keep, 1988). Em 1983, o programa langou a cultivar
remontante que €, até hoje, a mais precoce produzida comercialmente: a cv. Autumn Bliss,
que apresenta elevado rendimento e deriva das espécies Rubus arcticus e Rubus occidentalis
(Keep, 1988). Esta cultivar impulsionou o desenvolvimento de cultivares remontantes a nivel
mundial, tendo sido utilizada como progenitor em varios programas de melhoramento e foi,
durante varios anos, a cultivar remontante standard produzida comercialmente na Europa
central e do norte (Finn et al., 2008; Jennings, 2018; Keep, 1988). Perdeu popularidade, no
entanto, devido a producdo de frutos com baixa firmeza, propriedades organoléticas
desinteressantes, baixo poder de conservacao e frutos de calibre pouco satisfatorio (Sgnsteby
& Heide, 2010). A gqualidade dos frutos de variedades remontantes foi sendo
progressivamente melhorada através da introgressao de qualidade através de variedades
nao-remontantes, principalmente devido ao trabalho desenvolvido por Jennings (2002)
através do antigo Scottish Crop Research Institute (SCRI) e da Medway Fruits, em Inglaterra.

Sensteby & Heide (2010) estudaram os efeitos do genoétipo e temperatura na
precocidade, rendimento e qualidade do fruto de seis cultivares remontantes de framboesa,
no sul da Noruega, aplicando 3 tratamentos de temperaturas (20, 22 e 26 °C), no periodo de
pré floracdo. Entre as cultivares incluiam-se a ‘Autumn Bliss’ e a ‘Polka’, sendo a segunda
descendente da primeira (Danek, 2002). Os autores verificaram que, apesar de a cv. Autumn
Bliss manter a posicéo de cultivar remontante mais precoce, apresentando a primeira data de
colheita no inicio de agosto e sendo a primeira a atingir 50% da colheita efetuada, a cv. Polka
€ mais promissora como remontante precoce. Esta apresentou a primeira data de colheita
apenas uma semana mais tarde que a ‘Autumn Bliss’, para além de elevado rendimento, frutos
de elevado calibre, boa firmeza e sabor.

Os autores identificam também uma correlacdo positiva significativa entre precocidade
(data de 50% de colheita) e rendimento, tendo observado que as cultivares mais precoces —

‘Autumn Bliss’ e ‘Polka’ - foram também aquelas que apresentaram maior rendimento (640
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g/planta comparativamente a uma média de 286 g/planta das outras 4 cvs.). A percentagem
de nds onde se verificou floracdo e frutificacao foi bastante elevada e o0 nimero de gomos em
dorméncia foi baixo em ambas as cvs. mais precoces. Os autores concluem gue este Ultimo
indicador é a caracteristica arquitetural das plantas que maior influéncia exerce (explica 47%
da variabilidade) no rendimento. A cv. Polka produziu frutos com elevado peso, enquanto a
cv. Autumn Bliss ndo correspondeu com o aceitavel nos parametros de qualidade do fruto,
mas compensou com o namero de frutos produzidos, que foi o mais alto, devido a uma maior
percentagem de florac&o por lateral produtivo. Através de uma analise de variancia, Sgnsteby
& Heide (2010) verificam que a interacéo entre os fatores cultivar e temperatura tem um efeito
significativo tanto na precocidade como no rendimento.

Estes resultados vao ao encontro das conclusdes de Keep (1961), que afirma que a época
de frutificagdo das variedades de framboesa remontantes é regulada por mecanismos
genéticos complexos, sendo uma caracteristica de expressdo altamente variavel e
influenciavel pelo ambiente; e de Carew et al. (2003) e Sgnsteby et al. (2009), que apontam
para floracbes e maturacdo dos frutos mais precoces quando se verifica um aumento
acentuado da temperatura — na faixa dos 20 a 25 °C - durante o periodo de pré-floracdo de
cultivares remontantes.

As mais recentes cvs. remontantes, como a ‘Polka’ e algumas lancadas por programas
de melhoramento mais recentes, conjugam precocidade com elevado rendimento e qualidade
do fruto (Danek, 2002; Gambardella et al., 2016; Mladin & Mladin, 2008), atestando 0 sucesso
em ultrapassar as limitagbes dos esforcos das primeiras tentativas de melhoramento com
estes objetivos, como descrito acima.

Atualmente, a época de producdo das cultivares remontantes inicia-se com a abertura
das primeiras flores no final de junho (‘Autumn Bliss’) até meados de julho, que culminam no
inicio da maturagédo dos frutos entre o final de julho, para as cultivares mais precoces, e
meados de agosto, para as cultivares mais tardias (Funt, 2013).

No que diz respeito aos mecanismos genéticos que condicionam a época de maturagdo
dos frutos em framboesa vermelha, Graham et al. (2009) estudaram a descendéncia e 0s
progenitores do cruzamento entre uma cultivar de framboesa vermelha europeia, ‘Glen Moy’,
e uma cultivar de framboesa vermelha norte americana, ‘Latham’. O principal objetivo do
estudo prendia-se com 0 mapeamento de sec¢des especificas do genoma (Quantitative Trait
Loci — QTLSs) relacionadas com o processo de maturacao do fruto, na expectativa de identificar
possiveis genes de regulacao do processo de frutificacéo, desde o abrolhamento dos gomos
até a maturacdo dos frutos. Para tal, os autores relacionaram a presenca ou auséncia de
determinados marcadores moleculares com o numero de dias necessario para atingir cada
estado de desenvolvimento. Foram identificados QTLs relacionados com a maturacdo dos
frutos em quatro cromossomas, bem como marcadores moleculares com uma relacdo

significativa com diversos estados de desenvolvimento, em cada um deles. Uma descoberta
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particularmente interessante foi, mais uma vez, a relagdo do gene H — que regula a
pubescéncia dos lancamentos da planta (Jennings, 1982) — com o estado de maturagéo: o
genotipo heterozigético Hh (canas pubescentes) estava associado a um atraso relativamente
a todos os estados compreendidos entre a abertura dos botBes florais até a completa
coloracao do fruto. Os tricomas e 0s espinhos sdo estruturas que se desenvolvem a partir das
células da epiderme, o que poderd indicar que o gene H atua relativamente cedo no
desenvolvimento da planta, afetando varias caracteristicas das células e possivelmente
atrasando o desenvolvimento da planta, que culmina na maturacdo dos frutos, hipétese

postulada pelos autores para explicar o fenémeno acima descrito.

2.2.2.3. Qualidade do fruto: cor

A qualidade do fruto é, juntamente com o rendimento, um objetivo de elevada prioridade
nos programas de melhoramento, desde os primérdios do melhoramento em framboesa
(Darrow, 1937; Graham & Brennan, 2018; Hedrick, 1925). Esta subdivide-se em
caracteristicas como o calibre, a cor, o brilho, a firmeza, o sabor, a composi¢édo quimica e a
perecibilidade (Graham & Brennan, 2018; Oliveira et al., 2007). Para o mercado em fresco, a
cor, o brilho, o tamanho e a forma s&o fatores determinantes para a aceitagdo inicial do
consumidor.

Na cultura da framboesa, os frutos podem assumir tonalidades que véo desde o preto,
roxo, uma vasta gama de vermelhos, cor de laranja (mais ou menos claro), amarelo a muito
perto do branco (Hall et al., 2009). A tonalidade mais atrativa para o consumidor, nas
framboesas que se destinam ao consumo em fresco, varia bastante entre os mercados dos
diferentes paises, mas situa-se principalmente entre vermelho-claro e cor de laranja (Hall et
al., 2009). As cultivares desenvolvidas pela Driscolls SA produzem frutos tradicionalmente
vermelho-alaranjados, tendencialmente preferidos pelos consumidores californianos,
enguanto na Europa as tendéncias de consumo apontam para frutos vermelhos de tonalidade
mais escura (Hall et al., 2009; Oliveira et al., 2007). A cor dos frutos deve transmitir frescura,
gue esta associada a tonalidades entre um vermelho-claro a intermédio, pelo que durante o
processo de selecdo séo eliminadas linhas com frutos de tonalidade escura ou que, mesmo
sendo mais clara, escureca rapidamente durante o processo de maturacdo, na planta e em
pés-colheita (Hall et al., 2009). Estas caracteristicas sdo associadas a frutos demasiado
maduros e de ma qualidade (Hall et al., 2009).

A regulacdo bioquimica desta caracteristica € complexa, sendo o resultado da
combinacdo entre o tipo e concentracdo de antocianinas presente — maioritariamente
cianidinas e pelargonidinas -, e o ambiente celular em que se encontram (Hall et al., 2009;
Jennings, 1988; Wang et al., 2009). A expressao final da cor do fruto € também influenciada

pela agdo de co-pigmentos e pelo pH. Para além do tipo de antocianinas presentes, a cor do
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fruto é determinada pelo pH vacuolar das células do fruto, cuja variagdo induz transformacgdes
estruturais dos pigmentos, afetando tanto a tonalidade como a intensidade da cor. Assim,
frutos com o mesmo perfil de antocianinas podem apresentar cores diferentes, que podem
também variar com a maturacao e alteracdo do pH do fruto (Stintzing et al., 2002; Yoshida et
al., 2003). A co-pigmentacao potencia a formacgdo de interacdes complexas entre pigmentos
e compostos incolores, como flavonoides, alcaloides, aminoacidos, polissacarideos, metais,
acidos organicos e outras antocianinas, que atuam no aumento da intensidade da cor
(Castafieda-Ovando et al., 2009).

Para além da regulacédo bioquimica, foram também identificados e descritos varios genes
gue se acredita que condicionem a expressao de diferentes cores do fruto de framboesa (Hall
et al., 2009).

Crane & Lawrence (1931) identificam um conjunto de dois genes maiores, P e T, que
exercem agao conjunta na pigmentacao do fruto e em varios 6rgaos vegetativos da planta de
framboesa. Os autores postulam que o gene T influencie a capacidade de sintese de
antocianinas em vérias partes da planta, tanto na espécie de framboesa vermelha europeia
(Rubus idaeus L.) como na de framboesa preta (Rubus occidentalis L.). O seu alelo recessivo
t d& origem a fenétipos que expressam frutos amarelos e 6rgdos vegetativos (caules, folhas
e espinhos) ndo-pigmentados ou, na presenca do gene P, espinhos tingidos e frutos amarelo-
alaranjados. Na presenca do alelo dominante T, o gene P intensifica a cor dos espinhos,
passando de tingidos a vermelhos. Sao identificados trés fenétipos para a cor do fruto em
framboesa vermelha europeia (Rubus idaeus L.): frutos vermelhos, expressos pelos gendtipos
P-T-; frutos amarelo-alaranjados, expressos pelos genétipos P-tt, devido a uma baixa
concentracdo de antocianina; e frutos amarelos, expressos pelo genoétipo pptt. Os autores
sugerem também uma relacdo de epistasia entre o gene T e um outro gene, Bl, com
dominancia incompleta, para explicar a formacao de pigmentos que conferem coloracéo preta
nos frutos, por oposicao a frutos de coloragéo roxa e vermelha.

No entanto, em 1984, Keep propde uma outra explicacéo para a expresséo de coloragéo
amarelo-alaranjada nos frutos: um gene i interage apenas com o gene T, que regula a cor dos
frutos, reduzindo a concentragdo de antocianinas no fruto. Plantas com o gendtipo TTii
possuem frutos amarelo-alaranjado, em vez de vermelhos, conjuntamente com os restantes
orgdos vegetativos apresentando varios niveis de pigmentacdo. A autora baseia esta hip6tese
no facto de os descendentes do cruzamento entre um genétipo russo, que exibia frutos
amarelo-alaranjados e espinhos roxo-escuro, bem como caules e folhas pigmentados, com
dois gendtipos de frutos amarelos e espinhos sem pigmentacao, nao terem segregado para
frutos amarelo-alaranjados e segregarem para espinhos pigmentados. A autora afirma que tal
se deve ao facto de um deles ser heterozigético e o outro homozigético para o gene P, o que
contraria a hipétese proposta por Crane & Lawrence (1931) de que genétipos Ptt exibem frutos

amarelo-alaranjados, e de que este gene exerce um efeito pleiotropico em gendtipos tt.
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Foi também postulado por Jennings & Carmichael (1975) a existéncia de mais dois genes
que interferem na expressao da cor dos frutos de framboesa. O gene Y, derivado de Rubus
phoeniculasius, epistatico sobre o gene T e dominante sobre os seus alelos, inibindo a sua
regulacdo para a sintese de antocianinas no fruto, que passam a exibir coloracdo amarela.
Os genes que condicionam a acdo do gene T nao tém influéncia no gene Y. Da espécie R.
phoeniculasius deriva também um gene Ys, que inibe a acdo do gene Y, permitindo a sintese
de antocianinas que conferem a cor vermelha aos frutos.

Para além da influéncia dos genes referidos na cor dos frutos, o tipo de pigmentos dentro
do grupo das antocianinas, nomeadamente o tipo de aclcares a que estes estdo ligados, tem
também influéncia na variagcdo de tonalidade e intensidade de determinada cor do fruto.
Jennings & Carmichael (1980) descreveram os genes R, So e Xy, que condicionam a sintese
dos acUcares ramnose, soforose e xilose, respetivamente, cuja presenca condiciona o tipo de
pigmentos de antocianinas presentes no fruto e, consequentemente, a sua tonalidade. Frutos
com maior concentracdo de pelargonidina, por exemplo, apresentam uma tonalidade de
vermelho mais alaranjada (Jennings & Carmichael, 1980).

McCallum et al. (2010) estudaram o efeito genético e ambiental na expresséo da cor do
fruto na populagéo descendente do cruzamento entre uma variedade europeia e outra norte-
americana de framboesa vermelha, ao longo de 3 anos. Os autores verificaram que a cor
variou significativamente entre descendentes e entre anos, mas ndo apresentou variacao
significativa entre os 3 locais onde foi instalada. Para além disso, os autores também
observaram que as heritabilidades para a maioria dos parametros de cor medidos foram

consideravelmente elevadas (65,4 — 88,8%).
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3. Materiais e métodos

3.1. Local derealizagao do ensaio

As diferentes fases dos ensaios foram realizadas em dois locais: nas instalagbes do
INIAV, I.P., localizadas na Quinta do Marqués, em Oeiras, Lisboa, e no polo de inovacédo da
Fataca - Herdade Experimental da Fataca, Odemira.

Polo de Inovacédo da Fataca

O Polo de Inovacao da Fataca (PIF) € constituido pela Herdade Experimental da Fataca,
gue integra a cadeia de valor da fruticultura e estd especializado na producéo intensiva de
pequenos frutos, com especial énfase para as culturas protegidas em hidroponia,
nomeadamente amoras, morangos, mirtilos e framboesas. A herdade esta localizada a uma
latitude de 37°35'25.1"N e longitude de 8°44'25.1"0, no concelho de Odemira, distrito de Beja,
no baixo Alentejo litoral (Figura 5). Esta regido de Portugal apresenta um clima do tipo Csb,
de acordo com a classificagéo climatica de Képpen-Geiger, que é caracterizado por um clima

temperado com verao seco e suave.

Legenda

Il Concelho de Odemira
Portugal Continental

0 70 140 km

Figura 5 — Localizagéo geogréafica do concelho de Odemira em Portugal Continental.
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3.2. Material Vegetal

3.2.1. Gendtipos

As familias de plantas de framboesa avaliadas no ambito desta dissertacdo tém origem
em trés cruzamentos, todos realizados com o0 mesmo progenitor feminino, mas com

progenitores masculinos diferentes.

Progenitor Feminino

O gendtipo utilizado como PF foi selecionado no ambito do programa de melhoramento
de framboesa a decorrer no PIF, implementado pelo INIAV, |.P., em parceria com a empresa
BeiraBaga, e tem origem numa familia de polinizacao aberta de uma cultivar comercial.

O PF é uma variedade remontante de R. idaeus L. e apresenta caracteristicas do fruto
bastante apelativas e economicamente interessantes (calibre, aroma, sabor, rendimento).
Apresenta também, no entanto, trés caracteristicas indesejaveis: 1) elevada suscetibilidade a
doenca da ferrugem tardia, causada pelo fungo T. americana; 2) producgéo tardia (demora em
média 129 dias, ou 19 semanas, desde a plantacdo até a altura de colheita); 3) cor do fruto
demasiado escura. Na Figura 6 é possivel ver a planta e os frutos do PF, instalado no PIF.

Figura 6 — Planta (a) e frutos (b) do PF, instalado no PIF.

Familia 1

A familia 1 (Fam1l) resulta do cruzamento entre o PF e o progenitor masculino 1 (PM1).
Este gendétipo é parte integrante da colecdo de variedades de framboesa mantida no PIF e
caracteriza-se por pertencer a espécie R. idaeus L., ser remontante e apresentar uma elevada

resisténcia a ferrugem, para as condicdes de campo do local. Assim, o cruzamento que
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originou esta familia teve como principal objetivo tentar introduzir resisténcia a doencga da
ferrugem tardia no genétipo do PF. Na Figura 7 € possivel observar um exemplar do PM1,

instalado no PIF.

Figura 7 — Planta do PM1, instalado no PIF.

Familia 2

A familia 2 (Fam2) resultou do cruzamento entre o PF e o progenitor masculino 2 (PM2).
Este gendtipo constitui uma cultivar comercial remontante, que se caracteriza por pertencer a
espécie R. idaeus L., apresentar um porte ereto, ser semi-vigorosa e apresentar elevada
precocidade na producgdo. Assim, o cruzamento que originou esta familia teve como principal
objetivo tentar introduzir precocidade na producéo do genétipo do PF.

Familia 3

A familia 3 (Fam3) resulta do cruzamento entre o PF e o progenitor masculino 3 (PM3).
Este gendtipo é parte integrante da colecdo de variedades de framboesa mantida no PIF e
caracteriza-se por pertencer a espécie R. idaeus L., ser remontante e apresentar frutos de
coloragdo amarela. Assim, o cruzamento que originou esta familia teve como principal objetivo
tentar produzir descendentes com frutos de cor vermelha mais clara. Na Figura 8 é possivel
observar um exemplar do PM3, instalado no PIF, bem como os seus frutos.
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Figura 8 — Planta (a) e frutos (b) do PM3, instalado no PIF.

Hibridacbes

Para a producdo e obtencdo das descendéncias das 3 familias, foram realizadas
hibridagbes entre o PF e 0 PM1, PM2 e PM3, em 2021, no PIF.

Depois de produzidos os frutos, estes foram colhidos, as sementes separadas da polpa

e armazenadas até a fase de germinacéo e sementeira.

Germinacao e desenvolvimento inicial

Antes de se proceder a germinagdo das sementes, € necessario realizar um pré-
tratamento de escarificacdo e estratificacdo, para aumentar a rapidez e uniformidade de
germinacao (Ourecky, 1975). A escarificagcdo torna a semente permeavel, fazendo com que
seja capaz de absorver 4gua e oxigénio, e a estratificacdo satisfaz as necessidades em frio
das sementes para quebra de dorméncia e inicio do desenvolvimento (Daubeny, 1966). Esta
fase do processo foi realizada nas instalacdes do polo de Oeiras do INIAV, I.P.

A escarificacdo foi efetuada mergulhando as sementes em &cido sulfirico durante 15
minutos. Estas foram posteriormente lavadas com agua e estratificadas em sacos plasticos
com substrato Siro® Germinacéo Biolégico com perlite, na relagdo 1:1. Os sacos foram em
seguida colocados numa camara de frio, a 4 °C, com ambiente himido, durante 4 semanas.
Apbs este periodo, as sementes foram semeadas em cuvetes de plastico com 680 cm?® de
capacidade, em substrato Siro® Germinagéo Biol6gico com perlite, na relacdo 2:1. As cuvetes
foram colocadas numa camara de fito-clima (Figura 9), com temperatura de 25 °C dia/20 °C
noite, fotoperiodo 16 h dia/8 h noite e HR elevada, para promover a germinagao, no dia 7 e
28 de fevereiro de 2022.

As transplantacdes das plantulas germinadas iniciaram-se a 28 de fevereiro e decorreram
até dia 7 de abril de 2022. As plantulas que apresentavam, no minimo, duas folhas verdadeiras

completamente expandidas foram transplantadas para tabuleiros (Figura 9) constituidos por
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40 alvéolos (5 x 8) de 130 mL, com substrato Siro Multiplicagdo e regadas com &gua

imediatamente a seguir.

Figura 9 — Plantulas de framboesa germinadas prontas para transplantagdo, em cuvetes de germinacéo na
camara de fito-clima (a); plantulas de framboesa transplantadas para tabuleiros de alvéolos de 130 mL (b).

Os tabuleiros foram posteriormente colocados na estufa, durante aproximadamente 2
meses, até que as plantas estivessem desenvolvidas o suficiente para serem transportadas e
instaladas no PIF. Durante esse periodo, as plantas foram fertirrigadas diariamente, de forma
manual, com uma soluc¢do nutritiva com condutividade elétrica (CE) entre os 0,8 e os 1,2
dS/cm e pH 6.

Instalacdo das plantas no PIF

As plantulas transplantadas permaneceram na estufa das instalacdes do INIAV., I.P.,
polo de Oeiras, durante aproximadamente 1 més, no caso das familias 2 e 3, e 2 meses, no
caso da familia 1. Apos estes periodos, foram transferidas para o PIF, ao longo de diferentes
datas (Quadro 1). O material vegetal foi instalado em tineis de polietileno (Figura 10), do tipo
espanhol sem caleiras, com 20 m de comprimento por 6,5 m de largura, cada um contendo 3
linhas e estando agregado em grupos de 3 tUneis por bateria. As linhas possuem uma
armacdo em madeira com um sistema de arames gque permite a conducao vertical das plantas,
tém o solo revestido com tela preta e um sistema gota-a-gota para fertirrega (Figura 10). As
plantas foram instaladas em vasos de 4,7 L, em substrato de fibra de coco, numa densidade
de 5 plantas por metro linear, o que corresponde a, em média, 95 plantas por linha, com um

espacamento de aproximadamente 20 cm entre si.
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Figura 10 — Tunel de polietileno instalado no PIF (a); pormenor de duas linhas com plantas de framboesa
instaladas, dentro do tdnel (b); distribuicdo espacial da Fam1 (cor de laranja), da Fam2 (verde) e da Fam3 (cor-
de-rosa) nas baterias (c, a figura ndo esta a escala).

Quadro 1 — Datas de instalacao das plantas das trés familias, no PIF, durante o ano de 2022.

Familia Fam1 Fam?2 Fam3

Data de
instalac&o

26/mai  08/jun | 06/abr 21/abr 11/mai | 06/abr 21/abr 24/mai

3.3. Ferrugem

3.3.1. Inoculagéo

De forma a avaliar a resposta de cada individuo da Faml a infecdo por Thekopsora
americana, as plantas jovens® desta familia foram inoculadas com esporos do respetivo fungo,
nas instalagdes do INIAV, I.P., polo de Oeiras. As inocula¢des foram realizadas em duas
fases: a primeira, a que se dara o nome de ‘pré-ensaio’, teve o principal objetivo de testar
algumas variagdes da metodologia de inoculagdo, de forma a definir a mais eficaz e eficiente;
a segunda, a que se dara o nome de ‘ensaio’, consistiu na aplicagcdo da metodologia
estabelecida na fase de pré-ensaio, com vista a avaliagdo da resposta das plantas a tentativa

de infecdo pelo fungo e progresséo da doenca da ferrugem tardia.

Pré-ensaio

A fase de pré-ensaio foi realizada em duas datas: nos dias 28 de marco e 7 de abril de
2022.

6 A inoculacao foi realizada em plantas com 19 a 40 dias apds transplantacdo das cuvetes de
germinacao para os tabuleiros alveolados.
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Na primeira data, foram inoculadas 4 plantas com 19 dias ap0s transplantagéo.

Foi utilizado inéculo fresco, identificado em plantas infetadas com T. americana. Devido
a reduzida quantidade de esporos presentes nas folhas, ndo foi possivel recolher in6culo
monopustular para identificagéo do fungo e inoculagéo, tal como mencionado na bibliografia
(Jamieson & Nickerson, 1999; Ribeiro & Spoésito, 2022). No entanto, a sintomatologia
observada nas folhas da planta de onde foi realizada a colheita de esporos (Figura 11) era
coincidente com a de ferrugem tardia de framboeseira. Adicionalmente, ao contrario da
ferrugem causada por Phragmidium rubi-idaei, que produz espermatogdnios e aécios na
pagina superior das folhas, s6 foram observados uredinios na pagina inferior das folhas, cujas
caracteristicas morfologicas eram consistentes com T. americana. Assim, considerou-se que

0s esporos observados e colhidos eram de T. americana.

Figura 11 — Sintomas provocados por ferrugem tardia nas paginas superior (a, ¢, d) e inferior (b, €) das folhas de
framboeseira utilizadas para colheita de esporos.

Para a preparacdo da suspensdo de esporos para inoculagdo, foram colhidas varias
folhas que apresentavam esporos maduros. Estas foram lavadas com 4gua destilada estéril
para uma placa de Petri, tendo os esporos remanescentes sido varridos com recurso a um
pincel. A concentracdo da suspensdo de esporos foi determinada através de um
hemocitometro (Figura 12). Com o auxilio de uma micropipeta, colocou-se uma gota da
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suspenséo de esporos em cada um dos pogos do hemocitometro e procedeu-se a contagem
dos esporos nos 4 quadrantes da grelha A’, ao microscépio, numa ampliacéo de 400x (Figura
12). A concentracdo (C) de esporos na suspensdo (esporos/mL) é dada pela seguinte
expressao:

C=x x 10%

Onde x; corresponde a média do nimero de esporos nos quatro quadrantes (i = 1, 2, 3, 4).

A suspenséo de esporos foi posteriormente diluida com agua destilada estéril até se obter
uma concentracdo de, aproximadamente, 5 x 10* esporos/mL, uma vez que a concentragcao
reportada por diferentes autores como sendo eficaz para inoculacbes desta espécie de
ferrugem varia entre 3 x 10* esporos/mL e 10° esporos/mL (Jamieson & Nickerson, 1999;
Luffman & Buszard, 1989; Ribeiro & Sposito, 2022).

A [T A

Figura 12 — Hemocitdmetro composto pelos pocos (1) e grelhas (2) (a); pormenor da grelha constante do
hemocitdmetro e representacéo dos diversos quadrantes (b); esporos de T. americana na seccéo A da grelha do
hemocitdmetro, vistos ao microscépio com uma ampliacdo de 400x (c).

Nesta primeira data, foi utilizado um pincel para aplicar a suspensdo de esporos nas
folhas. Apesar de os estomas estarem concentrados na pagina inferior, uma vez que esta esta
coberta por tricomas, foram pinceladas ambas as paginas da folha completamente expandida
mais velha, com o objetivo de aumentar a probabilidade de inoculag&o. O tabuleiro contendo
as plantas foi, de seguida, coberto com um saco de plastico, para potenciar um ambiente de
elevada HR, e colocado numa camara de fito-clima, a 20 °C, durante 48 horas. Estas sédo as
condicOes ideais para a germinacdo dos esporos e inoculacdo dos tecidos, descritas pelos
autores referenciados nesta sec¢do. Findas as 48 horas, a placa foi retirada da camara e
colocada em condi¢cfes de iluminacdo natural, a uma temperatura de aproximadamente 20

°C, durante 7 dias, para permitir o desenvolvimento do fungo e aclimatizacdo das plantas,

7 Considerou-se o setor A da grelha uma vez que os esporos de T. americana apresentam uma
dimenséo suficientemente grande.

35



antes de serem transferidas para a estufa de quarentena (sem ambiente controlado), onde foi
avaliado o desenvolvimento da ferrugem.

Na segunda data de inoculacdo foram selecionadas 80 plantas com 38 dias ap0s
transplantacdo. O processo de inoculacao foi implementado de forma bastante semelhante
aguele descrito supra, a excecéo de 4 aspetos:

1. As plantas utilizadas estavam mais desenvolvidas, o que se demonstrou mais eficaz
para a inoculacdo e desenvolvimento do fungo, para além da maior resiliéncia das
folhas e plantas;

2. Para a colheita de esporos, as folhas foram apenas varridas para uma placa de Petri
e 0s esporos posteriormente depositados para um tubo Falcon, em vez de lavadas
com 4gua destilada. Esta técnica resulta num maior aproveitamento de esporos, que,
por serem bastante hidrofébicos, quando lavados com a agua destilada ficavam
agarrados a placa de Petri e uma elevada quantidade era desaproveitada;

3. A aplicagdo da suspenséao de esporos nas folhas foi realizada com um borrifador, em
vez de um pincel, o que permitiu que esta fosse distribuida de forma mais uniforme
na folha e que a aplicacédo decorresse de forma mais célere;

4. O tempo de permanéncia das plantas na camara de fito-clima foi reduzido para 24
horas, uma vez que as condicbes de elevada humidade contribuiram para uma
elevada incidéncia de podridao nas plantas.

Conclui-se que estas alterages contribuiram para a otimizagédo e aumento da eficacia do

processo, pelo gue foram implementadas, posteriormente, na fase de ensaio.

Teste de viabilidade

De forma a aferir a viabilidade dos esporos utilizados na inoculacdo, procedeu-se a um
teste de viabilidade em todas as datas de inoculagdo. A suspensdao foi borrifada de forma
uniforme em duas placas de Petri com agar de agua a 2%. As placas foram seladas com
Parafim© e colocadas na camara de fito-clima, nas mesmas condi¢cbes que as plantas
inoculadas, para promover a germinagdo dos esporos. Apos 23 horas, as placas foram
observadas ao microscopio com uma ampliagdo de 400x e, sempre que possivel, foram
observados 400 esporos por placa®, sendo contabilizados os esporos germinados® e nédo
germinados. A percentagem de germinacgdo corresponde a raz&o entre o nimero de esporos
germinados e o total de esporos observados, sendo indicativa da sua viabilidade. Na Figura

13 é possivel observar esporos germinados e ndo germinados.

8 Quando nao se verificou a possibilidade de analisar 400 esporos por placa, foram analisados, no
minimo, 100 esporos por placa.

% Considerou-se que um esporo estava germinado quando o comprimento do tubo germinativo era igual
ou superior ao diametro do esporo (Zadoks & Schein, 1979).
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Figura 13 — Esporos germinados e ndo germinados de T. americana, vistos ao microscépio com uma ampliagcao
de 400x (a); pormenor de um esporo germinado com o contetdo celular movimentado para o tubo germinativo,
visto ao microscépio com uma ampliacdo de 1000x (b).

Ensaio

O momento de inoculacéo das plantas foi definido com base em 3 fatores: a idade das
plantas, a capacidade da camara de fito-clima, que consegue acomodar no maximo 6
tabuleiros de 40 alvéolos, e a capacidade de avaliar e processar os dados de progressao da
doenca (descritos na préxima secgdo) em tempo util.

Nesta fase, foram inoculadas 892 plantas, em 6 datas diferentes: 21, 27 e 28 de abril e 4,
12 e 17 de maio de 2022.

O método de inoculacao utilizado para todas as datas foi 0 mesmo que o descrito para a
segunda data do pré-ensaio. Apenas para as inoculagdes realizadas a 12 e 17 de maio foi
efetuada uma alteracdo relativamente a fonte de in6culo utilizada: a disponibilidade e
viabilidade de indculo fresco, colhido de folhas infetadas, reduziu bastante desde o inicio de
maio, pelo que se recorreu a utilizagdo de inéculo colhido em janeiro de 2022 e armazenado
a-80 °C.

O processo de descongelacdo e hidratacdo dos esporos foi realizado tal como descrito
por Alves et al. (2018) e Furtado et al. (2007). Imediatamente apds serem retirados da camara
de frio, os esporos foram rapidamente descongelados por imersdo num banho de agua a 40
°C, durante 7 minutos, com recurso a um gobelé, um flutuador, um termémetro e um
aquecedor magnético IKAmag RCT (Figura 14). Em seguida, os esporos foram espalhados
na base de uma placa de Petri de 6 mm de diametro, que foi por sua vez colocada dentro de
outra placa de Petri, com 90 mm de didmetro. Na base da placa de Petri de maior dimenséo,
foi colocado um disco de papel de filtro, humedecido com agua destilada (Figura 14). A placa
foi tapada, selada com Parafilm®© e colocada na camara de fito-clima, nas mesmas condi¢ées
em que sdo colocadas as plantas inoculadas, durante 24 horas, de forma a reidratar os

esporos.
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Figura 14 — Tubo com esporos de T. americana submerso num gobelé, em banho de 40 °C (a); esporos
descongelados em placa de Petri com disco de papel de filtro hidratado (b).

3.3.2. Avaliacédo da evolucao da ferrugem e quantificagcdo da resisténcia em

estufa

O periodo minimo de incubacao para T. americana descrito na bibliografia (Luffman &
Buszard, 1989; Ribeiro & Sposito, 2022) € de 7 a 8 dias apés inoculacdo. A evolucao do
aparecimento de sinais da doenca foi monitorizada diariamente ap0s esse periodo. Dez dias
apos inoculacdo, quando era possivel observar a olho nu a esporulacdo do fungo, agregada
em pustulas, na pagina inferior da maioria das plantas, as folhas inoculadas foram colhidas
para serem digitalizadas e ser calculada a severidade da doenca. A digitalizacéo foi realizada
com recurso a digitalizadora HP Scanjet 5530 Photosmart Scanner e a medi¢éo da area total
das folhas (cm?) e da area lesionada (cm?) (Figura 15) pela esporulacéo do fungo foi realizada
com recurso ao software de processamento e andlise de imagem ImageJ versdo 1.53
(Rasband, 2022). Posteriormente, foi calculada a severidade para cada folha inoculada, que

corresponde ao racio entre a area lesionada e a area total da folha.
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Figura 15 — Analise da area lesionada de uma folha de framboeseira inoculada com T. americana, através do
software ImageJ (verséo 1.53).

38



De acordo com a severidade calculada para cada folha, as respetivas plantas foram
divididas em 3 classes de resisténcia/suscetibilidade relativamente a ferrugem tardia (Quadro
2).

Quadro 2 — Classificacao de resisténcia/suscetibilidade de plantas de framboesa em funcéo da severidade nas
respetivas folhas inoculadas.

Intervalo de Severidade Classe de Resisténcia
0-8% ‘ Resistente
8 —40 % ‘ Intermédio
40 — 100 % ‘ Suscetivel

A classificagcdo foi baseada na classificagdo implementada pelo departamento de
fitopatologia do ministério de agricultura da Australia, que estabelece a relacdo entre a
severidade de ferrugem amarela (Puccinia striiformis Westend.) em folhas de trigo e a
classificacdo da resisténcia a doenca, bem como na realizada por outros autores,
maioritariamente em cereais (Bender et al., 2016; Diaz-Lago et al., 2003; Field Crop Diseases
Victoria, 2022; Stubbs et al., 1986).

Para efetuar a selecéo, foi adotada uma abordagem conservadora: dentro da classe das
plantas classificadas como resistentes, foram selecionadas aquelas que apresentaram um
valor de severidade até 5% e descartadas as restantes. Estes genétipos foram monitorizados,
na estufa de quarentena, durante mais 10 dias ap0s a avaliacdo da severidade, apds os quais
o nivel de infe¢do da planta foi classificado numa escala de 0 a 3 (imagens constantes do
Anexo I):

e 0 - auséncia de pustulas e esporulacao;

e 1 — pustulas com esporulacdo muito incipiente e muito baixa densidade;

e 2 — pustulas com esporulacdo evidente, de dimenséo e densidade intermédia,;

e 3 — pustulas evidenciando forte esporulagédo, de dimenséo apreciavel e elevada
densidade.

Ao fim dos 10 dias, as plantas selecionadas foram instaladas no PIF, nas mesmas

condicbes que as restantes familias.

3.3.3. Avaliacéo daresisténcia de campo

De forma a complementar a avaliacao realizada em estufa, foi realizada uma avaliacédo
das plantas selecionadas, no campo. No dia 26 de outubro de 2022, foram colhidas seis folhas
de 30 plantas por familia, escolhidas aleatoriamente. Foram igualmente colhidas 6 folhas de
3 individuos do PF e do PM1. Uma vez que o PF é o mesmo para as trés familias, foram
também colhidas 6 folhas de 30 plantas aleatérias da Fam2 e da Fam3, com o objetivo de

comparar os seus resultados com os da Fam1. Tal como efetuado na avaliagdo em estufa, as
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folhas foram digitalizadas e, com recurso ao software ImageJ versdo 1.53, foram medidas a

area total da folha (cm?) e a area das lesGes (cm?) para calcular a severidade.

3.3.4. Anélise dos dados

Para os dados recolhidos na primeira avaliagdo, em estufa, foram calculados indicadores
estatisticos descritivos para os valores de severidade resultantes das diferentes datas de
inoculacéo.

Com os dados da segunda avaliacao, realizada em campo, no PIF, foi efetuada uma
analise de variancia (ANOVA) a um fator, com o objetivo de detetar diferencas significativas
entre a severidade calculada para as 3 familias e ambos os progenitores (p<0,05). Mediante
a detecdo de diferencas significativas, efetuou-se um teste de Tukey de comparacdo de
médias, com o mesmo nivel de significancia.

Todas as analises foram efetuadas com recurso ao software estatistico R verséao 4.2.2 (R
Core Team, 2022).

3.4. Precocidade

A Fam2 foi avaliada com o objetivo de identificar genétipos mais precoces que o PF.

3.4.1. Registo da fenologia

A partir do dia 6 de julho de 2022, foi monitorizado e registado, semanalmente, o estado
fenoldgico de todos os individuos da Fam2. A dltima data de monitorizagdo efetuou-se 130
dias apdés a data de plantagdo, uma vez que foi esse o periodo compreendido entre a
plantacdo e a producéo do PF, registado para o ano de 2021. No Quadro 3 estéo identificadas

as Ultimas datas de monitorizacdo mediante a data de plantagéo dos individuos da Fam?2.

Quadro 3 — Datas de plantagdo dos individuos da Fam2 e respetiva data da ultima monitorizac¢éo, efetuada 130
dias apos aquela.

Data de plantacdo Data da ultima monitorizacdo
06/04/2022 | 14/08/2022
21/04/2022 | 29/08/2022
11/05/2022 ‘ 18/09/2022

Relativamente aos estados de desenvolvimento das plantas, foi registada a data de
observacao de quatro estados fenoldgicos principais, observados para o meristema apical da

planta:
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e \Vegetativo, que compreende todas as fases de desenvolvimento vegetativo, antes
que seja observado qualquer primérdio de formacdo de botéo floral no meristema
apical;

¢ Botdo, que corresponde ao momento a partir do qual é possivel observar, a olho nu,
a formacao inicial de botao floral no meristema apical da planta;

¢ Queda da pétala, que marca o fim da recetividade do estigma para polinizacéo e o
inicio do desenvolvimento do fruto, caso tenha havido fecundag¢é@o dos 6vulos, e na
qgual é possivel observar uma maior separacdo entre os estames e queda de uma a
mais pétalas;

e Colheita do king fruit, que € a denominacdo que se da ao fruto apical da planta,
geralmente o primeiro a desenvolver-se e a atingir a maturacdo completa.

No Anexo Il é possivel observar a representacao fotografica de cada estado e dos estados

intermédios relativos ao meristema apical.

3.4.2. Medicdes biométricas

Nos individuos que apresentaram uma produc¢do mais precoce ou igual a do PF, foram
medidos a altura total da planta (cm), a altura até ao primeiro lateral produtivo (cm) e o nUmero
de laterais produtivos. Foi também calculada a densidade de laterais produtivos em fungéo do

comprimento total.

3.4.3. Grupos de Precocidade

Depois de identificados todos os genétipos que apresentaram uma producdo mais
precoce ou igual a do PF, foram calculados o tempo — em dias e semanas, que cada um
demorou a atingir a colheita do king fruit, desde a respetiva data de plantacdo, bem como o
somatorio de graus-dia de crescimento (GDC), para 0 mesmo periodo.

O somatério de GDC foi calculado através dos dados de temperatura fornecidos pelo
Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA), I.P., referentes a estacdo meteoroldgica
de Odemira — Séo Teotdnio, para o periodo compreendido entre abril e setembro de 2022. A
temperatura de base para o célculo deste indicador foi de 5 °C, como referenciado na
bibliografia (Black et al., 2008; Hoover et al., 1989; Oliveira et al., 2004).

Dentro da mesma data de plantagdo, os individuos foram agregados em classes de
precocidade, de acordo com o numero de semanas e GDC acumulados até a data de colheita

do king fruit.

3.4.4. Anélise dos dados

De forma a caracterizar cada grupo de precocidade e a compara-los entre si relativamente
as variaveis biométricas medidas e mencionadas na secg¢éo 3.4.2, foi efetuado um teste ndo-

paramétrico de Kruskal — Wallis (p<0,05). Este teste é efetuado quando ndo se cumprem
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satisfatoriamente os pressupostos da ANOVA para os dados da amostra em estudo (por
exemplo, o pressuposto da normalidade) e permite avaliar se ha diferencas entre as medianas
de diferentes grupos. No caso do numero de laterais produtivos, a variavel utilizada no teste
foi o valor da sua raiz quadrada, para a transformar numa variavel continua.

Uma vez que alguns grupos eram constituidos por apenas um ou dois individuos, estes
foram agregados ao grupo mais préximo, de forma a que a sua dimensdo fosse

estatisticamente aceitavel para a realizacéo do teste.

3.5. Cor

3.5.1. Coordenadas CIE

Os frutos dos individuos da Fam3 foram avaliados com o objetivo de comparar a sua
coloracdo com a dos frutos do PF.

A colheita de frutos para andlise da cor iniciou-se no dia 25 de agosto de 2022, na primeira
planta a apresentar frutos maduros, e foi efetuada em todas as plantas que apresentaram
quantidade suficiente de frutos maduros até ao dia 27 de outubro de 2022, no PIF. Para cada
planta foram colhidos 3 frutos, em trés datas diferentes, no estado comercial de maturagéo —
momento em que o fruto apresenta coloragdo em todas as drupéolas e em que se separa do
recetaculo sem ser danificado. Estes foram acondicionados em cuvetes de plastico, que, por
sua vez, foram colocadas em arcas térmicas a uma temperatura de 4 °C, que constituiram as
condi¢Bes do seu transporte para o laboratério de Horticultura do ISA. Aqui, foram colocados
no frigorifico, a uma temperatura igualmente de 4 °C, até serem medidos, no dia seguinte.

Os parametros da cor foram medidos com recurso a um colorimetro portatil Chroma-Meter
CR-400 (Konica Minolta Sensing Americas Inc.; Figura 16). Este aparelho mede a cor em 3
coordenadas que reportam a um sistema internacional de cor standardizado, desenvolvido
pela Comission Internationale de I'Eclairage (CIE):

e L*: mede a luminosidade numa escala de 0 (branco) a 100 (preto) e é uma variavel

acromética;

e a*: mede o valor cromatico num eixo que vai de verde (-a = -60) a vermelho (+a = +60);

e b*: mede o valor cromatico num eixo que vai de azul (-b=-60) a amarelo (+b= +60).

Estas 3 variaveis posicionam uma determinada cor num espaco tridimensional de 3 eixos

ortogonais.
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Figura 16 — Medicao da cor de frutos de framboesa com colorimetro portatil Chroma-Meter CR-400 (Konica
Minolta Sensing Americas Inc.) (a); mostrador com o valor das coordenadas medidas (b); espaco tridimensional
formado pelos 3 eixos formulados pelo CIE (c) (Ly et al., 2020).

O aparelho foi calibrado em todas as datas, antes de serem iniciadas as medi¢cdes, com
recurso a uma placa de calibracao branca (14833002) especifica para o efeito, com valores
de refletdncia de Y = 84,8, x = 0,3157 ey = 0,3215.

Utilizando os valores das variaveis medidas, foram calculados os seguintes indicadores
(McGuire, 1992):

e AE,,, adiferenga entre a cor dos frutos de cada individuo da Fam3 (a) e a dos frutos

de cada um dos progenitores (b), que corresponde a distancia, no espaco

tridimensional, entre 0os seus pontos, e é calculada através da expresséo:

AE;, = \/(AL)%+(Aa*)2 + (Ab*)?Z,

onde AL corresponde a diferenca do valor de L* entre a e b, Aa corresponde a
diferenca do valor de a* entre a e b e Ab corresponde a diferenga do valor de b* entre
aeb;

e h,,, atonalidade de uma cor, que lhe confere o nome e que corresponde ao angulo
(°) que a reta tragcada entre a origem dos eixos a*, b* e o ponto da respetiva cor forma

relativamente ao eixo a*. O seu valor € dado pela seguinte férmula:

*

b
h%,, = arctan g

Valores de 0° ou proximos de 0° correspondem a tonalidades entre roxo e vermelho;
90° correspondem a amarelo; 180° a verde-azulado; 270° a azul (McGuire, 1992);

e C;,, a cromaticidade ou saturagéo de uma cor, corresponde a distancia do ponto de
cor no espaco bidimensional formado pelos eixos a* e b* ao eixo L*, e é calculado

através da seguinte férmula:
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Cap = @)%+ (b))% .

3.5.2. Andlise dos dados

Foram construidos dois graficos de dispersdo: um com os valores de b* em funcéo de a*
e 0 outro com os valores de tonalidade (h°) em funcdo dos valores de luminosidade (L*) de
todos os individuos da Fam3, bem como do PF e do PM3. Os pontos simultaneamente mais
afastados da mae e mais préximos do pai foram comparados com ambos 0s progenitores
através de uma andlise de variancia (ANOVA), para aferir se havia diferencas significativas
entre a cor dos seus frutos (p<0,05). Quando se verificaram diferencas significativas, foi
realizado um teste Tukey para comparagado de médias, com o mesmo nivel de significancia.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da analise da

caracteristica em estudo das 3 familias avaliadas.
4.1. Familia 1: Ferrugem

Selegcdo em estufa

Com a realizacdo do ensaio e do segundo pré-ensaio foram inoculadas, no total, 972
plantas de framboesa, entre 7 de abril e 17 de maio de 2022. Destas, 773 (79,5%) foram
avaliadas, 161 (16,6%) morreram — devido a stress hidrico ou podriddo, e 38 (3,9%) foram
eliminadas por apresentarem fraco desenvolvimento, ndo permitindo que tivessem folhas com
dimensao aceitavel para avaliagdo (Quadro 4).

A totalidade de plantas avaliadas apresentou uma severidade média de 10,3%, uma
severidade minima de 0,2% e uma severidade maxima?® de 46,8%.

Das 773 plantas avaliadas, foram selecionadas 78, correspondentes a 10,1% do total de
avaliadas, com severidade maxima de 5% e nivel de infecdo no resto da plantaentre O e 1. A

severidade média desta selecao foi de 3%.

Quadro 4 — Categorizagao do nimero total de plantas inoculadas e respetivo valor de severidade média (SM,
%), severidade minima (Smin, %) e severidade maxima (Smax, %).

Numero Proporc¢éo SM Smin Smax
Plantas Selecionadas 78 10,1%!* 3,0% 0,2% 4,9%
Plantas Rejeitadas 695 89,9%! 11,1% 0,4% 46,8%
Plantas Avaliadas 773 79,5%2 10,3% 0,2% 46,8%
Mortas 161 16,6%2
Eliminadas 38 3,9%?2
Total 972 100%

LEm relagéo ao nimero de plantas avaliadas;

2 Em relag&do ao nimero total de plantas inoculadas.

No grupo de plantas rejeitadas observa-se um valor de severidade minima de 0,4%,
inferior ao limite de sele¢do de 5%. Isto deve-se ao facto de, no segundo momento de
avaliagdo, plantas que apresentaram valores de severidade baixos, terem apresentado
desenvolvimento da doenga correspondente a um nivel superior a 1 (Anexo ).

Na Figura 17 é possivel observar os valores médios, minimos e maximos da severidade
registada nas plantas inoculadas, para cada data de inoculacdo. E importante referir que,
idealmente, as plantas teriam sido inoculadas todas na mesma data, ou em datas

consecutivas, para que se verificassem as mesmas condigdes ambientais de incubacéo e

10 Os valores de severidade minima e maxima correspondem as plantas para as quais se registou o
valor mais baixo e mais alto de severidade, respetivamente.
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desenvolvimento do fungo, na totalidade dos individuos. No entanto, inocular 972 plantas num
periodo de tempo tao curto seria impraticavel por falta de disponibilidade de infraestruturas
gue pudessem acomodar a totalidade do material vegetal em simultaneo, de disponibilidade
de mao de obra e indculo. Este facto representa a fonte de algum erro associado a producédo
dos dados e selecao das plantas.

Verifica-se que, para as primeiras quatro datas de inoculacdo, apesar de se observar
alguma variacdo, a severidade média dos diferentes grupos se aproximou dos 10%, valor em
linha com a severidade média apresentada para a totalidade das plantas inoculadas (Quadro
4). Os valores maximos de severidade observados registaram-se para as datas de 27/04 e
04/05. Durante os periodos de desenvolvimento do fungo iniciados nestas datas, as
temperaturas maximas diarias mantiveram-se entre os 20 e os 25 °C no distrito de Lisboa
(IPMA, 2022a) (Anexo Ill), que representam a gama de temperaturas 6timas para o
desenvolvimento do fungo, potenciando a sua maxima expressao (Ellis et al., 1991; Karunakar
et al., 1996; Ribeiro, 2021).

Nas duas ultimas datas de inoculacgéo, verifica-se uma reducdo acentuada na severidade,
tanto no valor médio como na amplitude de valores. Este fenébmeno dever-se-a ao facto de se
ter verificado, para os periodos de incubacédo e desenvolvimento do fungo iniciados nestas
datas, um aumento acentuado na temperatura do ar, para o distrito de Lisboa. Esta atingiu
valores na ordem dos 30 °C (IPMA, 2022a), que sdo reportados como limitantes da expresséo
maxima do fungo (Karunakar et al., 1996; Ribeiro, 2021). Assim, as plantas avaliadas e
selecionadas que tenham sido inoculadas nestas datas apresentardo menor fiabilidade na sua
expressao de resisténcia, pelo que deverdo ser cautelosamente avaliadas, novamente, em
condi¢gbes de campo.

Relativamente a gama de valores de severidade registados em ensaios de avaliagdo de
resisténcia a doencga da ferrugem em diferentes culturas, Stubbs et al. (1986) apresentam
uma escala compreendida entre 0 e 37% de severidade de ferrugem em varios cereais, em
condi¢Bes de campo; Bender et al. (2016), Diaz-Lago et al. (2003) e Karunakar et al. (1996)
reportaram, em ensaios de estufa, severidades maximas de 33% em sorgo, 54,4% em aveia
e 29,6% em trigo, respetivamente; Ribeiro (2021) refere que a severidade maxima de
ferrugem tardia observada em plantas de framboesa em condi¢6es de campo, no Brasil, é de
43,2%. Assim, a gama de valores apresentada nas 5 primeiras datas de inoculacdo esta
dentro daquela reportada na bibliografia, principalmente nas duas datas referidas acima
(27/04 e 04/05), onde se verifica a gama mais alargada, sendo atingido o valor maximo de
46,8% nas plantas inoculadas a 04/05.

No que diz respeito a viabilidade dos esporos, apresentada no Quadro 5, verifica-se que
esta apresenta uma evolucao bastante variavel, que se processa de forma paralela a evolucéo
dos valores de severidade ao longo das primeiras quatro datas de inoculacdo. No entanto, o

seu valor € minimo para as inoculacdes efetuadas a 4 de maio, que € também a data em que
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as plantas inoculadas apresentam a gama mais ampla de valores bem como a média e
mediana mais altas. E também bastante elevado para as duas Ultimas datas de inoculag&o,
onde, como ja foi referido, se observa a menor amplitude de valores de severidade. Assim, a
capacidade de expressao do fungo em sinais da doenca aparenta ser mais afetada pelas

condi¢cbes ambientais de desenvolvimento do que da viabilidade dos esporos.
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Figura 17 — Relacdo entre a severidade das plantas de framboesa inoculadas e a respetiva data de inoculacao.
Todas as datas reportam ao ano de 2022.

Quadro 5 — Valores de viabilidade dos esporos (%) de T. americana utilizados na inoculacdo das plantas de
framboesa nas 7 datas.

Data 07/04 21/04 27/04 28/04 04/05 12/05 17/05

Viabilidade | 21,51% 16,9% 51,72% 48,54% 12,01% 60,54% 36,97%

O desenvolvimento da doenca aparenta estar mais dependente das condi¢cdes a que 0s
esporos sdo submetidos para germinacdo e posteriormente em que o fungo se desenvolve,
como evidenciado na Figura 17.

Relativamente ao tipo de resisténcia possivelmente introduzida através do PM1 na
descendéncia, esta aparenta ser a denominada horizontal ou incompleta, controlada por

varios genes menores. Esta hipotese baseia-se em dois tipos de observacées. Em primeiro
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lugar, no facto de os individuos do PM1 terem demonstrado, em condi¢cdes de campo, niveis
de severidade (aferidos visualmente) da doenca muito proximos de zero, na generalidade da
planta, quando, paralelamente, genoétipos instalados ao seu lado apresentavam elevado nivel
de infecdo, com as folhas cobertas de lesdes esporulantes. Nao se verificaram no PM1, no
entanto, reacfGes de hipersensibilidade — pequenas pontuacfes cloréticas e auséncia de
lesBes esporulantes. Tal como referido na seccéo 2.2.2.1, este tipo de reacao é caracteristico
de resisténcia vertical ou completa, conferida por um ou poucos genes maiores (Bariana,
2003; Brown et al., 2014; Luffman & Buszard, 1989; Stubbs et al., 1986). Tal é indicativo,
possivelmente, de que o tipo de resisténcia exibida pelo PM1 sera horizontal.

Em segundo lugar, foi possivel verificar, nas plantas inoculadas da descendéncia,
severidades numa ampla gama de valores, bem como auséncia de reagbes de
hipersensibilidade. Segundo Bariana (2003), resisténcia horizontal, que € de transmissao
genética mais complexa, produz fenoétipos suscetiveis exibindo uma ampla gama de valores
de severidade da doenca e taxa de desenvolvimento mais lenta. Apesar de ndo terem sido
recolhidos dados relativamente a velocidade de desenvolvimento da doenca, a ampla gama
de valores de suscetibilidade registados aparentam atestar esta hipotese.

Anthony et al. (1986) estudaram a transmissdo de resisténcia a doenca da ferrugem
amarela em framboesa, causada pelo fungo Phragmidium rubi-idaei, na descendéncia
produzida por um cruzamento dialelo entre 5 cvs. comerciais. Os autores identificaram
respostas de resisténcia bastante distintas entre as diferentes descendéncias: as cinco
familias originarias de um dos progenitores segregaram para resisténcia completa (vertical),
nao apresentando desenvolvimento de quaisquer esporos nos seus tecidos; pelo contréario, as
restantes familias demonstraram diferentes niveis de resisténcia incompleta (horizontal), tal
como referido pelos autores, manifestado por diferentes niveis de severidade da doenca e
velocidade da sua evolucéo. Este estudo contribui para fortalecer a hipétese acima proposta,
de que a resisténcia introduzida no ensaio realizado podera ser incompleta ou horizontal.

No entanto, apesar de os elementos acima referidos apontarem para a forte possibilidade
de a resisténcia introduzida ser regulada pela acédo conjunta de genes menores, ndo é
possivel afirmar com certeza que tal seja 0 caso. Para tal, seria necessario recolher dados de
outras variaveis de evolucdo da doenca, tais como o periodo de laténcia, o tamanho médio
das pustulas, o registo preciso do tipo de reacao a doenca, bem como a sua evolugédo ao
longo do tempo, em condi¢gBes ambientais controladas, tal como efetuado por outros autores
em ensaios cujo Unico objetivo se prendia com o estudo dos mecanismos genéticos
reguladores de resisténcia e da sua transmissdo a descendéncia (Anthony et al., 1986;
Jamieson & Nickerson, 1999; Luffman & Buszard, 1989).
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Avaliacao de Campo

De forma a aferir a eficacia relativa da selecao realizada em estufa, foi efetuada uma
avaliacdo de campo com os dois progenitores da Fam1l e as trés familias, uma vez que o PF,
gue apresenta elevada suscetibilidade a doenca da ferrugem tardia, € 0 mesmo para as trés
familias, variando os progenitores masculinos.

Na Figura 18 estéo representadas as médias da severidade medidas para as trés familias
e o0s progenitores referidos. A colheita de folhas foi efetuada em outubro, que nédo corresponde
a altura propicia para a maxima expressao do fungo. Nesta altura, os valores de temperatura
registados ja sdo bastante abaixo do seu 6timo de crescimento e as plantas ja comecam a
iniciar o processo de senescéncia das folhas. Isto explica o facto de os valores de severidade
medidos serem significativamente mais baixos que aqueles registados para a avaliagdo em
estufa. Ainda assim, foi possivel observar diferencas significativas entre familias e
progenitores. De acordo com o que seria expectavel, o PF foi aquele que apresentou maiores
valores de severidade, significativamente diferentes (p<0,05) dos das trés familias de
descendentes e do PM1.
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Figura 18 — Média da severidade medida para as trés familias e para os dois progenitores da Fam1 (PF e PM1).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre médias (p<0,05).

A Fam2 e a Fam3 apresentam os valores mais altos a seguir ao PF, ndo apresentando
diferencas significativas entre si, mas apresentando diferencgas significativas relativamente

aos restantes grupos. A Faml e o PM1 apresentam os valores mais baixos de severidade,
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ndo apresentando diferencas significativas entre si e apresentando diferencas significativas
em relacao aos outros grupos. Estes resultados vao ao encontro daquilo que seria expectavel,
indicando, com algum nivel de confianca, que foi possivel introduzir resisténcia a doenca da

ferrugem tardia na Fam1.

4.2. Familia 2: Precocidade

Grupos de Precocidade e GDC

Foram avaliadas, no total, 1827 plantas da Fam2, no PIF, das quais 242 demoraram
menos de 130 dias desde a plantacdo até a colheita do king fruit. Ou seja, 13,2% da
descendéncia originaria deste cruzamento apresentou produ¢ao mais precoce do que o PF.

O Quadro 6 mostra os valores dos indicadores utilizados para separar os individuos
precoces em diferentes grupos de precocidade, nomeadamente o somatério dos GDC,
calculados com uma temperatura base de 5 °C (TB5°C) para o intervalo entre a plantacéo e
a colheita do king fruit, bem como a duracéo desse periodo em semanas e as respetivas datas
de instalacdo no PIF e colheita. Na Figura 19, por sua vez, esta representada a dimensao de
cada grupo de precocidade e 0 peso relativo de cada um na totalidade das plantas avaliadas.
No ano de 2022, o periodo compreendido entre a plantacdo e a primeira colheita do PF
constituiu 128 dias (18,3 semanas), somando 2044,3 GDC (TB5°C).

Quadro 6 — Grupos de precocidade de plantas de framboesa da Fam2 e respetiva data de plantacdo, data de
colheita, duracéo do periodo entre a plantagdo e a colheita, em semanas, e graus-dia de crescimento (GDC)
calculados com TB5°C. Todas as datas reportam ao ano de 2022.

Grupo Data de Plantacgéo Data de colheita Semanas GDC
1 21/abr 21/jul 13,0 1359,8
2 06/abr 15/jul 14,3 14135
3 06/abr 21/jul 15,1 1512,2
4 21/abr 03/ago 14,9 1581,3
5 06/abr 27/jul 16,0 1621,1
6 11/mai 23/ago 14,9 1684,9
7 21/abr 10/ago 15,9 1690,1
8 06/abr 03/ago 17,0 1733,7
9 11/mai 30/ago 15,9 1790,8

10 06/abr 10/ago 18,0 1842,5
11 21/abr 23/ago 17,7 1901,2
12 11/mai 08/set 17,1 1925,7
PF 01/jun 07/out 18,3 2044,3
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As plantas que constituem o grupo mais precoce (o grupo 1) foram instaladas a 21 de
abril e colhidas 3 meses depois, a 21 de julho, 0 que corresponde a 13 semanas e um
somatorio de 1359,8 GDC, aproximadamente 5 semanas antes do PF, relativamente ao ano
de 2022, necessitando de menos 684,5 GDC para entrar em producdo. Apenas duas plantas
constituem este grupo. O grupo 12, o mais tardio, foi instalado a 11 de maio e colhido a 8 de
setembro, 0 que corresponde aproximadamente a 17 semanas e 1925,7 GDC, 1 semana
antes do PF, relativamente ao ano de 2022. Os grupos 10 e 11 demoraram mais tempo, em
semanas, a produzir do que o grupo 12, mas precisaram de acumular menos horas de

temperatura acima dos 5 °C para produzir, o que faz com que sejam fisiologicamente mais

precoces.
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Figura 19 — NUumero de plantas em cada grupo de precocidade e peso relativo de cada um no nimero total de
individuos da Fam2.

Através da Figura 19 é possivel perceber que os grupos mais precoces sao constituidos
por um namero bastante reduzido de individuos, variando entre 1 (grupo 3) e 7 (grupo 5). Pelo
contrério, 0S grupos menos precoces acumulam uma quantidade bastante superior de
individuos, sendo os grupos 8, 10 e 11 os de maior dimens&o, constituidos por 46 e 71 plantas,
respetivamente.

Danek (1999) estudou a transmisséo de precocidade em cvs. de framboesa remontante
através de um cruzamento dialelo completo entre 5 cvs., ao longo dos anos de 1990 e 1991,
tendo concluido que as componentes de precocidade sdo mais afetadas e reguladas por
efeitos genéticos aditivos, sendo relativamente facil introduzir ganhos genéticos para estas
componentes em programas de melhoramento. Estas conclusdes s&o corroboradas pelos

resultados observados no ensaio de precocidade desta dissertacdo. O autor verificou também
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gue gendtipos remontantes precoces apresentam elevado potencial para a introducdo de

precocidade em melhoramento.

Parametros biométricos

O Quadro 7 mostra a relacdo entre os grupos de precocidade originais e 0s
correspondentes grupos agregados usados como input para o teste de Kruskal-Wallis.

No Quadro 8 estéo representados os resultados da analise de Kruskal-Wallis (p<0,05)
relativamente a comparacdo entre o0s grupos de precocidade no que diz respeito ao
comprimento total da planta (CT), ao comprimento desde a base até ao primeiro lateral
produtivo (C1LP) e o numero de laterais produtivos (NLP), respetivamente, bem como as
médias de cada variavel, para cada grupo de precocidade agregado.

Relativamente ao comprimento total das plantas (Quadro 8), os resultados observados
vao ao encontro daquilo que seria expectavel, com a maioria dos grupos menos precoces (8,
5 e 7) a apresentar maiores valores de comprimento total da planta e alguns grupos mais
precoces (1 e 3) a apresentar valores médios de CT mais baixos. O grupo 8 é aquele que
apresenta o valor mais elevado de CT (216,80 cm) significativamente diferente de todos os
outros grupos, seguido pelo grupo 7 (204,43 cm) e pelo grupo 5 (202,34 cm), que nao
apresentam diferencas significativas entre si. Estes trés grupos de precocidade apresentam
consistentemente os valores mais elevados para todas as variaveis, inclusivamente para o
C1LP —139,03 cm, 131,71 cm e 128,86 cm para os grupos 8, 7 e 5, respetivamente, e para o
NLP — 16,34, 16,21 e 16,31 para os grupos 5, 7 e 8, respetivamente.

Quadro 7 — Correspondéncia dos grupos agregados aos grupos de precocidade originais e respetivos valores
(médios no caso de grupos agregados) de dias, semanas e GDC (TB5°) desde a plantacao até a colheita do king
fruit.

Grupo Grupo o ) )
) Média dias Média semanas Média GDC
Precocidade Agregado

; 1 955 13.6 1386.6
i 2 105 15,0 1546.7
2 3 108 15.4 1653,0
7 4 111 15.9 1690.1
8 5 119 17.0 17337
9 6 111 15.9 1790.8
10 7 126 18,0 18425
11 8 124 17,7 19012
12 9 120 171 19257
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Quadro 8 — Valores médios do comprimento total das plantas (CT, cm), comprimento desde a base até ao
primeiro lateral produtivo (C1LP, cm), nimero de laterais produtivos (NLP) e da sua raiz quadrada (RQ NLP) de
cada grupo de precocidade (GP), respetivo desvio padréo (DP, cm), ordem segundo a analise de Kruskal-Wallis

(p<0,05, Rank) e grupos de separacdo de medianas.

GP CT ClLP NLP RQ NLP NLP/CT

216,80 + 28,23 at 139,03 + 21,36 a 16,31 4,04 +0,24 a 0,07
204,43 +2597 b 128,86 + 18,74 bc 16,34 4,00+0,41 a 0,08
202,34 +2761b 131,71 +23,63b 16,21 4,03+0,32a 0,08

176,70 +54,04 bcd 116,10 + 48,76 cde 15,20 3,96 +0,10 ab 0,09

8
5
7
4 199,33 +22551bc 122,87 + 15,44 bed 15,87 3,900,212 ab 0,08
9
2 174,00 + 18,62 cd 97,17 £+ 12,78 ef 15,67 3,98 +0,15 ab 0,09
1
3

157,75 + 20,02 d 74,50 + 17,46 f 15,25 3,88 +0,36 ab 0,10
167,00 + 31,27 d 99,88 + 27,62 def 14,13 3,72+054b 0,08
6 145,75 + 24,97 d 81,50 + 19,64 ef 15,00 3,87+0,11b 0,10

1 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre as medianas (p<0,05).

No que diz respeito aos grupos com menores valores de CT, os grupos 6, 1 e 3
apresentam os menores valores, por ordem crescente, de 145,75 cm, 157,75 cm e 167,00
cm, respetivamente, ndo apresentando diferencas significativamente diferentes entre si nem
entre os grupos 2 e 9.

Uma vez que o desenvolvimento em altura dos langamentos cessa quando o meristema
apical inicia o processo de floragdo (Carew et al., 2003; Funt, 2013; Keep, 1988), seria
expectavel que os grupos mais precoces apresentassem os valores médios de CT mais
baixos, e 0s menos precoces o0s valores mais elevados (Keep, 1988), o que nao se verifica de
forma téo linear, uma vez que os diferentes gendtipos apresentam diferentes expressfes para
o vigor. O grupo 6 (grupo intermédio de precocidade) é aquele que apresenta o valor mais
baixo de comprimento total, significativamente diferente do grupo 5 (mais precoce que o0 grupo
6), que apresenta um dos valores mais elevados. Ao estudarem o efeito do genétipo e da
temperatura em seis cvs. comerciais, Sgnsteby & Heide (2010) verificaram, também, que a
relacdo entre precocidade e CT da planta ndo se processa de forma téo linear. As cvs. que
apresentaram maior precocidade apresentaram também valores de CT intermédios,
comparativamente as restantes. Os autores verificaram também um efeito significativo
(p<0,01) nesta variavel da interacdo entre genétipo e temperatura. Os valores de CT das
plantas variaram entre 100,0 e 190,4 cm, uma gama claramente mais baixa que aquela
produzida pelas plantas do ensaio em estudo nesta dissertacdo e mais proxima daquela
abaixo referida como normal para cvs. remontantes. Tal pode ser explicado pelo facto de o
ensaio realizado por Sgnsteby & Heide (2010) ter sido realizado na Noruega, que apresenta
periodos de desenvolvimento mais curtos (devido ao fotoperiodo e temperatura) do que

Portugal. Este fendmeno vai ao encontro do referido por Funt (2013), que reporta uma gama
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de alturas tipicas para cvs. remontantes de 1,3 a 1,6 m, podendo estas, no entanto, alcancar
2 a 5 m em locais com periodos de desenvolvimento mais alargados. Ja Keep (1988) indica
gue os valores tipicos de altura para cvs. remontantes variam entre 1,0 e 1,8 m.

Relativamente ao C1LP, o grupo 1 é aquele para o qual se verifica 0 menor valor — de
74,5 cm, que, mais uma vez, nao apresenta diferencas significativas em relacdo aos grupos
6, 2 e 3. No entanto, relativamente ao NLP, posiciona-se a meio da tabela, com um valor
médio de 15,25, que nao é significativamente diferente de nenhum dos outros grupos, que
apresentam um valor maximo de 16,34 (grupo 5) e minimo de 14,13 (grupo 3).

No geral, as cvs. remontantes produzem laterais frutiferos nos 10 a 15 ndés a contar do
apice da planta (Funt, 2013). Apesar de os valores do NLP nao estarem muito afastados
destes valores de referéncia, no mesmo estudo referido anteriormente, a gama de valores
médios relativa a esta variavel variou entre 17,2 e 26,3 laterais produtivos por planta. Esta é
consideravelmente mais elevada que a gama de valores apresentados no Quadro 8, sendo
que esta variavel € uma das componentes da produtividade da planta (Keep, 1988; Ourecky,
1976; Sansteby et al., 2009; Sgnsteby & Heide, 2010). A segunda cv. mais precoce, ‘Polka’,
apresentou um valor médio de 21,6 laterais produtivos, o segundo mais elevado das seis cvs.
A mais precoce, ‘Autumn Bliss’, por sua vez, apresentou um valor médio de 17,7 laterais
produtivos, o terceiro mais elevado (Sgnsteby & Heide, 2010). Apesar de os autores terem
verificado um aumento do nimero de laterais produtivos com o aumento da temperatura a
que as plantas séo sujeitas na fase de pré-floragdo (abril e maio) em cinco das seis cvs.
avaliadas, apenas o efeito do gendtipo se mostrou significativo (p<0,01). Os autores
concluem, no entanto, que temperaturas na ordem dos 20 a 25 °C, durante o periodo de pré-
florac&o, no geral, promovem a floragcéo e a frutificacdo, o que confirma o reportado por outros
autores (Carew et al., 2003; Carew et al., 2000b; Kershaw, 1991; Lockshin & D.C. Elfving,
1981; Ourecky, 1976). Paralelamente, a relacdo entre o numero de laterais produtivos e o
comprimento total da planta, para os individuos avaliados, variou entre 0,07 e 0,10, uma gama
bastante inferior a das cvs. avaliadas por Sgnsteby & Heide (2010), que variou entre 0,10 e
0,17.

As plantas do ensaio desta dissertacdo, durante o periodo de pré floracédo, foram expostas
a temperaturas médias entre os 10 e os 20 °C (Anexo V), o que podera explicar, para além
de possivel regulacédo genética, os menores valores observados do numero médio de laterais
produtivos.

Relativamente ao balanco de todas as variaveis avaliadas para os diferentes grupos de
precocidade, agueles que apresentam o melhor compromisso entre precocidade e parametros
biométricos seriam, possivelmente, os genétipos do grupo 5, que requerem 1733,7 GDC
desde a plantagéo até a colheita do king fruit, menos 310,6 GDC que o PF, e apresentam um

CT médio apropriado para as operagdes culturais.
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E importante ressalvar que a selecéo se baseia meramente nestas variaveis, ndo sendo
estas definitivas, uma vez que os parametros essenciais e finais de selecéo se prendem com

o rendimento e a qualidade do fruto dos genotipos.

4.3. Familia 3: Cor do Fruto

Foram instaladas, no total, 464 plantas da Fam3, no PIF, das quais 95 foram avaliadas,
entre 25 de agosto e 18 de outubro de 2022, o que corresponde a 20,5% da populacdo. Os
frutos dos progenitores foram avaliados a 27 de outubro de 2022.

Na Figura 20 é possivel observar a distribuicdo da média de cada planta no que diz
respeito aos respetivos valores no eixo vermelho-verde (a*) e amarelo-azul (b*), das 95
plantas avaliadas, bem como dos progenitores, e de como uns se posicionam em relagdo aos
outros. Este tipo de relagdo ndo confere informacéo direta sobre a cor dos frutos, mas permite

perceber o posicionamento de cada individuo relativamente a cada um dos progenitores.
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Figura 20 — Grafico de disperséo dos valores médios por planta (n=9) no eixo amarelo-azul (b*) em funcéo dos
valores no eixo vermelho-verde (a*) das 95 plantas avaliadas da Fam3, do PF e do PM3.

E possivel observar que ha bastante homogeneidade nos valores representados, estando
os individuos localizados numa posicdo bastante proxima do PF e afastada do PM3. E
possivel verificar, no entanto, alguns pontos mais distantes da nuvem que rodeia o PF, em
polos opostos: cinco pontos (314, 339, 411, 436 e 449) posicionam-se mais acima e mais a
direita que o PF, o que significa que serdo mais vermelhos e, em simultdneo, mais amarelos
gue o PF; trés pontos (249, 317 e 2311) posicionam-se mais abaixo e mais a esquerda que o

PF, o que significa que serdo menos vermelhos e também menos amarelos que este.
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O célculo da tonalidade (a partir dos valores de a* e b*) confere uma medida mais direta
da cor como percecionada pelo olho humano (McGuire, 1992). Da mesma forma, os valores
de luminosidade (L*) também conferem informacédo bastante direta relativamente a claridade
percecionada da cor. Assim, na Figura 21 estdo representados os valores médios de
tonalidade (h°) por planta em funcdo do valor médio da respetiva luminosidade (L*). Observa-
se uma concentra¢cdo ainda mais acentuada dos pontos em torno do PF, indicativo de pouca

variabilidade relativamente aos indicadores representados.
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Figura 21 — Gréfico de disperséo dos valores médios por planta (n=9) de luminosidade (L*) em funcéo dos
valores de tonalidade (h°) das 95 plantas avaliadas da Fam3, do PF e do PM3. Angulos de 0° ou proximos de 0°
correspondem a tonalidades entre roxo e vermelho; 90° correspondem a amarelo; 180° a verde-azulado; 270° a

azul (McGuire, 1992).

No entanto, ainda que com menor expressao, verifica-se a mesma tendéncia que a
observada no gréfico da Figura 20: os mesmos cinco pontos distanciam-se da nuvem de
pontos em torno do PF na relagdo tonalidade/luminosidade, aproximando-se ligeiramente
mais do PM3. A distancia relativa a luminosidade é maior do que aquela relativa a tonalidade.

Tendo sido identificadas estas diferencas, foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) das médias de todas as variaveis para as cinco plantas (314, 339, 411, 436 e 449)
e para os progenitores (PF, PM3), para verificar se as diferencas eram significativas (p<0,05).
Os resultados s&o apresentados no Quadro 9. Verificaram-se diferencas significativas entre
os individuos e os progenitores para todas as variaveis, exceto no valor de a* e de
cromaticidade (C*) entre o individuo 339 e o PF. No entanto, para os indicadores de

luminosidade e tonalidade, este individuo exibiu diferencas significativas relativamente ao PF.
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Quadro 9 — Média por planta (n=9) dos valores de luminosidade (L*), escala vermelho-verde (a*), escala amarelo
azul (b*), tonalidade (h°) e cromaticidade (C*) relativos a cinco individuos, ao PF e ao PM3, e distancia das
coordenadas de cada um ao PF (4E»).

Genotipo L* a* b* he c* AE;pp
PM3 61,35 al 307 d 40,83 a 85,73 a 40,95 e 45,73
449 4357 b 40,45 a 28,26 bc 3495 b 49,37 ab 11,88
314 42,11 b 40,66 a 2883 b 3531 b 49,86 a 11,33
411 41,69 b 40,98 a 2954 b 3569 b 50,56 a 11,68
339 41,44 b 36,55 bc 2530 c 3463 b 4452 cd 7,39
436 41,28 b 37,39 b 27,41 bc 36,20 b 46,37 bc 8,64

PF 35,04 c 3528 ¢ 2181 d 3169 c 41,49 de 0,00

1 Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre médias.

Relativamente ao indicador de tonalidade (h°), é possivel perceber a partir da Figura 22
gue esta se situa perto dos 30° no caso dos frutos do PF, aproximando-se de um vermelho
mais vivo, e que os individuos analisados exibem frutos com uma tonalidade de vermelho
ligeiramente mais alaranjada (entre os 34,63 e os 36,2°). Ambas as tonalidades séo aceitaveis
para 0s objetivos definidos no melhoramento para esta caracteristica. Apesar de o0s
descendentes ndo apresentarem diferencas significativas entre si para esta variavel, o
individuo 436 é aquele que apresenta uma tonalidade mais diferenciada da do PF, com um
valor de 36,2°.

Dentro destas tonalidades observadas, os indicadores de luminosidade (L*) e de
cromaticidade (C*) serdo mais criticos na aproximagao ou ndo aos objetivos estabelecidos.

Relativamente ao indicador de luminosidade, o individuo mais promissor face ao objetivo
seria 0 449, aquele que apresenta o maior valor entre os cinco individuos (43,57), bastante
distinto do valor do PF, apesar de, mais uma vez, este valor ndo ser significativamente
diferente relativamente ao de nenhum dos outros descendentes. Os valores destes situam-se
todos muito préximo do centro da escala de luminosidade, que assume valores de 0 (mais
escuro) a 100 (mais claro). Ou seja, o individuo 449 é aquele que apresenta a coloragdo mais
clara.

No que diz respeito a cromaticidade, este é o indicador que apresenta maior variabilidade
entre os individuos analisados, em termos de diferencas entre médias. Maiores valores de
cromaticidade indicam cores mais saturadas, ou seja, mais afastadas do eixo central de
luminosidade (Figura 22). Os valores mais préximos do eixo, por sua vez, apresentam cores
menos saturadas. Os individuos com um valor de cromaticidade significativamente mais
elevado, quer relativamente aos outros descendentes, quer relativamente a ambos 0s
progenitores, sdo o 411 (50,56) e o 314 (49,86). O individuo 449 apresenta o terceiro valor
mais alto (49,37), ndo sendo significativamente diferente dagueles nem do 436 (46,37). Uma

7

vez que o individuo 449 é também aquele que apresenta o valor mais elevado de
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luminosidade, bem como a maior distancia as coordenadas de cor do PF (AE;pr=11,88) faz

com que seja 0 mais promissor comparativamente aos restantes descendentes.

Figura 22 — Relacéo entre a tonalidade visualmente percecionada e o respetivo valor do angulo de tonalidade
(h°) (a, Fonte: graphicdesign.stackexchange.com); representagdo do espaco tridimensional formado pela
luminosidade (eixo vertical central), cromaticidade (afastamento horizontal ao eixo central de luminosidade) e
tonalidade (valor do angulo em cada plano horizontal) (b, Fonte: www.pngwing.com).

Assim, € possivel afirmar que foi possivel obter individuos que produzam frutos com a
coloracdo desejada, através do cruzamento realizado.

Nao foi, no entanto, possivel observar individuos que produzissem frutos de tonalidade
amarela, semelhante a do PM3. De acordo com o exposto na secgao 2.2.2.3, relativamente
aos genes maiores propostos por varios autores como reguladores da expressdo da cor em
frutos de framboesa (Crane & Lawrence, 1931; Jennings & Carmichael, 1975, 1980; Keep,
1984), talvez a explicacdo mais plausivel seja a da interferéncia do gene Ys. Jennings &
Carmichael (1975) postulam que da espécie R. phoeniculasius derive um gene, Ys, que inibe
a acdo do gene Y (que inibe a sintese de antocianinas, conferindo coloracdo amarela aos
frutos), permitindo a sintese de antocianinas que conferem a cor vermelha aos frutos. Se o
PF fosse homozigético dominante para este gene (YsYs), assumindo que o PM3 teria de ser
homozigotico recessivo (ysys) para exibir frutos de coloragdo amarela, a descendéncia seria
toda heterozigoética para este locus, ndo sendo capaz de exibir frutos de coloracdo amarela,
apenas vermelha.

No entanto, tal como salientado, mais uma vez, na secgéo 2.2.2.3, a expresséao da cor do
fruto € um fendmeno de alguma complexidade. Trabalhos recentes tém-se focado no estudo
da contribuicdo de cada um dos progenitores para a transmisséo de algumas caracteristicas

a descendéncia, que pode néo ser equivalente (Fan et al., 2014; Gimenez et al., 2021; Laviola
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et al., 2018; Naves et al., 2022). Esta diferenca na contribuicdo de cada progenitor para a
expressao fenotipica da descendéncia denomina-se parent-of-origin effects (POEs, efeitos do
progenitor de origem), podendo manifestar-se através da transmissdo de um caracter
especifico oriundo do gendtipo de um progenitor com uma posi¢ao especifica no cruzamento:
materna ou paterna (Garcia-Aguilar & Gillmor, 2015; Hager et al., 2008; Hu et al., 2016; Laurin
et al., 2018). Tal resulta em diferencas entre a expressédo fenotipica de hibridos reciprocos??,
gue podem dever-se a diversos fendmenos, tais como efeitos maternos? (Santure & Spencer,
2006; Wolf & Wade, 2016), transmissédo de genoma citoplasmatico (distribuicdo assimétrica
de mitocéndrias e plastidios durante a microgametogénese ou a fertilizacao) (Nagata, 2010;
Rajcan et al., 2002), ou imprinting genémico®® (Kohler et al., 2012; Rodrigues & Zilberman,
2015; Satyaki & Gehring, 2017). Quando estas diferencas sédo observadas diz-se que ha
efeitos reciprocos (Gimenez et al.,, 2021). Gimenez et al. (2021) estudaram o efeito de
cruzamentos reciprocos em varios parametros avaliados, no tomate, e detetaram efeitos
reciprocos em 13 dos 16 parametros analisados, de entre 0s quais para os valores de a*, b*
e L*, num dos cruzamentos, e para o indice de cor a*/b* noutro dos cruzamentos. Os autores
concluiram também que quanto menor a distancia genética entre os progenitores, maior a
incidéncia de efeitos reciprocos. Laviola et al. (2018) identificaram efeitos maternos na
transmissao de todos os parametros medidos da espécie arbérea Jatropha curcas; e Naves
et al. (2022) verificaram efeitos reciprocos na maioria das caracteristicas agronémicas e de
qualidade do fruto em hibridos de pimento. Para a cultura da framboesa ndo existem estudos
publicados relativamente a estes mecanismos, ndo se sabendo se as caracteristicas de cor
do fruto evidenciam algum efeito reciproco ou POEs, podendo esta, no entanto, ser uma
possibilidade.

No que diz respeito as diferentes variagbes de cromaticidade e luminosidade para a
mesma cor do fruto, como se verificou nos individuos analisados, estas estdo mais
relacionadas com a regulacdo bioquimica e s&@o o resultado da combinacdo entre o tipo e
concentrac@o de antocianinas presente — maioritariamente cianidinas e pelargonidinas -, e 0
ambiente celular em que se encontram (Hall et al., 2009; Jennings, 1988; Wang et al., 2009).

Em 2009, Kassim et al. mapearam QTLs de 8 tipos de antocianinas (das quais quatro sdo
cianidinas e quatro sdo pelargonidinas) na mesma regido de um cromossoma (LG1) e 7 delas
noutra regido do mesmo cromossoma (LG4). Este estudo foi realizado na populacéo
resultante do cruzamento entre a cv. Latham (exibe frutos descritos como vermelho-escuro) e

a cv. Glen Moy (exibe frutos descritos como vermelho-palido). Os autores identificam ainda

11 Hibridos descendentes dos mesmos progenitores, cujos cruzamentos foram realizados em direcdes
opostas (Gimenez et al., 2021).

12 Ocorrem quando os genes expressos no genoma da mae afetam o fenétipo da descendéncia (Wolf
& Wade, 2016).

13 A expressao diferencial de um gene autossémico, dependente do seu progenitor de origem (Kohler
et al., 2012).
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outros genes que codificam fatores de transcri¢cdo para a biossintese de flavonoides (bHLH e
FRUITE4), associados a cada uma das regides identificadas para os 8 tipos de antocianinas,
que propdem influenciar a concentracdo de cada um.

Na sequéncia deste trabalho, McCallum et al. (2010) estudaram a transmisséo da cor na
mesma populacao, através da comparacao entre dois locais, duas modalidades de producéo
(ao ar livre e em estufa), ao longo de trés anos. Os autores identificaram genes estruturais
maiores e os fatores de transcricdo mencionados por Kassim et al (2009) que influenciam a
biossintese de flavonoides. Estes fatores de transcricdo afetam a concentracao de diferentes
tipos de cianidina: O alelo b do gene bHLH (préximo do LG1) esta associado a concentracdes
mais baixas de C3S e C3G mas mais elevadas de C3GR e C3R. O alelo b do gene FRUITE4
(préximo do LG4) esté associado a maiores concentracdes de CAS e C3R mas concentracdes
mais baixas de C3GR e C3G. As cvs. Latham e Glen Moy s&o, respetivamente,
heterozigéticas (ab) e homozigéticas (aa) para ambos os loci.

Os autores observam que a cor do fruto em framboesa vermelha se deve principalmente
as cianidinas, em detrimento das pelargonidinas; os flavonoides desempenham uma
importante funcdo na coloragdo dos frutos, atuando como co-pigmentos, possivelmente
desempenhando uma fungéo de protecéo contra radiagdo UV; observaram variacdo de cor
entre estacbes, devido essencialmente a alteracdo da propor¢cdo da concentracao das
diferentes cianidinas nos frutos, que os autores atribuem a quantidade de horas de luz
recebidas; a heritabilidade das variaveis de cor foi elevada ao longo dos trés anos em estudo,
como reportado por outros autores para a concentragdo de antocianinas, capacidade
antioxidante e conteudo total de compostos fenélicos em framboesa e uva (Connor et al.,
2005a; Connor et al., 2005b; Liang et al., 2009), o que se mostra promissor para a introducao

desta caracteristica em programas de melhoramento.
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5. Conclusdes e perspetivas

O trabalho realizado no ambito desta dissertacdo teve como objetivo avaliar as
descendéncias obtidas através de trés cruzamentos que partiham o mesmo progenitor
feminino. Cada familia foi avaliada com o propdésito de apoiar a selecdo através da avaliacdo
da expressdo de uma caracteristica especifica, huma fase inicial do programa de
melhoramento de framboesa a decorrer no PIF: resisténcia a doenca da ferrugem tardia
(Faml), precocidade da producéo (Fam?2) e coloracdo dos frutos mais clara do que aquela
dos do progenitor feminino (Fam3).

Na Fam1l foram avaliadas 773 plantas em estufa, das quais foram selecionadas 78, com
uma severidade maxima de 5% e baixo nivel de infe¢do na totalidade da planta. Verificou-se
que a expressao da severidade da doenca nas plantas tera sido mais afetada pela
temperatura do ar registada durante o periodo de desenvolvimento do fungo, ap6s inoculagao.
A amplitude de valores foi maxima nas plantas inoculadas a 04 de maio de 2022 e minima
nas plantas inoculadas a 17 de maio de 2022. A avaliacdo de campo realizada posteriormente,
no final de outubro, registou diferencas significativas (p<0,05) para as médias de severidade
das trés familias e de ambos os progenitores. Estes resultados indicam que tera sido
introduzida alguma resisténcia na descendéncia, que aparenta ser controlada de forma
guantitativa. No entanto, a realizacdo deste ensaio beneficiaria de algumas melhorias,
nomeadamente:

¢ Idealmente, as plantas devem ser inoculadas todas ao mesmo tempo, para que seja
eliminado o erro introduzido pela variabilidade ambiental entre datas. Tal ndo sendo
possivel ou praticavel, como foi 0 caso, estas devem ser inoculadas em datas mais
préximas umas das outras, em alturas em que se estime que a temperatura varie entre
0s 20 e os 25 °C. Em alternativa, as plantas devem ser mantidas em estufa com
ambiente controlado, se tais infraestruturas estiverem disponiveis, para permitir a
maxima expressao dos sinais e sintomas da doenga;

e O progenitor utilizado para a introducédo de resisténcia deve ser melhor avaliado, na
tentativa de, na medida do possivel, tentar aferir o tipo de resisténcia que se vai tentar
introduzir. Indicadores como o tipo de resposta dos tecidos ao contacto com o fungo,
a velocidade do desenvolvimento da doenca e o tamanho médio das pustulas seriam
dteis;

e Aavaliagdo de campo deve ser realizada numa altura em que as condigdes ambientais
sejam mais propicias & maxima expressao da doenca, para que se potencie maxima
representatividade dos resultados.

Na sequéncia destas recomendacdes, € importante ressalvar que ainda muitos processos
fisiolégicos carecem de estudos mais elucidativos e conclusivos, nomeadamente nos

mecanismos de resisténcia a doenca da ferrugem tardia em framboesa vermelha.
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Na Fam2 foram avaliadas 1827 plantas, das quais 242 (13,2%) demoraram menos tempo
e requereram menos GDC (TB5°C) que o PF desde a plantacdo até a colheita do king fruit,
em 2022. Estes 242 gendtipos foram agrupados em 12 grupos de precocidade: o0 mais precoce
demorou 13 semanas e precisou de 1359,8 GDC (TB5°C) comparativamente aos 2044,3 GDC
(TB5°C) e 18,3 semanas necessarios para o progenitor feminino. Os indicadores biométricos
medidos apresentaram valores bastante variaveis entre grupos e dentro do mesmo grupo de
precocidade. O numero de laterais produtivos em relacdo ao comprimento total é
relativamente mais reduzido do que aquele reportado na bibliografia para variedades que
apresentam rendimentos satisfatérios (Sgnsteby & Heide, 2010). Na bibliografia (Danek,
1999), as componentes de precocidade sdo reportadas como aditivas, pelo que é
relativamente facil introduzir esta caracteristica em programas de melhoramento.

Na Fam3 foram avaliados os frutos de 95 (20,5%) plantas de um total de 464, bem como
os frutos dos progenitores. No geral, a descendéncia exibiu valores para as varidveis medidas
e avaliadas (L*, a*, b*, C*, h°, AE,) bastante proximos dos do progenitor feminino, & exce¢éo
de 5 individuos. Estes exibiram valores médios significativamente diferentes (p<0,05) dos do
progenitor feminino, nomeadamente: maiores valores de luminosidade (L*), entre 41,28 e
43,57 (L*pe=35,04); maior cromaticidade (C*) da cor, entre 44,52 e 50,56 (C*pr=41,49); e
tonalidades de vermelho (h°) ligeiramente mais alaranjadas, entre 34,63 e 36,2° (h°sr=31,69).
O individuo mais promissor aparenta ser o 449, que apresenta o maior valor de luminosidade
(L*149=43,57) e o terceiro maior valor de saturacdo (C*pr=49,37).

Os mecanismos de transmisséo da cor e a sua regulagdo genética carecem de estudos
mais recentes e conclusivos na cultura da framboesa, para que essa informagédo possa ser
incorporada em programas de melhoramento, com a sele¢éo de progenitores mais aptos para
a introducéo das caracteristicas de cor do fruto mais apelativas para os diferentes mercados
a gue se destinam.

Na sequéncia destas avaliagfes e sele¢des, 0s proOXximos passos passam por avaliar se
o nivel de expressao das trés caracteristicas em estudo é satisfatorio nos individuos com
potencial para selecdo, em relagédo aos objetivos estabelecidos. Caso ndo seja, € necessario
realizar retrocruzamentos entre os individuos com potencial de sele¢cdo e 0s respetivos
progenitores masculinos, ou com novos progenitores masculinos. Caso o nivel de expressao
seja satisfatorio, é preciso avaliar outros parametros como o rendimento e a qualidade dos
frutos e aferir se se pde a necessidade de realizar retrocruzamentos com o progenitor
feminino, até ser atingido o melhor compromisso entre a caracteristica que se pretende
introduzir (resisténcia a doenca da ferrugem tardia, precocidade e cor do fruto) e as
caracteristicas de qualidade do progenitor feminino. O objetivo Ultimo deste programa é obter
um genétipo com a qualidade do fruto e rendimento do progenitor feminino, exibindo
simultaneamente maior resisténcia a doenca da ferrugem tardia, maior precocidade na

producao e frutos de coloragdo mais clara.
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7. Anexos

7.1. Anexo |

Figura 23 — Exemplar de folha representativa de um nivel de infegao de ferrugem tardia correspondente a 1.

Figura 24 - Exemplar de folha representativa de um nivel de infecao de ferrugem tardia correspondente a 2.



Figura 25 - Exemplar de folha representativa de um nivel de infegdo de ferrugem tardia correspondente a 3.



7.2. Anexo Il

Figura 26 — Apice no estado vegetativo.

Figura 27 — Estados fenolégicos do gomo terminal classificados como botéo, compreendidos entre esta classe e
a classe de queda da pétala.



Figura 28 — Estados fenolégicos do gomo terminal classificados como queda da pétala (imagem acima a
esquerda), compreendidos entre esta classe e a classe colheita.

Figura 29 — Estado fenoldgico correspondente a colheita.



7.3. Anexo Il

LISBOA/l.Geofisico
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Figura 30 — Valores de temperatura maxima e minima do ar, para o més de abril, no distrito de Lisboa
(IPMA, 2022a).
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Figura 31 — Valores de temperatura maxima e minima do ar, para 0 més de maio, no distrito de Lisboa
(IPMA, 2022a).



7.4. Anexo IV
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Figura 32 — Valores de temperatura média (T_MED), maxima (T_MAX) e minima (T_MIN) registados pela
estacdo meteoroldgica de Odemira-Sao Teotdnio, durante os meses de abril e maio de 2022.



